Indonesia merupakan negara dengan mayoritas penduduk
muslim sehingga potensi pasar halal di Indonesia sangat besar,
selain itu juga didukung dengan meningkatnya kesadaran
masyarakat muslim untuk mengonsumsi dan menggunakan produk
halal. Di sisi lain, pemerintah Indonesia telah mengesahkan UU
Nomor 33 tahun 2014 tentang Jaminan Produk Halal yang
mewajibkan semua produk yang diklaim halal dan beredar di
Indonesia wajib bersertifikat halal.

Berbagai penelitian terkait halal telah banyak dilakukan.
Malaysia dan Indonesia merupakan negara yang menghasilkan
publikasi terkait halal tertinggi berdasarkan data Scopus. Di sisi lain,
UK, USA, dan Australia menempati posisi ke-3, 4, dan 5 yang
menunjukkan bahwa halal sudah menjadi isu global sehingga
menjadi daya tarik bagi negara-negara dengan mayoritas penduduk
non-muslim.

Buku ini mengulas halal dari konsep magashid syari'ah yang
merujuk pada tujuan disyariatkannya suatu hukum. Konsep
makanan yang halal-tayyib terkait erat dengan keamanan makanan
sehingga perlu diulas kaitannya dengan konsep Hazard Analysis
Critical Control Points (HACCP). Sistem jaminan halal-tayyib
memastikan bahwa pada rantai produksi makanan, makanan harus
terbebas dari bahan yang diharamkan dan bahan yang najis. Selama
proses produksi, dilakukan evaluasi titik kritis mulai dari bahan
baku sampai ke produk akhirnya, termasuk di dalamnya
penggunaan bahan tambahan makanan (BTM).

Metode analisis kehalalan suatu produk makanan dan
sediaan farmasi sangat penting untuk dikembangkan.
Pengembangan metode analisis yang cepat, akurat, valid, dan sahih
sangat penting karena metode ini harus dapat mendeteksi
kontaminasi bahan non halal sekecil apa pun. Pada buku ini akan
dibahas metode analisis kehalalan dengan differential scanning
calorimetry, spektroskopi inframerah, kromatografi gas, high
performance liquid chromatography (HPLC), LC-MS/MS based
metabolomics, dan polymerase chain reaction (PCR). Berbagai metode
yang dikembangkan ini masing-masing memiliki kelebihan dan
kelemahan, untuk itu peneliti dapat memilih metode yang paling
cocok untuk digunakan.
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Prakata

Assalamu’alaikum wr. wb.

Pertama-tama marilah kita panjatkan puji syukur ke hadirat
Allah SWT karena atas rahmat dan hidayahnya, buku Falsafah Sains
Halal ini telah tersusun dengan baik. Buku ini telah diinisiasi penyu-
sunannya oleh Pusat Unggulan Iptek Perguruan Tinggi Institute for
Halal Industry & System (PUIPT IHIS), Universitas Gadjah Mada atas
kerjasama beberapa penulis baik dari UGM maupun dari universitas
lain serta institusi riset seperti BRIN dll yang memberikan kontribusi
di beberapa Bab.

Halal diharapkan menjadi bagian dari gaya hidup, terlebih ka-
rena mayoritas penduduk di Indonesia adalah muslim, sehingga tun-
tutan akan makanan yang halalan thayyiban semakin tinggi. Hal ini
didukung oleh adanya Undang-undang Jaminan Produk Halal (UU-
JPH) Nomor 33 tahun 2014 tentang tentang Jaminan Produk Halal.
Deteksi akan kehalalan suatu produk makanan dan farmasetik
sangat penting untuk dikembangkan. Pada buku ini diulas beberapa
topik terkait teori halal dan metode deteksi halal antara lain: 1)
magqashid al-qur’an dalam kehalalan produk; 2) sistem jaminan halal
dan hazard analysis critical and control points (HACCP) titik kritis
kehalalan produk; 3) bahan halal dalam pengolahan makanan dan
aditif makanan; 4) analisis derivat babi dengan differential scanning
calorimeter, kromatografi gas, high performace liquid chromatography
(HPLC), polymerase chain reaction (PCR), serta analisis kehalalan
produk dengan spektroskopi inframerah. Besar harapan kami agar

buku ini dapat memberikan manfaat bagi para pembaca dan dapat
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menjadi referensi untuk berbagai topik penelitian terkait halal.
Kami mengucapkan terima kasih kepada para penulis yang
telah meluangkan waktu, tenaga, dan pikirannya untuk mendukung
penulisan buku ini. Kami menyadari bahwa Edisi 1 Buku Falsafah
Sains Halal ini masih terdapat kekurangan, untuk itu masukan dari
para pembaca akan dapat memperkaya pengembangan buku di edi-

si-edisi berikutnya.

Wassalamu’alaikum wr. wb.

Tim Editor

vi FALSAFAH SAINS HALAL



Daftar Isi

Prakata v

Daftar Isi vii

BAB I

PENGANTAR SAINS HALAL 1

A. Pendahuluan_ 1

B. Halal dari perspektif Sains 2

C. Kandungan Buku Sains Halal S

BAB II

MAQASHID AL-QUR’AN DALAM KEHALALAN PRODUK

A. Pendahuluan 15

B. Antara Maqashid al-Qur’an dengan Magashid al-
Syari’ah 21

C. Identifikasi Ayat-Ayat tentang Halal dan Haram

D. Konsep Makanan Halal dan Haram dalam al-
Qurian_ 28

E. Konsep dan Urgensi Kehalalan Produk 32

F. Magqashid al-Qur’an dan Syariah dalam Kehalalan
Produk__ 35

BAB III

15

25

SISTEM JAMINAN HALAL DAN HAZARD ANALYSIS CRITICAL

CONTROL POINTS (HACCP) 45
A. Pendahuluan 45

B. Keamanan Pangan 46

FALSAFAH SAINS HALAL

Vi



C. Konsep Keamanan Pangan dalam Islam_____ 47

D. Hazard Analysis Critical and Control Points (HACCP) 57

E. Sistem Jaminan Halal (SJH) ___ 63

F. Sinergi SJH dengan HACCP____ 67

BAB IV

TITIK KRITIS KEHALALAN PRODUK_ 77

A. Pendahuluan._ 77

B. Titik Kritis Kehalalan Produk Hewani dan
Turunannya, 79

C. Titik Kritis Kehalalan Produk Nabati dan
Turunannya 83

D. Titik Kritis Kehalalan Produk Mikrobial 87

E. Titik Kritis Produk Bioteknologi 91

F. Titik Kritis Enzim 93

G. Titik Kritis Kehalalan Produk Lain-Lain795

BAB V

BAHAN HALAL DALAM PENGOLAHAN MAKANAN DAN

ADITIF MAKANAN 105

A. Pengantar 105

B. Definisi Aditif Makanan_ 107

C. Kelompok BTP Makanan_____ 109

D. Legislasi terkait Aditif Makanan 112

E. Kesepakatan Penggunaan E-code di Indonesia_—1 14

F. Tinjauan Singkat Kehalalan dalam Aditif
Makanan_ 120

G. Titik Kritis Halal Aditif Makanan_ 123

Teknologi Baru dalam Pengolahan Menggunakan Bahan
Tambahan Pangan 125

viii FALSAFAH SAINS HALAL



L. Teknologi dalam Penggunaan BTP____ 126
J. Fungsi Fisiologis Penggunaan BTP__ 127
K. Bahan baku Sumber BTP 129

L. Penggunaan BTP pada Jenis Produk 130
M. Bahan Makanan yang menggunakan BTP____ 133
N. Kesimpulan___ 133

BAB VI

ANALISIS DERIVAT BABI DENGAN DIFFERENTIAL
SCANNING CALORIMETER 139

A. Pendahuluan 139

B Sistem Instrumentasi_ 141

C. Kalibrasi Instrumen DSC 146

D. Penyiapan Sampel 146

E Analisis Derivat Babi dengan DSC 148
BAB VII

ANALISIS KEHALALAN PRODUK DENGAN SPEKTROSKOPI
INFRAMERAH 167

A. Pendahuluan 167
B. Sistem Instrumentasi Spektrofotometer
Inframerah 169
C. Analisis Derivat Babi dengan Spektroskopi
Inframerah 172
BAB VIII
ANALISIS DERIVAT BABI SECARA KROMATOGRAFI
GAS__ 217
A. Pendahuluan 217
B. Analisis Derivat babi dengan Kromatografi Gas 218

FALSAFAH SAINS HALAL ix



BAB IX
ANALISIS KEHALALAN PRODUK DENGAN HIGH PERFORMACE

LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC) _ 245

A. Pendahuluan 245

B. Prinsip Pemisahan dan Sistem Instrumentasi
HPLC____ 247

C. Analisis Halal Mnggunakan HPLC 250

D. Kombinasi Metode HPLC dan Kemometrik untuk Analisis
Halal 268

BAB X

ANALISIS KEHALALAN PRODUK DENGAN LC-MS/MS_____ 281

A. Pendahuluan_ 281

B. Sistem Instrumentasi LC-MS/MS____ 283

C. Analisis Daging Babi dengan Menggunakan LC-MS/MS
Based Metabolomics 285

BAB XI

ANALISIS DERIVAT BABI DENGAN POLYMERASE CHAIN

REACTION (PCR) ___ 293

A. Pendahuluan_ 293

B Prinsip dan Prosedur PCR 295

C Proses Amplifikasi 298

D. Desain Primer 306

E Real-time Polymerase chain reaction
(RT-PCR atau g-PCR) __ 312

F. Kuantifikasi Metode Real-Time PCR 335

G. Aplikasi PCR dan qPCR untuk Analisis Kehalalan
Produk 337

Biografi_ 377

X

FALSAFAH SAINS HALAL



BAB I
PENGANTAR SAINS HALAL

Lily Arsanti Lestari, Yuny Erwanto dan Abdul Rohman
Pusat Unggulan Ipteks Perguruan Tinggi,
Institute of Halal Industry and Systems
Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta, Indonesia

A. Pendahuluan

Indonesia adalah negara dengan penduduk Muslim terbesar
di dunia, dan hal ini tentunya berkaitan erat dengan konsumsi pro-
duk halal bagi masyarakat Indonesia seiring dengan meningkatnya
kesadaran komunitas Muslim untuk mengonsumsi dan mengguna-
kan produk yang Halal. Hal ini mendorong Pemerintah Indonesia
untuk mengharuskan semua produk yang diklaim halal yang bere-
dar di Indonesia dan diperdagangkan di wilayah Negara Kesatuan
Republik Indonesia harus disertifikasi Halal oleh pihak yang berwe-
nang sebagaimana amanat Undang-Undang Jaminan Produk Halal
(UU-JPH) Nomer 33 tahun 2014. Kehalalan produk makanan, mi-
numan, kosmetika, obat, barang gunaan lainnya merupakan hal
yang sangat ditekankan dalam Syariah Islam. Perintah mengkon-
sumsi produk halal dan tayyib dalam al-Qur“an dalam surat Alba-
garah ayat 186 yang artinya “Hai sekalian manusia, makanlah yang
halal lagi baik dari apa yang terdapat di bumi. Janganlah mengikuti
langkah-langkah setan karena setan adalah musuh yang nyata
bagimu” menjadi dasar hukum bagi setiap muslim untuk memper-
hatikan dan memilih produk halal (Aziz, 2017).

Halal adalah istilah yang berasal dari Bahasa Arab yang se-
cara Bahasa bermakna terlepas (halla-yahillu-halalan). Secara istilah

halal adalah sesuatu yang jika dilakukan atau dikonsumsi terbebas
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atau tidak terikat dengan ketentuan yang melarangnya, atau bisa
juga diartikan sebagai segala sesuatu yang boleh dilakukan sesuai
dengan syaria’ah (hukum) islam. Dalam konteks pangan dan farma-
setik, makanan dan sediaan farmasi halal adalah makanan dan
sediaan farmasi yang boleh dikonsumsi jika itu merupakan makan-
an/minuman atau boleh digunakan jika berupa bahan gunaan
seperti pakaian dan sepatu, boleh diproduksi dan dikomersialkan.
Konsep halal berasal dari Alquran dan hadits Nabi Muhammad s.a.w
yang dapat dimaknai sebagai hal atau produk yang diperbolehkan,
sesuai dengan aturan hukum Syariah Islam dan tidak ada larangan

dalam hukum Islam (Akhtar et al., 2020).

B. Halal dari perspektif Sains

Halal minimal dapat ditinjau dari 3 perspektif, yakni agama,
ekonomi dan ilmu pengetahuan (Rohman, 2015). Dari sudut pan-
dang agama, setiap orang (baik Muslim atau nonmuslim) diperintah
oleh Allah SWT untuk memakan makanan yang halal dan toyyib,
sebagaimana dalam Surat Al-Bagarah ayat 168 di atas dan juga
mendasarkan pada perintah-perintah yang terkait dengan makanan
halal dalam hadits nabi Muhammad s.a.w. Dari sisi ekonomi, perda-
gangan produk halal di dunia meningkat secara tajam, seiring
dengan meningkatnya kesadaran umat Islam untuk menggunakan
produk-produk halal. Pasar makanan dan minuman halal secara
global diprediksi terus tumbuh, bahkan partumbuhannya terjadi se-
cara ekponensial seiring dengan kesadaran orang Islam untuk ber-
gaya hidup halal dan mengonsumsi produk halal. Karenanya banyak
studi dilakukan baik secara global maupun regional terkait dengan
perkembangan pasar produk halal ini sebagaimana studi yang dila-
kukan di Kawasan Eropa (Lever & Miele, 2012) atau di Negera Jepang
(Yusof & Shutto, 2014).
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Dari sisi ilmu pengetahuan, isu-isu yang terkait dengan halal
selalu menarik untuk diteliti. Mengutip pendapat dari Prof. Dr. Ah-
med Zewalil, seorang ilmuwan Mesir dan professor di California Insti-
tute of Technology, yang menyatakan bahwa “peneliti Muslim hen-
daknya memfokuskan penelitiannya pada hal-hal yang oleh peneliti
Barat tidak difikirkannya”, maka kami sangat tertarik untuk
mengembangkan metode analisis fisika-kimia dan biologi molekuler
untuk analisis komponen nonhalal ini. Aspek analisis kehalalan pro-
duk tidak terpikirkan atau tidak menarik bagi peneliti barat, karena
hal ini tidak terkait langsung dengan kepentingan mereka, sehingga
menjadi keuntungan tersendiri, karena hasil-hasil penelitian yang
terkait dengan halal ini menarik untuk dipublikasikan ke jurnal-jur-
nal yang bereputasi. Berbagai penelitian dengan tentang topik sepu-
tar halal mulai dari penjaminan mutu kehalalan bahan baku, pen-
carian bahan baku alternatif, sampai ke sistem pariwisata halal telah
dilakukan (Mostafa, 2020).

Dari penelusuran data di database Scopus (Desember 2020),
dengan menggunakan kata kunci pencarian “halal” terdapat sekitar
2100-an artikel di primary document dan sekitar 5300-an dokumen
di secondary document, yang terkait dengan semua aspek halal se-
perti sertifikasi halal dan autentikasi produk halal. Dilihat dari jum-
lah publikasi (dokumen), terdapat peningkatan yang signifikan dari
tahun ke tahun, bahkan peningkatannya terjadi secara eksponensial
(Gambar 1.1). Dilihat dari negara yang menghasilkan publikasi da-
lam bidang Halal, Malaysia dan Indonesia menempati peringkat per-
tama dan kedua yang mana peneliti-peneliti di kedua negara terse-
but mempublikasikan artikelnya di jurnal-jurnal terindeks Scopus,
baik dalam bentuk original article atau dalam bentuk review article
(Gambar 1.2). Hal ini tidak mengagetkan karena kedua negara ter-
sebut mayoritas penduduknya adalah Muslim. Sementara itu di po-

sisi ketiga, keempat dan kelima adalah United Kingdom, Amerika
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serikat dan Australia yang merupakan negara yang penduduk ma-
yoritasnya adalah non-Muslim. Sekali lagi ini menunjukkan bahwa
isu-isu dan riset-riset yang terkait dengan halal sudah menjadi isu

global, yang tidak didominasi oleh negara-negara Muslim.
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Gambar 1.1. Jumlah publikasi yang terkait dengan topik halal yang
diambil dari Scopus pada bulan Desember 2020.
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Gambar 1.2. Jumlah publikasi yang terkait dengan topik halal

(berdasarkan negara) yang diambil dari Scopus pada bulan Desember
2020.
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C. Kandungan Buku Sains Halal

Halal adalah suatu istilah yang familier untuk difahami, baik
oleh orang Islam atau Non-muslim. Topik-topik yang terkait halal
bersifat multidisiplin, yang dapat didekati dari semua bidang ilmu.
Beberapa pendapat ulama’ terkait dengan halal baik terkait dengan
sisi Bahasa dan sisi istilah sebagaimana dikutip dari (Ali, 2016) ada-
lah sebagai berikut: Abd Muhammad al-Husayn ibn Masqd al-
Baghawi dari mazhab Syafi’i, berpendapat bahwa kata “halal” berarti
sesuatu yang dibolehkan oleh syariat karena baik. Imam Muham-
mad ibn ‘Ali al-Syawkani berpendapat bahwa sesuatu itu dinyatakan
sebagai halal karena telah terurainya simpul tali atau ikatan larang-
an yang mencegah. Imam Yusuf al-Qaradhawi, mendefinisikan halal
sebagai sesuatu yang dengannya terurailah buhul yang membahaya-
kan, dan Allah memperbolehkan untuk dikerjakan, sementara Imam
‘Abd al-Rahman ibn Nashir ibn al-Sa’di’ mendefinisikan kata “halal”
terkait dengan bagaimana memperolehnya, bukan dengan cara
ghashab (meminjam tanpa izin), mencuri, dan bukan sebagai hasil
muamalah yang haram atau berbentuk haram. Dari definisi ini, me-
nurut Ali (2006), halal adalah sesuatu yang diperbolehkan oleh
syariat untuk (1) dilakukan, (2) digunakan, atau (3) diusahakan, ka-
rena telah terurai tali atau ikatan yang mencegahnya atau unsur
yang membahayakannya dengan disertai perhatian cara memper-
olehnya, bukan dengan hasil muamalah yang dilarang.

Segala sesuatu yang dihalalkan atau diharamkan dapat di-
kaitkan dengan maksud dan tujuan diharamkan atau dihalalkannya
sesuatu tersebut, sebagaimana dalam konsep magashid syari’ah.
Magqosid Syariah merujuk pada tujuan disyariatkannya suatu hu-
kum yang meliputi untuk menjaga agama (hifdhu al-din), menjaga
akal (hifdhu al-aql), menjaga jiwa (hifdhu al-nafs), menjaga harta
(hifdhu almal) dan menjaga keturunan (hifdhu annasl). Diharamkan-

kannya daging babi dapat dikaitkan dengan menjaga jiwa (hifdhu
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annafs) manusia, karena daging babi dilaporkan mengandung ca-
cing pita yang dapat membahayakan kesehatan manusia. Selain itu
diharamkannya khamr (minuman keras) karena minuman keras
dapat menghilangkan akal, dan ini dapat dikaitkan dengan tujuan
disyariatkannya minuman keras untuk menjaga akal. Menurut
Rasyid Ridha, sebagaimana dikutip dari (Yanggo, 2013), Allah meng-
haramkan bangkai hewan yang mati dengan sendirinya karena ber-
bahaya bagi kesehatan. Hewan mati dengan sendirinya, tidak mati
melainkan disebabkan oleh penyakit. Darah diharamkan, karena
darah itu adalah tempat yang paling baik untuk pertumbuhan bak-
teri-bakteri. Maqosid syari’ah dalam kaitannya dihalalkan dan diha-
ramkannya makanan, minuman, obat dan lainnya akan diuraikan
dalam Bab 2.

Konsep makanan atau produk yang halal dalam beberapa
ayat Alqur’an digabungkan dengan tayyib, sehingga muncul gabung-
an keduanya halalan-tayyiban, sebagaimana dalam surat Al-Baqa-
rah ayat 168, Al-Maidah ayat 88, An-Nahl ayat 114, dan Thaha ayat
81. Istilah tayyib (baik, bergizi) dapat dilihat dari sisi kemanfaatan-
nya, yaitu bermanfaat bagi tubuh, mengandung nutrisi yang diperlu-
kan oleh tubuh, bergizi dengan kandungan vitamin, protein dan lain-
lain yang sesuai dengan kebutuhan tubuh seseorang. Tayyib juga
berkaitan dengan safety (keamanan) produk makanan, yaitu makan-
an yang tidak baik dan tidak aman, atau makanan yang diharam-
kan, jika dikonsumsi akan merusak kesehatan, seperti memakan
makanan yang sudah kadaluarsa, mengandung formalin, atau
mengandung racun dan lain-lain. Tayyib juga dikaitkan dengan
bebasnya makanan dari bahan-bahan yang membahayakan, kare-
nanya selama produksi makanan, industri harus menerapkan
HACCP (Hazard Analysis Critical Control Points) (Neio Demirci et al.,
2016). Konsep HACCP merupakan pendekatan sistematik untuk me-

lakukan identifikasi bahan-bahan yang berbahaya, asesmen resiko
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dan juga pengendalian bahan-bahan yang berbahaya. Secara umum,
sistem ini diaplikasikan sebagai upaya preventif (pencegahan) untuk
terpapar produk-produk makanan yang tidak tayyib dengan memas-
tikan bahwa rantai produksi, mulai dari pemilihan bahan baku,
pengadaan bahan baku dan sampai siap dikonsumsi, dipantau dan
dipastikan mutunya (Kohilavani et al., 2013). Keterkaitan antara
prinsip halalan-tayyiban dan HACCP ini akan diuraikan di Bab 3.

Sistem jaminan halal-tayyib memastikan bahwa rantai pro-
duksi makanan mulai dari raw materials (bahan baku) sampai di
meja makanan terbebas dari bahan yang diharamkan dan bahan
yang najis. Inilah yang dikenal dengan ungkapan “from farm to fork”
(mulai dari ladang bahan baku sampai ke garpu untuk makan) harus
dipastikan halal, tayyib dan bebas najis. Konsep produksi makanan
from farm to fork secara umum bermakna bahwa pemrosesan bahan
baku dari sektor primer (pertanian, laut) menjadi produk makanan
yang diolah di industri makanan telah memenuhi keinginan kon-
sumen (dalam hal ini adalah halal, tayyib/higienis) (Nusantoro,
2018). Selama proses produksi, dilakukan evaluasi titik kritis mulai
dari bahan baku sampai ke produk akhirnya. Sebagai contoh evalua-
sinya adalah apakah bahan baku berasal dari hewan atau tanaman,
dan jika berasal dari hewan apakah hewannya merupakan hewan
yang daging/bagian lainnya haram dikonsumsi seperti babi atau
berasal dari hewan yang halal dikonsumsi, dan seterusnya (Paredi et
al., 2013). Titik kritis kehalalan produk makanan dijelaskan secara
rinci dalam Bab 4.

Dengan kemajuan ilmu pengetahuan dan teknologi, produk
makanan ditambah dengan berbagai bahan tambahan makanan
(BTM) dengan fungsi tertentu seperti pengawet, pemanis, pewarna,
emulsifier, penstabil makanan dan lainnya. BTM ini berfungsi untuk
memastikan produk makanan tetap aman, meningkatkan kesegaran

dan keamanan produk makanan, meningkatkan fungsionalitas pro-

FALSAFAH SAINS HALAL 7



duk makanan, meningkatkan waktu simpan produk makanan, men-

jaga nilai-nilai nutrisi, serta menjaga kualitas makanan (Al-Teinaz,

2020). Bahan-bahan tambahan ini dapat berasal atau disintesis dari

bahan yang kehalalannya diragukan, oleh karena pemahaman ter-

kait dengan status kehalalan bahan tambahan makanan mutlak di-

perlukan. Adanya bahan tambahan makanan juga menjadi salah

satu titik kritis kehalalan produk yang harus dipastikan asal bahan-
nya (Fermanto & Sholahuddin, 2020). Pembahasan tentang BTM

akan diuraikan secara rinci dalam Bab 5.

Semua produk, termasuk produk makanan, minuman, obat,
kosmetika dan juga barang gunaan seperti sepatu dan gas yang di-
klaim halal harus bersertifikat halal sebagaimana amanat pasal 4
Undang-Undang Jaminan Produk halal Nomer 33 Tahun 2014 yang
berbunyi “Produk yang masuk, beredar, dan diperdagangkan di wila-
yah Indonesia wajib bersertifikat halal’ (Anonim, 2014). Sertifikasi
halal digunakan untuk memastikan bahwa siklus produk mulai dari
sifat bahan yang digunakan, asal bahan, dan metode pemrosesan
sesuai dengan kaidah-kaidah kehalalan suatu produk. Beberapa ne-
gara telah menerapkan standar sertifikasi untuk memastikan pro-
duk sesuai standar halal dengan menggunakan label dan simbol ter-
tentu (van der Spiegel et al., 2012). Dalam Standar Malaysia yang
terkait dengan produk halal (makanan, obat atau kosmetika), pro-
duk halal adalah produk yang mengandung komponen-komponen
yang diizinkan oleh hukum syari’ah dan memenuhi kondisi-kondisi
berikut:

. Tidak mengandung bagian apapun atau produk apapun yang
berasal dari hewan yang non-halal menurut hukum syariah
atau mengandung komponen apapun yang berasal dari he-
wan yang disembelih tidak sesuai dengan aturan syariah

. Tidak mengandung najis sesuai dengan hukum syariah
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° Aman untuk dikonsumsi, tidak beracun, tidak toksik atau
membahayakan bagi kesehatan sesuai dengan hukum sya-
riah

o Tidak disiapkan, diproses atau diproduksi dengan peralatan
yang terkontaminasi dengan najis sesuai dengan hukum sya-
riah

. Tidak mengandung bagian apapun dari tubuh manusia yang
tidak diperbolehkan sesuai dengan aturan syara’

o Selama proses pembuatan, pemrosesan, penanganan, penge-
masan, penyimpanan, dan distribusi, produk tersebut terpi-

sah secara fisik dengan produk-produk yang tidak memenuhi

syarat produk halal di atas.
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Gambar 1.3. Berbagai produk yang dapat diproduksi dengan menggunakan
komponen-komponen yang berasal dari babi. Gambar diambil dari Prof. Dr.
Yaakob Che Man, dalam mata kuliah Falsafah Sains Halal, Institut Penyeli-
dikan Produk Halal, Universiti Putra Malaysia, 2008.
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Di antara komponen non-halal yang sering dijumpai dalam
produk makanan, obat dan kosmetik, komponen non-halal yang ber-
asal dari babi adalah yang paling banyak sebagaimana dalam Gam-
bar 1.3. Sebagai contoh, kolagen babi (nomer 35 dalam Gambar 1.3)
dapat digunakan dalam sediaan kosmetika untuk mengurangi ke-
rutan.

Produk makanan, obat dan kosmetika selama proses pro-
duksi dapat mengandung atau terkontaminasi dengan komponen
non-halal seperti lemak babi, daging babi, gelatin babi atau alkohol.
Karenanya diperlukan suatu autentikasi kehalalan produk. Metode
analisis apapun yang digunakan harus telah divalidasi dan menun-
jukkan karakteristik kinerja yang dipersyaratkan dan sesuai dengan
peruntukkannya. Metode yang telah divalidasi ini dapat diaplikasi-
kan untuk analisis kehalalan produk sesuai dengan ruang lingkup-
nya. Diantara metode yang banyak digunakan untuk analisis adalah
differential scanning calorimetry (DSC), spektroskopi inframerah dan
metode kromatografi yang dikombinasikan dengan kemometrika un-
tuk analisis lemak babi. DSC banyak digunakan untuk analisis ke-
lompok lipid, sehingga dalam Bab 6 akan diuraikan tentang DSC
yang digunakan untuk analisis autentikasi halal. Metode spektro-
skopi merupakan metode analisis yang banyak dilaporkan di berba-
gai publikasi ilmiah. Semua jenis spektroskopi melibatkan interaksi
antara sampel dengan radiasi elektromagnetik (REM) di daerah infra-
merah (IR). Metode spektroskopi IR untuk analisis derivat babi meru-
pakan teknik analisis yang tidak merusak (non-destructive), yang
bermakna bahwa sampel yang dianalisis dengan spektroskopi IR
dapat dianalisis dengan metode yang lain, sekiranya jumlah sampel
sedikit, sensitif, serta tidak melibatkan penyiapan sampel yang ru-
mit. Dibandingkan dengan teknik analisis yang lain seperti kroma-
tografi yang mengidentifikasi komponen yang terdapat dalam turun-

an babi (misalkan analisis asam lemak dengan kromatografi gas dan
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analisis komposisi triasilgliserol dengan kromatografi cair kinerja
tinggi), spektroskopi IR telah diidentifikasi sebagai teknik yang ideal
karena menganalisis turunan babi sebagai satu kesatuan materi
(Rohman, 2017) (Rohman, 2019). Penggunaan spektroskopi inframe-
rah yang dikombinasikan dengan kemometrika ini akan diuraikan di
Bab 7.

Disebabkan karena daya pemisahannya yang powerful dan
juga dapat memberikan informasi kualitatif dan kuantitatif, berbagai
teknik kromatografi telah digunakan untuk analisis autentikasi
halal. Kromatografi gas dengan dengan detektor ionisasi nyala atau
dengan detektor spectrometer massa, yang mana gabungan antara
kromatografi gas-spektrometer massa dikenal dengan GC-MS, meru-
pakan metode standar yang digunakan untuk analisis profil asam
lemak dalam lemak babi. Asam lemak yang menyusun lemak babi
dan lemak serta minyak lain bersifat sidik jari, dalam artian tidak
ada dua minyak yang mempunyai jenis dan komposisi asam lemak
yang sama sehingga asam lemak tertentu dapat dijadikan sebagai
marker dalam analisis keberadaan lemak babi (Rohman & Che Man,
2012). Dikombinasikan dengan kemometrika, respon dari kromato-
grafi gas dapat digunakan sebagai informasi kualitatif dan kuantita-
tif lemak babi dalam berbagai produk makanan. Penggunaan kroma-
tografi gas yang dikombinasikan dengan kemometrika dijelaskan
pada Bab 8.

Beberapa derivate babi seperti daging babi dan gelatin babi
dianalisis dengan menggunakan kromatografi cair ataupun kroma-
tografi cair yang dikombinasikan dengan spektrometer massa (LC-
MS). Analisis daging babi dianalisis melalui identifikasi protein
ataupun melalui analisis komposisi triasilgliserolnya. Sementara
dengan LC-MS dapat diperoleh suatu peptida marker (peptida penan-
da) yang spesifik untuk babi sehingga metode ini sesuai untuk mela-

kukan identifikasi gelatin babi. Bab 9 akan membahas secara rinci
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tentang penggunaan kromatografi cair untuk analisis derivat babi.
Sementara Bab 10 akan menguraikan high resolution liquid chroma-
tography mass spectrometry (HR LC-MS) untuk analisis derivate babi
melalui pendekatan metabolomik dan lipidomik (Windarsih et al.,
2022).

Analisis berbasis DNA seperti polymerase chain reaction (PCR)
merupakan metode pilihan untuk identifikasi spesies hewan karena
metode ini menawarkan spesifisitas dalam identifikasi sehingga
menjadi metode standar untuk identifikasi dan konfirmasi (Kumar
et al., 2015). PCR dan teknik-teknik pengembangannya seperti real-
time PCR merupakan metode pilihan untuk analisis DNA babi dalam
daging dan dalam makanan-makanan yang berbasis daging. Metode
ini secara luas diaplikasikan untuk analisis daging babi dan daging
haram lainnya seperti daging celeng, daging anjing ataupun daging
tikus (Ali et al., 2012). Metode PCR untuk analisis DNA ini akan di-

uraikan dalam Bab 11.
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A. Pendahuluan

Al-Qur’an sebagai kitab suci umat Islam diturunkan kepada
Nabi Muhammad SAW untuk memberi petunjuk pada umat manu-
sia.[1, p. 15] Al-Qur’an juga merupakan sumber syariat dan dasar
hukum Islam yang memberi kemaslahatan kepada alam semesta.
Sudah menjadi kesepakatan para ulama, bahwasanya setiap hukum
yang telah disyariatkan Allah Swt. kepada umat manusia sejatinya
memberi maslahat ataupun kebaikan untuk mereka. Disadari atau
pun tidak, aturan yang telah ditetapkan itu secara otomatis akan
mengarahkan setiap manusia ke arah kebahagiaan dunia dan
akhirat.

Prinsip syariat yang diejawantahkan oleh manusia pada ha-
kekatnya memberi kemaslahatan, dengan cara memelihara kesela-
matan dan kesejahteraan hidup umat manusia di dunia ini, melalui
jalinan hubungan baik antara manusia dengan Sang Pencipta, an-
tara manusia dengan manusia lainnya, antara manusia dengan ma-
khluk lainnya, serta antara manusia dengan lingkungannya. Ma-
slahat yang merupakan tujuan Sang Pencipta dalam syariat-Nya itu
mutlak diwujudkan karena keselamatan dan kesejahteraan duniawi
dan ukhrawi tidak akan mungkin dicapai tanpa maslahat [2]. Ke-

maslahatan ini dapat digali dari kandungan ayat-ayat al-Qur’an
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yang menjadi sumber syariat Islam.

Kandungan al-Qur’an mencakup segala hal yang berkaitan
dengan kehidupan umat Islam. Untuk mengatur kehidupan mereka
al-Qur’an menghadirkan ayat-ayat hukum. Perbagai ayat hukum di-
hadirkan untuk memberi maslahat bagi setiap muslim yang dibebani
syariat (mukallaf). Oleh karena itu, maslahat menjadi salah satu to-
lok ukur mujtahid dalam menggali hukum Islam pada setiap pro-
blematika yang secara pasti tidak disebutkan dalam al-Qur’an mau-
pun hadis.[3] Dengan demikian, hasil ijtihat para mujtahid yang
berupa produk hukum seharusnya dapat berkesinambungan dan
relevan dengan keadaan tempat dan waktu (shalih likulli zaman wa
makan).

Realitas yang terjadi di masyarakat tidaklah demikian. Terda-
pat kesenjangan antara realitas dan idealitas. Menurut idealitasnya,
pemahaman dan penafsiran terhadap al-Qur’an dapat memberi so-
lusi pada seluruh problematika, tapi realitasnya banyak problema-
tika yang sering dibenturkan dengan pemahaman agama dan penaf-
siran ayat yang mengatasnamakan al-Qur’an. Menurut al-Na'’im, pel-
bagai problematika itu muncul disebabkan adanya gap antara pe-
nafsiran Al-Quran dan hak asasi manusia. [4] Realitas di atas, me-
nyampaikan bahwa seakan-akan al-Qur’an tidak mampu memberi
solusi atas pelbagai problematika mencuat akhir-akhir ini. Realitas-
nya bukan demikian, al-Qur’an apabila dipahami dengan baik dan
benar maka akan memberi solusi terhadap setiap problem kehidup-
an manusia.

Di antara problem umat Islam dewasa ini adalah munculnya
banyak produk yang hadir di tengah-tengah masyarakat. Keberada-
an produk-produk ini banyak tidak diketahui secara pasti komposi-
sinya. Makanan dan minuman merupakan produk yang terbanyak.
Selain keduanya, produk yang juga sering dikonsumsi dan pakai

umum adalah obat-obatan dan kosmetika. Makanan dan minuman
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merupakan produk cukup mudah diketahui komposisinya, karena
biasanya tertera di labelnya. Kendatipun dewasa ini banyak sekali
bahan makanan dan minimuan tambahan yang diduga diperguna-
kan produsen pada produk yang tidak disebutkan dalam labelnya.
Sedangkan, untuk obat-otaban dan kosmetik, masyarakat umum
mendapati kesulitan untuk mengidentifikasi apakah produk terse-
but betul-betul halal dan aman dipakai. [5] Berangkat dari view point
di atas, artikel ini akan menyuguhkan tujuan-tujuan maksud kan-
dungan al-Qur’an dalam kehalalan produk atau oleh para sarjana
muslim disebut dengan maqashid al-Qur’an dalam produk halal.
Pembahasan akan menyuguhkan secara berurutan tentang penger-
tian Magashid al-Qur’an, perbedaan maqgashid al-Qur’an dengan
Magqashid al-Syari’ah, ayat-ayat al-Qur’an yang berbicara tentang
halal dan haram, konsep halal dan haram dalam al-Qur’an, dan di-
akhiri tentang maqashid produk halal dalam al-Qur’an. Selanjutnya

akan ditarik kesimpulan dari keseluruhan kajian tersebut.

Apa itu Magashid al-Qur’an?

Magasid al-Qur’an, secara etimologi merupakan kata majemuk yang
tersusun dari 2 (dua) kata yaitu: Maqasid dan al-Qur’an. Kata Ma-
gashid merupakan bentuk plural dari kata magsad yang merupakan
derivasi dari kata kerja gashada-yagshudu, gashdan, magshad yang
mempunyai beragam makna. Ibnu Faris menjelaskan asal dari kata
gashada adalah mendatangi sesuatu [6, p. 777]. Dalam kamus al-
Muhith, Fairuz Abadi menjelaskan bahwa gashada memiliki bebe-
rapa arti, di antaranya; menuju suatu arah, tujuan, adil, dan tidak
melampui batas, tengah-tengah, jalan lurus, berada pada poros
tengah antara berlebihan dan kekurangan [7, p. 566]. Pelbagai mak-
na dari qashada di atas dapat dilihat dari penggunaan kata qashada
dan derivasinya dalam al-Qur’an.

Sementara al-Qur’an secara etimologi berasal dari kata gara’a
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yagrau qira’atan qur’anan yang memiliki arti menghimpun,
mengumpulkan dan membaca. Qira’ah memiliki arti merangkai hu-
ruf demi huruf dalam sebuah ungkapan kata-kata yang tersusun
secara teratur. Manna’ al-Qattan menjelaskan, qur’an yang berasal
dari wazan fu’lan yang sama seperti ghufran dan syukran memiliki
arti bacaan dan cara membacanya. Kemudian secara khusus, al-
Qur’an menjadi nama dari sebuah kitab suci yang berasal dari fir-
man Allah diturunkan kepada Nabi Muhammad Saw. Sebutan al-
Qur’an tidak hanya terbatas sebuah kitab dengan keseluruhan kan-
dungannya namun juga bagian daripada ayat-ayat yang dinisbatkan
kepadanyal8, pp. 16-17]. Dari rangkain dua kata itu, maka ma-
gashid al-Qur’an secara bahasa bisa diartikan sebagai orientasi atau
tujuan diturunkannya ayat al-Qur’an.

Sedangkan menurut terminologi, ada beberapa ulama yang
memberikan devinisi magashid al-Qur’an. Al-Hamidi dalam al-Mad-
khal ila Maqashid al-Qur’an menjelaskan bahwa maqgashid al-Qur’an
adalah tujuan diturunkan al-Qur’an sebagai jaminan maslahah bagi
hamba.[9, p. 23] Pengertian ini memposisikan magashid al-Qur’an
sebagai tujuan tertentu yang nantinya akan membatasi penafsiran
al-Qur’an dalam tujuan-tujuan tersebut. Menurut Izzuddin Abd al-
Salam, Maqashid al-Qur’an adalah tujuan al-Qur’an diturunkan
untuk mengajak manusia untuk melaksanakan seluruh kebajikan
dan sebab-sebab yang menghantarkan kepada kemaslahatan. Serta
mencegah melakukan kerusakan dan sebab-sebab yang menghantar-
kannya.

Dari dua pengertian di atas dapat diambil kesimpulan bahwa
magqgashid al-Qur’an merupakan salah satu prinsip dalam memahami
kandungan al-Qur’an. Para sarjana Islam semacam Muhammad
Abduh juga menyatakan bahwa tafsir yang relevan untuk masa keki-
nian adalah penafsiran yang didasarkan pada tujuan utama ditu-

runkannya al-Qur’an, yaitu memberikan petunjuk bagi seluruh
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umat manusia untuk meraih kebahagian dunia dan akhirat. Senada
juga disampaikan oleh Ibnu Asyur bahwa seluruh konsep maqashid
al-Qur’an seyogyanya disandingkan dengan tujuan inti diturunkan-
nya al-Qur’an, yaitu memberi maslahat bagi keberlangsungan umat
manusia di dunia dan akhirat.[10]

Kemaslahan yang terdapat dalam maqgashid al-Qur’an bukan
hanya bermakna sebagai tujuan atau titik pencapaian yang diingin-
kan untuk ditelisik, namun juga meliputi segala proses yang dilaku-
kan untuk memperoleh tujuan tersebut. Atas dasar ini, maqashid al-
Qur’an tidak berhenti pada satu atau beberapa tema pokok al-
Qur’an melainkan juga meliputi seluruh proses untuk mencapainya.
Ini berarti bahwa eksistensi Maqashid al-Qur’an dapat menjadi salah
satu problem solving umat Muslim dalam menghadapi perkembang-
an zaman. Dalam maqashid al-Qur’an, al-Qur’an dijadikan sebagai
acuan dan semangat dalam upaya mencari solusi semua problema-
tika kontemporer dewasa ini.[11]

Dari view point di atas dapat dimengerti bahwa maqgashid al-
Qur’an sangat urgen untuk diketahui oleh pengkaji al-Qur’an pada
masa kontemporer ini. Hal ini menimbang bahwa mengetahui maqa-
shid ayat al-Qur’an memberi manfaat bagi para pengkajinya. Sejalan
dengan hal tersebut mengetahui magashid al-Qur’an memiliki tuju-
an sebagai berikut; pertama, mendapatkan pemahaman yang benar
serta mengetahui hakikat kandungan ayat. Kedua, dapat menghu-
bungkan ayat dengan ayat lain yang ada sebelum dan sesudahnya
berdasarkan tujuan pokok dari masing-masing ayat. Ketiga, mem-
buktikan adanya keselarasan antar ayat al-Qur’an dengan menun-
jukkan keseuaian antar ayat tersebut. Keempat, memperoleh mak-
sud kandungan ayat yang digali oleh mufasir. Kelima, dapat meng-
hayati makna kandungan ayat setelah diketahui tujuan diturunkan-
nya ayat.[12, pp. 64-65]

Untuk dapat menggali maqashid al-Qur’an, dibutuhkan upa-
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ya serius dalam menggali, membaca, dan mengangan-angan kan-
dungan ayat al-Qur’an dengan penuh bijaksana, setidaknya dengan
memadukan dua piranti, yaitu wahyu dan alam. Perpaduan dua
pembacaan ini merupakan gagasan yang sangat urgen yang pernah
dikemukan oleh Thaha Jabir ‘Alwani. Dua piranti itu harus selaras.
Sebalikanya apabila keduanya diabaikan, maka mufasir akan gagal
menggapai kesempurnaan pemahaman terhadap maksud kandung-
an al-Qur’an. Hal ini disebabkan bahwa dalam pembacaaan per-
tama, wahyu, menghubungkan dengan Allah Sang Pemilik Kalam,
sedangkan pembacaan kedua, alam semesta, dapat berpotensi ma-
nusia andil dalam pembangunan peradaban.[10]

Dalam kajian penafsiran al-Qur’an, term maqashid al-Qur’an
dapat di breakdown ke dalam tafsir maqashidi. Abu Zaid menjelas-
kan bahwa tafsir maqashidi adalah salah satu ragam dan aliran taf-
sir yang berupaya menguak makna-makna logis dan tujuan-tujuan
beragam yang berputar di sekiling al-Qur’an, baik secara general
maupun parsial, dengan menjelaskan cara manfaatnya untuk me-
realisasikan kemaslahatan manusia. Tujuan yang dimaksud adalah
tujuan yang muncul dalam teks al-Qur’an itu sendiri dan sudah di-
ungkap oleh jumhur ulama [12].

Tafsir maqashidi juga dapat disebut sebagai model baru pen-
dekatan dalam menafsirkan al-Qur’an dengan menekankan pada
dimensi maqgashid al-Qur’an dan Magashid al-Syari’ah. Sehingga,
tafsir maqgashidi tidak membatasi diri dengan penjelasan makna eks-
plisit dari teks al-Qur’an, namun juga menguak maksud dan tujuan
dibalik makna implisit dari teks (mafhum), yang sebenarnya dalam
setiap perintah atau larangan Allah dalam al-Qur’an ada tujuan-
tujuan tertentu. Jika penafsirannya adalah ayat-ayat kisah, maka
tafsir maqashidi akan menelisik apa sebenarnya hikmah tujuan
Allah menarasikan kisah al-Qur’an tersebut. Semisal, kisah Nabi

Nuh diperintahkan untuk mengangkut semua jenis hewan secara
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berpasangan ke dalam kapalnya. Tujuannya tidak lain adalah untuk
menjaga ekologi polulasi hewan.[13, p. 13]

Dewasa ini menafsirkan dengan maqashid al-Qur’an sangat
urgen sebagai alternatif dalam mencari solusi atas problematika
masyarakat pada masa kini dalam memahami al-Qur’an. Problem itu
berkaitan dengan gaya penafsiran yang tekstualis ke kananan dan
liberalis ke kirian. Sehingga penafsiran model maqashid al-Qur’an
diharapkan dapat menghasilkan penafsiran yang moderat dan dapat
dijadikan solusi dalam menghadapi problematika yang muncul di
tengah masyarakat. Dengan penafsiran model maqgashidi ini dapat
menguatkan jargon yang sangat masyhur, al-Qur’an shalil likulli
zaman wa makan, al-Qur’an senantiasa relevan untuk setiap tempat

dan waktu.

B. Antara Maqashid al-Qur’an dengan Maqashid al-Syari’ah

Magqgashid al-Qur’an dalam kajian ilmu keislaman mempunyai
hubungan yang sangat dekat dengan magashid al-Syari’ah. Hal ini
karena keduanya merupakan kajian magashid yang dilakukan pada
sumber otentik Islam. Walaupun demikian, untuk memperjelas arah
kajian, penulis akan memaparkan perbedaan antara magqgashid al-
Qur’an dan maqashid al-Syari’ah. Istilah Magashid al-Syari’ah lebih
populer dalam kajian hukum Islam, sedangkan maqashid al-Qur’an
merupakan satu kajian dalam studi al-Qur’an dan Tafsir. Magashid
al-Qur’an secara umum membahas tentang kehendak Allah Swt.
yang diwakili oleh setiap ayat-ayat al-Qur’an yang diturunkan-Nya,
baik ayat ahkam (ayat tentang hukum) atau ayat lainnya, sedangkan
magqashid al-Syari’ah berdasarkan sumber-sumbernya tidak hanya
meliputi ayat ahkam yang ada dalam al-Qur’an, melainkan juga me-
liputi hadis ahkam dari Nabi, jma’, Qiyas dan sumber ahkam yang
lain.[14, p. 8]

Magqashid al-Qur’an dapat diklasifikasikan berdasarkan ruang
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lingkupnya, dari yang terkecil hingga yang terbesar. Pertama, ada
yang disebut dengan maqashid ayat atau maksud dari suatu ayat,
baik yang sudah jelas (sharih) maupun yang masih samar (khafi).
Dalam konteks ini, tugas mendasar seorang penafsir adalah men-
jelaskan makna dan maksud setiap ayat yang ditafsirkannya. Kedua,
ada pula yang disebut maqgashid al-surah atau maksud dari suatu
surah. Menurut al-Biqqa'i, setiap surah mempunyai satu pembahas-
an tentang tema pokok yang dikandungnya dan biasanya ayat-ayat
awal dan akhir pada surah tersebut mengitari tema pokoknya. Lebih
lanjut, mufassir ini mengatakan bahwa maqashid al-surah sangat
mempengaruhi tujuan-tujuan dan pemaknaan ayat-ayat dalam su-
rah tersebut. Ketiga, ada yang disebut dengan magashid al-Qur’an
al-‘Ammah atau maksud al-Qur’an secara keseluruhan. Penafsir me-
nempuh satu dari dua cara untuk mengidentifikasi ini, yaitu dengan
memerhatikan teks al-Qur’an yang menerangkan tujuan dan sifat-
nya sendiri atau dengan merangkum hukum maupun penjelasan al-
Qur’an dan menyimpulkan unsurunsurnya yang utama.[14|
Sementara itu, magasyid al-syari’ah lebih dekat dekat kajian
figih dan ushul figih. Maqgasyid al-syari’ah ini mulai berkembang
pada era al-Syathibi (abad ke-8 H). Oleh karena itu, al-Syathibi oleh
para ulama dijuluki ‘Bapak Maqashid al-Syari’ah’. Al-Syathibi men-
cetuskan gagasan maksud diberlakukannya syariat yang lebih dina-
mis melalui karya monumentalnya, al-Muwafaqat. Auda menjelas-
kan bahwa andil besar al-Syathibi dalam perkembangan ilmu Maqa-
shid al-Syari’ah, pada tiga hal, yaitu: pertama, Mengubah persepsi
lama tentang Maqashid al-Syari’ah, menjadikan kajian ini menjadi
disiplin ilmu mandiri yang sebelumnya menjadi bagian dari ushul
figih; kedua, al-Syathibi mengkritik penggunaan Magashid al-Sya-
ri’ah hanya sebagai hikmah suatu hukum saja. Ia menyampaikan
usulan agar menetapkan hukum dapat digali dari landasan pokok

Magqashid al-Syari’ah; ketiga, Magashid al-Syari’ah dapat dijadikan
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sebagai dasar hukum yang pasti, karena bersumber dari nash yang
gath’i.[15, pp. 53-54]

Al-Syathibi dalam karya monumentalnya, al-Muwafaqat,
mengembangkan kajian maqashid al-syariah menggunakan pende-
katan tahlili istigra’i (analitis induktif). Pendekatan ini dirasa sangat
memberikan banyak kontribusi dalam pengembangan pemahaman
ayat-ayat al-Qur’an dan hadis dalam sebuah magasyid syariah. Kon-
tribusi riel al-Syathibi dalam mengembangkan maqasyid syariah
adalah: pertama, mengembangkan ushul fikih sebagai dasar maqa-
shid al-syariah dan menjadi maqasyid syariah menjadi disiplin ilmu
yang mandiri; kedua, al-Syathibi merupakan founding father yang
menambahkan magashid al-mukallaf ke dalam salah satu tema Ma-
gashid al-Syari’ah; ketiga, al-Syatibi adalah tokoh pertama yang me-
nyemai metodologi untuk mengetahui tujuan-tujuan Sang Pencipta
akan diketahui secara menyeluruh.[16, p. 15]

Hal yang mendasar dari maqasyid al-Syariah al-Syathibi ada-
lah bahwa syariat yang diturunkan oleh Allah di muka bumi ini pada
hakekatnya untuk merealisasikan merealisasikan kemaslahatan
manusia serta menghindari kerusakan. Al-Syathibi membagi kema-
slahatan dalam tiga kategori, yaitu; primer (dharuriyat), sekunder
(haagjiyat) dan tersier (tahsiniyat). Kebutuh primer berarti kebutuhan
yang harus ada untuk keberlangsungan hidum manusia. Semisal,
menjalankan agama, makan, minum, belajar, menikah, dan lainnya.
Kebutuhan primer ini mencakup lima penjagaan (al-hifzh), atau se-
ring disebut dlaruriyat al-khams; menjaga agama (hifzhu al-din),
menjaga jiwa (hifzhu al-nafs), menjaga keturunan (hifzhu al-nasl),
menjaga harta (hifzhu al-mal) dan menjaga akal (hifzhu al-‘aql). Al-
Syathibi juga menjelaskan bagaimana cara untuk dapat melestari-
kan lima penjagaan tersebut. Pertama, menjaga segala hal agar ke-
beradaannya lestari. Kedua, menghindari dari segala yang bisa me-

rusak.[16]
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Al-Syathibi mencontohkan; pertama, cara menjaga agama,
yaitu dengan menjalankan ibadah, seperti shalat, puasa, zakat dan
lainya. Sebaliknya, barang siapa memerangi agama harus turut ber-
jihad. Kedua, untuk menjaga jiwa, diri harus dijaga dengan baik,
tidak boleh melukai diri maupun orang lain. Apabila melukai orang
lain atau sampai membunuh maka harus ada syariat qishash. Untuk
menghindarkan punahnya agama, maka disyariatkan jihad. Sedang-
kan diterapkannya maslahat hajiyat untuk menghindarkan diri dari
kesulitan dalam hal pelaksanaannya. Semisal, shalat jama’ dan
gashar bagi musafir. Sementara maslahah tahsiniyat adalah untuk
melestarikan akhlak yang baik. Sekiranya maslahat ini tidak ada,
maka tidak akan memunculkan kerusakan atau lenyapnya sesuatu
juga tidak akan menimbulkan kesulitan dalam pelaksanaannya,
namun dianggap tidak layak dan tidak pantas menurut kesopanan
dan tata krama yang berlaku di masyarakat.[17]

Dewasa ini kajian Magqgashid al-Syari’ah dielaborasi oleh Ibnu
‘Asyur yang sebelumnya dikembangkan oleh al-Syathibi. Ibn ‘ASyur
membagi Maqashid al-Syari’ah dalam dua varian yang belum dikenal
sebelumnya, yaitu: umum (al-‘ammah) dan khusus (al-khashsah).
Ibn ‘Asyur menyatakan bahwa Magashid al-Syari’ah dapat dijadikan
sebagai pendekatan dalam memahami nash (teks) al-Qur’an mau-
pun hadis. Pemikiran lain dari Ibnu ‘Asyur yang membedakan
dengan sebelumnya adalah al-hurriyah (kebebasan), al-musawah
(kesetaraan), al-fithrah (kesucian), al-samahah (toleransi), dan al-
haqq (keadilan). Terobosan pemikiran ini sangat urgen untuk meme-
nuhi kebutuhan manusia pada konteks modern saat ini. Pemikiran
brillian ini berimbas pada jangkauan Magashid al-Syari’ah yang
tidak semata membatasi pada aktifitas individu, namun juga kepada
manusia secara menyeluruh.[18, p. 28]

Berkembangnya kajian Maqashid al-Syari’ah berimbas pada

munculnya kajian maqasyid al-Qur’an yang menurunkan kajian
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tafsir maqgashidi. Ketika Magashid al-Syari’ah dianggap sebagai alat
untuk dapat memahamkan syariah agar senantiasa bisa membumi
dan memberi kemaslahatan kepada umat manusia, maqashid al-
Qur’an juga dimaksudkan agar al-Qur’an bisa dipahami secara ho-
listik untuk kepentingan umat manusia. Sebenarnya terdapat kesa-
maan dalam menggunakan pendekatan sistem antara Magashid al-
Syari’ah dan maqashid al-Qur’an, baik dalam penetapan hukum
ataupun dalam memahami dan menafsirkan al-Qur’an, keduanya
menjadikan al-Qur’an sebagai sumber utama. Ketika seseorang ber-
bicara dan membahas syariat sudah barang tentu juga membicara-
kan al-Qur’an.[19, p. 42]

Meskipun tafsir magashidi yang sebagai turunan dari maqa-
shid al-Qur’an belum dikenal luas sebagaimana Maqgashid al-Sya-
ri’ah, namun pelbagai upaya untuk mensosialisikan pemikiran tafsir
magashidi ini telah dilakukan. Gerakan mensosialisasi pemikiran ini
dimotori oleh para sarjana muslim dari Marokko. Salah satu upaya
adalah diskusi publik ilmiah internasional bertajuk al-Qira’at al-
Jadidah li al-Qur’an al-Karim (Pembacaan baru dalam memahami
al-Qur’an) yang diadakan oleh Fakultas Adab dan Humaniora Uni-
versitas al-Balag al-Tsaqafi Oujda, Marokko, pada tanggal 18 s.d. 20
April 2007. Momentum inilah yang dianggap sebagai stimulus di-
sosialisasikannya tafsir maqgashidi sebagai pendekatan baru dalam
memahami kandungan a-Qur’an. [20] Kini kajian magashid al-
Qur’an dan tafsir magashidi mulai semarak. Banyak sarjana al-
Qur’an menjadikannya sebagai bahan kajian untuk memahami al-
Qur’an pada masa kini. Bahkan maqgashid al-Qur’an dan tafsir ma-
gashidi sudah menjadi mata kuliah yang diajarkan di pelbagai per-

guruan tinggi keagamaan baik di dalam maupun luar negeri.

C. Identifikasi Ayat-Ayat tentang Halal dan Haram

Dalam al-Qur’an kata halal dengan berbagai derivasinya dise-
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but sampai 51 kali. Terkadang menggunakan kata halal seperti da-
lam QS. al-Baqarah (2): 167, QS. al-Maidah: 77, QS. al-Anfal: 69, dan
al-Nahl: 1144. Di saat lain menggunakan kata ahalla, uhilla dan
uhillat seperti dalam QS. al-Bagarah: 187, QS. al-Baqgarah: 275, QS.
Ali Imran: 50, QS. al-Nisa: 24, QS. al-Maidah: 1, QS. al-Maidah: 4,
dan QS. al-Maidah: 5. Pada kesempatan lain menggunakan kata
yahillu dan tahillu seperti dalam QS. al-Baqarah: 228, 229, 230, QS.
al-Nisa 19. Selain itu juga menggunakan kata lain seperti hillun
yang terdapat dalam QS. al-Maidah ayat 5, selain menggunakan kata
yang mempunyai hubungan dengan makna halal seperti halaltum,
mahilluha, halail dan yang lainnnya.[21, p. 256]

Sedangkan kata haram dalam al-Qur’an dengan berbagai
derivasinya juga disebut dalam al-Qur’an sebanyak 78 kali. Kata
haram secara spesifik disebut dalam QS. al-Nahl: 116, QS. al-Baga-
rah: 144, 149, 150, 191, 194, 198, 217, QS. al-Maidah: 2, 197, QS.
al-Taubah: 7, 19, QS. Yunus: 59, QS. al-Isra” 1, QS. al-Hajj: 25, al-
Fath: 25, 227. Terkadang menggunakan kata harrama, hurrima dan
hurrimat seperti dalam QS. al-Baqgarah: 275, QS. Ali Imran: 50 dan
93, QS. al-Nisa 23 dan 160, QS. al-An’am: 143, 144, 150, QS. al-
A’raf: 32 dan 33, QS. al-Taubah: 37, QS. al-Nahl: 115, al-Nur: Ter-
dapat pula kata harramna dalam QS. al-An’am: 146, 148.[22, p. 322]

Banyaknya kata halal dalam al-Qur’an tidak semuanya
mengarah pada halal yang bermakna kebolehan dalam makanan.
Adakalanya halal bermakna tidak boleh menyembunyikan sesuatu
dalam rahim (QS. al-Baqarah: 28), halal berarti hukum boleh bergaul
laki-laki dan perempuan setelah menikah (QS. al-Baqarah: 230), ke-
bolehan jual beli dan kerahaman riba (QS. al-Bagarah: 257). Kata
halail dalam QS. al-Nisa 23) diartikan perempuan yang menjadi istri
anak (menantu). Sedangkan halal dalam ritual ibadah haji berarti
telah selesai melakukan rangkaian ibadah haji (QS. al-Maidah: 2).
Dalam QS. Hud: 3, halla yahillu berarti tertimpa. Sementara kata
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uhlul dalam QS. Thaha: 27 mempunyai arti melepaskan.[23, p. 139]

Begitu juga kata haram dalam al-Qur’an, tidak semuanya
mengarahkan kepada makna segala yang dilarang dari makanan.
Kata haram dalam al-Qur’an apabila disandingkan dengan kata
syahr (bulan) berarti yang dimuliakan, sehingga rangkaian kata al-
Syahr al-haram berarti bulan yang dimuliakan (QS. al-Baqarah: 194
dan QS. al-Maidah: 2). Demikian juga kata haram apabila disanding-
kan dengan kata masjid, maka bermakna masjid yang dimuliakan
yaitu masjid yang mengelilingi ka’bah itu, masjid al-haram (QS. al-
Bagarah: 144, 149, QS. al-Maidah: 2, QS. al-Anfal: 3, QS. al-Taubah:
7. Selain itu, kata haram dengan derivasinya hurrimat yang terdapat
QS. al-Nisa 33 mempunyai arti laki-laki diharamkan menikah
dengan wanita-wanita yang disebutkan dalam rententan ayat terse-
but.

Sementara itu dalam al-Qur’an secara spesifik ada beberapa
ayat yang menganjurkan untuk makan makanan yang halal. Penye-
butan halal dalam al-Qur’an berkaitan dengan makanan terkadang
menggunakan kata halal (bentuk masdar) secara langsung. Seperti

dalam QS. al-Bagarah: 168:
) gt 15 Y5 e Y98 a1 8 e 1 G

Artinya: Hai sekalian manusia, makanlah yang halal lagi baik
dari apa yang terdapat di bumi, dan janganlah kamu meng-
ikuti langkah-langkah syaitan. (QS: al-Bagarah:168).

Adakalanya al-Qur’an menggunakan kata whilla (bentuk fi’il
madhi mabni majhul/kata kerja pasif) seperti dalam QS. al-Maidah:
4:

sl G gidle o ikl &1 el 08

Artinya: Katakanlah: “Dihalalkan bagimu yang baik-baik dan

(buruan yang ditangkap) oleh binatang buas yang telah kamu
ajar dengan melatihnya untuk berburu” (QS. al-Maidah: 4).
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Terkadang juga menggunakan kata yuhillu (bentuk fi’il
mudhari’ mabni ma’lum/kata kerja aktif), seperti dalam QS. al-A’raf:
157:

Hal yang sama juga pada kata haram yang menunjuk pada
makanan. Terdapat beberapa ayat yang secara khusus membahas
tentang keharaman memakan makanan tertentu. Penyebutan ha-
ram terkadang menggunakan kata harrama (bentuk fi’il madhi mabni

ma’lum/kata kerja aktif) seperti dalam firman-Nya:
A A e Ol ey 55l 2235 4305 25l Kile 505 )

Artinya: Sesungguhnya Allah hanya mengharamkan bagimu

bangkai, darah, daging babi, dan binatang yang (ketika di-

sembelih) disebut (nama) selain Allah (QS. al-Bagarah: 173).

Pada ayat yang lain, penyebutan haram menggunakan kata

hurrimat (bentuk fi’il mabhi majhul/kata kerja pasif), seperti firman-
Nya:

Aoy 5 5l sl s AT a1 Gl ey Ly sl 2205 0 Sl &0k 272
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Artinya: Diharamkan bagimu (memakan) bangkai, darah, da-
ging babi, (daging hewan) yang disembelih atas nama selain
Allah, yang tercekik, yang terpukul, yang jatuh, yang ditan-
duk, dan diterkam binatang buas, kecuali yang sempat kamu
menyembelihnya, dan (diharamkan bagimu) yang disembelih
untuk berhala. Dan (diharamkan juga) mengundi nasib
dengan anak panah, (mengundi nasib dengan anak panah
itu) adalah kefasikan (QS. al-Maidah: 3).

D. Konsep Makanan Halal dan Haram dalam al-Qur’an
Pengetahuan tentang halal dan haram dalam Islam telah di-
jelaskan secara gamblang, baik dalam al-Qur’an maupun hadis.
Bahkan dikatakan dalam hadis bahwa barang yang halal itu jelas,
yang haram juga jelas, antara yang halal dan haram itu disebut

dengan mutasyabihat atau syubhat. Pengetahuan tentang halal dan
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haram ini sangat urgen bagi setiap muslim, karena berimbas pada
pahala dan dosa, antara kenikmatan surga dan siksa neraka.
Sehingga setiap muslim diwajibkan untuk mengetahui mana makan-
an dan minuman yang halal, mana yang haram. Apabila seorang
muslim dapat mengkonsumsi makanan dan minuman yang halal
saja, serta dapat menghindari dari yang diharamkan Allah Swt,
maka niscaya ridha Allah akan menghampirinya. Namun sebaliknya,
apabila yang dikonsumsi adalah makanan dan minuman yang ha-
ram bukan karena terpaksa, siksa dan murka Allah akan mengham-
pirinya.[24, p. 35] Oleh karena itu, sangat penting bagi seorang
muslim memahami konsep halal dan haram.

Konsep halal dan haram merupakan istilah al-Qur’an yang
digunakan dalam berbagai pengertian konsep yang berbeda-beda.
Adakalanya dipergunakan untuk konsep yang berkaitan dengan per-
nikahan sebagian lagi berhubungan dengan konsep makanan dan
minuman. Kata halal dan haram selain sering disebut dalam al-
Qur’an juga banyak disebut dalam Hadis Nabi Saw.[25] Ibnu Faris
mengindentifikasi kata halal berasal dari kata halla, yang mempu-
nyai beragama makna, di antaranya menempati, menguarai, solusi,
dan membuka sesuatu.[6] Dalam etimologi fugaha, kata halal juga
sering diartikan kebolehan (al-ibahah). Al-dJurjani menjelaskan kata
halal yang berasal dari al-hall memiliki arti terbuka dan mengurai.
Secara terminologi syariah, halal adalah sesuatu apabila dilakukan
tidak dikenai hukuman atau sanksi begitu pula apabila ditinggal.
Apabila dihubungkan dengan makanan, halal berarti sesuatu yang
boleh dimakan menurut hukum syariat.[26, p. 97]

Sedangkan kata haram berasal dari kata harama yang ber-
makna larangan (mamnu’). Haram juga bermakna peringatan. Ha-
ram menurut istilah para ahli figih (fugaha’) adalah sesuatu apabila
dilakukan mendatangkan dosa atau dikenai sanksi dari Allah, dan

apabila ditinggalkan akan mendapatkan pahala. Ini adalah kata
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haram yang berantonim dengan wajib. Sementara haram yang ber-
antonim dengan halal biasanya lebih kepada larangan terhadap se-
suatu yang bisa dirasakan, seperti makanan, pernikahan dan yang
lainnya. Menurut al-Asfihani, haram dan halal merupakan bentuk
larangan atau kebolehan terhadap sesuatu yang disantap haruslah
disararkan pada teks ilahi, karena itu menjadi hukum syara’.[23]

Kata halal yang bermakna kebolehan menyantap sesuatu da-
lam al-Qur’an sering disandingkan dengan kata thayyib. Setidaknya
ada empat yang dalam al-Qur’an yang menyandingkan kata halal
dengan thayyib, yaitu QS. al-Baqarah: 168, QS. al-Maidah: 88, QS.
al-Anfal: 69 dan QS. al-Nahl: 114. Secara bahasa thayyib bermakna
sesuatu yang baik yang bersifat umum. Dalam al-Qur’an kata baik
selain menggunakan thayyib juga biasa disebut dengan mengguna-
kan kata shalih, hasan, khair, birr, dan ma’ruf. Tentu masing-ma-
sing kata memiliki spefikasinya tersendiri yang biasa dikaji dalam
kajian al-Furuq al-Lughawiyah (perbedaan makna kata dalam baha-
sa Arab).[27, p. 275]

Dari empat ayat yang berbicara tentang halal dan thayyib di
atas bisa dikatakan bahwa halal dan thayyib bertemu dalam kesa-
tuan makna yang berfungsi sebagai penguat (ta’kid) untuk membe-
dakan lafaz. Al-Syawkani ketika mengutip pendapat al-Syafi’i menga-
takan bahwa thayyib memiliki makna melezatkan. Sementa itu al-
Tabari (w. 310 H) menyatakan bahwa makna dari kata thayyib dalam
ayat-ayat tersebut adalah sesuatu yang suci dan bersih tidak yang
mengandung unsur najis dan tidak juga mengandung unsur haram.
Sementara Menurut Al-‘Arabi, kata thayyib berantonim (kebalikan)
dari kata al-khabits, bermakan yang buruk dan jelek. Al-‘Arabi juga
menjelaskan bahwa kata thayyib memiliki dua arti. 1), suatu perkara
yang dirasa cocok bagi tubuh dan atau sesuatu yang bisa dirasakan
lezatnya bagi indera perasa. 2), segala sesuatu baik makanan atau

minuman ataupun barang yang dihalalkan Allah Swt.[28]
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Konsep halal dan thayyib ini berimplikasi pada makanan
yang layak dimakan atau diminum. Ini berarti bahwa makanan yang
akan disantap itu tidak hanya halal ketika didapat dan halal jenis
makanannya, namun juga harus dipastikan makanan itu layak dan
baik untuk disantap. Sehingga halal saja tidak cukup, harus disertai
thayyib baik dan layak. Semisal, di hadapan kita ada makanan be-
rupa buah mangga, yang kita dapatkan secara halal, namun apabila
mangga itu busuk, maka tidak disebut dengan thayyib. Begitu juga
ketika dihadapan seseorang ada makanan berupa daging, yang halal
ketika ia mendapatkannya, akan tetapi ketika itu ia sedang sakit
diabetes yang akut, maka makanan yang dari daging itu tidak baik
untuk ia santap.

Mengkonsumsi makanan halal dan thayyib bukan hanya
pada umatnya Nabi Muhammad semata, namun para umat nabi-
nabi terdahulu juga diperintahkan Allah untuk mengkonsumsi dan
memakan makanan yang thayyib. Hal ini tergambar dalam QS. al-
Mu’minun: 51. Ayat ini menjelaskan tentang perintah Allah kepada
seluruh Rasul dan para umatnya untuk mengkonsumsi makanan
halal serta melakukan amal shalih. Berdasarkan ayat ini, mengon-
sumsi makanan dan minuman yang halal merupakan perintah aga-
ma yang sesuai dengan syar’iat dan termasuk amal salih, yang se-
mua para Rasul telah diperintahkan untuk melaksanakannya.
Pelbagai ayat al-Qur’an yang menjelaskan tentang perintah halal di
atas dapat dipahami bahwa mengonsumsi makanan dan minuman
yang halal lagi baik merupakan bagian dari kewajiban. Dengan kata
lain, ketentuan halal dan haram sangat erat hubungannya dengan
ajaran Islam yang terdiri dari akidah (keimanan), syari’at dan
akhlak.[28]

Konsep halal dan haram berlaku pada semua orang, bukan
hanya kaum muslimin saja. Hal ini didasarkan pada QS. al-Baqgarah:

168, “Wahai para manusia, makan lah yang halal lagi thayyib (baik)
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dari sesuatu yang terdapat di bumi, dan janganlah kamu mengikuti
langkah-langkah syaitan. Halal dan haram juga manifestasi dari
baik dan buruk. Sejak awal penciptaannya manusia sudah dibelaki
ilmu mana yang baik dan buruk, yang halal dan haram, yang boleh
dan tidak boleh. Oleh karena itu, yang halal dan baik pasti merupa-
kan petunjuk dari Allah swt, sementara haram dan buruk bisa di-
pastikan sebagai akibat mengikuti langkah setan. Mendasar hal ter-
sebut, al-Qur’an memerintahkan manusia secara umum dan kaum
muslim secara khusus untuk mengkonsumsi makan halal dan baik
yang berupakan bagian dari rizki Allah, dan menjauhkan diri dari
sesuatu yang diharamkan. Sebab, menerjang larangan Allah Swt.
akan mendatangkan sanksi dan hukuman dari Allah.

Selain dijelaskan al-Qur’an, Nabi secara jelas juga menguat-
kan apa yang terdapat dalam al-Qur’an. Nabi secara khusus pernah
menjelaskan halal dan haram ketika beliau ditanyai tentang keju,
minyak samin, dan jubah yang diolah dari kulit binatang. Nabi Saw.
menyampaikan bahwa, barang yang halal adalah segala hal yang
Allah halalkan dalam Kitab-Nya, dan yang haram adalah segala hal
yang Allah haramkan dalam Kitab-Nya. Sedangkan apa yang didiam-
kan-Nya (tidak disinggung), maka ia termasuk yang dimaafkan kepa-
da kalian (HR. Ibnu Majah dan al-Tirmidzi). Hadis ini mengingatkan
kaum muslim bahwa yang halal dan haram itu sesuatu yang sudah
disampaikan oleh al-Qur’an, baik secara eksplisit maupun implisit
[29]. Secara ekplisit semisal, bangkai dan lainnya. Sedangkan yang
implisit adalah narkoba dan sejenisnya. Pengertian tentang keha-
raman narkoba didapat dengan cara memberlakukan giyas untuk

menggali hukum dari narkoba dan sejenisnya.

E. Konsep dan Urgensi Kehalalan Produk
Apabila kita membincangkan produk halal, maka yang terbe-

sit dalam benak adalah hal tentang makanan dan minuman. Pada-
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hal dalam realitasnya, produk halal tidak hanya terbatas pada
makanan dan minuman semata. Dalam Undang-Undang Jaminan
Produk halal dikatakan bahwa Produk Halal merupakan produk
yang memenuhi syarat kehalalan sesuai dengan Syariat Islam.
Produk halal berarti produk yang memenuhi syarat sebagai makan-
an dan Minuman yang halal diantaranya adalah[5]:

Pertama, daging hewan yang halal untuk disembelih dengan
tata cara yang baku yang terdapat dalam Syariat Islam. Hal ini me-
rujuk pada QS. al-Maidah (5): 3.

Kedua, tidak terdapat unsur babi atau unsur-unsur yang
mengandung babi. Semisal, gelatin babi, lard (lemak babi), emulsifier
babi (E471), kuas dengan bulu babi (bristle), dan lechitine babi.
Pengertian ini didasarkan pada QS. Al-Baqarah (2): 173.

Ketiga, tidak berupa khamar dan semua jenis makanan atau
minuman yang tidak ada unsur alkohol dan turunannya, atau bu-
kan juga jenis alkohol yang digunakan sebagai bahan yang sengaja
dimasukkan. Hal ini didasarkan pada QS. al-Baqarah (2): 219, al-
Maaidah (5): 90.

Keempat, tidak bangkai dan atau darah yang haram dikon-
sumsi umat Islam. Hal ini berdasarkan QS. al-Baqarah (2):173. Ter-
masuk segala jenis makanan yang didapat/diperoleh secara halal
(halal lighairihi).

Ali Mustafa Ya’kub menjelaskan bahwa terdapat S (lima) kri-
teria dari makanan atau minuman yang dikategorikan halal, yaitu:
pertama, Selain halal, makanan dan minuman tersebut adalah
thayyib (baik), yakni sesuatu yang dapat dirasa enak oleh indra atau
jiwa, serta tidak menjijikkan dan menyakitkan. Dalam QS. al-Mai-
dah: 4, “Mereka bertanya kepadamu, Apakah yang dihalalkan bagi
mereka? Katakanlah, yang dihalalkan bagimu yang baik-baik”. Ke-
dua, tidak memudaratkan (mendatangkan bahaya); ketiga, Tidak

terdapat unsur najis di dalamnya; keempat, tidak terdapat unsur
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yang memabukkan di dalamnya; dan kelima, Tidak terdapat unsur
organ tubuh manusia. Oleh karena itu, produk halal tidak hanya
yang dilabeli halal secara syar’i, akan tetapi juga telah mendapatkan
sertifikasi halal dari Badan Penyelenggara Produk Halal Kementerian
Agama (sekarang), dahulu dilegalkan oleh Majelis Ulama Indonesia
(MUI).[30, p. 11]

Produk halal harus diproses menggunakan cara-cara yang
halal. Produk halal biasanya diproses dengan menggunakan bahan
baku, bahan tambahan, bahan olahan, serta bahan penolong. Ba-
han-bahan itu berasal dari tetumbuhan, hewani, mikroba dan bahan
yang diproses melalui cara biologi, kimiawi atau bahkan proses
rekayasa genetik. Bahan yang berasal dari tetumbuhan merupakan
bahan halal kecuali yang dapat memabukkan dan mendatangkan
bahaya apabila dikonsumsi. Bahan yang berasal dari hewan juga
halal kecuali hewan yang jelas-jelas diharamkan secara syar’i.
Hewan yang dipergunakan untuk bahan produk harus disembelih
terlebih dahulu sesuai dengan syariat Islam dan mematuhi kaidah
belas kasihan terhadap hewan. Sementara bahan yang berasal dari
proses kimiawi dan mikroba, proses biologi, dan proses rekayasa
genetik tidak diperbolehkan atau bahkan diharamkan apabila proses
pertumbuhan dan atau pembuatannya tercampur dengan bahan
yang diharamkan secara nyata.[5]

Tidak semua produk yang beredar jelas status halal haram-
nya, bahkan kebanyakan tidak jelas statusnya. Oleh karena itu, ter-
dapat anjuran kepada masyarakat yang mengkonsumsi produk halal
yang sudah tersertifikasi dan terlabeli. Hal ini dapat menghindarkan
konsumen dari keraguan terhadap status hukumnya. Dengan ada-
nya jaminan produk halal memunculkan rasa tenang dan aman oleh
masyarakat pengguna produk tersebut. Selain rasa nyaman masya-
rakat juga menciptkan kesehatan jiwa konsumen yang tidak lain

adalah masyarakat muslim. Dengan konsumsi produk halal ini juga
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diharapkan masyarakat bisa sehat secara jasmani dan rohani.
Urgensi keberadaaan produk halal tidak bisa dilepaskan dari
keyakinan kaum muslimin dalam mengonsumsi dan memperguna-
kan suatu produk tertentu, yang diharuskan mematuhi konsep “ha-
lal dan tayyib” yang merupakan kriteria produk yang dianggap halal,
sehat dan berkualitas. Mengetahui sebuah produk itu halal atau
tidak bisa digali hari hukum Islam dan pengetahuan terhadap kan-
dungan produk tersebut. Hukum Islam memberi rambu-rambu pro-
duk apa saja yang boleh dikonsumsi dan digunakan, dan produk apa
yang haram dikonsumsi. Selain tentang pengetahuan tentang hu-
kum Islam, pengetahuan tentang kandungan produk juga sangat
bermanfaat untuk mengetahuai kehalalan sebuah produk. Selain
itu, mengetahui hukum halal dan haram sebuah produk tidak hanya
berkaitan dengan doktrin keagamaan semata, namun juga dibalik-
nya terdapat hikmah yang mendasaar berkaitan dengan kesehatan

dan kebermanfaatan.[29]

F. Magashid al-Qur’an dan Syariah dalam Kehalalan Produk

Konsumsi produk halal merupakan diskursus yang sering
sekali dibincangkan, terutama di era modern ini. Produk halal sudah
merupakan sebuah keniscayaan bagi kaum muslimin di tengah me-
rebaknya produk-produk dalam maupun luar negeri yang diproduk-
si oleh pabrik non muslim. Labelisasi produk halal pun sudah men-
jadi kebutuhan yang mendesak. Hal ini bertujuan untuk mendapat-
kan kenyamanan dalam berkehidupan dalam menjalankan syariat.
Kerena pada hakekatnya syariat yang diturunkan adalah untuk
memberi kemaslahatan bagi umat manusia. Kemaslahatan dalam
produk halal ini dapat digali dari maqgasyid al-Qur’an.

Ada beberapa langkah yang bisa dilakukan dalam menggali
adanya magashid al-Qur’an berkaitan dengan produk halal. Lang-

kah pertama adalah mengidentifikasi dan mengumpulkan ayat-ayat
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halal dan thayyib dalam al-Qur’an. Langkah ini juga biasa diguna-
kan dalam menafsirkan ayat-ayat al-Qur’an dengan metode tematik
(maudlui).[31, p. 61] Sebagaimana dijelaskan di atas, bahwa terdapat
51 ayat yang berkaitan dengan halal. Namun pada kesempatan ini
akan dikupas magashid al-Qur’an dari ayat-ayat halal yang secara
khusus disandingkan dengan kata thayyib, yang jumlahnya ada
(empat) dalam al-Qur’an, yaitu: QS. al-Baqarah: 168, QS. al-Maidah:
87-88, QS. al-Anfal: 69, QS. al-Nahl: 114.

1. Magashid al-Qur’an al-Baqarah: 168.

Dalam ayat 168 Surat al-Baqgarah, Allah berfirman: “Hai se-
kalian manusia, makanlah yang halal lagi baik dari apa yang terda-
pat di bumi, dan janganlah kamu mengikuti langkah-langkah syai-
tan.” Ayat ini dimulai dengan sebuah panggilan kepada manusia
secara umum “Ya ayyuhannas (wahai sekalian manusia)”. Ayat ini
dan ayat-ayat yang terkumpul dalam surat al-Bagarah masuk pada
kategori surat Madaniyah, karena diturunkan setelah Nabi Muham-
mad berhijrah ke Madinah, meskipun ayat ini dimulai dengan “Ya
ayyuhannas”. Meskipun demikian, karakter ayat ini seperti ayat
Makkiyah, yang mengajak semua manusia, bukan saja orang yang
beriman. Hal ini mengindikasikan bahwa perintah untuk memakan
makanan dan minuman yang halal dan baik itu bukan saja kepada
orang yang beriman, akan tetapi kepada semua orang, apapun
agamanya|8].

Menurut Quraish Syihab, ayat ini menunjukkan bahwa bumi
disediakan untuk seluruh umat manusia. Semuanya diajak untuk
makan dan produk yang halal yang ada di bumi. Namun, tidak se-
mua yang ada di bumi ini otomatis halal dikonsumsi. Ada makanan
halal namun tidak bergizi, dan ketika dikonsumsi tidak baik. Yang
diperintahkan adalah yang halal lagi baik. Tujuannya adalah agar

tidak menimbulkan madharat untuk manusia. Sebab, mengkonsum-
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si makanan untuk jasmani sering kali digunakan setan untuk mem-
perdaya manusia. Oleh karena itu, lanjutan ayat ini; dan jangan
kamu mengikuti langkah-langkah setan. Setan bisa menjerumuskan
manusia dari hal-hal yang dikonsumsi manusia, baik melalui cara
perolehannya yang tidak halal maupun menyantap yang kandung-
annya tidak halal dan atau makanan yang tidak baik. Bukankah
dulu leluhur manusia, Nabi Adam As. dan istrinya, terperdaya mela-
lui pintu makanan? Sehingga setan pun bisa dengan mempermudah
perperdaya anak turunnya melalui makanan pula, dengan cara
perolehannya yang tidak halal dan menkonsumsi bahan yang tidak
halal[32, p. 354].

2. Magqashid al-Qur’an Surat al-Maidah: 87-88.

Dalam Surat al-Maidah ayat 87-88, anjuran makan yang
halal nan baik ditujukan kepada orang yang beriman. Ayat 87 ditu-
runkan berkaitan erat dengan beberapa sahabat yang tidak tepat
dalam memahami ayat-ayat al-Qur’an yang harus diamalkan. Mere-
ka menyangka, bahwasanya untuk menperdekatkan diri kepada
Sang Pencipta haruslah bisa menjauhkan diri dari semua hal yang
mendatangkan nikmat dunia. Mereka mengira, bahwasanya kenik-
matan duniawi menyebabkan kelalaian mendekatkan diri kepada
Allah. Bukankah Allah telah menjadikan dan menyediakan hal-hal
yang baik di muka bumi ini yang dihalalkan untuk mereka semua.
Selain itu juga Allah menjelaskan hal-hal yang diharamkan dalam
al-Qur’an agar dijauhi. Kendatipun Allah telah menyediakan segala
yang dihalalkan dan yang baik bagi manusia, tetapi harus manusia
yang mengkonsumsi apa-apa yang dihalalkan Allah tidak boleh ber-
lebihan. Terlebih dalam ayat ini Allah melarang hamba-Nya dari per-
buatan dan sikap yang berlebihan dan melampaui batas-batas ke-
wajaran.[33, p. Vol. 1, 391]

Banyak contoh tentang perbuatan dan sikap yang melampaui
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batas, semisal, dalam makan dan minum ia makan dan minum yang
halal namun berlebih-lebihan. Padahal sesuatu yang masuk ke pe-
rut apabila berlebihan akan berpotensi mengundang penyakit dan
mendatangkan kemalasan dalam beraktifitas dan beribadah. Melam-
paui batas dalam makan dan minum juga bisa diartikan ia memakan
barang halal namun makanan itu secara medis menjadi larangan
baginya karena ia mempunyai riwayat penyakit mengharuskan ia
untuk tidak memakan makanan tertentu. Maka hal itu akan men-
datangkan bahaya bagi kesehatannya.

Sedangkan pada ayat 88, Allah memerintahkan kepada ham-
ba-Nya yang beriman agar mereka mengkonsumsi produk halal dari
rizki yang halal lagi baik, yang telah dikaruniakan-Nya kepada
mereka. Kata halal di sini mengandung pengertian, bendanya halal
bendanya dan cara memperolehnya juga halal. Sedangkan kata
thayyib (baik) dimaksudkan dari cara memanfaatkannya, yakni yang
mengandung maslahat dan manfaat bagi tubuh manusia, mengan-
dung vitamin, gizi, protein dan manfaat lainnya. Sementara itu ma-
kanan yang tidak baik, selain tidak mengandung gizi dan vitamin,
juga makanan dan minuman apabila dikonsumsi akan mendatang-
kan bahaya dan dapat merusak kesehatannya.[34, p. 255] Dengan
demikian, secara implisit ayat ini memerintahkan untuk mengkon-
sumsi produk halal yang mengandung manfaat bagi kehidupan ma-
nusia.

Jargon ‘halal dan baik’ ini hendaknya terus menjadi perhati-
an masyarakat dalam menentukan sesuatu yang akan dimakan dan
dikonsumsi untuk dirinya dan keluarganya, sebab sesuatu yang di-
makan dan diminum tidak hanya mempengaruhi jasmaninya saja,
namun juga dapat mempengaruhi rohaninya. Tidak ada larangan
bagi seorang mukmin yang mempunyai kemampuan untuk menik-
mati sesuatu yang makanan dan minuman yang lezat, dan mengga-

uli istrinya, namun harus memperhatikan pelbagai ketentuan yang
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telah ditetapkan syari’at, yakni; halal, baik dan tidak melampuai
batas. Oleh karena itu, pada penggalan akhir ayat ini Allah memberi
peringatan kepada orang mukmin agar berhati-hati dan dalam
menentukan makanan dan minuman serta kenikmatan lainnya.
Jangan sampai mereka menetapkan hukum sesuai ke-mauan diri
sendiri, serta tidak melampuai batas dalam menikmati segala se-

suatu yang telah dihalalkan Allah Swt.

3. Magqgashid al-Qur’an Surat al-Nahl: 114

Magqashid yang terdapat pada ayat ini adalah Allah menyuruh
kaum Muslimin untuk mengkonsumsi makanan halal nan baik dari
rezeki yang telah Allah Swt. anugerahkan kepada mereka, baik ma-
kanan itu asal mulanya dari tanaman ataupun binatang. Konsep
makanan halal dan baik pada ini juga hampir sama dengan ayat-
ayat sebelumnya yaitu makanan dan minuman yang tidak diharam-
kan dan tidak pula menyalahi aturan syariat untuk dikonsumsi (di-
makan serta diminum). Sedangkan makanan yang baik adalah ma-
kanan dan minuman yang tidak mendatangkan mudarat apabila
disantap dan diminum, sehingga makanan itu makan yang enak,
lezat, tidak menjijikkan.[34] Dengan dasar tersebut, Allah mengan-
jurkan untuk mengkonsumsi makanan halal dan baik.

Makanan yang halal dan baik bisa berasal dari tanaman hasil
bumi maupun hewan. Semua diperuntukkan manusia agar mereka
bersyukur atas segala karunia ini. Kemurahan Allah kepada manu-
sia harus dibalas manusia dengan setidaknya menyebut nama Allah
ketika makan dengan membaca basmalah dan bersyukur dengan
membaca alhamdulillah ketika selesai makan dan minum. Bersyu-
kur dalam hal ini juga mengkonsumsi produk-produk halal yang
bukan hanya makanan dan mimunam semata. Namun juga segala
jenis produk yang biasa dipergunakan oleh manusia dalam kehidup-

annya. Karena dengan mengkonsumsi produk halal ini manusia
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umumnya dan kaum muslimin secara khusus dapat hidup nyaman
tidak dibayangi rasa khawatir karena menggunakan produk yang

haram yang bisa mendatangkan murka dari Allah swt.

4. Magashid ayat-ayat halal dan thayyib dalam Produk Halal

Dari ayat-ayat di atas dapat digali kandungan maqashid al-
Qur’annya. Ayat-ayat tersebut sejatinya sangat menganjurkan bagi
seluruh manusia untuk mengkonsumsi produk yang halal dan baik.
Tujuan ini sangat selaras dengan magasyid syariat. Apabila sese-
orang mengkonsumsi produk halal maka; pertama, ia telah menjaga
agamanya, karena hal ini adalah perintah agama. Kedua, ia telah
menjaga jiwanya, karena dengan produk halal dan baik, ia meng-
hindarkan mengkonsumi makanan yang haram dan yang mem-
bahayakan jiwanya. Ketiga, ia telah menjaga akalnya, sebab dengan
menkonsumsi produk halal ia bisa menjauhi makanan minuman
yang haram yang bisa merusak akalnya, seperti arak, narkoba dan
lainnya. Keempat, ia telah menjaga keturunannya, karena dengan
mengkonsumsi halal, ia juga bisa mengajak keluarganya bisa makan
dan munum yang halal dan baik. Kelima, ia juga telah menjaga
hartanya, karena dengan mengkonsumsi produk halal ia telah ber-
hasil mempergunakan hartanya untuk dipergunakan untuk yang
halal dan baik.[33]

Selaras dengan Maqashid al-Syari’ah, maqasyid al-Qur’an
pun mewujudkan kemaslahatan bagi manusia di dunia dan akirat.
Imam al-Ghazali dan al-Syathibi menyatakan bahwa kemaslahatan
dibagi menjadi tiga, 1) kemaslahatan bersifat primer (dlaruriyah), 2)
sekunder (hajiyah), 3) bersifat tersier (tahsiniyah). Maslahat primer,
adalah suatu hal yang wajib ada untuk dapat mewujudkan maslahat
agama di dunia. Jika sesuatu itu hilang, makan maslahat bagi ma-
nusia itu sulit terealisasi, bahkan bisa mendatangkan madharat dan

kerusakan. Ini berarti mengkonsumsi dan menggunakan produk
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halal itu sangat urgen, produk ini hanya sebatas pada makanan dan
minuman semata, namun juga produk lain yang tidak langsung
dikonsumsi secara secara terus menerus, seperti obat-obatan dan
kosmetik.[35] Ini selaras dengan apa yang di sabda Nabi Muhammad
Saw. yang menganjurkan kepada kaum muslimin untuk menjauhi
segala sesuatu yang mengandung syubhat apalagi haram.
Menggunakan produk halal dapat memberikan rasa nyaman.
Menggunakan produk yang halal juga bisa menghindarkan diri dari
rasa khawatir dan rasa bersalah. Mengkonsumsi produk yang halal
juga berarti bisa menjaga agama (hifz al-din) dan bisa menghidarkan
diri dari keraguan dan rasa was-was. Sebaliknya, penggunaan pro-
duk yang tidak halal akan berimbas pada lenyapnya kebahagiaan
dan kenikmatan serta munculnya kerugian bagi dirinya. Untuk bisa
menjaga hal tersebut dibutuhkan 2 (dua) perkara; 1), menjaga ke-
beradaan syariat, karena ini merupakan aspek utama untuk mengu-
kuhkan pondasi dan kaidah syariat. 2) menghindari kepunahan sya-
riat dengan cara menghindari pelanggaran syariat baik secara lang-

sung maupun tidak langsung.
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BAB III

SISTEM JAMINAN HALAL DAN

HAZARD ANALYSIS CRITICAL
CONTROL POINTS (HACCP)

Sulistyo Prabowo
Jurusan Teknologi Hasil Pertanian
Universitas Mulawarman Samarinda Kalimantan Timur
Unit Layanan Strategis Halal Center
Universitas Mulawarman Samarinda Kalimantan Timur

A. Pendahuluan

Jika kita mengikuti perkembangan berita tentang keamanan
pangan di Indonesia, maka yang selalu muncul setidaknya ada em-
pat masalah utama saat ini yaitu, cemaran mikroba karena rendah-
nya kondisi higiene dan sanitasi, cemaran kimia karena bahan baku
yang sudah tercemar, penyalahgunaan bahan berbahaya pada
pangan dan yang terakhir yaitu penggunaan bahan tambahan
pangan (BTP) yang melebihi batas maksimum yang diizinkan.

Tidak dapat dipungkiri bahwa definisi keamanan pangan
yang berkembang di dunia didominasi oleh masifnya informasi dari
negara barat. Keamanan Pangan mengacu pada penanganan, per-
siapan, dan penyimpanan makanan dengan cara terbaik untuk
mengurangi risiko seseorang menjadi sakit akibat penyakit bawaan
makanan. Prinsip keamanan pangan bertujuan untuk mencegah
pangan agar tidak terkontaminasi yang dapat menyebabkan kera-
cunan pangan. Ini dicapai melalui berbagai cara diantaranya adalah
membersihkan dan melakukan sanitasi semua permukaan, peralat-
an, dan perkakas dengan benar, menjaga kebersihan pribadi, teru-

tama mencuci tangan, menyimpan, mendinginkan dan memanaskan
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makanan dengan benar berkaitan dengan suhu, lingkungan, dan
peralatan serta menerapkan pengendalian hama yang efektif. Dalam
perkembangannya sekarang keamanan pangan juga diupayakan
melalui pemahaman alergi makanan, keracunan makanan dan into-

leransi makanan.

B. Keamanan Pangan

Keamanan pangan digunakan sebagai disiplin ilmu yang
menjelaskan penanganan, persiapan, dan penyimpanan makanan
dengan cara yang mencegah penyakit yang dapat ditularkan melalui
makanan yang terkontaminasi. Kontaminasi makanan terjadi dalam
proses produksi, pengangkutan, pengemasan, penyimpanan, pen-
jualan dan proses memasak. Kontaminasi dapat bersifat fisik, kimia-
wi, dan biologis.

Dalam perkembangan ilmu pengetahuan dan teknologi
pangan sekarang, banyak muncul sistem manajemen keamanan
pangan, yaitu sistem yang mengidentifikasi, mengevaluasi dan
mengendalikan bahaya keamanan pangan. Sistem ini dibuat untuk
memberikan jaminan keamanan yang lebih baik sejalan dengan tun-
tutan perlindungan konsumen, perkembangan teknologi pengolah-
an, perubahan sistem rantai pasokan barang, perdagangan interna-
sional yang semakin terbuka dan meningkatnya kekhawatiran teror-
isme menggunakan bahan pangan sebagai senjata yang mematikan.

Dalam Undang-Undang Republik Indonesia Nomor 18 Tahun
2012 Tentang Pangan disebutkan bahwa Keamanan Pangan adalah
kondisi dan upaya yang diperlukan untuk mencegah Pangan dari
kemungkinan cemaran biologis, kimia, dan benda lain yang dapat
mengganggu, merugikan, dan membahayakan kesehatan manusia
serta tidak bertentangan dengan agama, keyakinan, dan budaya ma-
syarakat sehingga aman untuk dikonsumsi. Pada Pasal 67 lebih lan-

jut dijelaskan melalui ayat (1) Keamanan Pangan diselenggarakan
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untuk menjaga Pangan tetap aman, higienis, bermutu, bergizi, dan
tidak bertentangan dengan agama, keyakinan, dan budaya masya-
rakat, dan ayat (2) Keamanan Pangan dimaksudkan untuk mence-
gah kemungkinan cemaran biologis, kimia, dan benda lain yang da-
pat mengganggu, merugikan, dan membahayakan kesehatan manu-
sia.

Penyelenggaraan Keamanan Pangan dijelaskan dalam Pasal
09, yaitu dilakukan melalui: sanitasi pangan; pengaturan terhadap
bahan tambahan Pangan; pengaturan terhadap pangan produk re-
kayasa genetik; pengaturan terhadap iradiasi pangan; penetapan
standar kemasan pangan; pemberian jaminan keamanan pangan
dan mutu pangan; dan jaminan produk halal bagi yang dipersya-
ratkan.

Dimasukkannya jaminan produk halal sebagai salah satu
faktor keamanan pangan adalah sebuah terobosan besar dalam UU
18/2012 ini. Hal ini dipahami sebagai upaya untuk melindungi
mayoritas penduduk Indonesia yang muslim. Namun demikian im-
plementasi klausul halal ini belum begitu terlihat dalam diksi yang
digunakan oleh pemangku kepentingan di bidang pengawasan obat
dan makanan yang beredar, sehingga belum dirasakan menjadi ma-
salah utama keamanan pangan di Indonesia.

Apa hubungan antara halal dengan keamanan makanan? Tu-
lisan ini berupaya untuk mendefinisikan kembali makna keamanan
pangan dalam pandangan agama Islam sehingga dapat memberikan

pemahaman yang lebih komprehensif.

C. Konsep Keamanan Pangan dalam Islam
Dalam Al-Qur’an salah satu ayat yang menyebutkan kriteria
tentang makanan salah satunya adalah QS al-Baqarah ayat 168.

“Wahai sekalian manusia, makanlah yang halal lagi baik dari apa
yang terdapat di bumi, dan janganlah mengikuti langkah-langkah
setan. Sesungguhnya setan adalah musuh yang nyata bagi kalian”.
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Dalam ayat di atas, Allah menyuruh manusia untuk me-
makan makanan yang halal dan thayyib dari rezeki yang diberikan
Allah kepada mereka, baik makanan itu berasal dari binatang mau-
pun tanaman. Makanan yang halal ialah makanan dan minuman
yang dibenarkan oleh agama untuk dimakan dan diminum. Ma-
kanan yang thayyib ialah makanan dan minuman yang dibenarkan
untuk dimakan atau diminum oleh kesehatan, termasuk di dalam-
nya makanan yang bergizi, enak, dan sehat. Makanan yang halal lagi
baik inilah yang diperintahkan oleh Allah untuk dimakan dan di-
minum. Makanan yang dibenarkan oleh ilmu kesehatan sangat ba-

nyak, dan pada dasarnya boleh dimakan dan diminum.

1. Halal

Dalam Kamus Besar Bahasa Indonesia, kata halal (Arab: J3s |
halal; ‘diperbolehkan’) adalah segala objek atau kegiatan yang diizin-
kan untuk digunakan atau dilaksanakan dalam agama Islam. Istilah
ini dalam kosa kata sehari-hari lebih sering digunakan untuk me-
nunjukkan makanan dan minuman yang diizinkan untuk dikon-
sumsi menurut Islam, menurut jenis makanan dan cara memper-
olehnya. Lawan halal adalah haram. Halal menjadi salah satu dari
lima hukum yang dikenal dalam agama Islam, yaitu: fardhu (wajib),
mustahab (disarankan), halal (diperbolehkan), makruh (dibenci), ha-
ram (dilarang).

Pengertian ini tentu saja sangat tidak memadai karena
mengurangi makna yang sebenarnya terkandung. Halal mempunyai
makna lain yang lebih luas. Halal bisa diartikan menempatkan se-
suatu sesuai dengan tempatnya. Hukum semua benda dibolehkan
untuk manusia, karena dunia diciptakan untuk manusia. Namun
ketika digunakan tidak sesuai peruntukkannya maka dinamakan
tidak halal. Halal juga bermakna melepaskan ikatan. Ketika seorang

muslim dihadapkan pada makanan syubhat, pasti ada keraguan
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untuk mengonsumsinya. Namun ketika diberitahukan bahwa ma-
kanan tersebut sudah jelas halal, maka hilang perasaan terikat dan
merasa ‘plong’ untuk memakannya (Somad, 2020).

Demikian juga haram, kata ini tidak sederhana diartikan
sebagai dilarang. Masjidil haram bukan berarti masjid yang dilarang.
Bulan haram bukan berarti bulan yang dilarang. Haram bisa ber-
makna terhormat atau dimuliakan. Ketika seorang muslim diharam-
kan memakan barang yang haram atau dicegah melakukan perbuat-
an yang haram, maka makna sesungguhnya adalah ia sedang di-
muliakan. Pemahaman ini penting sehingga ketika dihadapkan pada
perkara haram, seseorang seharusnya tidak akan menolak atau me-
nentang, namun justru bersyukur karena sedang dimuliakan
(Somad, 2020).

Ditegaskan juga dalam QS. Al A’raaf ayat 157 bahwa yang
halal itu pasti baik dan yang haram itu pasti buruk bagi manusia.

Artinya: “(Yaitu) orang-orang yang mengikuti Rasul, Nabi yang

ummi (tidak bisa baca tulis) yang (namanya) mereka dapati

tertulis dalam Taurat dan Injil yang ada pada mereka, yang
menyuruh mereka berbuat yang makruf dan mencegah dari
yang mungkar, dan yang menghalalkan segala yang baik bagi
mereka dan mengharamkan segala yang buruk bagi mereka,
dan membebaskan beban-beban dan belenggu-belenggu yang
ada pada mereka. Adapun orang-orang yang beriman kepada-
nya, memuliakannya, menolongnya dan mengikuti cahaya

yang terang yang diturunkan kepadanya (Alquran), mereka
itulah orang-orang beruntung.”

2. Thayyib
Lafaz thayyib disebut 13 kali di dalam Al Qur’an. Selengkap-
nya dapat dilihat dalam Tabel 3.1.

FALSAFAH SAINS HALAL 49



Tabel 3.1. Ayat Al Quran yang menyebutkan kata halal dan atau

thayyib

Surah dan ayat

Terjemahan dari https://risalahmuslim.id

Al Bagarah (2),
ayat 168

Ali Imran (3),
ayat 179;

An Nisaa (4),
ayat 2

An Nisaa (4),
ayat 43

Al Maa’idah (5),
ayat 6,

Al Maa’idah (5),
ayat 88

Al Maa’idah (5),
ayat 100

Al A’raaf (7), ayat
58;

Al Anfaal (8),
ayat 37

Wahai manusia! Makanlah dari (makanan)

yang halal dan baik yang terdapat di bumi, dan
janganlah kamu mengikuti langkah-langkah setan.
Sungguh, setan itu musuh yang nyata bagimu
Allah tidak akan membiarkan orang-orang yang
beriman sebagaimana dalam keadaan kamu
sekarang ini, sehingga Dia membedakan yang buruk
dari yang baik.

Dan berikanlah kepada anak-anak yatim (yang
sudah dewasa) harta mereka, janganlah kamu
menukar yang baik dengan yang buruk, dan
janganlah kamu makan harta mereka bersama
hartamu.

Adapun jika kamu sakit atau sedang dalam
perjalanan atau sehabis buang air atau kamu telah
menyentuh perempuan, sedangkan kamu tidak
mendapat air, maka bertayamumlah kamu dengan
debu yang baik (suci); usaplah wajahmu dan
tanganmu dengan (debu) itu.

Dan jika kamu sakit atau dalam perjalanan atau
kembali dari tempat buang air (kakus) atau
menyentuh perempuan, maka jika kamu tidak
memperoleh air, maka bertayamumlah dengan debu
yang baik (suci); usaplah wajahmu dan tanganmu
dengan (debu) itu. Allah tidak ingin menyulitkan
kamu, tetapi Dia hendak membersihkan kamu dan
menyempurnakan nikmat-Nya bagimu, agar kamu
bersyukur.

Dan makanlah dari apa yang telah diberikan Allah
kepadamu sebagai rezeki yang halal dan baik, dan
bertakwalah kepada Allah yang kamu beriman
kepada-Nya

Katakanlah (Muhammad), “Tidaklah sama yang
buruk dengan yang baik, meskipun banyaknya
keburukan itu menarik hatimu, maka bertakwalah
kepada Allah wahai orang-orang yang mempunyai
akal sehat, agar kamu beruntung

Dan tanah yang baik, tanaman-tanamannya
tumbuh subur dengan izin Tuhan; dan tanah yang
buruk, tanaman-tanamannya yang tumbuh merana.
agar Allah memisahkan (golongan) yang buruk dari
yang baik dan menjadikan (golongan) yang buruk
itu sebagiannya di atas yang lain, lalu kesemuanya
ditumpukkan-Nya, dan dimasukkan-Nya ke dalam
neraka Jahanam. Mereka itulah orang-orang yang
rugi
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Al Anfaal (8), Maka makanlah dari sebagian rampasan perang

ayat 69; yang telah kamu peroleh itu, sebagai makanan
yang halal lagi baik, dan bertakwalah kepada Allah.
An Nahl (16), Maka makanlah yang halal lagi baik dari rezeki yang
ayat 114; telah diberikan Allah kepadamu; dan syukurilah
nikmat Allah, jika kamu hanya menyembah kepada-
Nya
Al Hajj (22), ayat  Dan mereka diberi petunjuk kepada ucapan-ucapan
24; yang baik dan diberi petunjuk (pula) kepada jalan

(Allah) yang terpuji
Faathir (35), ayat Kepada-Nyalah akan naik perkataan-perkataan yang
10. baik, dan amal kebajikan Dia akan mengangkatnya.
Adapun orang-orang yang merencanakan kejahatan
mereka akan mendapat azab yang sangat keras, dan
rencana jahat mereka akan hancur

Kata thayyib banyak disebutkan dalam berbagai bentuk kata,
yaitu dengan lafal thayyiban, thayyibah, dan thayyibdt. Lafaz ini
adalah mashdar dari lafaz thayyaba yaitu menjadikan sesuatu baik
dan suci. Ath thayyib mengandung makna setiap sesuatu yang me-
lezatkan indera atau diri, setiap sesuatu yang kosong dari yang me-
nyakitkan, kotor, atau najis. Ath thayyib juga bermakna orang yang
lepas dari segala kehinaan dan bersifat dengan segala kemuliaan.
Ungkapan fulaan thayyibal qgalb bermakna si fulan batin (hatinya)
bersih, begitu juga dengan thayyibal izaar atau kain yang bersih. Ath
thayyib minal bilaad artinya tanah yang baik.

Oleh karena itu lafaz ini dapat digunakan pada perkara
akhlak, percakapan dan manusia secara umumnya. Di dalam Al
Qur’an lafaz thayyib mengandung beberapa makna:

a. Sehat, aman dan tepat

Bila dikaitkan dengan makanan ia berarti makanan yang se-

hat karena tidak kotor atau rusak dari segi zatnya, atau di-

campuri benda najis. Ada juga yang mengartikannya sebagai

makanan yang mengundang selera bagi yang memakannya
dan tidak membahayakan fisik dan akalnya, jadi lafaz tha-
yyib dalam makanan adalah makanan yang sehat, tepat dan

aman. Sehat berarti makanan yang memiliki zat yang cukup
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dan seimbang seperti madu (An Nahl: 69); padi (As Sajadah:
27); ikan (An Nahl: 14) dan sebagainya. Tepat berarti sesuai
dengan keperluan pemakan, tidak lebih dan tidak kurang,
dan arti aman ialah dengan memperhatikan sisi takwa yang
intinya adalah berusaha menghindari segala yang mengaki-
batkan siksa dan terganggunya rasa aman.

b. Suci
Karena lafaz ini dikaitkan dengan perkataan sha’iidan yang
berarti debu atau tanah. Makna ini terdapat dalam surah An
Nisaa: 43 dan Al Maa’idah: 6. Lafaz sha’iidan thayyiban ber-
makna debu yang bersih atau suci.

c. Perkataan yang baik Dalam surah Faathir ia bermakna setiap
perkataan yang baik berupa doa, zikir, membaca Al Qur’an,
tasbih, tahmid dan sebagainya.

d. Bumi atau tanah yang baik Thayyib dikaitkan dengan perka-
taan ‘al balad yaitu negeri, seperti yang terdapat dalam surah
Al A’raaf : 58. Makna al baladuth thayyib ialah tanah yang
baik dan subur yang mengeluarkan tumbuh-tumbuhannya
dengan subur dan produktif.

e. Perumpamaan bagi orang MukminAth thayyib ada dua jenis:
bersifat jasmani seperti makna-makna di atas, dan yang ber-
sifat rohani adalah perkara yang paling baik dalam mengenal

Allah dan taat kepada perintah Allah.

Thayyib menjadi lawan kata dari khabits, merujuk pada al-
A’raf: 157 di atas. Makna khabits, yang merupakan turunan kata
dari khabutsa — yakhbutsu — khubtsan, diartikan sebagai sesuatu
yang rusak, buruk, atau tidak menyenangkan. Karena itulah ia rele-
van menjadi lawan kata dari thayyib yang maknanya adalah baik
atau menyenangkan. Dari ayat-ayat di atas dipahami bahwa apa

yang thayyib atau dipandang baik, maka ia halal. Sedangkan apa
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yang dipandang sebagai khabits atau buruk, maka ia diharamkan.

Menurut Al-Qur’an dan Hadits bahwa salah satu Kkriteria
produk halal adalah ia mesti thayyib dan tidak mengandung mu-
dharat. Lafal thayyibat mencakup makna halal karena makanan
yang thayyib tidak akan mengandung bahaya, larangan maupun
madharat lain di dalamnya, sehingga ia halal. Jika yang thayyib ber-
arti halal, maka yang buruk (khabits) dapat dinilai haram. Sed-
angkan dalam konteks layak, enak, atau lezat, lumrahnya manusia
memandang kelayakan, rasa dan lezatnya makanan atau minuman
sebagai hal yang baik. Pandangan seperti ini meniscayakan bahwa
layak tidaknya makanan/minuman untuk dikonsumsi dinilai dari
pengetahuan manusia seputar kelayakan dan manfaat barang ter-
sebut.

Dengan mempertimbangkan kompleksitas rantai pasokan
makanan moderen saat ini pemahaman halal sebagai indikator yang
berdiri sendiri tidak lagi cukup. Oleh karena itu, dalam lingkungan
bisnis saat ini, konsep halal harus dimasukkan dengan nilai thayyib,
salah satu yang mewujudkan esensi kebersihan, kemurnian, aman
dan tinggi yang lebih dikenal sebagai Halallan-Toyyiban.

Banyak cendekiawan Muslim yang menyatakan bahwa kon-
sep Toyyiban dan Halal saling terkait. World Halal Forum menyebut-
kan bahwa produk halal adalah produk universal dan harus me-
miliki standar yang tinggi mengenai kualitas, keamanan, pengemas-
an dan pelabelan (WHF, 2009). Selain itu, sebuah penelitian mela-
porkan bahwa Good Hygiene Practices (GHP) dan Good Manufacturing
Practices (GMP) adalah persyaratan wajib dalam persiapan makanan
Halal (Rahman et al,, 2014). Pendekatan ini diperkenalkan sebagai
konsep Islamic Manufacturing Practice (IMP).

Konsep Halallan-Toyyiban sesungguhnya bersumber dari
dua sumber utama ajaran Islam yaitu Al Quran dan Hadist. Hukum

Islam disebut sebagai syariah dan telah ditafsirkan oleh para sarjana
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Muslim selama bertahun-tahun. Prinsip dasar hukum Islam sudah
pasti dan tidak berubah. Namun, interpretasi dan penerapannya
dapat berubah sesuai dengan waktu, tempat, dan keadaan. Selain
dua sumber dasar hukum Islam, Alquran dan Hadist, sumber-
sumber figih lain digunakan untuk menentukan kehalalan pangan,
ketika situasi kontemporer tidak secara eksplisit tercakup dalam
sumber-sumber dasar tersebut. Sumber petunjuk ketiga disebut
iihad, atau mengerahkan diri sepenuhnya untuk mendapatkan ja-
waban atas masalah. Hal ini dapat dicapai dengan salah satu atau
kedua proses berikut: Jjma, yang berarti kesepakatan pendapat, dan
Qiyas, yang berarti penalaran dengan analogi. Isu terkini tentang
organisme hasil rekayasa genetika (GMO), pakan ternak, hormon,
dan lain-lain, didiskusikan berdasarkan dua konsep ini dan bebera-
pa sumber lain yang lebih rendah dari yurisprudensi Islam. Sumber
bahan yang tidak konvensional, bahan sintetis, dan inovasi dalam
penyembelihan hewan dan pemrosesan daging adalah beberapa ma-
salah yang dihadapi oleh cendekiawan Muslim dalam membantu
konsumen membuat pilihan yang tepat (Regenstein, 2008).

Sementara pemahaman sekuler yang berkembang pasca ke-
runtuhan kekhalifahan Ustmani menyebabkan perkembangan ilmu
pengetahuan dirasakan terpisahkan dari ajaran agama. Hal ini me-
nyebabkan aspek jaminan Thoyyiban ditangani sebagai entitas yang
terpisah dari jaminan halal dan mengacu pada standard Codex
Alimentarius Commision (CAC).

Codex Alimentarius Commission (CAC) adalah badan antar
pemerintah internasional yang mengembangkan standar keamanan
pangan dan komoditas berbasis ilmu pengetahuan, pedoman, dan
rekomendasi untuk mempromosikan perlindungan konsumen dan
memfasilitasi perdagangan dunia. Codex dibentuk oleh badan kerja
sama dari dua organisasi Perserikatan Bangsa-Bangsa, yaitu Orga-

nisasi Pangan dan Pertanian (FAO) dan Organisasi Kesehatan Dunia
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(WHO). Saat ini, Codex memiliki 165 negara anggota.

Codex didirikan pada tahun 1962 ketika FAO dan WHO me-
nyadari perlunya standar pangan internasional untuk melindungi
kesehatan konsumen dan untuk memandu industri makanan yang
berkembang di dunia dalam menghasilkan makanan berkualitas.
Codex bertugas mengembangkan standar makanan untuk diadopsi
dan digunakan oleh negara-negara anggota. Codex Alimentarius sen-
diri merupakan kumpulan standar pangan internasional yang di-
adopsi oleh Codex Alimentarius Commission dan disajikan secara
seragam. Tujuan dari standar ini adalah untuk melindungi kesehat-
an konsumen dan memfasilitasi praktik yang adil dalam perdagang-
an makanan.

Pendekatan sekuler ini dapat mengarah pada situasi yang
menyebabkan produk yang sudah disertifikasi halal mungkin tidak
aman atau tidak sesuai dengan kualitas yang ditentukan berdasar-
kan standard CAC atau dengan kata lain tidak Thoyyiban. Sebagai
contoh, kasus di Negara Turki, dari sudut pandang pemerintah,
mencatat, bahwa Institut Standard Turki, sebuah lembaga pemerin-
tah yang bertanggung jawab atas berbagai standar, menyatakan
bahwa masalah keamanan pangan akan didahulukan daripada ma-
salah agama dan menambahkan bahwa kantor negara sekuler hanya
dapat memutuskan status kehalalan pangan. Sementara itu, di Ma-
laysia yang merupakan negara berdasarkan Islam, menurut Un-
dang-Undang Uraian Perdagangan Pemerintah Malaysia tahun
1972, Halal harus tidak beracun atau membahayakan kesehatan.
Standar MS 1500: 2009 menyatakan bahwa makanan halal harus
aman dikonsumsi, tidak beracun, tidak memabukkan atau tidak
berbahaya bagi kesehatan. Di sisi lain, definisi Halal dari CAC/GL
24-1997 tidak menyertakan klausul tentang keamanan (CAC, 2001).
Ini hanya mengacu pada Prinsip Umum Codex tentang Higiene

Pangan dan Standar Codex relevan lainnya selama produksi
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makanan Halal. Hal ini menunjukkan bahwa pemerintah Malaysia
dan standar Malaysia MS 1500: 2009 memiliki pendekatan “Halal
Toyyiban” yang terpadu sedangkan pedoman Codex mengacu pada
Halal dan Toyyiban secara independen (Neio Demirci, et.al., 2016).

Perkembangan sertifikasi halal sekarang semakin kompre-
hensif. Aspek Thayyib tidak lagi terpisah dalam standard sistem ja-
minan halal. Latif et al. (2014) mencoba membandingkan sembilan
lembaga sertifikasi halal di dunia dalam menerapkan standard sis-
tem jaminan halal. Setidaknya ada tujuh aspek yang disepakati ber-
sama yaitu: 1) tempatnya harus bersih dan tidak terkontaminasi, 2).
penyembelihan hewan harus dilakukan oleh Muslim yang memenuhi
syarat, 3). fasilitas dan peralatan tidak boleh terkontaminasi oleh
barang non-halal, 4). hanya bahan Halal yang dapat digunakan
untuk produk Halal, 5). bahan asal hewan harus berasal dari hewan
halal yang disembelih sesuai dengan hukum Islam, 6). bahan ke-
masan tidak boleh mengandung bahan yang melanggar hukum dan
berbahaya, serta 7). tidak boleh ada kontaminasi antara produk
Halal dan non-Halal selama penanganan penyimpanan, pengang-
kutan dan pembuatan.

Di Indonesia, Majelis Ulama Indonesia juga sudah memasuk-
kan aspek Thayyib ke dalam proses audit sertifikasi halal. Bagi pro-
duk yang terutama akan dipasarkan ke negara Uni Emirat Arab,
persyaratan HACCP menjadi tambahan wajib. Sedangkan produk
pangan yang lain wajib menerapkan minimum GMP ataupun harus
ada prosedur tertulis yang menjamin produk tidak terkontaminasi
benda asing dan mikroba atau bakteri patogen. Selain itu bahan
yang digunakan juga harus sesuai dengan regulasi pemerintah yang
berlaku. Audit pemenuhan regulasi terkait bahan-bahan untuk pro-
duk intermediet (pangan, obat dan kosmetik) yang dipasarkan di
Indonesia mengacu pada PerKa BPOM No.HK.03.1.23.07.11.6664/
2011 tentang Pengawasan Kemasan Pangan, PerKa BPOM No. 18/
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2015 tentang Persyaratan Teknis Bahan Kosmetika, PerKa BPOM
No. 10/2016 tentang Penggunaan Bahan Penolong Golongan Enzim
dan Golongan Penyerap Enzim Dalam Pengolahan Pangan, PerKa
BPOM No0.22/2016 tentang Persyaratan Penggunaan Bahan Tam-
bahan Pangan Perisa, PerKa BPOM No.05/2017 tentang Pengawasan
Pemasukan Bahan Obat Dan Makanan Ke Dalam Wilayah Indonesia,
PerKa BPOM No. 07/2018 tentang Bahan Baku Yang Dilarang Dalam
Pangan Olahan, dan Permenkes No. 33/2012 tentang Bahan Tam-
bahan Pangan (LPPOM, 2020).

D. Hazard Analysis Critical Control Points (HACCP)

Standar, pedoman, dan rekomendasi CAC berdampak besar
pada produk makanan yang diperdagangkan secara internasional.
Karya Codex secara historis mencakup pekerjaan substansial di
bidang higiene pangan, termasuk pembentukan prinsip umum
untuk produksi pangan higienis dan pengembangan kode praktik
higienis untuk komoditas tertentu (Wehr, 2008). Salah satu reko-
mendasi yang dikeluarkan CAC adalah penerapan Hazard Analysis
Critical Control Points (HACCP) di industri pangan.

Konsep HACCP dikembangkan pada tahun 1950-an melalui
National Aeronautics and Space Administration (NASA) dan Natick
Laboratories untuk digunakan dalam manufaktur kedirgantaraan
dengan nama “Failure Mode Effect Analysis” (Analisis Efek Mode
Kegagalan). Pendekatan rasional untuk pengendalian proses untuk
produk makanan ini dikembangkan bersama oleh Perusahaan
Pillsbury, NASA, dan Laboratorium Natick Angkatan Darat A.S. pada
tahun 1971 sebagai upaya untuk menerapkan program tanpa cacat
pada industri pengolahan makanan. HACCP didirikan untuk men-
jamin bahwa makanan yang digunakan dalam program luar angkasa
A.S. akan 100% bebas dari bakteri patogen. HACCP digambarkan

sebagai metode sederhana namun sangat spesifik untuk mengiden-
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tifikasi bahaya dan untuk menerapkan pengendalian yang tepat un-
tuk mencegah potensi bahaya. HACCP diakui sebagai pendekatan
yang rasional dan lebih baik untuk pengendalian produksi pangan
yang dapat menentukan area kontrol paling penting untuk pembuat-
an makanan yang aman dan sehat.

HACCP menyediakan mekanisme untuk memantau operasi
secara berkala dan untuk menentukan titik-titik yang penting untuk
pengendalian bahaya penyakit bawaan makanan. Bahaya berpotensi
menimbulkan kerugian bagi konsumen. Titik kendali kritis (CCP)
adalah operasi atau langkah untuk menentukan tindakan pencegah-
an atau pengendalian dapat dilakukan yang akan menghilangkan,
mencegah, atau meminimalkan bahaya (hazard) yang akan (telah)
terjadi sebelum titik ini. Konsep HACCP telah menjadi program ber-
harga untuk pengendalian proses bahaya mikroba. Pendekatan ini
merupakan pertanda dari kecenderungan peningkatan sanitasi dan
inspeksi makanan yang lebih canggih.

Konsep HACCP dibagi menjadi dua bagian: (1) analisis baha-
ya dan (2) penentuan titik kendali kritis. Analisis bahaya membu-
tuhkan pengetahuan menyeluruh tentang mikrobiologi makanan
dan pengetahuan tentang mikroorganisme yang mungkin ada, dan
faktor-faktor yang mempengaruhi pertumbuhan dan kelangsungan
hidup mereka. Keamanan dan penerimaan pangan sangat dipenga-
ruhi oleh: (1) makanan mentah atau tambahan yang terkontaminasi,
(2) kontrol suhu yang tidak tepat selama pemrosesan dan penyim-
panan (penyalahgunaan suhu dan waktu), (3) pendinginan yang ti-
dak tepat melalui kegagalan untuk mendinginkan hingga suhu pen-
dingin dalam 2 hingga 4 jam, (4) penanganan yang tidak tepat sete-
lah pemrosesan, kontaminasi silang (antara produk/antara makan-
an mentah dan olahan), (5) pembersihan peralatan yang tidak efektif
atau tidak tepat, (6) kegagalan memisahkan produk mentah dan

matang, (7) praktik kebersihan dan sanitasi karyawan yang buruk.
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Proses evaluasi HACCP menjelaskan produk dan tujuan
penggunaannya serta mengidentifikasi item makanan yang berpo-
tensi berbahaya yang terkontaminasi dan mikroba yang berkembang
biak selama pemrosesan atau persiapan makanan. Kemudian selu-
ruh proses diamati. Analisis bahaya adalah prosedur untuk melaku-
kan analisis risiko untuk produk dan bahan dengan membuat dia-
gram proses untuk mencerminkan urutan produksi dan distribusi,
kontaminasi mikroba, kelangsungan hidup, dan perkembangbiakan
yang mampu menyebabkan penyakit bawaan makanan. Titik kendali
kritis diidentifikasi dari diagram alir. Setiap kekurangan yang diiden-
tifikasi diprioritaskan dan diperbaiki. Langkah-langkah pemantauan
ditetapkan untuk mengevaluasi efektivitas. Program HACCP, dilak-
sanakan oleh industri makanan dan dipantau oleh badan pengatur,
menyediakan industri dengan alat dan titik pemantauan dan digu-
nakan untuk melindungi masyarakat konsumen secara efektif dan
efisien.

Sistem HACCP adalah pendekatan yang direkomendasikan
untuk meningkatkan keamanan pangan sejak dari ladang pertanian
sampai di meja makan (form farm to fork). Ini adalah sistem pence-
gahan untuk mencegah pelanggaran keamanan pangan, melalui
identifikasi, pengendalian dan pemantauan bahaya. Mortimore dan
Wallace (2013) menyebutkan bahwa HACCP adalah sistem logis dari
pengendalian pangan yang didasarkan pada pencegahan.

Langkah-langkah penting untuk pengembangan rencana
HACCP adalah:

1. Pembentukan tim HACCP, termasuk orang yang bertanggung
jawab atas rencana tersebut. Anggota tim harus mencakup
karyawan dengan keahlian di berbagai bidang seperti: sani-
tasi, jaminan kualitas, dan operasi pabrik, pemasaran, mana-
jemen personalia, dan komunikasi. Apabila beberapa keahli-

an tidak tersedia, diperlukan konsultan dari pihak luar.
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HACCP harus diatur sebagai bagian dari program jaminan
kualitas perusahaan.
Deskripsi jenis makanan dan distribusinya. Penjelasan leng-
kap dari produk harus dibuat termasuk informasi mengenai
komposisi, struktur fisika/kimia (termasuk Aw, pH, dll.),
perlakuan-perlakuan mikrosidal/statis (seperti perlakuan
pemanasan, pembekuan, penggaraman, pengasapan, dll.),
pengemasan, kondisi penyimpanan dan daya tahan serta me-
toda pendistribusiannya. Nama dan deskriptor lainnya ter-
masuk persyaratan penyimpanan dan distribusi harus dise-
diakan. Semua bahan mentah dan tambahan harus dican-
tumkan.
Identifikasi tujuan penggunaan dan calon konsumen. Sangat
penting untuk mengidentifikasi konsumen yang dituju, teru-
tama jika bayi dan orang dengan gangguan sistem imun
lainnya adalah pelanggan yang ditargetkan.
Pengembangan diagram alir. Bagan alir harus disusun oleh
tim HACCP. Dalam diagram alir harus memuat segala tahap-
an dalam operasional produksi. Bila HACCP diterapkan pada
suatu operasi tertentu, maka harus dipertimbangkan tahap-
an sebelum dan sesudah operasi tersebut.
Verifikasi diagram alir. Tim HACCP harus memeriksa pelak-
sanaan di lapangan untuk memverifikasi keakuratan dan ke-
lengkapan diagram alir. Modifikasi harus dilakukan seperlu-
nya.
Menerapkan tujuh prinsip HACCP, yaitu:
1) Melakukan analisis bahaya.
a) Identifikasi langkah-langkah dalam proses
yang mungkin berpotensi signifikan akan ter-

jadi bahaya.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

b) Buat daftar semua bahaya yang teridentifikasi
terkait dengan setiap langkah.
c) Buat daftar tindakan pencegahan untuk
mengendalikan bahaya.
Identifikasi dan dokumentasi TKK (titik kendali kritis)
dalam prosesnya.
Penetapan batas kritis untuk tindakan pencegahan
yang terkait dengan setiap TKK yang teridentifikasi.
Penetapan persyaratan pemantauan TKK, termasuk
frekuensi pemantauan dan orang-orang yang bertang-
gung jawab atas kegiatan pemantauan tertentu.
Penetapan tindakan korektif yang harus diambil ke-
tika pemantauan menunjukkan adanya penyimpang-
an dari batas kritis yang ditetapkan. Tindakan ter-
sebut harus mencakup pembuangan makanan yang
terpengaruh secara aman dan koreksi prosedur atau
kondisi yang menyebabkan situasi tidak terkendali
Pembentukan prosedur untuk verifikasi bahwa sistem
HACCP bekerja dengan benar. Personel perusahaan
yang bertanggung jawab harus melakukan verifikasi
kepatuhan terhadap rencana HACCP secara terjad-
wal.
Pembentukan prosedur pencatatan yang efektif yang
mendokumentasikan sistem HACCP dan memperba-
rui rencana HACCP ketika terjadi perubahan produk,

kondisi manufaktur, dan bukti bahaya baru.

Semua jenis bahaya keamanan pangan (biologis, kimiawi,

dan fisik) dianggap sebagai bagian dari sistem HACCP. Oleh karena

itu, penerapan sistem keamanan pangan berbasis HACCP yang

efektif harus memberikan kepercayaan kepada petani, produsen,
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operator layanan makanan, dan pengecer bahwa makanan yang

mereka sediakan aman. Ini dapat dan harus melibatkan semua

orang di perusahaan karena setiap karyawan memiliki peran yang
harus dijalankan.

Penerapan HACCP harus diawali dengan penerapan Praktik
Manufaktur yang Baik (Good Manufacturing Practices, GMP) untuk
mematuhi ketentuan bahwa semua makanan manusia bebas dari
pemalsuan. Penekanan diberikan pada pencegahan kontaminasi
produk dari sumber langsung dan tidak langsung. Praktik produksi
yang baik adalah persyaratan sanitasi dan pemrosesan minimum
yang diperlukan untuk memastikan produksi makanan yang sehat.
GMP biasanya ditulis untuk masing-masing bidang berikut:

1. Personel. Praktik ini termasuk arahan untuk pengendalian
penyakit, kebersihan, pendidikan dan pelatihan, dan peng-
awasan.

2. Gedung dan fasilitas. Bangunan di sekitar lahan, desain
konstruksi pabrik, dan termasuk operasi sanitasi.

3. Perlengkapan dan perkakas. Semua peralatan pabrik dan
perkakas harus dirancang dari bahan dan pengerjaan yang
memfasilitasi pembersihan dan pemeliharaan yang memadai.

4. Produksi dan pengendalian proses. Praktik sanitasi untuk
fungsi terkait produksi yaitu inspeksi, penyimpanan, dan
pembersihan bahan baku; dan prosedur untuk operasi
pemrosesan.

S. Catatan dan laporan. Catatan harus mencakup pengarsipan
dan pemeliharaan untuk pemasok, pemrosesan dan produk-
si, dan distribusi.

6. Tindakan tingkat kerusakan. Tingkat ini adalah batas cacat
yang akan diambil yang penetapannya atas dasar tidak ada

bahaya bagi kesehatan.
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7. Lain-lain. Ini termasuk pedoman lain seperti aturan pengun-

jung.

E. Sistem Jaminan Halal (SJH)

Sistem jaminan halal merupakan sistem kepengurusan yang
terintegrasi, disusun, diterapkan, dan dipelihara untuk mengatur
bahan, proses produksi, produk, sumber daya manusia, dan prose-
dur yang menjamin keberlangsungan proses produksi halal menurut
persyaratan yang diberlakukan oleh lembaga sertifikasi melalui do-
kumen standar jaminan halal. Sebagai layaknya sebuah standar,
maka sistem jaminan halal juga memuat beberapa seri yang masing-
masing seri mengatur cakupan (scope), kriteria (definition), persya-
ratan (requirements), pemenuhan (compliance) dan sebagainya. Stan-
dar tersebut juga disusun melalui konsensus, transparansi, keter-
bukaan, dan mengadopsi standar international yang memungkinkan
(LPPOM MUI, 2012).

SJH yang berkembang sekarang mengadopsi prinsip-prinsip
sistem manajemen yang telah dikembangkan sebelumnya. Prinsip
dalam SJH didasarkan atas komitmen, kebutuhan pelanggan,
peningkatan mutu tanpa meningkatkan biaya dan memproduksi
barang dari waktu ke waktu tanpa cacat, tanpa ada yang didaur
ulang, dan tanpa adanya inspeksi sekalipun. Sistem jaminan halal
juga mengadopsi prinsip lain dalam Total Quality Management model
Ishikawa yang menuntut adanya peningkatan pengetahuan yang
harus terjadi setiap saat pada setiap orang di seluruh jenjang orga-
nisasi, melalui pembelajaran, praktik dan partisipasi di dalam
aktivitas manajemen untuk meningkatkan produktivitas.

Sistem jaminan halal mempersyaratkan bahwa proses pro-
duksi harus menerapkan cara produksi yang halal dan thayyib, arti-
nya benar dan baik sejak dari penyediaan bahan baku sampai siap

dikonsumsi oleh konsumen. Untuk memastikan itu, maka bahan
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baku harus aman dari cemaran biologis, kimiawi, fisikawi, dan ba-
han haram. Proses produksi harus menggunakan alat dan tempat
yang bersih dan higienis serta terhindar dari najis. Demikian juga
penggunaan bahan tambahan dan penolong dalam produksi harus
sesuai dengan ketentuan yang membolehkannya (Prabowo dan Abd
Rahman, 2016). Dalam praktiknya, persyaratan-persyaratan terse-
but sering digabungkan pada dokumen sertifikat lain seperti Good
Agriculture Practice (GAP), Good Manufacturing Practice (GMP), Good
Handling Practice (GHP), Cara Pengolahan Pangan yang Benar
(CPPB), Cara Pengolahan Obat yang Benar (CPOB), Industri Rumah
Tangga Pangan/Pangan Industri Rumah Tangga (IRTP/PIRT) dan
lain-lain, yang memberikan jaminan keamanan dari segi hygiene dan
sanitasi (Othman et al. 2016). Di industri besar implementasi Sistem
Jaminan Halal juga sering digabung dengan sistem HACCP dengan
menambahkan item haram sebagai komponen hazard yang harus
diwaspadai. Dengan penerapan SJH, maka produsen dipastikan
hanya akan menghasilkan produk yang aman untuk dikonsumsi
oleh konsumen.

SJH memuat persyaratan yang dapat diaplikasikan pada se-
mua kategori usaha termasuk industri pengolahan pangan, farmasi,
dan kosmetika yang berbasis hasil pertanian, rumah potong hewan,
restoran/katering, dan industri jasa (distributor, gudang, trans-
portasi, eceran).

Di Indonesia, SJH yang berkembang adalah HAS 23000 yang
dikeluarkan oleh Majelis Ulama Indonesia (MUI) sejak Maret 2012.
HAS 23000 merupakan kompilasi aturan dalam memperoleh serti-
fikat halal dari LPPOM MUI (2012). HAS 23000 adalah suatu sistem
manajemen terintegrasi yang menyusun, melaksanakan dan meme-
lihara protokol untuk mengatur bahan, proses produksi, produk,
sumber daya manusia dan prosedur untuk menjaga kelangsungan

proses produksi halal sesuai dengan persyaratan yang ditetapkan
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oleh lembaga sertifikasi melalui standar dokumen jaminan halal.
HAS 23000 merangkum regulasi yang telah lama dijalankan oleh
LPPOM MUI dalam menjalankan tugas yang diberikan oleh MUI
sejak tahun 1988. Sebagai standar, sistem jaminan halal juga me-
muat rangkaian dokumen yang mencakup ruang lingkup, definisi,
persyaratan, kepatuhan, dan sebagainya. Standar tersebut juga dipi-
lah melalui konsensus, transparansi, dan keterbukaan yang meng-
acu pada standar internasional yang diperbolehkan. Sistem jaminan
halal juga memuat aturan, pedoman dan regulasi. HAS 23000 juga
telah diakui secara internasional dan menjadi rujukan di beberapa
negara lain.

Penerapan SJH harus sesuai dengan prinsip-prinsip tertentu
seperti kejujuran, kepercayaan, keterlibatan partisipatif, dan peneri-
maan mutlak definisi halal. Kejujuran berarti organisasi harus men-
jelaskan spesifikasi dari setiap item yang digunakan dalam proses
produksi di dalam industri, seperti yang disebutkan dalam manual
SJH yang disediakan. Kepercayaan artinya industri diberi kewenang-
an untuk mengatur, melaksanakan dan memelihara SJH sesuai
dengan situasi sebenarnya di industri. Keterlibatan partisipatif
mengamanatkan bahwa organisasi harus melibatkan seluruh sum-
ber daya manusia dari manajemen dan staf dalam memelihara pene-
rapan SJH. Mutlak artinya semua bahan dalam keseluruhan proses
harus tidak diragukan lagi status halalnya (LPPOM MUI, 2012).

Bagi perusahaan yang akan menerapkan SJH HAS 23000,
ada sebelas kriteria yang harus dipenuhi yaitu:

1. Kebijakan Halal Perusahaan

Kebijakan halal adalah pernyataan tertulis komitmen mana-
jemen puncak perusahaan untuk senantiasa menghasilkan produk
halal secara konsisten serta menjadi dasar bagi penyusunan dan

penerapan Sistem Jaminan Halal.

FALSAFAH SAINS HALAL 65



2. Tim Manajemen Halal

Tim Manajemen Halal adalah sekelompok orang yang ditun-
juk oleh manajemen puncak sebagai penanggung jawab atas peren-
canaan, implementasi, evaluasi, dan perbaikan berke-lanjutan sis-
tem jaminan halal di perusahaan. Tim Manajemen Halal harus men-
cakup semua bagian yang terlibat dalam aktivitas kritis (wakil dari
semua departemen/divisi/bagian yang bertanggung jawab atas pe-
rencanaan, implementasi, evaluasi, dan perbaikan berkelanjutan

Sistem Jaminan Halal).

3. Pelatihan dan Edukasi

Pelatihan adalah suatu kegiatan yang bertujuan untuk me-
ningkatkan pengetahuan (knowledge), keterampilan (skill) dan/atau
perilaku (attitude) dari semua personel yang terlibat dalam aktivitas
kritis. Aktivitas kritis mencakup seleksi pemasok dan persetujuan
penggunaan bahan baku, formulasi produk, pembelian, pemeriksa-

an barang dagang, produksi, serta penyimpanan bahan dan produk.

4. Bahan

Bahan mencakup bahan baku, bahan tambahan, dan bahan
penolong. Perusahaan harus menyusun prosedur yang dapat men-
jamin agar setiap bahan yang akan digunakan untuk produk yang

disertifikasi telah disetujui LPPOM MUIL.

S. Produk
Produk yang disertifikasi tidak boleh menggunakan nama
yang mengarah pada sesuatu yang diharamkan atau ibadah yang

tidak sesuai dengan syariah Islam.

6. Fasilitas Produksi
Fasilitas produksi yang pernah digunakan untuk menghasil-
kan produk yang mengandung babi atau turunannya, jika akan di-

gunakan untuk menghasilkan produk halal, maka harus dicuci tu-
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juh kali dengan air dan salah satunya dengan tanah atau bahan lain

yang mempunyai kemampuan menghilangkan rasa, bau, dan warna.

7. Prosedur Tertulis Aktivitas Kritis
Prosedur harus menjamin tidak terjadinya kontaminasi ba-
han/produk oleh bahan haram/najis selama penyimpanan dan

penanganan bahan/produk.

8. Kemampuan Telusur

Yang dimaksud dengan kemampuan telusur adalah kemam-
puan telusur produk yang disertifikasi berasal dari bahan yang me-
menuhi kriteria bahan (sudah disetujui LPPOM/tercantum dalam
daftar bahan) dan diproduksi di fasilitas produksi yang memenuhi

kriteria fasilitas produksi (bebas najis).

9. Penanganan Produk yang Tidak Memenuhi Kriteria

Produk yang tidak memenuhi kriteria adalah produk yang
terlanjur dibuat dari bahan yang tidak disetujui LPPOM MUI atau di
fasilitas yang tidak bebas najis atau haram (tidak memenuhi kriteria

fasilitas halal).

10. Audit Internal
Audit internal adalah audit yang dilakukan oleh Tim Mana-
jemen Halal untuk menilai pelaksanaan sistem jaminan halal di per-

usahaan dengan persyaratan sertifikasi halal.

11. Kaji Ulang Manajemen
Kaji ulang adalah evaluasi terhadap efektivitas penerapan

sistem jaminan halal yang dilakukan oleh manajemen.

F. Sinergi SJH dengan HACCP

Dari sedikit sejarah yang disinggung di atas, maka dapat di-
lihat bahwa HACCP telah mengalami perkembangan lebih dahulu
dibandingkan SJH. Namun, pada dasarnya proses HACCP dan
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sistem jaminan Halal mempunyai tujuan yang sama yaitu menjamin
keamanan pangan yang dihasilkan. Karena itu skema jaminan halal
dapat dengan mudah diintegrasikan ke dalam sistem HACCP (Kohi-
lavani, et.al., 2015; Neio Demirci, et.al., 2016) ataupun sebaliknya.

Perbedaan yang mendasar antara HACCP dan SJH adalah
definisi bahaya (hazard) yang dipakai dalam kedua sistem. Sebagai-
mana diketahui, untuk menjalankan kedua sistem ini harus dimulai
dengan pembentukan tim. Tim inilah yang harus membuat daftar
bahaya yang mungkin terdapat pada tiap tahapan dari produksi uta-
ma, pengolahan, manufaktur, dan distribusi hingga sampai pada
titik konsumen saat konsumsi. Tim harus mengadakan analisis ba-
haya untuk mengidentifikasi dimana bahaya yang terdapat secara
alami, karena sifatnya mutlak harus ditiadakan atau dikurangi hing-
ga batas-batas yang dapat diterima, sehingga produksi pangan ter-
sebut dinyatakan aman. Cara penetapan titik kritis untuk HACCP
dapat dilihat di Gambar 1, sedangkan untuk SJH dapat dilihat di
Gambar 2.

Dalam mengadakan analisis bahaya, sebisa mungkin dica-
kup hal-hal sebagai berikut: kemungkinan timbulnya bahaya dan
pengaruh yang merugikan terhadap kesehatan; evaluasi secara
kualitatif dan/atau kuantitatif dari keberadaan bahaya; perkem-
bangbiakan dan daya tahan hidup mikroorganisme tertentu; pro-
duksi terus menerus toksin-toksin pangan, unsur-unsur fisika dan
kimia; dan kondisi-kondisi yang memacu keadaan di atas.

Definisi bahaya (hazard) dalam HACCP adalah unsur biologi,
kimia, fisika atau kondisi dari pangan yang berpotensi menyebabkan
dampak buruk pada kesehatan. Definisi bahaya dalam SJH mungkin
belum banyak dikemukakan, karena pembahasan mengenai bahaya
dalam SJH lebih sering diarahkan kepada jenis bahan yang haram.
Sebagaimana diketahui, Sistem Jaminan Halal (SJH) adalah sistem

manajemen terintegrasi yang disusun, diterapkan dan dipelihara
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yang mengatur bahan, proses produksi, produk, sumber daya ma-

nusia dan prosedur untuk menjaga kesinambungan proses produksi

halal. Jadi definisi bahaya dalam SJH tidak hanya terbatas pada

bahan yang dipakai, namun juga mencakup proses dan cara menda-

patkan bahan tersebut perlu diperhatikan.

Jenis-jenis bahaya yang harus dipahami oleh tim jika ingin

mengintegrasikan sistem HACCP dengan SJH dapat dilihat dalam

Tabel 3.2.

Tabel 3.2. Jenis bahaya menurut HACCP (Mortimore & Wallace,

2013) dan SJH

HACCP Contoh

Bahaya biologis
Makrobiologis serangga, rodenta
Mikrobiologis

Bakteri patogen

Parasit dan protozoa

Virus
Prion
Bahaya Kimia
Mikotoksin
Racun alami dalam bahan

Cairan kimia pembersih

Salmonella enterica, Escherichia coli
STEC, Campylobacter jejuni, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio vulnificus,
Shigella spp., Yersinia enterocolitica,
Cronobacter sakazakii

Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, and Listeria
monocytogenes

Taenia saginata, Clonorchis sinensis,
Trichinella spiralis,

Cryptosporidium parvum, Cyclospora
cayetenensis, Giardia, Toxoplasma gondii,
Norovirus, Rotavirus, Astrovirus,
Hepatitus A

Transmissible Spongiform
Encephalopathies (TSEs): Bovine
Spongiform Encephalopathy (BSE)

Aflatoxins, Patulin, Deoxynivalenol (DON),
Fumonisin

Dinoflagelata pada kerang, ikan tinggi
histidin, Tetrodotoxin,

Non food grade

Pestisida Insektisida, Herbicida, Fungisida,
Pengawet kayu, Masonry biocides,
Pengusir burung dan binatang
pengganggu, Rodentisida

Alergen Kacang-kacangan, telur, susu, hasil laut
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Logam berat

Senyawa kontaminan

Residu veteriner

Bahan tambahan kimia
Bahaya Fisik

Pecahan kaca

Logam

Batu

Kayu

Plastik
Serangga
Bahan intrinsik

Bahaya radiologi

(kerang, ikan, kepiting, udang), kedele,
gandum

Polusi udara, tanah dan air, peralatan
untuk pengolahan

Nitrit, Nitrat dan N-nitroso;
Polychlorinated Biphenyls

Dioksin dan Furan, Polysiklik Aromatik
Hidrokarbon

Plasticizer dan migrasi bahan pengemas,
Melamin dan Cyanuric Acid

hormon pengatur tumbuh, antibiotik

Paku, sekrup, mur, baut, isi stapler,
jarum, kawat sikat

Batang, ranting, duri, tusuk gigi
Lalat, kecoa

Serpihan tulang, cangkang kulit, duri
ikan

SJH (Sarwat, 2014;
https://mui.or.id /fatwa/)

Contoh

Zat
Umum
Najis
Memabukkan
Madharat

Khusus
Eksplisit diharamkan
Bangkai

Bercakar, bertaring
Dilarang membunuh
Diperintah membunuh

Khabaits
Organ tubuh
Sumber pendapatan
Hak orang
Kriminal

Darah, feses, urin, hewan jallalah,
muntah, sperma, nanah, mazi dan wadi
Khamr, narkoba, ganja

Racun, makanan kedaluwarsa, bahan
kimia berbahaya, rokok

Babi, keledai peliharaan,

Tidak disembelih dengan benar: mati
terbunuh, tercekik, terpukul, jatuh,
ditanduk, diterkam hewan buas, untuk
berhala, bagian hewan yang masih hidup
Hewan buas: singa, macam, buaya,
beruang, serigala, anjing, kucing

Semut, lebah, hud-hud, burung shurad,
kodok

Gagak, elang, kalajengking, tikus, anjing,
ular

hewan jallalah

Ari-ari

Hasil mencuri, merampok, merampas,
menjambret, menjarah,
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menyelundupkan, korupsi
Riba Bunga
Judi
Milik yatim
Suap

Dengan memahami jenis-jenis bahaya yang terdapat pada
tabel di atas dan memahami produk turunannya, maka tim dapat
melakukan tindakan pencegahan sebelum bahan tersebut masuk ke
dalam sistem produksi.

Perbedaan lain antara HACCP dengan SJH adalah penetapan
batas kritis dan tindakan perbaikan. Dalam sistem HACCP masih
dimungkinkan adanya toleransi keberadaan bahan berbahaya. Jika
bahaya tersebut dihilangkan, maka hilang sifat bahayanya dan pro-
duk masih boleh dikonsumsi. Misalnya keberadaan bahaya fisik be-
rupa serpihan logam yang tidak merubah sifat bahan masih bisa di-
toleransi dengan menghilangkan logam tersebut. Berbeda dengan
SJH, adanya bahan haram dalam produk menyebabkan status kese-
luruhan menjadi haram dan tidak boleh lagi dikonsumsi, meskipun
bahan bahayanya sudah dihilangkan. Contoh yang cukup jelas ada-
lah kasus produksi MSG yang menggunakan media penumbuh

mikroba yang pernah bersinggungan dengan enzim dari babi.
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CONTOH POHON KEPUTUSAN PENENTUAN TKK

(jawab pertanyaan secara berurutan)

Q1 [ Adakah tindakan pengendalian 7

px

Adakah pengendalian pada tahap ] >
ini periu untuk keamanan

Lakukan modifikasi tahapan
dalam proses atau produk

Apakah tahapan dirancang secara spesifik unmuk
Q2 menghilangkan atav mengurangi bahaya yang mungkin Ya
terjadi sampai tingkatan yang dapat diterima 7%¥)

Dapatkah konfaminasi dengan bahaya vang diidentifikasi terjadi
Q3 melebihi tingkatan yang dapat diterima atau dapatkah ini meningkat
sampai tingkatan yang tidak dapat diterima?**)

v 2
Ya [ Tidak H Bukan TKEK }—D‘ Berhenti*) ]

Akankah tahapan berikutnya menghilangkan bahaya yang
teridentifikasi atau mengurangi tingkatan kemungkinan
Q4 terjadinya sampai tingkatan yang dapat diterima?**)

A 4
TITIK KENDALI KRITIS J
[ Bukan TKK > Berhenti*) ]

Lanjutkan ke bahaya vang teridentifikasi berikutnya dalam proses yang dinyatakan
**)  Tingkatan yang dapat diterima dan tidak dapat diterima perlu ditenfukan sesuai tujuan menyeluruh
dalam mengidentifikasi TKK pada rencana HACCP

)

Gambar 3.1. Contoh diagram penentuan titik kendali kritis (BSN,
2012)
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HACCP dan Sistem Jaminan Halal mempunyai tujuan yang
sama yaitu menjamin agar konsumen yang menggunakan produk
mendapatkan keamanan baik dari segi kesehatan jasmani maupun
rohani. Jika dilihat dari konsep keamanan pangan yang disiratkan
dalam Al Quran, maka semakin jelas bahwa Islam itu tinggi dan ti-
dak ada yang mengalahkan ketinggiannya. Sistem Jaminan Halal
melingkupi juga prinsip-prinsip yang digunakan dalam sistem kea-
manan pangan HACCP. Namun tujuan SJH jauh lebih luas lagi ka-
rena aspek keamanan yang dijamin tidak hanya faktor keamanan
fisik di dunia, namun juga keamanan psikologis dan keselamatan di

akhirat.
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BAB IV
TITIK KRITIS KEHALALAN PRODUK

Dias Indrastil:2:3 dan Joko Hermanianto!:2
Pusat Studi Sains Halal, LPPM, IPB
Departemen Ilmu dan Teknologi Pangan,
Fakultas Teknologi Pertanian, IPB
Southeast Asian Food and Agricultural Science
and Technology (SEAFAST) Center, LPPM, IPB

A. Pendahuluan

Halal sudah menjadi salah satu syarat produk pangan agar
dapat menembus pasar global, termasuk di Indonesia. Apalagi ma-
yoritas penduduk Indonesia beragama Islam. Undang-undang Ja-
minan Produk Halal (UU No. 33 tahun 2014) menetapkan kewajiban
sertifikasi halal untuk semua produk yang masuk, beredar dan di-
perdagangkan di wilayah Indonesia. Secara internasional, pencan-
tuman klaim halal pada label pangan mengacu pada aturan yang
dikeluarkan oleh Codex (CAC, 1997). Namun, tahapan audit dalam
sertifikasi halal pada beberapa produk pangan cukup rumit, perlu
ketelitian dan kedetilan, serta pengetahuan mendalam.

Bahan baku dalam pembuatan produk pangan, obat, dan
kosmetika dapat berasal dari tumbuhan/tanaman, hewan, mikroba,
atau bahan kimia sintetik. Berdasarkan prinsip halal-haram dalam
Islam, pada dasarnya hukum dasar segala sesuatu adalah mubah/
boleh (Qardhawi, 1993). Pengecualian diberikan kepada beberapa
bahan yang jelas disebutkan haram (dilarang) di dalam Al-Quran
dan hadits Nabi Muhammad SAW. Jika bahan-bahan tersebut masih
dalam bentuk asal atau bentuk mentahnya maka lebih mudah un-
tuk menelusur status kehalalannya. Sebaliknya, jika bahan-bahan

tersebut digunakan sebagai bahan baku produk dan sudah menga-
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lami serangkaian proses pengolahan, akan lebih sulit untuk mene-
lusur status kehalalan produk turunan atau produk olahannya.

Seiring berkembangnya teknologi, bahan baku produk ba-
nyak yang telah mengalami modifikasi. Modifikasi tersebut adalah
adanya proses atau penambahan zat tertentu yang ditujukan untuk
memperoleh manfaat atau karakteristik produk yang optimal. Berda-
sarkan tingkat kritis dan kesulitan penelusuran kehalalannya, ba-
han/produk dikategorikan menjadi bahan yang tidak berisiko (ba-
han positif halal) dan berisiko. Bahan-bahan yang termasuk dalam
daftar bahan positif halal secara umum berasal dari bahan yang di-
buat secara sintetis melalui reaksi kimia dan boleh digunakan se-
bagai bahan baku atau bahan tambahan pangan (BTP) (LPPOM MUI,
2019). Sedangkan bahan yang termasuk kategori berisiko harus
melalui tahapan pemeriksaan untuk menentukan status kehalal-
annya.

Pengendalian risiko tidak halal pada produk dilakukan
dengan menetapkan titik kritis kehalalan produk tersebut. Pada
bagian ini akan dibahas penentuan titik kritis kehalalan produk
hewani dan turunanannya, produk nabati asal tumbuhan/tanaman,
produk yang mengandung mikroba atau produk turunan mikroba,
dan produk lain-lain. Titik kritis kehalalan yang dimaksud adalah
bahan dan tahapan produksi atau proses pengolahan yang harus
dicermati karena penambahan bahan atau proses tersebut dapat
mempengaruhi status kehalalan produk (Hasan, 2014). Titik kritis
ini dapat mengakibatkan suatu bahan yang semula halal menjadi
haram. Adanya titik kritis tidak menunjukkan bahwa produk ter-
sebut serta merta menjadi haram, melainkan menunjukkan adanya
kemungkinan berubahnya status kehalalan produk menjadi haram

yang perlu diwaspadai.
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B. Titik Kritis Kehalalan Produk Hewani dan Turunannya

Produk hewani dalam bentuk asalnya lebih mudah ditelusur
status halalnya. Namun dengan berkembangnya ilmu dan teknologi
saat ini hampir semua produk hewani yang beredar merupakan
produk turunan yang mempunyai bentuk dan sifat yang sangat ber-
beda dengan sifat asal hewannya. Selain produk utama hewani se-
perti daging dan lemak, produk samping berupa tulang dan kulit
juga dapat diproses lebih lanjut menjadi kolagen dan gelatin. Kola-
gen banyak diaplikasikan pada produk kosmetika atau digunakan
sebagai selongsong sosis. Gelatin sebagai produk turunan hewan di-
gunakan sebagai bahan baku pembuatan kapsul obat, permen lu-
nak, pudding, dan masih banyak produk lainnya. Karakteristik kola-
gen dan gelatin ini sangat berbeda dengan sifat bahan asalnya. Ter-
lebih lagi jika sudah menjadi produk akhir tentu akan lebih sulit
menelusur darimana gelatin tersebut bersumber. Berbagai contoh
produk turunan hewan dan aplikasinya dapat dilihat pada Gambar
4.1.

Hampir semua bahan haram yang disebutkan dalam Al-
Quran dan Hadits adalah produk hewani. Dalam QS. Al-Maaidah
ayat 3 disebutkan “Diharamkan bagimu (memakan) bangkai, darah,
daging babi, dan (daging) hewan yang disembelih bukan atas (nama)
Allah, yang tercekik, yang terpukul, yang jatuh, yang ditanduk, dan
yang diterkam binatang buas, kecuali yang sempat kamu sembelih.
Dan (diharamkan pula) yang disembelih untuk berhala” (Kemenag,
2020). Dalam Hadits juga disebutkan beberapa hewan yang haram
dan tidak boleh dikonsumsi baik dalam bentuk asalnya maupun

produk-produk olahan dan turunannya.
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Gambar 4.1. Berbagai produk hewani dan aplikasinya
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Hewan halal yang boleh dikonsumsi oleh muslim adalah ikan
dan semua hewan yang hidup di air serta belalang Sebagaimana
firman Allah SWT dalam surah Al-Maidah ayat 96 "Dihalalkan bagi-
mu hewan buruan laut dan makanan (yang berasal) dari laut sebagai
makanan yang lezat bagimu, dan bagi orang-orang yang dalam per-
jalanan" (Kemenag, 2020). Hadits riwayat Imam Abu Daud dan Tir-
midzi, Nabi saw bersabda “Laut itu suci airnya dan halal bangkai-
nya”. Rasulullah SAW juga menyatakan bahwa “Dihalalkan bagi
kalian dua bangkai dan dua darah, dua bangkai yaitu bangkai bela-
lang dan ikan, sedangkan dua darah yaitu limpa dan hati” (HR. Bai-
haqi) (Mubarakfuri, 2008). Hewan-hewan tersebut boleh dikonsumsi
meskipun tanpa disembelih atau sudah menjadi bangkai selama
tidak membahayakan kesehatan.

Setiap bagian dari hewan, baik yang diperoleh tanpa atau me-
lalui proses penyembelihan, dapat diolah menjadi produk turunan
yang memiliki kegunaan dan nilai tambah yang jauh lebih tinggi dari
produk asalnya. Penelusuran dan penentuan titik kritis kehalalan
produk hewani dan turunannya dapat dilakukan dengan mengikuti
tahapan seperti dapat dilihat pada Gambar 4.2.

Produk asal hewan halal yang umum diperoleh tanpa proses
penyembelihan, seperti susu dan telur, boleh langsung dikonsumsi.
Susu dan telur dari hewan halal, serta madu, tidak menjadi titik
kritis selama produk tersebut dikonsumsi secara langsung tanpa
diolah. Pengolahan menjadi titik kritis kehalalan karena pada pro-
sesnya menggunakan alat pengolah dan umumnya dilakukan
dengan penambahan bahan tambahan.

Produk hewani dan turunannya suci dan halal jika berasal
dari hewan halal yang disembelih sesuai dengan syariat Islam, bu-
kan darah, dan tidak bercampur atau bersentuhan dengan bahan
haram atau najis. Faktor penting yang menentukan titik kritis keha-

lalan produk hewani adalah proses penyembelihan. Hewan yang
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digunakan sebagai sumber bahan baku produk haruslah hewan

halal dan proses penyembelihannya mengikuti syariat Islam.
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Gambar 4.2. Diagram keputusan penentuan titik kritis kehalalan
produk hewani

82 FALSAFAH SAINS HALAL



Jika hewannya halal namun tidak disembelih secara syariat
Islam maka hewan tersebut termasuk kategori bangkai yang haram
dikonsumsi. Cara dan metode penyembelihan secara syariat Islam
dijelaskan di bagian lain dalam buku ini.

Fasilitas produksi juga menjadi faktor penentu status keha-
lalan produk hewani. Jika fasilitas produksi sebelumnya digunakan
untuk memproduksi hewan haram selain babi dan produk turunan-
nya maka fasilitas tersebut masih diizinkan digunakan untuk mem-
produksi bahan halal setelah dibersikan secara menyeluruh sesuai
syariat Islam dan dipastikan tidak ada residu yang tertinggal. Mesin,
alat, dan fasilitas produksi tidak diizinkan digunakan bersama atau
bergan-tian jika ada salah satu produk yang mengandung babi atau

produk turunan babi.

C. Titik Kritis Kehalalan Produk Nabati dan Turunannya

Jika diperhatikan lebih teliti, hampir semua bahan yang di-
sebutkan haram dikonsumsi dalam Al-Quran dan Hadits berasal
dari hewan dan produk turunannya. Tidak ada dalil yang menye-
butkan bahan haram yang berasal dari tanaman/tumbuhan. Semua
bahan nabati yang berasal tanaman/tumbuhan adalah halal, ke-
cuali tumbuhan yang beracun, berbahaya, atau menyebabkan kebu-
rukan bagi manusia. Keburukan yang dimaksud bisa berupa kehi-
langan kesadaran (mabuk). Sebagaimana firman Allah swt dalam Al-
Quran surat Al-A’raaf ayat 157: “..dan menghalalkan segala yang
baik bagi mereka dan mengharamkan segala yang buruk bagi
mereka...” (Kemenag, 2020). Rasulullah SAW dalam hadits riwayat
Ahmad juga melarang tiap-tiap barang yang memabukkan dan me-
lemahkan akal dan badan.

Status asal bahan nabati adalah halal. Namun terdapat bebe-
rapa titik kritis yang harus diperhatikan agar status kehalalan

bahan nabati tidak berubah. Titik kritis tersebut adalah proses
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pengolahan yang dilakukan, bahan tambahan dan bahan penolong
yang digunakan, serta fasilitas produksi yang digunakan. Proses
pengolahan bisa menjadi titik kritis kehalalan bahan nabati jika
pada proses pengolahannya: (1) menggunakan bahan tambahan
atau bahan penolong yang tidak halal, (2) terjadi kontak dengan
bahan non-halal, atau (3) diproses menggunakan fasilitas produksi
yang sama secara bergantian dengan bahan non-halal tanpa proses
pembersihan. Penentuan titik kritis kehalalan produk nabati asal
tumbuhan/tanaman dapat dilakukan dengan mengikuti pohon ke-
putusan seperti pada Gambar 4.3 berikut ini.

Pengolahan bahan nabati dengan perlakukan fisik menggu-
nakan alat yang bukan terbuat dari tulang atau gigi dan tanpa pe-
nambahan bahan lain tidak merubah status kehalalannya. Pengo-
lahan secara fisik merupakan pengolahan bahan yang memanfaat-
kan perubahan sifat fisik bahan. Pengolahan fisik bisa berupa proses
pengeringan, pengecilan ukuran, ekstraksi, dan pengolahan dengan
suhu panas/dingin. Pengeringan bahan dapat dilakukan dengan
penjemuran di bawah sinar matahari, pengeringan dengan oven,
pengeringan semprot (spray drying), atau pengeringan beku (freeze
drying). Pengecilan ukuran bertujuan untuk memperkecil ukuran
bahan sehingga lebih seragam dan lebih mudah dikemas. Pengecilan
ukuran umumnya dilakuan melalui proses pemotongan dan dapat
dilanjutkan dengan pembuatan serbuk/bubuk. Ektraksi secara fisik
dilakukan dengan memberikan tekanan sampai ekstrak keluar dari
bahan. Sedangkan pengolahan dengan suhu dilakukan dengan ste-
rilisasi, pasteurisasi, pendinginan, atau pembekuan bahan. Selama
pengolahan fisik tersebut menggunakan alat yang tidak terkonta-
minasi bahan haram atau najis dan tidak ada penambahan bahan
tambahan dan/atau bahan penolong, maka bahan nabati tersebut

halal dikonsumsi.
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Gambar 4.3. Diagram keputusan penentuan titik kritis kehalalan
produk nabati
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Bahan tambahan adalah bahan selain ingredien utama yang
ditambahkan secara sengaja untuk mempengaruhi sifat atau bentuk
produk. Jenis bahan tambahan digolongkan berdasarkan sifat fung-
sional yang dimiliki. Misalnya pewarna yang dapat menghasilkan
warna tertentu, pengawet yang dapat memperpanjang masa simpan
produk, pengemulsi, anti kempal, anti oksidan, pemutih, dan lain-
lain. Sedangkan bahan penolong adalah bahan yang digunakan pada
proses pengolahan untuk memenuhi tujuan teknologi tertentu dan
tidak meninggalkan residu pada produk akhir. Contoh bahan peno-
long adalah arang (karbon) aktif pada proses penjernihan air. Air
keruh dilewatkan pada arang yang akan menahan kotoran yang me-
lewatinya. Arang tidak terdeteksi pada air yang telah disaring namun
kontak antara air dan arang bisa menjadi titik kritis kehalalaannya
karena selain terbuat dari batok kelapa, arang juga bisa berasal dari
tulang hewan. Pembahasan mendalam mengenai bahan tambahan
dan bahan penolong dapat dibaca pada bagian lain di buku ini.

Selain proses pengolahan, bahan tambahan, dan bahan pe-
nolong, fasilitas produksi juga bisa menjadi titik kritis kehalalan
produk nabati. Jika hanya digunakan untuk memproduksi bahan
nabati maka fasilitas produksi tidak menjadi titik kritis. Namun jika
fasilitas produksi tersebut digunakan bergantian antara produk na-
bati dan produk hewani atau produk lain, maka sangat mungkin ter-
jadi kontak antara bahan nabai dengan bahan lain yang dapat men-
jadi titik kritis kehalalan.

Kemajuan teknologi menyebabkan produk yang banyak bere-
dar di pasaran merupakan produk turunan yang bentuk dan sifat-
nya sudah jauh berbeda dari produk asalnya. Meskipun berasal dari
tanaman/tumbuhan, namun proses produksi dan kontak dengan
fasilitas produksi dapat mempengaruhi kehalalan produk. Kemam-
puan menelusur sumber dan proses produksi bahan/produk men-

jadi faktor kunci dalam menentukan kehalalan produk nabati.
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D. Titik Kritis Kehalalan Produk Mikrobial

Pemanfaatan mikroorganisme dalam industri pangan, obat,
dan kosmetika menjadi salah satu alternatif menciptakan produk
yang tidak hanya bergizi namun juga memiliki nilai fungsionalitas
tinggi. Produk tersebut dapat berupa mikroba utuh, hasil fermentasi,
probiotik, sinbiotik, dan nutrasetikal (Kurniadi dan Frediansyah,
2016). Produk yang memanfaatkan mikroorganisme bisa disebut
dengan produk mikrobial. Contoh produk mikrobial antara lain se-
perti protein sel tunggal, produk probiotik, asam organik, asam ami-
no, biosurfaktan, penguat rasa (monosodium glutamate/MSG,
ribotide), antibiotik, insulin, interferon, vitamin dan enzim (Atma et
al., 2018).

Mikroorganisme yang banyak digunakan dalam produksi
pangan, obat, dan kosmetika berasal dari jenis bakteri, kapang (ja-
mur mikro), dan khamir (ragi). Mikroba dapat dimanfaatkan secara
langsung sebagai bahan baku produk, sebagai agen bioproses peng-
hasil metabolit dan senyawa baru, pemecah senyawa kompleks,
serta penghasil flavor dan warna (Dufossé, 2018). Mikroba juga me-
megang peranan penting di era bioteknologi sekarang ini. Modifikasi
gen dan proses rekayasa genetika banyak memanfaatkan berbagai
jenis mikroba sebagai media pembawa. Mencermati banyaknya man-
faat yang diperoleh dari produk mikrobial maka diperlukan pe-
mahaman yang baik mengenai status kehalalannya.

Berbeda dengan sebagian besar produk yang titik kritisnya
dapat diidentifikasi dari bahan baku dan bahan tambahan yang di-
gunakan, maka produk mikrobial identifikasi titik kritis perlu pema-
haman lebih mendalam. Titik kritis kehalalan produk mikrobial
dapat berasal dari (1) sumber isolat mikroba, (2) media pertum-
buhan, (3) produk metabolisme, (4) fasilitas produksi, dan (5) matrik
atau bahan lain yang ditambahkan untuk tujuan tertentu (Gambar
4).
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1. Sumber isolat/kultur mikroba

Mikroba murni pada dasarnya halal untuk dikonsumsi se-
lama tidak membahayakan kesehatan manusia dan tidak terkena
barang najis (MUI 2010). Mikroba yang digunakan untuk industri
pangan haruslah bersifat tidak beracun bagi manusia. Mikroba da-
pat diisolasi dari berbagai sumber. Mikroba yang berasal dari babi
haram untuk digunakan. Jika mikroba berasal dari sumber yang
haram selain babi, misalnya darah dan kotoran manusia/hewan,
masih diizinkan untuk digunakan setelah mengalami proses pen-
cucian hingga sifat najisnya hilang. Beberapa bakteri probiotik, bak-
teri penghasil reuterin, dan bakteri penghasil equol/estrogen non-

steroid adalah contoh mikroba yang diisolasi dari babi.

2. Media pertumbuhan mikroba

Seperti halnya makhluk hidup lain, mikroba juga memerlu-
kan lingkungan yang nyaman untuk dapat tumbuh, berkembang
biak, dan menghasilkan produk. Mikroba hanya dapat tumbuh pada
media spesifik yang diperkaya nutrisi seperti karbon, nitrogen, vita-
min, mineral, dan lain-lain. Substrat atau media pertumbuhan
mikroba harus diperoleh dari bahan yang halal. Mikroba yang tum-
buh pada media pertumbuhan yang suci hukumnya halal. Media
tempat hidup mikroba tidak boleh berasal atau mengandung bahan
dari babi. Media yang mengandung atau bersentuhan dengan babi
atau produk turunannya adalah haram. Mikroba dan produk mikro-
ba yang tumbuh pada media yang bersentuhan atau kontak dengan
bahan najis, tapi bukan babi, halal jika produk dapat dipisahkan
dari medianya dan dibersihkan (disucikan) (MUI, 2010).

3. Produk metabolisme
Metabolit atau produk metabolisme mikroba perlu diperhati-
kan terkait produksi alkohol/etanol (CoHsOH) hasil fermentasi. Ada-

nya khamir Saccharomyces cerevisiae pada produk pangan nabati
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sumber karbohidrat dapat menyebabkan terjadinya proses fermen-
tasi alkohol yang masuk kategori khamr atau minuman keras.
Khamr merupakan salah satu produk yang haram dikonsumsi
berdasarkan firman Allah swt dalam QS Al-Maaidah ayat 90 yang
berbunyi “Hai orang-orang yang beriman, sesungguhnya (meminum)
khamr, berjudi, (berkorban untuk) berhala, mengundi nasib dengan
panah, adalah termasuk perbuatan syaitan. Maka jauhilah perbuat-
an-perbuatan itu agar kamu mendapat keberuntungan” (Kemenag,
2020). Merujuk pada Fatwa MUI, minuman beralkohol yang masuk
kategori khamr adalah minuman yang mengandung alcohol/etanol
minimal 0.5% dan minuman ini hukumnya haram. Etanol yang ber-
asal dari khamr hukumnya adalah haram. Meskipun demikian, pro-
duk minuman hasil fermentasi yang mengandung etanol kurang dari
0.5% hukumnya halal jika secara medis tidak membahayakan (MUI,

2018).

4. Fasilitas produksi

Fasilitas produksi berupa mesin, peralatan, termasuk pera-
latan gelas (cawan petri, erlenmeyer, tabung reaksi, dan lain-lain)
yang digunakan untuk perbanyakan mikroba atau memproduksi
produk mikrobial harus memenuhi persyaratan halal. Apabila fasi-
litas produksi terkontaminasi dengan bahan haram atau najis maka
harus dibersihkan/disucikan terlebih dahulu sebelum digunakan.
Titik kritis terkait fasilitas produksi yang menyebabkan suatu pro-
duk mikrobial menjadi tidak halal adalah tempat di mana produk
tersebut diproduksi. Contoh yang tidak halal misalnya ragi/khamir
yang diproduksi dari perusahaan bir (Kurniadi dan Frediansyah,
2016). Ragi atau ekstrak ragi kering dari industri bir masih boleh
dikonsumsi setelah dipisahkan dari media pertumbuhannya dan

disucikan (MUI, 2010).
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5. Matrik atau bahan lain yang ditambahkan

Dalam produksi mikroba dan produk mikrobial sering kali di-
beri penambahan bahan untuk tujuan tertentu. Bahan atau matriks
tersebut sengaja ditambahkan misalnya untuk mencegah oksidasi,
membuatnya lebih larut, atau melindungi produk dari pengaruh
lingkungan. Bahan tambahan tersebut umumnya merupakan bahan
penyalut seperti pati jagung, laktosa monohidrat, povidon, mikro-
kristal selulosa, susu skim, alginate, kitosan-alginat, dan whey pro-

tein (Kurniadi dan Frediansyah, 2016).

E. Titik Kritis Produk Bioteknologi

Bioteknologi yang memanfaatkan makhluk hidup maupun
produk dari makhluk hidup dalam proses produksi untuk mengha-
silkan produk, terus berkembang seiring dengan majunya bidang
biologi molekuler. Bioteknologi di bidang pangan antara lain aplikasi
enzim untuk persiapan dan pengolahan produk, teknologi sel mikro-
ba untuk menghasilkan pangan fermentasi dan BTP, serta DNA re-
kombinan untuk menghasilkan tanaman/hewan transgenik (Prama-
shinta et al., 2014). Teknologi DNA rekombinan adalah salah satu
perkembangan terpenting untuk produksi bahan mikroba. Metode
ini memberikan banyak keuntungan seperti hasil yang tinggi untuk
produksi produk mikroba. Teknik DNA rekombinan dilakukan de-
ngan cara memotong helai-helai DNA dari satu organisme dan kemu-
dian ditempelkan ke dalam organisme lainnya. Teknik inilah yang
dinamakan dengan rekayasa genetika (Hetami, 2009). Teknik gun-
ting-tempel ini dilakukan dari satu organisme ke organisme lainnya
yang bahkan tidak sekerabat. Aplikasi bioteknologi yang paling kon-
troversial melibatkan penggunaan hewan dan transfer gen dari hewan
ke tanaman (Khattak et al., 2011). Secara teoritis, gen donor dapat
berasal dari sumber biologis manapun, seperti tumbuhan, mikro-

organisme, serangga, ikan, atau hewan lain (Zailani et al., 2010).
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Makhluk hidup yang banyak dimanfaatkan dalam bidang
bioteknologi adalah mikroorganisme, terutama bakteri dan khamir
(Atma et al., 2018). Mikroba digunakan sebagai pembawa materi
genetik yang dapat dimanfaatkan untuk menghasilkan produk akhir
berupa enzim atau hormon yang bermanfaat terutama bagi kesehat-
an manusia. Bakteri E. coli digunakan sebagai pembawa DNA rekom-
binan dari gen babi untuk menghasilkan hormon insulin yang di-
perlukan oleh penderita diabetes. Enzim a-amilase dan protease da-
pat dihasilkan dari rekombinan khamir Saccharomyces cereviciae
dengan gen dari pankreas babi.

Pertimbangan yang dapat diambil untuk menentukan status
kehalalan produk hasil bioteknologi adalah konsep Istihalah (peru-
bahan bentuk/keadaan) (Riaz dan Chaudry, 2019). Apakah gen babi
dapat diterima? Apakah ada perubahan yang terjadi pada transfer
gen dari hewan haram ke hewan halal? Apakah gen cukup mengu-
bah karakter hewan atau tumbuhan penerima sehingga menjadikan-
nya haram? Sekalipun produk hasil rekayasa genetika aman, namun
jika konsumen Muslim merasa penggunaan DNA babi melanggar ke-
yakinan agama maka produk tersebut dianggap meragukan (Che
Man dan Sazili, 2010).

Majelis Ulama Indonesia (MUI) melalui Fatwa No. 35/2013
menyatakan bahwa melakukan rekayasa genetika terhadap hewan,
tumbuhan, dan mikroba adalah mubah (boleh). Sifat mubah terse-
but memiliki syarat di antaranya bermanfaat, tidak membahayakan,
dan sumber gen bukan berasal dari yang haram (MUI, 2013). Berda-
sarkan fatwa di atas, dapat dikatakan bahwa titik kritis keharaman
suatu pangan GMO (Genetically Modified Organism) dapat dilihat
dari bahan baku atau asal gen yang digunakan. Jika sumber gen
atau adanya penggunaan bahan yang haram (gen babi dan manusia)
saat pembuatan, maka produk hasil rekayasa genetika yang dihasil-

kan menjadi haram. Hal ini menjadi dasar pengambilan fatwa MUI
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untuk memberikan sertifikasi produk pangan yang berbahan baku
dari produk GMO.

Jika kembali ke konsep istihalah, transformasi ini akan di-
anggap halal selama hewan sumbernya halal. Modifikasi mikroba da-
pat menjadi haram apabila menggunakan sumber gen yang didapat-
kan dari material haram seperti insersi gen pengkode c-amilase dari
babi (Feller et al., 1996) dan insersi gen mrc-1 sebagai antimirobia
yang berasal dari bakteri Enterococcus dari babi (Kurniadi dan
Frediansyah, 2016). Meskipun produk akhir hasil rekayasa genetika
berubah dari sifat asalnya dan gen yang ditransfer diterjemahkan
sesuai dengan sel inang namun mengambil gen apapun dari babi

adalah haram.

F. Titik Kritis Enzim

Salah satu produk mikrobial yang banyak diproduksi adalah
enzim. Enzim merupakan produk akhir gen berupa protein dan ber-
peran sebagai katalis pada proses pengolahan. Industri pangan
banyak memanfaatkan sifat katalitik enzim untuk meningkatkan
kuantitas produk dalam waktu dan biaya yang lebih sedikit serta
meningkatkan karakteristik sensori produk. Enzim dapat diambil
dari hewan, tumbuhan dan juga mikroorganisme (Tabel 4.1). Enzim-
enzim yang dihasilkan oleh mikroba antara lain seperti alfa-amilase,
selulase, glukoamilase, lipase, dan protease. Sebagian besar enzim
dikategorikan sebagai bahan penolong karena perannya pada proses
pengolahan pangan meskipun keberadaannya tidak terdeteksi lagi di
produk akhir.

Industri yang banyak memanfaatkan enzim pada proses pro-
duksinya adalah industri pengolah keju. Enzim chymosin membantu
menggumpalkan susu, lipase mempercepat pematangan keju, dan
laktase meningkatkan daya cerna susu sehingga mengurangi risiko

alergi. Enzim yang digunakan bisa berasal dari mikroba atau hewani.
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Sumber enzim harus menjadi perhatian konsumen Muslim. Keju dan
whey (cairan kekuningan yang tersisa setelah dadih keju terbentuk)
yang diproduksi menggunakan enzim dari sumber haram atau he-
wan yang tidak disembelih secara Islam adalah haram (Che Man dan
Sazili, 2010).

Enzim yang diambil dari tumbuhan adalah halal untuk di-
konsumsi. Contohnya enzim papain yang diekstrak dari pepaya dan
enzim amilase yang diambil dari barley/malt. Jika enzim tersebut
berasal dari sumber hewan yang halal maka dianggap halal selama
hewan disembelih menurut syariat Islam. Jika tidak, maka enzim
akan menjadi syubhat (diragukan). Misalnya enzim pepsin/protease
dapat diekstraksi dari perut sapi/babi dan hati sapi (Mathewson,
1998).

Tabel 4.1. Asal enzim dan fungsinya

Asal Jenis Aktivitas Penggunaan
Bakteri Bacillus Protease Daging, minuman
Bakteri Streptomyces Isomerase Minuman, pati
Kapang Aspergillus Protease Keju
Kapang Mucor Lipase Keju,

lemak/minyak
Khamir Saccharomyces  Invertase Cokelat
Khamir Kluyveromyces Chymosin/ renin Keju
Tumbuhan Barley/ malt Amilase Roti, gula
Tumbuhan Papaya Papain/ protease Roti, minuman
Hewan Bovine liver Katalase Minuman, susu
Hewan Ruminansia Renin/ protease Keju
Hewan Perut babi/sapi Pepsin/ protease Keju/ sereal

Sumber: Mathewson, 1998

Beberapa enzim dihasilkan dari hasil rekayasa secara bio-
logis menggunakan mikroba (bakteri, kapang, atau khamir) melalui
proses fermentasi. Produk mikrobial (bahan penyusun, enzim, mi-

kroba rekombinan, dan bahan penolong) sudah ditetapkan menjadi
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titik kritis kehalalan produk (LPPOM MUI, 2010). Enzim sintetik
akan dianggap halal hanya jika bahan dan bahan kimia yang digu-
nakan untuk ekstraksi halal dan metode pengolahannya tidak me-
langgar prinsip dasar Halal. Terdapat enam titik kritis pada proses
produksi enzim secara fermentasi, yaitu asal bahan baku, asal mi-
kroba, bahan penolong yang dipakai, media pertumbuhan mikroba,
ingredient yang dipakai, pengemasan, dan pelabelan (Riaz dan
Chaudry, 2019). Kehalalan produksi enzim dengan prinsip biotekno-
logi antara lain sumber mikroba, media yang digunakan untuk per-
tumbuhan atau penyegaran, gen asing yang disisipkan ke mikroba,
resin kromatografi yang digunakan untuk purifikasi, zat aditif yang
ditambahkan untuk stabilitas enzim, dapat pula berasal dari bahan
pemecah sel jika merupakan suatu enzim intraseluler. Enzim yang
dihasilkan murni berasal dari mikroorganisme maka kemungkinan
halal akan lebih tinggi meskipun perlu dianalisa media pertum-
buhan yang digunakan. Namun jika berasal dari produk bioteknologi

maka resiko tidak halal akan meningkat (Atma et al., 2018).

G. Titik Kritis Kehalalan Produk Lain-Lain

Produk lain-lain merupakan bahan yang digunakan dalam
proses produksi pangan, obat, dan kosmetika yang bukan berasal
dari sumber nabati, hewani, dan mikrobial. Produk yang termasuk
produk lain-lain adalah bahan tambang/mineral, bahan sintetik ha-
sil reaksi kimia (baik tunggal maupun campuran), dan bahan cam-
puran yang banyak digunakan sebagai bahan tambahan dan bahan
penolong pada proses pengolahan.

Kebanyakan produk lain-lain yang berasal dari bahan tam-
bang merupakan produk yang pasti halal karena diambil langsung
dari alam tanpa melalui proses pengolahan atau penambahan bahan
lain. Misalnya bentonit yang dipakai pada proses penyaringan atau

pemucatan. Demikian juga bahan kimia anorganik yang disintesis
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secara kimia. LPPOM MUI mengkategorikan bahan-bahan tersebut
ke dalam Daftar Bahan Tidak Kritis (Halal Positive List of Material)
(LPPOM MUI 2019). Bahan lain-lain yang patut dicermati titik kritis-
nya adalah bahan yang berasal dari bahan sintetis organik dan cam-
puran. Bahan sintetis organik menjadi titik kritis karena dapat
dibuat atau diproduksi dari bahan organik. Bahan campuran dibuat
dengan mencampurkan atau menggabungkan beberapa bahan
tanpa melalui reaksi kimia. Titik kritis kehalalan produk lain-lain
dapat ditelusuri mengikuti pohon keputusan seperti dapat dilihat
pada Gambar 5.

Dalam aplikasi di industri pangan, obat, dan kosmetika,
produk yang termasuk produk lain-lain banyak digunakan sebagai
bahan tambahan atau bahan penolong yang dapat meningkatkan
sifat fungsional produk. Jenis dan jumlahnya sangat banyak sehing-
ga pada proses pemeriksaan halal produk-produk golongan ini bia-
sanya mendapat perhatian serius dari auditor. Pembahasan secara
mendalam mengenai titik kritis kehalalan bahan tambahan dan ba-
han penolong proses produksi dapat dibaca pada bagian lain dalam

buku ini.

1. Produk Campuran Perisa

Produk campuran menjadi titik kritis karena terbuat dari
campuran beberapa bahan yang harus diteliti satu per satu untuk
memastikan kehalalannya. Salah satu contoh produk campuran
adalah BTP perisa (flavouring). Perisa merupakan BTP berupa prepa-
rat konsentrat, dengan atau tanpa ajudan perisa (flavouring adjunct)
yang digunakan untuk memberi flavour, dengan pengecualian rasa

asin, manis, dan asam (BPOM, 2016).
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Produk perisa tersedia dalam berbagai bentuk, dari campur-
an sederhana yang diracik dari beberapa bahan cair hingga campur-
an kompleks yang direkayasa menggunakan teknologi enkapsulasi.
Bentuk sediaan perisa dapat memiliki karakteristik kelarutan dan
stabilitas panas yang berbeda disesuaikan dengan aplikasinya pada
produk. Bahan baku yang digunakan dalam pembuatan perisa ha-
rus diidentifikasi dan diteliti dengan cermat status kehalalannya.
Secara umum, Butrym et al. (2019) memberikan empat prinsip atur-
an halal untuk produk campuran:

1. Produk hewani harus halal baik secara intrinsik (madu, telur,
susu) atau dari hewan halal yang disembelih menurut hukum

Islam. Bahan nabati secara umum halal kecuali GMO.

2. Minuman keras (khamr) dan etanol yang berasal dari industri
khamr adalah haram. Alkohol/etanol non-khamr diperboleh-

kan dengan syarat tertentu.
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3. Bahan hasil fermentasi (termasuk mikroba dan enzim) harus
memenuhi prinsip halal.

4. Fasilitas produksi, peralatan, dan lingkungan produksi harus
dikelola untuk mencegah kemungkinan kontaminasi produk
halal dengan bahan haram.

Evaluasi status halal produk yang terdiri dari campuran ba-
nyak bahan dilakukan dengan berfokus pada bahan yang memiliki
risiko tertinggi. Berikut ini beberapa ingredien bahan mentah penyu-

sun produk campuran perisa yang harus diwaspadai kehalalannya.

2. Oleoresin dan minyak esensial

Bahan dasar produk campuran perisa yang berasal dari sum-
ber nabati termasuk bahan yang rendah risiko ketidakhalalannya.
Oleoresin dan minyak esensial dapat berasal dari ekstrak yang di-
peroleh dengan memisahkan (ekstraksi) senyawa aktif dari matriks
biologisnya. Proses pemisahan tersebut umumnya menggunakan
pelarut air atau etanol. Etanol yang digunakan diperbolehkan jika
kadarnya kurang dari 0.5% dan tidak boleh berasal dari industri
khamr (MUI, 2018). Selain etanol, gliserol juga sering digunakan
sebagai pembawa (carrier) campuran perisa. Gliserol diperoleh dari
hasil hidrolisis lemak hewan dan sekarang ini sudah banyak gliserol
hasil sintesis organik menggunakan bahan dasar minyak bumi (da
Silva et al., 2009; Rotondo et al., 2017). Etanol dan gliserol juga di-
gunakan sebagai ajudan perisa (flavouring adjunct) pada produk.
Selain itu, proses produksi oleoresin dan minyak esensial yang meli-
batkan fermentasi atau aktivitas enzim harus dievaluasi untuk me-

mastikan bahwa semua komponen memenuhi standar halal.

3. Sari buah dan konsentrat
Bahan ini merupakan ingredient perisa alami yang paling

banyak digunakan. Berdasarkan asalnya bahan ini termasuk bahan
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halal kecuali jika ada penambahan bahan lain seperti penjernih,
penstabil atau pengemulsi yang menjadi subjek pengawasan keha-
lalan (Butrym et al., 2019). Sari buah dan konsentrat dapat mengan-
dung etanol yang terbentuk secara alami. Produk non fermentasi
yang mengandung alkohol/etanol kurang dari 0.5% yang bukan ber-

asal dari khamr hukumnya halal (MUI, 2018).

4. Asam amino

Asam amino banyak digunakan sebagai ingredien perisa un-
tuk meningkatkan rasa gurih, misalnya asam glutamat. Asam amino
diperoleh dari hasil hidrolisis protein, baik protein hewani maupun
nabati. Sumber protein menjadi titik kritis kehalalan asam amino.
Asam amino L-sistein dapat berasal dari rambut manusia, rambut
hewan, bulu hewan, atau secara dibuat secara sintetis. Sistein yang
terbuat dari rambut manusia dilarang digunakam dalam produksi
produk halal. Sedangkan L-sistein dari bulu diperbolehkan jika ber-
asal dari hewan halal yang disembelih dengan tepat. Jika dibuat
secara sintetis atau hasil fermentasi, asam amino tersebut juga da-
pat dianggap halal, asalkan semua langkah dan bahan sesuai

dengan prosedur halal (Butrym et al., 2019).

5. Lipida dan asam lemak

Lipida, termasuk lemak, asam lemak, lilin, dan sterol, banyak
digunakan dalam perisa untuk memberi karakter sensori dan fisik.
Dalam sistem enkapsulasi perisa, turunan lipida seperti campuran
lesitin dan gliserol ester sering digunakan untuk menstabilkan sis-
tem dan membantu retensi flavor (Butrym et al., 2019). Selain sin-
tetis, sebagian besar bahan ini tersedia sebagai bahan alami dari
sumber tumbuhan dan hewan. Lipida hewani dan hasil bioteknologi
harus diwaspadai kehalalannya. Pada produk perisa daging, saat

prosesnya diperlukan base yang dibuat dari hasil reaksi asam amino
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atau protein hidrolisat, gula, dan lemak (Lieske dan Konrad, 1994).
Pada saat formulasi perisa daging, sering kali diperlukan penambah-
an lemak hewani sehingga harus jelas cara penyembelihan hewan-

nya.

6. Bahan hewani

Beberapa produk perisa juga sangat mungkin menggunakan
bahan asal hewan, seperti ekstrak castoreum pada perisa vanila.
Castoreum diperoleh dengan ekstraksi alkohol dari kelenjar aroma
hewan berang-berang (Burdock, 2007). Karena berang-berang hanya
mengkonsumsi daun dan kulit kayu, castoreum tidak berbau seperti
sekresi hewan lainnya. Ekstrak castoreum digunakan sebagai kom-
ponen flavour perisa sebab mempunyai aroma harum vanilla yang
tajam sehingga ketika ekstrak ini dilarutkan dalam alkohol akan
memberikan sensasi buah yang menyenangkan (Angayarkanni et al.,
2019). Bahan tersebut sudah tersedia dalam bentuk sintetis, namun
bahan alaminya masih digunakan untuk beberapa produk perisa ka-
rena dianggap memiliki karakteristik sensori yang khas. Perisa va-
nilla yang mengandung castoreum ini digunakan sebagai BTP pada
produk minuman, makanan penutup dari susu, permen, rerotian,
gelatin dan puding (Burdock, 1995). Castoreum sebagai aditif
dikategorikan sebagai GRAS (Generally Recognized as Safe) oleh FDA
(US Food and Drug Administration) sehingga produsen boleh menye-
butkannya sebagai perisa alami pada label (US FDA, 2020).

Perisa bersertifikat halal menjadi bagian penting pada proses
pembuatan produk karena perisa dapat diproses dengan berbagai
cara dan melibatkan berbagai jenis ingredien dalam produksinya.
Meskipun perisa yang digunakan sebagai BTP sangat kecil persenta-
senya dalam formulasi pangan, namun adanya bahan-bahan yang
kritikal membuat produk campuran perisa harus diwaspadai status

kehalalan. Sertifikasi halal perisa memberikan jaminan kepada pro-
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dusen pangan dan konsumen bahwa semua bahan dalam komposisi

perisa tersebut mengikuti aturan halal.
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A. Pengantar

Konsep halal dan haram bagi kehidupan umat muslim sangat
penting sesuai dengan ajaran dalam Al Quran dan Hadits, hal ini
berhubungan dengan semua aktivitas yang dijalani. Konsep halal
dan haram tidak hanya sekedar diterapkan pada pemenuhan syariat
islam seperti penyembelihan hewan, namun juga mencakup semua
hal yang berkaitan dengan produk yang dimanfaatkan dalam kehi-
dupan sehari-hari, meliputi pangan halal, kosmetik, farmasi, gaya
hidup maupun pelayan yang sesuai dengan syariat agama islam
(Elasrag 2016). Dalam islam, pangan halal selalu beriringan dengan
istilah Thoyyib, atau juga disebut dengan halalan thoyyiban. Halalan
thoyyiban meliputi makanan halal yang aman, berkualitas, dan juga
bernutrisi, yang sedianya bermanfaat untuk kesehatan tubuh dan
tidak membahayakan fisik, jiwa serta akal bagi yang mengkonsumsi-
nya (Nafis 2019).

Industri makanan berkembang sangat pesat saat ini berim-
bas pada peningkatan kebutuhan pasar untuk makanan halal se-
cara global (Fathoni dan Syahputri 2020). Populasi umat muslim me-
rupakan segmentasi pasar yang cukup banyak dalam hal pemilihan

produk makanan, sehingga aturan peredaran makanan halal dimuat
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secara nasional maupun Internasional. Aturan tersebut memuat
aturan terkait pedoman pangan halal dan thoyib yang meliputi ruang
lingkup, definisi, kriteria, dan persyaratan pelabelan untuk diguna-
kan. Dalam standar halal, regulasi menjadi sangat penting untuk
memastikan bahwa setiap orang mematuhi prosedur atau spesifikasi
produk yang sama, yang sebagai imbalannya memfasilitasi prosedur
logistik, perdagangan, mencegah penipuan konsumen, dan mening-
katkan kualitas produk (Dankers, 2003).

Produk makanan olahan sebagian besar menggunakan ba-
han tambahan pangan/aditif dengan berbagai tujuan, seperti; me-
ningkatkan kualitas bahan pangan, meningkatkan stabilitas, meng-
awetkan makanan, dan meningkatkan rasa, tekstur, konsistensi
atau warna serta tujuan lainnya (Gherezgihier et al. 2017). Perhatian
besar terhadap penggunaan aditif perlu dikritisi terkait sumber aditif
dan juga takaran aditif yang ditambahkan pada bahan makanan,
terutama penggunaan aditif yang sintetik untuk menjaga kualitas
dan keamanan pangan. Perhatian terkait penggunaan aditif yang da-
pat terindikasi mengakibatkan toksisitas apabila tidak digunakan
dengan bijak juga perlu dilakukan.

Uni Eropa (UE) merupakan persatuan politik dan ekonomi
yang saat ini berkembang dengan baik dalam upaya mengembang-
kan regulasi keamanan pangan, dan menghasilkan kebijakan
dengan standar yang tinggi untuk menjamin produk aman dikon-
sumsi untuk kesehatan (Broberg 2009). Standar sertifikasi kehalal-
an produk dalam sistem perdagangan Internasional mulai mendapat
perhatian lebih dalam upaya memberikan perlindungan konsumen
untuk memakan produk halal. Sistem regulasi Internasional memas-
tikan semua jenis aditif yang digunakan tidak memberikan pengaruh
negatif terhadap konsumen dan memberi perlindungan konsumen.
Praktek perdagangan bahan pangan diawasi dengan resmi dan se-

cara ketat diberlakukan regulasi yang harus dipatuhi. Gherezgihler
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et al. (2017) menyebutkan bahwa aditif yang termasuk dalam daftar
positif disetujui oleh organisasi pengatur regulasi untuk tersedia di
pasar dan digunakan, sedangkan bahan aditif yang berdampak
buruk bagi kesehatan masuk ke dalam daftar negatif dan tidak boleh
dipasarkan. Hal ini juga selaras dalam upaya menjaga kehalalan
produk pangan yang menggunakan berbagai jenis aditif serta metode
produksi yang dilakukan sesuai dengan undang-undang yang ber-
laku.

B. Definisi Aditif Makanan

Codex Alimentarius mendefinisikan zat aditif sebagai suatu
zat yang biasanya tidak dikonsumsi sebagai makanan langsung,
tidak berfungsi sebagai penciri produk, memiliki atau tidak memiliki
nilai gizi, yang sengaja ditambahkan pada makanan untuk tujuan
teknologi (termasuk organoleptik). Tujuan teknologi dari pengguna-
an zat aditif digunakan dalam proses persiapan, pengolahan, penge-
masan, pengangkutan, dimana semua bahan tersebut secara lang-
sung maupun tidak langsung memiliki efek samping yang mem-
pengaruhi karakteristik makanan baik secara fisik, kimia maupun
mikrobiologi. Sedangkan Badan Pengawas Obat dan Makanan Ame-
rika Serikat (FDA) mendefinisikan aditif makanan sebagai “zat apa
pun yang diharapkan dapat mempengaruhi secara wajar karakteris-
tik makanan langsung atau tidak langsung”. Definisi ini mencakup
substansi apapun digunakan dalam produksi, pemrosesan, perawat-
an, pengemasan, pengangkutan atau penyimpanan makanan
(Griffiths dan Borzelleca 2014).

Penggunaan aditif dari bahan alami sebenarnya sudah dila-
kukan sejak turun-temurun, seperti penggunaan garam atau gula
serta rempah-rempah yang bertujuan untuk mengawetkan produk
makanan serta mendapatkan aroma dan rasa baru pada produk

yang dihasilkan. Namun perkembangan industri saat ini memberi-
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kan pengaruh yang signifikan terhadap hadirnya produk-produk
pangan olahan yang modern, baik secara teknologi maupun bahan
yang digunakan. Dalam industri modern, penggunaan aditif pada
proses produksi biasanya berasal dari bahan sintetik yang diguna-
kan untuk tujuan tertentu. Penggunaan aditif digunakan untuk
mencapai suatu tujuan tertentu dalam upaya menjaga kualitas pro-
duk untuk tetap baik dan aman untuk dikonsumsi. Beberapa penge-
lompokan aditif yang digunakan pada proses produksi makanan,
meliputi fungsi sebagai:

pengawet

pemanis

aditif warna

rasa, rempah-rempah
penambah rasa

pengganti lemak

nutrisi

pengemulsi

stabilisator, pengental, pengikat, dan pembuat tekstur
agen ragi

agen anti-caking

humektan

nutrisi ragi

penguat adonan dan kondisioner
agen firming

persiapan enzim

gas.

Indonesia biasa menyebut zat aditif sebagai Bahan Tambah-
an Pangan (BTP) yang menurut Badan Pengawasan Obat dan Ma-
kanan (BPOM) Indonesia BTP didefinisikan sebagai bahan yang di-
tambahkan ke dalam pangan yang difungsikan untuk mempenga-
ruhi sifat atau bentuk Pangan. Dalam Peraturan yang dikeluarkan
oleh BPOM Nomor 11 Tahun 2019 Tentang BTP menyebutkan bah-
wa: (1) BTP bukan merupakan bahan baku dalam pengolahan

pangan dan tidak dikonsumsi sebagai makanan (2) BTP dapat mem-
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punyai nilai gizi, yang sengaja ditambahkan ke dalam Pangan untuk
tujuan teknologi pada pembuatan, pengolahan, penyiapan, perlaku-
an, pengepakan, pengemasan, penyimpanan dan/atau pengangkut-
an pangan untuk suatu komponen atau mempengaruhi sifat pangan
tersebut, secara langsung atau tidak langsung. (3) BTP yang meru-
pakan senyawa gizi dan digunakan sebagai sumber Zat Gizi, peng-
gunaannya dinyatakan sebagai Zat Gizi (BPOM 2019).

Secara keseluruhan tujuan dari definisi tersebut secara hu-
kum adalah untuk membuat regulasi yang jelas terhadap peredaran
zat aditif dalam bahan pangan sehingga bisa dipastikan aman bagi
yang menggunakan dan mengkonsumsi. Sedangkan definisi lainnya
dari penggunaan zat aditif adalah untuk mempengaruhi rasa, sifat
dan bentuk pangan. Jenis jenis bahan tambahan pangan (BTP) atau
zat aditif yang digunakan pada pengolahan makanan bervariasi,

mulai dari BTP alami ataupun sintetis.

C. Kelompok BTP Makanan
Berbagai jenis BTP dalam proses produksi digunakan untuk
membantu memperbaiki kualitas makanan yang bertujuan mening-
katkan flavour, rasa, nilai gizi, penampilan, kesegaran dan keaman-
an. Berdasarkan manfaatnya, zat aditif dibagi menjadi beberapa ke-
lompok, yaitu ;
1. BTP sebagai pewarna
Pewarna biasanya digunakan dalam proses produksi dengan
tujuan menyeimbangkan warna produk, yang mungkin akan
pudar karena beberapa kondisi eksternal seperti paparan
cahaya, udara, suhu ekstrim, kelembaban, dan kondisi pe-
nyimpanan untuk meningkatkan warna alami pada bahan
yang berubah karena proses pengolahan (Cejudo-Bastante et
al. 2014; Sagdic et al. 2013; Turker dan Erdogdu 2006). Bebe-

rapa pewarna yang umum sering digunakan seperti karamel,
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yang digunakan dalam produk seperti saus dan minuman
ringan, dan kurkumin, warna kuning yang diekstrak dari
akar kunyit (Damat 2011).

BTP sebagai pengawet

Pengawet bertujuan memperpanjang umur simpan produk,
memastikan bahwa makanan aman jika disimpan dalam
waktu yang lebih lama (Martyn et al. 2013; Pongsavee 2015).
Sebagian besar makanan yang memiliki masa simpan yang
lama kemungkinan besar menyertakan pengawet, kecuali
metode pengawetan lain telah digunakan, seperti pembeku-
an, pengalengan, atau pengeringan. Misalnya, untuk meng-
hentikan pertumbuhan jamur atau bakteri, buah kering se-
ring diberi sulfur dioksida, corned beef dan daging yang di-
awetkan lainnya sering diperlakukan dengan nitrit dan nitrat
selama proses pengawetan. Pengawet yang lebih tradisional
seperti gula, garam, dan cuka juga masih digunakan untuk
mengawetkan beberapa makanan.

BTP sebagai sumber antioksidan

Makanan apa pun yang dibuat menggunakan lemak atau mi-
nyak margarin, mentega, mayonaise - kemungkinan besar
mengandung antioksidan. Ini membuat makanan bertahan
lebih lama dengan membantu menghentikan proses oksidasi
sehingga meminimalkan makanan menjadi tengik dan kehi-
langan warna.

BTP sebagai pemanis

Kebanyakan produk makanan yang disukai merupakan ma-
kanan dengan rasa yang manis. Sehingga upaya untuk me-
nambahkan pemanis dilakukan untuk memenuhi keinginan
menikmati makanan manis. Selain berfungsi sebagai pengi-
kat rasa, pemanis juga dapat berfungsi mengawetkan produk

makanan. Sukrosa atau gula pasir merupakan bahan yang
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banyak digunakan. Saat ini jenis beberapa jenis pemanis
yang digunakan berasal dari gula yang mengandung kalori,
atau gula rendah kalori atau bebas kalori.

S. BTP sebagai pengemulsi, stabilisator, pengental, dan zat
pembentuk gel.
BTP pengemulsi, stabilisator, pengental, dan zat pembentuk
gel. digunakan untuk membantu mencampur bahan agar
tidak terpisah antara bahan yang mengandung minyak dan
air. Produk makanan yang mengandung air dan minyak
membutuhkan BTP yang berfungsi mengemulsi dan juga
sebagai stabilisator agar struktur bahan pangan bisa kompak
menyatu. Berbagai jenis BTP yang berfungsi sebagai peng-
emulsi, penstabil atau pengental digunakan dalam produk
pangan, seperti lesitin, dan pektin memberikan pengaruh
yang positif agar tekstur makanan konsisten

6. Penambah Rasa dan Perasa
BTP penambah dan penguat rasa digunakan untuk mening-
katkan rasa bahan makanan menjadi lebih gurih, biasanya
ditambahkan pada makan siap saji atau juga camilan yang
diberikan dengan tujuan sebagai penguat rasa. Salah satu
contoh BTP penguat rasa yang ditambahkan dalam produk
pangan adalah Monosodium glutamat (MSG). Penguat rasa di-
gunakan untuk memunculkan rasa dalam berbagai makanan

gurih dan manis tanpa menambahkan rasa sendiri.

Mengapa Menggunakan BTP?

BTP makanan ditambahkan ke makanan untuk melakukan fungsi
tertentu: mengawetkan makanan, meningkatkan umur simpan,
memperlambat pertumbuhan mikroorganisme, mengubah tampilan
atau rasa, membantu dalam pemrosesan, mengikat, dan lain-lain.

Beberapa perusahaan makanan menggunakan BTP untuk membuat
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makanan tampak lebih segar dan lebih berwarna untuk menarik
pelanggan. Pada beberapa negara, bahan makanan mengalami kea-
daan makanan rusak yang disebabkan terjadinya pertumbuhan mi-
kroba pembusuk sebelum produk dapat dimakan, adanya kejadian
keracunan makanan menunjukkan bahaya dari makanan yang
rusak karena kontaminasi. Semua makanan yang kita makan terdiri
dari bahan kimia dalam satu bentuk atau lainnya, yang mengaki-
batkan adanya reaksi lanjutan. BTP alami sebenarnya merupakan
bahan kimia yang bersumber dari bahan alam, seperti antioksidan,
asam askorbat (vitamin C), dan asam sitrat, yang terdapat pada buah
jeruk. Namun, dengan kemajuan teknologi, banyak BTP lainnya kini
dibuat secara sintetis untuk menjalankan fungsi teknologi tertentu
(Al-Teinaz et al. 2020)

Terdapat beberapa BTP yang biasa digunakan pada bahan
makanan. Lesitin merupakan contoh BTP yang berfungsi sebagai
pengemulsi. Lesitin dikenali dengan kode numbers E322. Lesitin
merupakan BTP alami yang berasal dari campuran fosfolipid seperti
fosfatidilkolin dan fosfatidiletanolamin. Sumber-sumber lesitin ada-
lah ekstrak dari kedelai dan kuning telur. Lesitin biasa digunakan
untuk saus salad dressing, makanan yang dipanggang, es krim.
Komposisi fosfolipid yang tepat bergantung pada sumbernya.
Penggunaannya termasuk saus salad, makanan yang dipanggang,
dan coklat, Contoh BTP sebagai pengemulsi adalah Mono- dan digli-
serida asam lemak yang dikodekan dengan numbers E471, meru-
pakan pengemulsi semi-sintetik yang terbuat dari dari gliserol dan
asam lemak alami dari hewan atau tumbuhan. Umumnya digunakan

untuk produk seperti roti, kue, dan margarin.

D. Legislasi terkait Aditif Makanan
Secara Internasional Legislasi tentang aditif makanan dise-

pakati oleh dewan Bersama yang dikenali dengna nama Codex
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Allimentarius Committee. Namun beberapa negara lain memiliki
aturan-aturan tambahan terkait jenis dan standar yang diijinkan.
Beberapa negara sudah memiliki legislasi yang jelas dan terstandar.
Secara umum, peraturan tentang BTP menurut Codex dituangkan
dalam CODEX STAN 192-1995, Rev. 3-2001. Penggunaan aditif
hanya diizinkan untuk jenis aditif yang sudah mendapatkan Eva-
luasi dan persetujuan dari Food and Agriculture Organization (FAO)
dan World Health Organization (WHO), yang selanjutnya masuk
dalam standar Codex General Standard for Food Additives (GSFA).
Standar ini memberikan ketentuan tentang spesifikasi aditif makan-
an, evaluasi keamanan, pada bagian mana bahan tersebut diguna-
kan, tujuan penggunaan aditif yang secara rinci akan memuat pera-
turan tingkat penggunaan pada standar maksimum yang sesuai
dengan Acceptance Daily Intake (ADI). ADI dihitung berdasarkan
berat badan yang tidak mengakibatkan resiko kesehatan berarti
selama konsumsi yang dikonversi dengan rata-rata berat badan nor-
mal pria dewasa, yaitu 60 kg (Codex Alimentarius Commission 2008).

Di Amerika Serikat (USA), legislasi penggunaan aditif dise-
butkan dalam peraturan yang pada umumnya aditif yang diizinkan
harus diakui aman menurut Generally Recognized as Safe (GRAS)
yang diatur oleh FDA_(Neltner et al. 2011). Beberapa aditif sintetik
dimasukkan dalam daftar 21 CFR 172.515. Peraturan penggunaan
aditif di Inggris (UK) memberikan tambahan informasi terkait peng-
gunaan pewarna pada makanan. Beberapa pewarna makanan yang
mempengaruhi respon anak menjadi hiperaktif ketika mengkon-
sumsi makanan yang mengandung aditif, jenis aditif tersebut yaitu:
sunset yellow FCF (E110), quinoline yellow (E104), carmoisine
(E122), allura red (E129), tartrazine (E102), ponceau 4R (E124). Se-
tiap aditif secara ketat diatur untuk menjaga keamanan pangan dan

meminimalkan terjadinya resiko kesehatan manusia.
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E. Kesepakatan Penggunaan E-code di Indonesia

E-numbers adalah singkatan dari "E"="Eropa", merupakan
kode untuk zat yang digunakan sebagai aditif makanan di Uni Eropa
(UE) dan European Food Safety Authority (EFTA). Biasanya ditemu-
kan pada label makanan, penilaian keamanan dan persetujuannya
adalah tanggung jawab the European Food Safety Authority (EFSA).
E-numbers digunakan sebagai sistem yang mengatur penomoran
khusus untuk mengidentifikasi adanya bahan tambahan makanan
yang digunakan dalam industri makanan, kode tersebut biasa dite-
mukan pada label produk dan menunjukkan bahwa BTP tersebut
disetujui di UE (Al-Harthy et al. 2017). Pada prinsipnya, aditif digu-
nakan apabila diperlukan secara teknologi, aditif tidak digunakan
untuk menyembunyikan bahan lain yang tidak memenuhi persya-
ratan, menyembunyikan teknik produksi yang tidak memenuhi sya-
rat ataupun bertujuan untuk menutupi kerusakan. Penggunaan
BTP harus memenuhi aturan dan hukum yang berlaku, tidak mele-
bihi batas dosis takaran. Penggunaan BTP yang aman adalah semua
bahan yang sudah masuk dalam peredaran yang dibuat atau diatur
oleh negara setempat. Semua jenis BTP yang memiliki E-numbers
telah diuji toksisitas dan keamanannya. Namun, setiap jenis BTP
memiliki efek samping berbeda yang secara pasti akan mempenga-
ruhi karakteristik produk.

Di Indonesia penggunaan E-code disebut sebagai E-numbers
yang digunakan untuk memudahkan dalam mengidentifikasi peng-
gunaan BTP yang terbukti aman dan juga resmi digunakan pada
produk pangan olahan sesuai dengan standar Internasional Uni
Eropa. Saat ini ada sembilan golongan E-numbers yang diatur oleh
BPOM Indonesia, meliputi pewarna, pengawet, antioksidan, peng-
atur keasaman, pengental, penstabil, anti kempal, penguat rasa,

antibiotik, serta beberapa bahan tambahan kimia lainnya (Tabel 1).
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Tabel 5.1. Kategori BTP berdasarkan kelompok nomor “E”

Nomor E Kategori

E 100 - E 199 Warna

E 200 - E 299 Pengawet

E 300 - E 399 Antioksidan, Pengatur Keasaman

E 400 - E 499 Pengental, Penstabil, Pengemulsi

E 500 - E 599 Regulator Keasaman, Agen Anti-Caking
E 600 - E 699 Penambah Rasa

E 900 - E 999 Agen Pelapis Permukaan, Gas, Pemanis

E 1000 - E 1999 Bahan Kimia Tambahan

Penggunaan E-numbers tergantung dari asal bahan baku
yang dipakai, BTP ada yang diproduksi dari bahan organik baik he-
wani/nabati dan juga BTP anorganik yang berasal dari hasil sintesis
bahan kimia. Namun kode E-numbers tidak merujuk kehalalan BTP
tetapi menunjukkan BTP jenis apa yang digunakan dalam produk
pangan olahan tersebut. Beberapa sumber E numbers berdasarkan

sumber asal bahan disajikan pada Tabel 2.

Tabel 5.2. E Number BTP berdasarkan asal bahan

Nomor E Nama Asal
E120 Carmine, cochineal
E322 Lecithin
E430 Polyoxyethylene (8)
stearate

E431 Polyoxyethylene (40)
stearate

E432 Polyoxyethylene-20-
sorbitan
monolaurate

E433 Polyoxyethylene-20-

sorbitan monooleate

E434 Polyoxyethylene-20-
sorbitan monopalmitate
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Nomor E Nama Asal
E435 Polyoxyethylene-20-
sorbitan monostearate
E436 Polyoxyethylene-20-
sorbitan tristearate
E441 Gelatin Dari tulang hewan. Sejak
(invalid) krisis BSE utamanya dari
daging babi, tetapi tulang
hewan lain digunakan. Gelatin
halal tersedia di toko-toko
khusus.
E470 Garam asam lemak
E471 Mono- dan di-glycerides
dari asam lemak
E472 Esters dari mono- dan
di-glycerides
E473 Ester gula dari asam
lemak
E474 Gula glycerides Kombinasi gula dan asam
lemak
E475 Polyglycerol esters dari
asam lemak
E477 Propylene-glycol esters
dari asam lemak
478 Campuran dari glycerol-
dan propylene- glycol
esters dari asam laktat
dan asam lemak
E479 dan Minyak kedelai yang
479b diesterifikasi
E481/2 Natrium(sodium)/calciu =~ Campuran asam laktat dan
m-stearyl lactate asam stearat, suatu asam
lemak
E483 Stearyl tartrate Campuran asam tartarat dan
asam stearat, asam lemak
484 Stearyl citrate Campuran asam sitrat dan

asam stearat, asam lemak
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Nomor E Nama Asal
E485 (invalid  Gelatin Dari tulang hewan. Sejak
number) krisis BSE utamanya dari
daging babi, tetapi tulang
hewan lain digunakan. Gelatin
halal tersedia di toko-toko
khusus.
E491-495 Campuran dari sorbitol
dan asam lemak
542 Fosfat tulang yang bisa Dari tulang hewan. Sejak
dikonsumsi krisis BSE utamanya dari
daging babi, tetapi tulang
hewan lain digunakan.
E570-573 Stearic acid dan stearate Asam stearat adalah asam
lemak
E626-629 Guanylic acid dan Terutama dari ragi, juga dari
guanyllinates sarden dan daging
E630-635 Inosinic acid dan Terutama dari daging dan
inosinates ikan, juga dibuat dengan
bakteri
636 and 637 Maltosa dan isomaltosa  Dari malt (barley), terkadang
juga dari pemanasan gula
susu
E640 Glycine Terutama dari gelatin (lihat
441 di atas), juga dibuat
secara sintetis
E901 Lilin lebah Dibuat oleh lebah, tetapi tidak
mengandung serangga
E904 Shellac Polimer alami yang berasal
dari spesies kutu tertentu dari
India. Serangga terjebak di
resin
913 Lanolin Lilin dari domba. Itu
diekskresikan oleh kulit
domba dan diekstraksi dari
wol.
920-21 1-Cysteine/l-cystine Berasal dari protein, termasuk
protein hewani dan rambut
E966 Lactitol Terbuat dari gula susu
1000 Cholic acid Dari daging sapi (empedu)
E1105 Lysozyme Dari telur ayam

a Source: taken from http:/ /www.food-info.net
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Selain E-Numbers yang berasal dari sumber bahan, dalam
islam juga terdapat golongan E-Numbers yang dilarang dan E-
Number syubhat (Tabel 3). Di Negara lain penggunaan kode “E” pada
label makanan memiliki aturan pelabelan yang berbeda, sebagai
contoh :
e E120: cochineal (warna merah dari serangga), menurut Mazhab
Hanafi
e E124: jika cochineal red A digunakan
e E441: gelatin, jika dari babi
e E542: fosfat tulang yang dapat dimakan jika berasal dari tulang
babi.

Tabel 5.3 E-Numbers yang termasuk golongan haram dan atau

syubhat
Nomor E Bahan Makanan Syubhat/Haram
E106 Riboflavin 5-sodium phosphate Syubhat
E120 Cochineal, carmines (hewan) Haram
E140 Chlorophyll, chlorophyll Haram
E161b Lutein Haram
E252 Potassium nitrate, saltpetre Haram
E304 Ester asam lemak dari asam Syubhat
askorbat

E322 Lesitin dari lemak hewani Syubhat
E431 Polyoxyethylene Haram

Pada dasarnya E Number di izinkan dan digunakan secara
luas di Negara Islam. Namun, bukan berarti semua zat aditif selalu
halal, ada beberapa aditif yang dilarang, contohnya E120 dan E904
dilarang karena terbuat dari atau mengandung serangga. E901 di-
buat oleh serangga, seperti madu, tetapi tidak mengandung serangga
sehingga umumnya dianggap halal. Contoh lain adalah yang menjadi

perhatian adalah bahan aditif yang bersumber dari asam lemalk,
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karena perlu diketahui asalnya dari tumbuhan atau hewan, walau-

pun secara kimiawi asam lemak identik, namun komposisi kimianya

tidak dapat ditentukan apakah lemak nabati atau hewani. Beberapa

aditif yang berfungsi sebagai emulsi juga diketahui bersumber dari

bahan yang haram, berikut beberapa pengemulsi yang ditemukan

dalam makanan kaleng dan kemasan yang masuk dalam kategori

halal.

Tabel 5.4 Beberapa kode number BTP Pengemulsi yang masuk
dalam kategori haram

Nomor E Deskripsi pengemulsi

E120 Cochineal: asam lemak dan kuning telur

E140 Asam lemak dan fosfat

E141 Asam lemak

E252 Limbah hewani dan nabati

E422 Asam lemak, produk sampingan dalam pembuatan sabun

E430 Molekul asam lemak

E431 Asam lemak

E470 Pengemulsi dan stabilisator - garam atau ester asam lemak
dari lemak babi

E471 Gliserin dan asam lemak

E472(a) Ester asam asetat dari mono- dan digliserida dari asam
lemak

E472(b) Acid ester dari mono- dan diglycerides dari asam lemak

E472(c.)  Ester asam lemak dari mono dan di-glycerides dari asam
lemak

E472(d) Ester asam tartarat dari mono- dan digliserida dari asam
lemak

E472(e) Ester asam mono-diacetyltartaric dari mono- dan digliserida
asam lemak

E473 Ester sukrosa dari asam lemak

E474 Lemak (lemak babi), lemak (lemak hewan keras), minyak
sawit, dll.

E475 Ester poliglicerol dari asam lemak

E477 Propilen glikol ester dari asam lemak
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Nomor E Deskripsi pengemulsi

E478 Ester asam laktat dari gliserol dan propena - 1,2 - diol
E481 Sodium stearoyl-2 lactylate

E482 Calcium stearoyl-2 lactylate

E483 Stearyl tartrate

E491 Sorbitan monostearate

E492 Sorbitan tristearate (span 65)

E494 Sorbitan monooleate (span 80)

Kode Nomer termasuk kategori Haram (tanpa menggunak awalan
IEI):

476 Ester poligliserol dari asam polikondensasi minyak jarak
542 Fosfat tulang yang dapat dikonsumsi

570 Asam stearat

572 Magnesium Stearate

631 Ekstrak daging, sarden kering, dan natrium S - inosinate

Pengemulsi haram lainnya:

120, 141, 160(A), 161, 252, 300, 301, 433, 435, 422, 430, 431, 471,
472(a.e), 436, 441, 470, 476, 477, 473, 474, 475, 491, 492, 481, 482,
483, 570, 572, 494, 542

F. Tinjauan Singkat Kehalalan dalam Aditif Makanan
Makanan sebagai salah satu kebutuhan pokok bagi kehidup-
an manusia, umumnya memberikan gambaran lingkungan atau se-
jarah suatu komunitas atau kelompok. Setiap pengolahan makanan
halal dan thoyyib akan merujuk pada proses produksi yang bersen-
tuhan dengan penggunaan aditif makanan. Pada umumnya, semua
makanan yang dikonsumsi terdiri dari satu kesatuan unsur-unsur
kimia yang secara alami ada dalam sumber bahan pangan. Dalam
melakukan proses produksi, metode dan teknik digunakan untuk
merubah bahan segar menjadi makanan yang siap dikonsumsi.
Bagian proses atau tahapan serta bahan baku yang digunakan akan
bersentuhan dengan penggunaan aditif yang bertujuan merubah ka-

rakteristik pangan olahan. Pada dasarnya, pengolahan makan ber-
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tujuan untuk memastikan produk makanan aman, meningkatkan
keamanan dan kesegaran produk, meningkatkan dan mengontrol
fungsionalitas konstituen makanan, meningkatkan masa penyim-
panan produk makanan, meningkatkan atau mempertahankan nilai
gizi, menjaga kualitas produk makanan, mengembangkan produk
makanan tradisional dan inovatif, dan dapat mengisolasi senyawa
tertentu dan memanfaatkan potensi biologis konstituen.
Penggunaan aditif bertujuan meningkatkan variasi makanan
sehingga membantu memenuhi kebutuhan konsumen memperoleh
makanan yang lebih lezat, dengan aroma dan rasa yang berbeda dan
tujuan lain mampu memberikan manfaat bagi kesehatan (Pasca et
al. 2018). Pada setiap tujuan proses tersebut penting diperhatikan
titik kritis yang menjamin kehalalan makanan, dalam hal ini perlu
identifikasi sumber bahan makanan yang digunakan mampu men-
jamin kehalalan produk (Kamaruddin et al. 2012). Sumber bahan
dari hewani seperti daging sebagai salah satu titik kritis halal atau
tidaknya produk yang dihasilkan. Penggunaan bahan aditif yang
perlu ditelusuri asal sumber bahan aditif tersebut. Sehingga memas-
tikan semua telah memenuhi standar halal yang selanjutnya akan
berimplikasi pada penerapan pangan yang thoyib. Meningkatnya
perkembangan pangan modern mengakibatkan fenomena terjadinya
penggunaan bahan kimia yang diluar regulasi, hal ini akan memberi
dampak negatif. Islam menetapkan pedoman dan prinsip hukum
yang jelas tentang legalitas bahan dari sumber yang haram, baik dari
hewan maupun yang tidak bersih. Penggunaan sumber bahan yang
jelas halal dan haramnya. Berikut beberapa sumber bahan pangan
olahan serta pengelompokan bahan yang halal dan haram yang di-
rangkum dalam Al-teinaz (2020) :
Sumber bahan makanan yang umum adalah:

° hewan (susu, telur, daging, makanan laut)
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tanaman (buah-buahan, sayuran, rempah-rempah, makanan
laut)
sintetis (perasa, warna, aditif)

difermentasi (asam organik, kultur, enzim).

Sumber Bahan Halal, Sumber bahan-bahan halal dapat diringkas

sebagai berikut:

sayuran : semua sayuran halal kecuali yang memabukkan
(mis. Apel yang difermentasi, anggur yang difermentasi, dlIl.)
hewan yang digolongkan halal.

hewan halal yang disembelih oleh seorang Muslim dengan
memastikan pengambilan darah dari bangkai secara lengkap
dan penanganan yang baik terhadap hewan yang disembelih
bahan sintetis.

Selanjutnya adalah pangan haram diartikan sebagai makan-

an atau minuman yang dilarang oleh Al-Qur'an dan Sunnah, meli-

puti beberapa contoh :

babi,

alkohol

darah

hewan mati

hewan disembelih tanpa menyebut nama Allah

Selain kelompok Halal dan Haram pada bahan baku, proses

produksi termasuk metodologi yang digunakan, dalam agama Islam

mengelompokkan alam istilah yang disebut Syubhat yang dalam isti-

lah Arab yang berarti 'dicurigai' atau 'diragukan'. Di antaranya ba-

han-bahan tersebut meliputi:

122

gelatin : dari daging babi, daging sapi, ikan
gliserin/gliserol: dari saponifikasi lemak hewani
pengemulsi : dari hewan

enzim : hewan, mikroba, bioteknologi

bahan susu : whey, keju
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minuman beralkohol

protein/lemak hewani

perasa dan senyawa campuran

taurin : sering digunakan dalam minuman energi, sebagian
besar berasal dari empedu babi

pepsin, penjernih, dan penstabil: digunakan untuk membuat
minuman terlihat jernih

cloudifier : digunakan untuk membuat jus terlihat keruh

karbon aktif dan perasa : untuk aroma buah

Dengan mengetahui mana yang halal, haram dan syubhat ada bebe-

rapa hal yang perlu diperhatikan, meliputi (Riaz 1998):

G.

Proses pengolahan dilakukan sesuai dengan ajaran islam
Produk harus diperiksa untuk melihat apakah ada keterlibat-
an produk beralkohol selama pemrosesan.

Dalam produk akhir, bahan beralkohol tidak boleh melebihi
batas yang diizinkan.

Bahan kemasan tidak boleh mengandung bahan haram.
Kontaminasi silang dengan bahan haram apa pun harus di-
hindari.

Peralatan harus dicuci dengan penggunaan deterjen yang di-

perbolehkan.

Titik Kritis Halal Aditif Makanan
Penggunaan BTP dalam proses produksi sangat diperhati-

kan, terkait pengaruh yang dihasilkan. Jaminan keamanan pangan

(food safety) dari penggunaan aditif menjadi hal krusial yang telah

diatur dalam undang-undang pangan (Ghany 2005). Produksi ma-

kanan dalam skala rumah tangga ataupun industri pada dasarnya

selalu menggunakan aditif, baik yang secara langsung maupun tidak

langsung ditambahkan. Penggunaan dalam pangan olahan rumah

tangga relatif dalam jumlah yang kecil dan tidak bervariasi, karena

FALSAFAH SAINS HALAL 123



makanan yang diolah segera dimakan. Namun penggunaan aditif da-
lam industri skala besar lebih variatif dengan tujuan distribusi yang
jauh, serta kebutuhan distribusi yang lebih besar seperti supermar-
ket atau toko dan juga didistribusikan pada daerah yang jauh
sehingga memerlukan waktu simpan sebelum dikonsumsi.

Faktor keamanan pangan menjadi perhatian utama dalam
penggunaan aditif, pengendalian resiko tidak halal pada produk
pangan olahan dilakukan dengan menetapkan titik kritis kehalalan
pangan olahan tersebut. Titik kritis kehalalan produk pangan meru-
pakan suatu tahapan produksi pangan di mana akan ada kemung-
kinan suatu produk menjadi haram. Setiap bahan dan metode pro-
duksi memiliki titik kritis yang menjamin halal atau tidaknya produk
tersebut. Sebagai contoh, produk pangan yang merupakan hasil
bioteknologi seperti keju, yogurt, kecap, dan lain-lain. Identifikasi
titik kritis kehalalan produk baru yang berasal dari hewani maupun
nabati perlu diuraikan melalui alur produksi, sehingga penentuan
tingkat resiko yang bisa mengakibatkan ketidakhalalan bisa dipasti-
kan dengan benar (Adawiyah dan Kulsum 2019).

Pada pembuatan keju terdapat titik kritis pada saat proses
koagulasi, di mana diperlukan BTP yang membantu proses peng-
gumpalan, metode yang dilakukan bisa melalui metode enzimatis
dengan menggunakan enzim renin atau bisa juga dengan metode
mikrobiologi (Atma et al. 2017). Titik kritis paling tinggi adalah dari
bahan baku yang bersumber dari hewan yang harusnya melalui pro-
ses penyembelihan yang benar terlebih dahulu menurut syariat

islam (Apriyantono 2012)
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H. Teknologi Baru dalam Pengolahan Menggunakan Bahan

Tambahan Pangan

Bahasan BTP yang bermanfaat sebagai komponen pangan
fungsional berkaitan dengan skenario nutrisi berteknologi tinggi da-
pat mencakup produk-produk dan komponen-komponen pangan
yang berpengaruh terhadap pertumbuhan, perkembangan, pemeli-
haraan dan kecerdasan manusia. Berdasarkan ilmu genetika dan
epigenetika, BTP yang terlibat sebagai sumber nutrisi berteknologi
tinggi dapat menjadi pembawa komponen-komponen fungsional
yang berhubungan dengan kecerdasan. Terdapat tiga dimensi kecer-
dasan yang dipengaruhi oleh pangan fungsional secara langsung,
yaitu kecerdasan intelektual, emosional, dan mental.

Hubungan penambahan BTP sebagai komponen pangan
fungsional yang berfungsi untuk peningkatan kecerdasan intelektual
dapat dicontohkan dengan asam lemak tidak jenuh (polyunsaturated
fatty acid, PUFA), misalnya linoleat, oleat, eicosapentaenoic acid
(EPA) dan docosahexaenoic acid (DHA). Komponen BTP sebagai
pangan fungsional yang terdapat dalam sayuran seperti asam lipoat
dapat meningkatkan daya tangkap pada memori temporer. Contoh
lain adalah BTP berupa vitamin A (asam retinoat) disebutkan memi-
liki peran dalam menjaga plastisitas saraf dan fungsi kognitif (Olson
dan Mello 2010).

BTP sebagai pangan fungsional juga dapat ditambahkan
dengan maksud meningkatkan kecerdasan emosional, misalnya BTP
yang menyebabkan terjadinya penurunan asupan makanan atau
restriksi kalori. Efek dari penurunan nafsu makan adalah perbaikan
sensitivitas terhadap leptin. Sensitivitas leptin dan keseimbangan-
nya dengan ghrelin dapat memunculkan efek dopamine yang lebih
awal, sehingga tubuh memiliki kemampuan menahan diri terhadap
makan dalam jumlah yang lebih banyak. Pangan fungsional ber-

pengaruh terhadap penurunan produksi hormon kortisol, sehingga
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stress yang dialami di tingkat seluler akan menurun. BTP sebagai
komponen pangan fungsional tertentu juga dapat bertujuan untuk
menurunkan pengaruh negatif makanan beralkohol. Sebagai akibat-
nya, potensi depresi dan cepat emosi atau sumbu pendek akan ber-
kurang.

Hubungan BTP sebagai komponen pangan fungsional dengan
kesehatan mental dapat terdiri dari peranan BTP dalam membantu
antioksidan glutathione (GSH) dalam memproteksi tubuh dari stress
tingkat seluler. BTP sebagai bagian pangan fungsional dapat pula
membantu tubuh untuk recovery dari asupan yang tidak sehat yang
dapat menimbulkan depresi atau stress. BTP yang berperan sebagai
nutrisi berteknologi tinggi memungkinkan penggunanya untuk ter-
hindar dari protein yang tercemar prion. Mutasi prion yang diakibat-
kan oleh asupan pangan tidak sehat dapat menyebabkan kelainan-
kelainan seperti bovine spongiform encephalopathy (BSE), Sharpie,
dan Kuru. Nutrisi berteknologi tinggi diharapkan juga mampu men-
cegah timbulnya alergi dan autisme sebagai akibat dari asupan ma-
kanan tertentu. Sebagai contoh BTP dalam pangan adalah Vitamin
D. Penambahan vitamin ini merupakan salah satu trend saat ini,
utamanya dikonsumsi dalam rangka meningkatkan kesehatan men-

tal manula.

I. Teknologi dalam Penggunaan BTP

Faktor pendorong penggunaan BTP dari sisi teknologi adalah
tersedianya aseptic packaging technology, UHT, pasteurization, nano
production technology, non-thermal processing technology, microwave-
ready food & packaging, improved low-oil frying technology, vacuum
frying & boiling technology, starter culture fermentation, drying,
milling, dan niche yang spesifik untuk produk tertentu. Sebagai
contoh, UKM-UKM yang memproduksi cracker dapat memanfaatkan

mesin-mesin seperti pengaduk BTP perisa pangan (flavor) otomatis.
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Contoh lain adalah BTP sebagai hasil ekstraksi sayuran dan buah-
buahan dapat diperoleh dengan bantuan teknologi microwave tanpa
penggunaan tambahan pelarut. Jus (juice) yang dihasilkan dan am-
pasnya dimanfaatkan secara efisien dalam produk-produk turunan
yang berperan sebagai BTP pada produk-produk pangan yang lain.

Produk pangan hasil fermentasi tradisional pada umumnya
dilakukan di tempat terbuka dan dengan menggunakan peralatan
yang kurang higienis. Upaya peningkatan produk tersebut dapat di-
lakukan dengan penambahan BTP seperti prebiotik, kultur pemula,
niasin yang mencegah pertumbuhan mikroba patogen, selain dengan
menghindari kontak langsung dengan pekerja dan lingkungan, mela-
kukan pasteurisasi, dan menerapkan sanitasi hygiene dalam setiap
penanganan pangan sesuai dengan Good Manufacturing Procedure
(GMP).

Prinsip penambahan BTP, penerapan higiene, dan sanitasi
makanan melingkupi empat aspek, yaitu pekerja, bahan baku, pera-
latan, dan lingkungan tempat pengolahan. Untuk menghasilkan pro-
duk pangan hasil fermentasi lokal yang berkualitas tinggi, perilaku
saniter dan higienis adalah faktor terpenting yang diaplikasikan da-
lam proses pengolahan, peralatan, lingkungan, dan pekerja. Upaya
yang integratif perlu dilakukan di industri pengolahan pangan hasil
fermentasi lokal untuk mencegah terkontaminasinya pangan oleh
mikroba patogen dan pembusuk maupun konversi menjadi alcoholic

beverage yang secara kehalalan tidak diperkenankan.

J. Fungsi Fisiologis Penggunaan BTP

Penggunaan BTP yang berasal dari sumber nabati atau he-
wani pada produk pangan dapat mempengaruhi fungsi fisiologis tu-
buh. Secara umum, fungsi fisiologis dan pengurangan terhadap
penyakit dari nutrisi berteknologi tinggi dapat dibagi berdasarkan

kelompok pangannya, yaitu karbohidrat, protein dan lemak, serta
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vitamin dan mineral. Dalam kelompok pangan yang tinggi karbohi-
drat, jenis-jenis industri pada tahun 2035 yang berkembang dan
bertahan adalah industri makanan khusus untuk anak-anak, ma-
nula, penderita diabetes, penderita alergi (gluten, kacang, dkk); ma-
kanan untuk olahragawan, penurun berat badan; makanan untuk
manusia normal, energi dan pertumbuhan. Dalam kelompok pangan
tinggi protein dan lemak, jenis-jenis industri yang diperkirakan akan
tumbuh dan berkembang di 15 tahun ke depan adalah makanan
khusus formulasi untuk anak-anak, pra-stunting dan stunting, ma-
nula; makanan kesehatan: penderita alergi protein, penderita ginjal,
jantung, & fenilketonuria; makanan untuk manusia normal (peme-
nuhan kebutuhan protein); pemeliharaan tubuh dan pertumbuhan.

BTP yang terdapat dalam kelompok pangan kaya akan vita-
min dan mineral, industri nutrisi berteknologi tinggi akan berfokus
pada makanan khusus formulasi untuk anak-anak, pra-stunting
dan stunting, manula; makanan kesehatan: prekursor enzim, meta-
bolism; makanan untuk manusia normal: kecukupan vitamin dan
mineral, pemeliharaan tubuh dan pertumbuhan. Contoh-contoh hu-
bungan fungsi fisiologis dengan nutrisi berteknologi tinggi dapat dili-

hat pada tabel S.

Tabel 5.5. Contoh-contoh BTP yang memiliki hubungan Fungsi
fisiologis dengan nutrisi atau diet.

Fungsi Nutrisi atau diet

Perkembangan embrio Folat

Kolin

Pembatasan protein

Sel Induk Butirat

Asam Retinoat

(anti) Penuaan Folat
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Fungsi Nutrisi atau diet

Pembatasan Kalori

Fungsi Kekebalan Tubuh Folat

(anti) Kanker Genistein

(-)-Epigallocatechin-3-gallate

Curcumin dari rempah/bumbu

Kegemukan, Resistensi Diet Tinggi Lemak
Insulin

Methyl-deficient diet (defisiensi metil)

Curcumin dari rempah/bumbu

(anti) Peradangan Resveratrol

AdoMet

Methyl-deficient diet

Neurokognisi Kolin

Sumber: Rahmadi, A & Bohari, Y. 2018.

K. Bahan baku Sumber BTP

Jenis-jenis industri pangan yang memanfaatkan BTP dalam
skenario nutrisi berteknologi tinggi juga dapat dikelompokkan ber-
dasarkan bahan baku yang kaya akan karbohidrat, protein dan
lemak, serta vitamin dan mineral. Kelompok industri pangan dengan
BTP yang bersumber dari derivatif karbohidrat dalam skenario
nutrisi berteknologi tinggi akan mengambil sumber pangan dari biji-
bijian, serealia, sayuran dan buah, dan agar/seaweed. Kelompok in-
dustri pangan kaya BTP dari kelompok derivatif protein dan lemak
akan berfokus pada sumber bahan baku susu hewan dan turunan-
nya, kedelai dan kacang-kacangan, daging hewan dan turunannya,
single cell microbe, ekstrak albumin dan sejenisnya, lipid equivalent
(seperti cocoa butter equivalent), dan pelarut organik untuk flavor

tertentu. Kelompok industri pangan kaya BTP yang bersumber dari
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vitamin dan mineral akan berfokus pada sumber bahan baku yang
berasal dari sayuran dan buah-buahan, susu dan turunannya, telur
dan turunannya, produk fermentasi, hati hewan, ekstrak mikroba,

dan biji-bijian.

L. Penggunaan BTP pada Jenis Produk

Penggunaan BTP tergantung dari jenis produk pangan yang
akan dikembangkan. Misalnya, penggunaan BTP di industri pangan
fungsional yang terkait dengan nutrisi berteknologi tinggi. Pengelom-
pokan industri nutrisi berteknologi tinggi dapat dilihat dari kekayaan
komposisi bahan, yaitu karbohidrat, protein dan lemak, serta vita-
min dan mineral. Dari kelompok karbohidrat, jenis produk yang
muncul dari industri nutrisi berteknologi tinggi dapat berupa nutri-
tious product seperti breakfast, weight management, sport high/low/
maintenance energy product, snack bar, beras dan turunannya,
gandum dan turunannya, biji-bijian lain dan turunannya. Penggu-
naan BTP dari kelompok derivatif protein dan lemak, industry nutrisi
berteknologi tinggi dapat berupa industry nutritious product seperti
high protein content. Industri niche nutrisi berteknologi tinggi dapat
berkembang dengan tersedianya BTP khusus, misalnya untuk pro-
duk low LDL, less trans lipid, less saturated lipid, less allergenic
product, digested protein, (partially) hydrolyzed protein, peptide based
product. Industri lain misalnya fermented protein product seperti high
phytochemical (fenol, flavonoid, isoflavone), dan fiber.

Industri berteknologi tinggi dari kelompok yang terakhir yang
banyak memanfaatkan BTP adalah kelompok vitamin dan mineral.
Contoh produk yang muncul adalah makanan khusus, misalnya
suplemen bentuk emulsi, syrup, roti, mentega, atau derivat telur. In-
dustri yang lain misalnya makanan fortifikasi dalam bentuk tepung

dan turunannya, garam, dan cooking oil.
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Contoh Kasus BTP Tidak Aman dalam Pengolahan Pangan
Dalam Islam konsep halal selalu menyatu dengan Thoyib, penggu-
naan BTP sumbernya jelas halal dan thoyib. Perkembangan tekno-
logi berimplikasi pada banyaknya modernisasi di bidang pangan,
mulai dari sumber bahan baku yang digunakan dan teknik dalam
memproduksi makanan. Salah satu produk hasil teknologi yang me-
rupakan hasil rekayasa genetik (GMO) dikategorikan dalam salah
satu item yang menjadi titik kritis. Produk pangan rekayasa atau
rekayasa genetik yang mengandung gen yang berasal dari hewan
seperti babi tidak bisa diterima dalam sebuah produk, karena me-
langgar ajaran islam (Fadzlillah et al. 2011). Kurient (2002) menje-
laskan pangan transgenik produk hasil modifikasi tersebut memiliki
efek yang tidak thoyyib dan berbahaya bagi kesehatan, sumber
enzim dari babi yang dilarang dalam Islam karena alasan kebersihan
dan penyakit, tanaman transgenik meragukan karena berasal dari
modifikasi gen hewan yang asal usulnya dari hewan yang dilarang.

Perkembangan teknologi memberikan peluang banyaknya
produk pangan yang harus ditelusuri halal dan thoyibnya. Biotek-
nologi merupakan salah satu bidang yang berperan dalam moderni-
sasi produk pangan harus memastikan implementasi keilmuan di
bidang pangan tidak berakibat buruk terhadap keamanan produk
pangan. Sebagai contoh penggunaan porcine pepsin digunakan un-
tuk memperluas pasokan rennet anak sapi dalam pembuatan keju,
teknologi baru diperkenalkannya kimosin yang diturunkan transge-
nik, penggunaan pepsin sebagai pengganti rennet tergantikan
(Chaudhry dan Regenstein 1994).

Kasus lain dilaporkan sebagai akibat penggunaan BTP pada
proses produksi pangan. Penggunaan pupuk ZA atau dikenal dengan
urea sebagai salah satu substrat pembuatan nata de coco. Kejadian
Ini menimbulkan kontroversi di kalangan food technologists dan ma-

syarakat awam. Namun proses lanjutan berupa pencucuian beru-
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lang pada pembuatan nata de coco sangat memungkinkan substrat
tersisa (jika ada) akan terbuang. Komposisi utama pupuk urea
amino methanamide (CH4N20) dan pupuk ZA adalah ammonium
sulfat ((NH4)2S04), keduanya dapat digunakan sebagai sumber N,
namun yang lebih populer adalah pupuk ZA. Secara komersial,
ammonium sulfat tersebut tersedia dalam dua kategori yaitu kate-
gori food grade (aman untuk dikonsumsi) berstatus generally re-
cognized as safe (GRAS) dalam batasan tertentu dan non food grade
(bukan untuk konsumsi). Namun yang menjadi permasalahan ada-
lah, ammonium sulfat dalam bentuk pupuk memiliki harga yang
lebih murah dan banyak tersedia.

Menurut Science Company, bahan kimia yang dapat digolong-
kan sebagai food grade adalah bahan kimia yang telah layak kon-
sumsi sebagaimana ditentukan secara global oleh United States
Pharmacopeia (USP) dan National Formulary (USP-NF). Dibawah ka-
tegori ini adalah untuk penggunaan laboratorium non makanan dan
teknis, seperti pupuk dan industri non-makanan. Standar FCC (food
chemical codex) merupakan salah satu standar yang digunakan un-
tuk penggunaan bahan baku makanan. FCC untuk ammonium sulfat
yang boleh digunakan sebagai bahan pangan adalah tidak boleh
mengandung logam berat yang terdiri dari arsenik lebih dari 0.5
ppm, besi 15 ppm, dan selenium 5 ppm.

Standar produk nata de coco sebenarnya sudah ditetapkan
Pemerintah melalui SNI nomor 01-4317-1996, di mana produk akhir
tidak diperkenankan mengandung bahan asing. Yang dimaksud ba-
han asing disini sepertinya lebih ke arah cemaran kasat mata seperti
debu, potongan kayu, serangga, dsb. Akan tetapi, trace element yang
diakibatkan impuritas substrat belum menjadi fokus dari standar

produk nata de coco.
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M. Bahan Makanan yang menggunakan BTP

Beberapa makanan menggunakan BTP untuk tujuan terten-
tu, contohnya gelatin, enzim koagulasi, pengemulsi, dan penstabil
adalah bahan makanan yang biasa digunakan. Gelatin adalah pro-
tein serat yang dihasilkan dengan cara menghidrolisis kolagen yang
diperoleh dari kulit, tulang, serta tulang rawan hewan (Gumilar et al.
2019). Gelatin memiliki kemampuan membentuk gel, kemampuan
kapasitas penahan air, dan kemampuan pengemulsi (Haddar et al.
2011). Selanjutnya Adalah BTP yang berfungsi sebagai pengemulsi,
pengemulsi adalah molekul yang menahan aktivitas permukaan ka-
rena sifat amfifilik, di mana daerah hidrofilik dan lipofilik ada dalam
struktur molekul yang sama. Pengemulsi digunakan dalam mar-
garin, mayones, saus krim, permen, es krim, makanan olahan dalam
kemasan, dan makanan yang dipanggang (Aponso et al. 2017). Mole-
kul dalam pengemulsi memiliki satu ujung yang suka berada di ling-
kungan berminyak dan ujung yang menyukai lingkungan berair.
Bahan baku yang paling sering digunakan untuk pengemulsi adalah:
minyak sawit, minyak biji bunga matahari, minyak zaitun, lesitin ke-
delai, telur (Ningtyas et al. 2019; Teh dan Mah 2018; Qi et al. 2019).

BTP lain yang digunakan dalam makanan berfungsi sebagai
stabilizer yang akan menjaga kondisi bahan pangan selalu terjaga
secara fisikokimia. Beberapa jenis hidrokoloid digunakan untuk pen-
stabil seperti: agar, gelatin, guar gum, gum arab, pektin, xanthan

selulosa dan juga pati-patian (Herawati 2018).

N. Kesimpulan

Bahan pengolahan makanan halal harus berasal dari sumber
yang halal dan pengolahannya harus dilakukan sesuai dengan atur-
an dan ketentuan Islam. Komposisi akhir harus diperiksa jika ada
keterlibatan produk beralkohol selama pemrosesan. Dalam kompo-

sisi akhir, bahan beralkohol tidak boleh melebihi batas yang diizin-
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kan. Bahan kemasan tidak boleh mengandung bahan haram. Konta-
minasi silang dengan bahan non-halal harus dihindari. Peralatan
harus dicuci bersih dengan deterjen yang diizinkan

Dalam pengolahan pangan, semua peralatan harus dibersih-
kan setelah produksi bahan non-halal (jika pangan halal dan haram
diproses dengan peralatan yang sama). Semua produk halal harus
dipisahkan selama penyimpanan untuk menghindari kontaminasi
silang.

Pemalsuan sumber babi dalam produksi pangan dilarang da-
lam Islam. Dalam pandangan Islam, larangan ini mencakup semua
bagian dari babi, yaitu daging, kulit, dan turunannya (lemak babi,
enzim, dll.) (Sakr 1991). Produk yang mengandung lemak babi harus
dinyatakan dengan jelas pada labelnya. Belakangan ini, beberapa
teknik bioteknologi telah dikembangkan untuk mendeteksi pemal-
suan makanan dan ini akan membantu konsumen Muslim dalam
memilih produk makanan halal.

Dari perspektif halal, kepatuhan beberapa bahan dan produk
dalam industri makanan dan farmasi masih belum terselesaikan.
Tantangan bagi komunitas Islam adalah mendirikan laboratorium
makanan di mana bahan-bahan dapat dianalisis dan kemudian ha-
silnya tersedia untuk komunitas Muslim. Penting untuk memastikan
bahwa bahan tambahan makanan berasal dari sumber yang dapat
diterima dan diproses sesuai dengan persyaratan halal tanpa meng-
gunakan pembawa berbasis alkohol (Ruzevi¢ius 2012).

Bahan pengemas tidak boleh disiapkan, diproses atau dipro-
duksi menggunakan peralatan yang terkontaminasi dengan hal-hal
yang tidak diizinkan oleh hukum makanan Islam (Eliasi 2002). Sela-
ma persiapan, pengolahan, penyimpanan atau pengangkutan bahan
pengemas harus dipisahkan secara fisik dari bahan pengemas yang
tidak memenuhi persyaratan halal. Selain itu, bahan pengemas tidak

boleh mengandung bahan baku yang dianggap berbahaya bagi kese-
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hatan manusia. Proses pengepakan harus dilakukan dengan cara

yang bersih dan higienis serta dalam kondisi sanitasi yang baik.
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A. Pendahuluan

Differential scanning calorimetry (DSC) merupakan salah satu
analisis dengan mendasarkan pada sifat panas (termal) yang banyak
digunakan dalam bidang farmasi dan Makanan. DSC pertama kali
dikembangkan pertama kali di tahun 1960-an oleh Watson dan
O’Neill (1962) serta dikenalkan secara komersial di pasaran pada
acara the Pittsburgh Conference on Analytical Chemistry and Applied
Spectroscopy tahun 1963 [1]. DSC merupakan salah satu teknik ana-
lisis termal yang tersedia bagi analis dan menawarkan metode yang
cepat dan mudah untuk memperoleh informasi bahan yang bernilai.
Selain itu, DSC juga teknik analisis yang ramah terhadap lingkung-
an karena metode ini tidak memerlukan penggunaan reagen dan pe-
larut kimia, atau sangat minim sekali penggunakan reagennya. DSC
digunakan dalam berbagai bidang termasuk polimer dan plastik,
makanan dan bahan farmasetik, kaca dan keramik, protein dan ba-
han hayati; dan pada kenyataannya semua bahan, yang memung-
kinkan seorang analis untuk melakukan pengukuran sifat dasar
bahan secara cepat. Metode DSC terlibat dalam studi efek termal

komponen-komponen dalam suatu sistem makanan, mengevaluasi
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gelatinisasi serta degradasi protein. Lebih lanjut, DSC juga diguna-
kan untuk analisis keaslian lemak dan minyak makan (edible fats
and oils) termasuk analisis lemak babi untuk analisis autentikasi
halal terutama untuk kelas lipid [2] [3].

Analisis termal merupakan teknik yang luas digunakan un-
tuk analisis lemak dan minyak, termasuk lemak babi atau lemak
yang diekstraksi dari daging babi. Sebagaimana telah telah didefini-
sikan oleh the Nomenclature Committee of the International Confede-
ration for Thermal Analysis (ICTA), yang selanjutnya dikenal dengan
the International Confederation for Thermal Analysis and Calorimetry
(ICTAC), analisis termal adalah “sekelompok teknik yang mana sifat
fisik suatu senyawa diukur sebagai fungsi suhu, dan senyawa dike-
nai dengan program suhu dikendalikan” [1][4]. DSC banyak diguna-
kan untuk analisis lemak babi dalam kaitannya dengan perbedaan-
nya dengan minyak dan lemak makan yang lain [5].

Prinsip DSC adalah dengan menempatkan sampel dan refe-
rens dalam suatu oven kecil dengan menggunakan suhu yang sama.
Daya listrik yang diperlukan setara dengan efek kalorimetriknya [6].
Analisis dengan DSC menawarkan metode langsung untuk mengkaji
sifat-sifat termal (panas) berbagai macam bahan. DSC banyak digu-
nakan untuk analisis jenis daging melalui analisis termal lipid-nya
[7]. Selain itu, DSC juga sering dikombinasikan dengan berbagai
teknik analisis yang lain seperti spektroskopi inframerah dan NMR
untuk karakterisasi suatu bahan [8]. DSC mengukur perubahan
energi yang terjadi ketika sampel dipanaskan, didinginkan, atau di-
tahan secara isotermal, bersama-sama dengan suhu terjadinya per-
ubahan. Perubahan energi memungkinkan pengguna untuk mene-
mukan dan mengukur perubahan yang terjadi pada sampel secara
kuantitatif, dan untuk mencatat suhu terjadinya, dan juga untuk
mengkarakterisasi suatu bahan pada proses pelelehan, pengukuran

perpindahan gelas dan kejadian-kejadian lain yang lebih kompleks.
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Salah satu keuntungan DSC yang besar adalah mudah digunakan,
biasanya dengan sedikit atau tanpa persiapan sampel, mudah dila-
kukan pergantian sehingga pengukuran dapat dilakukan secara ce-
pat dan lebih mudah.

DSC dapat digunakan untuk mengukur suhu mula (onset)
transisi sampel, suhu terjadinya reaksi maksimal, serta suhu akhir
reaksi. Teknik ini juga bermanfaat untuk memantau perbedaan dan
persamaan sampel-sampel yang diuji. Untuk pembicaan dalam bab
ini, DSC digunakan untuk analisis turunan babi baik dalam keada-
an tunggal atau dalam campuran. Sifat utama yang diukur dengan
DSC adalah aliran panas, suatu aliran energi ke dalam atau keluar
sampel sebagai fungsi suhu atau waktu dan biasanya ditunjukkan
dalam satuan mW pada sumbu -y. Karena mW adalah suatu mJ/
detik, maka hal ini secara harfiah merupakan aliran energi dalam
satuan waktu. Nilai aliran panas sebenarnya yang terukur, tergan-
tung pada pengaruh referens (rujukan) dan tidak absolut. Titik awal
kurva pada sumbu -y dapat dipilih sebagai satu parameter awal, dan
harus diatur nol (0) atau mendekati nol (0) [9].

Ada 2 konvensi yang berbeda yang muncul pada tampilan
kurva aliran panas; satu menunjukkan endoterm (endo) dalam arah
ke bawah, dan yang lain ke arah atas. Karenanya, operator harus
memilih perangkat lunak (software) mana yang paling sesuai. Secara
tradisional, dengan sistem perubahan panas secara terus-menerus
(heat flux), endoterm ditunjukkan ke arah menurun (bawah) karena
transisi endotermis menghasilkan perbedaan suhu yang negatif, se-
mentara dengan sistem kompensasi tenaga (power compensation),
endoterm ditunjukkan ke atas, karena prinsip transisi endotermis

ini menghasilkan peningkatan tenaga yang diberikan pada sampel.

B. Sistem Instrumentasi

Ada 2 jenis instrumen untuk analisis termal yang banyak di-
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aplikasikan untuk analisis derivat babi, yakni differential thermal
analyzer (DTA) dan differential scanning calorimeter (DSC). Kedua
instrumen ini memberikan informasi kuantitatif terkait dengan peru-
bahan eksotermis, endotermis dan kapasitas panas sebagai fungsi
suhu dan waktu (seperti suhu peleburan atau melting, kemurnian
dan suhu transisi gelas). Kedua instrumen ini terdiri atas/dilengkapi
dengan 2 konfigurasi panci (untuk sampel dan untuk rujukan). Per-
bedaan utama DTA dan DSC adalah bahwa DTA mengukur perbe-
daan suhu antara sampel dan referens, sementra DSC mengukur
perbedaan energi di antara keduanya [9].

DTA merupakan suatu teknik analisis yang mana perbedaan
suhu (AT) antara sampel dan bahan referens inert diukur sebagai
fungsi suhu. Baik sampel atau bahan referens harus dipanaskan di
bawah kondisi-kondisi yang dikendalikan. Jika sampel mengalami
perubahan fisika atau reaksi kimia, maka suhunya akan berubah,
sementara suhu referens akan tetap sama. Hal ini disebabkan ka-
rena perubahan-perubahan fisik dalam suatu bahan seperti peru-
bahan-perubahan fase dan reaksi-reaksi kimia biasanya melibatkan
perubahan-perubahan dalam entalpi, suatu kandungan panas suatu
bahan. Beberapa perubahan menghasilkan panas yang diserap oleh
sampel. Jenis perubahan ini disebut dengan endotermik. Beberapa
perubahan menghasilkan pelepasan panas oleh sampel, dan peru-
bahan seperti ini disebut dengan eksotermik [10].

Terdapat dua jenis instrumentasi untuk memperoleh data
DSC, yakni DSC yang terkompensasi oleh daya (power-compensated
DS(C) dan DSC fluks panas. Power-compensated DSC mempunyai 2
furnace individual. Perbedaan suhu antara sampel dan referens
di”kompensasi” dengan variasi panas yang diperlukan untuk men-
jaga kedua panci pada suhu yang sama. Perbedaan suhu ini diplot-
kan sebagai suatu fungsi suhu sampel (Gambar 6.1 a). DSC fluks

panas menggunakan tungku (furnace) tunggal. Panas mengalir ke
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dalam keduanya (bahan sampel dan referens) melalui suatu disk
termoelektrik dan besarnya proporsional dengan perbedaan output
antara jembatan/junction termokopel (Gambar 6.1.b). Alat DSC ko-
mersial dapat beroperasi pada suhu dari -180°C sampai 700°C, se-
mentara itu ada juga suatu instrument DSC yang secara khusus
mampu mencapai suhu maksimum 1600°C. DSC harus mampu di-
panaskan atau didinginkan dengan cara yang dikendalikan. Untuk
menghasilkan suhu dengan batas yang sangat rendah, diperlukan
suatu aksesoris pendingin nitrogen cair; untuk penggunaan suhu
yang tidak terlalu rendah dapat digunakan pendingin elektrik [11].
DSC termodulasi (modulated DSC) merupakan suatu teknik
yang serupa dengan DSC konvensional, karena DSC termodulasi
juga mengukur perbedaan aliran panas dari bahan sampel dan refe-
rens sebagai fungsi suhu dan waktu. DSC termodulasi didasarkan
pada desain tungku DSC fluks panas konvensional. Dalam DSC ter-
modulasi, suatu modulasi suhu terkontrol di-overlay-kan pada su-
atu kecepatan pemanasan atau pendinginan linier untuk mengha-
silkan suhu sampel non-linier yang terus menerus. Hal ini dapat di-
lihat sebagai running dua percobaan dalam sekali waktu. Percobaan
pertama meliputi pemanasan sampel pada kecepatan linier konstan
untuk memperoleh aliran panas total, kebanyakan sebagaimana da-
lam DSC konvensional. Selama percobaan kedua, kapasitas panas
komponen aliran panas diperoleh dengan menggunakan modulasi
suhu osilasi yang terkontrol dengan perubahan suhu bersih nol (0)
selama terjadinya modulasi. Pemilihan kecepatan pemanasan rata-
rata, periode modulasi, serta suhu amplitudo modulasi merupakan
3 variabel yang dapat dimodifikasi untuk melakukan optimasi para-

meter-parameter percobaan.
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Gambar 6.1. Skema instrumen power-compensated DSC (a) dan DSC
fluks panas (b). Gambar diambil atas izin [12].

Aliran panas total terdiri atas komponen kapasitas panas dan
komponen kinetik. Tidak seperti DSC konvensional, DSC termodu-
lasi menentukan aliran panas total dan komponen kapasitas panas

dari suatu aliran panas. Karena kecepatan pemanasan berubah se-
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cara terus-menerus selama siklus modulasi, kapasitas panas sampel
ditentukan dengan membagi amplitudo aliran panas termodulasi
dengan amplitudo kecepatan pemanasan termodulasi. Amplitudo-
amplitudo suhu sampel dan modulasi aliran panas terukur diban-
dingkan dengan suatu gelombang referens dari suatu frekuensi yang
sama. Komponen kinetik aliran panas diperoleh dari perbedaan alir-
an panas total dan komponen kapasitas panas dari suatu aliran
panas.

DSC dinamik (dynamic differential scanning calorimetry)
memberikan informasi kapasitas panas dan komponen kinetika da-
lam suatu cara yang berbeda dengan DSC termodulasi. Pengguna
dapat memilih metode DSC yang sesuai tergantung pada jenis per-
cobaan yang dilakukan.

Kapasitas panas kompleks dapat dihitung dari komponen di-
namik respons sampel. Kapasitas panas kompleks (Cp*) merupakan
jumlah vektor kapasitas panas penyimpanan (Cp’) dan kapasitas
panas yang berkurang/hilang (Cp”). Pada umumnya, kapasitas pa-
nas komples sama dengan kapasitas panas penyimpanan, kecuali di
daerah peleburan (melting), yang mana kehilangan panas mendomi-
nasi. Kapasitas panas penyimpanan dihubungkan dengan gerakan-
gerakan molekuler dalam sampel dengan suatu cara yang sama
dengan modulus penyimpanan dalam pengukuran mekanika dina-
mik. Keluarnya komponen fase (out-of phase component), kapasitas
panas yang hilang (Cp”) dihubungkan dengan sifat-sifat pengham-
buran (disipatif) bahan. Kapasitas panas yang hilang merupakan ke-
luar fase (out-of-phase) dengan perubahan suhu, karena aliran panas
telah menghasilkan perubahan struktur dalam suatu bahan. Tangen
kekurangan (loss tangent) merupakan perbandingan kapasitas pa-
nas yang hilang dengan kapasitas panas penyimpanan, dan meru-

pakan ukuran pentingnya relatif tiap komponen [13].
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C. Kalibrasi Instrumen DSC

Reliabilitas hasl-hasil DSC tergantung pada kehati-hatian
dalam melakukan kalibrasi instrument sedekat mungkin dengan su-
hu transisi yang diinginkan. Luas puncak DSC harus dikalibrasi un-
tuk pengukuran-pengukuran entalphi. Akurasi hasil-hasil-hasil
analisis sangat tergantung pada penggunaan standar kalibrator ber-
kualitas tinggi dan sensor-sensor DSC yang bersih. Penggunaan
standar dan kalibrator tang terdefinisi dengan baik sangat penting
ketika membandingkan hasil-hasil analisis yang dilakukan dengan
instrument yang berbeda atau pada waktu yang berbeda.

Bahan-bahan dari NIST dengan kemurnian yang tinggi yang
digunakan untuk kalibrasi DTA dapat juga digunakan untuk kali-
brasi DSC. Sebagai contoh, NIST SRM 2232 adalah 1 keping 1 g lo-
gam indium dengan kemurnian tinggi untuk kalibrasi instrument
DSC dan DTA. SRM indium disertifikasi mempunyai suhu peleburan
(fusion) setara dengan 156,5985 °C * 0,00034 °C dan entalpi pele-
buran yang tersertifikasi sebesar 28,51 + 0,19 J/g. NIST menawar-
kan kisaran standar yang serupa. Bahan-bahan ini dan nilai-nilai
sertifikatnya dapat ditemukan di website NIST di alamat www.nist.
gov. Organisasi-organisasi pemerintahan yang lain di Negara-negara
lain juga menawarkan bahan-bahan yang serupa. Pishchur dan
Drebushchak (2015) membuat berbagai rekomendasi terkait dengan
kalibrasi DSC [14].

D. Penyiapan Sampel

Suksesnya percobaan DSC tergantung pada kehati-hatian
penyiapan sampel dan ketelitian pemilihan kondisi percobaan yang
sesuai (seperti kecepatan scanning dan ukuran sampel). Secara
umum, sampel DSC dianalisis dalam jumlah kecil dalam panci logam
yang dirancang supaya memberikan konduktivitas termal maksimal

dan bereaksi seminimal mungkin dengan sampel (misalnya alloy
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aluminium, platinum, tembaga tahan karat dan perak) yang biasa-
nya diberikan oleh pemasok instrumen. Panci dapat terbuka, pin-
hole, tertutup (Gambar 6.2) dan digunakan dalam kombinasi dengan
suatu panci rujukan dengan konfigurasi sama, yang diisi dengan ba-
han inert seperti alumina atau udara. Untuk analisis kuantitatif yang
akurat, maka massa termal panci sampel dan referens harus berse-
suaian. Panci tertutup digunakan ketika diperlukan pencegahan
perlepasan sampel atau produk reaksi sampel yang diinduksi oleh

panas. Sampel yang diambil untuk analisis DSC biasanya 1 — 10 mg.

Gambar 6.2. Berbagai jenis panci DSC (Sumber: Clas dkk. [15]).
Gambar diambil atas izin dan kebaikan dari Elsevier.

Ukuran sampel DSC untuk analisis derivat babi dalam sediaa
farmasetik adalah 3-5 mg, dan hasil yang baik seringkali diperoleh
dengan sampel kurang dari 1 mg. Sampel-sampel dalam jumlah yang
kecil dipilih dalam kebanyakan kasus karena lebih hemat bahan.
Kebanyakan sampel serbuk atau padatan harus sedikit ditekan ke
dalam bagian bawah panci untuk memastikan kontak termal yang
baik. Hal ini sangat penting terutama untuk bahan-bahan berkera-
patan rendah seperti sampel yang bersifat liofil. Ukuran partikel
serbuk dan parameter-parameter bentuk partikel dapat secara nyata
berpengaruh pada kemasan sampel, dan karenanya mungkin perlu
untuk sedikit menggerus sampel untuk memperoleh hasl-hasil yang
reprodusibel. Sampel-sampel untuk analisis DSC harus ditimbang

secara akurat pada tiap awal dan akhir percobaan [16].
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E. Analisis Derivat Babi dengan DSC

Banyak publikasi ilmiah yang melaporkan penggunaan DSC

untuk analisis derivat babi dalam berbagai produk. Tabel 6.1. me-

ringkas penggunaan DSC untuk analisis derivat babi bersama-sama

dengan isu yang menyertainya. Lemak babi secara kimiawi adalah

triasilgliserol (suatu ester gliserol dengan 3 asam lemak). Tingkat

kristalisasi lemak babi berkorelasi dengan kandungan triasilgliserol

dalam hal kandungan asam lemak baik asam lemak jenuh, tidak

jenuh tunggal (monounsaturated), tidak jenuh ganda (disaturated)

atau asam lemak tidak jenuh dengan 3 ikatan rangkap (trisaturated).

Sifat termal lemak dapat digunakan untuk karekterisasi jenis lemak

atau TAG yang menyusun minyak atau lemak tertentu, sehingga

DSC diaplikasikan secara luas untuk analisis lemak babi [17].

Tabel 6.1. Penggunaan Differential Scanning Calorimetry (DSC)
untuk analisis derivat babi dalam berbagai produk.

dalam coklat

pemanasan
menunjukkan bahwa
pada peningkatan
konsentrasi lemak
babi dari 3% ke 30%
menghasilkan dua
puncak minor di -26°C
dan 34,5 -C

Derivat babi Isu Karakteristik Referensi
Daging babi Pemalsuan daging - (18]
babi dalam daging
lainnya
Lemak babi Karakterisasi Lemak babi [19]
lemak babi dan menunjukkan profil
pembedaan dengan | DSC dengan puncak-
lemak sapi, lemak puncak eksotermik
kambing dan yang tajam di suhu
lemak ayam 4,9°C dan 16,9°C.
Lemak babi Karakterisasi - [18]
lemak babi asal
dan lemak babi
terandomisasi.
Lemak babi Analisis lemak babi | Termogram DSC [20]
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Lemak babi

Lemak babi dalam
campuran kacang
tanah, tempe,
ayam, dan sapi

[21]

Asilgliserol
lemak babi

Karakterisasi
asilgliserol lemak
babi

(18]

Lemak babi

Analisis lemak babi
(lard), dalam
bentuk lard stearin
dan lard olein

[22]

Lemak babi

Nugget ayam yang
digoreng dengan
palm olein yang
dicampur dengan
lemak babi

[23]

Lemak babi

Pemalsuan lemak
babi dalam minyak
bunga matahari

Kalibrasi dengan
SMLR

[24]

Lemak babi

Pembedaan profil
termal lemak babi
dengan minyak
nabati

[24]

Lemak babi

Pemalsuan VCO
dengan lemak babi

Kalibrasi dengan
SMLR

[25]

Diasilgliserol
lemak babi

Karakterisasi
termal diasilgliserol
dari lemak babi
dengan lemak babi

[26]

Lard stearin

Keberadaan lard
stearin dalam
minyak canola

Kalibrasi dengan
SMLR

[22]

Lemak babi

Pemalsuan butter
dengan lemak babi

Kalibrasi dengan
SMLR

[27]

SMLR = stepwise multiple linear regression

Lemak babi mempunyai sifat fisika yang hampir mirip
dengan minyak kelapa dara (virgin coconut oil, VCO), yakni sama-
sama berwarna putih kekuningan dan memadat pada suhu ruang-
an; karenanya, lemak babi merupakan bahan pemalsu yang poten-
sial pada VCO. Berdasarkan hal ini, maka peneliti berusaha meng-

gunakan berbagai teknik analisis untuk mendeteksi dan mengkuan-
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tifikasi lemak babi dalam VCO. Mansor dkk. [28] menggunakan DSC
untuk analisis lemak babi dalam VCO. Selain dengan DSC, sekelom-
profil perubahan asam lemak, penentuan bilangan penyabunanan
campuran lemak babi dalam VCO secara titrimetri serta penentuan
komposisi triasilgliserol dengan menggunakan kromatografi cair ki-
nerja tinggi.

Untuk analisis termal dengan DSC, sebanyak 9 mg sampel
(VCO, lemak babi atau campuran VCO-lemak babi) ditimbang dalam
suatu panci aluminium lalu ditutup dan diletakkan dalam tempat-
nya. Instrumen DSC dikalibrasi dengan indium dan n-dodekana.
Sebagai referens digunakan panci aluminium kosong yang sama
dengan yang digunakan dalam sampel. Sampel dikenai suhu pem-
rograman sebagai berikut: 60 °C secara isotermal selama 5 menit,
didinginkan sampai -5 °C (dengan kecepatan 5 °C/menit) lalu di-
tahan selama 5 menit. Sampel selanjutnya dipanaskan kembali dari
-60 °C sampai 60 °C pada kecepatan 5 °C/menit. Karakteristik termal
yang digunakan pada penelitian ini adalah suhu-suhu transisi
peleburan (melting) dan pendinginan (cooling), yang diukur dari
kurva DSC, sebagai suhu puncak maksimal, suhu-suhu onset (T,),
dan endset (Te) (diukur sebagai titik yang mana ujung kurva mula-
mula atau ujung kurva akhir memotong baseline), serta kisaran
suhu untuk fase pendinginan dan peleburan (Tr), yang ditentukan
dai perbedaan antara suhu onset dan suhu endset.

Meskipun VCO dan lemak babi mempunyai sifat fisika yang
sama, akan tetapi lemak babi dan VCO mempunyai jumlah asam
lemak dan triasilgliserol (TAG) jenuh dan tidak jenuh yang berbeda.
Rasio asam lemak jenuh dengan asam lemak tidak jenuh pada VCO
adalah 15,26, sementara pada lemak babi adalah 0,67. Semakin
jenuh komponen triasilgliserol, maka semakin tinggi suhu lebur; dan

sebaliknya, semakin rendah komponen tidak jenuh TAG, maka suhu
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leburnya semakin rendah.

Minyak/lemak yang mengandung asam lemak dan TAG je-
nuh yang banyak akan mempunyai titik lebur yang lebih tinggi yang
mana terbukti dari hasil penelitian Mansor dkk. [28] yang mana titik
lebur VCO adalah sebesar 23,16 °C dan VCO menunjukkan 2 pun-
cak endotermik yang tumpang suh. Terdapat suatu puncak bahu
(shoulder) dengan ukuran yang lebih kecil yang menempel/terikat
dalam puncak endotermik yang disebabkan oleh perbedaan kan-
dungan asam lemak dan TAG jenuh dengan asam lemak dan TAG
tidak jenuh dalam VCO. Puncak bahu yang kecil ini bersesuaian
dengan fraksi lebur asam lemak dan TAG dengan titik lebur yang
lebih tinggi. Sebaliknya, lemak babi mengandung asam lemak dan
TAG tidak jenuh yang lebih banyak dibandingkan VCO; dengan de-
mikian, adanya asam lemak dan TAG tidak jenuh ini berkontribusi
terhadap pengembangan titik lebur yang lebih rendah, sebagaimana
terlihat pada munculnya 2 puncak endotermik utama pada -3,93

dan 18,83 °C (Gambar 6.3.).
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Gambar 6.3. Termogram pemanasan DSC virgin coconut oil (VCO)
murni dan lemak babi (LD) murni [28]. Gambar diambil atas izin dari
Springer.

FALSAFAH SAINS HALAL 151



Dalam lemak babi, puncak utama pertama di -3,93 °C teru-
tama disebabkan oleh asam lemak dan TAG tidak jenuh (rasio-rasio
tidak jenuh: jenuh adalah 61,41: 20,43 untuk TAG dan sebesar
59,69: 40,31 untuk asam lemak), dan puncak kedua terutama dise-
babkan oleh asam lemak dan TAG tidak jenuh. Disebabkan oleh
lebih tingginya rasio asam lemak dan TAG tidak jenuh, puncak uta-
ma yang pertama nampak lebih tinggi dibandingkan dengan puncak
endotermis kedua.

Karena lemak babi ditambahkan secara berturut-turut ke
dalam VCO mulai dari 0 % sampai 30 %, maka termogram peleburan
menunjukkan satu puncak endotermik dengan bahu yang lebih kecil
yang terikat dalam puncak utama. Puncak ini untuk selanjutnya di-
sebut dengan puncak A, sebagaimana dalam Gambar 6.4. sebagai-
mana dijelaskan oleh peneliti-peneliti sebelumnya seperti oleh Tan
dkk. (2000), adanya puncak bahu yang tidak terpisah disebabkan
oleh kompleksnya sifat TAG yang dapat meleleh pada kisaran suhu
yang sama, dan adanya puncak bahu yang lebih kecil disebabkan

oleh jenis TAG yang berbeda.

exo <— Heat Flow (W /g)— endo
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Gambar 6.4. Termogram pemanasan DSC virgin coconut oil (VCO)
murni dan VCO yang dipalsukan dengan lemak babi [28].
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DSC mampu melakukan analisis kualitatif untuk mendeteksi
adanya pemalsuan lemak babi dalam konsentrasi 1 — 30 % ke dalam
VCO. Puncak suhu (T) maksimal puncak A terbentuk secara perla-
han-lahan pada suhu rendah seiring dengan meningkatnya konsen-

trasi lemak babi (Gambar 6.5).

Termogram pendinginan

Termogram pendinginan DSC VCO dan melam babi murni ditunjuk-
kan oleh Gambar 6.5. terdapat satu puncak eksotermik minor pada
-18,95 °C diikuti dengan 2 puncak eksotermik mayor yang dapat di-
amati di 3,95 oC dan -2,14 °C (untuk VCO). Adanya dua puncak
eksotermik VCO ini terkait dengan kristalisasi TAG. Adanya puncak
eksotermik yang kecil terkait dengan TAG tidak jenuh, terutama
palmitilpalmitiloleat (PPO).

VCo

Heat Flow (W /g) — endo

0o

Gambar 6.5. Termogram DSC pendinginan VCO murni dan lemak
babi murni [28].

Sementara itu, lemak babi mempunyai 2 puncak eksotermik
mayor yang teramati di 8,84 dan -16,13 °C. Kedua puncak ini lebih
terpisah secara sempurna dibandingkan kedua puncak dalam VCO,

dan lemak babi mempunyai fase transisi pada kisaran suhu yang
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lebih luas. Hal ini terkait dengan profil kristalisasi tiap gugus asam
lemak dan TAG yang berbeda. Asam lemak dan TAG jenuh akan
mengalami kristalisasi pada suhu yang lebih tinggi, sementara asam
lemak dan TAG tidak jenuh akan mengalami kristalisasi pada suhu
yang lebih rendah.

Adanya puncak eksotermis kecil pada VCO di -18,95 °C (pun-
cak B) terdapat dalam semua VCO yang terpalsukan. Puncak maksi-
mum puncak B terletak di sekitar -18 °C karena penambahan 1 - 5
% lemak babi, lalu menurun ketika persentase pemalsuan lemak
babi dinaikkan sampai 20 %. Meskipun demikian, pada pemalsuan
lemak babi sebesar 30 %, suhu maksimal puncak B meningkat kem-
bali ke -15,41 °C. Hal ini dapat dijelaskan dengan adanya kemung-
kinan beberapa TAG tidak jenuh bergabung dengan TAG jenuh un-
tuk membentuk puncak eksotermik mayor lainnya pada suhu kris-
talisasi yang lebih tinggi, yang menunjukkan mengapa puncak pe-
malsu C mempunyai kisaran suhu kristalisasi yang lebih luas (Gam-
bar 3.6). Gambar ini juga menunjukkan adanya puncak eksotermik
C yang dapat teramati sebagai puncak yang meningkat ketika per-
sentase bahan pemalsu (lemak babi) ditingkatkan, sementara pun-
cak D akan mengalami penurunan ukuran ketika persentase lemak
babi ditingkatkan. Ketika lemak babi ditambahkan ke VCO, dua
puncak yang tumpang suh dalam VCO (masing-masing ditandai se-
bagai puncak C dan D) masih dapat diamati dengan perubahan mor-
fologis yang kecil dalam kurva termal, ketika lemak babi ditingkat-
kan dari 1 — 30 %.

Marikkar dkk. (2012) [29] telah menggunakan termogram pe-
manasan DSC untuk mendeteksi adanya lemak babi, lemak sapi dan
lemak ayam sebagai kontaminan dalam minyak bunga matahari
(sunflower oil). Minyak bunga matahari yang di-spiking secara terpi-
sah dengan lemak babi, lemak sapi dan lemak ayam pada level 1 -

20 % (b/b) dianalisis dengan kromatografi cair kinerja tinggi untuk
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melihat profil triasilgliserol, dan dengan DSC untuk memperoleh
profil pemanasan. Untuk analisis DSC, digunakan instrumen DSC
dari Perkin Elmer. Sebagai gas purge adalah nitrogen dengan kemur-
nian 99,999 % dengan kecepatan 20 mL/menit. Sejumlah 6 — 8 mg
sampel yang telah dilelehkan diletakkan dalam panci aluminium
standar DSC dan selanjutnya ditutup secara rapat. Panci aluminium
yang kosong dan yang ditutup digunakan sebagai rujukan (referens).
Pengukuran-pengukuran pemanasan DSC dilakukan pada tiap sam-
pel sebagai berikut: isotermal pada -100 °C selama 2 menit, dipanas-
kan dari -100 sampai S0 °C pada kecepatan 5 °C/menit. Sebelum
dilakukan tiap pengukuran, instrumen dikalibrasi dengan standar

sampel indium.
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Gambar 6.6. Termogram pendinginan DSC VCO yang dipalsukan
dengan lemak babi (v/v) [28].

Hasil penelitian menunjukkan bahwa di bawah kontaminasi
pada level 20 % b/b, baik lemak babi dan lemak sapi dalam minyak

bunga matahari dapat dideteksi dengan menggunakan puncak yang
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bersifat karakteristik untuk kontaminan yang muncul di daerah
suhu yang lebih tinggi (0 — 50 °C) pada kurva DSC. Profil peleburan
DSC minyak bunga matahari dan sampel-sampel bunga matahari
yang terkontaminasi dengan lemak sapi, lemak ayam dan lemak babi
ditunjukkan dalam Gambar 6.7.(a) — 6.7(c). Kurva A dalam Gambar
6.7.(a) yang menggambarkan sampel yang tidak terkontaminasi me-
nunjukkan transisi endotermik yang nyata di -39,0 dan -25,1 °C.
Transisi di -25,1 °C dikaitkan dengan puncak bahu (shoulder) yang
lebih kecil yang muncul di -8 °C. Nampak jelas bahwa daerah suhu
-5,5 sampai 50 °C kurva pemanasan A ditemukan tanpa adanya
transisi pemanasan yang signifikan. Kurva B sampai F merupakan
kurva DSC minyak bunga matahari yang terkontaminasi dengan le-
mak hewani pada berbagai level yang berbeda (konsentrasi konta-
minan dalam kurung).

Rashood dkk. [30] melakukan karakterisasi termal lemak
babi (LB) asal dan LB terandomisasi. Transisi termal LB terjadi pada
3 tahap dengan puncak maksimal di -0,35; 30,25; dan 44,28 °C,
sementara itu transisi termal LB yang dirandomisasi terjadi dengan
S tahap dengan puncak maksimal di -51,26; -1,44; 4,3; 19,04; dan
27,8°C. Termogram DSC dan termodinamika fase transisi kedua
sampel (LB dan LB randomisasi) cukup berbeda dan tidak menam-
pakkan karakteristika umum yang dapat digunakan untuk deteksi
segera adanya LB dalam campuran lemak. Lambelet dan Ganguli
[31] telah mengembangkan DSC untuk mendeteksi adanya daging
babi dalam daging lainnya. Pemalsuan daging babi dapat dideteksi
dengan adanya puncak tambahan pada kurva kristalisasi DSC di
suhu tinggi. Luas relatif puncak ini pada kurva DSC mengukur ting-

kat pemalsuan daging babi.
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Gambar 6.7. Kurva pemanasan DSC (a) minyak bunga matahari
yang terkontaminasi dengan berbagai level lemak sapi, (b) minyak
bunga matahari yang terkontaminasi dengan berbagai level minyak
ayam, (c) minyak bunga matahari yang terkontaminasi dengan ber-
bagai level minyak babi, dan (d) puncak lemak babi yang diperbesar
pada berbagai level konsentrasi lemak babi sebagai kontaminan
(Sumber: Marikkar dkk., 2012) [29]. Gambar diambil atas kebaikan
dan izin dari Taylor and Francis.

DSC juga telah digunakan untuk mendeteksi adanya LB asal
dan LB yang telah dirandomisasi dalam minyak sawit yang telah
dimurnikan. Profil DSC LB asal dan LB terandomisasi dibandingkan
dengan profil DSC lemak hewani lainnya (lemak ayam, lemak domba,

dan lemak sapi). Hasilnya menunjukkan bahwa profil pendinginan

FALSAFAH SAINS HALAL 157



DSC minyak sawit yang dicampur dengan LB (asal dan terandomi-
sasi) mempunyai puncak tambahan yang bersesuaian dengan pun-
cak LB pada daerah suhu rendah (Gambar 3.8). Puncak ini diguna-
kan sebagai petunjuk adanya LB dalam minyak sawit. Batas deteksi

LB yang dilaporkan adalah 1 % [32].
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Gambar 6.8. Thermogram pendinginan DSC lemak babi (LB), lemak
babi yang dirandomisasi enzimatis (LBRE), serta lemak hewani yang
lain (Sumber: Marikkar dkk. [32]).

Lebih lanjut, Marikkar dkk. [33] juga menentukan adanya LB yang
dirandomisasi secara enzimatis (LBRE) sebagai pemalsu dalam mi-
nyak sawit olein. Karakteristik termal LBRE dibandingkan dengan
LB asal. suatu termogram pendinginan minyak sawit olein yang ti-
dak dipalsukan menunjukkan 2 puncak transisi eksotermik, ma-
sing-masing di 17,75 dan 1,25 °C serta 2 puncak bau (shoulder) mi-
nor di -6,82 dan -43,86 °C. Puncak bau yang muncul di -43,86 °C
bersifat peka terhadap penambahan LB atau LBRE. Puncak ini
mengalami pelebaran dengan meningkatnya konsentrasi LBRE di ki-

saran konsentrasi 1 — 20 %. Kelompok peneliti ini juga menggunakan
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termogram pemanasan dan pendinginan DSC untuk memantau
adanya pemalsuan LB dalam minyak canola. Termogram pendingin-
an kurang sesuai untuk deteksi LB, sementara termogram pemanas-
an memungkinkan untuk dideteksinya LB dengan level 8 % (v/v).

Profil DSC yang dihasilkan sebagaimana dalam Gambar 6.9.

—+ ENDO
- -

HEAT FLOW [Wig)

[

0 b
Suhu o

Gambar 6.9. Termogram pendinginan DSC dari (A) RBD-minyak
sawit dan minyak sawit yang telah dipalsukan dengan 1 % lemak
babi (B), 2 % (C), 3 % (D), dan dengan 4 % lemak babi (E) (Sumber:
Marikkar dkk. [33]).

Sebagai salah satu media pengeringan (penggorengan), ada-
nya LB dalam 4 produk yang mengandung lemak yakni kacang
tanah, tempe, ayam, dan sapi telah dianalisis dengan DSC [34].
Berdasarkan pada termogram pemanasan DSC, adanya kontaminasi
LB dalam tempe dan ayam menampakkan puncak endotermik di
kisaran 22 - 23 °C. Adanya puncak dapat dengan mudah dilihat
dengan teknik pengurangan termogram. Studi ini juga menyarankan
untuk menngunakan termogram pendinginan dalam penentuan LB
dalam daging sapi, karena puncak LB cenderung untuk menyatu di

suhu yang rendah, sebagaimana ditunjukkan oleh Gambar 3.10.
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Baru-baru ini, DSC telah digunakan untuk analisis pemalsu-
an lemak babi dalam butter, didasarkan bahwa lemak babi mem-
punyai karakteristik yang hampir sama dengan butter [27]. DSC
mempunyai profil termal yang unik untuk lemak babi dan butter.
Dalam profil heating, terdapat satu puncak utama endotermik (pun-
cak A) dengan bahu yang lebih kecil yang menempel dalam puncak
utama yang selanjutnya menurun secara perlahan-lahan seiring

dengan meningkatnya konsentrasi lemak babi.
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Gambar 3.10. Kurva pelelehan (melting) lemak babi (lard), butter
dan butter yang dipalsukan dengan lemak babi dengan konsentrasi
1-80% (A), serta profil pelelehan yang diperbesar di sekitar 0°C
(Sumber: Nurrulhidayah dkk. [27]). Diambil dengan izin dari UPM
Press.
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Komposisi dan profil termal lipid-lipid endogen dari 10 ko-
mersial nugget ayam dibandingkan profil-profil DSC-nya dengan
lipid yang diekstraksi dari nugget ayam yang digoreng dengan lemak
babi dan palm olein untuk menentukan jenis minyak atau lemak
yang digunakan untuk menggoreng produk. Hasil studi, berdasar-
kan analisis termal, menunjukkan bahwa produk-produk komersial
ada yang serupa dengan palm olein, dan tidak ada satu pun produk
yang menyerupai dengan profil lipid yang diekstraksi dari nugget

ayam yang digoreng dengan lemak babi (Marikkar dkk., 2011)
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Gambar 3.11. Kurva pendinginan (cooling) lemak babi (lard), butter
dan butter yang dipalsukan dengan lemak babi dengan konsentrasi
1-80% (A), serta profil pelelehan yang diperbesar di sekitar 0°C (B),
yang dikenal dengan puncak B (Sumber: [27]). Diambil dengan izin
dari UPM Press.
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Sementara itu, dalam profil pendinginan (cooling), terdapat
satu puncak minor (puncak B) dan 2 puncak-puncak eksotermis,
puncak C yang meningkat seiring dengan meningkatnya persentase
lemak babi, serta puncak D yang menurun dengan meningkatnya
konsentrasi lemak babi (Gambar 3.11). Untuk melakukan kuantifi-
kasi dilakukan dengan model kalibrasi SMLR (stepwise multiple
linear regression). Dua variabel independen yakni endset puncak A
dan kisaran transisi termal puncak D ditemukan mampu mempre-
diksi persentase lemak babi dalam butter dengan nilai koefisien

determinasi sebesar 0,9582.
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BAB VII
ANALISIS KEHALALAN PRODUK
DENGAN SPEKTROSKOPI INFRAMERAH
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Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta, 55281, Indonesia.

A. Pendahuluan

Spektroskopi inframerah (IR) merupakan salah satu jenis
spektroskopi molekuler yang mana interaksi antara analit dengan
radiasi elektromagnetik terjadi pada level molekuler. Metode spektro-
skopi merupakan metode analisis yang banyak dilaporkan di ber-
bagai publikasi ilmiah. Semua jenis spektroskopi melibatkan inter-
aksi antara sampel dengan radiasi elektromagnetik (REM) di daerah
inframerah (IR) [1]. Daerah IR dibagi menjadi 3 daerah yakni IR dekat
(biasa disebut dengan NIR atau near infrared) yang bersesuaian
dengan bilangan gelombang 12.500 — 4000 cm-!, tengah (mid infrared
atau MIR) yang bersesuaian dengan bilangan gelombang 4000 — 400
cm, dan IR jauh (far infrared) yang bersesuaian dengan bilangan
gelombang 400 — 10 cm 1. Pembagian ke dekat, tengah dan jauh ini
relatif terhadap daerah ultraviolet-tampak [2]. Daerah yang paling
penting untuk analisis kualitatif sistem organik adalah inframerah
dekat, yang mana kebanyakan vibrasi-vibrasi normal ditemukan pa-
da daerah ini.

Keuntungan spektroskopi IR untuk analisis derivat babi ada-
lah merupakan teknik analisis yang tidak merusak (non destructive),
yang bermakna bahwa sampel yang dianalisis dengan spektroskopi

IR dapat dianalisis dengan metode yang lain, sekiranya jumlah sam-
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pel sedikit, sensitif, serta tidak melibatkan penyiapan sampel yang
rumit. Teknik ini telah digunakan dalam berbagai macam analisis
seperti produk-produk makanan dan farmasetik selama beberapa
tahun, baik pada daerah inframerah dekat maupun daerah inframe-
rah tengah [3]. Dibandingkan dengan teknik analisis yang lain se-
perti kromatografi yang mengidentifikasi komponen yang terdapat
dalam turunan babi (misalkan analisis asam lemak dengan kroma-
tografi gas dan analisis komposisi triasilgliserol dengan kromatografi
cair kinerja tinggi), spektroskopi IR telah diidentifikasi sebagai teknik
yang ideal karena menganalisis turunan babi sebagai satu kesatuan
materi [4].

Proses penyerapan/absorpsi radiasi inframerah seperti ab-
sorpsi energi lainnya, yakni molekul tereksitasi pada tingkat energi
yang lebih tinggi ketika menyerap radiasi inframerah dan mengalami
vibrasi. Absorpsi radiasi inframerah, seperti proses absorpsi lainnya,
merupakan proses terkuantisasi (quantized). Suatu molekul menye-
rap hanya pada frekuensi atau energi tertentu dari radiasi infra-
merah. Absorpsi radiasi inframerah berkaitan dengan perubahan
energi sekitar 8-40 kJ/mol. Pada proses absorpsi, frekuensi radiasi
inframerah yang sesuai dengan frekuensi vibrasi alami molekul akan
diserap, dan energi yang diserap akan meningkatkan amplitudo gaya
vibrasi ikatan dalam molekul. Meskipun demikian, tidak semua ikat-
an molekul mampu menyerap energi inframerah meskipun frekuensi
radiasinya sangat sesuai dengan gaya ikatan. Hanya ikatan-ikatan
yang memiliki momen dipol yang mampu menyerap radiasi infra-
merah. Ikatan simetris seperti H, atau Cl, tidak menyerap radiasi
inframerah [5].

Analisis derivat babi dengan menggunakan spektroskopi in-
framerah di daerah tengah (4000-400 cm) memberikan informasi
yang bernilai tentang adanya ikatan-ikatan molekul dalam turunan

babi, dengan demikian, spektroskopi FTIR memberikan informasi
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tentang jenis-jenis gugus fungsional secara rinci yang terdapat da-

lam turunan babi (Rohman dkk., 20102).

B. Sistem Instrumentasi Spektrofotometer Inframerah

Ada 2 jenis instrumen spektrofotometer IR, yakni spektrofoto-
meter dispersif menggunakan monokromator berupa prisma dan
spektrofotometer Fourier transform yang menggunakan interfero-
gram. Sejak dikembangkannya instrumentasi Fourier, spektrofoto-
meter inframerah tertransformasi Fourier (FTIR) telah berkembang
sebagai alat analisis yang digunakan untuk berbagai kajian terkait
turunan babi [6]. Saat ini, kebanyakan spektrofotometer yang digu-
nakan adalah spektrofotometer FTIR. Keuntungan utama spektrofo-
tometer FTIR adalah bahwa alat ini menawarkan sensitifitas yang
tinggi, waktu analisis yang cepat, akurasi dan reprodusibiltas fre-
kuensi yang sangat baik, dapat dimanipulasi untuk menghasilkan
data yang dapat diterima, serta dilengkapi dengan perangkat lunak
kemometrika yang memungkinkannya sebagai alat yang canggih un-
tuk analisis kualitatif dan kuantitatif.

Spektrofotometer FTIR terdiri atas sistem optik yang menggu-
nakan interferometer dan komputer untuk menyimpan data. Inter-
ferometer yang paling sering digunakan adalah interferometer
Michelson. Bagan spektrofotomer FTIR dapat dilihat pada Gambar
7.1.a. Pada spektrofotometer FTIR terdapat dua cermin yaitu cermin
statis dan cermin dinamis. Di antara kedua cermin terdapat beam
splitter yang diatur 45° dari cermin dinamis. Sinar dari sumber infra-
merah dilewatkan ke cermin melalui beam splitter (sebagian dari to-
tal radiasi kembali ke sumber). Beam splitter membagi sinar menjadi
dua dan mentransmisikan ke cermin statis dan sebagian lagi ke cer-
min dinamis (Gambar 7.1.b). Kemudian, pantulan dari kedua cermin
digabung lagi pada beam splitter. Sinar yang muncul dari interfero-

meter pada 90° disebut sinar transmisi dan sinar ini dideteksi
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dengan suatu detektor. Salah satu detektor yang digunakan adalah

DTGS (deuterated triglycine sulphate). Panjang jalur dari salah satu

sinar kembali diubah untuk membentuk pola interferensi. Radiasi

rekombinasi lalu diarahkan ke sampel dan difokuskan ke detektor.

Intensitas yang didapat detektor disebut interferogram, yaitu suatu

ukuran intensitas sinyal sebagai fungsi dari perbedaan jalur antara

kedua sinar pada interferometer [7].
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Gambar 2.1. Skema spektrofotometer FTIR (a) dan interferometer
Michelson (Sumber: Stuart, 2004) [8].
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Teknik pengumpulan informasi spektra IR dilakukan meng-
gunakan interferometer. Tidak seperti instrumen dispersif yang pan-
jang gelombang sinar masing masing terpisah, interferometer mem-
buat semua panjang gelombang dapat melewati instrumen dan sam-
pel, untuk menghasilkan pola interferensi yang dapat dianalisis oleh
komputer dengan mengubah data menjadi suatu spektra inframerah
[8].

Teknik pananganan sampel spektroskopi inframerah ada be-
berapa macam, diantaranya transmitan dan pantulan (reflectance).
Transmitan merupakan teknik penanganan sampel yang paling mu-
dah mekanismenya, yaitu melewatkan radiasi inframerah pada sam-
pel lalu mendeteksinya. Transmitan memberikan spektra dengan
perbandingan signal to noise (SNR) tinggi dan harganya relatif mu-
rah. Teknik transmitan dibatasi oleh ketebalan sampel. Sampel
dengan rentang 1-20 pg sesuai untuk analisis transmitan. Preparasi
sampel untuk teknik ini termasuk lama.

Berbeda dengan transmitan, pada pantulan (reflectance), si-
nar inframerah dipantulkan kembali dari sampel yang diukur. Pre-
parasi sampel cepat dan mudah, teknik ini non-destruktif dan tidak
dipengaruhi ketebalan sampel. SNR pantulan lebih rendah diban-
ding transmitan. Kekurangan teknik pantulan yaitu terkadang dibu-
tuhkan tambahan peralatan khusus dan mahal, yang membatasi
aplikasinya. Dalamnya penetrasi ke sampel tidak diketahui pasti dan
permukaan sampel mempengaruhi spektra dibanding bagian dalam-
nya [8].

Berdasarkan tipe pantulan dari sampel, teknik pantulan ter-
bagi menjadi specular reflectance, diffused reflectance, dan attenuat-
ed total reflectance (ATR). ATR merupakan teknik yang paling sering
digunakan. Ketika suatu sinar inframerah melaju dari medium
dengan indeks bias tinggi (misalnya kristal zink selenida) ke medium

dengan indeks bias rendah, sejumlah sinar dipantulkan kembali ke
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medium yang berindeks bias rendah. Fenomena ini disebut attenuat-
ed total reflectance. Pada kondisi ini, sejumlah energi cahaya lolos
dari kristal dan melebar di luar permukaan dalam bentuk gelom-
bang. Intensitas sinar pantulan berkurang pada titik ini. Fenomena
ini disebut attenuated total reflectance. Ketika sampel diaplikasikan
pada kristal, sejumlah radiasi inframerah berpenetrasi keluar kristal
dan diserap oleh sampel. Saat ini telah tersidia instrumen FTIR yang
bersifat on site sehingga sesuai untuk digunakan pada screening

langsung di lapangan [9].

C. Analisis Derivat Babi dengan Spektroskopi Inframerah
Spektroskopi inframerah (IR) termasuk ke dalam spektro-
skopi vibrasional yang mana gugus-gugus fungsi yang menyerap
sinar IR akan mengalami vibrasi dan dieksitasikan ke level vibrasio-
nal untuk menghasilkan spectra IR. Teknik ini bersifat non-destruk-
tif sehingga sampel yang telah dianalisis dengan spektroskopi IR da-
pat dianalisis dengan tekni atau metode analisis yang lain [10].
Spektroskopi IR bersifat sidik jari (fingerprint), yang bermakna
bahwa tidak ada 2 materi yang berbeda yang memppunyai spektra
IR yang sama. Sifat sidik jari ini dapat digunakan untuk pembedaan
komponen halal dengan komponen nonhalal seperti derivat babi.
Seiring dengan perkembangan teknologi komputer dan statistika,
analisis dengan spektroskopi inframerah kebanyakan digabungkan
dengan kemometrika. Kemometrika adalah penggunaan matematika
dan statistika untuk mengolah data kimia, dalam hal ini spektra
inframerah. Jenis kemometrika yang paling sering digunakan dalam
kaitannya dengan data spektra inframerah adalah (1) teknik penge-
lompokkan seperti principal component analysis dan discriminant
analysis; serta (2) teknik analisis kuantitatif dengan kalibrasi multi-
variat seperti partial least square (PLS) dan principal component

regression (PCR) [11] [12].
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Beberapa perangkat lunak yang ramah kepada pengguna
(user-friendly software) saat ini telah tersedia secara komersial yang
ditawarkan oleh berbagai perusahaan seperti Minitab® (State
College, Pennsylvania, USA), Unscrambler® (Camo Analytics, Moln-
dal, Sweden), SIMCA® (Sartorius, Gottingen, Germany), and MAT-
LAB®PLS_Toolbox (Mathworks, MA, USA) sehingga memudahkan
para pengguna kemometrika untuk mengolah data, terutama data
dalam jumlah besar (big data) [13].

Meskipun spektroskopi FTIR menawarkan kesederhanaan
dan kecepatannya, serta didukung fakta bahwa spektra FTIR bersifat
sidik jari, namun metode analisis ini mempunyai kelemahan ketika
digunakan untuk analisis kualitatif dan analisis kuantitatif derivat
babi dalam berbagai produk. Jika matriks sampel yang diduga
mengandung lemak babi atau derivat babi lainnya berbeda, maka
suatu model harus dibangun kembali untuk menghasilkan suatu
model kalibrasi dan validasi yang akurat dan precise, sebagaimana
terlihat dalam Tabel 7.1 yang mana adanya derivat babi yang sama
dalam matriks sampel yang berbeda dianalisis secara terpisah [14].
Di samping itu, penggunaan spektra FTIR untuk tujuan analisis
kualitatif ataupun kuantitatif harus digabungkan dengan teknik ke-
mometrika yang sesuai, sehingga diperlukan pemilihan jenis kemo-

metrika tertentu.

Tabel 7.1. Penggunaan spektroskopi inframerah untuk analisis
komponen tidak halal dalam produk makanan dan
sediaan farmasi.

Sampel
Tu;::ian I;‘::;;::: Issue Hasil Ref.
farmasi
Lemak Minyak Karakterisasi Lemak babi telah sukses [15]
babi makan lemak babi da- dikarakterisasi dengan
lam campuran spektroskopi IR terutama
biner dengan di daerah sidik jari. Batas
lemak hewani deteksi tidak dilaporkan.
lainnya
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Lemak Lipstik Deteksi lemak Kemometrika PCA dapat [16]
babi babi dalam se- mengelompokkan lipstick
diaan lipstick. dengan kandungan lemak
Ekstraksi lipid babi dan lemak lainnya,
dilakukan dengan 3 metode ekstrak-
dengan 3 metode | si. Daerah IR yang digu-
yaitu Soxhlet, nakan untuk analisis
Bligh-Dyer dan adalah 1200-800 cm!.
Folch. Analisis kuantitatif dila-
kukan dengan bantuan
partial least square.
Daging Daging Identifikasi Fraksi lemak (lemak babi) | [17]
babi daging babi diekstraksi dengan meto-
dalam sosis de Soxhlet. PCA menggu-
nakan bilangan gelom-
bang 1200-1000 cm-!
digunakan untuk penge-
lompokkan. Analisis
kuantitatif dilakukan
dengan PLS mengguna-
kan absorbansi di bilang-
an gelombang 1200-800
cm-1 dan menghasilkan
persamaan y = 0,921x +
4,623 dengan R2 = 0,985,
RMSEC = 2,094%;
RMSEP = 4,77%
Daging Daging Pengelompokkan | SVM menunjukkan [18]
babi yang lain berbagai jenis pengelompokkan yang
daging (babi, baik dalam artian kinerja
sapi, anjing dan akurasi total, yakni sebe-
kambing). Ber- sar 98% dengan spectra
bagai Teknik ke- | ATR-FTIR dan sebesar
mometrika 100% untuk spektra DR-
pengenalan pola | FTIR. Sementra PLS-DA
dioptimasi, masing-masing memberi-
yakni PLS-DA kan total akurasi masing-
dan SVM. masing sebesar 90% dan
98%.
Lemak Campuran | Lemak babi yang | Adanya lemak babi dalam | [19]
babi lemak dicampur campuran dengan lemak
makan dengan minyak lain telah sukses dikuan-
yang lain tifiaksi dengan PLS.
Lemak Kerupuk Lemak babi PLS menggunakan varia- [20]
babi rambak dalam kerupuk ble absorbansi di bilang- [21]
rambak an gelombang 1200-1000
cm-! sukses digunakan
untuk prediksi kandung-
an lemak babi dalam
Rambak dengan nilai R2 =
0,946 dengan RMSEC
dan RMSEP yang rendah.
Lemak Lemak Lemak babi Kemometrik Analisis Dis- [22]
babi hewani dicampur kriminan dapat menge- [23]
dengan lemak lompokkan lemak babi
hewani lainnya dengan lemak hewani
lainnya (lemak sapi,
lemak domba dan lemak
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ayam) menggunakan bi-
langan gelombang 3300 —
650 cm-!. Analisis kuanti-
tatif lemak babi difasili-
tasi dengan PLS dengan
menggunakan variable
nilai absorbansi 1500 —
900 cm-!. Persamaan un-
tuk korelasi antara kan-
dungan lemak babi sebe-
narnya (x) dan lemak
babi terprediksi adalah: y
=0.995 x + 0.098 (R2 =
0,995 dan RMSEC = 0,98.
Batas deteksi = 1% (v/v)

Lemak
babi

Coklat
dan
produk-
produk-
nya

Penambahan
lemak babi

Absorbansi pada bilangan
gelombang 4000-650 cm-
1 digunakan untuk pre-
diksi lemak babi dalam
coklat dan menghasilkan
persamaan y = 0,9225x +
0,5539. Nilai R2 = 0,9872
dengan standard error
(SE) sebesar 1,305. Batas
deteksi = 3% (b/b)

[24]

Lemak
babi

Biskuit

Pemalsuan
dengan lemak
babi

Analisis Diskriminan
sukses untuk pembedaan
lemak babi dalam lemak
lainnya dalam biscuit
dengan menggunakan
absorbansi di gabungan
bilangan gelombang
3050-2800, 1800-1600,
dan 1500-650 cm!.

[25]

Lemak
babi

Minyak
hati ikan
cod

Pemalsuan
minyak hati ikan
kod (CLO)
dengan lemak
babi

Adanya lemak babi dalam
CLO sukses dikuanti-
fiaksi dengan PLS.
Analisis diskriminan suk-
ses untuk mengelompok-
kan CLO dan CLO yang
dipalsukan dengan lemak
babi.

[26]

Lemak
babi

Minyak
VCO

Pemalsuan VCO
dengan lemak
babi

Kandungan lemak babi
dalam VCO dilakukan
dengan menggunakan
nilai absorbansi pada
gabungan bilangan ge-
lombang 3020-3000 cm-!
dan 1120-1000 cm-!.

[27]

Gelatin

Bahan
awal

Identifikasi
gelatin babi

Kemometrik PCA dengan
mengaplikasikan nilai-
nilai absorbansi pada
gabungan bilangan ge-
lombang 3290-3280 cm-!
dan 1660-1200 cm™! suk-
ses digunakan untuk
mengelompokkan gelatin
babi dan gelatin sapi.

(28]
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Lemak
babi

Berbagai
minyak
nabati

Pemalsuan
lemak babi

Lemak babi sebagai pe-
malsu dalam minyak
canola, minyak jagung,
minyak zaitun, minyak
kedelai dan minyak
bunga matahari sukses
dilakukan diskriminasi
dengan analisis diskrimi-
nan menggunakan dae-
rah 1500-1000 cm-.
Untuk kuantifikasi digu-
nakan PLS. Batas deteksi
=1%

[29]

Lemak
babi

Sediaan
krim
kosmetika

Penggunaan
lemak babi
sebagai basis
krim

Lemak babi dalam cam-
puran VCO dalam sedia-
an krim telah sukses
diprediksi dengan bantu-
an PLS. batas deteksi =
1%

(30]

Daging
babi

Bakso

Pemalsuan
bakso sapi
dengan bakso
babi

Analisis kuantitatif lemak
babi yang diekstraksi dari
bakso daging babi dilaku-
kan pada bilangan gelom-
bang 1200-1000 cm™!
dengan hasil akurasi dan
presisi yang dapat diteri-
ma. Nilai R2, RMSEC
adalah 0,999 dan 0,442
dan RMSEP = 0,742.
Batas deteksi = 4%

[31],
(32]

Lemak
babi

Lotion

Penggunaan le-
mak babi seba-
gai basis lotion

Lemak babi dalam cam-
puran minyak sawit
dalam sediaan lotion
sukses dianalisis dengan
spektroskopi FTIR-PLS
dengan menggunakan
bilangan gelombang
1200-1000 cm'!, dengan
nilai R2 = > 0,99. Batas
deteksi = 1%. PCA mam-
pu mengelompokkan
lotion dengan kandungan
lemak babi dan minyak
sawit.

(33]

Lemak
babi

Kuah
bakso

Pemalsuan
bakso sapi
dengan bakso
babi

PCA digunakan untuk
analisis pengelompokkan
lemak babi dan lemak
sapi dalam kuah bakso
1200-1000 cm™!. Kuan-
tifikasi dengan PLS dila-
kukan pada bilangan ge-
lombang 1018-1284 cm™!
menghasilkan R? dan
RMSEC sebesar 0,9975
dan 1,34% (v/v).

(34]

Lamak
babi

Krim

Lemak babi yang
tercampur
dengan minyak

Lemak babi dalam cam-
puran minyak zaitun
dalam krim sukses

(35]
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zaitun sebagai
basis sediaan
krim

dianalisis dengan PLS
menggunakan kombinasi
bilangan gelombang
1785-702 cm-! dan 3020-
2808 cm-1. PCA untuk
pengelompokkan krim
dengan lemak babi dan
minyak zaitun dilakukan
pada bilangan gelombang
1200 - 1000 cm-1.

metode yaitu
Soxhlet, Bligh-
Dyer dan Folch.

nakan untuk analisis
adalah 1800-750 cm-!
digunakan untuk penge-
lompokkan dengan PCA.
Analisis kuantitatif dila-
kukan dengan bantuan
partial least square. Nilai
R2, RMSEC dan RMSEP
dapat diterima.

Lemak Kentang Lemak babi yang | Adanya lemak babi untuk | [36]
babi yang terdapat dalam menggoreng kentang
digoreng kentang yang di- | dikuantifikasi dengan
dengan goreng dengan PLS menggunakan nilai
minyak campuran mi- absorbansi pada bilangan
sawit nyak sawit dan gelombang 3100-1050
lemak babi cm™!, dengan nilai R2 =
0,9791. Batas deteksi =
0,5%.
Daging Bakso Adanya daging Nilai absorbansi pada [37]
tikus sapi yang sapi yang dicam- | bilangan gelombang 750—
dicampur pur dengan da- 1000 cm™! digunakan
dengan ging tikus dalam | untuk analisis kuantitatif
daging bakso dengan PLS dan penge-
tikus lompokkan dengan PCA.
Persamaan untuk korela-
si antara daging tikus
actual (x) dan terprediksi
(v) adalah y = 0,9417x +
2,8410, dengan niali R2 =
0,993 dan RMSEC
sebesar 1,79%.
Daging Deteksi Deteksi daging Kemometrika PCA dapat [38]
tikus daging tikus melalui mengelompokkan sosis
tikus lemak tikus da- dengan komponen daging
dalam lam sosis. Eks- tikus dan daging sapi,
sampel traksi lipid dila- dengan 3 metode ekstrak-
sosis kukan dengan 3 | si. Daerah IR yang digu-

tdl = tidak dilaporkan; ATR-FTIR = attenuated total reflectance-FTIR; DR-FTIR
= diffuse reflectance-FTIR; PCA = principal component analysis; PLS-DA =
partial least squares-discriminant analysis; SVM = support vector machine;

Gambar 7.2. merupakan contoh spektra inframerah lemak
babi dan minyak sapi. Spektra inframerah lemak babi pada dasarnya

mirip dengan spektra FTIR minyak dan lemak yang lain, karena pada
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dasarnya minyak dan lemak tersusun dari trigliserida (ester asam
lemak dengan gliserol) yang berbeda dalam hal jenis asam lemak
penyusun, urutan asam lemak, serta tingkat kejenuhan asam lemak.
Karena alasan inilah, deteksi lemak babi dalam lemak hewani atau
dalam minyak nabati lainnya sering menyulitkan. Meskipun demiki-
an, karena kemampuannya sebagai teknik sidik jari (fingerprint) yang
berarti bahwa tidak ada 2 minyak atau lemak yang mempunyai jum-
lah puncak atau intensitas yang sama, maka spektroskopi FTIR me-
rupakan teknik yang menjanjikan untuk analisis lemak babi, se-
hingga dapat dimanfaatkan oleh seorang analis untuk membuat
penandaan awal lemak babi [39]. Interpretasi masing-masing pun-
cak pada spektra inframerah lemak babi dan lemak makan lainnya
dapat dilihat dalam Tabel 7.2.

Gambar 7.2. Spektra inframerah lemak babi dan lemak sapi pada
bilangan gelombang 4000-650 cm-! [40].
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Tabel 7.2. Gugus fungsi dan model vibrasi lemak babi dan lemak

sapi [41], [42].
Penandaan | Frekuensi (cm-!) | Vibrasi gugus fungsional
a 3006 cis C=CH uluran
b 2954 Vibrasi ulur asimetris gugus metil
(-CHs)
cdan d 2924 dan 2852 Vibrasi ulqr asimetris dan simetris
gugus metilen (-CHy)
Gugus fungsi karbonil (C=0) dari
e 1743 . L
ikatan ester triasilgliserol
f 1654 cis C=C
Vibrasi tekuk dari gugus CH2 dan
g 1465 CH alifatik
h 1417 Vibrasi goyangan ikatan CH dari
alkena cis-disubstitusi
i 1377 Vibrasi tekuk simetris gugus CHs
jdan k 1228 dan 1155 Vibrasi ulur gugus C-O dalam ester
Vibrasi tekuk —-CH dan perubahan
I dan m 1111 dan 1097 bentuk -CH dari asam lemak
n 1033 Vibrasi ulur C-O
Vibrasi tekuk gugus fungsi CH dari
o 962 . .
trans-olefin terisolasi
Tumpang tindih vibrasi goyangan
P 721 metilen (-CH2) dan vibrasi keluar
bidang olefin cis-disubstitusi
1. Analisis Lemak Babi dengan spektroskopi inframerah

Guillen dan Cabo [15] telah mengembangkan spektroskopi
FTIR untuk mendeteksi dan melakukan karakterisasi minyak makan
(edible oil) dan lemak babi. Spektra IR direkam dan pita-pita yang
berasal dari lemak babi yang disebabkan oleh vibrasi gugus-gugus
fungsional. Adanya frekuensi vibrasi di daerah sidik jari memung-
kinkan seseorang untuk membuat pengelompokkan minyak makan
dan lemak babi.

Che Man dkk. [43] telah melakukan kajian untuk membeda-
kan lemak babi dari 16 lemak dan minyak makan dengan spektro-

skopi FTIR digabungkan dengan kemometrika analisis komponen
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utama atau principal component analysis (PCA) menggunakan nilai-
nilai absorbansi di 16 bilangan gelombang yakni 721,6; 868,3; 965,7;
1031,9; 1097,3; 1116,8; 1157,6; 1236,3; 1377,2; 1417,6; 1464,7;
1654,7; 1743,5; 2852,8; 2922; dan 3007,1 cm-!. Gambar 2.3 menun-
jukkan score plot PCA 17 lemak dan minyak makan yang meng-
gambarkan proyeksi sampel lemak babi dan minyak/lemak makan
lainnya yang didefinisikan dengan komponen utama pertama (PC1)
dan komponen utama kedua (PC2). PC1 menggambarkan absorbansi
spektra FTIR yang variannya paling besar pertama, sementara PC 2

mempunyai varian absorbansi terbesar kedua.

Score Plot of 721.6, ..., 3007.1

.
4

-* _e

Second Component

2 = 0 2 4 6 8 10
First Component

Gambar 7.3. Score plot 2 komponen utama pertama untuk 17
minyak dan lemak. 1 = lemak babi; 2 = lemak sapi; 3 = lemak ayam,;
4 = lemak domba; 5 = minyak hati ikan cod; 6 = minyak canola; 7 =
minyak jagung; 8 = minyak zaitun murni; 9 minyak biji anggur; 10 =
minyak sawit; 11 = minyak biji pumpkin; 12 = minyak dedak beras;
13 = minyak wijen; 14 = minyak kedelai; 15 = minyak walnut; 16 =
minyak bunga matahari; 17 = minyak kelapa murni (VCO) [43].
Gambar diambil atas izin dan kebaikan dari Springer.

Suatu nilai akar ciri (eigen value) 90 % dicapai dengan 4 kom-
ponen utama pertama. PC1 menggambarkan 44,1 % variasi, semen-

tara PC 2 menggambarkan 30,2 % variasi; dengan demikian, seba-
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nyak 74,4 % varian dapat dijelaskan dengan 2 komponen utama per-
tama. Frekuensi/bilangan gelombang yang berkontribusi terhadap
pemisahan lemak babi dari minyak/lemak lainnya berdasarkan pa-
da komponen utama pertama adalah 2852,8 cm! diikuti oleh 2922
dan 1464,7 cm'!. Sementara itu, frekuensi 1116,8 dan 1236,3 cm!
berpengaruh pada pemisahan lemak babi dan lainnya berdasarkan
pada PC 2.

Che Man dan Mirghani [19] telah menggunakan spektroskopi
FTIR untuk menganalisis adanya lemak babi (LB) yang tercampur
dengan lemak sapi (LS), lemak domba (LD) dan lemak ayam (LA)
dengan bantuan kalibrasi multivariat kuadrat terkecil sebagian
(partial least square, PLS). Sampel lemak-lemak hewani ini diperoleh
dengan cara mengekstraksi jaringan adiposa babi, sapi, domba, dan
ayam, sebagaimana diuraikan pada Bab I (penyiapan lemak babi).
Persentase LB dalam campuran dengan LD dianalisis pada frekuensi
3009 - 3000 cm'!, menggunakan persamaan yang menyatakan hu-
bungan antara nilai LB sebenarnya (sumbu —x) dengan nilai LB terhi-
tung menggunakan spektroskopi FTIR (sumbu -y) sebagai berikut: y
= 0,1616x + 3002,1. Nilai koefisien determinasi (R?) dan kesalahan
baku prediksi (standard error of prediction atau SEP), masing-masing
sebesar 0,9457 danl1,23 %. Pita spektra FTIR di 3005,6 cm™! diusul-
kan untuk penentuan LB dalam LA menggunakan persamaan y =
0,0071x+ 0,1301 (R2=0,983, SEP = 0,012 %). Sementara itu, adanya
LB dalam LS ditentukan pada frekuensi 966,22 cm™! dengan persa-
maan, R?, dan SEP masing-masing adalah y = -0,005x + 0,3188;
0,9831, dan 0,0086 %.

Pengamatan lemak babi (LB) dalam campuran dengan daging
sapi dan daging domba telah dilakukan oleh Jaswir dkk. [22] meng-
gunakan spektroskopi FTIR. Suatu regresi PLS telah digunakan un-
tuk analisis kuantitatif kandungan LB yang tercampur dengan da-

ging domba menggunakan data spektra pada frekuensi 3010 — 2000;
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1220 - 1095; 968 — 965 cm'!. Persamaan yang diperoleh untuk me-
nyatakan hubungan antara nilai LB sebenarnya (sumbu —x) dengan
nilai LB terhitung menggunakan FTIR (sumbu -y) adalah y = 1,151x
-0,1882; R2=0,9868; SEP =2,01 % (v/v). Sementara untuk LB yang
tercampur dengan daging sapi, dilakukan analisis pada frekuensi
968 — 965 cm!l. Persamaan yang digunakan adalah y = 0,7239 x +
1,1369; R2 = 0,9749; SEP = 1,86 % (v/v).

Kedua kelompok peneliti ini menggunakan frekuensi yang
berbeda-beda untuk analisis lemak babi (LB) yang tercampur dengan
lemak hewani lainnya. Di samping itu, kedua kelompok ini juga tidak
melakukan analisis diskriminan untuk mengelompokkan LB dan LB
dalam campuran dengan lemak hewani lainnya. Karena alasan ini,
maka Rohman dan Che Man [23] telah mengembangkan spektro-
skopi FTIR digabungkan dengan kemometrika analisis multivariat
PLS dan diskriminan analisis (DA) untuk analisis kuantitatif dan
pengelompokkan LB dan LB yang tercampur dengan lemak hewani
lainnya pada satu kisaran frekuensi. Dua daerah frekuensi yakni di
keseluruhan daerah inframerah tengah (3300-700 cm-!) dan di dae-
rah sidik jari terpilih (1.500 — 900 cm-!) dioptimasi untuk tujuan ana-
lisis ini. Pemilihan daerah frekuensi didasarkan pada kemampuan-
nya untuk memberikan nilai R? terbesar dan nilai akar kuadrat kesa-
lahan baku pada kalibrasi (root mean square error of calibration,
RMSEC) terkecil. Berdasarkan pada kriteria ini, frekuensi 1500 - 900
cm! dipilih untuk analisis LB yang tercampur dengan LD, LS, dan
LA dengan nilai R2 > 0,99 dan RMSEC yang dilaporkan adalah 0,98
% (LD); 0,73 % (LS); dan 0,61 % (LA). Studi ini juga menunjukkan
bahwa spektroskopi FTIR di daerah 3300 — 800 cm! digabungkan
dengan AD mampu mengelompokkan LB dan LB yang tercampur
dengan lemak hewani lainnya.

LB mungkin digunakan sebagai lemak pemalsu dalam mi-

nyak yang harganya jauh lebih tinggi. Spektroskopi FTIR yang di-
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kombinasikan dengan PLS dan AD telah digunakan untuk deteksi
dan kuantifikasi LB dalam minyak hati ikan cod (cod liver oil, CLO)
dan minyak kelapa dara (virgin coconut oil, VCO). Daerah frekuensi
1,035 - 1030 cm! telah digunakan untuk analisis kuantitatif LB da-
lam CLO dengan persamaan yang diperoleh adalah: kandungan LB
terhitung = 0,872 x (nilai LB sebenarnya) — 0,392 dengan nilai R2 dan
RMSEC adalah 0,967 dan 1,605 %. AD menggunakan 7 komponen
utama mampu mengelompokkan LD yang tercampur dengan CLO.
Adanya LB dalam VCO dapat dengah mudah dianalisis dengan spek-
troskopi FTIR dengan bantuan PLS dan AD di frekuensi 1120 — 950
cm!l. PLS mampu memprediksi kandungan LB dalam VCO dengan
persamaan kandungan LB terhitung = 0,999 x (nilai LB sebenarnya)
- 0,392; dengan nilai R?2= 0,999. AD mampu mengelompokkan VCO
dan VCO yang tercampur dengan LB tanpa ada satupun yang tidak
terkelompokkan sesuai dengan kelompoknya [44].

Dengan tujuan untuk mengurangi biaya produksi selama
pemrosesan makanan, LB mungkin ditambahkan ke dalam beberapa
minyak nabati. Rohman dkk. [29] telah menggunakan spektroskopi
FTIR untuk kuantifikasi dan klasifikasi LB dalam minyak nabati
tertentu, yakni: minyak canola (MC), minyak jagung (MJ), minyak
zaitun (MZ), minyak kedelai (MK), dan minyak bunga matahari
(MBM). Disebabkan karena kemampuannya untuk memberikan nilai
R? tertinggi dan nilai RMSEC tertendah, frekuensi di 1,500 — 1,000
cm! dipilih untuk kuantifikasi LB dalam minyak nabati ini. Dapat
disimpulkan bahwa spektra FTIR normal dan turunan pertama
mampu memberikan hasil yang lebih baik dibandingkan spektra
FTIR turunan kedua untuk analisis LB dalam MC. Kecenderungan
ini juga berlaku pada kuantifikasi LB dalam MJ, MK, dan MBM. Se-
mentara itu, adanya LB dalam MZ paling baik dianalisis meng-
gunakan spektra FTIR turunan pertama. Lebih lanjut, AD mampu

mengelompokkan minyak nabati dan minyak nabati yang tercampur
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dengan LB pada kisaran konsentrasi 1 — 50 % (v/v) secara akurat
100 %, kecuali pada MK yang mana ada satu sampel yang tidak ter-
kelompokkan dengan benar. Gambar 7.4. merupakan contoh Plot
Coomans minyak nabati (minyak canola dan minyak jagung) dan

minyak nabati yang tercampur dengan LB.
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Gambar 7.4. Plot Coomans minyak nabati dan minyak nabati yang
tercampur dengan lemak babi (LB): (o) minyak nabati; (A) minyak
nabati yang ditambah dengan LB. A = minyak canola; B = minyak
jagung [29]. Gambar diambil atas izin dan kebaikan dari Taylor and
Francis dengan nomer lisensi 2953420001426.

Rohman dkk. [45] melakukan analisis lemak babi dalam mi-
nyak kelapa sawit (palm oil). Lemak babi dikuantifikasi dengan model
kalibrasi PLS pada bilangan gelombang 1480 — 1085 cm-!. Model dan
bilangan gelombang yang digunakan mampu memberikan koefisien

determinasi hubungan antara nilai sebenarnya lemak babi dengan
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nilai terprediksi lemak babi dalam minyak kelapa sawit sebesar
0,998 dengan nilai root mean square error of calibration atau RMSEC
sebesar 2,87%.

Selain dalam 2 sistem lemak, Rohman dan Che Man [46] juga
melakukan analisis lemak babi dalam sistem 4 campuran dengan
lemak sapi, lemak domba, dan lemak ayam. Analisis multivariat PLS
pada bilangan gelombang 1500 — 1000 cm! dan spektra turunan
pertama adalah sesuai untuk analisis lemak babi dalam sistem em-
pat campuran ini. Berbagai optimasi (pemilihan bilangan gelombang
dan jenis spektra) dilakukan untuk menghasilkan kombinasi ter-
baik, sehingga akhirnya digunakan spektra derivatif pertama untuk
lemak babi, sementara spektra normal digunakan untuk analisis ku-
antitatif ketiga lemak yang lain pada bilangan gelombang yang sama.
Pemilihan bilangan gelombang dan jenis spektra ini didasarkan pada
kemampuannya untuk menghasilkan nilai R? yang tertinggi dan nilai
RMSEC dan RMSEP terkecil. Gambar 7.5 menunjukkan hubungan
antara lemak babi sesungguhnya (actual value) dengan lemak babi

terprediksi atau terhitung (calculated value) dalam sistem empat

campuran.
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Gambar 7.5. Model kalibrasi PLS yang menyatakan hubungan an-
tara lemak babi sesungguhnya (actual value) dengan lemak babi ter-
hitung (calculated value) dalam sistem empat campuran mengguna-
kan spektra derivatif pertama pada bilangan gelombang 1500 — 1000
cm! [46]. Gambar diambil atas kebaikan dari Hindawi Publishing.
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Sejauh ini pembahasan analisis lemak babi (LB) adalah da-
lam campuran dengan minyak/lemak lain, sehingga tidak melibat-
kan proses ekstraksi. Dalam sistem makanan, LB harus diekstraksi
terlebih dahulu sebelum diukur dengan spektroskopi FTIR. Syaha-
riza dan kelompoknya telah menggunakan spektroskopi FTIR diga-
bungkan dengan teknik sampling reflektansi total yang diperkuat
(attenuated total reflectance atau ATR) dan PLS untuk identifikasi
adanya LB dalam berbagai model sistem makanan yakni kue, coklat,
dan biskuit. Spektra-spektra yang dihubungkan dengan LB, kue,
coklat, biskuit, dan campuran-campurannya direkam. Suatu pende-
katan semi-kuantitatif diusulkan untuk mengukur persentase lemak
babi dalam suatu campuran berdasarkan data spektra pada daerah
frekuensi 4000 — 650 cm! (coklat), 1117 — 1097 cm! (kue), dan pada
frekuensi 3500 — 2900 cm! biskuit). Persamaan yang digunakan un-
tuk melihat hubungan antara banyaknya LB terprediksi (y) dan nilai
sebenarnya (x), yang dihitung dengan PLS adalah: y = 0,9225x +
0,5539 dengan R? sebesar 0,9872 dan kesalahan baku pengukuran
atau standard error of measurement (SEM) sebesar 1,305 % (coklat);
y =0,9937x + 0,1980 dengan R2 0,9937 dan SEM 2,257 % (kue); dan
y = 0,9962x + 0,1396 dengan R? sebesar 0,9974 dan SEM sebesar
2,819 % (biskuit).

Che Man dkk. [24] melakukan analisis lemak babi dalam
sampel coklat dengan spektroskopi FTIR dan kalibrasi multivariat.
Ekstraksi LB dalam produk makanan dilakukan menurut metode
Bligh dan Dyer dengan menggunakan kloroform/metanol/air (2:1:1
v/v/v) sebagai pelarutnya dengan sedikit modifikasi. Sejumlah ter-
tentu sampel makanan dihomogenkan dengan blender selama 2 me-
nit dengan campuran 10 mL kloroform dan 10 mL metanol. Seba-
nyak 10 mL kloroform ditambahkan setelah dilakukan pencampur-
an, lalu setelah 30 detik ditambah dengan 10 mL air. Homogenat

diaduk dengan batang pengaduk dan dilakukan penyaringan meng-
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gunakan kertas Whatman 1 melalui corong Buchner. Filtrat selan-
jutnya dialirkan/dipindahkan ke labu alas bulat dan dipekatkan
dengan rotavapor pada suhu 40 °C. Ekstrak lemak yang pekat ini
selanjutnya dipindahkan secara kuantitatif pada vial dan volumenya
ditepatkan sampai 10 mL dengan kloroform.

Hasil ekstraksi yang mengandung lemak babi (LB) diletakkan
secara langsung pada elemen ATR (Kristal ZnSe) pada suhu ruangan.
Spektra FTIR dikumpulkan pada daerah 4000 — 650 cm! dengan
penambahan 32 scanning dan resolusi 4 cm-1. Semua spektra dira-
siokan/dikurangkan terhadap background udara dan dibaca sebagai
nilai absorbansi. Gambar 7.6. menunjukkan spektra FTIR LB dan

cocoa butter pada kisaran frekuensi 4000 — 650 cm-!.
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Gambar 7.6. Spektra FTIR lemak babi dan coklat bermentega
(cocoa butter) [24]. Gambar diambil atas izin dan kebaikan dari
Elsevier dengan nomer lisensi 2953430723170.

Perbedaan yang paling besar antara 2 spektra (spektra lema
babi dan spektra cocoa butter), yang disebabkan oleh perbedaan in-
tensitas ikatan, dapat diamati dengan mata telanjang pada absor-

bansi di frekuensi 3006 cm! (pita b), 1238 cm! (pita i), 1163 cm!
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(pita j), 1118 cm™! (pita k), 1097 cm! (pita 1), dan 723 cm! (pita m).
Gambar 7.7. merupakan spektra FTIR lemak babi, cocoa butter, dan

campuran-campurannya.
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Gambar 7.7. Spektra FTIR lemak babi dan coklat bermentega (cocoa
butter) serta campuran-campurannya. Angka 4 % berarti menunjuk-
kan bahwa kandungan lemak babi dalam coklat sebesar 4 % b/b
[24]. Gambar diambil atas izin dan kebaikan dari Elsevier dengan
nomer lisensi 2953430723170.

Che Man dkk. [47] juga menggunakan spektroskopi FTIR
yang dihubungkan dengan kemometrika analisis diskriminan untuk
pengelompokkan lemak babi, lemak hewani dan lemak nabati serta
produk makanan biskuit dengan menggunakan gabungan bilangan
gelombang 3,050-2,800, 1,800-1,600, dan 1,500-650 cm~!. Peneliti
ini ini menyatakan bahwa analisis diskriminan merupakan salah
satu cara yang efektif untuk screening produk halal dengan tujuan
untuk autentikasi.

Spektroskopi inframerah dengan menggunakan penanganan
sampel ATR digunakan untuk mendeteksi adanya lemak babi dalam
kentang yang digoreng dengan minyak sawit yang dicampur dengan

lemak babi. Untuk analisis kuuantitatif lemak babi dilakukan pada
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bilangan gelombang 3100 — 1050 cm-!. Model kalibrasi untuk meng-
hubungkan antara konsentrasi lemak babi dengan lemak babi ter-
prediksi dengan spektroskopi FTIR adalah partial least square (PLS).
Nilai R? yang diperoleh dalam hubungan ini adalah 0,9791, yang
menunjukkan perbedaan antara konsentrasi sebenarnyya dengan
konsentrasi terhitung (konsentrasi terprediksi) yang dihasilkan dari
model adalah sangat kecil. Gambar 7.8. menunjukkan plot kalibrasi
untuk menyatakan hubungan antara konsentrasi sebenarnya vs
konsentrasi lemak babi terprediksi. Batas deteksi model adalah se-

kecil 0,5% lemak babi.
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Konsentrasi lemak babi dalam minyak sawit sebenarnya

Gambar 7.8. Plot kalibrasi untuk menyatakan hubungan antara
konsentrasi sebenarnya lemak babi vs konsentrasi lemak babi ter-
prediksi dengan spektroskopi FTIR [36]. Diambil atas izin penerbit.

Baru-baru ini, sekelompok peneliti juga telah melakukan
analisis lemak babi dalam kuah bakso yang diekstraksi dengan hek-
sana [40]. Sebanyak 100 mL kuah bakso diambil, ditambah dengan
100 mL heksana lalu dilakukan ekstraksi cair-cair dalam corong
pisah. Campuran digojog dan fase heksana yang mengandung lemak
diambil. Fase air selanjutnya diekstraksi lebih lanjut dengan 50 mL
heksana. Fase heksana dikumpulkan dan diuapkan dengan vaccum

rotary evaporator suhu 60°C, dan adanya residu dalam fase heksana
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ini dihilangkan dengan penambahan natrium sulfat anhidrat. Fase
heksana bebas air dipindai dengan spektrofotometer FTIR.

Kuah bakso dengan lemak babi atau lemak sapi dikelompok-
kan dengan menggunakan kemometrika principle component analy-
sis (PCA). Bilangan gelombang untuk PCA juga dioptimasi dan akhir-
nya bilangan gelombang 1200 — 1000 cm-1 dipilih karena kemam-
puannya untuk memberikan pemisahan yang baik antar sampel
yang dievaluasi (Gambar 7.9). Gambar ini menunjukkan score plot
PCA lemak babi dan lemak sapi dalam kuah bakso yang menggam-
barkan proyeksi sampel yang diejawantahkan dengan nilai kompo-
nen utama pertama (PC1 = first principle component) dan nilai kom-
ponen utama kedua (PC2 = second principle component). Dengan pro-
yeksi ini, lemak babi, lemak sapi dan bakso komersial terpisah
dengan baik yang berarti bahwa PCA mampu melakukan pengelom-
pokkan diantara ketiganya. Berdasarkan pada profil ini, dapat di-
nyatakan bahwa sampel-sampel komersial (daerah B = region B)

tidak mengandung lemak babi dalam produk (bakso).

Score Plot of 1002,91065692902; ...; %W
=
.

Second Component

Gambar 7.9. Score plot komponen utama pertama (PC1) dan kom-
ponen utama kedua (PC2) lemak babi (A), lemak sapi (C) dan sampel-
sampel bakso komersial [40]. Diambil dengan izin dari penerbit.
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Selain dalam sistem makanan, lemak babi dapat digunakan
sebagai salah satu komponen yang digunakan dalam sediaan farma-
setik, seperti dalam kosmetika krim atau lotion. Spektroskopi infra-
merah digabungkan dengan kemometrika merupakan teknik anali-
sis yang powerful untuk kontrol kualitas sediaan farmasetik. Lukita-
ningsih dkk. [33] telah menggunakan spektroskopi FTIR untuk ana-
lisis lemak babi dalam campuran dengan minyak sawit dalam sedia-
an lotion. Formula lotion yang dibuat mengandung fase minyak be-
rupa minyak (10% b/b), asam stearat (3% b/b), setil alkohol (0,5%
b/b), cera flava (0,5% b/b), parafin cair (0,1% b/b), propil paraben
(0,2% b/b), BHT (0,2% b/b), lanolin (0,2% b/b), dan dimetikon (0,2%
b/b); dan fase air berupa akuades (78,8 % b/b), Na,EDTA (1 % b/b),
gliserin (2,5% b/b), parfum (1% b/b), dan TEA (trietanolamin) (1,8%
b/b). Minyak yang digunakan merupakan campuran lemak babi dan
minyak kelapa sawit. Setiap bahan ditimbang secara tepat. Seluruh
bahan yang tergolong dalam fase minyak dicampur lalu dipanaskan
di atas hot plate hingga suhu 75°C, sedangkan seluruh bahan dalam
fase air dipanaskan hingga suhu 60°C kecuali TEA dan parfum. Fase
air dituangkan pada fase minyak dan dicampur tanpa pemanasan,
hingga homogen menggunakan magnetic stirer. Selanjutnya, TEA
ditambahkan dan diaduk kembali. Setelah mencapai suhu ruang,
ditambah parfum lalu diaduk kembali hingga homogen. Lotion yang
telah dibuat dimasukkan dalam pot salep lalu disimpan di tempat
yang kering.

Untuk penyiapan sampel kalibrasi dan validasi: Lemak babi
dicampur dengan minyak kelapa sawit dengan variasi konsentrasi
sebanyak sembilan jenis. Perbandingan konsentrasi lemak babi-mi-
nyak kelapa sawit masing-masing (0 : 100); (12 : 88); (24 : 76); (36 :
54); (48 : 52); (60 : 40); (72 : 28); (88 : 12); dan (100 : 0) (b/b). Untuk
penyiapan kurva kalibrasi, lemak babi dan minyak kelapa sawit di-

campur sesuai konsentrasi di atas dengan berat total 5 gram. Sedia-
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an kosmetika lotion yang dibuat, yang mengandung campuran lemak
babi dan minyak kelapa sawit dengan konsentrasi yang sama, di-
gunakan untuk sampel prediksi/validasi.

Ekstraksi minyak/lemak dalam sediaan kosmetika Lotion: Se-
banyak kurang lebih 5 gram lotion ditimbang secara seksama meng-
gunakan neraca analitik dengan kepekaan 0,1 mg lalu dimasukkan
dalam Erlenmeyer. Selanjutnya, dilakukan proses hidrolisis asam
dengan bantuan panas. Proses hidrolisis dilakukan dengan cara
menambahkan 5 mL HCI pekat dan 10 mL akuades ke dalam erlen-
meyer, lalu dipanaskan di atas penangas air pada suhu 50°C. Filtrat
dimasukkan dalam corong pisah dan diekstraksi dua kali menggu-
nakan heksan, masing-masing dengan volume 25 dan 20 mL. Lapis-
an lemak diambil lalu dituang ke dalam labu alas bulat 250 mL dan
dipekatkan menggunakan vacuum rotary evaporator pada suhu
55°C. Ekstrak pekat lemak dimasukkan dalam microtube dan disim-
pan dalam kulkas. Ekstrak pekat lemak dilelehkan dengan pema-
nasan sebelum dianalisis dengan spektrofotometer FTIR.

Spektra IR dibaca dengan spektrofotometer FTIR ABB MB
3000 yang dilengkapi dengan lempeng kristal ZnSe, detektor deuter-
ated triglycine sulfate (DTGS), serta pemecah berkas sinar germani-
um pada substrat KBr. Teknik penanganan sampel dilakukan
dengan attenuated total reflectance (ATR). Spektra inframerah baik
untuk sampel kalibrasi dan prediksi dibaca dengan perangkat lunak
Horizon MB. Minyak diteteskan pada kristal ZnSe pada suhu terken-
dali (20°C). Pengukuran dilakukan pada 32 interferogram dengan
interval pembacaan sampel (resolusi) 8 cm-!. Spektrum dasar (back-
ground) diukur setiap kali sebelum pengukuran sampel, untuk
menghindari variasi spektra antarwaktu. Instrumen dijaga pada ke-
lembaban dan aliran arus listrik konstan untuk meminimalkan
gangguan uap udara dan perubahan arus listrik. Seluruh spektra

direkam dalam bentuk absorbansi pada daerah inframerah tengah
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(bilangan gelombang 4000-650 cm). Setelah dilakukan scanning,
lempeng kristal ZnSe dibersihkan dengan heksan dua kali dan ase-
ton sekali dan dikeringkan dengan tisu halus.

Gambar 7.10. menunjukkan spektra FTIR sediaan kosmetika
lotion yang mengandung lemak babi (lard) dan minyak kelapa sawit
di daerah inframerah tengah (4000-650 cm-!). Keseluruhan spektra
tampak mirip karena semua minyak dan lemak memiliki kandungan
triasilgliserol (trigliserida), mono-, dan diasilgliserol, serta beberapa
komponen lain. Meskipun demikian, terdapat sedikit perbedaan in-
tensitas pita dan frekuensi pada kedua spektra, jika diamati dengan
teliti. Hal ini dikarenakan perbedaan asal dan komposisi minyak

yang dianalisis.

Lotion minyak
kelapa sawit

[ = I = S = S~ S

Lotion lemak

balbi (Lard)
4000 3500 3000 2500 2000 1500 fkm 1000

Bilangan gelombang (cm™)

Gambar 7.10. Spektra FTIR sediaan kosmetika lotion yang mengan-
dung lemak babi (lard) dan minyak kelapa sawit pada daerah infra-
merah tengah (4000-650 cm-!). Gambar diambil dari skripsi Miftahus
sa’adah, Farmasi UGM dengan dibimbing oleh Abdul Rohman dan E.
Lukitaningsih.
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Untuk keperluan kalibrasi, dibuat 9 formula dengan kompo-
sisi lemak babi dan minyak kelapa sawit yang berbeda. Gambar 7.11.
menunjukkan spektra FTIR dari sembilan sediaan kosmetika lotion
yang diformulasi untuk analisis lemak babi. Sembilan sediaan terse-
but mengandung campuran lemak babi dan minyak kelapa sawit
dengan variasi konsentrasi dari O sampai 100 %. Spektra FTIR ini
selanjutnya digunakan dalam analisis kuantitatif lemak babi meng-

gunakan kalibrasi multivariat partial least square (PLS).
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Gambar 7.11. Spektra FTIR sembilan sediaan kosmetika lotion yang
mengandung lemak babi (lard) dengan kisaran konsentrasi 0-100%
pada daerah inframerah tengah (4000-650 cm!) (Sumber: Lukita-
ningsih dkk., 2012) [48]. Diambil dengan izin dari penerbit.

Analisis kuantitatif lemak babi yang dicampur dengan mi-
nyak kelapa sawit dalam sediaan kosmetika lotion dilakukan dengan
kalibrasi multivariat partial least square (PLS). Daerah bilangan ge-
lombang 1200-1000 cm-! dipilih untuk kuantifikasi lemak babi da-
lam lotion. Gambar 7.12. merupakan grafik hubungan antara nilai
aktual (sumbu x) dan nilai prediksi FTIR (sumbu y) lemak babi dalam
campuran dengan minyak kelapa sawit dalam sediaan kosmetika

lotion, dengan nilai koefisien determinasi (R?) sebesar 0,99059.
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Gambar 7.12. Hubungan antara nilai aktual (sumbu x) dan nilai
prediksi FTIR (sumbu y) lemak babi dalam campuran dengan minyak
kelapa sawit dalam sediaan kosmetika lotion menggunakan model
PLS, bulat = Kalibrasi, kotak segiempat = Validasi [33].

Bilangan gelombang yang sama (1200-1000 cm-!) juga dipilih
untuk pengelompokkan lotion yang mengandung lemak babi dan
minyak kelapa sawit dengan bantuan kemometrika principal com-
ponent analysis (PCA). Gambar 7.13. menunjukkan skor plot PCA
seluruh sampel lotion yang diwakili oleh 3 komponen utama atau prin-
cipal components. Dari gambar tersebut, terlihat bahwa kedua ke-
lompok lotion terpisah dengan baik pada dua kuadran yang berbeda.
Hal ini menunjukkan bahwa PCA dapat digunakan untuk membeda-
kan lotion yang mengandung lemak babi (lard) dengan lotion yang

mengandung minyak kelapa sawit.
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Gambar 7.13. Skor Plot PCA untuk klasifikasi sediaan kosmetika
lotion yang mengandung lemak babi dan minyak
kelapa sawit [33].

Sebelumnya, Rohman dan Che Man [49] melakukan analisis
lemak babi yang tercampur dengan virgin coconut oil dalam sediaan
krim. Regresi PLS pada bilangan gelombang yang sama (1200-1000
cm!) digunakan untuk kuantifikasi lemak babi dalam krim, semen-
tara kemometrika analisis diskriminan digunakan untuk pembe-da-
an krim kosmetika yang mengandung lemak babi dan minyak sawit
dalam formulasinya.

Analisis lemak babi pada produk lemak susu juga telah ber-
hasil dilakukan dengan menggunakan spektroskopi FTIR. Lemak
susu merupakan lemak yang memiliki kualitas tinggi dan harga yang
mahal dibandingkan dengan jenis lemak-lemak yang lain. Oleh ka-
rena itu, lemak susu banyak dipalsukan dengan lemak-lemak lain

yang lebih murah salah satunya adalah lemak babi untuk memper-
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oleh keuntungan yang lebih tinggi. Diskriminan analisis pada bilang-
an gelombang 3098-669 cm-! mampu mengklasifikasikan sampel le-
mak susu murni dan lemak susu yang dicampur dengan lemak babi.
Semua sampel lemak susu yang dicampur dengan lemak babi ter-
pisah secara sempurna dengan sampel lemak susu murni. Analisis
dengan kemometrika PLS yang dilakukan pada bilangan gelombang
kombinasi 3033-2770 cm! dan 1510-692 cm! dengan spektra FTIR
normal dapat digunakan untuk memprediksi konsentrasi lemak babi
yang dicampur dalam lemak susu. Model PLS memiliki nilai R2
0,9998 pada model kalibrasi dan 0,9993 pada model validasi dengan
nilai RMSEC 0,631 dan nilai RMSEP 1,94. Hal ini menunjukkan
bahwa kombinasi spektroskopi FTIR dan kemometrika mampu digu-
nakan untuk analisis lemak babi baik untuk deteksi maupun ku-
antifikasi di dalam lemak susu sehingga dapat diaplikasikan sebagai

metode autentikasi yang cepat pada produk lemak susu [50].

2. Analisis daging babi dengan spektroskopi inframerah
Analisis daging non-halal dengan spektroskopi inframerah
dilakukan dengan mengaplikasikan kemometrika, yang umum ada-
lah kemometrika pengelompokkan dan kalibrasi multivariat. Bakso
merupakan salah satu makanan favorit di Indonesia. Adanya pemal-
suan daging babi pada bakso sapi sering dilaporkan di berbagai me-
dia. Karena alasan inilah, Rohman dkk. (2011P) menggunakan
spektroskopi FTIR untuk analisis bakso daging babi. Untuk analisis
kuantitatif, regresi PLS pada frekuensi 1200 - 1000 cm! digunakan
untuk membuat hubungan antara kandunan lemak babi terhitung
(y) dengan nilai lemak babi sebenarnya (x) dalam bakso sapi. Bi-
langan gelombang ini dipilih karena ada perbedaan nyata antar ke-
duanya (lemak dari bakso sapi dan bakso babi), terutama di daerah
bilangan gelombang 1117 cm! (1) dan 1098 cm-! (m). Rasio intensitas

keduanya ditunjukkan oleh Gambar 7.14.
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Gambar 7.14. Spektra FTIR lemak sapi (beef faf) dan lemak babi
(pork fat) serta campuran keduanya yang diperoleh dari hasil eks-
traksi bakso, yang menunjukkan perubahan nilai-nilai rasio intensi-
tas di bilangan gelombang 1117 cm-! (1) dan 1098 cm-! (m) [31]. Gam-
bar diambil atas izin dan kebaikan dari Elsevier.

Sampel bakso dibuat di laboratorium dengan mengganti daging sapi
dengan daging babi pada kisaran konsentrasi 1 — 25 % b/b. Untuk
memperoleh lemaknya (lemak sapi dan lemak babi) dilakukan
dengan cara ekstraksi menggunakan Soxhlet dengan pelarut peng-
ekstraksinya adalah heksan. Ekstrak heksan selanjutnya diuapkan
dengan vacum rotary evaporator pada suhu 60 oC dan lemak/minyak
yan diperoleh selanjutnya dibaca spektra FTIR-nya menggunakan
teknik pembacaan sampel secara attenuated total reflectance (ATR).
Persamaan yang diperoleh adalah y = 0,999x + 0,004 dengan
nilai R2 0,999. Model kalibrasi PLS selanjutnya divalidasi silang
dengan teknik “leave-one-out’. Kurva model kalibrasi dan validasi
yang menyatakan hubungan antara konsentrasi sebenarnya lemak
babi (actual value) dalam sumbu -x dengan nilai terprediksi

(predicted value) dalam sumbu -y ditunjukkan oleh Gambar 7.15.
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Gambar 7.15. Hubungan antara konsentrasi sebenarnya lemak babi
(actual value) dengan nilai terprediksi (predicted value) dengan model
kalibrasi PLS pada bilangan gelombang 1200 — 1000 cm-!. (A) = kali-
brasi; (B) = validasi [31]. Gambar diambil atas izin dan kebaikan dari
Elsevier dengan nomer lisensi 2953431349499.

Analisis lemak babi dalam kuah bakso juga telah sukses di-
analisis dengan spektroskopi inframerah menggunakan kemome-
trika PLS untuk analisis kuantitatif dan principal component analysis
(PCA) untuk pengelompokkan. Spektra inframerah di daerah bilang-
an gelombang 1018-1284 cm! sukses digunakan untuk kuantifikasi

lemak babi dalam kuah bakso. Sementara itu, pengelompokkan
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kuah bakso babi dan bakso sapi dilakukan secara sukses di bilangan
gelombang 1200 — 1000 cm-! [40].

Xu dkk. [51] telah melakukan pembedaan (diskriminasi) an-
tara sosis cina yang halal dan yang non-halal dengan spektroskopi
FTIR dikombinasikan dengan kemometrika. Berbagai teknik pe-
nanganan spektra seperti smoothing, standard normal variate (SNV)
dioptimasi untuk menghasilkan model analisis yang baik. Spektra
transmitans 73 sampel sosis halal dan 78 sampel sosis non-halal
diukur pada bilangan gelombang 400 — 4000 cm-!. Penyiapan sampel
dilakukan dengan cara menggerus sosis secara halus diikuti dengan
penyiapan pelet KBr. Pengambilan sampel dilakukan pada bagian
yang berbeda dengan mempertimbangkan heterogenitas bahan
(sampel). Selanjutnya, sampel granul secara manual digerus sampai
dihasilkan partikel-partikel halus dengan KBr dalam mortar. Se-
banyak 25 mg (1: 40 b/b) tiap sampel dicampur dengan 975 mg KBr
(39: 40 b/b) sampai dihasilkan pelet KBr.

Bakso sapi tidak hanya dicampur dengan daging babi untuk
mengurangi biaya produksi. Para pedagang nakal bahkan tega men-
campur daging sapi dengan daging tikus dalam bakso sapi untuk
memperoleh keuntungan ekonomi, sebagaimana pernah diberitakan
oleh media massa. Hal ini mendorong sekelompok peneliti [37] untuk
mengembangkan metode analisis dengan spektroskopi FTIR yang
dikombinasikan dengan kemometrika untuk mendeteksi dan me-
nentukan kandungan daging tikus dalam bakso sapi. Kuantifikasi
daging tikus dilakukan dengan bantuan kalibrasi PLS, sementara
pengelompokkan daging sapi dan daging tikus dengan PCA telah
sukses dilakukan pada kisaran bilangan gelombang 1000 — 750 cm-
1. Perbedaan spektra lemak sapi dan lemak tikus yang diekstraksi
dari bakso yang berasal dari daging tikus sebagaimana dalam Gam-
bar 7.16.
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Gambar 7.16. Perbedaan spektra lemak sapi dan lemak tikus yang
diekstraksi dari bakso yang berasal dari daging tikus, terutama di
daerah bilangan gelombang 1000 — 750 cm-1[37]. Diambil dengan izin
penerbit.

Selain bakso sapi, sosis sapi juga rentan dicampur dengan
daging non-halal seperti babi untuk mendapatkan keuntungan lebih
tinggi. Secara visual dengan mata, tentunya akan sulit untuk
dideteksi ketika sudah dicampur dan diproses menjadi sosis. Metode
spektroskopi FTIR yang dikombinasikan dengan kemometrika PCA
dan PLS telah berhasil dikembangkan untuk mendeteksi daging babi
di dalam sosis sapi melalui pengukuran lemaknya. Lemak pada sosis
diekstraksi dengan menggunakan metode Soxhlet pada suhu 70°C
selama 6 jam menggunakan pelarut n-heksana. Lemak hasil
ekstraksi kemudian diukur dengan spektrofotometer FTIR. Analisis
multivariat kemometrika dilakukan untuk PCA dan PLS pada ren-
tang bilangan gelombang 1200-1000 cm-!. PCA mampu digunakan
untuk mengelompokkan sampel sosis yang dibuat dari 100% daging
sapi dan sosis dari 100% daging babi. Sedangkan PLS mampu
menghasilkan model kalibrasi yang bagus untuk memprediksi kon-

sentrasi lemak babi di dalam sosis sapi. Hasil PLS diperoleh nilai R2
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0,985 dan RMSEC 2,094% dengan persamaan regresi linear y =
0,921x + 4,623. Hasil validasi model kalibrasi diperoleh nilai RMSEP
sebesar 4,77% dan nilai RMSECV sebesar 5,12% [17].

Daging babi hutan atau biasa dikenal dengan daging celeng
juga sering dicampurkan dalam produk makanan berbahan dasar
daging termasuk sosis oleh produsen nakal yang ingin memperoleh
keuntungan tinggi. Analisis daging celeng di dalam sosis telah ber-
hasil dilakukan dengan menggunakan metode spektroskopi FTIR
yang dikombinasikan dengan kemometrika PCA dan PLS. Analisis
dilakukan dengan mengekstraksi lemak pada sosis murni daging
sapi dan sosis yang dicampur dengan daging celeng [52]. Konsentrasi
daging celeng yang digunakan dalam pembuatan sosis bervariasi
yaitu 10%, 25%, 35%, 50%, 65%, 75%, dan 100%. Kemometrika PCA
mampu mengklasifikasikan sampel sosis daging sapi murni dan
sampel sosis daging sapi yang dicampur dengan daging celeng.
Sementara itu, kemometrika PLS pada bilangan gelombang 1250-
900 cm ! mampu menghasilkan model kalibrasi untuk memprediksi
konsentrasi daging celeng dalam sosis sapi dengan persamaan y =
0,994x + 0,334. Model kalibrasi PLS memiliki nilai R? yang tinggi
yaitu 0,998 dan memiliki nilai kesalahan yang rendah yang
ditunjukkan dengan nilai RMSEC (1,22%) dan nilai RMSEP (0,11%).
Hasil ini menunjukkan bahwa spektroskopi FTIR yang dikombinasi-
kan dengan kemometrika dapat digunakan untuk deteksi dan kuan-
tifikasi daging celeng di dalam sosis sapi.

Selain daging babi, daging tikus juga umum digunakan seba-
gai pemalsu pada produk makanan seperti sosis. Deteksi pemalsuan
dilakukan dengan menganalisis komponen lemaknya. Ekstraksi
lemak pada sampel sosis dilakukan dengan tiga metode, yaitu Bligh
and Dyer, Folch, dan Soxhlet. Hasil ekstraksi lemak kemudian
diukur dengan spektroskopi FTIR pada bilangan gelombang 4000-
650 cm-l. Analisis PCA pada bilangan gelombang 1800-750 cm-!
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mampu mengklasifikasikan lemak sapi dan lemak tikus yang di-
ekstraksi dengan tiga macam metode. Analisis dengan kemometrika
PLS mampu digunakan untuk memprediksi konsentrasi daging tikus
di dalam sosis sapi yang dinyatakan melalui pengukuran lemaknya.
Nilai R?2 dan RMSEC yang dihasilkan pada model kalibrasi PLS
adalah 0,945 dan 2,73% pada metode Bligh and Dyer; 0,991 dan
1,73% pada metode Folch; dan 0,992 dan 1,69% pada metode
Soxhlet. Hasil ini menunjukkan bahwa metode spektroskopi FTIR
dan kemometrika mampu digunakan untuk menganalisis daging
tikus di dalam sosis sapi [38].

Spektroskopi FTIR dan kemometrika mampu digunakan un-
tuk identifikasi pemalsuan pada daging sapi dan daging domba
dengan daging babi. Sampel daging dipreparasi dalam bentuk
serbuk kemudian dilakukan pengukuran dengan spektroskopi FTIR
metode KBr dengan rasio sampel: KBr 1:100 (b/b). Spektra diukur
pada bilangan gelombang 4000-450 cm-! dengan resolusi 0,4 cm-.
Spektrum outlier dihilangkan dengan metode Mahalanobis distance.
Sebelum dilakukan analisis, data diproses dengan multiplicative
scatter correction (MSC) dan standard normal variate (SNV). Hasil
analisis pada spektra FTIR menunjukkan terdapat perbedaan pun-
cak pada bilangan gelombang 2925 cm, 1464 cm! dan 1173 cm-?.
Klasifikasi sampel dilakukan menggunakan kemometrika PLS-DA
dan SVM. Hasil PLS-DA diperoleh nilai RMSEC 0,06 dan RMSECV
0,08 dengan nilai R2 0,99. Model PLS-DA mampu digunakan untuk
memprediksi sampel daging sapi, daging domba, dan daging babi
dengan akurasi 100%. Sementara hasil analisis dengan SVM diper-
oleh nilai R? 0,97 dengan nilai RMSEC 0,148. Model SVM juga mam-
pu digunakan untuk memprediksi sampel dengan akurasi 100%. Hal
ini menunjukkan bahwa kemometrika PLS-DA dan SVM dapat di-
gunakan untuk identifikasi pemalsuan pada daging sapi dan daging

domba dengan daging babi, dengan tingkat akurasi tinggi.
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3. Analisis gelatin babi

Gelatin merupakan salah satu komponen yang banyak digu-
nakan dalam sediaan makanan dan farmasi karena sifat-sifatnya
seperti sifat gel-nya [53]. Gelatin kebanyakan diperoleh dari kulit
atau tulang sapi atau babi, karenanya identifikasi adanya gelatin
babi mutlak diperlukan untuk menjadi kehalalan suatu produk [54].
Hashim dkk. [28] juga memanfaatkan spektroskopi FTIR digabung-
kan dengan PCA untuk pengelompokkan dan untuk membedakan
gelatin yang berasal dari babi dan sapi. Kisaran daerah frekuensi
1660-1200 dan 3290-3280 cm~! yang bersesuaian dengan vibrasi
ikatan amida digunakan sebagai model kalibrasi (Gambar 7.17). Plot
Cooman’s menunjukkan adanya pemisahan yang nyata antara gela-

tin yang berasal dari babi dan sapi (Gambar 7.18).
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Gambar 7.17. Spektra FTIR gelatin sapi (1) dan gelatin babi (2) [28].
Gambar diambil atas izin dan kebaikan dari Elsevier
dengan nomer lisensi 2953440387357.
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Gambar 7.18. Plot Coomans untuk 2 kelompok gelatin: babi dan
sapi [28]. Gambar diambil atas izin dan kebaikan
dari Elsevier dengan nomer lisensi 2953440387357.

FTIR menawarkan suatu teknik analisis turunan babi yang
cepat dan bersifat non destruktif. Meskipun demikian, FTIR memiliki
suatu kelemahan yakni analisis dengan spektroskopi FTIR pada
suatu formulasi hanya cocok pada formulasi tersebut. Jika metode
yang dikembangkan digunakan untuk formulasi yang lain, maka ku-
rang sesuai karena FTIR merupakan suatu teknik analisis sidik jari
yang mana tidak ada 2 senyawa atau 2 formulasi yang berbeda
mempunyai spektra FTIR yang sama.

Spektroskopi FTIR juga telah berhasil digunakan untuk kla-
sifikasi dan diskriminasi gelatin dari berbagai sumber yaitu gelatin
sapi, gelatin babi, dan gelatin ikan [55]. Sampel gelatin dengan
berbagai konsentrasi (4% b/v sampai dengan 20% b/v) diekstraksi
dengan deionized water menggunakan ultrasonic waterbath pada
suhu 45°C selama 15 menit. Sampel diukur dengan teknik attenuat-
ed total reflectance (ATR) pada bilangan gelombang 4000-600 cm!
dengan resolusi 4 cm! dan jumlah scan 16. Kemometrika PCA dan
HCA digunakan untuk klasifikasi dan diskriminasi sampel gelatin
babi, gelatin sapi, dan gelatin ikan. Spektra Amida I (1700-1600 cm-
1) dan Amida II (1565-1520 cm-!) dapat diamati pada spektra FTIR
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gelatin. Gugus amida ini penting dalam pembedaan gelatin sapi,
gelatin babi, dan gelatin ikan sehingga digunakan sebagai variabel
dalam analisis kemometrika. Kemometrika HCA dilakukan dengan
menggunakan bilangan gelombang 1722-1487 cm-! dengan meng-
gunakan spektra derivatisasi pertama. Spektra dilakukan pre-pro-
cessing data dengan smoothing dan normalisasi vektor. Hasil analisis
menunjukkan bahwa gelatin sapi, gelatin babi, dan gelatin ikan
muncul pada kluster yang terpisah dan tidak terdapat misklasifikasi
dalam pengklusteran. Analisis kemudian dilanjutkan dengan PCA
dengan menggunakan kondisi spektra FTIR yang sama. Hasil ana-
lisis dengan PCA juga menunjukkan bahwa sampel gelatin sapi,
gelatin babi, dan gelatin ikan muncul pada area yang terpisah satu
sama lain di dalam PCA score plot.

Analisis gelatin sapi, gelatin babi, dan gelatin ikan telah ber-
hasil dikembangkan dengan menggunakan spektroskopi FTIR yang
dikombinasikan dengan kemometrika pattern recognition (Aloglu dan
Harrington, 2018). Sampel gelatin berupa serbuk kristalin langsung
diukur dengan spektroskopi FTIR-ATR pada bilangan gelombang
4000-650 cm! dengan resolusi 4 cm™! dan jumlah scan 16. Kemo-
metrika pattern recognition yang digunakan terdiri atas beberapa
jenis, yaitu fuzzy rule-building expert system (FURES), support vector
machine classification trees (SVMTreeG and SVMTreeH), dan super
partial least-squares discriminant analysis (sPLS-DA). Sebelum
dilakukan analisis pattern recognition, dilakukan data pre-processing
dengan menggunakan standard normal variate (SNV) dan principal
components-orthogonal signal correction (PC-OSC). Analisis kemome-
trika dilakukan pada empat macam range bilangan gelombang, yaitu
full spektra (4000-650 cm™), area fingerprint (1731-650 cm™!), spe-
cified spectra (4000-800 cm1), dan narrow fingerprint region (1731-
800 cm™!). Kemometrika pattern recognition FURES, SVMTreeG, dan
SVMTreeH berhasil digunakan untuk mengklasifikasikan gelatin
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sapi, gelatin babi, dan gelatin ikan. Hasil klasifikasi paling bagus di-
peroleh dari penggunaan narrow fingerprint region dengan treatment
SNV and PC-OSC pada 97.4 = 1.6% untuk kemometrika FURES, 100
* 0% untuk kemometrika sPLS-DA, dan 99.3 + 0.5% untuk kemome-
trika SVMTreeG dan SVMTreeH. Hasil ini menunjukkan bahwa spek-
troskopi FTIR-ATR yang dikombinasikan dengan kemometrika
pattern recognition merupakan metode analisis yang potensial untuk
mengklasifikasikan gelatin sapi, gelatin babi, dan gelatin ikan.
Deteksi gelatin babi di dalam permen lunak jelly telah ber-
hasil dikembangkan dengan metode spektroskopi FTIR yang dikom-
binasikan dengan kemometrika. Umumnya, jenis gelatin yang digu-
nakan pada produk permen gummy adalah gelatin sapi dan gelatin
babi. Oleh karena karakteristik fisika kimia dari gelatin babi yang
bagus, kompatibel dan dapat diaplikasikan dalam berbagai produk,
maka sangat berpotensi untuk digunakan dalam produk permen
jelly. Sebagai model kalibrasi, dibuat sampel permen jelly dengan
komposisi gelatin 10%, sirup glukosa 20%, gula 40%, asam sitrat
0,5%, perasa 0,1%, dan pewarna 0,01% dengan bobot total 3 gram.
Sampel permen jelly kemudian dianalisis dengan spektrofotometer
FTIR. Analisis dilakukan dengan kemometrika LDA, PLS, SVM, dan
SIMCA. Kemometrika LDA, SVM, dan SIMCA berhasil digunakan
untuk mengklasifikasi sampel permen jelly murni (hanya mengan-
dung gelatin sapi) dan sampel permen jelly campuran (mengandung
gelatin sapi dan gelatin babi). Hasil analisis klasifikasi divalidasi
dengan Xematest pork. Diperoleh kesamaan hasil antara prediksi
dengan LDA, SVM, dan SIMCA sehingga mengindikasikan bahwa
metode tersebut dapat memprediksi dengan memberikan hasil yang
valid dan terpercaya. Sementara itu, analisis kuantitatif dengan PLS
mampu memprediksi konsentrasi gelatin babi di dalam sampel per-
men jelly pada berbagai konsentrasi. Model PLS yang diperoleh mem-

berikan nilai R? yang tinggi dan nilai RMSEC dan RMSEP yang ren-
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dah sehingga dapat digunakan untuk memprediksi konsentrasi
dengan akurasi yang tinggi dan kesalahan yang rendah.

Spektroskopi FTIR-ATR juga telah berhasil digunakan untuk
analisis jenis gelatin yang digunakan pada permen gummy. Sampel
permen dianalisis secara langsung tanpa melalui tahapan preparasi
dengan menggunakan spektrofotometer FTIR dengan teknik pengu-
kuran sampel ATR pada bilangan gelombang 4000-650 cm-! dengan
resolusi 8 cml. Analisis kemometrika yang digunakan adalah kemo-
metrika HCA, PCA, dan PLS-DA yang dilakukan pada bilangan ge-
lombang 1724-1528 cm-!. Untuk analisis HCA digunakan spektra
FTIR derivatisasi pertama dengan 25 smoothing points sementara
untuk PCA juga menggunakan spektra FTIR derivatisasi pertama
dengan normalisasi vektor. Hasil analisis HCA diperoleh dua klaster
yaitu klaster gelatin babi dan klaster gelatin sapi. Terlebih, hasil ana-
lisis dengan kemometrika PCA juga diperoleh dua kelompok sampel
yang terpisah secara sempurna yaitu gelatin sapi dan gelatin babi.
Hasil analisis dengan kemometrika supervised pattern recognition
yaitu PLS-DA menunjukkan bahwa sampel terklasifikasi dengan
sempurna antara permen gummy yang mengandung gelatin sapi dan
permen gummy yang mengandung gelatin babi. Semua sampel dapat
diklasifikasikan 100% pada sampel kalibrasi dan sampel validasi
dengan tidak adanya error. Semua sampel yang mengandung gelatin
babi teridentifikasi sebagai gelatin babi dan semua sampel yang
mengandung gelatin sapi teridentifikasi sebagai gelatin sapi. Oleh
karena itu, dapat disimpulkan bahwa spektroskopi FTIR yag dikom-
binasikan dengan kemometrika HCA, PCA, dan PLS-DA mampu
digunakan untuk mendeteksi gelatin pada sampel permen gummy
[56].

Analisis dengan spektroskopi FTIR juga telah dikembangkan
pada sampel-sampel dental. Terdapat beberapa sampel dental yang

menggunakan gelatin sebagai salah satu komponen bahan dasar
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penyusunnya. Adanya gelatin di dalam sampel dental menyebabkan
perlu diwaspadai jenis dan sumber gelatin tersebut, misalnya sapi,
babi, atau ikan. Irfanita dkk. (2017) melakukan analisis gelatin ter-
hadap 42 sampel dental material. Sampel tersebut diukur dan di-
bandingkan dengan standar gelatin sapi dan gelatin babi. Dari 42
sampel, diperoleh hasil bahwa 9 sampel dental material mengandung
bahan gelatin. Akan tetapi, belum dikonfirmasi apakah gelati terse-
but berasal dari gelatin sapi atau gelatin babi.

Studi lain pada sampel dental material dengan menggunakan
spektroskopi FTIR yang dikombinasikan dengan kemometrika PCA
dan SIMCA (soft independent modelling of class analogy) mampu
digunakan untuk membedakan dan mengklasifikasi gelatin yang
terkandung di dalam sampel-sampel dental. Sebanyak 49 sampel
dental digunakan untuk analisis dan dari sejumlah 49 sampel dental
yang diidentifikasi dan dianalisis tersebut, terdapat 4 sampel yang
terdeteksi mengandung gelatin. Dari 4 sampel tesebut, satu di anta-
ranya diketahui merupakan gelatin babi. Hasil ini menunjukkan
bahwa spektroskopi FTIR dan kemometrika analisis multivariat me-
miliki aplikasi yang sangat luas di dalam analisis farmasi dan ma-
kanan, termasuk untuk diaplikasikan sebagai metode autentikasi

cepat untuk pemalsuan berbagai macam produk [57].
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A. Pendahuluan

Karena kemampuannya untuk melakukan pemisahan, kro-
matografi merupakan salah satu metode yang banyak dilaporkan
oleh para peneliti analisis kehalalan produk, terutama untuk ana-
lisis derivat babi. Kromatografi merupakan suatu metode analisis
yang selalu melibatkan fase diam (stationary phase) dan fase gerak
(mobile phase) [1]. Kromatografi dapat digunakan untuk melakukan
analisis kualitatif (ada tidaknya komponen derivat babi), analisis
kuantitatif (berapa kandungan derivat babi dalam sampel yang dise-
lidiki), serta dalam beberapa kasus digunakan untuk tujuan prepa-
ratif (penyiapan sampel yang mengandung derivat babi untuk diana-
lisis lebih lanjut) [2].

Berbagai teknik kromatografi memberikan kemungkinan un-
tuk pemisahan yang cepat dan reliabel (dapat dipercaya) untuk pe-
nentuan komponen non-halal seperti turunan babi dalam matriks
makanan atau produknya yang sangat kompleks. Karena karakteris-
tik kemampuannya untuk melakukan pemisahan, teknik kromato-
grafi yang dihubungkan dengan kemometrika telah digunakan un-
tuk analisis komponen halal seperti turunan babi dalam bahan ma-
kanan dan produk farmasetik. Kromatografi yang sering digunakan

untuk analisis komponen non halal adalah kromatografi gas (fase
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geraknya berupa gas) dan kromatografi cair (fase geraknya berupa
zat cair) dengan berbagai variannya [3]. Dalam bab ini akan dibahas
penggunaan kromatografi gas dan kromatografi cair untuk analisis

komponen non-halal.

B. Analisis Derivat babi dengan Kromatografi Gas

Kromatografi gas (KG) merupakan teknik pemisahan yang
mana solut-solut yang mudah menguap (dan stabil terhadap panas)
bermigrasi melalui kolom yang mengandung fase diam dengan suatu
kecepatan yang tergantung pada rasio distribusinya. Pada umum-
nya, solut akan terelusi berdasarkan pada peningkatan titik didih-
nya, kecuali jika ada interaksi khusus antara solut dengan fase
diam. Pemisahan pada kromatografi gas didasarkan pada titik didih
suatu senyawa dikurangi dengan semua interaksi yang mungkin ter-
jadi antara solut dengan fase diam. Fase gerak yang berupa gas akan
membawa solut dari ujung kolom lalu menghantarkannya ke detek-
tor. Penggunaan suhu yang meningkat (biasanya pada kisaran S50-
350°C) bertujuan untuk menjamin bahwa solut akan menguap dan
karenanya akan cepat terelusi.

Ada 3 jenis kromatografi gas, yaitu: (1) Kromatografi gas—cair
(KGC). Pada KGC ini, fase diam yang digunakan adalah cairan yang
diikatkan pada suatu pendukung sehingga solut akan terlarut dalam
fase diam. Dengan demikian mekanisme sorpsi-nya adalah partisi;
(2) Kromatografi gas-padat (KGP). Pada KGP ini, digunakan fase diam
padatan (kadang-kadang polimerik). Mekanisme sorpsi-nya adalah
adsorpsi permukaan; (3) KG kolom kapiler yang mana kolom-kolom
dengan tabung terbuka digunakan dengan fase diam padatan atau
cairan yang dilapiskan pada dinding tabung kolom sebelah dalam,
yang biasanya dirujuk sebagai terlapiskan pada dinding (wall
coated), berupa lapisan porus (porous layer) dan kolom tabung

terbuka yang permukaannya dilapisi (surface coated).
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1. Sistem instrumentasi kromatografi gas

Suatu kromatograf gas tersusun dari berbagai komponen
dalam suatu bingkai khusus. Komponen-komponen ini mencakup
injektor, kolom, dan detektor, yang dihubungkan dengan suatu oven
yang dikontrol secara termostatik yang membuat kolom mampu
mencapai suhu tinggi (Gambar 8.1). Fase gerak yang membawa ana-
lit menuju kolom merupakan suatu gas dan dirujuk sebagai gas
pembawa. Aliran gas pembawa, yang dikontrol secara teliti, akan
mampu memberikan waktu retensi yang reprodusibel. Selain itu,
kromatograf juga dilengkapi dengan komputer yang dilengkapi
dengan perangkat pengolah data.

Katup
pengontol
kecepatan alir !.L_Jbar!g Detektor
Regulator /l/njek8| [_l
gas l Kolom T :
pembawa | |L_]
Sistem data
—
Silinder gas oven
Yang berisi

gas pembawa

Gambar 8.1. Diagram skematik kromatograf gas [4]

Analisis dengan KG bermula ketika sejumlah kecil sampel
dimasukkan, baik sebagai cairan atau gas ke dalam injektor, yang
mempunyai fungsi ganda untuk menguapkan sampel dan mencam-
purkannya dengan aliran gas untuk menuju ke ujung depan kolom.

Kolom biasanya merupakan suatu lubang (bore) yang sempit yang
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panjangnya dapat bervariasi dari 1 — 100 m, tergantung pada jenis
dan kandungan fase diam. Kolom berada dalam suatu oven yang
dikontrol secara termostatik. Pada ujung akhir kolom, fase gerak (gas
pembawa) akan melalui suatu detektor dan dideteksi sebagai pun-
cak-puncak kromatogram sebelum sampel keluar menuju atmosfer.
Saat ini, beberapa model kromatograf gas dengan ukuran yang kecil
memungkinkan digunakannya dalam lapangan [5].

Berbagai detektor telah digunakan untuk analisis komponen
lemak babi terutama analisis komposisi asam lemaknya. Detektor
yang umum digunakan adalah detektor ionisasi nyala (flame ioniza-
tion detector) atau detektor spektrometer massa yang gabungannya
dengan kromatograf gas biasa disebut dengan gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS) [6].

Saat ini, kromatografi gas (KG) telah dihubungkan dengan
spektrometer massa (sebagai detektor) yang mana gabungan ini
biasa disebut dengan GC-MS yang merupakan singkatan dari gas
chromatography-mass spectrometry, dan banyak digunakan untuk
analisis senyawa volatil dalam lemak babi, termasuk komposisi
asam lemak penyusun lemak babi. Pada teknik ini, eluen yang ke-
luar dari kolom GC selanjutnya akan masuk ke MS untuk meng-
hasilkan profil spektrum massa untuk tiap komponen [7]. Teknik ini
memberikan keuntungan diperolehnya berat molekul komponen
yang keluar. Teknik ini digunakan sangat luas karena mampu mena-
warkan batas deteksi yang lebih kecil (lebih sensitif). Spektrometer
massa jika digunakan sebagai detektor, maka akan mampu
memberikan informasi data struktur kimia senyawa yang tidak dike-
tahui. Dengan menggunakan spektrometer massa untuk memonitor
ion tunggal atau beberapa ion yang karakteristik dalam analit, maka

batas deteksi ion-ion ini akan ditingkatkan [8].
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2. Analisis derivat babi dengan kromatografi gas

Kromatografi banyak digunakan untuk analisis derivat babi

seperti dalam daging babi atau lemak babi untuk melihat karakteris-

tik tertentu yang terdapat dalam lemak babi dan daging babi [9].

Tabel 8.1 meringkas kromatografi gas untuk analisis lemak babi,

baik dalam campuran dengan minyak lain atau dalam sistem ma-

kanan. Tiga model kromatografi gas yang umum digunakan untuk

analisis lemak babi adalah: (1) analisis dengan kromatografi gas

dengan detektor ionisasi nyala (flame ionization detector, FID), (2)

analisis dengan kromatografi gas-spektrometer massa (GC-MS), dan

(3) kromatografi gas dua dimensi yang dikombinasikan dengan TOF-

MS (time of flight mass spectrometer) [10].

Tabel 8.1. Teknik kromatografi gas untuk analisis turunan babi.

Turun'an i CiA Isu Batas deteksi Referen
babi makanan

Lemak Ghee Deteksi lemak 10% lemak sapi, | [11]
babi babi dalam ghee 5% lemak

lembu dan lembu

kerbau
Lemak Minyak Pemalsuan 2% (b/b) lemak [12]
babi makan berbagai minyak babi

makan dengan

lemak babi
Daging Daging Identifikasi tdl 2]
babi masak daging babi
Lemak Lemak Identifikasi lemak tdl [13]
babi hewani babi
Lemak Lemak Identifikasi lemak tdl [14]
babi hewani babi
Lemak - Identifikasi lemak tdl [15]
babi babi
Lemak Lemak Identifikasi lemak | tdl [16]
babi hewani babi dari lemak

hewani lainnya
Lemak Lemak Identifikasi lemak tdl [11]
babi hewani babi dari lemak

hewani lainnya

tdl = tidak dilaporkan
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Analisis pemalsuan makanan dengan lemak babi tergantung
pada identifikasi dan penentuan karakteristik tertentu konstituen-
konstituen penyusunnya. Analisis lemak babi dengan KG dilakukan
dengan mengamati asam lemaknya yang diderivatisasi sebagai metil
esternya. Kromatografi gas-cair telah digunakan untuk deteksi le-
mak babi yang ditambahkan dalam ghee sapi dan ghee kerbau
menggunakan kolom OV-17 1 % dan detektor ionisasi nyala. Rasio-
rasio hidrokarbon total terhadap sterol total dalam bahan yang tidak
tersabunkan untuk margarin dan lemak babi adalah yang paling
berbeda untuk berbagai macam lemak yang dikaji. Pemalsuan ghee
kerbau dan ghee sapi dengan berbagai macam level lemak babi atau
margarin menyebabkan perubahan-perubahan yang bermakna da-

lam senyawa-senyawa yang tidak tersabunkan [17].

a. Analisis lemak babi dengan GC-FID

Rohman and Che Man (2011) telah melakukan analisis profil
asam lemak pada lemak babi dan lemak hewani lainnya yakni lemak
sapi, lemak ayam dan lemak domba menggunakan kromatografi gas
dengan detektor ionisasi nyala (GC-FID). Salah satu syarat pemisah-
an campuran dengan kromatografi gas adalah bahwa analit harus
mudah menguap. Asam lemak dalam lemak/minyak sukar menguap
sehingga perlu diderivatisasi agar dapat dipisahkan secara kromato-
grafi gas [18].

Derivatisasi asam lemak supaya dihasilkan metil ester asam
lemak (fatty acid methyl ester) dilakukan sebagai berikut: Sebanyak
50 uL minyak/lemak (lemak babi) ditambah dengan 1,0 mL n-heksan
dan 200 pL larutan NaOCH3 0,2 N, dan dipanaskan selama 10 menit
sambil digojog. Larutan NaOCH;3 0,2 N diperoleh dari pencampuran
NaOH padat dalam metanol. Campuran ditambah dengan larutan
BF3 sebanyak 1,5 mL dan dipanaskan selama 10 menit. Campuran

ditunggu hingga dingin dan ditambah NaCl jenuh sebanyak 1,5 mL
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untuk mengendapkan natrium gliserolat, lalu divorteks selama 10
menit. Supernatan yang mengandung derivat asam lemak metil ester
(FAME) diambil dan diinjeksikan ke sistem kromatograf gas. Pro-
sedur kromatografi gas dilakukan dengan cara: Sebanyak 1uL super-
natan diinjeksikan ke kromatograf gas, dengan kondisi sebagai beri-
kut:

Kolom kolom kapiler RTX-5 (30 m x 0,25 mm,
ketebalan lapisan 0,2 um); Restex Corp.,
Bellefonte PA.

Oven 50 °C (ditahan selama 1 menit), lalu
ditingkatkan sampai 240 °C (8 °C/menit),
dan akhirnya ditahan pada 240 °C selama 5

menit.
Detektor detektor ionisasi nyala (FID, 200 °C)
Gas pembawa N2, dengan kecepatan alir 6,8 mL/menit.
Injektor 200 °C; rasio pemecahan (1:20)
3 4 & 8§ 12 16 18
2 : 7
1 1, B ; ‘232 2 30
P\ - 7 ’ ] e 4 25';“33123 L
.
a
L L LI .J-| J
] 1 1 1 I
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00

Min

Gambar 8.2. Kromatogram pemisahan standar 37 metil ester asam
lemak dengan kondisi: kolom, SPTM-2560 (100 m x 0,25 mm i.d;
ketebalan lapisan 0,20 um). Suhu oven: 140 °C (5 menit), dinaikkan
sampai 240 °C dengan kecepatan 4 °C/menit. Gas pembawa, helium
20 cm/detik; detektor, FID 260 °C; injector 260 °C dengan colume
injeksi 1 uL dan nisbah pemecahan injeksi 100: 1 (Sigma, Aldrich,
USA).
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Identifikasi asam lemak dilakukan dengan membandingkan
waktu retensinya dengan asam lemak standar, akan tetapi KG di-
kombinasikan dengan teknik derivatisasi dan degradasi kimiawi
atau digabungkan dengan spectrometer massa dapat berguna seba-
gai cara karakterisasi yang baik. Beberapa supplier (pemasok) seperti
Supelco menjual campuran 37 asam lemak dalam bentuk metil ester
disertai dengan certificate of analysis-nya. Kromatogram ke-37 asam
lemak ini bersama-sama dengan urutan asam lemaknya dapat di-
lihat dalam Gambar 8.2.

Standar 37 fatty acid methyl esters (FAME) digunakan untuk
menghitung kandungan FAME berdasarkan pada luas puncak
dengan teknik normalisasi internal. Yang perlu diperhatikan ketika
kita melakukan analisis asam lemak dengan KG ini adalah bahwa
kondisi KG yang digunakan harus mampu memisahkan secara sem-
purna ke-37 satandar FAME yang kita gunakan, karena identifikasi
asam lemak yang terdapat dalam sampel untuk selanjutnya dilaku-
kan perhitungan kuantitatif didasarkan pada perbandingan waktu
retensi asam lemak dalam sampel dengan waktu retensi asam lemak
standar. Kalau ada satu saja yang tidak terpisah, misalkan dari 37
asam lemak hanya muncul 36 asam lemak, maka akan sangat sulit
bagi kita untuk mengidentifikasi asam lemak mana yang tidak ter-
pisah, kecuali jika kita menggunakan detektor spektrometer massa.
Tabel 8.2. meringkas profil asam lemak dalam lemak babi, lemak

sapi, lemak ayam dan lemak domba.
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Tabel 8.2. Komposisi asam lemak dalam lemak babi, lemak domba,
lemak sapi dan lemak ayam sebagaimana dilaporkan dalam [18].

i\sam Lemak babi Lemak domba | Lemak sapi Lemak ayam
emak

(C10:0) nd 0,14 £ 0,00 0,06 + 0,00 nd

(C11:0) nd 0,14 £ 0,00 0,12 + 0,00 nd

(C12:0) nd 0,11 £ 0,00 0,08 = 0,00 0,02 = 0,00
(C14:0) 0,11 + 0,03 2,64 + 0,02 2,84 + 0,05 0,86 = 0,04
(C14:1) nd 0,40 £ 0,01 0,65 + 0,02 0,01 + 0,00
(C15:0) 1,12 £ 0,02 0,70 + 0,01 0,63+ 0,01 0,02 + 0,00
(C15:1) 0,08 £ 0,01 0,32 = 0,00 0,03 £ 0,00 0,17 + 0,02
(C16:0) 21,33 +£0,89 21,49 £ 0,98 24,19 £ 0,01 28,27 £ 0,13
(C16:17) 1,65+ 0,24 1,23+ 0,15 3,27 £ 0,04 6,10 + 0,09
(C17:0) 0,46 + 0,08 2,03 + 0,03 1,31+0,02 0,02 + 0,00
(C17:1) nd 0,62 + 0,00 0,95+0,01 0,12 £ 0,01
(C18:0) 11,39 £ 0,68 27,84 £ 0,42 16,47 +0,36 | 9,49 +0,23
(C18:1n9) 41,01 +£2,28 30,06 £ 0,36 40,46 = 0,31 38,33+0,12
(C18:2n6) 17,65 + 3,33 4,90 £ 0,14 4,44 £ 0,40 14,19 £ 0,13
(C20:0) 0,91 + 0,03 0,55+ 0,01 0,12 + 0,00 0,15+ 0,02
(C18:3n6) 0,97 + 0,06 0,37 £ 0,02 0,12 £0,11 0,63 £ 0,03
(C20:1) 0,82 0,17 1,47 £ 0,01 0,07 £ 0,02 0,10 £ 0,01
(C21:0) nd 0,28 +0,01 nd 0,28 £ 0,02
(C20:2) 0,19 + 0,05 0,21 + 0,02 0,12+0,11 0,07 + 0,00
(C22:0) 0,69 + 0,28 0,65 + 0,02 0,07 + 0,02 0,11 +0,01
(C20:3n6) 0,63 £ 0,43 0,83 £0,01 0,04 £ 0,01 0,08 = 0,00
(C22:1n9) 0,10 £ 0,04 0,17 + 0,00 0,04 + 0,02 nd
(C20:4n6) 0,13 £ 0,04 0,04 £ 0,02 nd nd

(C22:2) 0,10 + 0,03 0,03+ 0,01 0,02 + 0,01 nd

(C24:0) 0,05 + 0,02 0,08 + 0,02 0,13 + 0,00 0,02 + 0,00

Untuk memudahkan pengelompokkan antara keempat lemak he-
wani tersebut, digunakan untuk pendekatan kemometrika analisis
komponen utama (principal component analysis, PCA), menggunakan

jenis dan komposisi asam lemak. Gambar 8.3. merupakan score plot
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PCA untuk pengelompokkan lemak hewani. Nampak bahwa lemak
ayam mempunyai profil asam lemak yang hampir sama dengan le-

mak babi karena profil score plot kedua lemak ini berdekatan.

® g0 P2 S
.
10

, .

Sl
T T R T e P (T e ks
PC1
——————— —_—— —_————— —_— :
-30 —20 =10 0 0
PC1 =861%

Gambar 8.3. Pengelompokkan lemak hewani yakni lemak babi (LD),
lemak ayam (CF), lemak domba (MF) dan lemak sapi (BF) serta
minyak ikan cod (CLO). (Sumber: Rohman dan Che Man, 2011b).
Gambar diambil atas kebaikan dan izin dari Taylor and Francis.

Untuk mengetahui variabel jenis asam lemak yang mampu mem-
bedakan lemak babi dengan lemak ayam dan lemak hewani lainnya
dilakukan analisis loading plot dan hasilnya sebagaimana dalam
Gambar 8.4. Dari Gambar ini, dapat dikatakan bahwa asam palmitat
(C16: 0), asam oleat (C18: 1) dan asam linoleat (C18: 2) merupakan
variabel yang memberikan kontribusi yang lebih besar terhadap
pemisahan lemak babi dan lainnya. Hal ini disebabkan karena pada
daerah loading plotini bersesuaian dengan score plotlemak babi, dan
juga, kedua variabel asam lemak ini mempunyai jarak yang jauh dari

titik asal loading plot (titik nol).
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Gambar 8.4. Loading plot PCA untuk pengelompokkan lemak hewani
(lemak babi, lemak ayam, lemak domba dan lemak sapi) serta
minyak hati ikan cod (Sumber: Rohman dan Che Man, 2011b). Gam-
bar diambil atas kebaikan dan izin dari Taylor and Francis.

Analisis pemalsuan lemak babi dalam beberapa produk ma-
kanan tergantung pada identifikasi dan penentuan komponen ter-
tentu yang bersifat karakteristik. Kerananya, analisis asam lemak
metil ester dengan kromatografi gas cair merupakan metode yang
penting untuk tujuan autentikasi. Komposisi dan distribusi posisi-
onal asam lemak menunjukkan bahwa komposisi asam lemak jenuh
dan tidak jenuh, baik individual atau total dalam lemak babi asal
(tidak dirandomisasi) dan lemak babi yang mengalami randomisasi
adalah identik. Analisis komposisi triasilgliserol menunjukkan bah-
wa baik lemak babi asal dan lemak babi randomisasi mempunyai 5
triasilgliserol yang dominan yaitu Cas, Cso, Cs2, Css, and Cse dengan
konsentrasi yang cukup berbeda [17], sebagaimana ditunjukkan
oleh Gambar 8.5.

Randomisasi lemak babi dilakukan dengan membiarkan le-

mak babi yang telah meleleh (dari hasil rendering) sampai suhunya
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kurang lebih 80°C, lalu ditambah dengan 6,2 mL NaOCH3 1 % yang
disiapkan baru dalam metanol. Dilakukan pengendalian pada suhu
80 °C selama 30 menit di bawah vakum sebelum ditambah dengan
akuades dalam jumlah yang sama dan mengekstraksi bagian lemak
dengan 4 x 15 mL dietil eter. Ekstrak eter yang dikumpulkan dicuci
dengan air hangat (5 x 25 mL), lalu residu air dalam fase eter dihi-
langkan dengan penambahan natrium sulfat anhidrat. Penguapan

pelarut organik dilakukan di bawah vakum pada suhu kamar.

52
Lemak
babi asal

54
50

48 56

Respon detektor

Lemak babi yang
terandomisasi

.

Standar
tiasilgliserol

42
36

LB Li

0 4 8 12 16 20 24 28
Waktu retensi {(menit)

Gambar 8.5. Pemisahan kromatografi gas campuran standar triasil-
gliserol (TG) lemak babi asal (genuine) dan lemak babi yang telah
terandomisasi dengan kolom kaca. (Angka yang digunakan untuk
menandai triasilgliserol adalah jumlah total atom karbon dalam
rantai samping alifatik, tidak termasuk atom karbon gliserol; sebagai
contoh, palmitosteariolein (PSO), palmitodiolein (POO), dan palmito-
oleiolinolein (POL) dirujuk sebagai TG dengan atom karbon 52 atau
C52 (Sumber: Rashood dkk., 1996).
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Jee (2002) juga telah mengamati adanya lemak babi dalam
daging sapi dengan kromatografi gas, setelah lemak babi diperlaku-
kan dengan lipase pankreatik untuk menghasilkan 2-monogliserida.
Faktor pengkayaan (persentase asam lemak total dalam 2-monogli-
serida tiap persentase TG keseluruhan) untuk asam palmitat telah
ditentukan. Nilai faktor pengkayaan adalah: > 0,8 untuk daging babi,
< 1,4 jika terdapat lemak babi; dan > 4,0 untuk lemak babi murni.
GC-FID juga telah digunakan untuk analisis pemalsuan daging sapi
dan daging ayam dengan daging babi melalui analisis komposisi
asam lemak. Daging ayam dan daging sapi ditambah dengan daging
babi pada konsentrasi daging babi 0,5-10% lalu komposisi asam
lemaknya dianalisis dengan GC. Komposisi asam lemak dijadikan
sebagai variabel untuk analisis kemometrika Principal Components
Analysis (PCA) dan K-mean cluster analysis. Hasilnya menunjukkan
bahwa lemak babi mengandung asam linoleat (C18: 2 cis) yang tinggi
dan asam lemak palmitat (C16: 0) yang lebih rendah pada lemak
babi, dibandingkan dengan kandungan keduanya dalam lemak
ayam dan lemak sapi. PCA mampu mengelompokkan lemak babi,
lemak ayam dan lemak sapi atau lemak babi yang dicampur dengan
lemak ayam dan lemak sapi sesuai dengan kelompoknya, sementara
K-mean cluster hanya mampu mengelompokkan lemak babi, lemak

ayam dan lemak sapi dalam keadaan murni [19].

b. Analisis lemak babi dengan GC-MS

KG digabungkan dengan spektrometer massa (GC-MS) telah
menjelma menjadi kombinasi 2 teknik analisis untuk analisis bebe-
rapa komponen dalam turunan babi. GC-MS telah digunakan untuk
analisis komponen mudah menguap dalam daging babi. Daging babi
yang telah dimasak mengandung alkohol dengan konsentrasi yang
lebih rendah dibandingkan dengan daging yang lain (ayam masak

dan sapi masak). Variasi kandungan alkohol dan aldehid mungkin
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bertanggung jawab pada perbedaan aroma yang karakteristik untuk
daging babi, ayam, dan sapi (Wittasinghe dkk., 2001). GC-MS juga
telah digunakan untuk analisis komponen volatil bau yang keluar
dari daging babi yang disinari. Hasilnya menunjukkan bahwa se-
nyawa volatil utama yang keluar adalah dimetil sulfid, metil sulfida,
dimetil trisulfida, S-metil tiosianat, dan metantiol. Lebih lanjut, GC-
MS juga digunakan untuk analisis asam 11,14-eikosodienoat dalam
coklat untuk melihat kemungkinan keberadaan lemak babi [20]. GC-
MS dengan penyiapan sampel SPME juga digunakan untuk analisis
senyawa volatil dalam babi panggang, dan beberapa senyawa volatil
dari berbagai kelompok senyawa (aldehid, keton, ester dan lainnya)
telah diidentifikasi sebagai penunjuk karakteristik daging babi yang
dipanggang yakni estragol, trans-anetol, eugenol, furfural, 2-furan-
metanol, 2-pentilfuran, 2-metilpirazin, 2,5-dimetilpirazin, 3-etil-2,5-
dimetilpirazin, 2-asetiltiazol, benzotiazol dan lainnya [21].

GC-MS telah digunakan untuk evaluasi kualitas kesegaran
(freshness) daging babi melalui analisis senyawa organik yang
mudah menguap (volatile compounds). Senyawa mudah menguap
dianalisis dengan menggunakan headspace solid-phase microextrac-
tion-gas chromatography-mass spectrometry (HS-SPME-GC-MS).
Dalam studi ini, daging babi disimpan di refrigerator selama 5 hari
pada suhu 4°C dan selama 466 hari pada suhu -18°C. Daging babi
menjadi basi pada suhu 40C ketika kandungan senyawa-senyawa
volatil 2,3-butanedion, 3-metil butiraldehid, 3-metil-1-butanol, dan
acetoin meningkat menjadi 26,44, 13,72, 71,56, dan 340,48 pg/L.
Senyawa-senyawa ini bersifat karakteristik untuk daging babi yang
basi. Sementara itu, senyawa volatil berikut: etil asetat, etil propia-
nat, etil butirat, dan etil heksanoat berkorelasi negatif dengan kese-
garan daging babi dengan nilai signifikansi P < 0,05, dan berpotensi
dijadikan sebagai senyawa yang karakteristik untuk kesegaran da-

ging babi [22].
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Gambar 8.6. PLS-DA plot score sampel-sampel daging segar [A] dan
untuk sampel-sampel bakso [B]. (C: ayam, B: sapi, W: celeng, WB:
celelng-sapi, CW: ayam-celeng, dan WBC: celeng-sapi-ayam). Angka
merepresentasikan rasio masing-masing daging dan banyaknya
replikasi. Sumber [23]. Gambar diambil dengan lisensi LC BY.
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Profil komposisi senyawa volatil yang dianalisis dengan
SPME/GC-MS telah digunakan untuk diskriminasi bakso ayam,
bakso sapi dan bakso celeng (babi liar) serta bakso dengan campuran
daging untuk autentikasi halal. SPME merupakan metode yang
bersifat non-destruktif yang sering digunakan untuk ekstraksi se-
nyawa-senyawa volatil dengan tidak mengubah komposisi kimia se-
nyawa-senyawa volatil asal. Untuk tujuan diskriminasi ini, kemo-
metrika PLS-DA digunakan untuk pembedaan bakso ini. Hasilnya
menunjukkan bahwa senyawa beta-cymene, 3-metil-butanal, dan 2-
pentanol adalah diantara senyawa volatil yang memberikan kontri-
busi positif dalam diskriminasi dengan nilai variable importance in
projection (VIP) tertinggi. Senyawa volatil dengan nilai VIP tertinggi
pada bakso sapi adalah 5-ethyl-m-xylene, benzaldehid, dan 3-etil- 2-
metil-1,3-heksadiena. Untuk bakso celeng, sebanyak 6 senyawa
yaitu pentanal, 2,6-dimetilsikloheksanon, l1-undekanol, siklobuta-
nol, 2,4,5-trimetil-thiazole, dan 5-etil-3-(3-metil-5-fenil pirazol-1-il)-
1,2,4-triazol-4-amin merupakan senyawa yang berkontribusi pada
diskriminasi dengan nilai VIP tertinggi. Senyawa-senyawa ini dite-
mukan secara konsisten senyawa senyawa volatil yang memberikan
diskriminasi secara signifikan, meskipun dengan nilai-nilai VIP yang
berbeda [23]. Profil PLS-DA untuk pembedaan bakso-bakso ini seba-
gaimana dalam Gambar 8.6.

Senyawa volatile yang dianalisis dengan SPME-GC-MS Ber-
sama-sama dengan tekstur dan warna telah digunakan untuk mem-
bedakan bakso sapi, tikus, celeng dan bakso-bakso dengan kom-
binasi daging-daging ini. Dua kemometrika pengenalan pola yakni
PCA dan PLS-DA digunakan untuk pengelompokkan dan diskrimasi
bakso dengan daging yang berbeda. Hasilnya menunjukan bahwa
tekstur dan warna hanya dapat digunakan untuk membedakan
bakso berdasarkan pada jenis daging ketika konsentrasi daging pe-

malsu lebih besar dari 50%. PLS-DA dengan menggunakan variable
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senyawa volatil mampu memisahkan bakso dengan jenis daging
yang berbeda termasuk bakso sapi yang dipalsukan dengan daging
tikus dan daging celeng, dengan konsentrasi daging pemalsu yang
dapat dideteksi adalah 20%. Dengan menggunakan nilai VIP dan
koefisien korelasi variabel senyawa volatile, penanda-penanda
(markers) paling kuat dalam daging sapi, daging tikus, dan daging
celeng adalah (Z)-2-amino-5-methyl-benzoic acid, 2-heptenal, dan
siklo-butanol [24].

Pendekatan metabolomik dengan menganalisis semua se-
nyawa dalam berbagai kelompok dengan GC-MS telah digunakan
untuk analisis daging babi dalam daging sapi. Dua kemometrika
pengenalan pola (PCA dan PLS-DA) digunakan untuk tujuan ini.
Beberapa metabolit yang meningkat konsentrasinya dengan mening-
katnya kandungan daging babi dalm daging sapi adalah Arabitol,
asam sitrat, kreatinin, glukosa-6-fosfat, glisin, Heptadecane, Hexa-
no-dibutyrin, asam malat, myo-inositol, Pentadecane, fosfat, asam
piroglutamat. PCA dengan menggunakan variabel data GC-MS me-
nunjukkan profil gradien yang jelas dengan meningkatnya kandung-
an pemalsuan daging babi dalam daging sapi dalam score plot
komponen utama 1 (PC1). Daging babi murni dan daging sapi murni
terkelompokkan dalam dua pencaran linier yang ekstrim, sementara
daging sapi yang tercampur dengan daging babi pada konsentrasi
10%, 25% dan 50% terletak di antara dua kluster yang ekstrim ini.
Kecenderungan ini teramati untuk semua jenis daging sapi, tanpa
memerdulikan kandungan lemak awal yang terdapat di daging sapi
[25]. Perlu dicatat bahwa arah pengelompokkan (kiri ke kanan atau
kanan ke kiri) tidak menggambarkan apapun yang relevan secara
statistic (Gambar 8.7). Penggunaan kemometrika pengenalan pola
dan GC-MS bersifat efektif untuk analisis keberadaan daging non-
halal, terutama ketika menggunakan pendekatan metabolomik dan

lipidomik [26].
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Gambar 8.7. PCA scores plots untuk 4 jenis daging sapi yang
dipalsukan dengan berbagai level daging babi dengan menggunakan
variabel data yang dianalisis dengan GC-MS. (A) daging babi yang
mengandung 5% lemak dari daging babi, (B) daging babi yang
mengandung 15% lemak dari daging babi, (C) daging babi yang
mengandung 20% lemak dari daging babi dan (D) daging babi yang
mengandung 23% lemak dari daging babi. Gambar diambil dari [25].

c. Analisis lemak babi dengan kromatografi dua
dimensi
Disebabkan oleh kapasitas pemisahannya, kromatografi gas
2 dimensi telah dimanfaatkan untuk analisis komposisional sampel

yang kompleks. Baru-baru ini, perhatian dicurahkan untuk meng-
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gunakannya dengan digabungkan dengan spektrometer massa
“time-of-flight’ (TOF-MS) [27]. GC x GC-TOF-MS telah digunakan
untuk membedakan lemak babi, lemak sapi, lemak domba, dan
lemak ayam oleh Indrasti dkk. (2010). GC dua dimensi banyak digu-
nakan untuk analisis derivate babi melalui studi lipidomic, yakni
melakukan analisis semua kelas lipid yang terdapat dalam derivat
babi dan dalam komponen non-halal lainnya [28].

Lemak babi diderivatisasi sebagaimana di atas. FAME yang
dihasilkan diinjeksikan ke 2 kolom yang berbeda yakni kolom non-
polar DB5ms dengan panjang 30 m, diameter internal 0,25 mm i.d.
dan ketebalan lapisan 0,25 mikron. Kolom kedua adalah DB-wax (1
m x 0,10 mm i.d. ketebalan lapisan 0,10 mikron). Sampel diinjek-
sikan sebanyak 1,0 mikroliter dengan rasio pemecahan 100: 1 ke
dalam injektor kromatograff gas dengan suhu injektor 250 °C. Seba-
gai fase gerak/gas pembawa digunakan helium dengan kemurnian
yang sangat tinggi (99,9999%). Suhu mula-mula untuk kolom di-
mensi pertama adalah 40 °C selama 3 menit. Suhu selanjutnya di-
program dengan kenaikan pemanasan 15 °C/menit sampai suhu
160 °C, lalu ditingkatkan ke 250 °C dengan kenaikan suhu 2
°C/menit. Suhu akhir ini dijaga isotermal selama 5 menit. Suhu
mula-mula untuk kolom kedua adalah 45 °C dan ditahan selama 3
menit, sebelum suhu itu ditingkatkan sampai 165 °C dengan kece-
patan kenaikan suhu 15 °C/menit, lalu suhu ditingkatkan sampai
255 °C dengan kenaikan 2 °C/menit dan ditahan selama 5 menit.
Identifikasi puncak dilakukan dengan time of flight-mass spectro-
meter (TOF-MS) dengan ionisasi electron impat pada energy ionisasi
70 eV dan suhu sumber ionisasi 225°C. Kecepatan akuisisi adalah
100 spektra/detik dan data spektra analit dikumpulkan dengan kis-
aran massa atom 35 — 450 amu.

Jenis kromatogran asam lemak standar (37 asam lemak)

yang diperoleh sebagaimana dalam Gambar 8.6 yang terdiri atas
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waktu retensi kolom dimensi pertama, waktu retensi kolom dimensi
kedua dan luas puncak atau kromatogram ion total (total ion chroma-
togram, TIC). Asam-asam lemak dengan rantai sederhana dan pen-
dek akan terelusi pertama kali, lalu asam-asam lemak dengan atom
karbon yang lebih kompleks. FAME dengan atom-atom karbon yang
sama akan terelusi sebagai suatu kelompok. Asam-asam lemak
dengan atom karbon 8 akan meningkat secara perlahan-lahan dalam
kolom dimensi pertama, sampai asam-asam lemak dengan atom
karbon 22. Meningkatnya jumlah ikatan rangkap (sampai 6 ikatan

rangkap) teramati dalam waktu retensi dimensi kolom kedua.

"l
iigtra

!
§
y ER

2nd dimension

15t dimension

Gambar 8.6. Kromatogram GC x GC. FAME dengan atom karbon
yang sama akan terelusi sebagai suatu kelompok pada kolom di-
mensi pertama dan tingkat ketidakjenuhan meningkat pada dimensi
kedua [14]. Gambar diambil atas izin dan kebaikan dari Elsevier.

Dengan menggunakan 2 kolom microbore yang berbeda (SLB-
Sms dan DB-wax) dimungkinkan untuk melakukan pembedaan
lemak babi (LB) dari lemak hewani lainnya dengan mengamati
adanya 3 asam lemak pada LB yang tidak dijumpai pada lemak

hewani lainnya. Ketiga asam lemak tersebut adalah asam trans-
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9,12,15-oktadekatrienoat (C18:3 n3t), asam 11,14,17-eikosatrienoat
(C20:3 n3t) and asam 11,14-eikosadienoat (C20:2 n6). Plot Contour
asam-asam lemak ini sebagaimana dalam Gambar 8.7. Peneliti ini
menyimpulkan bahwa profil asam lemak ini dapat dimanfaatkan

sebagai dasar untuk deteksi LB untuk tujuan autentikasi halal.

Peak True - sample
Lo &7
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i ¥
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L0+ &7

TrT T
100 200 20 4}

Gambar 8.7. (A). Plot Contour (1) asam 11,14-eikosadienoat (C20:2
n6) dan (2) asam 11-eikosenoat. (B) spektra massa puncak (peak) no
1 dan (C) spektra massa puncak 1 dari pustaka MS (Sumber: Indrasti
dkk., 2010). Gambar diambil atas izin dan kebaikan dari Elsevier.

Pengelompokkan data asam lemak untuk spesies yang diuji
(babi, ayam, sapi dan domba) dilakukan dengan principal component
analysis (PCA). Lemak babi terpisah dengan baik di sepanjang sisi
positif PC1 dan PC2 dan dapat dibedakan dari lemak ayam, lemak

domba dan lemak sapi, sebagaimana ditunjukkan oleh Gambar 8.8.
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Gambar 8.8. Profil PCA untuk pengelompokkan lemak babi (LA) dari
lemak ayam (CF), lemak sapi (CA) dan lemak domba (GF) [14].
Gambar diambil atas izin dan kebaikan dari Elsevier.

Penelitian serupa dilakukan oleh Chin dkk. (2009) untuk
membedakan LB, lemak hewani, dan minyak hati ikan cod. Hasilnya
menunjukkan bahwa GC x GC-TOF-MS dikombinasikan dengan
kemometrika PCA merupakan cara yang efektif untuk membedakan
lemak babi. Suatu nilai eigen akumulatif 90%. Nilai score plot yang
diproyeksikan dengan nilai PC1 (komponen utama pertama) dan PC2
(komponen utama kedua) menunjukkan variansi sebesar 51%
(Gambar 4.9.a). Karena penggunaan PC1l dan PC2 tidak mampu
memisahkan lemak babi dan lemak lainnya serta dari minyak hati
ikan Cod, maka digunakan score plot PCA dengan PC2 dan PC7
(Gambar 8.9.b).
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Gambar 8.9. (a) Nilai score plot PC1 dan PC2; (b) Nilai score plot PC2
dan PC7 untuk pengelompokkan lemak babi, lemak hewani lainnya

serta minyak hati ikan Cod. ® = lemak babi; £ =lemak domba; A+
= lemak ayam; L = lemak sapi; @ = minyak hati ikan Cod [13].
Diambil dengan izin penerbit.

Saat ini, analisis melalui pendekatan volatilomik dengan
menggunakan kromatografi gas spectrometer massa telah banyak
dieksplorasi untuk mendeteksi adanya komponen babi di dalam
suatu produk makanan. Metode ini telah berhasil digunakan untuk

mengklasifikasikan daging sapi cincang dan daging babi cincang
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beserta campurannya [29]. Senyawa volatil diekstraksi dengan
menggunakan metode headspace-SPME (solid phase microextrac-
tion). Fiber yang digunakan untuk absorbi senyawa volatil adalah
DVB/CAR/PDMS- 50/30 um (panjang 1 cm, ukuran jarum 24 ga).
Sebanyak 2,5 gram daging cincang dan 5 mL larutan NaCl 25% b/v
dimasukkan ke dalam vial kaca 20 mL kemudian dihomogenisasi
selama 2 menit. Vial ditutup rapat dengan menggunakan katup
mininert kemudian distirer selama 15 menit pada suhu 40°C. Kemu-
dian fiber di ekspose pada headspace selama 30 menit. Kemudian
dilakukan analisis dengan kromatografi gas spektrometer massa.
Kondisi injektor yang digunakan pada kromatografi gas adalah
dengan menggunakan mode split, dengan rasio split 1:2 pada suhu
250°C. Pemisahan dilakukan dengan menggunakan kolom HP-SMS
(30 cm x 0,25 mm, 0,25 um). Temperatur oven ditahan pada 40°C
selama menit kemudian diprogram menuju 150°C dengan kenaikan
sebesar 4°C/menit. Setelah itu temperatur dinaikkan menjadi 250°C
dengan kecepatan 30°C/menit dan ditahan selama 15 menit. Tempe-
ratur interface diset pada suhu 280°C. Spektrometer massa diope-
rasikan dengan mode ionisasi elektron dengan energi 70 eV dan ren-
tang scan 29-350 m/z. Temperatur pada sumber MS diset 230°C
sedangkan temperatur quadrupole pada 150°C. Hasil analisis diper-
oleh bahwa kemometrika PCA dan PLS-DA mampu mengklasifikasi-
kan komponen volatil pada daging cincang sapi, babi, maupun cam-
puran daging sapi dan babi cincang. Berdasarkan hasil identifikasi
komponen volatil, diperoleh komponen volatil yang berkorelasi positif
terhadap daging babi, yaitu pentanal, hexanal, decanal, nonanal,
benzaldehyde, trans-2-hexenal, trans-2-heptenal, trans-2-octenal
and l-octen-3-one. Sedangkan komponen volatile berikut heptanal,
octanal, butanol, pentanol, hexanol, octanol, 1-penten-3-ol, 2-octen-
1-ol, 3-hydroxy-2-butanone, 2-butanone and 2-heptanone berkore-

lasi positif dengan daging sapi.
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BAB IX
ANALISIS KEHALALAN PRODUK
DENGAN HIGH PERFORMACE LIQUID
CHROMATOGRAPHY (HPLC)

Mustofa Ahda
Faculty of Pharmacy, Universitas Ahmad Dahlan, Yogyakarta
Ahmad Dahlan Halal Center, Universitas Ahmad Dahlan,
Yogyakarta

A. Pendahuluan

Perkembangan teknologi mendorong perkembangan teknik
analisis yang digunakan dikarenakan makanan atau produk komer-
sial lainnya semakin komplek komposisinya. Oleh karena itu, teknik
analisis halal juga mengalami perkembangan. Menurut Mursyidi,
(2013) melaporkan bahwa metode analisis yang dikembangkan
untuk analisis halal produk seperti Fourier transform infrared (FTIR),
metode chromatography-based, differential scanning calorimetry
(DSC), e-nose, and DNA-based methods. Metode chromatography-
based untuk analisis halal dapat digunakan sebagai salah satu
instrumen yang mampu mendukung metode analisis halal lainnya
seperti FTIR, e-nose, dan Real Time polymerase chain reaction (RT-
PCR). Secara umum, metode chromatography-based yang banyak
dikembangkan untuk analisis halal adalah Gas Chromatography
(GC) dan High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Keung-
gulan penggunaan metode analisis chromatography-based dapat
memberikan informasi senyawa penyusun yang memberikan ciri
khas berkaitan bahan halal atau tidak. Metode GC banyak diguna-
kan untuk deteksi senyawa-senyawa yang bersifat volatil sedangkan

HPLC dapat digunakan untuk analisis senyawa non-volatil dan
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senyawa-senyawa yang tidak tahan panas. Masing-masing metode
analisis chromatography-based memiliki keunggulan dan kelemahan
masing-masing. Menurut Nhari, Ismail, & Che Man, (2012) telah me-
nyimpulkan bahwa berbagai metode analisis seperti spektroskopi,
pengujian kimia konvensional, kromatografi dll memiliki batas de-
teksi tertentu dengan kelebihan dan kelemahannya.

Berkaitan mengenai analisis halal, banyak komponen non-
halal yang bersifat non-volatil seperti kolagen dan gelatin, protein,
lipid, asam amino dll. Oleh karena itu, metode HPLC sangat diperlu-
kan untuk mendeteksi senyawa tersebut. Menurut Jaswir & Mir-
ghani, (2017) menyatakan bahwa HPLC mampu membedakan
enantiomer asam amino pada sampel. Selain itu, kemampuan HPLC
ini juga digunakan untuk analisis komponen lainnya seperti
karbohidrat, vitamin, bahan tambahan, pewarna sintetik, pewarna
alami dan berbagai kontaminan sehingga dapat mengetahui senyawa
kimia penyusunnya (Bélanger, Jocelyn Paré, & Sigouin, 1997). Infor-
masi senyawa penyusun suatu komponen non-halal dapat diidentifi-
kasi karena adanya perbedaan migrasi yang terjadi karena interaksi
antara senyawa tersebut dengan fase diam (stationary phase) dan
fase geraknya (mobile phase).

Umumnya, fase diam yang digunakan pada HPLC berupa
kolom silika yang diembankan material non-polar sehingga fase
diam bersifat non-polar. Kolom tersebut berupa kolom C18 fase
terbalik (reversed-phase), tetapi kadang kala juga menggunakan
kolom C8 yang memiliki sifat lebih polar dibandingkan kolom C18.
Oleh karena itu, komponen kimia/senyawa yang bersifat non-polar
akan tertahan lebih lama oleh kolom C18 tersebut sehingga waktu
retensinya lebih besar. Prinsip ini yang menyebabkan setiap senyawa
dengan kepolaran yang berbeda akan memiliki waktu retensi ma-
sing-masing. Perlu diperhatikan, proses pemisahan senyawa kimia

selain terjadi oleh interaksi oleh fase diam dan fase gerak juga sangat
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dipengaruhi flow rate yang digunakan. Oleh karena itu, pemisahan
senyawa akan menjadi maksimal dengan pemilihan solvent dan
komposisinya dan mengatur flow ratenya (Jaswir & Mirghani, 2017).

Aplikasi HPLC dalam analisis halal juga dikarenakan setiap
hewan memiliki komposisi senyawa penyusun yang berbeda (finger-
print area). Perbedaan senyawa kimia penyusunnya ini akan di-
deteksi dengan HPLC dengan melihat waktu retensi setiap senyawa
tersebut. Selain melihat jenis senyawa penyusunnya, perbedaan
komponen halal dan non-halal juga dapat terjadi pada kuantitasnya.
Widyaninggar, Triyana, & Rohman, 2012 melaporkan bahwa analisis
komposisi asam amino pada gelatin babi dan gelatin sapi pada kap-
sul berbeda dimana asam glutamat, asparagin, glisin, treonin, dan
tirosin pada gelatin babi lebih tinggi dibandingkan pada gelatin sapi.
Identifikasi ini merupakan suatu bukti kemampuan HPLC sebagai
suatu metode yang digunakan dalam analisis halal. Pembahasan
lainnya mengenai keunggulan, kelemahan dan aplikasi HPLC lebih
dalam dalam analisis halal akan dibicarakan pada sub-bab berikut-

nya.

B. Prinsip Pemisahan dan Sistem Instrumentasi HPLC
Proses analisis senyawa kimia menggunakan HPLC didasar-
kan pada pemisahan senyawa kimia yang terjadi karena ada perbe-
daan interaksi dan distribusi pada setiap senyawa pada fase diam
(stationary phase) dan fase geraknya (mobile phase). Awal penamaan
Chromatography berasal dari kata chroma yang artinya warna dan
Graphos berarti spektrum (Syllabus, 2019). Oleh karena itu awal
penemuan pemisahan ini dikembangkan metode analisis preparatif

sederhana dengan pemisahan kolom sederhana seperti Gambar 9.1.
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Gambar 9.1. Proses Dasar Pemisahan senyawa kimia menggukan
Packing Coloum: a) Proses sebelum pemisahan; b) Interaksi sampel
pada Fase diam; c) Interaksi sampel pada Fase gerak (Syllabus,
2019).
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Gambar 9.2. Jenis- jenis metode Kromatografi berdasarkan jenis
fase gerak/fase diam (Ismail dan Nielsen, 2010).

248 FALSAFAH SAINS HALAL



Berdasarkan metode preparatif pada Gambar 9.1 ini, muncul
metode yang dikenal dengan nama Chromatography. Metode yang
dikembangkan tidak hanya sebagai analisis preparatif (kualitatif)
akan tetapi juga dapat digunakan sebagai metode analisis kuanti-
tatif. Metode analisis chromatography-based terbagi menjadi bebe-
rapa jenis seperti Gambar 9.2.

Secara umum, metode kromatografi berdasarkan jenis fase
geraknya dibagi menjadi 3 yaitu Gas Chromatography (GC), Supercri-
tical Fluid Chromatography (SFC), dan Liquid cromatography (LC).
Sub-bab kali ini hanya membahas mengenai salah satu jenis LC
dengan fase diam kolom yang dikenal dengan nama HPLC. HPLC
menggunakan fase diam berbentuk kolom yang berisi dengan amino,
siano, alumina atau silika. Perbedaan kepolaran fase diam yang di-
gunakan membedakan nama metode kromatografi. Pemakaian fase
diam bersifat non-polar dikenal sebagai metode Reversed-Phase
HPLC (RP-HPLC) sedangkan penggunaan fase diam bersifat polar di-
kenal sebagai metode Normal-Phase HPLC (NP-HPLC). Penggunaan
HPLC dalam analisis senyawa biasanya menggunakan jenis RP-
HPLC. Akan tetapi NP-HPLC sebenarnya memiliki keunggulan diban-
dingkan RP-HPLC karena dapat digunakan untuk analsis senyawa
yang bersifat non polar dikarenakan senyawa yang water soluble
sangat terbatas dan juga untuk pemisahan berbagai isomer (Cooper,

2006).

n_q;ﬁio|9 _A.A.A.o

Reservoir  Pompa Injektor Kolom HPLC Detektor

R - Pengolah Data
(Berisi Fase Gerak) {Berisi Fase Diam)

a

Limbah

Gambar 9.3. Bagan Instrument HPLC: 1) Fase gerak; 2) Pompa; 3)
Tempat injek sampel; 4) kolom; 5) Detektor; 6) Limbah keluarnya
eluen; 7) Pengolahan Data dalam bentuk Kromatogram.
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Umumnya, ada 2 jenis komponen yang sangat mempenga-
ruhi proses pemisahan pada HPLC yaitu fase gerak dan fase diam-
nya. Komponen tersebut sangat mempengaruhi pemisahan karena
sampel sangat tergantung pada kekuatan interaksi pada keduanya.
Kekuatan interaksi sampel dengan fase gerak akan menyebabkan
sampel mudah terbawa oleh fase gerak sehingga akan memiliki
waktu retensi (Tr) lebih cepat sedangkan sampel yang berinteraksi
kuat dengan fase diam akan tertahan lebih lama sehingga waktu
retensinya lebih besar. Proses pemisahan karena interaksi sampel
dengan fase gerak dan fase diam akan terjadi pada kolom kroma-
tografi (Gambar 9.3). Rangkaian instrumentasi HPLC seperti diilus-

trasikan oleh Gambar 9.3).

C. Analisis Halal Menggunakan HPLC

Analisis Halal menggunakan instrumen HPLC dapat mendu-
kung analisis halal oleh instrumen lain seperti FTIR, e-nose, PCR dll.
Hasil yang diperoleh menggunakan metode HPLC akan dapat
mengidentifikasi komponen senyawa yang menjadi pembeda antara
komponen halal dan non-halal khususnya untuk senyawa-senyawa
yang bersifat non-volatil. Umumnya, analisis halal dilakukan dengan
melihat ada dan tidaknya senyawa pembeda pada sampel sehingga
metode analisis difokuskan pada identifikasi senyawa pembeda yang
ada berdasarkan analisis kualitatif. Berbeda lagi dengan analisis
ingredient dan kontaminan dalam sampel, analisis yang diperlukan
tidak hanya kualitatif tetapi juga kuantitatifnya supaya kadar ingre-
dient dan kontaminan dapat diketahui. Akan tetapi, Penyebab perbe-
daan senyawa (fingerprint area) dengan HPLC pada komponen halal
dan non-halal tidak hanya dibedakan pada jenis senyawanya tetapi
dibedakan berdasarkan kuantitas senyawa pada sampel (secara ana-
lisis kuantitatif). Walaupun demikian, pernyataan kehalalan tidak

bergantung besar kuantitas senyawa non-halal dalam sampel, tetapi
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terkontaminasi bahan non halal (kontaminasi silang) akan menye-
babkan sampel menjadi haram.

Oleh karena itu, analisis halal dengan HPLC tidak hanya difo-
kuskan pada analisis kualitatif tetapi juga analisis kuantitatifnya.
Hasil kromatogram yang diperoleh tidak hanya melihat jenis se-
nyawa berdasarkan waktu retensinya tetapi juga kadar setiap se-
nyawa yang terkandung didalamnya. Analisis kualitatif dan kuanti-
tatif pada HPLC selain dipengaruhi oleh 2 komponen (fase gerak dan
fase diam) sangat dipengaruhi oleh kemampuan detektor yang
digunakan (sensitifitas detektor). Beberapa detektor HPLC yang
digunakan dalam analisis halal seperti diade aray detector (DAD) (
Jorfi, et al., 2012; Eyupoglu., 2020); detector refractive index (RI)
(Fadzillah et al., 2017), detektor UV (Eyupoglu., 2020), detektor
fluorosensi (Nemati, Oveisi, Abdollahi, & Sabzevari, 2004; Widya-
ninggar et al., 2012; Azilawati, Hashim, Jamilah, & Amin, 2015;
Zilhadia; Kusumaningrum, Farida; Supandi; Betha, 2018), detektor
Mass Spectrometry (MS) (Zhang et al., 2009; Von Bargen, Brock-
meyer, & Humpf, 2014; Ruiz Orduna, Yang, Ghosh, & Beaudry,
2019). Masing-masing detektor memiliki keunggulan dan kelemahan

tergantung karakteristik senyawa yang akan dianalisis.

1. Analisis Gelatin

Kajian analisis gelatin menggunakan HPLC dengan detektor
DAD dan UV dapat dilakukan pada panjang gelombang maksimal
berturut-turut sebesar 225 nm dan 550 nm (Eyupoglu., 2020). Ge-
latin halal dan gelatin haram memiliki waktu retensi yang berbeda
berdasarkan hasil analisis menggunakan HPLC-DAD dan HPLC-UV.
Waktu retensi gelatin halal lebih cepat dibandingkan waktu retensi
gelatin haram (Gambar 9.4). Hal ini menandakan bahwa gelatin halal
memiliki komponen asam amino penyusun yang tidak berinteraksi

kuat dengan fase diam.
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Gambar 9.4. Perbandingan hasil kromatogram gelatin halal dan
haram menggunakan HPLC-DAD (225 nm) dan HPLC-UV (550 nm)
((Eyupoglu., 2020)

Perbedaan waktu retensi pada gelatin halal dan gelatin
haram dapat dijadikan penanda untuk mengidentifikasi gelatin halal
dan gelatin haram. Kedua metode HPLC-DAD dan HPLC-UV ini juga
memberikan nilai limit of detection (LOD) dan limit of quantification
(LOQ) berturut-turut sebesar 0,4-0,7 ppm dan 1,3-2,1 ppm. Hasil
parameter pengujian lainnya disajikan dalam Tabel 9.1.

Tabel 9.1. menunjukkan bahwa metode HPLC dapat diguna-
kan untuk analisis gelatin halal dan haram dengan nilai akurasi
yang baik. Perbedaan detektor yang digunakan juga terlihat meng-
hasilkan perbedaan pada beberapa parameter terutama parameter
sensitifitas yaitu LOD dan LOQ. Perbedaan komposisi peptida pada
gelatin sapi dan gelatin babi yang menyebabkan perbedaaan waktu
retensinya. Identifikasi peptida menunjukkan bahwa hidroksilasi
prolin menjadi penanda pada gelatin sapi (urutan peptida:
GPPGSAGSPGK) dan gelatin babi (urutan peptida: GPPGSAGAPGK)
dimana gelatin sapi memiliki hidroksilasi prolin dengan serin dan
gelatin babi memiliki hidroksilasi prolin dengan alanin (Zhang et al.,

2009).
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Tabel 9.1. Parameter Validasi pada analisis gelatin halal dan haram
dengan HPLC-DAD dan HPLC-UV ((Eyupoglu., 2020)

Metode HPLC

Parameter Pengujian

Detektor DAD Detektor UV
Lambda maksimal (nm) 225 550
Konsentrasi kurva baku
3,5-350 ppm 2,0-240
(ppm)
Linearitas 0,9997 0,9998
Akurasi (% rekoveri) 96,750 - 98,850 97,945 — 99,765
Presisi (RSD,%) <1,5 1,0
0,6 £ 0,015* 0,5 + 0,02*
LOD (ppm)
0,7 £ 0,025** 0,4+0,01*
LOO 2,1 £0,045* 1,6 +0,01*
m
(ppm) 1,8 £ 0,035** 1,3 £ 0,03**
Waktu retensi (Tr, menit) 11,5+ 0,04 12,8 £ 0,04

*Gelatin halal; ** Gelatin haram

Berdasarkan hal tersebut, identifikasi gelatin halal dan gela-
tin haram dikembangkan metode analisis yang dapat melihat urutan
ikatan peptidanya menggunakan HPLC yang ditandem spektrometri
massa yang kita kenal dengan HPLC-MS/MS atau Liquid chroma-
tography mass spectrometry-mass spektrometry (LC-MS/MS). Prinsip
dasar analisis gelatin dengan LC-MS adalah suatu analisis proteomic
dimana identifikasi gelatin halal ini akan menghasilkan marker pep-
tida pada setiap hewan. Identifikasi halal melalui gelatin-based di-
ilustrasikan dalam tahapan langkah Gambar 9.5.

Kemampuan LC-MS dalam mendeteksi campuran peptida ini
menjadikan solusi untuk melihat perbedaan gelatin halal dan gelatin
haram berdasarkan komposisi tersebut sehingga diperoleh marker
peptidanya. Tingginya resolusi MS diharapkan akan dapat mende-
teksi peptida unik pada babi (misal urutan peptida: GFpGSpGNVG
PAGK) dimana babi mengandung 2 hidroksilasi p (p: hidroksi prolin).

FALSAFAH SAINS HALAL 253



Hal ini sesuai dengan studi oleh Zang et al., (2009) bahwa hidro-
ksilasi prolin menjadi penanda pada gelatin sapi (urutan peptida:

GPPGSAGSPGK) dan gelatin babi (urutan peptida: GPPGSAGAPGK).
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Gambar 9.5. Tahapan analisis halal dengan LC-MS (Huang, Li,
Deng, Guo, & Zaman, 2020).

2. Analisis Protein

Protein merupakan suatu makromolekul yang tersusun oleh
monomer asam amino seperti mentionin, sistin dan sistein melalui
ikatan peptida. Sedangkan gelatin merupakan salah satu jenis pro-
tein dari hidrolisis dari kolagen pada tulang dan kulit. Oleh karena
itu, analisis protein menggunakan HPLC-MS seperti analisis gelatin
dengan melihat komponen asam amino penyusunnya. Berikut ini
kromatogram analisis peptida marker pada produk yang dibuat dari

pork, kuda dan daging sapi (Gambar 9.6).
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Gambar 9.6. Hasil kromatogram suatu produk yang terbuat dari
daging murni: a) Babi; b) Kuda; c) Sapi. Hanya 3 MRM (multiple
reaction monitoring) yaitu merah, biru dan hijau. Warna merah: in-
tensitas terbaik; warna biru: intensitas terbaik ke 2; warna hijau:
intensitas terbaik ke 3. Tanda bintang: Peak tidak spesifik. Peno-
moran merupakan marker peptida dijelaskan pada Tabel 9.2 (Von
Bargen et al., 2014)
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Tabel 9.2. Karakteristik peptida marker untuk kuda dan babi (Von
Bargen et al., 2014)

Nf;zk Spesies Nama Kode Aksesi Urutan Posisi AA**
1 Babi/ Troponin Q75NG7/ YDIINLR 239-245/
Kuda T/protein tidak F6 x 010 185-191
terkarakterisasi
2 Babi Miosin-4 QITV62 TLAFLFAER 619-627
3 Babi Miosin-1 dan Q9TV61/ SALAHAVQSSR 1331-1341/
Miosin-4 QI9TV62 1329-1339
4 Kuda Miosin-2 Q8MJV1 EFEIGNLQSK 1086-1095
5 Kuda Miosin-1 Q8MJVO LVNDLTGQR 1272-1280

*Marker 1, 2, dan 4: Intensitas terbaik
**Posisi AA: lokasi suatu peptida biomarker pada protein target

Berdasarkan Gambar 9.6 menunjukkan bahwa marker 1
dapat sebagai marker kuda dan babi. Marker 1 memiliki urutan pep-
tida yaitu YDIINLR. Oleh karena itu, deteksi Sampel yang memiliki
puncak pada marker 1 memerlukan marker peptida pendukung lain-
nya untuk menyimpulkan bahwa sampel mengandung daging babi
atau daging kuda. Deteksi babi dapat dilakukan dengan marker 2
dan 3 dimana marker 2 tersebut adalah marker dengan intensitas
tertinggi. Sedangkan deteksi kuda dapat dilakukan dengan marker
4 dan 5 dimana marker 4 merupakan marker dengan sensitifitas
baik (intensitas tinggi). Gambar 9.6 juga memperlihat bahwa deteksi
babi dan kuda masih mungkin dengan puncak-puncak lainnya (peak
tidak spesifik) akan tetapi studi ini belum menemukan jenis marker
pada puncak tersebut. Data tersebut sudah dicukupkan untuk de-
teksi halal pada produk dikarenakan kehalalan produk adalah zero
tolerance. Aplikasi penggunaan marker babi dan kuda seperti pada
Gambar 9.7.

Gambar 9.7 menunjukkan bahwa sampel bakso yang dide-
teksi menggunakan HPLC-MS dengan 5 marker sebelumnya dinya-
takan mengandung babi dan tidak mengandung daging kuda. Hal ini

sesuai dengan informasi yang diberikan bahwa bakso komersial ini
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mengandung bakso. Hal ini dikarenakan hasil analisis halal pada
bakso komersial menunjukkan bahwa 5 marker yang ada hanya
marker 1 (YDIINLR), marker 2 (TLAFLFAER) dan marker 3 (SALAHAV
QSSR) yang terdeteksi dalam sampel komersial tersebut (Gambar
9.7). Sedangkan marker 4 dan marker 5 tidak menunjukkan sebagai
marker untuk daging kuda. Hal ini dikarenakan marker 4 dan 5 ti-
dak menunjukkan satu puncak spesifik menunjukkan bakso komer-
sial mengandung daging kuda akan tetapi hanya memiliki puncak-

puncak tidak spesifik yang ditandai dengan bintang (Gambar 9.7).
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Gambar 9.7. Analisis bakso komersial mengandung babi. Marker 1
(YDIINLR) untuk deteksi babi/kuda; Marker 2 (TLAFLFAER) dan
Marker 3 (SALAHAVQSSR) adalah spesifik untuk deteksi babi;
Marker 4 dan Marker 5 digunakan spesifik untuk deteksi kuda.
Tanda bintang: Peak tidak spesifik (Von Bargen et al., 2014).

Kasus lain pada sauce Bolognese memperlihatkan hasil kemi-
ripan dengan Marker 1 (YDIINLR) untuk deteksi babi/kuda, Marker
2 (TLAFLFAER) dan Marker 3 (SALAHAVQSSR) yang spesifik untuk
deteksi babi (Gambar 9.8). Seperti Gambar 9.7, hasil analisis halal
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Gambar 9.8 juga menunjukkan bahwa sauce Bolognese komersial
mengandung babi tetapi tidak mengandung kuda. Hal ini karena
marker 4 dan marker 5 tidak menunjukkan puncak spesifik untuk

daging kuda seperti Gambar 9.6B.
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Gambar 9.8. Analisis sauce Bolognese komersial mengandung
babi/kuda. Marker 1 (YDIINLR) dengan uji MRM3 untuk deteksi
babi/kuda; Marker 2 (TLAFLFAER) dan Marker 3 (SALAHAVQSSR)
adalah spesifik untuk deteksi babi; Marker 4 dengan uji MRM3 dan
Marker 5 digunakan spesifik untuk deteksi kuda. Tanda bintang:
Peak tidak spesifik (Von Bargen et al., 2014).

3. Analisis Triasilgliserol (TAG)

Selain untuk analisis gelatin, metode HPLC dapat digunakan
untuk menentukan komposisi TAG pada komponen halal dan non
halal. Analisis TAG dengan HPLC dapat dideteksi menggunakan de-
tektor refractive index (RI) (Rohman, Triyana, Sismindari, & Erwanto,
2012; Fadzillah et al., 2017). Komposisi TAG pada berbagai minyak
hewani dan minyak nabati tidak sama baik dari sisi jenis TAG dan

kadarnya (Tabel 9.3 dan Tabel 9.4).
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Tabel 9.3. Komposisi TAG pada berbagai jenis lemak hewan
(Rohman et al., 2012)

Kadar (%)

Jenis
TAG . Minyak .
Ayam Sapi Domba ikan Cod Babi
Lalal  0,00+0,00 0,00+0,00 0,28 + 0,10 0,00£0,00 0,19 + 0,08
LaLaL 348 £ 0,23 4,00 + 0,50 4,10 + 0,89 18,32 1,80 £ 0,42
a 1,26
MOLa 0,08 + 0,03 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 3,45+ 0,03
OOLa 0,11 +0,01 0,07 £ 0,00 0,09 + 0,04 2,95+0,17 4,56 0,01
POL 0,08 £ 0,01 0,02 + 0,00 0,09 + 0,02 7,04 +£0,49 5,39 +0,01
POLa 0,64 + 0,00 0,01 £ 0,00 0,07 = 0,00 1,55+0,08 4,26 £0,01
PPO 5,74 £ 0,07 0,03 + 0,00 0,08 + 0,04 3,24+0,18 1,49+1,55
MOP 3,38 £0,05 0,13+0,01 0,12 + 0,02 3,42+0,05 1,12+0,01
PLaP 8,43 £ 0,09 0,88 £ 0,04 0,34 £ 0,01 3,43+0,14 5,13+0,01
(e]e]6} 8,37 + 0,10 1,00 £ 0,11 1,03 £ 0,04 5,78+0,45 3,29+0,13
POO 23,52 + 10,76 +0,18 9,66 + 0,25 11,71 = 21,55
0,06 0,80 0,08
PLaS 14,15 £ 13,51 £ 0,32 7,52 £ 0,08 3,83+0,31 2,35+0,04
0,04
POP 3,09+£0,13 0,00+0,00 6,48 £ 0,25 7,34+0,45 5,10+0,04
POS 5,77+0,01 21,01 £0,44 19,44 £0,26 1,89 +£0,06 14,08
0,04
PPS 1,68 £ 0,01 11,83 +0,31 10,56 £ 0,18 4,94 £ 0,21 1,27 £ 0,01
SOS 0,66 + 0,01 10,22 + 0,23 16,12 + 0,02 2,65+0,30 1,71 +£0,01
PSS 0,30 £ 0,00 8,17+ 0,21 11,42+0,40 2,48+0,10 1,49+0,01
SSS 0,00+0,00 0,00+0,00 5,19+0,16 0,46 + 0,25 0,17 0,00

P= palmitic acid (16:0); S= stearic acid (18:0); O= oleic acid (18:1); M: asam
miristat; La: asam laurat; L= linoleic acid (18:2).
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Tabel 9.4. Komposisi TAG pada berbagai jenis minyak nabati
(*Fadzillah et al., 2017; **Lee, et al., 2015; ***Marina, et al., 2009)

Kadar (%)

Jenis Virgin Virgin
TAG Mentega* M1lnya*k* Coconut Coconut CPO**
Kelapa Oilsl*** Oils2***
Cclci 4,57+0,52 1,29 £ 0,08 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00
CICIM 0,00+0,00 19,20 + 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00£0,00
0,03

CpCpLa 6,06+0,42 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
CpLala 0,00+0,00 4,70 £ 0,05 1,12 £ 0,23 0,99 + 0,23 0,00+0,00
CpCLa 5,02+0,64 0,00+0,00 4,08 £ 0,13 3,69 + 0,38 0,00+0,00
CCLa 12,99+0,02 0,00+0,00 16,02+0,56 15,24+1,09 0,00+0,00
ClaLa 12,34+0,14 4,33 £ 0,03 20,14+0,70 20,00£0,70 0,00+0,00
LaLala 15,8+0,18 19,2 £ 0,03 23,93+1,16 23,62+0,17 0,00+0,00
LaLaM 10,4610,11 22,5+ 0,04 14,53+0,83 15,43+0,94 0.00+0,00
LaLaO 5,02+0,60 0,00+0,00 1,57+0,24 1,58+0,24 0,00+0,00
LaLaP 3,65+0,06 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

LaMM 0,00£0,00 0,00£0,00 8,62+0,70 8,78+0,84 0,00£0,00

LaMO 5,38+0,07  0,00£0,00 1,33+0,27 1,29¢0,15  0,00+0,00
LaMP 5,07+0,06 9,72 +0,23  4,85+0,07 4,85:0,45  0,00%0,00
La0O 4,40:0,00  0,00£0,00 1,04+0,54 0,98+0,09  0,00£0,00
LaPP 0,00:0,00  0,00%0,00 1,50+0,68 1,85:0,12  0,00£0,00
LaPO 6,20£0,02  0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00  0,00£0,00
MOO 2,88+0,03  0,00+0,00 0,44+0,26 0,48+0,11  0,00£0,00
SO0 0,00£0,00  0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00  2,75%0,16
POO 1,64:0,02  0,00+0,00 0,33+0,13 0,34+0,16 23,4 % 1,00
PPO 1,80+0,02  0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 29,0 0,41
PPL 0,00£0,00  0,00£0,00 0,00+0,00 0,00:0,00 12,2 % 0,28
POS 0,40t0,01  0,00£0,00 0,00+0,00 0,00:0,00 5,39 % 0,21
PPS 0,19+0,00  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,45+ 0,52
SSO 0,00:0,00  0,00£0,00 0,00+0,00 0,00:0,00 0,34 % 0,01
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POL 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 15,8 + 0,83

OLL 0,00:0,00 4,75+0,25  0,00%0,00 0,00£0,00 0,71 * 0,04
PLL 0,00:0,00  0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00 4,12 £0,19
MPL 0,00:0,00  0,00£0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,77 + 0,01
LLL 0,00:0,00 17,7+0,19  0,00%0,00 0,00+0,00  0,00+0,00
PPP 0,00:0,00  0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00 3,16 + 1,95

1Asal Malaysia; 2Asal Indonesia

Cp= asam kaproat; Cl: asam kaprilat; C: asam kaprat; La: asam laurat; M:
asam miristat; P: asam palmitat; S: asam stearat; O: asam oleat; L: asam
linoleat.

Tabel 9.3. Menunjukkan bahwa komposisi TAG setiap hewan
tidak sama. Hal ini menjadi dasar untuk analisis halal pada hewan
dengan melihat komponen TAGnya. Komposisi TAG pada ayam yang
dominan adalah POO, PLaS, OOO, dan PLaP yang besarannya bertu-
rut-turut adalah 23,52+0,06; 14,15 +0,06; 8,37+0,10; dan 8,43+
0,09. Berbeda dengan Ayam, komposisi TAG pada sapi yang dominan
adalah POS, PLaS, PPS, SOS, POO, PSS yang kadarnya berturut-tu-
rut sebesar 21,01+0,44; 13,51+0,32; 11,83+0,31; 10,22+0,23; 10,76+
0,18; dan 8,17+0,21. Sedangkan komposisi TAG pada babi memiliki
TAG dominan seperti POO, POS, POL, PLaP, POP, OOLa, POLa, dan
00O yang kadarnya berturut-turut sebesar 21,55+0,08; 14,08+0,04;
5,39+0,01; 5,13+0,01; 5,10%£0,04; 4,56+0,01; 4,26+0,01; dan 3,29+
0,13. Perbedaan komposisi dominan ini memperjelas bahwa setiap
hewan memiliki komposisi yang berbeda-beda.

Hal ini juga terlihat pada Tabel 9.4 bahwa setiap minyak na-
bati juga memiliki komposisi TAG yang berbeda-beda. Bukti-bukti
ini dapat dijadikan dasar dalam proses autentikasi halal atau ke-
murnian bahan yang digunakan. Akan tetapi, problem dalam proses
autentikasi halal dan kemurnian bahan sulit dilakukan jika dengan
hanya melihat komposisi TAG tersebut dengan pengamatan mata.

Oleh karena itu, pengolahan data TAG yang dihasilkan diperlukan

FALSAFAH SAINS HALAL 261



untuk mengambil kesimpulan yang tepat yaitu salah satunya
dengan metode kemometrika yang akan dibahas pada sub-bab beri-
kutnya. Masalah lainnya, Kompleksitas komersial produk dan pro-
ses pembuatannya menyebabkan analisis halal didasarkan pada
komposisi TAG sangat sulit dikontrol. Hal ini dikarenakan TAG
sangat mudah sekali terhidrolisis menjadi Diasilgliserol (DAG), Mo-
noasilgliserol (MAG), gliserol, dan asam lemak bebas. Oleh karena
itu, analisis halal direkomendasikan dengan melihat perbedaan

asam lemak bebasnya bukan pada komposisi TAGnya.

4. Analisis Asam amino

Analisis halal berdasarkan komposisi asam amino merupa-
kan analisis monomer terkecil penyusun protein. Pembahasan sebe-
lumnya, gelatin halal atau gelatin haram dapat dianalisis berdasar-
kan komposisi ikatan peptida penyusunnya. Oleh karena itu, keha-
lalan gelatin juga dapat ditentukan berdasarkan komponen asam
amino didalamnya. Perbedaan analisis halal antara amino acid-
based dan gelatin-based dimana proses analisis asam amino dengan
HPLC memerlukan agen penderivat sehingga asam amino dapat
terdeteksi oleh detektor HPLC. Agen penderivat asam amino seperti
ortho-phtalaldehyde dan 3-mercaptoethanol (OPA-MCE) (Widya-
ninggar et al., 2012); 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carba-
mate (Azilawati et al., 2015; Zilhadia; Kusumaningrum, Farida;
Supandi; Betha, 2018); O-Phthaldialdehyde 3-mercaptopropionic
acid (OPA-3MPA) (Jorfi, et al.,, 2012), dan Orthophtaldialdehyde
(OPA) and 4-chloro-7-nitro benzofurazane (NBD-Cl) (Nemati et al.,
2004). Berdasarkan komposisi asam aminonya gelatin halal dan

haram dapat dilihat pada Tabel 9.5.
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Tabel 9.5. Komposisi asam amino pada gelatin babi, sapi dan ikan
serta selisih perbedaannya (Azilawati et al., 2015).

Kadar (%) Selisih Perbedaan

Jenis asam asam amino (%)
amino Gelatin Gelatin Gelatin Sapi- Sapi- Babi-

sapi babi ikan Babi Ikan Ikan

Hydroksi 10,85 £ 10,91 7,01 £ 0,37 0,06 3,84 3,90

prolin 0,54 0,61

Asam 4,92+0,39 5,47+0,33 5,55+0,37 0,55 0,63 0,08

aspartat

Serin 3,98+0,16 4,27+0,20 6,91+0,23 0,29 293 2,64

Asam 9,26 £ 0,58 9,67 + 0,58 9,23 + 0,53 0,41 0,03 0,44

glutamat

Glisin 23,05 £ 21,64 £ 22,37 £ 2,28 1,41 0,68 0,73
1,33 2,70

Arginin 8,80 0,52 8,67+0,47 9,23+0,45 0,14 0,43 0,57

Teorinin 2,34+0,12 2,18+0,15 3,18 +0,15 0,16 0,84 1,00

Alanin 8,37+0,73 8,05+0,76 8,43+0,73 0,32 0,06 0,37

Prolin 11,75 £ 11,21 £ 9,58 £ 0,38 0,54 2,18 1,64
0,53 0,56

Tirosin 0,63 +0,04 1,01+0,07 0,72 £ 0,05 0,38 0,09 0,29

Valin 2,47 +0,32 2,33+0,09 2,05%0,05 0,14 042 0,28

Metionin 1,12+0,20 1,51+0,13 2,64+0,11 039 1,51 1,12

Lisin 3,25+0,27 3,78+0,19 3,38+0,27 0,53 0,13 0,41

Isoleusin 1,63+0,13 1,56 = 0,06 1,26 £ 0,04 0,07 0,37 0,30

Leusin 3,10+ 0,12 3,10 £ 0,09 2.50 + 0,06 0,00 0,59 0,60

Fenil alanin 2,38+0,15 2,22+0,15 2,31%0,10 0,17 0,08 0,09

Berdasarkan Tabel 9.5 dan Tabel 9.6 Menunjukkan bahwa
setiap gelatin hewan memiliki komposisi asam amino berbeda-beda.
Perbedaan yang ada dapat dijadikan dasar untuk analisis halal. Ke-
lemahan analisis halal dengan amino-based yaitu kesulitan dalam
mengamati perbedaan secara langsung. Oleh karena itu, pengam-
bilan kesimpulan analisis halal diperlukan metode kemometrik un-

tuk membantu pengambilan kesimpulan tersebut. Metode kemome-
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trik ini akan mengelompokkan gelatin yang memiliki kesamaan kom-
posisi asam aminonya sehingga adanya perbedaan komposisi asam
amino antara gelatin halal dan gelatin haram akan mudah diklasifi-
kasikan. Pembahasan lebih lanjut mengenai aplikasi kemometrik da-
lam identifikasi komponen halal akan dibahas pada sub-bab selan-

jutnya.

Tabel 9.6. Komposisi asam amino pada berbagai daging hewan
(Jorfi, et al., 2012)

1 o,
Jenis asam Kadar asam amino (%)

amino

Sapi Domba Chevon Ayam Babi
Histidin 5,89 6,24 5,28 7,29 6,74
Asam aspartat 2,82 2,92 2,98 2,70 2,86
Serin 4,06 4,16 4,20 3,81 4,15
Asam glutamat 7,81 7,81 8,26 7,11 7,67
Glisin 20,18 18,00 18,47 19,20 18,88
Arginin 8,66 9,95 8,37 9,27 8,54
Teorinin 3,03 2,88 3,42 3,96 2,76
Alanin 6,93 6,50 6,55 6,11 6,72
Prolin 8,17 8,66 8,46 7,43 8,15
Tirosin 2,13 2,36 2,45 2,40 2,27
Valin 4,33 5,63 4,50 5,79 4,05
Metionin 2,03 2,13 1,77 1,97 2,29
Lisin 8,05 8,35 8,42 7,83 8,23
Isoleusin 3,47 3,10 3,64 3,45 3,45
Leusin 7,08 5,82 7,13 6,94 7,26
Fenil alanin 3,05 3,02 3,25 3,01 3,14
Sistin 2,31 2,63 3,21 2,92 2,49
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5. Analisis Asam Lemak

Ketidakstabilan TAG yang disebabkan adanya proses hidro-
lisis membentuk gliserol dan asam lemak selama proses pembuatan
produk maka analisis halal produk akan lebih direkomendasikan
pada analisis kandungan asam lemaknya. Akan tetapi analisis asam
lemak menggunakan HPLC memerlukan detektor yang sensitif se-
perti sangat sulit dilakukan. Hal ini dikarenakan asam lemak memi-
liki serapan UV sangat kecil yaitu kisaran 205-210 nm sehingga
asam lemak tersebut dapat diderivatisasi menggunakan reagen.
Hasil studi dari Naviglio, Dellagreca, Ruffo, Andolfi, & Gallo, (2017)
berhasil melakukan analisis asam lemak dengan agen penderifat
phenethyl ethanoate in phenyl ethanol. Hasil identifikasi dan pemi-
sahan asam lemak terderivatisasi menggunakan HPLC sama baiknya
dengan hasil identifikasi asam lemak terderivitasi menggunakan GC-
FID (Gambar 9.9).

Selain proses derivatisasi pada asam lemak, analisis asam
lemak menggunakan HPLC dapat dilakukan secara underivatisasi
hanya tidak menggunakan detektor UV. Detektor refractive index (RI)
adalah detektor yang dapat digunakan untuk analisis asam lemak
secara langsung. Hasil analisis asam lemak underivatisasi dengan
detektor RI dapat memisahkan jenis asam lemak yang berbeda
(Gambar 9.10).
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Gambar 9.9. Hasil kromatogram asam lemak pada GC (a dan b) dan
HPLC (c¢): a) FA dalam fentil ester; b) FA dalam metil ester; dan c) FA
dalam fenetil ester (Naviglio et al., 2017)
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Gambar 9.10. Hasil analisis asam lemak underivatisasi dengan
HPLC dan detektor RI (RID-6A-Shimadzu). A) Standar Campuran
asam lemak; B) Sampel kedelai. 1) asam laurat; 2) asam linolenat; 3)
asam miristat; 4) asam palmitoleat; 5) asam arakidonat; 6) asam
linoleat; 7) asam palmitat; 8) asam oleat; 9) asam margarat;10) asam
stearat (Nishiyama-Naruke, Souza, Carnelés, & Curi, 1998).

Berdasarkan hasil ini, potensi analisis halal menggunakan
HPLC dapat dilakukan dengan detektor RI. Seperti halnya analisis
asam lemak menggunakan GC, analisis asam lemak menggunakan
HPLC memerlukan panas yang lebih rendah (low temperature). Akan
tetapi kebanyakan detektor HPLC adalah detektor UV, sehingga ana-
lisis asam lemaknya memerlukan tahapan derivatisasi yang dengan
agen penderivat mahal dan katalis tertentu. Proses derivatisasi asam
lemak ini menjadikan analisis halal menjadi tidak simpel dan seder-
hana. Oleh karena itu, analisis halal berdasarkan komponen asam
lemaknya biasanya direkomendasikan menggunakan GC atau GC-
MS di mana proses derivatisasinya hanya dengan metanol dalam

keadaan asam atau basa.
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D. Kombinasi Metode HPLC dan Kemometrik untuk Analisis
Halal
1. Pengelompokan minyak hewani berdasarkan komposisi
TAGnya
Berdasarkan hasil kajian sebelumnya, HPLC sebagai salah
satu instrumen yang dapat digunakan dalam proses analisis keha-
lalan seperti analisis komponen peptida marker pada gelatin, anali-
sis komponen TAG pada minyak nabati dan hewani, analisis kom-
ponen asam amino, dan analisis komponen asam lemaknya. Masing-

masing analisis sangat tergantung pada sensitifitas detektornya.
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Gambar 9.11. Pengelompokan lemak hewani berdasarkan komposisi
TAG pada Tabel 9.3 (Rohman et al., 2012)

Detektor MS/MS akan mampu mendeteksi marker spesifik
penanda bahan non-halal. Detektor lainnya mampu membedakan
jenis komponen penyusunnya akan tetapi pengambilan kesimpulan
terhadap data yang dihasilkan sangat rumil. Oleh karena itu, sub-
bab kali ini akan mencoba mengolah data yang ada dengan bantuan
metode kemometrik. Tabel 9.3 menampilkan bahwa setiap hewan
tersusun TAG yang berbeda. Metode kemometrika akan mengolah

data TAG masing-masing sehingga memudahkan dalam mengambil
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kesimpulan. Hasil diskriminasi beberapa lemak/minyak hewani
dapat dilihat pada Gambar 9.11.

Hasil pengalahan data minyak hewani berdasarkan kompo-
sisi TAGnya dapat terlihat bahwa lemak/minyak babi memiliki ke-
miripan dengan lemak/minyak ayam. Sedangkan lemak/minyak
domba lebih memiliki kemiripan dengan lemak/minyak sapi. Hasil
pengolahan data menggunakan metode kemometrika lebih memu-
dahkan dalam mengambil kesimpulan terutama untuk analisis halal

dikarenakan analisis tersebut bersifat zero tolerance.

2. Pengelompokan gelatin berdasarkan komposisi asam

aminonya melalui proses derivatisasi

Selain pengelompokan berdasarkan komposisi TAG, analisis
halal pada gelatin dapat juga dikelompokkan berdasarkan komposisi
asam aminonya. Penelitian dari Zilhadia; Kusumaningrum, Farida;
Supandi; Betha, (2018) melakukan analisis halal pada gelatin berda-
arkan komposisi asam aminonya melalui proses derivatisasi sehing-
ga asam amino dapat berfluorosensi dan dideteksi dengan detektor
flourosensi. Penelitian lainya mendeteksi kehalalan gelatin menggu-
nakan LC-MS/MS setelah proses hidrolisis dengan enzim tripsin (Sa-
lamah, Erwanto, Martono, Maulana, & Rohman, 2019). Pemilihan
prosedur derivatisasi atau tidak tergantung kemampuan deteksi de-
tektornya terhadap senyawa yang akan dianalisis. Hasil komposisi
asam amino pada gelatin halal dan produk permen seperti digam-

barkan pada Tabel 9.6.
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Tabel 9.6. Komposisi asam amino pada gelatin Babi, sapi dan
Produk permen (Zilhadia; Kusumaningrum, Farida; Supandi;
Betha, 2018)

Kadar asam amino (%)

Jenis asam

. Non Produk EG dengan Vit C CG dengan Vit C
amino
BG PG BG PG S1 S2
L-Asam 5.116 £+ 5.173 % 0.493 + 0.402 + 0.253 = 0.372 =
aspartat 0.065 0.086 0.015 0.053 0.027 0.011
(asp)
L-Serin (ser) 3.539+ 3.309 % 0.374 + 0.299 + 0.203 = 0.264
0.074 0.009 0.004 0.004 0.002 0.000
L-Asam 10.510 10.550 0.996 + 0.809 * 0.573 = 0.755 =
glutamat +0.086 +0.010 0.001 0.014 0.003 0.005
(glu)
Glisin (gly) 26.600 25.860 2.478 + 1.990 + 1.388 £ 1.940 £
+0.077 +0.106 0.003 0.034 0.014 0.005
L-Histidin 0.000+ 0.000 = 0.000 * 0.000 * 0.000 £ 0.000 *
(his) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
L-Arginin 8.228+ 8.608 0.715 £ 0.599 + 0.358 = 0.410 £
(arg) 0.085 0.309 0.001 0.013 0.000 0.012
L-Teorinin 2.035+ 2.233= 0.232 0.171 0.109 = 0.150 =
(thr) 0.098 0.080 0.008 0.001 0.002 0.002
L-Alanin (ala) 8.106+ 8.260 % 0.789 = 0.687 + 0.429 = 0.654
0.057 0.092 0.016 0.012 0.005 0.014
L-Prolin (pro) 12.610 12.930 1.202 £ 1.032 £ 0.644 £ 0.937 £
+0.054 £0.650 0.027 0.016 0.005 0.011
L-Sistin (sis) 0.000 £ 0.000 0.000 £ 0.000 £ 0.000 * 0.000 *
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
L-Tirosin (try) 0.324+ 0.489 % 0.032 £ 0.024 + 0.013 £ 0.006 *
0.002 0.074 0.001 0.000 0.001 0.000
L-Valin (val) 2.170 = 2.447 % 0.236 £ 0.199 £ 0.119 £ 0.180 £
0.011 0.027 0.007 0.002 0.002 0.002
L-Metionin 1.248+ 1.117 £ 0.084 + 0.043 + 0.049 £ 0.061 £
(met) 0.106 0.024 0.005 0.005 0.001 0.002
L-Lisin HClI 4.093+ 4.607 % 0.456 * 0.386 * 0.188 0.243 £
(lys) 0.047 0.009 0.000 0.000 0.001 0.003
L-Isoleusin 1.434+ 1.183 0.182 + 0.105 0.089 + 0.108 =
(Ile) 0.026 0.002 0.005 0.000 0.000 0.002
L-Leusin 2.654+ 2.695= 0.306 0.219 + 0.144 + 0.208 =
(leu) 0.061 0.028 0.004 0.003 0.001 0.001
L-Fenil 1.894+ 2.055+ 0.179 £ 0.152 0.106 0.130 =
alanin (phe) 0.044 0.035 0.002 0.002 0.002 0.001
Triptopan 0.000 = 0.000 % 0.000 0.000 0.000 = 0.000 =
(tri) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

BG: Gelatin sapi; PG: Gelatin babi; EG: Permen eksperimental; CG: Permen komersial;
S: sampel ke
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Tabel 9.6 menunjukkan bahwa gelatin babi dan gelatin sapi
memiliki perbedaan komposisi asam aminonya. Selain itu, produk
permen berbahan gelatin babi dan gelatin sapi juga berbeda jika di-
bandingkan sumber gelatinnya. Banyaknya data yang ada sangat
menyulitkan untuk mengambil kesimpulannya. Hasil komposis
asam amino yang diperoleh kemudian dilakukan pengolahan data
dengan salah satu jenis metode kemometrika yaitu PCA. Hasil peng-
golongan menggunakan PCA pada berbagai sumber gelatin dan pro-
duknya berdasarkan komposisi asam aminonya terlihat seperti

Gambar 9.12.
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Gambar 9.12. Hasil Pengolahan Tabel 7 dengan Principal Component
Analysis (PCA); a) Score Plot; b) Loading Plot. BG: Gelatin sapi; PG:
Gelatin babi; EG-BG: Permen standar dari gelatin sapi; EG-PG:
Permen standar dari gelatin babi (Zilhadia; Kusumaningrum, Farida;
Supandi; Betha, 2018).
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Gambar 9.12 memperlihatkan hasil sampel permen komer-
sial (S1 dan S2) mengandung gelatin sapi. Hal ini dikarenakan letak
S1 dan S2 berdekatan dengan permen standar berbahan gelatin sapi
(Gambar 9.12a). Selain itu, permen standar berbahan gelatin sapi
terletak berjauhan dengan sumber gelatinya. Hal ini terjadi karena
pembuatan permen memerlukan pencampuran bahan/matrik lain-
nya. Oleh karena itu, proses analisis halal pada suatu komersial pro-
duk dianjurkan agar komposisi matrik yang digunakan sebagai ba-
han standar/reference material mirip dengan produk komersialnya.
Hal ini supaya menghindarkan/meminimalisir kesalahan yang ter-
jadi dalam proses analisisnya. Berdasarkan Kemampuan pengelom-
pokan antara komponen halal dan komponen non-halal menghasil-
kan hasil konsisten dalam aplikasi sampel komersial.

Hasil pengolahan PCA juga menunjukkan bahwa beberapa
komponen asam amino yang sangat berperan pada PCl1 dan PC2
(Gambar 9.12b). Berdasarkan loading plot diperoleh bahwa asam as-
partat (asp), prolin (pro), asam glutamat (glu), dan glisin (gli) sangat
berperan pada pembentukan PC1 sedangkan isoleusin (Ile), tirosin
(tyr), lisin (lys) dan serin (ser) berkontribusi pada pembentukan PC2.
Jenis asam amino seperti asam aspartat (asp), prolin (pro), asam
glutamat (glu), dan glisin (gli) memiliki kontribusi pada PC1 dika-
renakan jarak yang dekat dengan sumbu x=0 dengan nilai koefisien-
nya berturut turut 0,290; 0,289; 0,283; dan 0,283. Hal ini juga ter-
jadi pada PC2, asam amino seperti isoleusin (Ile), tirosin (tyr), lisin
(lys) dan serin (ser) memiliki nilai koefisiensi berturut turut 0,522;
0,480; 0,396; dan 0,375 (Zilhadia; Kusumaningrum, Farida; Supan-
di; Betha, 2018).

3. Pengelompokan gelatin berdasarkan komposisi asam
aminonya tidak melalui proses derivatisasi

Pengelompokan gelatin berdasarkan komposisi asam amino-
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nya dapat dilakukan dengan metode derivatisasi atau underivatisasi.
Hal ini tergantung kemampuan detektor dalam menangkap senyawa
yang akan dianalisis. Sebelumnya telah dibahas mengenai penge-
lompokan gelatin halal dan gelatin non-halal berdasarkan komposisi
asam aminonya dimana proses analisis asam aminonya melalui pro-
ses derivatisasi. Penentuan asam amino penyusun gelatin menggu-
nakan LC-MS/MS merupakan metode analisis tanpa derivatisasi.
Hasil penentuan asam amino pada gelatin terhidrolisis oleh enzim

tripsin seperti Gambar 9.13.

E10

.....

Gambar 9.13. Hasil kromatogram hasil hidrolisis gelatin dengan
enzim tripsin yang dianalisis dengan LC-MS/MS. a) Gelatin babi; b)
Gelatin sapi (Salamah et al., 2019)

Gambar 9.13 menunjukkan bahwa gelatin babi ada peak do-

minan pada waktu retensi 32,48 menit dan 103,32 menit sedangkan
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gelatin sapi peak dominan pada 31,1 menit. Berdasarkan kromato-
gram tersebut bahwa gelatin sapi dan gelatin babi memang berbeda.
Selain dilihat dari komposisi asam amino penyusunnya, metode ana-
lisis gelatin mengunakan LC-MS/MS juga dapat dibedakan berda-
sarkan fragmentasi m/z pada peak dominannya. Gambar 14 meru-
pakan salah satu peak dominan dari gelatin sapi pada waktu retensi
31,1 menit. Peak dominan gelatin sapi pada 31,1 menit memiliki
fragmentasi utama pada m/z 972 dan memiliki pola fragmentasi se-
perti Gambar 9.14. Prinsip analisis halal dengan melihat pola frag-
mentasi m/z adalah untuk meminimaliris kesalahan yang mungkin
bahan non-halal memiliki kromatogram yang mirip sehingga bahan
tersebut tidak bisa dibedakan berdasarkan komponen penyusun
monomernya akan tetapi hanya dapat dibedakan berdasarkan frag-

mentasi monomernya.
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Gambar 9.14. Hasil fragmentasi pada peptida spesifik di gelatin sapi
pada waktu retensi (tr) 3,1 menit (Salamah et al., 2019)

Hasil pengelompokan gelatin halal dan gelatin non-halal ber-
dasarkan komposisi asam aminonya dan pola fragmentasi asam ami-
nonya seperti Gambar 9.15. Pengelompokan gelatin sapi dan gelatin
babi didasarkan komposisi asam amino dan pola fragmentasi m/z

mampu membedakan keduanya. Hal ini merupakan langkah awal
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yang perlu dilanjutkan aplikasinya produk yang lebih komplek yang
mungkin tidak dapat/sulit dibedakan menggunakan FTIR atau me-

tode lainnya.
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Gambar 9.15. Hasil pengelompokan gelatin berdasarkan: a)
komposisi asam amino; b) fragmentasi m/z peak dominan
(Salamah et al., 2019).

Berdasarkan penjelasan sebelumnya, analisis kehalalan
gelatin berdasarkan komposisi asam aminonya baik melalui proses

derivatisasi atau tanpa derivatisasi menghasilkan pengelompokan
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yang sama (dapat membedakan gelatin halal dan gelatin non halal).
Akan tetapi, proses derivatisasi kadang kala membutuhkan waktu
yang lebih lama dan harga agen penderivat yang tidak murah. Selan-
jutnya, kombinasi metode analisis dengan kemometrika sangat
membantu pengambilan kesimpulan peneliti sehingga mereka dapat
meminimalisir waktu dibandingkan jika mengamati dan menelaah
secara manual. Pemanfaatan metode kemometrika dalam analisis
halal ini sangat direkomendasikan karena merupakan metode ana-

lisis canggih (Advanced analytical method) yang efisien dan simpel.
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A. Pendahuluan

Metode analisis liquid chromatography-tandem mass spectro-
metry (LC-MS/MS) merupakan metode analisis yang menggabung-
kan kromatografi cair dengan detektor spektrometer massa. Kroma-
tografi cair berfungsi untuk memisahkan senyawa yang terkandung
dalam sampel sedangkan spektrometer massa berfungsi sebagai de-
tektor untuk mendeteksi ion atau fragmen senyawa dalam sampel.
Terdapat tiga jenis pemisahan dalam kromatografi cair, yaitu fase
normal (normal phase), fase terbalik (reversed phase), dan HILIC
(hydrophilic interaction liquid chromatography) [1]. Fase normal dan
HILIC cocok untuk pemisahan senyawa-senyawa polar sedangkan
fase terbalik cocok untuk pemisahan senyawa semi polar dan non-
polar. Spektrometer massa terdiri dari tiga komponen utama, yaitu
tempat ionisasi, mass analyzer, dan detektor. Terdapat berbagai
jenis mode ionisasi dalam spektrometer massa. Mode ionisasi electro-
spray ionization (ESI) merupakan mode yang paling banyak diguna-
kan karena memiliki beberapa keuntungan [2]. Untuk mass analyzer
dapat dibagi menjadi tiga jenis, yaitu resolusi rendah (low resolution),
resolusi sedang (medium resolution), dan resolusi tinggi (high resolu-
tion). Mass analyzer resolusi rendah seperti Quadrupole, mass ana-

lyzer resolusi sedang seperti triple Quadrupole dan time of flight
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(TOF), sedangkan mass analyzer resolusi tinggi seperti Orbitrap dan
Fourier transform-ion cyclotron resonance (FT-ICR). Quadrupole hanya
mampu digunakan untuk scanning MS1 dan tidak dapat dilakukan
untuk scanning MS2 (fragmentasi) [3]. Quadrupole sering dikombina-
sikan dengan mass analyzer yang lain seperti Quadrupole time of
flight (QTOF) and Quadrupole Orbitrap. Kromatografi cair yang dikom-
binasikan dengan spektrometer massa resolusi tinggi seperti Orbi-
trap dan FT-ICR dikenal sebagai LC-HRMS (liquid chromatography-
high resolution mass spectrometry).

Analisis dengan LC-MS/MS memiliki sensitivitas dan spesifi-
sitas yang tinggi untuk analisis komponen non-halal dalam suatu
sampel. Terdapat dua macam pendekatan yang dapat digunakan
untuk autentikasi halal dengan menggunakan LC-MS/MS, yaitu
protemik dan metabolomik [4]. Analisis proteomik telah banyak digu-
nakan dalam autentikasi halal dengan menganalisis marker peptida,
misalnya marker peptida dari protein babi untuk mendeteksi adanya
daging babi dalam produk makanan [5]. Selain itu, analisis protemik
juga telah dilakukan untuk autentikasi halal gelatin dengan mende-
teksi peptida marker pada kolagen babi [6]. Di lain sisi, analisis me-
tabolomik saat ini mulai banyak dikembangkan untuk autentikasi
halal. Metabolomik dengan pendekatan non-targeted metabolomic
dapat digunakan untuk mengidentifikasi profil metabolit secara
komprehensif pada sampel halal dan non-halal. Sehingga dapat di-
ketahui perbedaan komposisi metabolit pada sampel halal dan non-
halal [7].

Penggunaan statistika seperti kemometrika sangat diperlu-
kan dalam analisis non-targeted metabolomik karena data yang
dihasilkan sangat banyak. Kemometrika pattern recognition seperti
principal component analysis (PCA), partial least square-discriminant
analysis (PLS-DA), orthogonal partial least square-discriminant analy-

sis (OPLS-DA), dan soft independent class modeling analogy (SIMCA)
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sering digunakan untuk pengelompokan, diskriminasi, dan klasifi-
kasi sampel. Sedangkan kemometrika partial least square (PLS) dan
orthogonal PLS (OPLS) digunakan untuk memprediksi target analit
di dalam suatu sampel [8, 9]. Analisis dengan LC-MS/MS atau LC-
HRMS menggunakan mode non-targeted yang dikombinasikan
dengan kemometrika dapat digunakan untuk identifikasi biomarker
potensial untuk membedakan sampel halal dan sampel non-halal.
Oleh karena itu, pengembangan metode analisis dengan LC-
MS/MS untuk autentikasi kehalalan produk sangat berpotensi un-
tuk memperoleh metode analisis yang efektif, efisien, akurat, sensitif,
dan powerful dalam mendeteksi komponen non-halal dalam suatu

produk.

B. Sistem Instrumentasi LC-MS/MS

Kromatografi cair-tandem spektrometer massa (LC-MS/MS)
terdiri atas dua instrument utama, yaitu kromatografi cair dan spek-
trometer massa. Kromatografi cair kinerja tinggi (HPLC) telah banyak
dikombinasikan dengan detektor spektrometer massa untuk pemi-
sahan senyawa-senyawa dalam sampel. Seiring dengan perkem-
bangan teknologi, ultra-high performance liquic chromatography
(UHPLC) saat ini mulai menggantikan HPLC konvensional untuk
dikombinasikan dengan spektrometer massa. UHPLC memiliki ke-
unggulan dibandingkan HPLC konvensional seperti, tekanan yang
lebih tinggi, ukuran partikel lebih kecil, sensitivitas tinggi, spesifi-
sitas yang lebih baik, dan resolusi tinggi. Kelebihan ini memberikan
keuntungan tersendiri ketika dikombinasikan dengan spektrometer
massa untuk analisis molekul-molekul dalam sampel [10]. Secara
umum, skema LC-MS/MS ditunjukkan seperti pada gambar 10.1.
Sistem kromatografi terdiri atas fase gerak, pompa, injector sampel,
kolom untuk pemisahan senyawa. Kemudian analit dideteksi dengan

menggunakan spektrometer massa yang terdiri atas ion source, mass
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analyzer, dan detektor. Kemudian hasil yang dideteksi oleh detektor
diinterpretasikan menjadi output dalam bentuk total ion chroma-
togram (TIC) [11].

LC-Column
— | lon Source
= . Mass Analyzer
'F Sample injector l
= o —
Mobile phase Detector Output

Pump

Gambar 10.1. Skema LC-MS/MS [1]

Pada spektrometer massa, terdapat berbagai mode ionisasi
seperti chemical ionization (CI), electrospray ionization (ESI), atmo-
spheric pressure chemical ionization (APCI), dan MALDI (matrix assist-
ed laser desorption ionization). Mode ionisasi ESI merupakan mode
ionisasi yang paling banyak digunakan dalam LC-MS/MS. Kemudian
pada bagian mass analyzer, merupakan bagian yang menentukan
hasil analisis karena berkaitan dengan resolusi. Terdapat beberapa
mass analyzer yang mana masing-masing mempunyai kemampuan
resolusi yang berbeda-beda. Quadrupole/Ion trap memiliki kemam-
puan resolving power antara 1000-10.000 FWHM (full width at half
maximum). Sementara TOF juga memiliki kemampuan 10.000
FWHM sedangkan TOF resolusi tinggi sampai 60.000 FWHM. Se-
dangkan untuk Orbitrap memiliki kemampuan sampai 100.000
FWHM. FT-ICR memiliki kemampuan yang lebih tinggi dari Orbitrap
[12]. Skema dari spektrometer massa ini ditunjukkan dalam gambar
2.
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Gambar 10.2. Skema dari spektrometer massa [12]

C. Analisis Daging Babi dengan Menggunakan LC-MS/MS

Based Metabolomics

Analisis daging babi di dalam daging sapi telah berhasil dila-
kukan menggunakan LC-MS/MS oleh Trivedi dkk. (2016) [13]. De-
teksi dilakukan dengan menganalisis komponen lipid menggunakan
LC-MS/MS. Sampel daging sapi dengan menggunakan daging sapi
dengan berbagai jenis kandungan lemak (5%, 15%, 20%, dan 23%)
yang dicampurkan dengan daging babi yang mengandung lemak 5%.
Pemalsuan dilakukan dengan beberapa seri konsentrasi daging babi.
Kemudian dilakukan pengukuran metabolit lipid dengan mengguna-
kan LC-HRMS. Analisis dilakukan dengan kolom C-18 dengan meng-
gunakan fase gerak air dan metanol. Teknik yang digunakan adalah
teknik gradien dengan laju alir 0.4 mL/menit dan waktu total anali-
sis 30 menit. Analisis PLS-DA dengan menggunakan komponen me-
tabolit lipid sebagai variable dalam membuat model, mampu mem-
bedakan sampel daging sapi murni, daging babi murni, dan daging
sapi yang mengandung berbagai konsentrasi daging babi. Hal ini me-
nunjukkan bahwa terdapat perbedaan metabolit pada daging sapi
dan daging babi, sehingga ketika di dalam sampel daging sapi yang
mengandung daging babi pada berbagai konsentrasi juga mengalami

perubahan komposisi metabolit.
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Deteksi daging babi yang dicampurkan dalam daging ikan
patin juga telah berhasil dilakukan dengan menggunakan LC-HRMS
yang dikombinasikan dengan kemometrika oleh Windarsih et al.
(2022) [14]. Analisis dilakukan dengan pendekatan metabolomik
menggunakan mode non-targeted. Metabolomik dengan LC-HRMS
dapat digunakan untuk mengetahui komposisi metabolit pada da-
ging ikan patin dan daging babi. Oleh karena itu, dengan adanya
penambahan daging babi pada daging ikan patin, terdapat perubah-
an komposisi metabolit yang dapat diidentifikasi menggunakan LC-
HRMS. Ektraksi metabolit dilakukan dengan pelarut metanol pada
seluruh sampel. Ekstrak kemudian dilakukan pengukuran dengan
LC-HRMS mode reverse-phase (RP) dengan fase gerak air (A) dan
metanol (B) yang mengandung asam format 0.1%. Analisis dilakukan
dengan teknik gradien, total waktu 25 menit. Mode ionisasi baik po-
sitif maupun negatif digunakan dalam analisis metabolit.

Analisis dengan kemometrika PCA dapat membedakan sam-
pel daging ikan patin murni, daging babi murni, dan daging ikan
ikan patin yang dicampur dengan daging babi menggunakan bebe-
rapa konsentrasi. Analisis kemometrika PLS-DA mampu mengklasi-
fikasikan dengan jelas antara daging ikan patin murni, daging babi
murni, dan daging ikan patin yang dicampur dengan daging babi.
Hasil analisis dengan PCA dan PLS-DA ini ditunjukkan pada gambar
3. Metabolit pembeda yang berperan pada diskriminasi sampel
murni dan sampel yang dipalsukan dengan daging babi, dapat di-
analisis dengan menggunakan variable importance for projections
(VIP) dari PLS-DA. Sejumlah 15 metabolit yang berpotensi sebagai
marker pembeda dapat diidentifikasi menggunakan analisis nilai
VIP. Metabolit tersebut adalah PC (0-18:0/18:2(9Z,12Z)), DMPC (1,2-
dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine), (2E)-3,7,11,15-Tetrame-
thyl-2-hexadecenal, (9R)-6-Hydroxy-6-oxido-12-o0xo0-5,7,11-trioxa-2-
aza-6lambda ~ 5 ~ -phosphaheptacosan-9-yl palmitate, 1-(1Z-hexa-
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decenyl)-2-(8Z,11Z,14Z-icosatrienoyl)-sn-glycero-3-phosphoethanol-

amine, Dacisteine, Coumarone, 8-hydroxy-deoxyguanosine, 5-For-

mamidoimidazole-4-carboxamide

glycero-3-phosphocholine,

2-Methylthiazolidine,

ribotide,

1-(1Z-hexadecenyl)-sn-
16,18-Tritriacon-

tanedione, Pyrrolidine, Pyrophosphoric Acid, dan Xanthine. Hasil ini

menunjukkan bahwa LC-HRMS dapat digunakan untuk mendeteksi

dan menganalisis daging babi untuk autentikasi halal produk ma-

kanan.

20 15 Ao 5

W PHM
B PHM + Pork
M Pork

0
1]

Gambar 10.3. Analisis PCA (A) dan PLS-DA (B) untuk membedakan
daging ikan patin, daging babi, dan daging ikan patin yang

dicampur dengan daging babi [14].
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Selanjutnya, LC-HRMS yang dikombinasikan dengan kemo-
metrika telah berhasil digunakan untuk mendeteksi adanya daging
babi dalam bakso sapi dengan pendekatan non-targeted metabo-
lomik [15]. Sampel bakso diekstraksi dengan menggunakan pelarut
metanol, kemudian dilanjutkan dengan sonikasi selama 30 menit.
Selanjutnya protein diendapkan dengan meletakkan sampel dalam
freezer -20°C selama minimal 30 menit. Sampel ekstrak kemudian di
sentrifugasi dan supernatant disaring dengan filter 0.22 mikron
untuk dilakukan analisis dengan LC-HRMS. Analisis metabolomik
dilakukan dengan mode non-targeted menggunakan fase gerak air
dan metanol dengan teknik gradien. Gambar 4 menunjukkan total
ion chromatogram (TIC) dari pengukuran sampel bakso sapi dan

bakso babi dengan menggunakan LC-HRMS.

L]
Basd moathball

Relative Abundance {%)

# B gas g7 '-L 1568, h Iﬁ I LE s 2818 2eay arem s MU a1 238y

Tima {minj

Park meatball

Ralative Abundance (%)

Tima jmin}

Gambar 10.4. Total ion chromatogram (TIC) bakso sapi (A) dan
bakso babi (B) yang diukur menggunakan LC-HRMS [15]

Hasil analisis LC-HRMS kemudian dilakukan analisis dengan
kemometrika. Analisis PCA dapat membedakan bakso sapi dan
bakso babi dengan baik seperti ditunjukkan pada gambar 5. Selan-
jutnya analisis PLS-DA dan OPLS-DA mampu membedakan bakso
sapi, bakso babi, dan bakso sapi yang mengandung daging babi
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dengan berbagai konsentrasi. Semua sampel bakso sapi yang
mengandung daging babi dapat diklasifikasikan dengan benar dan
muncul terpisah dengan baik dari sampel bakso sapi. Analisis nilai
VIP diperoleh metabolit pembeda yang potensial sebagai metabolit
marker/pembeda antara bakso sapi dan bakso babi. Sebanyak 35
metabolit pembeda berhasil diidentifikasi dari nilai VIP pada model
OPLS-DA. Selanjutnya, analisis kalibrasi multivariat OPLS mampu
mendeteksi dan memprediksi konsentrasi daging babi yang terkan-
dung dalam bakso sapi. Analisis dengan S-line plot menunjukkan
metabolit yang berperan pada proses prediksi OPLS, yaitu 1-(1Z-he-
xadecenyl)-sn-glycero-3-phosphocholine, acetyl-L-carnitine, DL-car-

nitine, anserine, hypoxanthine, linoleic acid, dan prolylleucine.

| Beef Pork
| WMeatballs Meatballs

-5
-10
Qc

Samples

=30 -20 -10 uo‘] 10 20

Gambar 10.5. Analisis PCA untuk membedakan bakso sapi dan
bakso babi [15]

Berdasarkan hasil di atas dapat diambil kesimpulan bahwa
analisis metabolomik dengan menggunakan LC-HRMS dan kemome-
trika dapat digunakan untuk autentikasi halal produk makanan. LC-
HRMS dapat digunakan untuk identifikasi komposisi metabolit se-
cara komprehensif dan dapat dilakukan untuk identifikasi metabolit

yang berbeda pada setiap jenis sampel.
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BAB XI
ANALISIS DERIVAT BABI DENGAN
POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)

Sudjadi, Yuny Erwanto, dan Abdul Rohman
Center of Excellence, Institute of Halal Industry and Systems
Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta Indonesia

A. Pendahuluan

Polymerase chain reaction (PCR) merupakan suatu tehnik
dalam biologi molekuler yang berdasarkan replikasi DNA dan dilaku-
kan in vitro dan akan mengamplifikasi suatu fragmen DNA target
menjadi 10¢ — 109 kali jumlah DNA target awal. PCR merupakan me-
tode multiplikasi molekul DNA target secara in vitro menjadi jumlah
yang dapat dianalisis menggunakan bantuan enzim [1]. Pada awal
1980, Kary Mullis bekerja pada Cetus Corporation pada sintesis DNA
untuk bidang bioteknologi. Dia menggunakan oligonukleotida DNA
sebagai pelacak untuk mencari DNA target dan penggunaan primer
untuk sekuensing DNA serta penggunaan primer untuk sintesis
cDNA. Pada tahun 1983, dia mulai mengembangkan dengan meng-
gunakan dua primer pada suatu DNA target, dan menambahkan
DNA polimerase. Pada reaksi ini terjadi replikasi DNA secara eks-
ponensial, menghasil fragmen DNA dengan batas kedua primer itu
dalam jumlah banyak (dengan panjang 100 -600 basa dalam bentuk
molekul DNA untai ganda). Akan tetapi, setelah satu kali replikasi
campuran itu perlu dipanaskan di atas 90°C supaya terjadi denatu-
rasi DNA yang baru saja terbentuk sehingga terbentuk DNA untai
tunggal yang menjadi cetakan pada amplifikasi selanjutnya. Pema-
nasan ini juga menyebabkan fragmen Klenow DNA polimerase I dari

E.coli terdenaturasi sehingga setelah pemanasan itu perlu ditambah
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kan DNA polimerase baru [2].

Pada sintesis DNA diperlukan dNTP, Mg**, DNA polimerase,
dan sepasang primer, masing-masing dengan panjang sekitar 20 nu-
kleotida, yang komplemen dengan urutan tertentu pada setiap dari
dua untai DNA. Primer ini diperpanjang oleh DNA polimerase se-
hingga terbentuk untai DNA baru untai ganda. Setelah membuat ini,
DNA diubah menjadi DNA untai tunggal dan molekul primer hibri-
disasi dan kemudian terjadi polimerisasi, tidak hanya menempel
pada untai DNA awal tetapi dapat juga menempel untai pendek yang
dibuat pada siklus pertama. Hal ini akan terjadi amplifikasi eks-
ponensial. Pada setiap siklus suhu dinaikkan untuk memisahkan
dua untai DNA menjadi DNA untai tunggal. Oleh karena itu diperlu-
kan DNA polimerase yang tahan panas. Sebagaimana istilah nama-
nya, DNA polimerase digunakan dalam metode ini untuk membuat
salinan DNA menggunakan molekul DNA template yang sudah ada.
Selanjutnya, setiap DNA yang baru saja disintesis akan menjadi
template DNA pada proses selanjutnya, sehingga akan terjadi reaksi
berantai yang akan menghasilkan salinan DNA secara eksponensial.
Metode PCR hanya akan mengamplifikasi sekuen target tertentu da-
lam sampel DNA kompleks yang ditentukan oleh potongan kecil DNA
beruntai tunggal yang disebut primer [3].

Taq polimerase merupakan enzim termostabil yang diperoleh
dari bakteri termofilik Thermus aquaticus yang diisolasi oleh Thomas
D. Brock pada 1965. T. aquaticus merupakan bakteri yang hidup
dalam sumber air panas sehingga Taq polimerase merupakan enzim
yang tahan pada suhu tinggi yang diperlukan pada PCR. Oleh karena
itu enzim ini menggantikan fragmen Klenow polymerase dari E.coli.
Taq polimerase mempunyai suhu optimum pada 75-80°C, dengan
waktu paro lebih 2 jam pada 92.5°C, 40 menit pada 95°C dan 9 menit
pada 97,5°C, dan dapat melakukan relipasi 1000 basa untai DNA

kurang dari 10 detik pada 72°C. Kelemahan enzim ini tidak mempu-
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nyai aktivitas proofreading eksonuklease 3’ ke 5’ sehingga dapat me-
nimbulkan kemungkinan kesalahan pemasangan basa sekitar 1 da-
lam 9.000 nukleotida. Pada kondisi normal, Taq polimerse dapat di-
gunakan 30 - 40 siklus. Beberapa DNA polimerase termostabil telah
diisolasi di antaranya adalah Pfu DNA polimerase yang mempunyai
aktivitas proofreading [4]. Setelah beberapa siklus amplifikasi (30-40
siklus), produk PCR (amplikon) dianalisis pada gel agarose, dan
dalam jumlah cukup DNA dideteksi dengan pewarnaan etidium bro-
mid. Metoda analisis ini bersifat kualitatif untuk mendeteksi ada
atau tidak ada untai DNA yang dikehendaki atau dapat diusahakan
menjadi semi-kuantitatif. Dalam banyak hal, jumlah amplikon ini
sulit dihubungkan dengan jumlah DNA awal. Dengan demikian, dari
seluruh kemajuan teknologi di bidang biologi molekular modern,
PCR dan berbagai variasinya merupakan salah satu metode yang
paling umum digunakan [5]. PCR telah diaplikasikan pada setiap bi-
dang biologi molekuler dan bioteknologi, baik dasar maupun terap-
an, mulai dari analisis dan manipulasi DNA, ilmu forensik, diagnosis
medis, terapi gen, tanaman dan hewan transgenik, dan analisis ling-
kungan, serta dalam analisis farmasi dan makanan termasuk untuk
analisis autentikasi halal [6]. PCR juga merupakan metode standar
(gold method) untuk deteksi virus yang menyebabkan penyakit Covid
19 [7].

B. Prinsip dan Prosedur PCR

PCR digunakan untuk amplifikasi daerah tertentu dari suatu
untai DNA (target DNA). Untuk keperluan deteksi umumnya metoda
PCR mengamplifikasi fragmen dengan panjang sekitar 100 - 600 pa-
sang basa. Sedangkan untuk keperluan kloning dapat mengampli-
fikasi sampai 10.000 pasang basa, bahkan beberapa teknik ini dapat
mengamplifikasi dengan panjang sampai 40.000 pasang basa [8].

Reaksi pada PCR memerlukan beberapa senyawa dan pereaksi [9],
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yang meliputi:

1)

296

Cetakan DNA yang membawa daerah yang diamplifikasi. DNA
template merupakan DNA untai ganda yang diamplifikasi
dengan sistem PCR. Template akan mendefinisikan sekuen
DNA, di mana nukleotida yang baru akan ditambahkan sela-
ma proses PCR. DNA yang diisolasi dari sumber mana pun
dapat digunakan sebagai template asalkan mengandung tar-
get sekuen. DNA target dimungkinkan merupakan bagian
dari sampel DNA yang kompleks, yang mengandung banyak
genom dari organisme yang berbeda. Meskipun begitu, diper-
lukan informasi mengenai sekuen DNA target, sehingga dapat
merancang primer yang sesuai

Dua primer yang komplemen pada ujung 3’ pada setiap untai
target DNA (untai sense dan anti-sense). Primer adalah DNA
untai tunggal pendek yang berkomplemen dengan sekuen di
kedua ujung segmen DNA target (Clark et al., 2019). Untai
DNA polinukleotida pendek tersebut memiliki gugus 3’ hi-
droksil bebas, atau disebut ujung 3’. Gugus 3’ hidroksil bebas
pada primer dibutuhkan oleh DNA polimerase untuk menam-
bahkan nukleotida baru selama proses ekstensi. Pada reaksi
PCR, dibutuhkan 2 jenis primer, yakni primer untuk untai
sense DNA template, yang disebut forward primer, dan primer
untuk untai antisense DNA template, yang disebut reverse
primer

Taq polimerase atau DNA polimerase lainnya yang tahap pada
pemanasan dengan suhu optimum sekitar 70°C. DNA polime-
rase merupakan enzim yang membentuk polimer DNA
dengan menggabungkan individual. DNA polimerase yang pa-
ling umum digunakan adalah Taq DNA polymerase, polime-
rase termostabil yang diisolasi dari bakteri termofilik Thermus
aquaticus.

FALSAFAH SAINS HALAL



4)

5)

6)

7)

Deoksinukleosida trifosfat (ANTP; nukleotida yang mengan-
dung gugus trifosfat), merupakan substrat bagi DNA polime-
rase untuk mensitesis untai baru. Komponen dNTP merupa-
kan DNA building block yang dibutuhkan DNA polimerase
untuk membuat salinan DNA baru. Sistem PCR membutuh-
kan empat dNTP yang berbeda untuk mensintesis untai DNA
baru: adenine (A), guanine (G), cytosine (C), thymine (T).
Umumnya dNTP diberikan pada konsentrasi 200 pM dalam
campuran reaksi. Konsentrasi keempat dNTP harus sama da-
lam campuran reaksi, karena konsentrasi yang tidak sama,
bahkan dari satu dNTP tunggal, dapat menyebabkan kesa-
lahan penggabungan nukleotida oleh DNA polimerase.
Larutan bufer memberikan lingkungan kimiawi yang cocok
supaya terjadi aktivitas dan stabilitas optimum bagi DNA
polimerase.

Kation bervalensi dua, ion magnesium atau mangan; umum-
nya digunakan Mg?*, tetapi Mn2+ dapat juga digunakan untuk
mutagenesis DNA dengan PCR, semakin tinggi konsentrasi
Mn?* menaikkan kesalahan pada sintesis DNA.

Kation monovalen, ion kalium.

PCR biasanya dilakukan dalam volume reaksi 50 pL dalam

tabung reaksi kecil (volume 0,2-0,5 mL) dalam alat PCR (thermal

cycler). Alat ini memanasi dan mendinginkan tabung reaksi untuk

mencapai suhu yang diinginkan pada setiap tahap reaksi. Banyak

alat PCR modern menggunakan efek Peltier sehingga pemanasan

dan pendinginan bagian penyangga tabung reaksi PCR hanya

dengan mengubah arah arus listrik. Dinding tabung reaksi yang tipis

menyebabkan penghantaran panas lebih baik sehingga cepat men-

capai keseimbangan. Kebanyakan alat PCR mempunyai sistem

dengan tutup terpanasi sehingga mencegah kondensasi pada tutup
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tabung reaksi. Alat PCR lama tanpa pemanas ini sehingga diperlu-

kan penambahan minyak pada campuran larutan pereaksi dalam

tabung [10].

C.

Proses Amplifikasi

Proses PCR meliputi sejumlah siklus untuk amplifikasi suatu

sikuen DNA tertentu. Setiap siklus amplifikasi terdiri dari tiga tahap

berturutan (Gambar 11.1). Secara rinci, tahapan-tahapan dalam

PCR adalah sebagai berikut:

1)

298

Tahap permulaan: Tahap ini merupakan modifikasi dari cara
kerja konvensional, yang terdiri dari pemanasan larutan
campuran sehingga suhu 94-96 atau bahkan 98°C, selama
5-15 menit. Pada beberapa sediaan, aktivitas polimerase di-
hambat oleh antibodi yang berikatan dengan polymerase
atau oleh efektor yang berikatan secara kovalen dengan en-
zim, yang akan mengalami disosiasi setelah pemanasan ini.
Tahap ini diperlukan untuk DNA polimerases yang memerlu-
kan pengaktifan dengan pemanasan dengan hot-start PCR.
Pada tahap ini DNA kromosom juga mengalami denaturasi
menjadi DNA untai tunggal. Ada beberapa enzim yang dijual
tanpa memerlukan pengaktifan dengan pemanasan.

Tahap denaturasi: Tahap ini merupakan kejadian siklus per-
tama yang terdiri dari pemanasan reaksi pada suhu 94 °C
selama 20-30 detik. Pada keadaan ini menyebabkan cetakan
DNA meleleh karena merusak ikatan hidrogen antara basa
komplemennya, menghasilkan molekul DNA untai tunggal.
Pada proses denaturasi, sampel DNA diubah dari DNA untai
ganda menjadi DNA untai tunggal dengan melakukan pema-
nasan hingga sekitar 94°C. Panas akan memutus ikatan hi-
drogen yang menyatukan 2 basa komplementer. Proses dena-

turasi harus dipastikan sesuai untuk memisahkan untai
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3)

4)

ganda DNA template sepenuhnya, karena untai yang telah
terpisah dapat dengan cepat akan menempel kembali (rean-
neal) ketika temperatur diturunkan, dan mengakibatkan
primer tidak bisa menempel [11].

Tahap hibridisasi primer: Suhu larutan reaksi diturunkan
sampai 50-65 °C selama 20-40 detik sehingga sepasang
primer itu akan hibridisasi/menempel pada daerah komple-
mennya pada cetakan DNA untai tunggal (Gambar 2). Umum-
nya suhu hibridisasi primer ini sekitar 3-5°C dibawah suhu
Tm primer yang digunakan. Ikatan hidrogen DNA-DNA hanya
terbentuk jika urutan primer cocok atau agak cocok dengan
urutan pada cetakan DNA. Taq polimerase menempel pada
hibrid cetakan-primer dan mulai sintesis DNA. Jika suhu hi-
bridisasi terlalu tinggi maka rendah kemungkinan primer
menempel ke target sehingga jumlah amplikon yang dihasil-
kan tendah. Akan tetapi jika suhu hibridisasi ini terlalu ren-
dah maka primer akan menempel pada non target dengan
berpasangan yang kurang cocok sehingga menghasilkan am-
plikon yang tidak spesifik. Kekuatan suatu reaksi atau stabi-
litas hibridisasi dipengaruhi oleh konsentrasi garam.

Tahap perpanjangan/polimerisasi: Suhu pada tahap ini ter-
gantung pada jenis DNA polimerase yang digunakan; Taq
polimerase mempunyai aktivitas optimum pada suhu 75-
80°C, dan biasanya digunakan suhu 72°C. Pada tahap ini
DNA polimerase mensintesis untai DNA baru yang komple-
men dengan cetakan DNA dengan menambahkan dNTP yang
merupakan pasangan cetakan dengan arah dari 5’ ke 3’
dengan reaksi gugus fosfat dNTP dengan gugus hidroksil
pada ujung untai DNA baru. Waktu yang diperlukan untuk

reaksi ini tergantung pada DNA polimerase yang digunakan
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dan panjang fragmen yang diamplifikasi. Pada suhu opti-
mum, DNA polimerase akam mempolimerisasi seribu basa
permenit tergantung jenis DNA polimerase yang digunakan.
Pada kondisi optimum, misal jika tidak ada keterbatasan
substrat atau pereaksi lainnya, pada setiap tahap perpan-
jangan, jumlah target DNA menjadi dua kalinya, sehingga
terjadi amplifikasi eksponensial jumlah fragmen DNA pada
bagian itu. Reaksi ini kemudian menurun ketika jumlah sub-
strat menjadi terbatas dan reaksi berhenti atau mencapai
plateau jika sistem itu sudah kelelahan.

Perpanjangan akhir: Tahap ini biasanya dilakukan dengan
mengatur suhu pada 72°C selama 5-15 menit setelah siklus
PCR terakhir. Hal ini diperlukan untuk meyakinkan bahwa
semua DNA mempunyai ukuran penuh.

Penghentian reaksi: Pada tahap ini suhu diatur pada 4°C se-
hingga reaksi enzimatik berhenti selama waktu yang tidak
ditentukan yang merupakan penyimpanan hasil waktu se-

mentara.

Pengaturan program antara suhu dan waktu seperti di bawah

ini, dapat digambarkan seperti pada Gambar 11.1.

Siklus Denaturasi Hibridisasi Polimerisasi
primer

Pertama S menit, 94°C 1 menit, 55°C 2 menit, 72°C

2-29 1 menit, 94°C 1 menit, 55°C 2 menit, 72°C

Terakhir 1 menit, 94°C 1 menit, 55°C 10 menit, 72°C

300

Ditahan pada
40C
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80 Ekstensi
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50 =

40

30

Waktu

Gambar 11.1. Siklus suhu dan ilustrasi jalannya reaksi PCR yang
menyatakan hubungan suhu dan waktu dengan sistem terprogram.
Urutan denaturasi, annealing dan polimerisasi atau ekstensi diadap-
tasi dari [11].

Pada siklus pertama, pada suhu 94°C selama 5 menit, DNA
terdenaturasi. Pada suhu 55C selama 30 detik terjadi hibridisasi
primer (annealing) pada target. Pada suhu 72°C selama 1 menit,

terjadi sintesis DNA sehingga menjadi DNA untai ganda (Gambar
11.2).
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SIKLUS PERTAMA

7 2 DNA awal
1 2!
P1 dan P2
P1 berlebihan .
- Taq polimerase
Denaturasi dNTP
P2 Renaturasi
P1
Untai asli
/ LU
1 2
P2
LI [T
1 2
Untai asli
Sintesis

Cetakan panjang
1 /
LU
il 2
Cetakan panjang Untai asli
7 -
LI |
1 \ 2

Untai asli

Gambar 11.2. Siklus pertama PCR. P1 dan P2 adalah primer 1 dan
2 yang masing-masing menempel pada lokus 1’ dan 2’. Gambar
diadaptasi dari [12].

Pada siklus kedua, untai DNA asli dan untai yang baru saja
disintesis pada siklus pertama, didenaturasi dan kemudian hibridi-
sasi dengan masing-masing primer. Pada siklus kedua, sintesis
menghasilkan untai yang panjang dan untai DNA yang kedua ujung-
nya mengandung primer dan komplemen primer (cetakan pendek)

(Gambar 11.3).
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SIKLUS KEDUA
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Gambar 11.3 Siklus kedua PCR. Sebagai cetakan adalah DNA asli
dan hasil sintesis pada sisklus pertama. Selama renaturasi primer
hibridisasi dengan komplemennya pada untai DNA. Sintesis DNA
menghasilkan cetakan baru untuk siklus berikutnya. Cetakan pen-
dek mempunyai sikuen salah satu primer dan ujung satunya adalah
sikuen yang komplemen dengan primer lainnya. Gambar diadaptasi

dari [12].
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SIKLUS KETIGA
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Gambar 11.4. Siklus ketiga PCR. Hasil amplifikasi siklus kedua di-
gunakan sebagai cetakan pada siklus ketiga. Gambar diadaptasi dari
[12].
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Pada siklus ketiga, untai pendek hasil amplifikasi, untai pan-
jang hasil amplifikasi dan untai asli dihibridisasi oleh primer dan
kemudian polimerisasi (Gambar 11.4). Pada tahap berikutnya, akan
terakumulasi untai pendek dan sampai pada siklus 30 untai ini se-
kitar satu milyar kali banyaknya dari pada untai asli jika efisiensi
amplifikasi 100% (Gambar 11.5).

SIKLUS KETIGAPULUH

Denaturasi
Renaturasi

P1

1

1 :
- pan
P2
-
2

Sintesis

2

Gambar 11.5. Siklus ketigapuluh. Populasi molekul DNA terdiri uta-
manya adalah untai yang pendek yang dibatasi oleh kedua primer.
Gambar diadaptasi dari [12].

Pada akhir prosedur, produk PCR biasanya dianalisis dengan
elektroforesis gel agarosa 1,5% atau poliakrilamid. Hal ini untuk
membuktikan apakah prosedur PCR tersebut menghasilkan fragmen

DNA (amplikon atau amplimer) maka setelah tahap terakhir larutan
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diambil sebagian dan dielektroforesis gel agarosa dan dilihat ukuran

amplikon. Dengan menggunakan marker DNA yang telah diketahui

ukurannya maka dapat dihitung berapa ukuran amplikon dan apa-
kah ukuran tersebut sesuai dengan perhitungan. Proses PCR dapat
dibagi dalam tiga tingkat:

1) Amplifikasi eksponential: Pada setiap siklus, jumlah ampli-
kon menjadi dua kali lipat (dengan anggapan efisiensi reaksi
100%). Reaksi ini sangat peka dan hanya beberapa nanogram
DNA yang diperlukan.

2) Leveling off stage: Reaksi ini melambat begitu DNA polymera-
se menurun aktivitasnya dan sebagai akibat penurunan kon-
sentrasi dNTP dan primer akibat penggunaan pada reaksi.

3) Plateau: Tidak ada akumulasi produk sebab jumlah pereaksi

rendah dan enzim yang sudah lemah.

D. Desain Primer

Desain primer untuk mendapatkan antara dua tujuan: spesi-
fisitas dan efisiensi amplifikasi. Spesifisitas dinyatakan sebagai fre-
kuensi kejadian salah penempelan primer pada non-target. Primer
spesifisitas cukupan sampai jelek menghasilkan berbagai ukuran
amplikon dengan ukuran tidak seperti diharapkan. Hal ini dapat dili-
hat pada gel agarosa yang diwarnai dengan etidium bromida. Efisien-
si merupakan gambaran seberapa dekat sepasang primer itu meng-
amplikasi produk yang naik dua kali pada setiap siklus PCR [13].

Pada umumnya primer diperoleh dengan menggunakan
perangkat lunak desain primer dan menghasilkan beberapa pasang
primer. Walaupun pada banyak kasus pemilihan primer untuk PCR
tanpa pengetahuan prinsip terjadinya amplifikasi dapat memperoleh
hasil yang baik. Ketika mendesain primer PCR ada rekomendasi
umum untuk pemilihan primer PCR dan berbagai aspek yang perlu

dipertimbangkan. Beberapa parameter yang dapat mempengaruhi
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optimal tidaknya suatu primer, antara lain panjang primer, kese-
suaian urutan sekuen primer, konsentrasi primer, dan GC content

[14].

1. Panjang Primer

Panjang primer memempengaruhi spesifisitas dan suhu hi-
bridisasi primer. Oligonukleotida dengan panjang antara 18 dan 24
basa cenderung sangat spesifik jika suhu hibridisasi primer diatur
beberapa derajad di bawah Tm primer. Suhu leleh (Tm) suatu primer
adalah suhu dimana 50% target ditempeli primer. Suhu leleh untuk
primer yang baik antara 52-58°C biasanya menghasilkan efisensi
amplifikasi terbaik. Jenis oligonuleotida ini bekerja sangat bagus
untuk target tertentu yang tidak mempunyai banyak variasi urutan
basa. Untuk primer yang lebih panjang, pada amplifikasi secara
eksponensial, akan menyebabkan efesiensi amplifikasi kurang baik
pada setiap tahap hibridisasi primer sehingga akan menghasilkan
jumlah amplikon yang lebih rendah. Untuk mengoptimalkan PCR,
penggunaan primer dipilih paling tidak mempunyai nilai Tm 54°C.
Nilai Tm lebih tinggi akan memberikan kemungkinan mendapatkan
spesifitas dan efisiensi yang diharapkan. Oligonukleotida pendek
dengan 15 basa atau kurang hanya untuk penggunaan tertentu saja
seperti pada primer acak pada pemetaan genom yang sederhana.
Ukuran panjang primer minimal tergantung ukurang genom orga-
nisme. Pada umumnya, 42 harus lebih besar dari ukuran genom,
dimana n adalah ukuran primer. Untuk setiap penambahan satu
nukleotida, primer itu menjadi empat kali lebih spesifik. Panjang pri-
mer minimal yang biasa digunakan adalah 18 nukleotida. Jelasnya
untuk amplifikasi cDNA murni, tanpa DNA genom, pajang primer
dapat dikurangi karena kemungkian penempelan primer pada dae-
rah non-spesifik akan sangat kecil. Dengan alasan entropi, semakin
pendek suatu primer, semakin cepat primer itu menempel pada DNA
target dan membentuk untai ganda yang stabil kemudian DNA
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polimerase dapat berikatan. Untuk primer lebih pendek dari 20 basa,
nilai Tm dapat dihitung Tm= 4 (G + C) + 2 (A+ T), sedangkan primer
yang lebih panjang memerlukan parameter termodinamik yang

terdapat pada program desain primer PCR [15].

2. Ujung primer

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa posisi ujung 3’
pada suatu primer sangat penting. Adanya G atau C dalam lima basa
pada ujung 3’ menghasilkan ikatan lebih kuat terhadap target tetapi
sebaiknya dihindari jumlah G/C lebih dari tiga. Hal ini dapat mengu-
rangi kesalahan hibridisasi primer pada non-target. Apabila suatu
primer ujung 3’nya tidak komplemen dengan target DNA maka DNA
polimerase tidak dapat memperpanjang primer, berarti tidak terjadi
sintesis DNA. Keadaan ini mengakibatkan tidak terjadi amplifikasi
fragmen secara eksponensial. Perlu diperhatikan bahwa sepasang
primer tidak boleh komplemen terutama pada ujung 3’nya. Penem-
pelan primer dengan primer akan menghasilkan kejadian yang dise-
but primer dimer dan menghasilkan produk amplifikasi primer-pri-
mer itu sendiri. Kejadian ini akan menghasilkan kejadian kompetisi
antara produk primer-dimer dan cetakan-primer yang mengganggu
keberhasilan amplifikasi. Pada PCR multipleks (digunakan bebera
pasang primer), perlu dilihat kemungkinan klomplemen antar primer
yang digunakan. Program komputer telah mendesain adanya homo-
logi ujung 3’ sehingga kemungkinan terjadinya primer dimer sangat
kecil [15].

3. Kandungan rasio GC

Primer PCR sebaiknya mengandung GC cukup sehingga pri-
mer dengan ukuran 20 basa dan kandungan 50% G dan C mem-
punyai nilai Tm 56 — 62°C. Primer yang kurang komplemen dengan
target menjadi kurang efisien dan kurang spesifik sebab spesifitas

menurun pada primer dengan Tm rendah. Untuk primer dengan Tm
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tinggi tetapi kurang komplemen dengan target memperbesar ke-
mungkinan salah menempel pada kondisi itu. Jika digunakan suhu
terlalu tinggi, primer ini tidak dapat menempel pada cetakan. Pada
waktu memilih sepasang primer kandungan GC dan nilai Tm meru-
pakan hal yang harus diperhatikan. Sebagai contoh urutan DNA di
bawah ini, lokus primer primer sense dari basa 51 dan primer
antisense dari basa 232. Hitung harga Tm masing-masing primer

dan hitung berapa ukuran amplikon yang dihasilkan.

1 atgaagaagt tgatggatta tagattgcca agtgtgctac acatgggatc ttgataccca

61 atgagatcat acatatagat atcacttgat aagatgattc tctctctttt ctectatata

121 ttctcaaccc caactaactt catcttcatc acccatcaaa cacttaattc ttctcttaaa
181 at aaacacaa atggcagctg ct acaatggc tctttcttee ccttecatttg ctggacagge
241 agtcaaacte tcaccatctg cctcagaaat ttctggaaat ggaaggatca ctatgagaaa

301 ggctgttgee aagtececgeec catctageag cecatggtat ggecctgace gtgttaagta

361 cttgggcecca ttetetggtg agtcececcaag ctacttgace ggtgaattie ctggtgatta
421 cgggtgggat accgctggac tttcagcaga ccctgaaact tttgccaaga accgtgaact
481 tgaagtgatc cactgcagat gggctatget tggtgctett ggatgtgtct teecetgaget
541 cttggcecgt aatggtgtca agttcggtga ggetgtgtgg ttcaaggeeg gatcccagat

Contoh tugas mencari susunan primer tanpa program untuk urutan
basa diatas.

Primer Mulai Panjang Tm %GC Urutan
basa
P1 55 21 59,8 47,6 ?
P2 232 20 60,7 50 ?
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Penyusunan dan uji primer dapat dilakukan melalui cara
online (misal, BLAST, basic local alignment search tool, National
Center for Biotechnology Information, NCBI, http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/) yang akan mengurangi kemungkinan amplifikasi non-spe-
sifik. Urutan nukleotida target maupun primer dapat diperoleh (mi-
sal, urutan nukleotida target diunduh kedalam NCBI nukleotida;
pencocokan urutan dapat dilakukan melalui, http://www.clustal.
org/). Banyak program untuk mendesain primer diantaranya adalah
Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer- blast/,
NCBI) C.

Sepasang primer dengan atau tanpa pelacak harus diuji pada
waktu pengembangan metoda untuk meyakinkan bahwa metoda ini
hanya bereaksi dengan sekuen target. Ini untuk menunjukkan spesi-
fitasnya. Pertama, perlu diuji in silico dengan melakukan pencarian
terhadap bank data sekuen DNA organisme itu dan organisme yang
umumnya terdapat bersama dengan organisme target. Kedua, berda-
sarkan hasil in silico tadi, pilih sepasang primer untuk diuji secara
nyata terhadap organisme target, akan lebih baik jika dapat meng-

gunakan (Certified) Reference Materials (CRM).

4. Panjang amplikon

Pada umumnya, panjang amplikon berpengaruh pada efi-
siensi amplifikasi. Ukuran spesifik amplikon yang diinginkan tergan-
tung dari keperluannya. Untuk tujuan deteksi suatu urutan DNA
dengan PCR standar, panjang amplikon sekitar 100 — 500 pasang
basa, walaupun di atas itu juga dapat diperoleh hasil. Untuk menge-
tahui ukuran produk PCR dilakukan elektroforesis gel agarosa
(Gambar 11.6). Perlu diperhatikan pada analisis produk PCR. Apa-
kah terbentuk produk dengan ukuran seperti yang diharapkan. Kua-
litas DNA yang tidak baik atau terlalu banyak jumlah DNA awal
dapat menyebabkan salah satu primer tidak dapat menempel target.
Produk terbentuk dengan ukuran yang tidak sesuai dengan yang
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diharapkan, misalnya terbentuk pita dengan ukuran 500 pasang
basa, tetapi yang diharapkan 800 pasang basa. Dalam hal ini salah
satu primer mungkin menempel pada bagian fragmen yang lebih
pendek. Ada kemungkinan bahwa kedua primer menempel pada
lokus lain. Jika diperoleh beberapa pita pada gel, ini berarti sepasang
primer itu juga menempel ditempat lain. Hal ini menunjukkan sepa-
sang primer kurang spesifik atau suhu hibridisasi terlalu rendah.

Untuk PCR pada uji klinik untuk mendeteksi fragmen DNA
tertentu, ukuran amplikon optimal sekitar 120 — 300 pasang basa.
Apabila konsentrasi DNA sampel sangat rendah dan juga untuk me-
naikkan spesifitasnya dan batas deteksinya dapat dilakukan amplifi-
kasi dua tahap (Nested PCR). Kuantifikasi ekspresi gena, pada
umumnya tidak dianjurkan. Untuk kuantifikasi digunakan diguna-
kan real-time PCR.

3kb -

1 —1857

| —1058
Ikb 4 =959
S(HJ:

11— 383
300 4

Gambar 11.6. Verifikasi produk PCR pada gel agarosa. Marker yang
merupakan campuran fragmen dengan ukrang yang telah diketahui.
Kolom 1: fragmen PCR dengan ukuran sekitar 1850 pasangbasa.
Kolom 2 dan 4: fragmen dengan ukuran sekitas 800 pasangbasa.
Kolom 3: tidak dihasilkan produk, berarti gagal. Kolom 5: terbentuk
tiga pita, berarti primer menempel pada bebera lokus.
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E. Real-time Polymerase chain reaction (RT-PCR atau

q-PCR)

Metode PCR konvensional memiliki beberapa limitasi, antara
lain end-point pada PCR konvensional tidak dapat memberikan
informasi mengenai jumlah awal molekul DNA target yang terdapat
dalam sampel. PCR konvensional hanya memberikan informasi kua-
litatif terkait sampel yang positif dan negative DNA target [11]. Lebih
lanjut, analisis kuantitatif PCR konvensional dapat dilakukan
dengan didasarkan pada pengukuran titik akhir reaksi PCR dengan
visualisasi menggunakan ethidium bromide dari produk DNA yang
dipisahkan dengan elektroforesis gel agarose. Namun, pendekatan
tersebut memiliki kekurangan dalam mengukur sampel secara aku-
rat dan handal dikarenakan sensitifitas yang rendah dari prosedur
pewarnaan ethidium bromide. Lebih lanjut, kuantifikasi tersebut
dilakukan pada reaksi akhir PCR ketika proses amplifikasi telah
mencapai plateau phase, yang mana intensitas pewarnaan gel DNA
tidak berkolerasi secara linear dengan jumlah DNA input. Metoda
PCR konvensional bersifat kualitatif untuk mendeteksi apakah ada
atau tidak ada untai DNA target yang dideteksi. Dalam banyak hal,
jumlah amplikon ini sulit dihubungkan dengan konsentrasi DNA
awal. Untuk amplifikasi mRNA, metoda ini diawali dengan sintesis
cDNA dengan pertolongan reverse transcriptase yang kemudian
cDNA ini diamplifikasi dengan PCR. Hasil amplifikasi kemudian
dianalisis dengan elektroforesis gel agarosa. Pada umumnya metoda
ini telah digunakan untuk mengukur jumlah mRNA tertentu pada
beberapa kondisi berbeda akan tetapi metoda seperti itu kurang ku-
antitatf. Alasan bahwa reverse-transcriptase-PCR konvensional,
seperti yang biasa dilakukan, bersifat non-kuantitatif karena eti-
dium bromid merupakan pewarnaan yang kurang peka dan pengu-

kuran jumlah amplikon dilakukan pada daerah di mana tahapan
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eksponensial amplifikasi telah lewat (plateau). Oleh karena itu
dikembangkan real-time PCR. Kelebihan real-time PCR terhadap PCR
konvensional dapat dilihat pada Tabel 1. Suatu hal yang mem-
bingungkan bahwa analisis mRNA dengan reverse transcriptase-PCR
biasanya disingkat dengan RT-PCR yang ternyata sama dengan sing-
katan real-time PCR juga. Oleh karena itu diusulkan menggunakan
singkatan qPCR untuk quantitative real-time PCR dan RT-PCR untuk
singkatan dari reverse transcriptase-PCR bukan untuk real-time

PCR, akan tetapi banyak juga tidak menurutinya.

Tabel 1. Perbandingan antara q-PCR dengan PCR konvensional

Q-PCR PCR
Kepekaan Tinggi Rendah
Spesifitas Tinggi, menggunakan Rendah, hanya
pelacak ukuran amplicon
Hasil kuantifikasi Ya, fuoresensi spesifik Tidak, dengan

pewarnaan dengan
etidium bromid

Metode deteksi Amplikon berfuoresensi, | Elektroforesis gel
analisis kura leleh atau agarosa
dengan pelacak

berfluoresensi

Batas deteksi Rentang luas Rentang sempit (<2log)

Waktu reaksi 1 jam 3 jam

Pekerjaan setelah Tidak ada Elektroforesis

PCR

Kontaminasi silang | Tidak ada, system Mungkin, system
tertutup, hanya satu terbuka, ada beberapa
tahap tahap

1. Sistem deteksi

Etidium bromid merupakan senyawa yang berikatan dengan
DNA untai ganda dengan cara interkalasi di antara dua basa. Se-
nyawa itu akan berfluorosensi walaupun tidak terlalu tajam jika di-
radiasi dengan sinar UV pada panjang gelombang tertentu. Senyawa
lain seperti SYBR Green, menghasilkan sinar yang lebih kuat dari
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pada etidium bromid, jika digunakan pada real-time PCR. SYBR
Green merupakan pewarna yang berikatan dengan DNA untai ganda
membentuk kompleks DNA-SYBR Green dan menyerap sinar biru (A
max 497nm) dan memancarkan sinar hijau (Amax 520nm) (Gambar
11.7). Senyawa ini lebih suka berikatan dengan DNA untai ganda,
sedangkan terhadap DNA untai tunggal intensitasnya rendah. SYBR
Green sering digunakan real-time PCR. Jika senyawa itu berikatan
dengan DNA untai ganda akan berfluoresensi dengan kuat (lebih
kuat dari pada etidium bromid) [16]. Lebih lanjut, rasio fluoresen-
sinya karena adanya DNA untai ganda terhadap adanya DNA untai
tunggal jauh lebih tinggi daripada rasio etidium bromid. Metoda lain
dapat digunakan untuk deteksi amplikon selama reaksi amplifikasi.

Oleh karena itu dinamakan real-time PCR.

5 TAAGGTCTCGTAAGGTCTCEGGETAACT £}
3 CCACTTACCA

5'_——-
" TAAGGTCTCG  ©
3 ATTCCAGAGGATTCCAGAGCCCGATTGGATCCTTGOGCAGTTAGGA 5

Elongation/Extensian

L TASSGT O GT A G GT LGOI TAAFSTAG MAGE G TCATGGT 3
AT CAS SCAY CCAL G COLSATRBATU I TCECAGY GCCa o

CH, 5
g2 12 AL G AR 4 5y
k) AL CABAGCA L CCALAGC UL GAT I GATL A TTCLWCAGWACCA, 5

Bound SYBR Green | releases
fight of 520 nm

(@) (b)

Gambar 11.7. (a) Struktur kimia SYBR Green I (Anonim, 2022) (b)
Mekanisme fluorosensi dsDNA-binding dye SYBR Green I pada real-
time PCR [17].

Real-time PCR merupakan suatu pendekatan kinetik dengan
melihat reaksi pada tahap awal yang masih linier. Ada beberapa alat
real-time PCR yang ada di pasaran. Alat yang canggih dapat menger-
jakan 96 sampel yang terletak pada 96 sumuran. Hal ini berarti bah-

wa 96 sampel tadi dapat dikerjakan secara bersamaan. Alat dileng-
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kapi kamera yang peka yang memonitor fluoresensi pada setiap
sumuran pada interval waktu tertentu selama reaksi amplifikasi.
Demikian DNA disentesis, lebih banyak SYBR Green terikat pada
DNA, intensitas fluoresensi akan naik. Jika data tersebut dibuat gra-
fik dengan model standar (Gambar 11.8), maka kenaikkan ampli-
fikasi pada siklus awal yang linier karena kenaikan signal yang
sangat rendah. Pada siklus lebih lanjut terlihat fasa awal ekspo-
nensial yang muncul diatas garis dasar. Pada fasa awal eksponensial
terjadi kenaikan jumlah amplikon yang linier dan pada fasa ini sinyal
diukur pada titik potong dengan garis threshold (garis kepercayaan)
yang disebut Cr. Pada Gambar 7 harga CT nya 18, artinya pada si-
klus 18 intensitas warna memotong garis threshold. Kemudian mulai
mencapai fasa non-linier yang dinamakan fasa log-linier dan akhir-
nya mencapai fasa plateau. Pada kenyataannya fasa linier terjadi
pada siklus lebih awal daripada yang terlihat di sini. Jika data yang
sama disajikan pada pola logaritmik (semi-log), perbedaan kecil da-
lam jumlah DNA pada fasa awal eksponensial akan terlihat jelas.
Kedua jenis grafik itu dapat digunakan untuk menguji data. Hu-
bungan lurus antara jumlah DNA dan jumlah siklus terlihat pada
jenis semi-log. Hal ini disebabkan amplifikasi PCR merupakan reaksi

eksponensial.

Secara garis besar ada dua metoda untuk deteksi amplikon
pada Q-PCR: (1) tak-spesifik, pewarna berfluoresensi jika berinter-
kalasi dengan DNA untai ganda baik amplikon yang diharapkan
maupun sembarang DNA untai ganda, dan (2) spesifik untuk urutan
DNA tertentu, dengan pelacak DNA yang diberi label reporter berfluo-
resensi yang akan menmberikan sinyal setelah pelacak itu hibri-

disasi dengan amplikon tertentu yang diharapkan.
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Gambar 11.8. Grafik hubungan antara siklus PCR dan intensitas
warna yang menggambarkan jumlah amplikon. Fasa awal ekponen-
sial terjadi terjadi kenaikan jumlah amplicon yang linier menunjuk-
kan Cr 18 [18].

Ada beberapa format deteksi amplikon, pada kesempatan ini

hanya dibicarakan beberapa:

1.

316

SYBR Green I. Senyawa ini berikatan dengan DNA untai gan-
da dan menyebabkan fluoresensi. Intensitas fluoresensi
tergantung pada jumlah DNA untai ganda hasil amplifikasi.
Sebagai reporter fluoresensi dapat digunakan juga Eva Green
atau FAM (Tabel 2).

Hidrolisis pelacak (TagMan). Metoda ini menggunakan
aktivitas eksonuklease 5’ — 3’ dari enzim DNA polimerase.
Pelacak membawa molekul reporter fluoresen dan molekul
pemadam yang jika molekul itu dalam keadaan utuh tidak
terjadi fluoresensi. Jika pelacak menempel pada amlikon dan
DNA polimerase pada waktu sintesis DNA menjumpai pela-
cak yang menempel di depannya, maka aktivitas eksonu-
klease 5’ — 3’ menghidrolisis pelacak itu sehingga reporter
berfluoresensi. Sebagai reporter fluoresensi dapat digunakan

FAM (Tabel 2).
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Hibridisasi pelacak (Molecular beacon). Ada dua ujung pela-

cak, satunya membawa molekul donor fluoresen, sedang

lainnya membawa molekul reseptor fluoresen. Pada keadaan

bebas kedua ujung berdekatan sehingga tidak terjadi fluore-

sensi. Apabila pelacak itu menempel pada amplikon sedemi-

kian rupa sehingga molekul donor dan reseptor fluoresen

sedemikian jauh, maka terjadi fluoresensi. Intensitas fluore-

sensi tergantung dari jumlah amplikon.

Metoda qPCR untuk amplifikasi DNA dalam jumlah kecil,

dengan cara seperti PCR konvensional dengan menggunakan cetak-

an DNA, sepasang primer, deoksirobonukleotida, larutan buffer,

DNA polimerase yang tahan panas dan ditambah senyawa dengan

fluorofor. Alat PCR ini mempunyai detektor untuk mengukur inten-

sitas fluoresensi senyawa fluorofor setelah dieksitasi pada panjang

gelombang tertentu sehingga memancarkan sinar pada panjang ge-

lombang tertentu pada stiap siklus. Kenaikan intensitas fluoresensi

ini sesuai dengan jumlah amplikon pada setiap siklus PCR. Beberapa

fluorofor yang banyak digunakan (Tabel 2).

Tabel 11.2. Fluorofor dan penggunaannya [16].

Kanal | Eksitasi (nm) | Emisi (nm) Fluorofor
1 450-490 515-530 FAM™ SYBR Green I™, Eva
Green
2 515-535 560-580 VIC®, HEX™, TET™, Cal Gold
540™
3 560-590 610-650 ROX™, TEXAS RED®, Cal Red
610™
620-650 675-690 CY5, Quasar 670™
672-684 705-730 Quasar 705™
6 450-490 560-580 Digunakan untuk FRET
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Pada real-time PCR dengan senyawa pewarna interkalasi
reaksi dibuat seperti biasa, dengan menambahkan senyawa tersebut
pada campuran. Pada waktu polimerisasi, SYBR Green I akan inter-
kalasi pada DNA untai ganda dan berfluoeresensi (Gambar 11.9).
Kenaikkan jumlah amplikon dapat dideteksi dengan senyawa yang
berfluoresensi jika interkalasi pada DNA untai ganda. Kenaikan
jumlah amplikon pada setiap siklus, sebanding dengan kenaikkan
intensitas fluoresensi. Senyawa yang banyak digunakan adalah
SYBR Green 1 yang akan berinterkalasi dengan semua DNA untai
ganda, baik DNA yang diharapkan maupun kontaminan sehingga
kontaminasi dapat mengganggu. Selain SYBR Green I dapat juga
digunakan Eva Green atau TAM (Tabel 2).

Metoda ini mempunyai keuntungan, hanya memerlukan se-
pasang primer untuk melakukan amplifikasi, sehingga tergolong
murah. Kemajuan tehnologi menyebabkan metoda ini tidak lagi ter-
masuk golongan metoda deteksi non-spesifik karena dengan meng-
gunakan analisis kurva leleh pada setiap amplikon menyebabkan
metoda ini dapat digunakan untuk multiplex PCR jika nilai Tm am-

plikon berbeda.
Polimerisasi

Primer

Primer
Polimerisasi selesai

Gambar 11.9. SYBR Green berfluoresensi kuat hanya jika berin-
terkalasi dengan DNA untai ganda. Atas, SYBR Green tidak berikatan
dengan DNA untai tunggal maka tidak berfluoresensi. Bawah, SYBR
Green berikatan dengan DNA untai ganda dan berfluoresensi [19].
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2. Penentuan suhu hibridisasi (annealing)

Pada penentuan suhu hibridisasi dapat dilakukan dengan
mengubah suhu hibridisasi dan dicari pada suhu berapa yang meng-
hasilkan sinyal tertinggi. Optimasi suhu hibridisasi primer pada
target sangat penting karena akan mempengaruhi pada spesifitas,
kepekaan, dan efisiensi amplifikasi. Hal ini berarti suhu hibridisasi
yang dipilih merupakan kondisi yang menghasilkan sinyal tertinggi
(amplikon terbanyak), yang berarti hibridisasi primer pada DNA tar-
get paling efisien, seperti ditunjukkan pada Gambar 11.10.

-d(RFU)/AT

Suhu, Celsius

Gambar 11.10. Hubungan antara suhu hibridisasi dan signal yang
dianalisis dengan suhu lelehnya. Suhu hibridisasi 55,8°C menun-
jukkan signal tertinggi (diadaptasi dari [20]

Proses qPCR biasanya memerlukan waktu sekitar 25 - 40
menit. Alat ini mampu dengan cepat memanasi dan mendinginkan
sampel. Pada umumnya amplikon yang dihasilkan berukuran kecil.
Tahap akhir pada PCR konvensional yang berupa sintesis beberapa
menit dihilangkan karena pengukuran intensitas ada analisis kuan-

titif dilakukan pada waktu kenaikan intensitas masih linier. Enzim
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dapat menaikkan jumlah amplikon selama perubahan suhu antara
tahap penempelan primer dan tahap denaturasi. Perubahan suhu
dari satu siklus ke siklus berikutnya hanya dalam waktu beberapa
detik dan dijaga pada suhu 80°C. Hal ini akan mengurangi noise
yang disebabkan oleh primer dimer mengikat SYBR Green. Suhu dan
waktu yang digunakan setiap siklus sangat bervariasi tergantung
pada: enzim yang digunakan, konsentrasi ion divalen dan dNTP da-
lam reaksi dan suhu hibridisasi primer. Hal ini akan berpengaruh
pada efisiensi amplifikasi. Gambar 11.11 menunjukkan bahwa peru-
bahan efisiensi akan sangat berpengaruh pada jumlah amplikon

yang dihasilkan.

3. Pengaruh efisiensi amplifikasi.

Pertama, perlu dipahami sifat reaksi PCR untuk memahami
pengukuran secara kuantitatif. Secara teori, setiap siklus PCR jum-
lah menjadi dua kalinya dari sebelumnya. Artinya, setelah siklus 2
menjadi 2x2 dari jumlah sebelumnya. Setelah siklus 3 menjadi
2x2x2 atau 283 kali jumlah sebelumnya, setelah siklus 4 menjadi 24
kali jumlah sebelumnya. Setelah siklus n, menjadi 2» kali jumlah
sebelumnya.

Jika berbeda efisiensi ampilifikasi, maka berbeda jumlah
DNA yang dihasilkan. Pada efisiensi 100%, jumlah DNA menjadi dua
kalinya setiap siklus. Pada efisiensi 90%, jumlah DNA akan naik dari
1 menjadi 1,9. Artinya setiap siklus dikalikan dengan factor 1,9.
Demikian juga untuk efisiensi 80% dan 70%, dikalikan dengan 1,8
dan 1,7 setiap siklusnya. Perbedaan efisiensi akan menghasilkan
perbedaan jumlah DNA yang dihasil, lihat Gambar 11.11. Oleh ka-
rena itu metoda PCR yang baik mempunyai efisiensi antara 90 —

110% [21].
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Siklus Jumlah DNA Jumlah DNA Jumlah DNA Jumlah DNA

Efisiensi 100% Efisiensi 90% Efisiensi 80% Jumlah 70%
0 1 1 1 1
1 2 2 2 2
2 4 4 3 3
3 8 7 6 5
4 16 13 10 8
5 32 25 19 14
6 64 47 34 24
7 128 89 61 41
8 256 170 110 70
9 512 323 198 119
10 1,024 613 357 202
11 2,048 1,165 643 343
12 4,096 2,213 1,157 583
13 8,192 4,205 2,082 990
14 16,384 7,990 3,748 1,684
15 32,768 15,181 6,747 2,862
16 65,536 28,844 12,144 4,866
17 131,072 54,804 21,859 8,272
18 262,144 104,127 39,346 14,063
19 524,288 197,842 70,824 23,907
20 1,048,576 375,900 127,482 40,642
21 2,097,152 714,209 229,468 69,092
22 4,194,304 1,356,998 413,043 117,456
23 8,388,608 2,578,296 743,477 199,676
24 16,777,216 4,898,763 1,338,259 339,449
25 33,554,432 9,307,650 2,408,866 577,063
26 67,108,864 17,684,534 4,335,959 981,007
27 134,217,728 33,600,615 7,804,726 1,667,711
28 268,435,456 63,841,168 14,048,506 2,835,109
29 536,870,912 121,298,220 25,287,311 4,819,686
30 1,073,741,824 230,466,618 45,517,160 8,193,466

Gambar 11.11. Pengaruh efiensi terhadap amplikon yang dihasilkan
pada siklus 30. Pada efisiensi 100% dihasilkan 1.073.741.824,
sedangkan pada efisiensi 70% dihasilkan 8.193.466.
4. Analisis kualitatif dengan suhu leleh
Q-PCR dapat mengidentifikasi secara spesifik amplikon
dengan menganalisis suhu leleh (dinamakan nilai Tm, dari melting
temperature). Metoda ini menggunakan pewarna sebagai reporter
yang berinterkalasi pada DNA untai ganda dan senyawa yang biasa
digunakan adalah SYBR Green. Nilai suhu leleh suatu DNA tergan-
tung pada panjang fragmen dan komposisi basa penyusun sehingga
suhu leleh DNA spesifik untuk amplikon tertentu. Hasilnya diperoleh
kurva leleh dari sampel DNA yang berupa gelatin sapi untuk kapsul
C, sedangkan kapsul A dan B dibuat bukan dari gelatin sapi (Gambar
11.12). Metoda ini bahkan dapat digunakan untuk analisis amplikon
yang berukuran sama tetapi ada perbedaan urutan basanya sehing-
ga akan memberikan perbedaan suhu leleh. Pada kasus deteksi cam-
puran daging babi dan kuda dengan menggunakan sepasang primer
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mengkasilkan amplikon dengan ukuran sama, 121 pb. Babi
mengandung rasio G/C rendah, sedangkan kuda mengandung rasio
G/C tinggi, Pada analisis suhu leleh dari amplikon babi menghasil-
kan Tm 78°C, sedangkan amplicon kuda menunjukkan Tm 82,5°C.
Dengan menggunakan analisis suhu leleh (Tm) dapat dilakukan

multiplek PCR jika amplikon yang dihasilkan mempunyai ukuran
berbeda.

Pada PCR konvensional, digunakan teknik elektroforesis un-
tuk menunjukkan hasil akhir amplifikasi dengan melihat panjang
fragmen DNA untuk identifikasi. Pada qPCR valuasi dilakukan pada
titik akhir tertentu dan dilihat kurva lelehnya sehingga dapat dike-
tahui nilai Tm untuk identifikasi. Sedangkan kuantifikasi dilihat

pada awal amplifikasi.

Puncak leleh
T T . . . T T
: : -"I-\". : Kapsul C
300 + - .......... .......... . -.'.-"I- .'lL T -Gelatin-sépi ........ .......... Lo d

-d(RFU)/dT

: : \: :
T -,L;,KapsulA;danB
iy il N N 3
N e s ar e
85 70 75 80 85 % ]

Suhu, Celsius

Gambar 11.12. Analisis kapsul gelatin dengan kurva leleh.
(diadaptasi dari [20]

5. Analisis Kuantitatif dengan SYBR Green sebagai reporter
Senyawa pewarna berikatan dengan DNA untai ganda pada

PCR, menghasilkan fluoresensi. Kenaikan jumlah amplikon selama
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PCR menaikkan intensitas fluoresensi yang diukur setiap siklus, se-
hingga konsentrasi DNA terukur secara kuantitatif. Pewarna seperti
SYBR Green akan interkalasi dengan semua DNA untai ganda pro-
duk PCR, termasuk produk PCR yang tak spesifik seperti primer
dimer. Produk seperti itu akan mengganggu kuantifikasi yang tepat
amplikon target. Reaksi dilakukan seperti PCR konvensional dengan
penambahan pewarna. Reaksi ini dilakukan dalam alat PCR kuanti-
tatif (Q-PCR), setiap siklus intensitas fluoresensi dapat dicatat oleh
detektor. Senyawa pewarna hanya berfluoresensi jika interkalasi
dengan DNA untai ganda, misalnya amplikon.

Pada PCR konvensional yang mengukur amplikon pada akhir
siklus, sedangkan pada real time PCR dapat dilakukan kuantifikasi
amplikon yang diinginkan setiap saat pada proses amplifikasi
dengan mengukur fluoresensi (pada kenyataan, pengukuran dilaku-
kan pada garis threshold). Metoda kuantifikasi DNA yang biasa digu-
nakan oleh qPCR dengan menghubungkan intensitas fluoresensi
pada skala log dengan siklusnya. Nilai ambang untuk deteksi fluore-
sensi diatur sedikit di atas sinyal latar belakang. Siklus keberapa,
fluoresensi memotong nilai ambang dinamakan siklus nilai ambang
(Cy) atau siklus kuantifikasi (Cq).

Selama fasa eksponensial, jumlah amplikon berlipat dua se-
tiap siklus. Contoh, sampel yang yang nilai Cq nya selisih 3 siklus,
berarti sampel mengandung 23 = 8 kali lebih banyak dari cetakan.
Akan tetapi, efisiensi amplifikasi kerap berbeda antara beberapa pri-
mer dan cetakan. Oleh karena itu, efesiensi kombinasi primer-cetak-
an perlu diuji dengan percobaan titrasi dengan satu seri kosentrasi
DNA cetakan untuk membuat kurva baku. Nilai kemiringan (slope)
pada regresi linear dan kemudian digunakan Cq untuk menetapkan
efisiensi amplifikasi, nilai 1005 jika pengenceran 1:2 menghasilkan
perbedaan Cq 1. Dengan menggunakan kurva baku yang diperoleh

dari satu seri larutan DNA yang telah diketahui konsentrasinya,
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maka konsentrasi awal DNA untai ganda dalam PCR dapat dihitung
(Gambar 11.13). Metoda mempunyai keuntungan hanya diperlukan
sepasang primer untuk melakukan amplifikasi.

Deteksi amplikon pada gel agarosa atau hibridisasi Southern
tidak memberikan kuantifikasi yang tepat. Sebagai contoh, setelah
20-40 siklus, jumlah amplikon mencapai plateau sehingga tidak
dapat dihubungkan langsung dengan jumlah awal target DNA. Real-
Time PCR terutama mengukur pada fasa eksponensial karena hal ini
memberikan data untuk kuantifikasi paling tepat dan teliti. Pada
fasa eksponensial alat ini menghitung dua nilai: 1) garis ambang
yang merupakan tingkat deteksi di mana intensitas fluoresensi di
atas latar belakang. Siklus PCR pada saat sampel mencapai tingkat
ini dinamakan ambang siklus, Ct. Nilai Ct digunakan untuk kuantifi-
kasi atau untuk menetapkan ada atau tidak ada amplifikasi. Dengan
membandingkan nilai Ct sampel yang tidak diketahui konsentrasi
dapat ditetapkan dengan tepat, dengan satu seri standar jumlah
DNA sampel untuk menghasilkan kurva baku.

Quantitative PCR dapat mengukur jumlah amplikon secara
tidak langsung pada tahap awal amplifikasi, pada waktu hungan
antara respon dan jumlah amplikon masih linier. Metoda ini dapat
digunakan untuk mengkuantifikasi asam nukleat dengan dua pen-
dekatan: Kuantifikasi relatif dan kuantifikasi absolut. Kuantifikasi
absolut memberikan jumlah tepat molekul DNA target dengan mem-
bandingkan dengan standar DNA menggunakan kurva kalibrasi.
Oleh karena itu penting bahwa sampel dan standar mempunyai

efiensi amplifikasi yang sama.
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Sampel 1 Ct:14
Kons: 2.500 salinan

Konsentrasi DNA (ug)

Siklus o ieT

Gambar 11.13. Analisis kuantitatif dengan reporter SYBR Green. A.
Kurva dari satu seri pengenceran DNA baku dan sampel (merah). B
Kurva kaliberasi dan perhitungan konsentrasi awal DNA sampel [22].

Syarat penggunaan kurva baku, perlu diperhatikan linierias
yang dinyatakan sebagai r2 > 0,98 dan tidak boleh penggunaan
ekstrapolasi. Sudut kemiringan kurva (slope) antara -2,9 sampai —
3,3. Gambar 11.13 (kanan) menunjukkan R? = 0,9993 dan kemiring-

an kurva -0,29, berarti metoda ini memenuhi persyaratan [23].

6. Metoda hidrolisis TagMan

Keuntungan menggunakan dsDNA-binding dyes seperti
dengan SYBR Green antara lain sederhana (tidak membutuhkan
desain probe), memiliki kemampuan untuk menguji gen dalam
jumlah banyak dengan cepat tanpa perlu merancang banyak probe,
kemampuan dalam melakukan melt-curve analysis, dan biaya yang
lebih murah (BioRad, 2006). Kelemahan utama dsDNA-binding dyes
adalah kurangnya spesifisitas, yang mana dsDNA-binding dyes akan
berikatan dengan dsDNA apapun dan tidak dapat membedakan an-
tara sekuen yang berbeda. Lebih lanjut, terjadinya mispriming atau
pembentukan primer-dimer, akan membuat fluorofor mengemisikan
cahaya. Akibatnya, adanya produk non spesifik dalam reaksi real-

time PCR dapat berkontribusi pada fluoresensi total dan mempenga-
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ruhi keakuratan kuantifikasi. Selain itu, dsDNA-binding dyes tidak
dapat digunakan untuk analisis multiplex karena sinyal fluorosensi
dari amplicon yang berbeda, tidak dapat dibedakan (BioRad, 2006;
Clark et al., 2019).

Pada awalnya, untuk mengukur produk PCR digunakan pe-
warna yang interkalasi pada DNA untai ganda, seperti SYBR Green.
Kelemahan utama metoda ini, pewarna ini akan mendeteksi produk
PCR baik yang spesifik maupun yang nonspesifik. Sinyal yang ter-
bentuk merupakan produk keduanya. Pelacak TagMan merupakan
pelacak hidrolisis yang didesain untuk menaikkan spesifisitas me-
toda Q-PCR. Metoda ini dilaporkan pertama kali pada 1991 oleh pe-
neliti dari Cetus Corporation,[1] dan teknologi ini kemudian
dikembangkan oleh Roche Molecular Diagnostics untuk uji diagnosis
dan oleh Applied Biosystems untuk penggunaan penelitian.

Pelacak dengan reporter fluoresen akan hibridisasi hanya
pada DNA yang membawa urutan basa yang komplemen dengan pe-
lacak. Oleh karena itu penggunakan pelacak ini menaikkan spesi-
fitas metoda ini dan dapat dikuantifikasi walaupun ada amplikon
yang tidak spesifik (Tabel 11.3). Metoda ini dapat digunakan pada uji
secara multipleks, deteksi beberapa gena dalam satu reaksi, berda-
sarkan pada pelacak yang berlabel warna yang berbeda, pada spesi-
fitas pelacak sehingga semua gena target teramplifikasi dengan
efisiensi hampir sama. Metoda ini juga mencegah gangguan pengu-
kuran yang disebabkan oleh primer dimer. Akan tetapi, pelacak ini
tidak mencegah efek penghambatan dimer primer, yang mungkin

menekan akumulasi amplikon yang diinginkan pada reaksi ini.
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Tabel 11.3. Perbandingan antara metode SYBR Green dengan
TagqMan

SYBR Geen TaqMan
Spesifitas Cukupan Tinggi
Kepekaan Bervariasi 1-10 molekul
Reprodusibilitas Cukupan Tinggi
Multipleks Ya Ya
Kuantifikasi ekspresi | Rendah Tinggi
gena
Penggunaan Ekspresi gena, Ekspresi gena, kuantifi-
kuantifikasi DNA kasi DNA awal, deteksi
awal mutasi misalnya SNP.

PCR dilakukan seperti biasanya, dan ditambah pelacak reporter.
Begitu reaksi mulai, selama tahap hibridisasi baik pelacak maupun
primer menempel target DNA. Pelacak TagMan ini pada salah satu
ujungnya membawa reporter fluoresen (5’ fluoresen turunan FAM)
dan pada ujung lainnya membawa senyawa pemadam fluoresensi
FAM (3’, rodamin turunan TAMRA). Beberapa fluorofor yang sering
digunakan adalah 6-carboxyfluorescein (FAM), atau tetrachloro-
fluorescein (TET) pemadam seperti tetramethylrhodamine (TAMRA)
(Tabel 11.2). Molekul pemadam menyerap fluoresensi yang diemisi-
kan oleh fluorofor ketika senyawa itu tereksitasi karena sinar melalui
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer). Jika letak repoter
fluoresensi relative dekat pada senyawa pemadam maka tidak terjadi
fluoresensi karena energi yang ditangkap reporter ditarik senyawa
pemadam. Sedangkan pada polimerisasi untai DNA baru dimulai
dari primer, dan ketika polimerisasi mencapai pelacak, aktivitas
eksonuklease 5-3’ dari Taq polimerase akan mendegradasi pelacak
sehingga memelepaskan reporter fluoresen FAM dari senyawa pema-
dam yang dapat dideteksi dan menghasilkan kenaikan intensitas

fluoresensi. Intensitas fluoresensi ini sesuai dengan jumlah pelacak
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yang terdegradasi yang berarti juga sesuai dengan jumlah amplikon
yang terbentuk yang ditempeli pelacak itu (Gambar 11.14). Fluore-
sensi dideteksi dan diukur oleh detektor alat PCR dan kenaikan ini
sesuai dengan kenaikan jumlah amplikon yang digunakan untuk

menentukan siklus kuantifikasi (Cq) pada setiap reaksi.

Primer @ Pelacak @
5

37

5

5’ 3’
———————
Primer

R = Reporter warna

Q = Pemadam ;
B

-
s’
~ ©

Gambar 11.14. Hidrolisis pelacak TagMan. Ketika pelacak untuh
fluoresensi reporter dipadamkan. A. Pelacak hibridisasi pada target
dan tidak terjadi fluoresensi. B, Pada waktu sintesis DNA, pelacak
didegradasi oleh Taq polimerase dan terjadi fluoresensi [24].

Desain primer dan pelacak untuk metoda TagMan

Banyak perangkat lunak untuk mendesain primer dan pelacak
untuk metoda TagMan, diantaranya SciTools Web Tools dan
biasanya memberikan hasil baik untuk qPCR.

Primer. Panjang primer sebaiknya antara 18 — 30 basa dan perlu
diperhatikan nilai Tm dan spesifitasnya. Primer tidak boleh mem-
bentuk struktur sekunder yang kuat dan komplemen sendiri atau
dengan primer pasangannya. Perangkat lunak akan memberikan
beberapa pasang primer dan ada petunjuk dibawah ini yang perlu

diperhatikan.
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Suhu leleh (Tm): Suhu leleh optimal primer adalah 60 -64°C,
dengan suhu ideal 62°C, yang berdasarkan suhu optimum
reaksi. Suhu leleh kedua primer tidak berbeda lebih dari 2°C,
supaya menempel target bersamaan dan menghasilkan efi-
siensi amplifikasi.

Suhu annealing primer tergantung pada panjang dan susun-
an basanya, tidak boleh lebih rendah 5°C di bawah Tm pri-
mer. Jika suhu annealing terlalu rendah, primer akan me-
nempel pada non-target walaupun ada basa yang tidak kom-
plemen sehingga hasil amplikon yang diharapkan rendah.
Sebaliknya, jika suhu annealing terlalu tinggi, efisien ampli-
fikasi menurun karena jumlah target yang ditempel primer
berkurang.

Kandungan GC paling ideal adalah 50% dan tetap spesifik.
Tidak boleh ada bagian yang mengandung 4 atau lebih G
berturut turut.

Panjang amplikon sekitar 70 - 150 pb supaya dapat diperoleh
Tm pelacak yang baik.

Pelacak. Penggunaan pelacak dengan pemadam ganda akan mem-

berikan latar belakang yang rendah dan dan sinyal yang lebih tinggi

daripada pelacak dengan pemadam tunggal. Pada pelacak dengan

pemadam tunggal, panjang pelacak 20 — 30 basa. Dari beberapa pe-

lacak yang dihasikan oleh perangkat lunak, dipilih sesuai petunjuk

dibawah ini.

1.

Sebaiknya pelacak dekat dengan salah satu primer, tetapi
tidak boleh berimpitan dengan primer

Tm pelacak 6 — 89C lebih tinggi daripada Tm primer. Jika Tm
pelacak terlalu rendah, persentase pelacak menempel pada
target juga rendah. Pada kasus seperti ini, terjadi amplikasi

tetapi hanya sedikit amplikon yang ditempeli pelacak sehing-
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ga intensitas fluoresensi tidak sesuai dengan jumlah ampli-
kon.

3. Suhu annealing tidak boleh lebih rendah 5°C dibawah Tm
primer terendah dan perlu dilakukan optimalisasi.

4. Pada ujung 5’ hindari nukleotida G supaya tidak terjadi pe-

madaman 5’ fluorofor.

7. Metoda molecular beacon

Sejak dikenalkan 1996 molecular beacon banyak digunakan
secara luas dalam bidang biologi. Urutan pelacak yang spesifik
untuk mengidentifikasi fragmen target. Metoda molecular beacon me-
rupakan kelompok hibridisasi pelacak, yang menghasilkan fluore-
sensi ketika pelacak menempel pada target. Bentuk pelacak ini beru-
pa jepit rambut dan bagian tengah mempunyai urutan yang kom-
plemen dengan DNA target, diapit oleh 5-6 basa yang komplemen
sehingga berpasangan. Fluorofor terikat pada ujung 5’ pelacak, se-
dangkan pemadan, DABCYL, pada ujung 3’ (Gambar 11.15). Mole-
cular beacon hibridisasi pada sikuen target amplikon. Peristiwa ini
tidak mengganggu penempelan primer dan sintesis DNA. Molecular
beacon didesain sedemikian rupa sehingga dapat hibridisasi pada
target pada suhu annealing primer. Akan tetapi pada suhu tersebut
molecular beacon bebas tetap tidak berfluoresensi. Umumnya pan-
jang pelacak 22 -30 nukleotida. Tm pelacak sebaiknya 7 — 10°C di
atas suhu annealing primer. Pada waktu pelacak ini ini tidak me-
nempel pada target posisi fluorofor dekat dengan pemadam sehingga
fluoresensi fluorofor dipadamkan secara pemindahan energi oleh
pemadam. Ketika pelacak menempel pada target, terjadi perubahan
konformasi sehingga fluorofor berfluoresensi. Metoda ini sangat spe-
sifik, dan dapat mendeteksi urutan DNA genom, polimorfisme satu
basa yang berati membedakan antara target yang hanya berbeda

satu basa, dan ekspresi suatu gena.
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Pada reaksi PCR maka target teramplifikasi, pelacak dapat
menempel dengan stabil selama tahap penempelan pelacak. Inten-
sitas fluorosensi pada tahap ini sesuai dengan jumlah amplicon yang
dihasilkan. Kelebihan metoda ini dapat digunakan beberpa pelacak
dengan fluorofor yang berbeda warna fluoresensinya. Hal ini berarti
metoda ini dapat dilakukan secara multiplek dimana beberapa frag-
men DNA dapat diamplifikasi dan dideteksi secara bersamaan dalam

satu tabung.

DNA target

Pelacak molecular beacon
(Tidak Fluoresensi)

Hibridisai
Fluorofore Pemadam

dg
}*’%;IIIIIIII]IIIHIIIIIC/

Flugresensi!!!

Gambar 11.15. Cara kerja pelacak molecular beacon. Ketika pelacak
belum hibridasai fluoresensi reporter dipadamkan. Ketika pelacak
hibridisasi pada target dan terjadi fluoresensi karena jarak antara
fluorofor jauh dengan pemadam [16].

Pelacak molecular beacon didesain untuk hibridisasi 7-10°C
lebih tinggi daripada primer, untuk meyakinkan deteksi sebelum pri-
mer diperpanjang. Sedangkan bagian pengapit cukup pendek se-

hingga tidak mengganggu saat hibridisasi. Metoda ini banyak digu-

nakan untuk analisis SNP dan dapat dilakukan secara kuantitatif.

Target
1) DNA target dan sekuen primer dan DNA cetakan dapat mem-
pengaruhi efisiensi amplifikasi PCR.

2) Target teramplifikasi 75 -250 pasangbasa.
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3) Hindari sekuen target yang dapat membentuk struktur se-
kunder yang kuat.

4) Analisis sekuen terpilih dengan program DNA folding seperti
DNA mfold atau UNAFold (http://www.bioinfo.rpi.edu/appli-

cations/mfold).

Desain primer

1

Primer mengandung GC antara 50 — 60%.

)

2) Tm primer antara 50 — 65°C.

3) Hindari struktur sekuner yang kuat.

4) Hindari adanya pengulangan G/C lebih dari 3 basa.

S) Hindari adanya primer dimer.

6) Pada ujung primer sebaiknya berupa G/C.

7) Hindari primer menempel pada non-target, yang berarti
kurang spesifik. Gunakan BLAST, “Basic Local Alignment
Search Tool” untuk mengujinya.

8) Uji primer terpilih menggunakan RT-PCR menggunakan

SYBR Green untuk melihat selektifitas dan efisiensi

amplifikasi.

Desain molecular beacon
Molecular beacon didesain sedemikian rupa sehingga dapat hibridi-
sasi pada target pada suhu annealing. Akan tetapi, molecular beacon
bebas tetap tertutup sehingga tidak berfluoresensi pada suhu itu.
Berbegai perangkat lunat dapat menghasilkan ini. Biasanya Panjang
pelacak antara 22 — 30 nukleotida dengan Tm 7 — 10°C diatas suhu
annealing. Bagian pelacak ini dapat diuji pola dinaturasi termal. Se-
makin panjang bagian pelacak menyebabkan tetap terjadi hibridisasi
pada suhu annealing walaupun ada bagian yang tidak komplemen.
1. Apabila bagian pelacak ini komplemen dengan target, mole-
cular beacon harus membentuk hibrit yang stabil dengan tar-

get.
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2. Jika ada bagian yang tidak komplemen dengan target, mole-
cular beacon tetap dalam struktur tertutup sehingga tidak
terjadi fluoresensi.

3. Dipilih sekuen pelacak yang akan terdenaturasi dari target

pada suhu 5 - 8°C di atas suhu annealing.

Desain Stem-loop

Setelah memilih sekuen pelacak, perlu ditambahkan sekuen dua
pengapit yang komplemen. Bagian ini harus tetap berikatan pada
suhu annealing. PRIMER BIOSOFT menawarkan perangkat lunak

untuk desain ini, http://www.premierbiosoft.com/qpcr/. Daftar

petunjuk untuk desain:

1. Pelacak mengandung beberapa basa, G dan C, pada awal ba-
gian pengapit.

2. Penggunaan fluorofor dapat ditambahkan dengan fosforami-
dit untuk mendapatkan hasil optimum, walaupun label lain
dapat juga digunakan.

Pada ujung 5’ diletakan pemadam seperti dabsil.
Hindari peletakan G di samping fluorofor karena akan menu-
runkan fluoresensi.

S. Bagian pengapit biasanya 5 atau 6 basa yang tersusun oleh
GC. Standar bagian itu adalah CCGCGC-pelacak-GCGCGG.
Tm bagian ini dapat berubah tergantung dari panjang dan

sekuen bagian pelacak.

8. Multiplex PCR

Multiplex polymerase chain reaction (Multiplex PCR) pertama
kali digunakan untuk mendeteksi delesi pada gena distrofin. Pada
2000, multiplex-PCR digunakan untuk analisis mikrosatelit dan
polimorfi satu basa (SNP). Pada bidang kesehatan, multiplex-PCR di-

gunakan unuk mendeteksi beberapa agen penyakit secara bersama-
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an, misal pada deteksi E.coli dan S.thypi. Proses ini mengamplifikasi
sampel DNA genom dengan menggunakan beberapa pasang primer
untuk menghasil amplikon dengan ukuran berbeda dari target yang
berbeda. Semua pasangan didesain dapat bekerja pada suhu penem-
pelan sama. Reaksi multipleks ini dapat dibagi dalam dua macam:
(1) Reaksi PCR dengan cetakan tunggal, misalnya DNA genom ma-
nusia pada deteksi penyakit thalassemia sebagai target beberapa pa-
sang primer, dan (2) Reaksi PCR dengan beberapa catakan, misalnya
pada deteksi jenis Plasmodium penyakit malaria. Tehnik ini juga
dapat digunakan dalam reaksi deteksi beberapa mt-DNA dari bina-
tang, misalnya babi, ayam, sapi, domba dan kuda dan menggunakan

beberapa pasang primer.

Parameter desain primer untuk multiplex-PCR

Sangat perlu memperhatikan dalam mendesain primer supaya

menghasilkan amplikon spesifik dengan hasil baik.

1) Panjang primer
Dalam multiplex-PCR digunakan beberapa pasang primer,
maka diperlukan primer dengan panjang sekitar 18 — 22
basa.

2) Suhu leleh
Suhu leleh (Tm) primer antara S5°C — 60°C dengan perbedaan
antara 3° - 59C. Pada primer dengan rasio GC tinggi dapat
digunakan suhu leleh lebih tinggi.

3) Spesifitas
Perlu diperhatikan spesifitas primer terhadap target karena
terjadi kompetisi berbagai target dalam satu pereaksi

4) Hindari pembentukan primer dimer
Perlu diperhatikan kemungkinan terjadinya primer dimer ter-
hadap semua primer yang digunakan. Adanya primer dimer

dapat menyebabkan amplifikasi tidak spesifik.
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Salah satu perangkat lunak untuk mendesain primer dalam multi-

plex-PCR adalah PrimerPlex.

Keuntungan multiplex-PCR

1)

2)

3)

4)

Kontrol internal

Masalah utama pada PCR konvensinal dapat menghasilkan
negatif palsu karena kegagalan reaksi atau positif palsu ka-
rena kontaminasi. Negatif palsu dapat terungkap pada sistem
multipleks karena setiap amplikon ada kontrol internal un-
tuk fragmen lain yang teramplifikasi.

Efisiensi

Jumlah pereaksi dan waktu analisis lebih sedikit pada multi-
plex-PCR dari pada uniplex-PCR karena menggunakan bebe-
rapa tembat reaksi. Reaksi multipleks sangat cocok untuk
mengurangi biaya analisis dan juga karena jumlah sampel
yang sedikit.

Indikasi kualitas DNA

Kualitas DNA target ditetapkan lebih efektif pada reaksi multi-
plex-PCR daripada PCR biasa.

Indikasi jumlah DNA

Amplifikasi eksponensial dan standar internal pada multi-
plex-PCR dapat digunakan untuk menghitung jumlah DNA
awal. Perhitungan jumlah DNA awal lebih akurat dengan
multiplex-PCR karena jumlah DNA baku, jumlah siklus reaksi

sama, antara baku dan target.

Kuantifikasi Metode Real-Time PCR

Analisis kuantitatif didasarkan pada tiga parameter penting

kurva real-time PCR (Gambar 11.8), yakni,

1)

Baseline
Baseline merupakan tingkat sinyal selama siklus awal PCR

dimana hanya terdapat sedikit perubahan yang tidak signifi-
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kan pada sinyal fluorosens. Baseline umumnya terjadi dari
siklus 3 — 15. Sinyal pada baseline dapat disamakan dengan
background atau noise reaksi. Penetapan baseline harus dila-
kukan secara cermat untuk menentukan threshold cycle (Cy)
yang akurat. Penentuan baseline harus memperhitungkan
nilai siklus yang cukup untuk menghilangkan noise yang di-
temukan pada siklus awal amplifikasi, tetapi juga tidak men-
cakup siklus dimana sinyal amplifikasi mulai naik di atas
sinyal noise [22].

Threshold

Threshold merupakan tingkat sinyal reaksi PCR yang mencer-
minkan peningkatan yang signifikan secara statistik terha-
dap sinyal baseline. Threshold ditetapkan untuk membeda-
kan sinyal amplifikasi dari sinyal noise. Threshold ditetapkan
pada fase eksponensial dari kurva amplifikasi PCR (Karlen et
al, 2007; Life Technologies, 2012).

Threshold cycle (Cy)

Threshold cycle merupakan angka siklus dimana sinyal flu-
orosens reaksi melewati threshold yang ditetapkan. Parame-
ter ini digunakan untuk menghitung jumlah DNA awal yang
terdapat dalam sampel. Lebih lanjut, nilai C; berbanding
terbalik dengan jumlah awal DNA target. Semakin tinggi nilai

C: maka semakin kecil jumlah DNA awal pada sampel

Kuantifikasi hasil real-time PCR, dapat menggunakan 2 me-

tode, yakni absolute quantification dan relative quantification. Metode

absolute quantification digunakan untuk menentukan jumlah awal

DNA target pada sampel yang dianalisis. Metode kuantifikasi ini

dilakukan dengan membandingkan nilai C; dari sampel uji dengan

kurva standar, yang mana nantinya hasil analisis metode absolute

quantification disajikan sebagai jumlah asam nukleat (copy number,

ug) per jumlah sampel. Kurva standar tersebut, dibuat dengan ber-

336

FALSAFAH SAINS HALAL



dasar pada seri pengenceran dari konsentrasi DNA template yang
diketahui. Konsentrasi yang dipilih pada kurva baku harus menca-
kup perkiraan konsentrasi dari target DNA dalam sampel percobaan.
Selanjutnya, nilai log dari setiap konsentrasi pada seri kadar disaji-
kan sebagai sumbu x, diplotkan terhadap nilai C; pada masing-ma-
sing konsentrasi terkait sebagai sumbu y. Dari kurva standar terse-
but, dapat diketahui pula informasi mengenai jalannya reaksi serta
parameter-parameter reaksi, di antaranya slope, y-intercept, dan
koefisien korelasinya [22]. Lebih lanjut, nilai slope tersebut dapat di-
gunakan untuk menghitung nilai efisiensi reaksi, yakni dengan ru-

mus:

E = 10(-1/Slope)_1

Metode kedua yakni relative quantification sebagian besar
diaplikasikan pada studi ekspresi gen, yang mana tingkat ekspresi
dari gen target pada sampel satu dibandingkan dengan ekspresi gen
yang sama dalam sampel lain, atau biasa disebut calibrator sample.
Metode ini tidak memerlukan penentuan copy number secara tepat.
Terdapat tiga metode untuk uji relative quantification, yakni metode
Livak atau dikenal sebagai metode 2-24Ct, metode AC;, dan metode
Pfaffl. Hasil analisis metode relative quantification berupa rasio jum-
lah relatif (fold difference) dari asam nukleat target untuk jumlah

sampel uji yang setara [25].

G. Aplikasi PCR dan qPCR untuk Analisis Kehalalan Produk

PCR dapat diaplikasikan pada berbagai bidang seperti biologi
molekuler, genetika, forensik dan juga teknologi makanan. Saat ini,
PCR banyak digunakan untuk identifikasi asal spesies daging dan
produk daging untuk analisis kehalalan produk [26]. Hal ini dise-
babkan karena PCR merupakan metode berbasis DNA yang memiliki

spesifisitas dan sensitivitas tinggi. DNA adalah molekul biologis yang
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bersifat stabil, dapat bertahan dalam jangka waktu yang lama, dan
terdapat pada berbagai jaringan organisme. Oleh karena itu, analisis
asal spesies dapat dilakukan meskipun sudah melalui berbagai pro-
ses olahan.

PCR merupakan metode pilihan (method of choice) untuk
identifikasi DNA dalam produk makanan atau dalam bidang lain
dengan keunggulan PCR meliputi: (1) metode yang sederhana,
mudah dimengerti dan mudah digunakan; (2) spesifisitas dan sensi-
tivitas tinggi; (3) mampu menghasilkan miliaran salinan fragmen
DNA target atau gen tertentu, sehingga dapat digunakan untuk
identifikasi sekuens gen dengan bantuan metode elektroforesis; dan
(4) proses berjalan cepat dan hemat biaya. Penggunaan metode PCR
juga memiliki beberapa keterbatasan, yang meliputi: (1) akibat sen-
sitivitas metode yang tinggi, PCR dapat mengamplifikasi adanya kon-
taminan pada sampel dengan sejumlah kecil jejak DNA yang meng-
hasilkan produk yang tidak tepat; (2) desain primer PCR membutuh-
kan beberapa data sekuen sebelumnya agar dapat digunakan untuk
identifikasi ada tidaknya gen target; (3) primer pada PCR dapat me-
nempel secara tidak spesifik pada sekuen yang mirip dengan DNA
target apabila temperatur annealing yang digunakan tidak sesuai;
dan (4) DNA polymerase dapat memasukkan nukleotida yang salah
ke dalam urutan PCR. Hal ini dapat memicu terjadinya perubahan
sekuen pada fragmen yang dihasilkan dari proses PCR [1]. Pengem-
bangan metode PCR untuk identifikasi spesies daging untuk tujuan

autentikasi sebagaimana dalam Gambar 11.16.
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disediakan oleh NCBI dengan kriteria yang diinginkan

U

‘ Penyiapan Sampel dan Isolasi DNA baik dalam Daging Segar atau dalam produk

Perancangan primer dengan menggunakan software tertentu, misalkan yang I

berdasar daging

U

Analisis Kualitatif Isolat DNA yang dihasilkan an dilanjutkan dengan |

Elektroforesis Gel Agarosa untuk melihat kualitas DNA

I

Pengukuran kemurnian(purity) dan penentuan konsentrasi DNA

U

Analisisis DNA dengan PCR dengan primer spesifik yang telah
dirancang sebelumnya

U

Optimasi suhu penempelan primer yang telah dirancang

U

Uji spesifisitas primer, dan jika spesifik maka dilanjutkan dengan I

validasi analisis kualitatif atau kuantitatif

U

| Aplikasi metode yang telah divalidasi untuk analisis sampel nyata

Gambar 11.16. Tahapan analisis (identifikasi) spesies daging dalam
produk makanan dengan menggunakan real-time PCR (Rohman et
al., 2017).
1. Aplikasi PCR konvensional untuk autentikasi halal
Polymerase chain reaction-restriction fragmet length polymor-
phism (PCR-RFLP) dengan menggunakan enzim restriksi BseDI da-
pat mengidentifikasi daging babi dalam campuran daging sapi pada
makanan olahan, dalam hal ini bakso. Gena cytochrome b (cyt b) pa-
da DNA mitokondria sebagai target, karena pada daerah itu dapat
menunjukkan spesies tertentu. Selain gena cyt b dapat juga diguna-
kan gena 12S rRNA dan daerah pengatur. Keuntungan penggunaan

DNA adalah jumlah mt-DNA ratusan dalam satu sel. Sepasang pri-
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mer yang didesain ini (Gambar 17) dapat mengamplifikasi cyt b babi
maupun sapid dan menghasilkan amplikon yang sama panjangnya,
yakni 359 pb. Jika amplikon babi dipotong dengan enzim BseDI
menghasilkan fragmen dengan ukuran 131 pb dan 228 pb. Sedang-
kan amplikon sapi dipotong BseDI menjadi 39 pb dan 320 pb.
Metoda ini kemudian digunakan untuk menganalisis 39 sam-
pel bakso yang beredar di Yogyakarta dan Surabaya. Ukuran ampli-
kon sebelum dipotong dengan enzim BseDI adalah 359 pb. Muncul-
nya fragmen dengan ukuran 131 pb dan 228 pb menunjukkan bah-
wa sampel bakso itu mengandung daging babi dan jika muncul frag-
men 320 pb berarti mengandung daging sapi. Umumnya fragmen 39
pb sulit dilihat karena ukuran yang kecil sehingga intensitas warna

menjadi lemah.

CYT b FW 5’-CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA-3’

CYT b REV 5’-GCC CCT CAG AAT GAT ATT TGT CCT CA-3'

Bse DI, 39

320 bp
Sapi (Bos taurus) === =  359bp

—

Babi (Sus scrofa) — 359 bp

228 bp | 13160
Bse DI, 228

1000 pb

500 pb
359 pb
320 pb —+
228 pb

131pb

300 pb

Gambar 11.17. Elektroforegram sampel bakso dari Yogyakarta dan
Surabaya. Atas = Sikuen primer yang digunakan. Tengah = Letak
pemotongan enzim BseDl pada amplikon sapi dan babi dan sapi. C
= Elektroforegam pemotongan amplikon. Amplikon berukuran 359
pb, daging babi muncul pita pada 131 dan 228 pb; sapi 320 pb. b:
sapi; p; babi; M: marker DNA. Gambar diadaptasi dari [27] [28].
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Pada kolom b (sapi) muncul dua pita dengan ukuran 359 pb dan 320
pb yang berarti pomotongan amplikon dengan BseDI belum sem-
purna. Pada kolom p ada pita 359 pb, 228 pb dan 121 pb berturut
turut menunjukkan amplikon babi utuh dan fragmen babi. Kolom 1,
2 dan 5 adalah bakso babi, kolom 3, 4, 6, 8, 9 dan 10 merupakan
campuran daging sapi dan babi, kolom 7 hanya mengandung sapi.
Metoda PCR-RFLP dapat juga digunakan untuk identifikasi
spesies. Sikuen mt-DNA dari kambing, domba, rusa, kerbau, sapi,
lembu, babi, dan onta diperoleh dari bank data NCBI disejajarkan
dengan perangkat lunak ClustalW sequence alignment tool untuk me-
milih daerah yang mempunyai sikuen sama. Sikuen itu dipilih dan
dijadikan sepasang primer, primer sense (5-CCTCCCTAAGACTC
AGGG- AA-3) dan primer antisense (5'-AGCGGGTTGCTGGTTT-
CACG-3'). Sepasang primer ini akan menghasil amplikon dengan
panjang berturut turut 760 pb, 737 pb, 537 pb, 486 pb, 481 pb, 464
pb, 429 pb, dan 359 pb untuk kambing, domba, rusa, kerbau, sapi,
lembu, babi, dan onta. Sepasang primer ini tidak mengamplifikasi
binatang lain dan juga ikan. Batas deteksinya bervariasi dari 0,01
ng sampai 0,05 ng DNA genom. Untuk lebih membedakan antara
spesies yang dianalisis, sikuen amplikon dilihat pola pemotongan
enzim restriksi dengan program Mapdraw dari DNASTAR. Enzim
yang dipilih yang hanya mempunyai 1-2 lokus pemotongan atau
bahkan tidak memotong sama sekali, dan dipilih enzim Sspl untuk
memotong masing masing amplikon. Gambar 18.A menujukkan
bahwa setiap spesies menghasilkan amplikan dengan ukuran ber-
beda dengan spesies lain, dengan panjang berturut turut 760 pb,
737 pb, 537 pb, 486 pb, 481 pb, 464 pb, 429 pb, dan 359 pb untuk
kambing, domba, rusa, kerbau, sapi, lembu, babi, dan onta. Gambar
18.B merupakan analisis lebih lanjut pemotongan masing masing
amplikon dengan enzim Sspl. Metoda diuji coba dengan daging yang

terdapat dipasar dan berhasil menunjukkan spesies daging, bahkan
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dapat menunjukkan pada kolom 1 dan 2 yang berlabel rusa dan

domba ternyata mengandung daging babi (Gambar 18.C).

Gambar 11.18. Elektrogram analisis PCR-RFLP dari delapan spesies
binatang. A. Amplikon sebelum dipotong. Kolom M merupakan
marker DNA; kolom 1-8 berturut-turut adalah amplikon dari kam-
bing, domba, rusa, kerbau, sapi, lembu, babi, dan onta. B. Hasil
PCR-RFLP dari delapan binatang target. C. Identifikasi daging di
pasar. Kolom 1-7 berlabel rusa, domba, domba, sapi, babi, onta dan
lembu. Kolom 8 DNA kedelai, dan kolom 9 adalah control negatif.
Sampel pada kolom 1 dan 2 mengandung babi. Diadaptasi dari Guan
et al. [29].
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Metoda PCR konvensional ini relatif sederhana dan cepat untuk
menguji spesies daging dan dapat dilakukan pada kebanyakan labo-
ratorium. Metoda ini dapat digunakan untuk analisis rutin untuk
menetapkan kecurangan dan atau tidak menyertakan tambahan
daging lain pada produk daging olahan. Metoda PCR konvensional
seperti di atas merupakan metoda analisis yang sederhana dan ber-
guna tetapi memeliki kekurangan seperti tidak dapat untuk analisis
kuantitatif, kurang kepekaan, dan kecepatan analisis. Dengan
menggunakan metoda real-time PCR, masalah yang ditemui dengan

PCR konvensional tersebut diatasi.

2. Aplikasi real-time PCR untuk autentikasi halal

Aina et al. [30] telah menggunakan real-time PCR mengguna-
kan primer spesifik yang telah dirancang dengan bantuan software
yang disediakan oleh NCBI (National Center for Biotechnological Infor-
mation) secara in silico. Desain in bertujuan mendapatkan primer
yang spesifik untuk mengidentifikasi celeng. Desain primer dimulai
dengan memilih template DNA yang diinginkan. Template diambil
dari GenBank yang telah tersedia pada website NCBI. Setelah itu
tahapan selanjutnya adalah memasukkan parameter yang diingin-
kan pada software dari PrimerQuest secara online. Tujuan desain
primer ini adalah untuk mendapatkan pasangan primer yang spesi-
fik terhadap DNA celeng. Parameter yang dimasukkan disesuaikan
dengan kriteria primer ideal yang dipersyaratkan yaitu dengan mem-
pertimbangkan panjang sekuen primer, melting temperature, product
size, persentase GC, dan GC clamp yang optimum secara teoritis.
Hasil desain primer secara in silico dengan target gen sitokrom-b

mtDNA celeng didapatkan 5 buah primer dalam Tabel 11.4.
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Tabel 11.4. Susunan primer Hasil desain primer secara in silico
dengan target gen sitokrom-b mtDNA celeng [30].

Primer Sekuen Tm GC Panjang
(°C) (%) amplikon

Primer Forward

1 GGAGCTACGGTCATCACAAA 62 50
Reverse 143
ATGACGAAGGGCAGGATAAAG 62 47,6
Primer Forward
2 CGGTTCCCTCTTAGGCATTT 62 50
Reverse 191
GGATGAACAGGCAGATGAAGA 62 47,6
Primer Forward
3 AGGCCGGGGCCTATATTA 62 55,6
Reverse 192
TCTACGAGGTCTGTTCCGAT 62 50
Primer Forward
4 TCTTCATCTGCCTGTTCATCC 62 47,6
Reverse 165

CCGTAGCTCCTCAGAATGATATTTI 62 47,6
Primer Forward

5 CGGATGACTTATTCGCTACCTAC 62 47,8
Reverse 166
GCCTATGAAGGCTGTTGCTATAA 63 43,5

Kandidat primer selanjutnya dilakukan prosedur BLAST ter-
hadap DNA dari organisme pembanding yaitu sapi, babi ternak,
kambing, anjing, ayam, dan kelinci. Penggunaan DNA babi sebagai
pembanding dikarenakan pada kasus pengoplosan bakso sapi yang
banyak digunakan adalah daging celeng, bukan babi ternak. Secara
genetik celeng dan celeng memiliki tingkat homologi yang sangat
tinggi namun penampilan fisik keduanya sangat berbeda. Daging
celeng memiliki tekstur dan warna yang sangat mirip dengan daging
sapi. Berbeda dengan daging babi yang dapat dengan mudah dipi-
sahkan dengan daging sapi. Hal ini lah yang menyebabkan celeng
lebih disukai untuk digunakan dibandingkan babi ternak. Dari ke-
lima primer di atas, akhirnya dipilih primer CYTBWB2-wb (primer 2)
karena spesifik terhadap daging celeng.

Forward: CGG TTC CCT CTT AGG CAT TT;
Reverse: GGA TGA ACA GGC AGA TGA AGA
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Primer ini selanjutnya digunakan untuk amplifikasi DNA template
yang diisolasi dari daging segar dan dari bakso yan mengandung
campuran daging sapi dan daging celeng.

Isolasi DNA dimaksudkan untuk memisahkan DNA dari ma-
triks (daging dan bakso). Jenis daging yang digunakan adalah daging
celeng, babi, kelinci, ayam, kambing, sapi, dan anjing. Pemilihan
jenis daging berdasarkan pertimbangan, utamanya daging tersebut
sering digunakan ataupun memiliki kemungkinan untuk dijadikan
sebagai bahan baku atau campuran bakso. Daging yang digunakan
sebelumnya telah dihilangkan lemaknya untuk mempermudah pro-
ses isolasi DNA. Metode isolasi yang digunakan pada penelitian ini
adalah ekstraksi DNA secara manual dengan metode Phenol-chloro-
form-isoamyl alcohol (PCIA). Proses isolasi dengan metode ini terdiri
dari 3 tahap, yaitu lisis sel, pemurnian DNA dari komponen peng-
ganggu, dan pengendapan DNA. Setelah didapatkan DNA kemudian
dilakukan pengujian secara kualitatif menggunakan elektroforesis
agarosa serta pengujian secara kuantitatif menggunakan spektro-
fotometer untuk menentukan yield (konsentrasi) dan kemurnian.

Pengujian secara kualitatif bertujuan untuk melihat kebera-
daan DNA dalam isolat serta mengetahui kualitas DNA yang didapat.
Molekul DNA akan bergerak dalam matriks berupa gel agarosa ka-
rena adanya arus listrik dari kutub negatif ke arah kutub positif. Hal
ini dikarenakan molekul DNA memiliki muatan negatif pada gugus
fosfat sehingga ketika terdapat arus listrik maka molekul DNA terse-
but akan ikut bermigrasi ke arah kutub positif. Pada pengujian
dengan elektroforesis ini digunakan florosafe sebagai pewarna flo-
rensensi. Florosafe tidak bersifat toksik sehingga aman bagi peneliti.
Pewarna ini akan berinterkalasi dengan double helix DNA sehingga
DNA akan nampak kuning kehijauan terang jika dilihat di bawah
sinar UV. Hasil isolasi yang baik akan memberikan hasil elektrofo-

resis yang hanya memunculkan satu pita yaitu DNA murni tanpa
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adanya smear. Jika DNA tercampur dengan RNA maka akan muncul
pita RNA pada bagian bawah dikarenakan RNA berukuran lebih kecil
dibandingkan DNA. Sedangkan keberadaan smear menunjukkan
bahwa DNA mengalami degradasi pada saat proses isolasi. Hasil

elektroforesis agarosa dapat dilihat pada gambar 11.19 dan 11.20.

DNA

B C S An Ay KI Km

Gambar 11.19. Hasil elektroforesis agarosa DNA dari sampel daging
segar babi (B), celeng (C), sapi (S), anjing (An), ayam (Ay), kelinci (K1),
dan kambing (Km) (Sumber: Aina et al. [30].

DNA

Gambar 11.20. Hasil elektroforesis agarosa DNA dari sampel bakso
referensi celeng: sapi dengan variasi komposisi (%) (Sumber: Aina et
al. [30].

Isolasi DNA berhasil dilakukan dengan cukup baik dan minim
degradasi sehingga hanya tampak sedikit smear. DNA yang didapat

tidak terkontaminasi dengan RNA sehingga hanya muncul satu pita
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DNA saja. Pita DNA juga terlihat jelas menandakan DNA yang teriso-
lasi cukup banyak. DNA hasil isolasi selanjutnya dikenai prosedur
pengujian secara kuantitatif menggunakan NanoQuant. Penggunaan
alat ini lebih efektif dibanding spektrofotometer UV karena jumlah
sampel yang dibutuhkan sangat sedikit yaitu 2 uL dan dapat meng-
ukur hingga 16 sampel secara bersamaan sehingga menghemat
waktu. Software pada alat tersebut juga secara otomatis akan me-
nampilkan data rasio A260/A280yang digunakan untuk mengetahui
kemurnian DNA. DNA dalam keadaan murni jika nilai absorbansi
yang diperoleh dari rasio panjang gelombang 260/280 nm sebesar
1,8-2,0. Nilai rasio di bawah 1,8 menandakan hasil isolasi terkon-
taminasi protein dan di atas 2,0 menandakan adanya kontaminasi
RNA. Kemurnian DNA ini penting karena jumlah DNA yang menjadi
template pada replikasi pada real-time PCR akan mempengaruhi pro-
ses amplifikasi. Terdapat batasan minimal DNA untuk bisa terjadi
proses amplifikasi pada alat tersebut. Hasil pengujian kemurnian

DNA hasil isolasi sebagaimana pada Tabel 11.5.

Tabel 11.5. Hasil pengukuran kemurnian DNA hasil isolasi dari
daging segar [30].

Daging 260 (nm) 280 (nm) Konsentrasi Rasio
(ng/uL) 260/280
Babi 1,9527 0,9746 1952,68 2,00
Celeng 3,1502 1,5661 3150,23 1,87
Sapi 0,1060 0,0707 105,98 1,50
Anjing 2,7870 1,5295 2787,02 1,82
Ayam 3,6008 2,0049 3600,84 1,80
Kelinci 0,1552 0,0885 155,21 1,75
Kambing 0,2751 0,1526 275,13 1,80

Hasil pengukuran secara kuantitatif dari isolasi DNA daging
segar menunjukkan bahwa sebagian besar DNA memiliki kemurnian
tinggi (Tabel 11.5). Terlihat bahwa nilai rasio A260/A280 yang diper-
oleh berada pada rentang 1,8-2,0 kecuali pada sapi dan kelinci yang
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mana nilainya kurang dari 1,8 menandakan adanya kontaminasi
protein. Hal ini mungkin dikarenakan proses penghilangan dengan
proteinase berjalan kurang sempurna. Hasil isolasi DNA dari bakso
referensi (bakso yang dibuat dengan konsentrasi daging celeng dan
daging sapi yang diketahui) dalam Tabel 11.6. sebagian memiliki
nilai rasio A260/A280 antara 1,8-2,0 dan sebagian lainnya memiliki
nilai yang bervariasi namun mendekati rentang yang dipersyaratkan.
Konsentrasi yang didapat juga cukup besar sehingga sangat mencu-
kupi untuk analisis real-time PCR. Secara umum DNA yang didapat
dari hasil isolasi memiliki kemurnian yang cukup tinggi. Dengan de-
mikian dapat disimpulkan bahwa metode PCIA cocok untuk meng-

isolasi DNA baik dari daging maupun dari produk bakso.

Tabel 11.6. Hasil pengukuran kemurnian DNA hasil isolasi dari
bakso referensi [30].

Sampel* 260 280 (nm) Konsentrasi Rasio
(nm) (ng/pL) 260/280
Celeng 0% 2,9201 1,4503 2920,11 2,01
Celeng 0,1% 2,6595 1,3208 2659,50 2,01
Celeng 0,3% 2,6642 1,3250 2664,20 2,01
Celeng 0,5% 2,6389 1,3337 2638,90 1,98
Celeng 0,7% 3,0448 1,5932 3044,79 1,91
Celeng 0,9% 2,6045 1,2970 2604,48 2,01
Celeng 1% 3,1253 1,6798 3125,26 1,86
Celeng 2% 2,9994 1,5028 2999,36 2,00
Celeng 3% 2,2853 1,1244 2285,32 2,03
Celeng 5% 2,2820 1,1253 2282,01 2,03
Celeng 10% 1,7706 0,9356 1770,61 1,89
Celeng 25% 3,4918 2,0149 3491,79 1,73
Celeng 50% 3,3489 1,8802 3348, 94 1,78
Celeng 75% 2,6195 1,3323 2619,46 1,97
Celeng 100% 3,1281 1,7212 3128,08 1,82

*Celeng 0% maknanya, komposisi daging celeng 0% dan
konsentrasi daging sapi 100%; Celeng 5% maknanya, komposisi
daging celeng 5% dan konsentrasi daging sapi 95%.
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Primer yang dipilih selanjutnya dilakukan analisis PCR
dengan mengunakan suhu annealing yang optimum. Suhu penem-
pelan (annealing) yang dipilih mempertimbangkan nilai relative
fluorescence unit (RFU) dan jarak siklus amplifikasi DNA celeng dan
babi untuk mendapatkan suhu optimum dengan nilai Ct/Cq (cycle
threshold/ cycle quantification) paling rendah dan produk non spesi-
fiknya paling minimal. Penambahan parameter jarak siklus dika-
renakan DNA babi dan celeng memiliki tingkat homologi organisme
yang sangat tinggi sehingga DNA babi kemungkinan besar juga ter-
amplifikasi dengan melting temperature yang hampir sama dengan
DNA celeng. Optimasi awal menggunakan perkiraan suhu annealing
berdasarkan melting temperature yaitu +5°C dari yang tertera pada
kemasan primer. Akan tetapi optimasi yang dilakukan memberikan
hasil yang kurang baik yang mana hampir seluruh DNA hewan pem-
banding dapat teramplifikasi sehingga primer menjadi tidak spesifik.
Oleh karena itu dilakukan optimasi kembali dengan suhu yang lebih
tinggi untuk meningkatkan spesifitas dari primer. Pada optimasi
awal ini DNA yang digunakan hanya dari DNA yang diisolasi dari
daging celeng dan daging babi yang kemiripannya sangat tinggi.

Suhu annealing yang digunakan pada optimasi tersebut
adalah 61,4; 59,0; dan 55,7°C dengan jumlah siklus sebanyak 35.
Dari hasil optimasi ini diperoleh data bahwa primer CYTBWB2 meng-
hasilkan jarak siklus amplifikasi antara celeng dan babi melebihi 30
siklus. Hasil ini menguntungkan untuk pengujian di mana siklus
dapat diminimalkan sehingga proses running PCR menjadi lebih
singkat. Suhu optimum annealing yang diperkirakan adalah 59°C
dengan pertimbangan RFU yang dihasilkan primer CYTBWB2 ter-
hadap DNA celeng pada suhu tersebut cukup tinggi sedangkan RFU
amplifikasi DNA babi rendah serta jarak siklus amplifikasi antara
celeng dan babi paling jauh. Berdasarkan hasil tersebut maka primer

CYTBWB2 yang dipilih untuk kemudian dioptimasi lanjutan dengan
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rentang variasi suhu yang lebih pendek mendekati 59°C untuk
mendapatkan suhu optimum annealing. Optimasi selanjutnya
menggunakan kondisi running real-time PCR yang sama dengan va-
riasi suhu yang digunakan yaitu 58,0; 59,0; 60,2; dan 61,2°C. Hasil
amplifikasi dan melting curve analysis pada berbagai suhu annealing
terlihat pada Gambar 11.21. Dari optimasi ini diperoleh suhu opti-
mum 59°C yang mana pada suhu ini, primer CYTBWB2 mengha-
silkan RFU celeng yang cukup tinggi yaitu 911 dan RFU babi yang
rendah yaitu 355 serta jarak siklus amplifikasi celeng dan babi yang
jauh yaitu 16,13 dan 33,67. Selain itu suhu ini dipilih karena masih

dalam rentang suhu annealing yang ideal yaitu antara 50-60°C.

Amplifikasi

T T
200 J
so0 k...
o0 fo....
o0 f.... ..
500 4
400 1
300 4
200 3.
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Gambar 11.21. Kurva amplifikasi (atas) dan melt curve analysis
(bawah) primer CYTBWB2 terhadap celeng pada berbagai suhu
annealing [30].
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Primer CYTBWB?2 dikenai uji spesifitas pada suhu optimum
annealing (59°C) dengan jumlah siklus diperpendek menjadi 28
siklus. Gambar 11.22 menunjukkan hasil uji spesifisitas primer
CYTBWB2 dan menunjukkan bahwa primer bersifat spesifik, yang
mana hanya DNA celeng yang memberkan sinyal positif sementara
DNA yang diekstraksi dari spesies hewan pembanding dan no tem-

plate control (NTC) tidak teramplifikasi.

Amplifikasi
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Gambar 11.22. Kurva amplifikasi (atas) dan melt curve analysis
(bawah) dari primer CYTBWB2 terhadap celeng dan beberapa spesies
pembanding [30].

Uji sensitivitas dilakukan untuk mencari batas deteksi (limit
of detection, LoD). Pengujian sensitivitas ini penting untuk menge-

tahui berapa konsentrasi terkecil analit (DNA celeng) dalam suatu

FALSAFAH SAINS HALAL 351



sampel yang masih dapat diamplifikasi menggunakan primer
CYTBWB2. Uji sensitivitas pada bakso celeng 100% dilakukan terha-
dap 9 seri pengenceran DNA bakso celeng 100% (50000, 10000,
2000, 400, 80, 16, 3,2, 0,64, dan 0,128 pg/uL). Metode real-time PCR
dengan primer CYTBWB2 masih dapat mengamplifikasi DNA celeng
hingga konsentrasi 3,2 pg/uL, hal ini dibuktikan dengan terbentuk-
nya kurva amplifikasi pada konsentrasi 3,2 pg/uL. Sedangkan pada
konsentrasi di bawahnya yaitu 0,64 pg/ul terbentuknya kurva
amplifikasi sudah tidak konsisten yang mana hanya terbentuk 1
amplifikasi dari 3 kali replikasi (Gambar 11.23). Pada konsentrasi
0,128 pg/uL sudah tidak terbentuk kurva amplifikasi. Hal ini dika-
renakan jumlah DNA awal yang terlalu sedikit sehingga membutuh-
kan jumlah siklus yang lebih banyak agar dapat teramplifikasi. Oleh
karena itu dapat disimpulkan bahwa batas deteksi metode ini adalah
3,2 pg/uL.

Uji sensitivitas melalui penentuan nilai LoD juga dilakukan ter-
hadap DNA yang diekstraksi dari bakso celeng: sapi 0,1%, dan me-
nunjukkan bahwa DNA pada bakso dengan konsentrasi daging Ce-
leng 0,1% masih dapat diamplifikasi menggunakan primer CYTWB2.
Dilihat dari nilai Cq yang dihasilkan kemungkinan konsentrasi DNA
celeng yang lebih kecil masih dapat teramplifikasi mengingat batas

deteksi pada pengujian sebelumnya mencapai 3,2 pg/uL.
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Gambar 11.23. Kurva amplifikasi (atas) dan melt curve analysis
(bawah) seri pengenceran DNA bakso celeng 100% dengan primer
CYTBWB2 [30].

Uji linearitas dilakukan dengan membuat kurva baku berda-
sarkan hasil amplifikasi seri pengenceran bakso celeng 100% dan
bakso referensi celeng: sapi dengan berbagai komposisi. Kurva baku
menggambarkan hubungan linearitas antara logl® seri konsentrasi
DNA celeng dengan nilai Cq (quantification cycles). Kurva baku dari
hasil amplifikasi seri pengenceran bakso celeng 100% menggunakan
7 titik pada 50000, 10000, 2000, 400, 80, 16, dan 3,2 pg/uL dengan
3 kali replikasi. Pembuatan kurva baku ini juga sekaligus meng-

hitung nilai efisiensi proses amplifikasi PCR (Gambar 11.24).
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Gambar 11.24. Kurva baku hasil amplifikasi seri pengenceran DNA
bakso celeng 100% dengan primer CYTBWB2 [A] dan DNA bakso
celeng:sapi dengan variasi komposisi [B]. Diambil dari [30].

Kurva regresi linier pada Gambar 11.24. [A] menghasilkan

nilai R2 sebesar 0,992, slope = -3,212, dan y-intersep = 28,565 dan
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menunjukkan lineritas yang baik. Nilai R? tersebut memenuhi kri-
teria pengujian kualitatif dan kuantitatif dari metode g-PCR yaitu
0,980. Nilai slope yang dihasilkan memenuhi persyaratan reaksi
yang baik yaitu berada pada rentang -3,58 sampai -3,10. Sedangkan
nilai efisiensi yang diperoleh yaitu 104,8% dan memenuhi syarat
keberterimaan pada rentang 90-110%. Hasil uji linearitas yang
dilakukan pada bakso celeng:sapi dengan berbagai komposisi juga
memberikan hasil yang baik. Uji linearitas yang dilakukan pada DNA
bakso celeng:sapi dengan komposisi 100, 75, 50, 10, 5, 3, 2, dan 1%
menghasilkan kurva regresi linier dengan nilai R? 0,971, slope = -
3,170, dan y-intersep = 30,482 (Gambar 11.24.[B]). Nilai slope
tersebut memenuhi syarat keberterimaan pada rentang -3,58 sampai
-3,10. Nilai efisiensi yang diperoleh yaitu 106,7% juga memenuhi
syarat keberterimaan pada rentang 90-110%. Nilai R?2 yang didapat
hampir mendekati nilai minimal yang dipersyaratkan namun belum
memenuhi kriteria pengujian kualitatif dan kuantitatif dari metode
g-PCR yaitu R2=0,980 [22].

Uji keterulangan (repeatability) yang dimaksudkan untuk
mengukur keterulangan hasil amplifikasi dari DNA 100% daging
celeng (konsentrasi DNA 50000 pg) serta bakso celeng 100% yang
dibeli dari pedagang dengan menghitung nilai standar deviasi (SD)
dan koefisien variasi (CV) rata-rata. Keterulangan menyatakan kede-
katan hasil antara seri pengukuran yang diperoleh dari beberapa
sampel yang homogen di bawah kondisi yang telah ditentukan dalam
waktu yang singkat. Nilai CV rata-rata yang dihasilkan dari pengu-
jian terhadap bakso referensi sebesar 8,7669 sedangkan dari bakso
pasaran sebesar 9,3984. Nilai ini memenuhi persyaratan CV maksi-
mal untuk ketepatan analisis q-PCR yang ditetapkan dalam Codex
Allimentarius Committee (CAC 2010) yaitu maksimal 25% [31].
Dengan demikian metode ini cukup presisi dan tepat untuk analisis

DNA celeng.
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Untuk melihat produk amplifikasi DNA daging celeng dengan
primer CYTBWB2 dilakukan sekuensing. Terdapat 3 metode yang
dapat digunakan untuk memverifikasi kebenaran produk PCR, yaitu
analisis restriksi menggunakan enzim restriksi endonuklease, hibri-
disasi probe, dan sekuensing DNA. Di antara ketiganya, sekuensing
DNA menjadi pilihan utama karena memberikan hasil urutan basa
yang dapat diandalkan. Namun, ia memiliki beberapa kelemahan se-
perti waktu pemrosesan yang lama, peralatan laboratorium yang
mahal, dan kurang cocok untuk analisis rutin.

Tahap awal proses sekuensing adalah penentuan panjang
amplikon, yang mana DNA celeng diamplifikasi dengan primer
CYTBWB2-wb menggunakan PCR konvensional kemudian hasilnya
divisualisasikan menggunakan elektroforesis agarosa. Satu pita ter-
bentuk paralel dengan marker pada kisaran 200 bp. Ini menun-
jukkan bahwa CYTBWB2-wb primer dapat memperkuat DNA celeng
secara spesifik. Ukuran amplikon yang terbentuk juga sesuai dengan
desain awal dimana amplikon in-silico diperkirakan 191 bp. Pita
tunggal dan jelas menunjukkan bahwa kondisi PCR yang digunakan
sudah cocok sehingga dapat dilanjutkan ke tahapan selanjutnya
yaitu sekuensing. Setiap fragmen disekuensing sebanyak dua kali
masing-masing menggunakan primer forward dan reverse, sehingga
urutan DNA yang diperoleh lebih akurat karena pembacaan dilaku-
kan dari arah depan dan belakang fragmen. Sekuensing urutan basa
produk amplifikasi menggunakan primer forward menghasilkan
amplikon sepanjang 159 bp, sedangkan primer reverse menghasil-
kan amplikon sepanjang 162 bp dalam urutan berikut (Gambar
11.25).
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Gambar 11.25. Hasil sekuensing DNA celeng menggunakan primer
(a) forward dan (b) reverse CYTBWB2 sebelum dilakukan alignment.

Diambil dari [32].

Data yang didapat disejajarkan menggunakan perangkat

lunak GeneStudio untuk mendapatkan data urutan amplikon leng-

kap. Sebelum analisis pensejajaran, salah satu urutan basa di atas

harus dibalik dan dilengkapi oleh pasangan nukleotida yang

sehingga dua urutan dasar berada di posisi yang sama. Pada

sesuai

dasar-

nya, urutan primer forward berada di posisi 5 '-> 3', sedangkan urut-

an primer reverse berkebalikan yaitu dari posisi 3 '-> 5', sebagaimana

ditunjukkan dalam Gambar 11.26.
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Contig Map of PCR Amplification Product
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Gambar 11.26. Urutan basa dari fragmen Cyt-B mtDNA setelah
dilakukan pensejajaran menggunakan software GeneStudio. Tanda
titik (.) menunjukkan hasil yang identik dan tanda strip (-) menun-
jukkan basa yang tidak teridentifikasi. Diambil dari [32].

Urutan basa yang sama menunjukkan bahwa primer forward dan
reverse mengamplifikasi area yang sama pada DNA target yang di-
isolasi dari daging celeng. Panjang amplikon yang terbentuk adalah
194 bp. Namun, hanya 186 basa yang dapat dibaca sementara yang

lain (8 basa) tidak dapat dibaca selama proses sekuensing. Ini dapat
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disebabkan oleh adanya ketidakcocokan (ANTP yang tidak kompa-
tibel dengan DNA polimerase) yang dapat terjadi secara alami. Enzim
DNA polimerase tidak memiliki aktivitas proofreading exonuclease 3
'sampai 5' sehingga dapat menyebabkan kesalahan instalasi basa
sekitar 1 dalam 9000 nukleotida. Jumlah ini sedikit berbeda dari
hasil desain in silico di mana ukuran amplikon adalah 191 bp. Hasil
sekuensing menunjukkan bahwa primer forward dan reverse dapat
menempel dengan sempurna ke DNA target. Seluruh basa primer
dapat teridentifikasi menunjukkan bahwa proses annealing berjalan
dengan baik sehingga DNA juga dapat teramplifikasi dengan baik.
Hasil urutan basa dari amplikon yang terbentuk dianalisis
dengan BLAST menggunakan software yang disediakan oleh NCBI.
Urutan basa yang diperoleh dibandingkan dengan urutan basa
celeng dari GenBank yang telah disediakan pada software tersebut.
Skor pensejajaran mendapat nilai tinggi (2200). Berdasarkan hasil
BLAST, dapat dinyatakan bahwa urutan 194 bp fragmen dari hasil
amplifikasi telah memenuhi area yang sesuai dengan estimasi area
amplifikasi. Jumlah skor total dan skor maksimum yang didapatkan
sama yaitu sebesar 329 dengan query cover 100%, menunjukkan
adanya kesesuaian tunggal. Sebagian besar primer menempel sem-
purna pada urutan DNA template dengan nilai kesesuaian yang
tinggi (2200) yang berarti bahwa dari akhir 5 'hingga akhir 3' primer
menempel pada urutan DNA template. Produk amplifikasi primer
CYTBWB2-wb memiliki kemiripan yang sangat tinggi dengan bebe-
rapa spesies celeng yang hidup di Indonesia, yaitu 98% dengan gen
Cyt-B mtDNA dari Sus barbatus yang hidup di Semenanjung Melayu,
Sumatra, Kalimantan, dan Kepulauan Sulu, 98% dengan gen Cyt-B
mtDNA dari Sus verrucosus yang endemik di pulau Jawa, Bawean,
dan Madura, 94% dengan gen Cyt-B mtDNA dari Sus scrofa yang
banyak ditemukan di Kalimantan Utara, 94% dengan Cyt-B gen

mtDNA dari Sus celebensis endemik di Sulawesi. Selain itu, produk
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amplifikasi juga memiliki kemiripan yang cukup tinggi dengan gen
Cyt-B dari beberapa spesies celeng dari luar negeri seperti Sus scrofa
riukiuanus dari Jepang, Sus scrofa cristatus dari Myanmar dan Thai-

land, dan Sus cebifron dari Filipina sebesar 93% (Tabel 11.7).

Tabel 11.7. Hasil percent identities dan gaps pada analisis BLAST
nukleotida antara fragmen sitokrom-B mtDNA (194 bp) dengan gen
celeng dari NCBI genbank [32].

Organisme Sequence ID Identities (%) Gaps (%)
Sus verrucosus GQ338963.1 98 1
Sus barbatus AM492661.1 98 1
Sus celebensis AY534298.1 94 1
Sus scrofa EUS531834.1 94 1
Sus scrofa riukiuanus LC133269.1 93 1
Sus cebifrons KF952600.1 93 1
Sus scrofa cristatus MG725631.1 93 1

Kemiripan antara amplikon dengan gen Cyt-B mtDNA celeng
sebesar 93-98% menunjukkan bahwa primer CYTBWB2-wb menem-
pel secara spesifik pada gen target yaitu Cyt-B mtDNA. Hasil ini me-
miliki banyak keuntungan dalam penggunaan primer CYTBWB2-wb
untuk analisis kontaminasi celeng. Kemiripan yang tinggi dengan
banyak jenis celeng menyebabkan primer ini dapat digunakan untuk
analisis celeng di banyak daerah baik di Indonesia maupun di luar
negeri di mana setiap wilayah memiliki spesies celeng yang berbeda.
Informasi ini sangat bermanfaat yang mana pada negara tersebut
juga banyak terdapat komunitas Muslim yang juga membutuhkan
autentikasi halal khususnya mengenai cemaran daging celeng.

Real-time PCR dengan menggunakan primer gen mitochon-
drial displacement Loop (D-Loop) 686 cytochrome b (cytb) digunakan
untuk identifikasi daging babi dalam abon dan dendeng. Hasilnya
menunjukkan bahwa metode real-time PCR dengan primer tersebut
mampu mengidentifikasi secara spesifik keberadaan DNA babi da-
lam abon dan dendeng dengan batas deteksi 5 pg/uL DNA babi [33]
[34]. Berbagai daging non-halal lainnya yang telah didentifikasi
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dengan metode PCR konvensional dan real-time PCR oleh kelompok
peneliti Halal Universitas Gadjah Mada adalah daging anjing [35][36]
[37], daging celeng [38] [39], dan daging daging tikus [2].

Selain untuk analisis daging non-halal, metode real-time PCR
juga telah digunakan untuk analisis gelatin babi dalam cangkang
kapsul. Primer yang digunakan sebagaimana dalam Tabel 11.8 [40].
Tabel 11.8. Primer yang dirancang untuk analisis DNA babi pada
gelatin babi dengan target mitokondria D-loop [40].

T t P t
arge Primer Sekuen roduc
fragmen Length
D-Loop 112 | F: 5>-TGCAAACCAAAACGCCAAGT-3’ 150
Mitokondria R: 5-TGCACGACGTACATAGGGT-3’
D-Loop D-Loop 108 | F: 5-CGTATGCAAACCAAAACGCCA-3’ 182
R: 5-GCTTATATGCATGGGGACTAGC-3’

Dari dua kandidat primer dari daerah D-Loop mitokondria
yang telah dirancang secara spesifik, hanya primer D-Loop 108 yang
mampu mengidentifikasi adanya DNA babi pada jaringan segar
(babi, sapi, ayam, kambing dan tikus) dan gelatin (babi, sapi dan
ikan lele) dengan metode real time PCR pada suhu penempelan
optimum 58,4°C. Primer D-Loop 108 tersebut secara spesifik mampu
mengidentifikasi adanya DNA babi hingga konsentrasi 5 pg baik
pada gelatin babi maupun cangkang kapsul berbahan campuran
gelatin babi-sapi menggunakan real time PCR (Gambar 11.27).

Suhu annealing (58,4°C) yang diperoleh dari hasil optimasi
digunakan untuk menguji spesifitas primer D-Loop 108 pada isolat
DNA dari sumber gelatin maupun isolat DNA jaringan segar. Uji spe-
sifitas primer terhadap isolat DNA babi, DNA sapi, DNA ayam, DNA
kambing, dan DNA tikus ditunjukkan pada Gambar 11.28. DNA babi
sudah mampu teramplifikasi pada Cq 17,46, sedangkan DNA sapi,
DNA ayam, DNA tikus, dan DNA kambing sampai pada siklus ke 35

tidak menunjukkan adanya amplifikasi.
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Gambar 11.27. Kurva amplifikasi (A) dan puncak denaturasi (B)
dengan menggunakan primer D-Loop 112 pada berbagai suhu

annealing 52,0; 52,7; 54,0; 55,9; 38,4; 60,3; 61,4; 62,0°C. Garis
merah: respon dari isolat DNA babi, garis biru: respon dari isolat

DNA sapi [40].
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Gambar 11.28. Kurva amplifikasi (A) dan puncak denaturasi (B)
spesifitas primer D-Loop 108 terhadap amplifikasi isolat DNA pada
jaringan segar. Garis merah: babi, garis biru: sapi, garis kuning:
ayam, garis merah muda: tikus, garis oranye: kambing [40].
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Hasil isolat DNA pada cangkang kapsul buatan dianalisis
dengan primer D-Loop 108 yang spesifik pada suhu annealing
58,4°C. Hasil analisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
menunjukkan tingkat kemurnian dan konsentrasi DNA hasil isolasi
yang rendah. Hal ini dapat mempengaruhi kualitas dan jumlah
amplifikasi DNA. Hasil amplifikasi isolat DNA pada cangkang kapsul
buatan ditunjukkan oleh Gambar 11.29.

Amplifikasi Puncak Denaturasi
T T 1]
am ¢ 5
.‘i(. ]
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wo { w
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]
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T
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Gambar 11.29. Kurva amplifikasi (A) dan puncak denaturasi (B)
spesifitas primer D-Loop 108 terhadap cangkang kapsul buatan. (a)
sapi 100%, (b) babi 100%, (c) babi: sapi 50%, (d) babi: sapi 40%, (e)
babi: sapi 30%, (f) babi: sapi 20%, (g) babi: sapi 10% [40].

Metode real time PCR kemudian diaplikasikan pada analisis
cangkang kapsul yang beredar di pasaran yang meliputi cangkang
kapsul kosong dari beberapa produsen maupun sediaan cangkang
kapsul lunak bersertifikat halal. Isolat DNA kemudian diamplifikasi
dengan menggunakan primer D-Loop 108 dengan suhu penempelan
58,4°C secara real time PCR. Hasil amplifikasi ditunjukkan oleh
Gambar 11.30. Tidak ada amplifikasi yang terjadi pada cangkang
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kapsul komersial. Hal ini menunjukkan bahwa 5 sampel cangkang

kapsul komersial tersebut tidak mengandung DNA babi.

A mplifikasi Puncak Denaturasi

RFU
-d(RFUY AT

-0

Gambar 11.30. Kurva amplifikasi (A) dan puncak denaturasi (B)
cangkang kapsul komersial menggunakan primer D-Loop 108. Tidak
ada isolat DNA yang teramplifikasi [40].

Saat ini telah tersedia suatu metode berbasis PCR yang de-
teksinya dengan model strip sehingga sesuai untuk analisis di la-
pangan (point of care). Yin et al. telah mengembangkan metode Pig-
PCR-Strip (strip yang spesifik untuk DNA babi). Uji ini mendasarkan
pada amplifikasi PCR, hibridisasi produk PCR dengan probe diikuti
dengan deteksi system strip. Dengan format ini, produk PCR dapat
diamati secara langsung dengan mata dalam 3 menit. Metode ini da-
pat mendeteksi komponen-komponen babi dengan batas deteksi
0,01% daging babi dalam daging lainnya [41].

Tabel 11.8 meringkas aplikasi PCR konvensional dan real-

time PCR dengan berbagai variasinya untuk analisis autentikasi
halal.
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