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Deteksi Kehalalan Secara Molekuler dan Biosekuriti pada sate daging sapidi
Kecamatan Padang Barat Kota Padang

Oleh : SOVIA HARIANTI (1821652003)
(Di bawah bimbingan : dr. Hirowati Ali, MD, Ph.D dan Prof. Drh. Hj. Endang
Purwati RN,M.S, Ph.D)

Abstrak

Kota Padang sebagai ibu kota provinsi Sumatera Barat dikenal sebagai
daerah dengan nuansa Islam yang sangat kental. Pada Januari 2019, di Padang
ditemukan sate sapi campur babi. Menurut Undang-Undang Nomor 18 Tahun
2009, Pasal 58 ayat 1 menyatakan “Untuk menjamin produk hewan yang aman,
sehat, utuh, dan halal, pemerintah pusat dan pemerintah daerah sesuai dengan
kewenangannya melakukan pengawasan, pemeriksaan, pengujian, standardisasi,
sertifikasi dan registrasi produk asal hewan.” Pemantauan pasokan makanan halal
dimulai dari hulu hingga hilir. Daging olahan dan masakan khas Sumatera Barat
yang paling banyak ditemui adalah sate. Hampir semua penduduk lokal dan
pengunjung Sumatera Barat, khususnya kota Padang, menyukai sate. Penelitian
ini bertujuan untuk mendeteksi kehalalan dan higinis sate daging sapiyang dijual
di Kecamatan Padang Barat Kota Padang. Penelitian ini menggunakan purposive
sampling dengan kriteria; sate dijual di Kecamatan Padang Barat Kota Padang,
terbuat dari daging, yang belum dan sudah dibakar, langsung habis sehari dan
disimpan dengan freezer atau dengan tambahan zat pengawet. Berdasakan hasil
deteksi kehalalal pada 20 sampel diketahui semua sampel negatif kontaminasi
babi. Sedangkan hasil biosekuriti menunjukkan bahwa 13 dari 20 sampel
terkonaminasi bakteri E.coli dan ada 2 sampel yang terkontaminasi bakteri
Staphylococcus aureus serta tidak ada sampel yang terkontaminasi oleh bakteri
Salmonella, sp. Pada pengujian zat formalin semua sampel negatif formalin dan
bebas dari boraks. Peneliti menyarakan agar penjual sate daging sapidi Kecamatan
Padang Kota Padang harus selalu menjaga dan meningkatkan higenis sanitasi

dalam proses produksi dan penyajian sate.

Kata kunci: Biosekuriti, Formalin, Halal, Higenis, Sate
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Molecular Detection of halal and Biosecurity on Sate of Meat in Kecamatan
Padang Barat Kota Padang
Oleh : SOVIA HARIANI (1821652003)
(Di bawah bimbingan : dr. Hirowati Ali, MD, Ph.D dan Prof. Drh. Hj. Endang
Purwati RN,M.S, Ph.D)
Abstract

The city of Padang the capital of the province of West Sumatra is known as an
area with a very strong Islamic nuance. In January 2019, Padang found beef and
pork satay. According to Law No. 18 of 2009, Article 58 paragraph 1 states "To
guarantee safe, healthy, intact and halal animal products, the central government
and local governments by their authority carry out supervision, inspection, testing,
standardization, certification, and product registration animal origin." Monitoring
the supply of halal food starts from beginning to end. The most common
processed meat and cuisine of West Sumatra is satay. Almost all residents and
visitors to West Sumatra, especially the city of Padang, like satay. This study aims
to detect the halal and hygienic satay sold in West Padang District, Padang City.
This study uses purposive sampling with the criteria; The satay that is sold in
Padang Barat District, Padang City, is made from meat, which has not been and
has been roasted, immediately runs out a day and is stored in the freezer or with
added preservatives. Based on the results of halal detection in 20 samples, it was
known that all samples were negative for pork contamination. Meanwhile, the
results of biosecurity showed that 13 out of 20 samples were contaminated with E.
coli bacteria and there were 2 samples contaminated with Staphylococcus aureus
bacteria, and no samples contaminated with Sa/monella, sp. In the formalin test,
all samples were formalin negative and free of borax. The researcher suggests that
meat satay sellers in Padang District, Padang City must always maintain and

improve sanitation hygiene in the process of producing and serving satay.

Keyword: Biosecurity, Formalin, Halal, Hygenic, Satay
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BAB I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Pada bulan Januari tahun 2019 di Kota Padang telah ditemukan adanya
sate daging sapisapi yang dioplos dengan daging babi. Kota Padang sebagai
ibukota Provinsi Sumatera Barat dikenal sebagai daerah yang nuansa islamnya
sangat kental. Tidak seorangpun yang menyangka bahwa akan ada sate daging
sapisapi dioplos dengan daging babi. Kasus ini terkuak dengan adanya salah
seorang pembeli yang melapor ke Dinas Kesehatan Kota Padang pada bulan
Oktober 2018, bahwa dia curiga kalau sate yang di jual di seputaran Pasar
Simpang Haru adalah sate yang bercampur dengan daging babi. Hal ini kemudian
di respon oleh Dinas dengan mengambil sampel kemudian diperiksakan ke
laboratorium BPOM. Hasilnya baru keluar bulan Januari 2019. Cukup lama jarak
waktunya. Setelah hasil keluar maka Dinas Kesehatan Kota Padang berkoordinasi
dengan Dinas terkait, diantaranya Dinas Pertanian yang merupakan Dinas yang
berwenang di bidang kesehatan masyarakat veteriner, dimana pengawasan pangan
ASUH (aman, sehat, utuh dan halal) adalah salah satu fungsinya.

Penyediaan pangan halal pada saat ini sudah menjadi suatu gaya hidup
manusia. Kata halal merupakan kata yang sering didengar di telinga kita, tidak
hanya di Indonesia tetapi juga di luar negeri yang mayoritas beragam non-Muslim.
Makanan halal saat ini telah menjadi kebutuhan yang umum, disebabkan karena
penduduk dunia baik Muslim maupun non-Muslim telah menganggap makanan
halal merupakan makanan yang sehat dan dibutuhkan. Dengan banyaknya produk
impor yang beredar di Indonesia mengharuskan orang muslim lebih cermat dalam
memilih produk makanan dan minuman tersebut.

Menurut Undang-Undang Nomor 18 Tahun 2009 pasal 58 ayat 1
menyebutkan bahwa “Dalam rangka menjamin produk hewan yang aman, sehat,
utuh, dan halal, Pemerintah Pusat dan Pemerintah Daerah sesuai kewenangannya
melaksanakan pengawasan, pemeriksaan, pengujian, standardisasi, sertifikasi, dan
registrasi produk hewan.”Pengawasan terhadap penyediaan makanan halal
dimulai dari hulu sampai ke hilir. Sumber makanan yang sering kita konsumsi

salah satunya adalah daging sapi. Daging sapi dengan mudah dapat diperoleh di



pasar-pasar tradisional maupun modern. Proses penyembelihan harus dilakukan di
Rumah Potong Hewan (RPH) yang wajib dimiliki oleh Kabupaten dan Kota.
Dalam penyediaan daging ASUH (Aman, Sehat, Utuh dan Halal), RPH harus
memiliki dua sertifikasi yaitu sertifikasi Nomor Kontrol Veteriner (NKV) yang
dikeluarkan oleh Dinas yang menjalankan fungsi Kesehatan Masyarakat Veteriner
yang ada di Provinsi dan sertifikasi halal dari MUI (Majelis Ulama Indonesia).
Tata cara pemotongan hewan di RPH diatur dalam Undang-Undang nomor 18
Tahun 2009 pasal 61 dan 62, dan untuk petunjuk pelaksanaan teknisnya diatur
dalam Peraturan Menteri Pertanian nomor 13 tahun 2010.

Kegunaan sertifikasi halal di RPH adalah untuk memberikan jaminan
kehalalan dan higieni sanitasi dari daging yang dikonsumsi masyarakat di
Indonesia. Penyembelihan halal merupakan suatu rangkaian kegiatan yang
dimulai dari cara menangani sapi, merebahkan sapi, arah merebahkan sapi sampai
penyembelihannya. Juru sembelih harus memiliki sertifikasi halal dari MUI
(Majelis Ulama Indonesia). Juru sembelih sering disebut Juleha atau Juru
Sembelih Halal. Sertifikasi bagi juleha ini dilakukan agar petugas juru sembelih
cakap dan mengerti mana yang termasuk aspek halal di dalam proses
penyembelihan sapi.

Di Kota Padang, daging yang dihasilkan dari pemotongan di RPH Air
Pacah yang sudah bersertikasi halal dan NKV. Daging didistribusikan dan diolah
untuk berbagai macam olahan pangan. Makanan olahan daging yang paling
banyak ditemukan dan menjadi makan khas di Sumatera Barat adalah sate.
Hampir semua masyarakat dan pengunjung yang ada di Sumatera Barat,
khususnya Kota Padang menyukai sate. Banyak pedagang sate dengan mudah
kita temui tersebar di seluruh wilayah Kota Padang. Namun dari sekian banyak
gerai sate belum ada yang memiliki label halal. Banyaknya penjualan sate yang
belum memiliki label halal, menimbulkan keresahan bagi masyarakat yang akan
membeli sate. Keresahan ini semakin terlihat sejak ditemukannya penjualan sate
daging sapisapi yang dicampur dengan daging babi. Hal ini diperlukan adanya
deteksi kehalalan untuk menjamin kehalalan sate.

Selain adanya jaminan kehalalan, makanan juga harus terjamin

kebersihannya dan keamanannya sehingga tercipta makanan halalan toyiban.



Banyak makanan yang dijual tanpa memperhatikan kebersihan dan kesehatan.
Kebersihan dan kesehatan pangan erat kaitannya dengan keamanan pangan.
Banyak penanganan bahan pangan mulai dari tahap persiapan, pembersihan,
pengolahan, penyimpanan hingga penyajian makanan tidak dilakukan dengan baik
dan tepat maka akan berpotensi menimbulkan dampak negatif terhadap konsumen
dan tidak memberikan manfaat terhadap kesehatan tubuh yang memakannya,
malah akan menyebabkan timbulnya penyakit. Hingga saat ini peredaran pangan
yang tidak aman masih menjadi permasalahan bagi Indonesia. Meskipun
ketentuan mengenai keamanan pangan sudah diatur dalam Undang- Undang

tentang Pangan dan tentang Kesehatan.

B. Masalah Penelitian

Berdasarkan uraian diatas, maka dapat dirumuskan permasalahan penelitian

sebagai berikut :

1. Bagaimana mendeteksi kehalalan pada sate daging sapiyang dijual di
Kecamatan Padang Barat Kota Padang?

2. Bagaimana mendeteksi higinis pada sate daging sapiyang dijual di Kecamatan

Padang Barat Kota Padang?

C. Tujuan Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan tujuan sebagai berikut:
1. Mendeteksi kehalalan secara molekuler pada sate daging sapiyang dijual di
Kecamatan Padang Barat Kota Padang
2. Mendeteksi higinis secara biologis dan konservatif pada sate daging sapiyang

dijual di Kecamatan Padang Barat Kota Padang

D. Hipotesis
Hipotesis pada penelitian ini sebagai berikut:
1. Deteksi kehalalan secara molekuler pada sate daging sapiyang dijual di
Kecamatan Padang Barat Kota Padang berhasil dilakukan
2. Deteksi higinis secara biologis dan konservatif pada sate daging sapiyang

dijual di Kecamatan Padang Barat Kota Padang berhasil dilakukan.



E. Manfaat Penelitian

Manfaat Penelitian yang diperoleh dari hasil penelitian ini adalah sebagai
informasi adanya jaminanan kehalalan dan kebersihan sate daging sapisapi yang
diperjualbelikan di Kecamatan Padang Barat. Jumlah penjual yang berjualan sate
daging sapisapi yang halal dan bersih. Identifikasi kehalalan secara molekuler dan
higienis secara biologis dan konservatif pada sate daging sapisapi yang dijual di
Kecamatan Padang Barat Kota Padang sehingga konsumen mendapatkan jaminan

kehalalan dan kebersihan dari sate daging sapisapi yang dimakan.



BAB II. TINJAUAN PUSTAKA

A. Pangan Halal

Halal jika dipandang dalam ajaran hukum Islam, merupakan persoalan sangat
penting dan dipandang sebagai inti beragama. Halal dan haram adalah suatu yang
harus dipahami dengan sepenuhnya. Setiap muslim sebelum melakukan,
menggunakan, dan mengkonsumsi sesuatu sangat dituntut untuk memastikan
terlebih dahulu kehalalan dan keharamannya. Jika sudah dipastikan kehalalannya,
maka dibolehkan melakukan, menggunakan atau mengkonsumsinya. Sebaliknya
jika diketahui jelas ketidak halalannya atau jelas keharamannya, maka umat
muslim harus menjauhkan diri dari hal haram tersebut. Karena begitu pentingnya
kedudukan halal dan haram dalam agama Islam, banyak ulama yang menyatakan,
bahwa hukum figh Islam merupakan pengetahuan tentang halal dan haram.

(Rahmadani, 2015).

Halal berarti membebaskan, melepaskan, memecahkan dan membolehkan.
Dalam kajian dengan hukum sara’, halal memiliki dua pengertian. Pertama
menunjukan bahwa kata halal menyangkut kebolehan menggunakan benda-benda
atau apa saja untuk memenuhi kebutuhan fisik, termasuk didalamnya makanan,
minuman, obat-obatan. Pengertian kedua berkaitan dengan kebolehan
memanfaatkan, memakan, meminum dan mengerjakan sesuatu yang kesemuanya

ditentukan berdasarkan nash (Sucipto, 2012).

Produk yang dihasilkan pada umumnya selalu ingin dikembangkan agar
dapat menembus pasar global dan pasar di Indonesia. Untuk bisa terwujud, maka
salah satu syaratnya adalah produk harus halal. Halal sudah menjadi salah satu
syarat yang ada pada produk. Ini diatur dalam Undang-Undang Republik
Indonesia No. 33 tahun 2014 tentang jaminan produk halal pada pasal 4
menyebutkan bahwa semua produk yang masuk, beredar dan diperdagangkan

wajib memiliki sertifikat halal (Undang-Undang RI No.33 pasal 4 Tahun 2014).

Dalam Undang-Undang No. 7 tahun 1996, Pangan diartikan sebagai segala
sesuatu yang berasal dari sumber daya hayati dan air, baik yang diolah maupun

yang tidak diolah yang diperuntukkan sebagai makanan atau minuman yang dapat



dikonsumsi oleh manusia. Berbicara masalah pangan, maka didalamnya termasuk
bahan tambahan pangan, bahan baku pangan, dan bahan lain yang digunakan
dalam proses sebelum diolah, pada saat pengolahan, dan sampai pada pembuatan

makanan dan minuman serta penyajiannya (Undang-Undang RI No. 7 Tahun

1996).

BPPOM telah menemukan adanya pemalsuan daging sapi dengan daging
babi pada produk olahan daging seperti abon dan dendeng. Semua produk tersebut
beredar di beberapa kota besar di Indonesia. Makanan yang beredar di pasaran
yang targetnya adalah umat muslim, maka makanan yang untuk konsumsi umat
muslim harus memenuhi syarat-syarat yang telah ditetapkan oleh agama islam

yaitu halalan thoyiban (Waharjani, 2015).

Banyak makanan yang bahan dasarnya berasal dari daging, dan ini rawan
untuk dipalsukan. Salah satunya yang paling banyak digemari adalah Sate Padang.
Beragam jenis sate Padang, diantaranya yang terkenal adalah: sate dangung-
dangung, sate kacang dangung-dangung, sate Padang Panjang, sate Batusangkar
dan sate Pariaman. Masing-masing sate memiliki sejarah, tempat dan cita rasa
yang berbeda. Sate Padang juga membawa pengaruh dalam budaya dan
lingkungan, karena dengan adanya penjual Sate Padang berdampak pada naiknya
perekonomian masyarakat Minang. Banyak pedagang Sate Padang juga menjual
satenya di hari lebaran dengan jumlah yang banyak dan dengan keuntungan yang
berlebih. Sate Padang juga menjadi salah satu alasan banyaknya orang yang
pulang ke kampung halaman karena ingin mencicipi Sate Padang. Ada yang
beranggapan jika tidak makan sate Padang berarti tidak pulang ke kampung
halaman. Sate Padang juga menjadi salah satu pilihan menu sarapan pagi bagi
masyarakat Minang, dan kebanyakan pengunjungnya adalah anak sekolah

(Maulana et al., 2016).

Pada dasarnya sate Padang (Gambar 1) memiliki bumbu-bumbu dan
rempah-rempah yang spesifik dari masing-masing daerah yang ada di Sumatera
Barat. Rasa khas sate Padang di masing-masing daerah dibedakan dari tambahan

bumbu dan rempah serta racikannya. Sate Padang yang berasal dari Pariaman



kuahnya berbeda dengan Sate Padang yang berasal dari Padang Panjang. Baik

rasa maupun warnanya (Maulana et al., 2016).

Gambar 1. Sate Padang (dokumen pribadi)

B. Deteksi Halal Secara Molekuler

Metode deteksi halal yang pernah dilakukan sebelumnya adalah
menggunakan Polymerase Chain Reaction (PCR). PCR ini mempunyai
kemampuan yang sensitif untuk deteksi keberadaan daging babi di dalam daging
segar maupun produk olahan yang dicampur dengan bahan lain (Widayat et al,
2019). Keberadaan komponen bahan makanan yang mengandung babi dalam
bahan dan produk pangan yang diidentifikasi melalui lemak, protein maupun

DNA (Kusumasstuti ef al., 2011).

Saat ini ada banyak metode analisis yang digunakan untuk mendeteksi
otentikasi makanan halal antara lain metode analisis Pork Detection Kit (PDK),
EnzymLinked Immunosorbent Assay (ELISA), Real-Time Polymerase Chain
Reaction DNA (RTPCR), duplex droplet digital PCR (dddPCR), Gas
Chromatography (GC), Gas Chromatography-Mass Spectrophotometri (GC-MS),
Fourier Trnsform-Infrared Spectroscopy (FTIR), High Performance Liquid
Chromatography (HPLC), Proton Nuclear Magnetic Resonance (1IH NMR)
Spetroscopy (Andriyani et al., 2019).

Tanabe et al. (2007) telah melakukan uji kontaminan alergen makanan
olahan di Jepang dengan menggunakan teknologi PCR untuk mengamplifikasi
DNA babi menggunakan primer yang spesifik DNA babi.



Dalam penelitian lain, Alaraidh (2008) menggunakan teknologi PCR
untuk mengamplifikasi DNA babi menggunakan primer yang spesifik DNA babi,

pada uji kontaminan daging impor di pasar Saudi Arabia.

Murugaiah et al. (2009) melakukan penelitian untuk identifikasi spesies
babi. Peneitian ini Judul penelitiannya adalah menggunakan DNA mitokondria
spesifik untuk identifikasi makanan olahan terkontaminasi daging babi. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mencari hubungan antara kadar gula darah, serat otot

dan kualitas daging babi.

Erwanto et al. pada tahun 2014 menganalisis makanan olahan daging
berupa bakso yang ada di pasar tradisional di Indonesia. Penelitian ini
menggunakan reaksi PCR. Menggunakan gen otokrom untuk memisahkan
kontaminasi babi pada pangan olahan yang ada di pasaran Surabaya. Bakso yang
dijual di pasar Surabaya dan Yogyakarta dilakukan pengujian untuk kontaminasi

babi.

Teknologi Real Time PCR merupakan teknologi molekular terkini untuk
mendeteksi adanya kontaminan DNA babi/celeng pada daging dan makanan
olahan daging. Pengujian menggunakan Real Time PCR ini dapat menganalisa
secara kuatitatif dan hasilnya bisa langsung didapatkan pada waktu itu juga

(Rachmawati, 2014).

1. Polymerase Chain Reaction (PCR) dan Pemanfaatannya

Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah suatu metode enzimatis untuk
amplifikasi DNA dengan cara in vitro. Tahun 1985, Kary B. Mullis pertama kali
mengembangkan PCR. Pencapaian amplifikasi DNA pada PCR dapat terwujud
jika menggunakan primer oligonukleotida yang disebut amplimers. Fungsi
pengawalan sintesis rantai DNA adalah Primer DNA yang merupakan sekuens
oligonukleotida pendek. Dalam PCR terjadi pelipatgandaan fragmen DNA. Primer
yang digunakan pada PCR umumnya terdiri dari 20-30 nukleotida. Template atau
cetakan DNA adalah fragmen DNA yang akan dilipatgandakan yang terdapat
dalam spesimen klinik dan merupakan patogen. Deoksiribonukleotida trifosfat
(ANTP) menempel pada ujung 3’ primer pada saat proses pemanjangan dan ion

magnesium menstimulasi aktivasi polimerase (Zuhriana, 2010).



Reaksi berantai polimerase atau PCR (Polimerase Chain Reaction) adalah
suatu metode in vitro untuk mensintesis sekuens tertentu dari DNA dengan
menggunakan dua primer oligonukleotida untuk menggabungkan pita yang
berlawanan dan mengapit dua target DNA. Dalam proses PCR terdapat tiga
tahapan. Dimana tahapan-tahapan tersebut adalah tahap denaturasi DNA templat,
tahap penempelan atau annealing primer, dan tahap polimerisasi atau extension

rantai DNA (Yudha. 2012).

Proses PCR memiliki 3 tahapan penting yang berulang dengan cepat dalam
30 - 40 siklus. Tahap pertama denaturasi, denaturasi awal dilakukan sebelum
enzim taq polimerase ditambahkan ke dalam tabung reaksi. Pada denaturasi DNA
terjadi proses pembukaan dari DNA untai ganda menjadi DNA untai tunggal.
Untuk dapat memastikan bahwa molekul DNA terdenaturasi dengan baik
dibutuhkan waktu kurang lebih 3 menit. Denaturasi yang tidak lengkap
mengakibatkan DNA mengalami renaturasi yaitu dimana DNA kembali
membentuk DNA untai ganda secara cepat, dan ini mengakibatkan gagalnya
proses PCR. Waktu denaturasi yang terlalu lama dapat mengurangi aktifitas enzim
Taq polymerase. Waktu paruh dari aktivitas enzim tersebut adalah lebih dari 2 jam,

40 menit, 5 menit masing-masing pada suhu 92,5; 95 dan 97,5°C (Zuhriana, 2010).

Tahap kedua dari PCR adalah annealing atau penempelan primer.
Umumnya kriteria yang digunakan untuk merancang primer yang baik adalah
primer yang berukuran 18 — 25 basa, mengandung 50 — 60 % G+C dan untuk
kedua primernya sebaiknya sama. Sekuens DNA dalam masing-masing primer itu
sebaiknya tidak saling berkomplemen, karena hal ini akan menyebabkan
terbentuknya struktur sekunder pada primer tersebut dan mengurangi efisiensi
PCR. Waktu annealing yang biasa digunakan dalam PCR adalah 30 — 45 detik.
Semakin panjang ukuran primer, semakin tinggi temperaturnya. Temperatur
penempelan yang digunakan berkisar antara 36°C sampai dengan 72°C, namun

suhu yang biasa dilakukan itu adalah antara 50 — 60°C (Zuhriana, 2010).

Tahap ketiga adalah pemanjangan Primer atau extention. Selama tahap ini
Taq polymerase memulai aktivitasnya memperpanjang DNA primer dari ujung 3°.

Kecepatan penyusunan nukleotida oleh enzim tersebut pada suhu 72°C
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diperkirakan 35 — 100 nukleotida/detik. Jumlah nukleotida bergantung pada buffer,
pH, konsentrasi garam dan molekul DNA target. Dengan demikian untuk produk
PCR dengan panjang 2000 pasang basa, waktu yang dibutuhkan untuk
perpanjangan primer cukup 1 menit. Pada akhir siklus PCR waktu yang
digunakan diperpanjang sampai 5 menit, dengan demikian diharapkan seluruh

produk PCR membentuk DNA untai ganda (Zuhriana, 2010).

PCR menggunakan enzim Taq DNA polimerase. Dari setiap siklus, pada
akhirnya akan terjadi penambahan satu nukleotida A di ujung 3* dari potongan
DNA yang dihasilkan. Sehingga nantinya produk PCR ini dapat di kloning dengan
menggunakan vektor yang ditambahkan nukleotida T pada ujung 5. Termocycler

(gambar 2) adalah alat yang digunakan dalam proses PCR (Zuhriana, 2010).

Veriti f o

Gambar 2. Alat Thermal-cycler PCR (dokumen pribadi)

Proses PCR secara umum merupakan rangkaian yang didahului dan
diakhiri oleh tahapan - taapan yang terisir dari: pradenaturasi selama 1-9 menit di
awal reaksi untuk memastikan kesempurnaan denaturasi dan mengaktifasi DNA
Polymerase. Proses setelah skilus PCR terakhir adalah Final Elongasi yang
dilakukan pada suhu optimum enzim yaitu 70-72°C selama 5-15 menit sehingga

setiap utas tunggal yang tersisa diperpanjang secara sempurna (Zuhriana, 2010).
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Perbanyakan DNA (gambar 3) dengan PCR secara teknis memerlukan
tujuh komponen yaitu: template/cetakan DNA, enzim DNA polymerase yang
tahan panas, satu pasang primer, dNTP, kofaktor MgCl2, larutan penyangga dan
air. Sebelum dilakukan PCR semua komponen tersebut dimasukan dan dicampur
di dalam tabung ukuran 200 pL dalam kondisi dingin. Perbanyakan DNA dengan
PCR menggunakan metode konvensional terdiri dari tiga langkah yang diulang
untuk suatu siklus tertentu yaitu denaturasi cetakan/template DNA

(Zuhriana, 2010).

Lrrand arpsvaman (densTErsTEE)
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Gambar 3. Prinsip-prinsip perbanyakan fragmen DNA. (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/ probe/docs/techpcr/)

Proses PCR melibatkan beberapa tahap yaitu: (1) pra-denaturasi DNA
templat; (2) denaturasi DNA templat; (3) penempelan primer pada templat
(annealing); (4) pemanjangan primer (extension) dan (5) pemantapan
(postextension). Tahap (2) sampai dengan (4) merupakan tahapan berulang
(siklus), di mana pada setiap siklus terjadi duplikasi jumlah DNA (Handoyo et al,
2000).
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PCR memiliki keunggulan yang sangat tinggi. Berdasarkan atas spesifitas,
efisiensi dan keakuratannya. Spesifitas PCR merupakan suatu kemampuannya
untuk mengamplifikasi sehingga menghasilkan produk melalui beberapa siklus.
Keakuratan yang tinggi dikarenakan DNA polymerase mampu menghindari
kesalahan pada amplifikasi produk. Biaya yang cukup tinggi merupakan salah satu
masalah pada PCR. Kelebihan lain metode PCR adalah pelipatgandaan suatu
fragmen DNA (110 bp, 5x10-9 mol) sebesar 200.00 kali setelah dilakukan 20

siklus reaksi selama 220 menit (Zuhriana, 2010).

C. Biosekuriti Pangan

Penyediaan makanan mulai dari proses pengolahan sampai penyajian dan
pengemasan harus memperhatikan sanitasi. Sanitasi makanan dapat diartikan
sebagai salah satu kegiatan dan tindakan yang diperlukan dalam membebaskan
makanan dan minuman dari segala bahaya yang dapat menganggu atau merusak
kesehatan. Rangkaian kegiatan yang harus memperhatikan sanitasi ini mulai dari
sebelum makanan diproduksi, dalam proses pengolahan, penyimpanan,
pengangkutan, sampai makanan dan minuman tersebut dikonsumsi oleh
masyarakat atau konsumen. Sanitasi makanan ini bertujuan untuk menjamin
keamanan dan kemurnian makanan, mengamankan konsumen terserang penyakit,
menjamin penjualan makanan yang agar tidak merugikan pembeli dan

mengurangi kerusakan dari makanan (Lumare ef al., 2016).

Menurut Peraturan Kepala Badan Pengawas Obat dan Makanan No. 20
Tahun 2019 tentang Pengawasan Kemasan Pangan membedakan bahan yang

dibolehkan untuk digunakan sebagai Kemasan Pangan menjadi dua, yaitu:

1. Zat kontak pangan didefinisikan sebagai suatu komponen bahan yang
digunakan dalam pembuatan, pengepakan, pengemasan, dan penyimpanan
pangan, yang tidak menimbulkan efek teknis terhadap pangan (Peraturan
BPOM No. 20 Tahun 2019).

2. Bahan Kontak Pangan merupakan bahan kemasan pangan yang bersentuhan
dengan pangan. Terdiri dari kemasan pangan aktif, kemasan pangan pintar,
perekat, keramik, gabus, karet dan elastomer, kaca, resin penukar ion, logam

dan paduan logam, kertas dan karton, plastik, selulosa teregenerasi, silikon,
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kain, lilin, kayu, pengkilap, dan penyalut (Peraturan BPOM No. 20 Tahun
2019).

Proses produksi makanan dilakukan melalui serangkaian kegiatan yang
meliputi persiapan, pengolahan, dan penyajian makanan. Keterlibatan manusia
dalam proses pengolahan makanan sangat besar, sehingga penerapan sanitasi
perlu mendapatkan perhatian khusus karena manusia berpotensi menjadi salah
satu mata rantai dari penyebaran penyakit, terutama yang disebabkan oleh

mikroorganisme patogen melalui makanan (Purnawijayanti, 2021).

Secara historis, bakteri telah menjadi penyebab beberapa penyakit paling
mematikan dan epidemi yang meluas dalam peradaban manusia. Penyakit seperti
TBC, tifus, wabah, difteri, tipus, kolera, disentri, dan radang paru-paru telah
memakan banyak korban manusia. Pada awal abad kedua puluh, pneumonia,

tuberkulosis dan diare adalah tiga penyebab utama kematian (Todar, 2020).

Dari hasil penelitian dengan menggunakan pendekatan kajian sistematis
dan kuantitatif menyebutkan bahwa telah terjadi kejadian luar biasa (KLB)
keracunan pangan di Indonesia periode 2000-2015, dan kejaidan ini meningkat
setiap tahunnya. 60% dari kejadian keracunan pangan diduga disebabkan oleh
bakteri. Bakteri pathogen penyebab tertinggi dalam kasus keracunan pangan
diantaranya Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphyococcus sp., Salmonella

(Arisanti et al., 2018).

1. Escherichia coli

Bakteri Escherichia coli merupakan bakteri flora normal yang sering
ditemukan pada usus manusia, dapat menyebabkan infeksi primer pada manusia

seperti diare (Karsinah et al., 2011).

Klasifikasi Escherichia coli menurut Songer dan Post (2005) adalah

sebagai berikut :

Kingdom . Bacteria
Phylum . Proteobacteria
Class : Gamma Proteobacteria

Ordo . Enterobacteriales
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Famili . Enterobacteriaceae
Genus . Escherichia
Spesies . Escherichia coli

Gambar 4. Bakteri Escherichia coli (Manning, 2010)

Escherichia coli adalah bakteri flora normal yang sering dijumpai pada
usus manusia. Sifatnya yang unik menyebabkan bakteri ini sering ditemukan
dalam usus manusia dan dapat menyebabkan infeksi primer seperti diare.
Escherichia coli adalah bakteri Gram negatif yang termasuk dalam family
Enterobacteriaceae, yang ada di dalam tubuh manusia. Bergerak menggunakan
flagel dan berbentuk batang pendek atau biasa disebut kokobasil. Bakteri ini
(Gambar 4) mempunyai flagel dengan ukuran 0,4-0,7 pm x 1,4 um dan simpai

(Radji, 2011).

Bakteri E. coli memiliki ukuran dengan panjang kurang lebih 2 um,
diameter 0,7 pum, lebar 0,4-0,7 um. Sifat bakteri ini diketahui bersifat anaerob
fakultatif, dimana bakteri ini masih tetap bisa hidup dalam kondisi sedikit oksigen.
Dan untuk mengenali koloninya, dapat kita lihat ciri pada koloni yang berbentuk
bundar, tampak cembung, halus dan memiliki tepi yang nyata (Hidayati et al.,

2016).
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E.coli terdiri dari 150 tipe antigen O, 50 tipe antigen H, dan 90 tipe antigen
K. Beberapa antigen O dapat dibawa oleh mikroorganisme lain, sehingga sama
seperti yang dimiliki oleh Shigella. Penyakit yang spesifik terkait dengan antigen
O, dapat ditemukan pada penyakit infeksi saluran kemih dan diare (Karsinah ef al.,

2011).

Bakteri E.coli tergolong bakteri anaerob fakultatif yang dapat hidup pada
keadaan aerob maupun anaerob. Sebagai sumber karbon digunakan oksigen dari
luar dalam menghasilkan tenaga untuk tumbuh secara oksidatif, dan menggunakan
cara fermentasi dalam menghasilkan energi untuk kelangsungan hidup

(Manning, 2010).

Bakteri E.coli dapat berkembang dalam usus manusia dan kemudian
menginfeksi manusia sehingga menimbukan penyakit. Hal ini dapat terjadi jika
seseorang mengkonsumsi makanan yang tercemar oleh bakteri E.coli seperti
minum susu, makanan yang diolah tidak matang secara sempurna, atau makanan
dan minuman yang tercemar oleh kotoran hewan dan manusia, maka bakteri ini

dapat berkembang dalam usus manusia (Jawetz, 2005).

Bakteri ini dapat masuk ke dalam tubuh manusia melalui tangan atau alat-
alat seperti botol dot, thermometer, dan peralatan makan yang tercemar oleh tinja.
Penularan bakteri ini bisa terjadi apabila pekerja yang membuat makanan
tangannya sudah terkontaminasi oelh bakteri ini, dan dapat menyebabkan
penularan penyakit melalui makanan yang disebut dengan istilah Foodborne

disease (Paramitha et al., 2010).

Beberapa jenis Escherichia coli patogen menyebabkan penyakit melalui
pengeluaran racun oleh bakteri yang disebut Shiga-like toxin. Bakteri yang
memproduksi racun ini disebut Shiga Toxin-producing Escherichia coli (STEC)
atau Verocytotoxic Escherichia coli (VTEC) atau Enterohemo hemorragic
Escherichia coli (EHEC). Salah satu STEC yang paling sering teridentifikasi
adalah Escherichia coli O157:H7 (CDC, 2011).

2. Staphylococcus sp. dan Bahayanya
Bakteri  Staphylococcus aureus merupakan Dbakteri yang dapat

menyebabkan terjadinya intoksikasi yang bersifat piogenik. Bakteri ini masuk ke
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dalam kulit melalui folikel-folikel rambut, muara kelenjar keringat dan luka- luka
kecil. Kemampuan patogenik strain Staphylococcus aureus tertentu merupakan
efek gabungan dari faktor ekstraseluler, toksin-toksin, dan sifat invasif strain

tersebut (Jawetz et al., 2008).

Berbagai macam jenis infeksi pada manusia disebabkan oleh bakteri
Staphylococcus aureus, seperti infeksi kulit (jerawat, pioderma atau impetigo).
Infeksi saluran pernafasan yang serius (pnemonia), mastitis dan meningitis,
infeksi pada saluran urine, infeksi kronis seperti osteomielitis dan endokarditis.
Bakteri ini juga dapat menyebabkan infeksi nosokomial akibat luka tindakan
operasi dan pemakaian alat-alat perlengkapan perawatan di rumah sakit.
Staphylococcus aureus menghasilkan enterotoksin yang dapat menyebabkan

keracunan makanan (Radji., 2011).

Bakteri Staphylococcus aureus (Gambar 5) dapat hidup dan berkembang
biak dalam tubuh manusia. Orang yang tampak sehat tanpa gejala dapat membawa
Staphylococcus aureus. 25-30 % atau 1/3 bagian tubuh kita mengandung bakteri
Staphylococcus aureus yang koloninya dapat ditemukan pada permukaan kulit,
hidung, tanpa menyebabkan infeksi. Jika Staphylococcus aureus dimasukkan ke
dalam tubuh melalui luka akan menyebabkan infeksi yang sedikit dan tidak
membutuhkan perawatan khusus. Padakondisi tertentu Staphylococcus aureus
dapat menyebabkan masalah serius, seperti luka atau pneumonia (radang paru-
paru). Penularan terjadi karena mengkonsumsi produk makanan yang yang diolah
dengan tangan, yang tidak segera dimasak dengan baik ataupun karena proses
pemanasan dan penyimpanan yang tidak sesuai. Jenis makanan yang sering
terkontaminasi adalah seperti pastries, custard, saus salad, sandwhich, daging
cincang dan produk daging lainnya. Jika makanan dibiarkan pada suhu kamar
dalam beberapa jam sebelum dikonsumsi, maka Staphylococcus akan

memproduksi toksin dan berkembang biak dan tahan terhadap panas (Radji, 2011).
Menurut Warsa (1994) klasifikasi Staphylococcus aureus sebagai berikut:

Kingdom . Plantae
Phylum . Thailophyta

Class . Schizomycetes
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Ordo . Eubacteriales

Famili . Micrococcaceae
Genus . Staphylococcus
Spesies : . Staphylococcus aureus

Gambar 5. Bakteri Staphylocccus aureus (Todar, 2020)

Staphylococcus mudah tumbuh pada pembenihan bakteri di dalam
lingkungan aerobik atau mikroaerofilik. Bakteri ini tumbuh paling cepat pada
suhu 37°C, dan membentuk pigmen paling baik pada suhu kamar (20-35°C).
Koloni Staphylococcus pada media padat akan tampak berbentuk bulat, halus,
menonjol, dan mengkilat. Koloni Staphylococcus aureus berwarna abu-abu

sampai kuning emas (Jawetz, 2005).

3. Salmonella, sp pada Produk Makanan

Taksonomi dari Sa/monella typhi (Gambar 6) adalah sebagai berikut :

Kingdom . Bacteria

Phylum . Proteobacteria

Class . Enterobacteriales

Ordo . Gamma Proteobacteria
Famili . Enterobacteriaceae
Genus . Salmonella

Spesies . Salmonella enteric
Subspesies . enteric |

Serotipe . typhi (Jawetz et al., 2010)

Bakteri Salmonella typhi memiliki ciri-ciri yaitu berbentuk batang, tidak

berspora, ukuran 103,5 pm x 0,5-0,8 pm, besar koloni rata-rata 2-4 mm dan
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memiliki flagela peritrikh. Bakteri ini dapat memfermentasikan glukosa dan
manosa tanpa membentuk gas. Namun tidak dapat memfermentasikan laktosa dan
sukrosa. Sebagian besar isolat Salmonella yang berasal dari bahan klinik

menghasilkan H2S (Jawetz ef al., 2000).

Hasil isolat Salmonella typhi pada media SSA (salmonella dan shigella
agar) pada suhu 37°C akan menunjukkan koloni yang tampak cembung. Selain itu
juga tampak kloni tanpa warna atau transparan dan dibagian pusat terdapat bercak

hitam (Nugraha, 2012).

Bakteri Salmonella typhi dapat ditularkan dari makanan dan minumam
yang terkontaminasi bakteri. Bakteri yang masuk dalam jumlah lebih kurang 106 —
10°, maka sebagian bakteri dihancurkan oleh asam lambung dan sisanya masuk ke
saluran pencernaan dan berkembang biak di dalam saluran pencernaaan tersebut.
Jika respon imunitas humoral mukosa IgA usus kurang baik maka bakteri akan
masuk ke dalam usus halus. Awalnya akan menembus sel-sel epitel, terutama sel
M lalu ke lamina propia. Di lamina propia bakteri berkembang biak dan difagosit

oleh sel fagosit yaitu makrofag (Nelwan, 2007).

Jika bakteri masuk ke dalam hati, bakteri ini masuk ke dalam kandungan
empedu kemudian berkembang biak. Bakteri akan diekskresikan bersama dengan
cairan empedu ke dalam lumen usus. Sebagian bakteri dikeluarkan bersama faeses,
dan sebagian lagi masuk ke dalam sirkulasi menembus usus. Proses ini akan terus
berulang. Akibat aktivasi makrofag maka saat fagositosis bakteri Salmonella akan
terjadi pelepasan beberapa mediator inflamasi yang menimbulkan gejala reaksi
inflamasi sistemik seperti demam, malaise, myalgia, sakit perut, sakit kepala,

instabilitas vascular, gangguan mental dan koagulasi (Nelwan, 2007).

Bakteri Salmonella typhi dapat berkembang biak di dalam makrofag,
kemudian dibawa ke plaque Peyeri Ileum distal, selanjutnya menuju kelenjar
getah bening mesenterika. Bakteri masuk melalui duktus torasikus ke dalam
sistem peredaran darah sehingga menyebabkan bakterimia (asimtomatik) dan
demam tifoid. Bakterimia asimtomatik terjadi dalam waktu kurang lebih 24-72
jam setelah bakteri tertelan dan biasanya tanpa gejala, karena bakteri langsung

ditangkap oleh sel-sel sistem retikuloendotelial tubuh yang utama yaitu hati, limpa
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dan sumsumm tulang. Pada organ ini, bakteri akan meninggalkan makrofag dan
kemudian berkembang biak diluar sel atau di ruang sinusoid. Selanjutnya bakteri
menuju ke dalam sirkulasi darah yang akan menyebabkan bakterimia kedua

kalinya dengan tanda dan gejala infeksi sistemik (Nelwan, 2007).

Pada umumnya organisme yang berasal dari genus Salmonella merupakan
penyebab berbagai macam infeksi, seperti gastroenteritis ringan sampai berat
(demam tifoid dan bakterimia). Salmonella adalah agen penyebab salmonelosis
yaitu penyakit endemis dan menimbulkan kerugian yang besar di Indonesia

(Jawetz et al., 2010).

Penyakit vyang disebabkan oleh Salmonella, atau biasa disebut
Salmonellosis, dibagi berdasarkan jenis tifoid dan non tifoid. Pada jenis non
tifoidal, Salmonella akan menyebabkan infeksi pada intestinal yang disertai
dengan diare, demam, dan kram abdomen yang berlangsung selama 1 minggu atau
lebih. Jenis non tifoidal juga dapat menimbulkan terjadinya bakteremia, infeksi
saluran kemih dan osteomielitis. Salmonellosis bisa menyerang seluruh usia,
namun angka kejadian tertinggi masih diderita oleh bayi dan anak- anak

(Jorgensen et al., 2015).

Menurut SNI 7388:2009 batas Maksimum Cemaran Mikroba (BMCM)/
parameter Jumlah Total Kuman Staphylococcus aureus (Gambar 6) untuk Daging

segar/Beku adalah 1 x 10’koloni/gram.

Gambar 6. Bakteri Salmonella, sp (Rima et al., 2017)
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4. Formalin

Penggunaan bahan tambahan pangan dalam proses produksi pangan perlu
diwaspadai bersama, baik oleh produsen maupun konsumen. Dampak
penggunaanya dapat berakibat positif maupun negatif bagi masyarakat. Di bidang
pangan kita memerlukan sesuatu yang lebih baik untuk masa yang akan datang,
yaitu pangan yang aman untuk di konsumsi, lebih bermutu, dan bergizi

(Cahyadi,2012).

Daging termasuk makanan yang mengandung protein. Protein merupakan
salah satu zat makanan yang penting bagi tubuh, mempunyai fungsi sebagai
pertumbuhan sel, pengganti sel yang rusak dan sebagai bahan bakar dalam tubuh.
Oleh sebab itu kekurangan protein dapat menyebabkan gangguan pada manusia.
Daging mudah rusak, untuk penyimpanan yang lama dibutuhkan bahan pengawet.

Bahan pengawet yang sering disalah gunakan yaitu formalin (Cahyadi, 2009).

Menurut Peraturan Badan Pengawas Obat Hewan dan Makanan Nomor 11
tahun 2019 tentang Bahan Tambahan Pangan, formalin tidak termasuk bahan

tambahan yang dibolehkan.

5. Boraks

Boraks atau biasa disebut asam borat, memiliki nama lain, sodium
tetraborate biasa digunakan untuk antiseptik dan zat pembersih selain itu
digunakan juga sebagai bahan baku pembuatan detergen, pengawet kayu,
antiseptik kayu, pengontrol kecoak (hama), pembasmi semut dan lainnya
(Adinugroho, 2013). Boraks dapat menyebabkan gangguan otak, hati, dan ginjal.
Dalam jumlah banyak boraks menyebabkan demam, anuria, koma, kerusakan
sistem saraf pusat, sianosis, kerusakan ginjal, anemia, muntah, diare, pingsan,

bahkan kematian (Widyaningsih et al., 2006).
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BAB III. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni 2022 di Laboratorium Balai

Veteriner Regional II Bukittinggi - Baso.

B. Alat dan Bahan

Alat yang akan digunakan untuk deteksi halal dalam penelitian ini adalah;
tube mixer, mortar, gunting, pinset, sentrifus, refrigerator, freezer -20°C,
thermocycler, electrophoresis system, biosafety cabinet class I, PCR work
station, microwave, gel documentation, micropippet dan tip berfilter 0.1-2.5ul; 2-
20ul; 20-200ul dan 100-1000ul, microtube 1,5-ml, PCR tube 0,2 ml, Freezer -
80°C, timbangan analitik, erlenmeyer 50 ml, 500ml, 11, gelas piala 500ml, 11,

gelas ukur 100ml, thermomixer, gloves powder free, dan masker.

Alat yang digunakan untuk deteksi biosekurit dalam penelitian ini adalah;
neraca dan pH meter, pipet ukur, test tube, tabung durham, cawan petri, inkubator,

ose bengkok, waterbath sirkulasi, laminar flow, erlemeyer dan stomacher.

Bahan yang digunakan dalam deteksi halal secara molekuler dalam
penelitian ini adalah; Sate daging, Etanol 96%, Primer Forward Babi (5’-ATG
AAA CAT TGG AGT AGT CCT ACT ATT TAC -3°), Primer Reverse Babi (5’-
CTA CGA GGT CTG TTC CGA TAT AAG G -3°), PBS pH 7,2 — 7,4, Dneasy®
Blood and Tissue Mini Kit (Qiagen No. Cat. 69506), taq DNA Polymerase
(Vivantis, PL1202), dNTPs, agarose, sybersave reagen, aquades steril, buffer TBE,
loading buffer dan DNA ladder.

Bahan yang digunakan dalam deteksi biosekuriti adalah larutan BPW
(Butterfields Phosphat Water) 0,1%, larutan LSTB (Lauryl Sulfate Tryptose
Broth), BGLB Broth 2 % (Brilliant Green Lactose Bile), L-EMB agar (Levine-
Eosin Methylen Blue), EC Broth ( E.coli broth ), Baird Parker Agar (BPA), Egg
yolk tellurite emultion, Brain Heart Infusion Broth (BHIB), Triple Sugar Iron
Agar (TSIA), koagulase plasma kelinci (coagulase rabbit plasma) dengan EDTA
0,1%, larutan Buffered Pepton Water 0,1% (BPW), lactose broth, tetra thionate
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broth (TTB), Hecto Enteric (HE) agar, Xylose Lactose Dextrose agar (XLD),
Bismuth Sulfit agar (BSA), Triple Sugar Iron agar (TSIA).

C. Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan purposive sampling dengan kriteria sampel
sebagai berikut :
a) Sate yang dijual di 4 lokus dimana terdapat pembeli dan lingkungan yang
beragam yang ada di Kecamatan Padang Barat Kota Padang
b) Sate yang terbuat dari daging sapi
c) Sate yang belum dan sudah dibakar
d) Sate yang langsung habis sehari dan disimpan dengan freezer atau dengan

tambahan zat pengawet.

D. Prosedur Penelitian

1. Deteksi Halal

Pertama spesimen sate daging sapi ditimbang sebanyak 1 gram, kemudian
dipotong kecil-kecil menggunakan gunting, selanjutnya digerus dalam mortar dan
ditambahkan PBS untuk membuat suspensi 10 - 20 %. untuk memperoleh
supernatan sebagai sampel untuk ektraksi DNA, suspensi tersebut disentrifus
dengan kecepatan 3000 rpm selama 5 menit.

Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA menggunakan Dneasy® Blood and Tissue KIT dari Qiagen
(No. Cat. 69506). Pertama, supernatan sampel sebanyak 200 pl dimasukkan ke
dalam microtube 1,5 ml dan ditambahkan buffer ATL 200 pl. Kemudian
ditambahkan 25 ul proteinase K, divorteks beberapa detik dan diinkubasi 56°C
selama 1-3 jam, selama inkubasi dilakukan vorteks beberapa kali. Kemudian
divorteks Kembali selama 15 detik dan ditambahkan 200 pl Buffer AL. Divorteks
kembali selama 15 detik, dan ditambahkan 200 pl ethanol absolut, kemudian
divorteks kembali dan diinkubasi dalam suhu ruang selama 5 menit. Ambil larutan
dengan pipet masukan ke dalam Dneasy Mini spin column dan disetrifus 8000
rpm selama 1 menit. Kemudian dibuang filtrat dan tabung koleksinya. Spin

column ditempatkan di dalam tabung koleksi 2 ml yang baru dan ditambahkan
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500 pl Buffer AW1, kemudian disentrifus 8000 rpm selama 1 menit. Selanjutnya
filtrat dan tabung koleksinya dibuang. Spin column ditempatkan didalam tabung
koleksi 2 ml yang baru, tambahkan 500 pl Buffer AW2. Kemudian disentrifus
14.000 rpm selama 3 menit, filtrat dan tabung koleksinya dibuang. Spin column
ditempatkan di dalam tabung koleksi 1,5 ml yang baru dan tambahkan 50 pl
Buffer AE untuk elusi. Kemudian diinkubasi pada suhu kamar selama 1 menit dan
disentrifus 8000 rpm selama 1 menit. Kemudian spin column dibuang dan DNA

yang didapatkan disimpan di dalam suhu -20°C atau dapat langsung digunakan.

Polymerase Chain Reaction (PCR)
Preparasi reagen master mix ini menggunakan Taq DNA Polymerase dari
Vivantis (PL1202). Pembuatan komposisi master mix reaksi atau preparasi

dengan total volume 25 pl per reaksi adalah sebagai berikut :

Tabel 1. Komponen PCR

No Komponen PCR Volume (pul)

1. RNase-free water 13,75

2. 10xPCR Buffer 253

3. dNTPs 25

4.  Primer Foward (20mM) 0,5

5. Reverse Primer (20 mM) 0,5

6. Taq Pol (Vivantis) 0,25

7. DNA template 5
Jumlah 20

Semua komponen di atas satu persatu secara berurutan dimasukan ke
dalam tabung PCR 0,2 ml atau 0,5 ml. Cetakan DNA (kontrol negatif, sampel dan
kontrol positif ) dimasukkan terakhir. Tabung PCR ditutup dengan rapat dan
kemudian dilakukan spin down. Tabung PCR dimasukan ke dalam mesin thermal

cycler dengan kondisi reaksi sesuai dengan primer yang digunakan.



24

Tahapan PCR
Tahap denaturasi awal: 94°C selama 5 menit
35 siklus meliputi

i. Denaturasi : 94°C selama 30 detik

ii. Annealing : 58°C selama 60 detik

iii. Ekstensi  : 72°C selama 45 detik
Tahap ekstensi tambahan : 72°C selama 4 menit,40°C (<o)

Hasil PCR yang terdapat dalam tabung Eppendorf 0,2 ml dikeluarkan dari
mesin PCR dapat langsung dielektroforesis atau disimpan terlebih dahulu pada
suhu 4°C sampai siap untuk dielektroforesis. Uji PCR kontrol positif dan kontrol
negatif dilakukan guna menvalidasi hasil PCR. Kontrol positif adalah sampel
yang diperiksa dengan hasil yang didapatkan hasil positif. Kontrol negatif adalah

RNase free water yang diekstraksi.
Elektroforesis dan Visualisasi Hasil

Dilakukan penimbangan agarose sebanyak 0,6 gram dalam 30 ml bufer
TBE 1X (Tris-Borat-EDTA) atau 1 gram agarose dalam 50 ml bufer TBE 1X
(Tris-Borat-EDTA). Kemudian agarose dipanaskan dalam microwave sampai
melebur dan menjadi cair. Agarose cair kemudian didinginkan dalam suhu kamar
sampai suhu agarose menjadi sekitar 60°C. Tambahkan Sybersave ke dalam
agarose cair dengan konsentrasi akhir 0,01-0,03 %. Misal untuk 30-50 ml agarose
ditambahkan kira-kira 3 ul sybersave dan dicampur sampai rata. Selanjutnya
agarose dituangkan ke dalam cetakan gel agarose, yang sebelumnya dipasang sisir
dan biarkan sampai membentuk gel. Kemudian gel dimasukan ke dalam bejana
elektroforesis dan ditambahkan buffer TBE 1X sampai mencapai batas garis
elektroforesis. Kemudian dibuat campuran dalam tabung PCR 0,2 atau 0,5 ml
yang terdiri 1 bagian loading buffer DNA ditambah 9 bagian hasil PCR (1 pl
loading buffer + 9 pl hasil PCR). Masukan campuran ke dalam sumuran gel
agarose dengan hati-hati dan masukan marker DNA untuk menghitung panjang
molekul DNA. Masukan kontrolpositif dan kontrol negatif ke dalam sumuran gel
untuk menvalidasi hasil PCR. Hasil PCR (DNA) dielektroforesis selama 35 mentit,
dengan tegangan konstan yaitu 80-120 volt. Setelah proses elektroforesis,

kemudian gel diambil dan diletakkan di atas permukaan UV-transilluminator. Gel
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difoto dengan kamera digital atau Gel doc. Untuk identifikasi panjang molekul

DNA sampel dan DNA kontrol dengan acuan marker DNA yang digunakan.
Interpretasi

Hasil uji dianggap valid jika pada kontrol positif muncul pita-pita DNA
dengan panjang molekul DNA yang sudah diketahui sebelumnya dan sebaliknya
kontrol negatif dan kontrol internal tidak muncul pita-pita DNA (artinya tidak ada
kontaminasi). Panjang molekul amplicon untuk babi 149 bp. Hasil dikatakan
positif jika pada lajur dari sumuran sampel menunjukkan adanya pita-pita DNA
yang sesuai atau sejajar panjang molekulnya dengan panjang molekul kontrol
positif. Hasil negatif apabila tidak muncul pita DNA pada lajur dari sumuran

sampel atau spesimen seperti pada kontrol negatif.

2. Deteksi Biosekuriti

Uji Escherichia coli

Untuk melakukan uji Escherichia coli, pertama sampel padat dan semi
padat ditimbang secara aseptik sebanyak 25 gram. Kemudian masukkan dalam
wadah steril atau plastik Stomacher. Sampel daging yang sudah ditimbang
ditambahkan 225 ml larutan BPWO0,1% steril dan diblender selama 1-2 menit. Ini
merupakan larutan dengan pengenceran 10"!. Dengan menggunakan pipet streril,
sebanyak 1 ml suspensi dipindahkan ke dalam larutan BPW untuk mendapatkan
pengenceran 102, Kemudian dengan mengambil 1 ml sampel dari pengenceran
10 dengan menggunakan pipet steril dan dimasukkan ke dalam 9 ml larutan
BPW. Kemudian diinkubasi dengan suhu 35° C selama 18-24 jam. Pengamatan

dan pembacaan hasil dengan cara menghitung koloni yang berwarna ungu.

Uji Staphylococcus aureus

sampel daging (padat) sebanyak 25 gram sampel ditimbang secara aseptik,
kemudian masukkan dalam wadah steril atau plastik stomacher. Kemudian
ditambahkan 225 ml larutan BPW steril dan dihomogenkan dengan stomacher
selama 1 — 2 menit. Ini merupakan larutan dengan pengenceran 10-'.Dengan
menggunakan pipet steril dipindahkan 1 ml suspensi diatas dan dimasukkan

kedalam larutan BPW untuk mendapatkan pengenceran 102. Pengenceran
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selanjutnya (10-%) disiapkan dengan mengambil 1 ml sampel dari pengenceran 10
dengan menggunakan pipet steril dan dimasukkan kedalam 9 ml larutan BPW.
Dengan cara yang sama dilakukan pengenceran selanjutnya 104, 103 dan
seterusnya, sesuai dengan kebutuhan sampel. Tahap Pengujian dilakukan bersama
kontrol positif yaitu hasil pemeriksaan yang positif. Diambil 1 ml sampel dari 10°
ke dalam larutan 9 ml BPW menjadi pengenceran 10-'. Dengan cara yang sama
dibuat pengenceran 102, 10, dan seterusnya. Dituang sebanyak 15 — 20 ml media
BPA (Baird-Parker Agar) yang sudah ditambah dengan egg yolk tellurite
emulsion (5 ml ke dalam 95 ml media BPA) pada masing-masing cawan yang
akan digunakan dan dibiarkan sampai padat. Secara aseptis dipindahkan 1 ml
larutan sampel kedalam 3 petri BPA dan egg yolk tellurite emulsion masing-
masing 0,4 ml, 0,3 ml dan 0,3 ml. Inokulum diratakan pada permukaan agar
dengan menggunakan batang gelas bengkok dan biarkan selama 1 jam. Kemudian
cawan petri dibalik dan diinkubasi selama 45-48 jam pada suhu 35° C. selanjutnya
dipilih cawan petri yang mempunyai koloni 20-200, jika tidak ada cawan petri
pada pengenceran terendah (<20 koloni dan atau > 200 koloni) yang mempunyai
ciri Staphylococcus aureus, maka dilanjutkan penghitungan koloni pada cawan

petri dengan pengenceran yang lebih tinggi.

Pembacaan Hasil koloni Staphylococcus aureus mempunyai ciri : bundar,
licin/halus, cembung, diameter 2-3 mm, abu-abu hingga kehitaman, tepi koloni
putih dan dikelilingi daerah yang terang. Perhitungan jumlah koloni
Staphylococcus aureus pada cawan petri yang mempunyai koloni 20-200. Jika
tidak ada (1) hitung cawan petri yang mempunyai ciri koloni Staphylococcus
aureus >200, jika cawan petri pada pengenceran yang lebih tinggi tidak
mempunyai ciri koloni Staphylococcus aureus. Jika tidak ada (1) dan (2), hitung
jumlah koloni Staphylococcus aureus pada pengenceran yang paling rendah yang
mempunyai koloni <20. Dilakukan pencatatan jumlah masing-masing koloni yang
mempunyai ciri seperti pada nomor 1. Untuk meneguhkan koloni Staphylococcus
aureus, maka dilakukan uji koagulase.

Uji koagulase
Uji koagulase dilakukan dengan mengambil 1 atau lebih koloni yang

diduga Staphylococcus aureus dan dimasukkan ke dalam 0,2 — 0,3 ml BHIB
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(Brain Heart Infusion Broth) untuk dihomogenkan. Kemudian diambil suspensi
sebanyak 1 ose yang berdiameter 3,0 mm dari BHIB dengan goresan pada agar
miring TSIA (Triple Sugar Iron Agar). Berikutnya diinkubasi pada suhu 35 °C
selama 18-24 jam. Kemudian diinkubasi kembali pada suhu 35 °C selama 6 jam
dan diamati setiap jam terhadap pembentukan gumpalan. Hasil uji koagulase

dinyatakan positif Stasphylococcus aureus jika tampak adanya penggumpalan.

Perhitungan

Perhitungan dilakukan pada jumlah koloni-koloni yang menunjukkan ciri
khas Staphylococcus aureus dan yang memberikan hasil uji koagulase positif dari
ketiga cawan petri tersebut dan dikalikan dengan faktor pengenceran. Kemudian
perhitungan yang didapat dicatat hasilnya sebagai jumlah Staphylococcus aureus

per mililiter atau per gram produk bahan makanan.

Uji Salmonella, sp
Pra Pengkayaan

Sampel ditimbang sebanyak 25 gram dimasukkan kedalam tempat wadah
steril. Kemudian sampel daging ditambahkan 225 ml lactose broth dan
dihomogenisasi dengan stomacher selama 1-2 menit dalam kecepatan rendah.
Ambil suspensi kemudian dipindahkan ke dalam erlenmeyer atau tempat wadah

steril. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 35° C selama 24 jam+ 2 jam.
Seleksi pada media agar

Satu koloni diambil dari masing-masing media pengkayaan dengan
menggunakan loop/jarum ose, kemudian diinokulasikan/digoreskan ke HE, XLLD
dan BSA. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 35°C selama 24 jam=+ 2 jam. Jika
belum jelas pada BSA dapat diinkubasi kembali selama 24 jam+ 2 jam.

Pembacaan koloni Salmonella spp sbb :

Koloni Salmonella spp pada media HE tampak berwarna hijau kebiruan
dengan atau tanpa titik hitam dari H»S. sedangkan pada media BSA koloni tampak
berwarna keabu-abuan atau kehitam-hitaman kadang-kadang metalik. Dengan
makin lamanya waktu inkubasi akan menyebabkan media di sekitar koloni
menjadi berwarna coklat kemudian berubah menjadi hitam. Dengan menggunakan

ose diambil koloni tersangka dari ketiga media diatas kemudian diinokulasikan ke
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TSIA dan LIA dengan cara menusuk pada dasar dan digoreskan pada media agar
miring. TSIA diinkubasi pada suhu 35°C selama 24 + 2 jam, dengan membiarkan
tutup sedikit dikendurkan untuk menghindari produksi H>S berlebih. Koloni

spesifik akan memberikan reaksi sbb :

Tabel 2. Reaksi biokimia Salmonella spp pada TSIA dan LIA

Media  Agar Miring (Slant) Agar Dasar (Bult) H?S Gas

TSIA  Alkalin/K Asam/A Positif Negatif/
(Merah) (Kuning) (hitam)  positif

LIA Alkalin/K Alkalin/K Positif Negatif/
(ungu) (ungu) (hitam) positif

3. Deteksi Zat Pengawet

Uji Boraks

Uji Boraks dilakukan dengan menggunakan Chemkit.yaitu sampel diambil
lebih kurang 1 gram, kemudian digerus menggunakan mortal Kemudian
dilarutkan dengan aquadest lebih kurang 10 ml. Diambil 1 ml ektrak ditambhakan
15-20 tetes pereaksi 1 dihomogenkan dengan cara digoyang- goyangkan
kemudian dicelupkan pereaksi 2 (kertas kunyit). Kemudian kertas kunyit dijemur
dibawah cahaya matahari selama 10 menit. Diamati perubahan warna (positif

warna merah bata, negatif warna tidak ada).

Uji Formalin

Uji Formalin dilakukan dengan menggunakan merkkit. Pertama, sampel
diambil lebih kurang 1 gram, kemudian digerus menggunakan mortal. Kemudian
dilarutkan dengan aquadest lebih kurang 10 ml. Diambil 5 ml ektrak ditambahkan
5 tetes pereaksi 1 kemudian ditambahkan pereaksi 2 sebanyak 1 sendok

dihomogenkan dengan cara digoyang- goyangkan. Diamati perubahan warna

(positif warna unggu, negatif warna tidak berubah sampai kuning)
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Skema atau diagram alir penelitian ini dapat dilihat pada gambar 7 berikut ini:
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BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Pengambilan Sampel

Deteksi kehalalan daging dimulai dengan pengambilan sampel daging dari
beberapa pedagang sate daging sapiKecamatan Padang Barat Kota Padang.
Sampel diambil dari 20 pedagang sate daging sapiyang tersebar secara merata
dibeberapa kelurahan yang ada di Kecamatan Padang Barat yang diketahui di sana
terdiri dari penduduk yang beragam suku dan agama. Data pengambilan sampel
sate daging sapidapat dilihat pada lampiran 1. Lokasi tempat pengambilan sampel
sate daging sapiadalah di Kecamatan Padang Barat. Peta lokasi pengambilan

sampel dapat dilihat pada gambar 8 di bawah ini.
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Gambar 8. Peta Kecamatan Padang Barat Kota Padang (Sumber: Google map)

Makanan khas Sumatera Barat salah satunya adalah sate Padang. Sate
Padang mempunyai keanekaragaman jenis dan racikan bumbu yang berbeda pada
masing-masing produsen. Sate Padang merupakan makanan warisan Indonesia
yang perlu dijaga dan dilestarikan. Sate Padang mewakili salah satu karakteristik

umum hidangan tradisional Minangkabau yang merupakan bagian penting dari
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gastronomi Indonesia. Karakteristik umum hidangan tradisional Minangkabau
dapat direpresentasikan oleh sate Padang. Orang Minang sangat lihai dalam
mengolah bumbu, dan ini dicerminkan dari aroma rempah sate Padang. Cita
rasakhas sate Padang adalah pedas, namun demikian sate Padang terbukti mampu
menembus batas geografis. Masyarakat lain yang bukan masyarakat Minang, bisa
menyukainya. sehingga sate Padang dan kuliner khas Minangkabau lainnya
dianggap sebagai salah satu penghuni kasta tertinggi dalam khasanah gastronomi

Nusantara” (Indonesiakaya, 2016).

B. Deteksi Halal dengan Metode PCR

Identifikasi kehalalan pada sate daging sapibertujuan untuk mengetahui
apakah sate daging sapiyang dijual di Kecamatan Padang Barat khususnya di
wilayah kelurahan yang terdapat penduduk dengan suku dan agama yang beragam
terjamin kehalalannya. Pengujian dilakukan sebanyak dua kali untuk masing-
masing sampel yang diambil pada waktu dan penjual yang sama. Hasil pegujian

kehalalan dengan PCR dapat dilihat dari tabel 3 berikut ini.

Tabel 3. Hasil Pemeriksaan Kehalalan (spesies) Sampel sate daging sapi

dengan PCR
Kode Sampel Nama Hasil Pengujian I Hasil Pengujian II
01 SDO1 Negatif (-) Negatif (-)
02 SD02 Negatif (-) Negatif (-)
03 SD03 Negatif (-) Negatif (-)
04 SD04 Negatif (-) Negatif (-)
05 SDO05 Negatif (-) Negatif (-)
06 SD06 Negatif (-) Negatif (-)
07 SDO7 Negatif (-) Negatif (-)
08 SD08 Negatif (-) Negatif (-)
09 SD09 Negatif (-) Negatif (-)
10 SD10 Negatif (-) Negatif (-)
11 SDI11 Negatif (-) Negatif (-)
12 SD12 Negatif (-) Negatif (-)
13 SD13 Negatif (-) Negatif (-)
14 SD14 Negatif (-) Negatif (-)
15 SD15 Negatif (-) Negatif (-)
16 SD16 Negatif (-) Negatif (-)
17 SD17 Negatif (-) Negatif (-)
18 SD18 Negatif (-) Negatif (-)
19 SD19 Negatif (-) Negatif (-)

20 SD20 Negatif (-) Negatif (-)
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Deteksi halal secara molekuler menggunakan primer spesifik babi. Primer
merupakan salah satu komponen utama dalam proses PCR. Primer digunakan
untuk memotong gen target. Dalam primer ada 3 hal yang jadi perhatian, yaitu
sekuen DNA target (referensi), melting temperatur dan komposisi GC. Dalam
penelitian ini primer yang digunakan berdasarkan desain yang diteliti oleh Dooley
et al. (2004) dengan panjang 149 bp. Dalam sequen DNA target yag diperhatikan
adalah star kodon yaitu basa sebagai awalan gen yaitu ATG. Dan harus
memperhatikan stop kodon, yaitu antara basa TAA, TAG dan TGA. Sequen DNA
target yang diambil adalah gen mitokondria sitokrom b. Urutan gennya diambil
berdasarkan yang ada pada GenBank yaitu urutan X56295. Berikut gambaran
sequen gen dari S.scrofa (babi) mitokondria sitokrom b. yang diambil dari NCBI:

S.scrofa mitochondrion cytb gene for cytochrome b

GenBank: X56295.1
GenBank Graphics

>X56295.1 S.scrofa mitochondrion cytb gene for cytochrome b
ATGACCAACATCCGAAAATCACACCCACTAATAAAAATTATCAACAACGCATTCATTGACCTCCCAGCCC
CCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATCTGCCTAATCTTGCAAATCCTAAC
AGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACAACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATTTGT
CGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATTCGCTATCTACATGCAAACGGAGCATCCATATTCTTTATTTGCC
TATTCATCCACGTAGGCCGAGGTCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGT
AGTCCTACTATTTACCGTTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCATTC
TGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGACCTCGTAGAATGAA
TCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTCGCCTTCCACTTTATCCTGCCATT
CATCATTACCGCCCTCGCAGCCGTACATCTCATATTCCTGCACGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGA
ATCTCATCAGACATAGACAAAATTCCATTTCACCCATACTACACTATTAAAGACATTCTAGGAGCCTTAT
TTATAATACTAATCCTACTAATCCTTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACAC
CCCAGCAAACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCCTACGCTATT
CTACGTTCAATTCCTAATAAACTAGGTGGAGTGTTGGCCCTAGTAGCCTCCATCCTAATCCTAATTTTAA
TGCCCATACTGCACACATCCAAACAACGAGGCATAATATTTCGACCACTAAGTCAATGCCTATTCTGAAT
ACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGAGGACAACCCGTAGAACACCCGTTCATCATCATC
GGCCAACTAGCCTCCATCTTATACTTCCTAATCATTCTAGTATTGATACCAATCACTAGCATCATCGAAA
ACAACCTATTAAAATGAAGA

DNA mitokondria memiliki karakteristik yang dapat digunakan dalam
analisis biologi dan keragaman genetik. Ini disebabkan karena mtDNA mampu
mengkopi diri dalam jumlah yang tinggi. mtDNA memiliki ukuran yang relatif
kecil, yaitu berkisar antara 14 kb- 34 kb, ini mejadikannya dapat dipelajari dalam
satu kesatuan yang utuh.

Gen sitokrom b (cyt b)merupakan bagian dari sitokrom pada transpor

eletron yang terletak pada rantai respirasi mitokondria dan dikodekan oleh
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mtDNA. Dalam beberapa studi identifikasi spesies daging mentah dan daging
yang telah diolah, gen ¢y b banyak digunakan (Hapsari & Misrianti, 2007).

Gen cyt b dapat digunakan untuk membandingkan spesies dalam satu
genus atau famili. Banyak peneliti menggunakan gen cyf b untuk mengidentifikasi
material dari jenis hewan yang berbeda. Selain itu cyf b juga digunakan untuk
penanda hewan berdasarkan urutan cyt b. Setiap gen ini memiliki daerah yang
spesifik untuk setiap hewan, ini merupakan kharakteristik yang khas dari gen
tersebut (Septianingtyas, 2011).

Dalam penelitian ini pengujian kehalalan dengan menggunakan PCR
dilakukan dua kali pengujian. Ini bertujuan untuk menghindari hasil yang keliru.
Pengujian pertama dan kedua, sama-sama dimulai dari ekstraksi dan sampai
visualisasi hasil. Dari 20 sampel sate daging sapi yang dilakukan pengujian
pertama dengan PCR untuk menentukan kehalalannya didapatkan hasil negatif
babi. Begitu juga dengan pengujian kedua, didapatkan hasil negatif babi.
Visualisasi hasil pengujian PCR pertama dari sate daging sapidengan metode PCR
dapat dilihat pada gambar berikut ini.

M.(+).1. 2. 3.4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.11.12. (). NTC
Ag.520

Gambar 9. Visualisasi Hasil Pengujian I PCR Identifikasi Spesies Babi pada
sampel Sate Daging. (M: Marker (100 bp), 1-12: kode sampel, NTC: kontrol.)

Pada gambar 9. visualisasi hasil pengujian dari sampel 1 sampai dengan 12 tidak
muncul pita seperti yang ada pada kontrol. Tidak munculnya pita berarti sampel
tidak terkontaminasi oleh daging babi. Pita akan muncul ada gen target sesuai
pada sampel.
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Gambar 10. Visualisasi Hasil Pengujian I PCR Identifikasi Spesies Babi pada
sampel sate daging sapi(M: Marker (100 bp), 13-18: kode sampel)

Gambar 10. melihatkan bahwa tidak ada pita yang muncul pada sampel no 13
sampai dengan 18, berarti sampel yang kita uji tidak terkontaminasi oleh daging
babi.

Gambar 11. Visualisasi Hasil Pengujian [ PCR Identifikasi Spesies Babi pada
sampel sate daging sapi(M: Marker (100 bp), 19-20: kode sampel)

Gambar 11 untuk uji sampel no 19 dan 20 tidak ditemukan kemunculan
pita. Artinya negatif babi, karena tidak ada gen target yang sesuai pada sampel
yang diuji. Berdasarkan visualisasi hasil PCR pada semua sampel sate daging sapi
yang diperiksa pada Pengujian I didapatkan hasil negatif. Hal ini diindikasikan
dengan tidak ditemukannya pita DNA pada hasil viasualisasi, sehingga dapat
disimpulkan bahwa semua sampel daging memang tidak terkontaminasi oleh
daging babi.

Berbeda dengan hasil penelitian Latifatoel et al.,(2020), hasil uji positif
babi pada sampel softgel candy. Uji ini menggunakan primer babi dengan band

DNA sebesar 149 bp. Hasil visualisasi uji dapat dilihat pada gambar 11 dibawah.
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Gambar 12. Visualsasi Hasil Positif Spesies Babi (Latifatoel et al., (2020)

Untuk menvalidasi hasil uji, maka dilakukan pengujian kedua pada sampel
sate daging sapiyang sama. Proses pengujian dimulai dari ekstraksi sampai
dengan visualisasi hasil. Dari pengujian kedua tersebut, sebanyak 20 sampel sate
daging sapiyang sama didapatkan hasil negatif babi. Berikut gambaran hasil
pengujian kedua dari identifikasi kehalalan pada sate daging sapidi Kecamatan
Padang Barat Kota Padang. Gambaran hasil pengujian kedua dapat dilihat sebagai
berikut :

M(+).1.23. 45 6.7. 8 9. 10.11.12.13.14()

Gambar 13. Visualisasi Hasil Pengujian II PCR Identifikasi Spesies Babi pada
sampel sate daging sapi(M: Marker , 1-140: kode sampel)

Gambar 13 merupakan pengujian PCR kedua pada sampel 1 sampai dengan 14.
semua sampel tidak muncul pita DNA, disebabkan tidak ditemukannya gen target

pada sampel yang diuji.
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M. (+).15.16 17 18 19 20. NTC

Gambar 14. Visualisasi Hasil Pengujian II PCR Identifikasi Spesies Babi pada
sampel sate daging sapi(M: Marker , 15-20: kode sampel)

Visualisasi hasil Pengujian kedua PCR pada sampel 15 sampai dengan 20, terlihat
tidak ada pita DNA yang muncul. Pita akan muncul jika gen target terdapat dalam
sampel yang diuji. Pada pengujian ini semua sampel dinyatakan negatif, dan tidak
terkontaminasi oleh daging babi.

C. Deteksi Biosekuriti
Uji Escherichia coli
Pengujian bakteri E. coli pada sate daging sapiyang belum dibakar dan
yang sudah dibakar dilakukan secara terpisah. Jumlah koloni E.coli yang

ditemukan pada pengujian dihitung secara manual.

am——

Gambar 15. Uji bakteri Escherichia coli

Pengujian E.coli metode kromogenik dengan menggunakan media Brillain
E.coli. Pada gambar 15. terlihat koloni yang berwarna unggu adalah E.coli. Dan
koloni yang berwarna pink merupakan bakteri lain yang bukan E.coli. Salah satu

sebagai indikator dalam persyaratan mikrobiologi, E. coli adalah salah indikator



37

tercemarnya air atau makanan. Bakteri E. coli dalam sumber air atau makanan
merupakan indikasi bahwa telah terjadi kontaminasi kotoran manusia. Keberadaan
E. coli dalam makanan atau minuman menunjukkan adanya praktek sanitasi yang
tidak baik. E. coli bisa berpindah dengan kontak langsung yaitu dari tangan ke
mulut dan tidak langsung yaitu melalui makanan, air, susu dan produk-produk
lainnya. E. coli yang sudah mengkontaminasi makanan dan minuman, kemudian
masuk kedalam tubuh manusia, dan dapat menyebabkan gejala seperti kholera,
disentri, gastroenteritis, diare dan berbagai penyakit saluran pencernaan lainnya
(Manning, 2010). Hasil pengujian bakteri E.coli pada sampel sate daging sapi
yang belum dibakar dan sudah dibakar didapatkan hasil sebagai sebagai berikut :
Tabel 4. Hasil Pengujian Bakteri Escherichia coli Pada Sate Daging Sapi

Escherichia coli (koloni)

No Kode Sampel
Sebelum dibakar Sesudah dibakar

1 SDOl 11350 265
2 SDO02 430 <10
3 SDO03 250 70
4 SD04 <3 >10
5 SDO05 >3 >10
6 SDO06 >3 620
7  SDO7 >3 695
8 SDO8 >3 390
9 SDO09 645 95
10 SDIO 1655 <10
11 SDI1 >3 5
12 SDI2 >3 240
13 SDI3 <3 <10
14 SDI14 30 345
SRS D15 >3 >10
16 SDI16 10300 8700
17 SDI17 14500 2842
18 SDIS 10650 13000
19 SDI9 2164 15
20 SD20 <3 <10
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Bedasarkan data yang ditampilkan pada tabel 4 diatas dapat kita lihat
bahwa pada sampel sate daging sapiyang belum dibakar, ditemukan hasil 13 dari
20 sampel terkonaminasi bakteri E.coli jumlah koloninya berada di atas SNI yaitu
<3/g (SNI 7388;2009). Penelitian ini hampir sama dengan penelitian Jasmadi
(2014) tentang keberadaan Escherichia coli pada sampel daging sapi yang dijual
di pasar tradisional dan pasar modern di Pekanbaru dengan menggunakan metode
Most Probable Number (MPN). Hasil penelitian menunjukkan bahwa semua

sampel terkontaminasi oleh bakteri Escherichia coli.

Ditemukannya Escherichia coli dengan tingkat kontaminan yang cukup
tinggi pada daging memberikan informasi bahwa masih rendahnya kesadaran
personal dalam hal kebersihan sanitasi dan higienis dalam proses penyajian dan
penanganan terhadap daging. Di pasar proses penyajian daging ayam masih
kurang memperhatikan aspek sanitasi dan higiene. Ini terlihat dari cara pedagang
mempersiapkan dan menjual daging tidak ditutup dan tidak disimpan dalam suhu
kamar atau pada suhu dingin. Akibat dari suhu penyimpanan yang tidak sesuai ini
akan berdampak cepatnya bakteri berkembang pada daging (Suardana et al.,
2005).

Pegujian untuk sampel sate daging sapi yang sudah dibakar, hasilnya dapat
dilihat pada tabel 4. Jika dibandingkan dengan sampel sate daging sapi yang
belum dibakar, maka jumlah koloni FE.coli yang ditemukan pada pengujian
sampel sate daging sapi yang sudah dibakar lebih rendah dari pada jumlah koloni
sampel sate daging sapi yang belum dibakar. Berdasarkan standar nasional
indonesia SNI 7388:2009 batas maksimum koloni E.coli pada daging olahan asap
adalah <3/g. pada pemeriksaan uji sampel sate daging sapi yang dibakar masih
ditemukan bakteri E.coli dengan jumlah koloni diatas SNI. Meski sate sudah
dibakar, namun masih ada kontaminasi bakteri E.coli. Menurut Antara et al.,
(2002) pekerja dengan personal hygiene yang kurang baik akan mempercepat
penyebaran berbagai macam bakteri seperti bakteri E. coli. Kontaminasi
Escherichia coli yang patogen seperti enterotoxigenic dalam jumlah sedikit saja
pada makanan dapat menyebabkan masalah serius (Oyofo et al., 2001). Jika

pengolah makanan tidak mencuci tangan dengan bersih setelah buang air besar,
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memungkinkan adanya bakteri E. coli pada tangan pengolah makanan (Taylor et

al., 2002).

Uji Staphylococcus aureus
Jumlah sampel yang diuji bakteri Staphylococcus adalah 20 sampel sate
daging sapi yang belum dibakar dan 20 sampel sate daging sapi yang sudah
dibakar.

Gambar 16. Uji Bakteri Staphylococcus aureus

Pada gambar 16. uji Staphylococcus aureus menggunakan media BPA
(Baird Parket Agar) dan hasil negatif. Media BPA merupakan media yang cocok
untuk pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus. Pertumbuhan koloni
Staphylococcus aureus mempunyai ciri khas bundar, licin, halus, cembung dan
diameter 2-3 mm. Warna koloni berwarna abu-abu sampai hitam. Hasil
pemeriksaan uji Staphylococcus aureus pada sampel sate daging sapi yang belum

dibakar dan sudah dibakar dapat dilihat pada tabel 5. berikut :
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Tabel 5. Hasil Pengujian Bakteri Staphylococcus aureus Pada Sate Daging Sapi

Staphylococcus aureus (koloni)
Sebelum dibakar Sesudah dibakar

No Kode Sampel

1 SDO1 0 0
2 SDO02 0 0
3 SDO3 0 0
4  SD04 0 0
5 SDO05 0 0
6 SDO06 0 0
7  SDO7 0 0
8 SDO08 0 0
9 SD09 0 0
10 SDIO 0 100
11 SDI1 0 0
12 SDI2 0 0
13 SDI3 0 0
14 SDl14 0 0
15 SDI5 0 0
16 SDI16 100 0
17 SDI17 0 0
18 SDI8 0 0
19 SDI9 230 100
20 SD20 0 0

Berdasarkan data yang ditampilkan pada tabel 5 di atas, pada pengujian
sampel sate daging sapi yang belum dibakar ada 2 sampel yang terkontaminasi
bakteri Staphylococcus aureus. yaitu sampel SD16 dan sampel SD19 dengan
jumlah koloni masing-masing 100 dan 230 koloni. Batas maksimum cemaran
Staphylococcus aureus pada produk olahan daging berdasarkan standar SNI
7388:2009 adalah 1x10? kloni/g. Sampel SD16 dengan 100 koloni berarti masih
dalam batas maksimum standar SNI, sehingga masih layak untuk konsumsi.
Berbeda dengan hasil yang ditemukan pada sampel SD19 sebanyak 230 koloni,
cemaran bakteri berada diatas batas maksimum SNI 7388:2009, sehingga ini tidak
layak untuk konsumsi. Berbeda dengan pelitian Rahayu et al., (2014), semua
sampel sosis yang diuji tercemar oleh Staphylococcus aureus. Jika dibandingan
dengan hasil penelitian Palupi et al., (2014), hasil pengujian Staphylococcus
aureus pada sate daging sapi ini lebih bagus dibandingkan dengan pengujian

Staphylococcus aureus pada ayam beku.
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Staphylococcus aureus merupakan salah satu bakteri patogen. Keberadaan
bakteri ini dapat digunakan sebagai indikator dari pengolahan makanan yang tidak
memperhatikan higienis dan sanitasi. Bakteri ini mampu menghasilkan
enterotoksin yang dapat langsung dideteksi dalam makanan. Bahan makanan yang
sering dan banyak ditumbuhi bakteri ini adalah daging. Walaupun makanan yang
tercemar sudah disimpan dalam lemari es, toksin yang dihasilkan oleh
Staphylococcus aureus tetap ada dalam makanan dan tahan terhadap pemanasan

saat memasak (Palupi et al., 2010).

Uji Salmonella, sp
Sebanyak 20 sampel sate daging sapi yang belum dibakar dan yang sudah

dibakar diuji untuk mengetahui kontaminasi Salmonella, sp.

Gambar 17. Uji Bakteri Sa/monella sp. pada media HE dan BSA

Gambar 17 adalah media HE (Hektoen Enteric) dan media BSA (Bismuth
Sulfit Agar) yang digunakan untuk uji Salmonella sp. Dari gambar tidak
ditemukan adanya koloni Salmonella sp. Pada media HE koloni Sal/monella sp.
terlihat berwarna hijau kebiruan dengan atau tanpa titik hitam H2S. Pada media
BSA koloni Salmonella sp terlihat keabua-abuan atau kehitaman, kadang metalik.
Media di sekitar koloni berwarna coklat dan semakin lama waktu inkubasi
semakin berubah menjadi hitam.

Data hasil dari pengujian sampel bakteri Salmonella sp. yang diuji pada
media HE dan BSA dapat dilihat pada tabel di bawah ini.
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Tabel 6. Hasil Pengujian Bakteri Salmonella,sp Pada Sate Daging Sapi

Salmonella,sp (koloni)

No  Kode Sampel Sebelum dibakar Sesudah dibakar
1 SDO1 0 0
2 SD02 0 0
3 SDO03 0 0
4 SD04 0 0
5 SDO05 0 0
6 SD06 0 0
7 SD07 0 0
8 SD08 0 0
9 SD09 0 0

10 SD10 0 0
11 SDI11 0 0
12 SDI12 0 0
13 SD13 0 0
14 SD14 0 0
15 SDI15 0 0
16 SD16 0 0
17 SD17 0 0
18 SDI8 0 0
19 SDI19 0 0
20 SD20 0 0

Berdasarkan dari hasil yang ditampilkan pada tabel 6 dapat kita lihat
bahwa semua sampel yang diuji tidak terkontaminasi bakteri Salmonella, sp.
Menurut SNI 7388:2009, bakteri Salmonella, sp dalam makanan harus negatif
untuk setiap 25 g sampel. Suatu produk pangan hewani aman dikonsumsi jika
tidak mengandung bakteri patogen, hal ini sangat berbahaya karena dapat
menimbulkan penyakit pada manusia akibat mengkonsumsi pangan asal hewan
yang terkontaminasi bakteri patogen tersebut yang dikenal dengan istilah Food
Borne Disease (Syarifah et al, 2015). Salmonella merupakan bakteri yang sering
mengontaminasi makanan seperti telur dan hasil olahannya, ikan dan hasil
olahannya, daging ayam, daging sapi, serta susu dan hasil olahannya seperti es
krim dan keju (Jay ef al., 2005).

Tidak ditemukannya bakteri Salmonella, sp pada sate daging,
kemungkinan karena daging sudah di rebus dan sudah dibakar. Sehingga kadar air
dalam daging sudah berkurang. Air merupakan medium transportasi diantara serat
daging sehingga kadar air berperan penting pada kehidupan mikroorganisme

(Soeparno, 2005). Jaringan hewan sehat umumnya bebas dari bakteri pada saat
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dipotong, tetapi lingkungan dengan hygine dan sanitasi yang kurang baik sering
menyebabkan daging segar terkontaminasi oleh berbagai jenis dan jumlah
mikroorganisme (Jay et al., 2005). Pada penelitian ini sampel diambil dari sate
daging sapi yang sudah direbus dan dibakar. Untuk mengurangi kontaminasi
bakteri, disarankan untuk mengolah daging dengan benar yaitu dengan cara

dimasak sampai benar-benar matang.

D. Deteksi Zat Pengawet

Uji Formalin

Banyak produk pangan diberikan tambahan zat yang dapat menunda
pembusukan. Hal ini juga bisa terjadi pada sate daging sapi. Untuk mengetahui
ada tidaknya kandungan zat tambahan pengawet pada sate daging sapi, maka
dilakukan uji formalin. Uji dilakukan pada sampel sate daging sapi sebanyak 20
sampel. Sampel diuji formalin dengan menggunakan merkkit. Hasil pengamatan
uji formalin pada sampel sate daging sapi dapat dilihat pada gambar 18 di bawah

ini.

Pada gambar 18 dapat kita lihat bahwa hasil uji formalin negatif. Hal ini
ditandai dengan tidak adanya perubahan warna menjadi unggu. Pengujian
formalin menggunakan prinsip reaksi antara reagen dengan formaldelhide yang
menghasilkan warna unggu. Pada test kit terdapat 2 reagen yaitu reagen 1 dengan
kandungan Sodium  hidroxide dan reagen 2 kandungannya Ethalt
Natriumhydroxide. Kedua reagen ini bereaksi secara kimia komplek menjadi 4-
amino-3hydrozino5-mercapto-1,2,4-triazole =~ kemudian  bereaksi ~ dengan
formaldehide membentuk tetrazine merah-ungu. Pada gambar 18, sebanyak 20

sampel yang diuji, tidak terjadi perubahan warna. Dapat diasumsikan semuanya
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negatif formalin, karena tidak terjadi perubahan warna pada pelarut. Hasil positif
formalin akan menunjukkan warna larutan berubah menjadi unggu dan untuk
negatif formalin warna tidak mengalami perubahan. Analisis yang dilakukan pada
uji formalin menggunakan analisis kualitatif. Uji kualitatif hanya dapat
menentukan ada atau tidaknya kandungan formalin namun tidak dapat
menentukan kadar formalin yang terdapat dalam makanan. Analisis kualitatif
yang paling mudah untuk dilakukan yaitu dengan cara menambahkan zat kimia
(pereaksi) tertentu pada bahan yang diduga mengandung formalin, sehingga

dihasilkan suatu perubahan warna yang khas (Widyaningsih dan Erni, 2006).

Beberapa efek negatif jangka pendek yang disebabkan oleh paparan
formalin adalah iritasi saluran pernafasan dan pencernaan, muntah dan pusing.
Dampak jangka panjang dapat menyebabkan kerusakan pada hati, ginjal, jantung,
limpa dan pankreas terjadinya penuaan (Mahdi, 2012).

Uji Boraks

Sampel sate daging sapi yang diambil dari pedagang restauran dan
gerobak. Dari pengambilan tersebut didapatkan informasi bahwa sebagian
pedagang menghabiskan dagangannya dalam sehari dan ada yang disimpan dalam
freezer. Untuk mengetahui apakah sate daging sapi tersebut diberikan zat
tambahan atau tidak, maka sebanyak 20 sampel sate daging sapi dilakukan uji
boraks. Dari pengujian yang dilakukan didapatkan hasil semua sampel negatif
boraks. Uji borak yang positif ditandai dengan perubahan warna pada kertas uji
dari warna kuning menjadi warna merah kecoklatan. Ini sesuai dengan pernyataan
Muharrami (2015) dalam penelitiannya tentang kadnungan boraks dalam kerupuk
puli, dimana terjadi perubahan warna kurkumin dari kuning menjadi merah

kecoklatan.

Pengujian deteksi kandungan boraks pada sampel sate daging sapi yang
disimpan dalam lemari pendingan yang diuji menggunakan kertas kurkumin uji

dapat dilihat pada gambar 19 di bawah ini.
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Gambar 19. Hasil Pengujian Boraks

Berdasarkan gambar 19 di atas dapat dilihat bahwa semua sampel sate
daging sapi yang diuji negatif boraks. Hal ini dapat diketahui dari perbedaan
warna kertas uji antara sampel (kertas bagian atas) dan kontrol (kertas bagian
bawah). Hasil uji negatif borak pada 20 sampel sate daging sapi yang diambil di
Kecamatan Padang Barat Kota Padang menyatakan bahwa sate yang dijual bebas
dari zat aditif boraks, sehingga aman untuk dikonsumsi.

Prinsip uji boraks dengan menggunakan Chemkit adalah terjadinya
pembentukan senyawa rososianin berwarna merah bata dari reaksi antara boron
(unsur yang terkandung dalam boraks ) dan kurkumin (Cz1H200¢). Nama kimia
dari boraks adalah natrium tetraborat dengan rumus Na;B4O7 10H20O dan asam
borat dengan rumus H3;BOs; Dalam uji digunakan HCIl yang berfungi untuk
menguraikan boraks dari ikatannya menjadi asam borat, kemudian kerta uji yang
mengandung senyawa kurkumin dicelupkan yang nantinya akan mengikat boraks
sehingga terbentuk reaksi kimia kompleks boron-kurkumin yang selanjutnya akan
membentuk kompleks rososianin yang akan menghasilkan warna merah
bata (Padmaningrum, 2013).

Test kit tersebut mempunyai 2 pereaksi yaitu pereaksi 1 berisi propilene
berwarna putih, tembus cahaya, dan tertutup rapat. Pereaksi 2 berisi kertas

pereaksi boraks. Boraks adalah senyawa yang berbentuk kristal, warna putih, tidak
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berbau, dapat larut dalam air dan stabil pada suhu dan tekanan yang normal.
Biasanya boraks digunakan sebagai bahan pengawet, antiseptik dan pembasmi
kecoa. Dalam kehidupan sehari-hari boraks sering disalahgunakan sebagai bahan
tambahan makanan untuk menambah rasa dan keawetan makanan (Mayasari &
Mardiroharjo, 2012). Dalam kehidupan boraks dapat berdampak negatif dengan
tingkatan dampak yang sangat buruk terhadap kesehatan manusia. Pada sistem
metabolisme manusia borak berdampak racun yang sangat berbahaya

(Suklan, 2002).



BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan penelitian mengenai Deteksi Kehalalan secara Molekuluer
dan Biosekuriti Pada sate daging sapidi Kecamatan Padang Barat Kota Padang
yang sudah dilakukan, maka dapat diambil kesimpulan sebagai berikut :

1. Deteksi kehalalan pada sampel daging sate sebanyak 20 sampel yang diambil
di Kecamatan Padang Barat Kota Padang, semuanya halal.

2. Deteksi higinis secara biologis dan konservatif didapatkan hasil bahwa 20
sampel sate daging sapiyang belum dibakar sebanyak 13 sampel
terkontaminasi E. coli, 1 sampel terkontaminasi bakteri Staphylococcus
aureus di atas SNI dan negatif Salmonella sp. Untuk Sampel sate daging
sapiyang sudah dibakar 20 sampel terkontaminasi E. coli, 20 sampel aman dari
Staphylococcus aureus, 20 sampel negatif Salmonella, sp. 20 sampel negatif

boraks dan formalin.

B. Saran
Pada penelitian yang telah dilakukan, penulis memiliki beberapa saran :

1. Penjual sate daging sapi di Kecamatan Padang Barat Kota Padang harus selalu
menjaga dan meningkatkan kebersihan diri dan lingkungan dalam proses
produksi dan penyajian sate.

2. Pemerintah Kota Padang melalui dinas teknis harus selalu melakukan
pembinaan, pengawasan dan evaluasi dalam penjaminan kehalalan dan

biosekuriti sate daging sapi yang di jual di Kota Padang.
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LAMPIRAN
Lampiran 1. Sampel Sate daging
Kode Sampel Nama Alamat
01 SDO1 Kelurahan Pondok
02 SDO02 Kelurahan Pondok
03 SDO03 Kelurahan Pondok
04 SD04 Belakang tangsi
05 SDO05 Belakang tangsi
06 SD06 Belakang tangsi
07 SD07 Kampung pondok
08 SDO08 Pondok
09 SD09 Pondok
10 SD10 Taman Melati
11 SD11 JI. M Yamin
12 SD12 JI. M. Yamin
13 SD13 Pasar Raya
14 SD14 J1. Permindo
15 SD15 Purus
16 SD16 Purus
17 SD17 Purus
18 SD18 Veteran
19 SD19 Veteran
20 SD20 Veteran
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Lampiran 2. Hasil Survei Cara Penyimpanan Produk

Daging Sate

No Kode Alamat Pedagang langsung Fenylmpanan Aditif
Pedagang Habis Sehari di Freezer

1 SDO1 Kelurahan Pondok N

2 SD02 Kelurahan Pondok \

3 SDO03 Kelurahan Pondok \

4 SD04 Belakang Tangsi \
5 SDO05 Belakang Tangsi \
6 SDO06 Belakang Tangsi \
7 SDO07 kampung Pondok \
8 SDO08 kampung Pondok \

9 SD09 kampung Pondok \
10 SDI10 Taman Melati \
11 (FSD11 J1. M Yamin v
12 SDI2 JI. M Yamin v
13 SDI3 Pasar Raya \

14 SD14 J1. Permindo v

15 SDI5 Purus v

16 SDI16 Purus v

17 SD17 Purus \

18 SDI8 Veteran \

19 SDI19 Veteran \
20 SD20 Veteran \
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