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ABSTRACT 
 

Gelatin is commonly used as a gelling and thickening agent in confectionery products and is considered 
a critical material in terms of its halal status. Real-time Polymerase Chain Reaction (real-time PCR) is 
frequently employed as an analytical tool to detect traces of pork in food items. Although the real-time PCR 
method using the Tanabe primer and Internal Positive Control (IPC) has been validated effectively, its 
sensitivity or Limit of Detection (LOD) for confectionery products has yet to be determined. This study aims 
to determine the sensitivity of real-time PCR with Tanabe primers and IPC towards the confectionery 
products (gummy candy, marshmallow, and lozenges). Confirmation of this method on commercial 
marshmallow products known to contain porcine gelatin was also carried out. In this study, the LOD (% w/w) 
of porcine gelatin in bovine gelatin was initially determined. The findings revealed that the LOD (% w/w) was 
0.01% with a cycle threshold (Ct) value of 39.20±1.72. The next step involved determining the LOD (% w/w) 
of porcine gelatin in various confectionery products such as lozenges, gummy candy, and marshmallows. 
The LOD (% w/w) for lozenges and gummy candy was found to be 0.1% with Ct values of 40.93±0.15 and 
38.72±0.18, respectively. Marshmallows exhibited an LOD of 0.01% with a Ct value of 41.14±2.96. Finally, 
this method was applied to commercial confectionery products containing porcine gelatin, and the real-time 
PCR effectively detected porcine gelatin with high sensitivity. 
 

Keywords: confectionery, LOD, porcine gelatin, real-time PCR 

ABSTRAK1 
 

Gelatin merupakan salah satu ingredien yang banyak digunakan sebagai bahan pembentuk gel dan 
pengental dalam produk confectionery dan sebagai bahan kritis dari segi kehalalannya. Real-time 
Polymerase Chain Reaction (real-time PCR) banyak digunakan untuk mendeteksi residu babi di dalam 
produk. Sejauh ini, belum ada penelitian yang melaporkan sensitivitas atau limit deteksi (LOD) metode real-
time PCR dengan primer Tanabe dan Internal Positive Control (IPC) dalam mendeteksi gelatin babi pada 
produk confectionery. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan sensitivitas metode real-time PCR dengan 
primer Tanabe dan IPC terhadap produk confectionery (gummy candy, marshmallow, dan lozenges). 
Konfirmasi metode tersebut terhadap produk marshmallow komersial yang diketahui mengandung gelatin 
babi juga dilakukan. Penelitian ini diawali dengan penentuan LOD (% b/b) gelatin babi di dalam gelatin sapi. 
Hasilnya menunjukkan bahwa nilai LOD pada sampel tersebut adalah 0,01% dengan nilai cycle threshold 
(Ct) 39,20±1,72. Tahap kedua adalah menentukan LOD (% b/b) gelatin babi di dalam produk confectionery 
seperti lozenges, gummy candy, dan marshmallow. LOD (% b/b) gelatin babi pada lozenges dan gummy 
candy adalah 0,1% dengan nilai Ct masing-masing sebesar 40,93±0,15 dan 38,72±0,18, sedangkan LOD 
untuk sampel marshmallow adalah 0,01% dengan nilai Ct 41,14±2,96. Tahap terakhir adalah 
mengaplikasikan metode tersebut terhadap produk confectionery komersial yang diketahui mengandung 
gelatin babi. Hasilnya menunjukkan bahwa semua sampel dapat terdeteksi dengan baik. Hasil penelitian ini 
menunjukkan bahwa metode real-time PCR dengan primer Tanabe dan IPC mampu mendeteksi gelatin 
babi pada produk confectionery dengan sensitivitas yang tinggi.   
 

Kata kunci: gelatin babi, LOD, produk confectionery, real-time PCR 

 
*Penulis Korespondensi: E-mail: nancy_dewi@apps.ipb.ac.id 

https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/


https://doi.org/10.6066/jtip.2023.34.1.119 J. Teknol. dan Industri Pangan Vol. 34(1): 119-126 Th. 2023   

120 

PENDAHULUAN 
 

Indonesia merupakan salah satu negara dengan 
mayoritas penduduknya beragama Islam.  Konsumsi 
produk pangan halal di Indonesia dapat mencapai 
146,7 miliar USD (Global Islamic Economic Report, 
2022). Oleh karena itu, penyediaan produk pangan 
halal sangat penting untuk melindungi masyarakat 
muslim di Indonesia. Berdasarkan Undang-undang 
Nomor 33 Tahun 2014 tentang Sistem Jaminan Halal, 
produk pangan yang beredar di Indonesia wajib 
disertifikasi halal sebagai jaminan status kehalal-
annya. 

Salah satu ingredien yang banyak digunakan 
dan sangat menentukan dari status kehalalan produk 
pangan adalah gelatin. Gelatin merupakan produk 
turunan protein dari kolagen hewan melalui proses 
hidrolisis parsial (Hassan et al., 2018). Indonesia 
masih harus memenuhi kebutuhan gelatin dari impor, 
baik untuk kebutuhan pangan maupun non-pangan. 
Berdasarkan data dari Badan Pusat Statistik (BPS) 
tahun 2020, jumlah impor gelatin mencapai 4658,966 
ton. Gelatin dapat diproduksi dari tulang atau kulit, 
seperti dari sapi, ikan, kerbau atau babi. Grand View 
Research (2020) melaporkan bahwa kulit babi meru-
pakan sumber gelatin yang mendominasi di pasar 
gelatin dunia yang menyumbang 28,9% pada tahun 
2019.   

Gelatin banyak digunakan dalam produk con-
fectionery karena memiliki kemampuan membentuk 
gel dan mengentalkan yang baik (Sultana et al., 
2018). Produk confectionery yang diimpor ke Indone-
sia dapat mencapai 5884,51 ton pada tahun 2020 
(BPS, 2020). Produk ini memiliki peluang yang tinggi 
untuk menggunakan gelatin babi karena harganya 
yang relatif murah dan ketersediannya yang melim-
pah dibandingkan dengan gelatin dari sumber lainnya 
(Sultana et al., 2018). Gelatin babi dapat diproduksi 
dalam waktu yang lebih singkat (30 hari) dibanding-
kan gelatin sapi (60-80 hari). Gelatin babi juga memi-
liki kualitas gelatin yang baik, dan biaya produksi 
yang relatif rendah (Sultana et al., 2018; Kamandi et 
al., 2022). Mengingat kemungkinan adanya penggu-
naan gelatin babi, baik sengaja digunakan maupun 
akibat tercampur oleh sumber gelatin lainnya, maka 
autentikasi dan konfirmasi terhadap gelatin maupun 
produk confectionery penting dilakukan untuk meng-
identifikasi ada tidaknya cemaran gelatin babi. 

Berbagai macam metode telah dilakukan dalam 
menentukan sensitivitas berupa Limit of Detection 
(LOD) yang berdasarkan berat gelatin babi (% b/b) di 
dalam sampel. LOD adalah konsentrasi terkecil yang 
dapat terdeteksi di dalam sampel. Metode spektro-
metri massa telah digunakan dalam membedakan 
gelatin babi dengan gelatin sapi yang memiliki nilai 
LOD kisaran 1-0,1% b/b, tergantung pada jenis meto-
de yang digunakan (Guo et al., 2018; Yang et al., 
2018; Stahl-Zeng et al., 2019). Metode SDS-PAGE 

diketahui memiliki nilai LOD sebesar 5% b/b dalam 
mendeteksi gelatin babi di dalam gelatin sapi (Azira 
et al., 2014). Rapid test berupa Lateral Flow Device 
(LFD) dapat mendeteksi gelatin babi di dalam gummy 
candy dengan nilai LOD sebesar 2,5% b/b (Masiri et 
al., 2016). Suatu sensor berupa Surface Plasmon 
Resonance (SPR) juga dapat mendeteksi cemaran 
gelatin babi di dalam gelatin jeli dengan nilai LOD 
sebesar 0,66% b/b (Wardani et al., 2019).  

Metode analisis yang telah dijelaskan merupa-
kan metode yang berdasarkan pada biomarker beru-
pa protein. Pada saat gelatin dilibatkan dalam proses 
pengolahan seperti pemanasan, maka protein bio-
marker dapat mengalami denaturasi sehingga menu-
runkan sensitivitas metode (Nikzad et al. 2017; Omar 
et al., 2018; Kamandi et al., 2022). Berbeda dengan 
DNA yang diketahui memiliki sifat yang relatif stabil 
terhadap pemanasan, sehingga masih dapat berta-
han (Nikzad et al., 2017; Omar et al., 2018; Kamandi 
et al., 2022). Hal ini diperkuat oleh penelitan dari 
Karni et al. (2013) yang menunjukkan bahwa DNA 
dapat terdegradasi sempurna apabila melewati suhu 
190°C. Oleh karena itu, metode yang berdasarkan 
DNA seperti Polymerase Chain Reaction (PCR) da-
pat digunakan sebagai metode deteksi gelatin babi di 
dalam produk olahan yang melibatkan pemanasan 
(Kamandi et al., 2022).  

PCR adalah teknik analisis dengan amplifikasi 
DNA secara in vitro yang terdiri dari tahap yang 
bersiklus dan terjadi duplikasi jumlah target DNA 
untai ganda pada setiap siklusnya (Yustinadewi et al., 
2018). Salah satu jenis PCR yang sudah digunakan 
dalam konfirmasi gelatin adalah real-time PCR. Gela-
tin babi dapat terdeteksi di dalam campuran gelatin 
sapi dan gelatin babi dengan nilai LOD kisaran 5-
0,01% b/b pada metode real time PCR (Demirhan et 
al., 2012; Yang et al., 2020; Yayla dan Doğan, 2021). 
Selain itu, gelatin babi yang ditambahkan ke dalam 
bubuk kaldu ramen memiliki nilai LOD kisaran 1-
0,05% b/b bergantung pada jenis primer yang 
digunakan (Kang et al., 2018). Gelatin babi yang 
ditambahkan ke dalam marshmallow dan gum drop 
yang telah menjadi bubuk dapat terdeteksi dengan 
nilai LOD sebesar 1% b/b (Demirhan et al., 2012).  

Standar acuan metode real-time PCR adalah 
SNI ISO 20224-3:2021 yang menggunakan target 
gen beta aktin (gen ACTB) pada Sus scrofa untuk 
produk daging dan olahannya. Heryani (2020) mem-
validasi metode real-time PCR untuk autentikasi DNA 
babi dengan menggunakan primer dari Tanabe yang 
menargetkan gen cytochrome-b dan exogenous 
Internal Positive Control (IPC) dengan parameter 
robustness, spesifisitas, LOD DNA babi, efisiensi 
amplifikasi, dan linieritas. Nilai-nilai yang diperoleh 
menunjukkan bahwa metode tersebut baik untuk 
digunakan sebagai metode deteksi DNA. Namun, 
sensitivitas dan LOD metode tersebut dalam mende-
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teksi gelatin babi (% b/b) pada produk confectionery 
belum ditentukan.  

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan sensi-
tivitas real-time PCR dengan primer Tanabe dan IPC 
berupa nilai LOD gelatin babi (% b/b) terhadap 
beberapa produk confectionery yaitu gummy candy, 
marshmallow, dan lozenges. Konfirmasi metode ter-
sebut terhadap produk marshmallow komersial yang 
diketahui mengandung gelatin babi juga dilakukan. 

BAHAN DAN METODE 
 
Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah kit ekstrasi DNA Kogene Powerprep Gelatin 
No. E0102 (Kogene, Korea Selatan), primer forward 
5’-CTTGCAAATCCTAACA GGCCTG-3’ (Thermo 
Fisher Scientific, Amerika), primer reverse 5’-
CGTTTGCATGTAGATAGC GAATAAC-3’ (Themo 
Fisher Scientific, Amerika), TaqMan MGB Probe 5’-
(FAM)-ACAGCT TTCTCATCAGTTAC-(NFQ)(MGB)-
3’ (Thermo Fisher Scientific, Amerika), TaqMan™ 
Exogenous Internal Positive Control Reagents 
(Themo Fisher Scientific, Amerika), TaqpathTM 
ProAmpTM Master Mix (Themo Fisher Scientific, 
Amerika), etanol 75% pro analis (Smart-lab, Indo-
nesia), etanol 96% pro analis (Smart-lab, Indonesia), 
nuclease-free water (Themo Fisher Scientific, Ameri-
ka), gelatin babi komersial (Green Lakes, Inggris), 
gelatin sapi komersial (GLT, Australia), sukrosa 
(Gulaku, Indonesia), sirup fruktosa (Rosebrand, Indo-
nesia), perisa stroberi (Toffleco, Indonesia), perisa 
mints (Toffleco, Indonesia), maizena (Egafood, Indo-
nesia), siruplus simpleks, metil paraben (Akema, Ita-
lia), dan gliserin (Echogreen Oleochemicals, Singa-
pore). 
 
Rancangan penelitian 

Penelitian diawali dengan menentukan nilai LOD 
(% b/b) terhadap gelatin babi di dalam campuran 
gelatin sapi dan gelatin babi. Komposisi gelatin babi 
yang digunakan di dalam campuran gelatin sapi dan 
gelatin babi adalah 0,0025; 0,005; 0,01; 0,025; 0,05; 
0,1; 0,5; 1; dan 5% b/b. Pada tahap kedua dilakukan 
penentuan nilai LOD (% b/b) terhadap produk con-
fectionery yang terdiri dari gummy candy, marsh-
mallow, dan lozenges. konsentrasi gelatin babi yang 
digunakan pada gummy candy adalah 0,0025; 0,01; 
0,1; dan 0,5%, sedangkan marshmallow adalah 
0,0025; 0,01; dan 0,1%, serta lozenges adalah 0,01; 
0,1; dan 0,5%. Tahap terakhir adalah menguji sensi-
tivitas metode terhadap dua produk marshmallow 
komersial yang diketahui mengandung gelatin babi 
pada label produk. Sampel dari semua tahap dilaku-
kan ektraksi secara simplo, lalu dilakukan pengukur-
an konsentrasi dan kemurnian DNA dengan mikro-
volume spektrofotometer (Themo Fisher Scientific, 

Amerika) secara duplo. Setelah itu dilakukan analisis 
dengan real-time PCR (Kogene, Korea Selatan) 
dengan pengulangan duplo untuk menentukan LOD 
(% b/b).  
 
Pembuatan marshmallow  

Pembuatan marshmallow berdasarkan Arizona 
et al (2021). Pada tahap pertama dilakukan pembuat-
an larutan gelatin dan larutan gula. Gelatin (7,21 g) 
dan air aquades (24,26 mL) dipanaskan hingga suhu 
±70°C selama 10-15 menit. Pada saat bersamaan, 
dilakukan juga pemanasan sukrosa (24,26 g) dan 
sirup fruktosa (24,26 mL) hingga suhu ±110°C 
selama 10-15 menit. Kedua larutan tersebut kemudi-
an dicampurkan dan diaduk dengan mixer selama 5-
10 menit hingga campuran merata dan mengembang. 
Campuran kemudian dituangkan ke wadah yang 
telah diberi tepung maizena dan didiamkan selama 
±12 jam.   

 
Pembuatan gummy candy  

Pembuatan gummy candy dilakukan berdasar-
kan Graboski et al. (2018). Bubuk gelatin (5 g) dicam-
purkan ke dalam aquades (20 mL), lalu didiamkan 
selama 10 menit. Sampel kemudian dipanaskan pa-
da suhu 70°C selama 10-20 menit hingga larut dan 
tidak terdapat gumpalan. Selanjutnya, sukrosa 
(24,995 g) dan stroberi essens (0,005 g) ditambahkan 
pada larutan tersebut, dan diaduk dengan stirrer 
hingga larut. Campuran lalu dituangkan pada cetakan 
jeli dan dikeringkan pada suhu ruang (25±2°C) 
selama 12 jam.  

 
Pembuatan lozenges  

Pembuatan lozenges berdasarkan pada Aryani 
et al. (2015). Gelatin (6 g) dan aquades (10 mL) 
dicampurkan dan didiamkan selama 10 menit. Cam-
puran tersebut lalu dipanaskan pada suhu 70°C sela-
ma 10-15 menit hingga larut dan tidak ada gumpalan. 
Sampel kemudian dilakukan penambahan gliserin 
(1,5 g) sambil terus dilakukan pengadukan. Campur-
an tersebut lalu dipanaskan selama 5 menit dan 
ditambahkan sirup simpleks (26,5 mL) sambil diaduk. 
Selanjutnya, stroberi essens (0,11 g) ditambahkan, 
lalu dipanaskan kembali selama 5 menit. Campuran 
kemudian didiamkan pada suhu ruang selama 5 
menit dan ditambahkan metil paraben (0,04 g) serta 
mint essens (0,22 mL). Campuran diaduk kembali 
dan dituangkan pada cetakan jeli dan didiamkan 
selama ±12 jam.  

 
Ekstraksi DNA 

Metode ekstraksi DNA dilakukan dengan 
Powerprep gelatin extraction kit cat. No. E0102 
(Kogene, Korea Selatan). Sebanyak 400 mg gelatin 
atau 200 mg produk olahan ditimbang dan dimasuk-
kan ke dalam tabung 2 mL lalu ditambahkan premiks 
lisis untuk sampel gelatin yang terdiri dari 3,2 μL 
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dithiothreitol, 16 μL RNAse, 16 μL proteinase, dan 
320 μL buffer lisis. Pada sampel produk confectionery, 
volume premiks yang digunakan adalah sebanyak 
dua kali lipat dari sampel gelatin. Campuran kemu-
dian diinkubasi pada suhu 65°C selama 90 menit 
dengan thermoshaker (Ditabis, Jerman). Selanjutnya, 
320 μL buffer pengikat ditambahkan pada campuran, 
diinkubasi kembali pada 65°C selama 10 menit, lalu 
ditambahkan 320 μL etanol 96% pro analisis dan 
divorteks. Sebanyak 600 μL dari larutan sampel 
tersebut dipindahkan ke tabung DNA binding-column. 
Sampel kemudian disentrifugasi selama 3 menit pada 
12000 rpm. Filtrat yang ada di tabung tersebut di-
buang, lalu ditambahkan 500 μL buffer pencuci tanpa 
mengenai dinding. Sentrifugasi kemudian dilanjutkan 
selama 2 menit pada 12000 rpm. Filtrat pada tabung 
dibuang kembali, dan ditambahkan 500 μL etanol 
75%, kemudian disentrifugasi kembali selama 2 
menit (12000 rpm). Filtrat yang ada di tabung dibuang 
dan disentrifugasi kembali selama 4 menit pada 
12000 rpm. Isi tabung kemudian ditransfer ke tabung 
1,5 mL dan ditambahkan 100 μL buffer elusi, dan 
disentrifugasi selama 4 menit pada 8000 rpm. Sam-
pel tersebut dilakukan pengukuran konsentrasi dan 
kemurnian DNA dengan mikrovolume spektrofoto-
meter dengan melihat perbandingan nilai Optical 
Density (OD) pada panjang gelombang 260 nm dan 
280 nm (OD 260/280). Jika nilai OD 260/280 berada 
di antara 1,8-2,0 maka sampel tersebut memiliki ke-
murnian tinggi dan tidak ada indikasi kontaminasi. 
Nilai di bawah 1,8 mengindikasikan kontaminasi pro-
tein, sedangkan nilai di atas 2,0 mengindikasikan 
kontaminasi RNA (Yayla dan Doğan, 2021; Salamah 
et al., 2021). Sampel DNA tersebut disimpan pada 
freezer bersuhu -20°C hingga waktu analisis. 

 
Amplifikasi real-time PCR 

Amplifikasi real-time PCR berdasarkan pada 
Heryani (2020). Tahap pertama adalah melakukan 
pembuatan larutan reaksi campuran untuk satu sam-
pel yang terdiri dari 1 μL primer forward (7,5 μM), 1 
μL primer reverse (7,5 μM), 1 μL probe (5 μM), 12,5 

μL taqpath (2X), 2,5 μL IPC mix (10x), dan 0,5 μL IPC 
DNA (50x). Sebanyak 18,5 μL campuran tersebut 
dimasukkan ke dalam tabung PCR. Sebanyak 6,5 μL 
sampel DNA dimasukkan ke dalam tabung PCR ter-
sebut sehingga diperoleh total volume 25 μL. Selan-
jutnya, tabung PCR berisi larutan sampel campuran 
dimasukkan ke dalam real-time PCR. Kondisi reaksi 
pada real-time PCR adalah sebagai berikut: tahap 
inisiasi dilakukan selama 2 menit pada suhu 50°C 
dan 10 menit pada suhu 95°C, lalu dilanjutkan 
dengan 44 siklus pada suhu 95°C selama 15 detik 
dan suhu 60°C selama 1 menit. Pada penelitian ini, 
DNA dari daging babi digunakan sebagai kontrol 
positif, sedangkan nuclease-free water digunakan 
sebagai kontrol negatif.  

Hasil real-time PCR dinyatakan dalam nilai cycle 
threshold (Ct), yaitu nilai yang menunjukkan jumlah 
siklus yang dibutuhkan hingga sinyal fluoresens 
melewati ambang yang menandakan terdeteksinya 
DNA target. Nilai Ct pada semua sampel dalam 
penelitian ini dinyatakan dalam rata-rata ± standar 
deviasi. Konsentrasi terkecil yang terdeteksi pada 
semua pengulangan duplo dinyatakan sebagai LOD 
(% b/b). Pada penelitian ini didapatkan konsentrasi 
terkecil/LOD gelatin babi di dalam campuran gelatin 
babi dan gelatin sapi sebesar 0,01% b/b, sedangkan 
pada produk confectionery didapatkan pada kisaran 
0,1-0,01% b/b. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Nilai LOD gelatin babi (% b/b) di dalam gelatin 
sapi 

Hasil penentuan nilai LOD gelatin babi di dalam 
gelatin sapi dapat dilihat pada Tabel 1. Beberapa 
sampel (0,0025; 0,01; 0,025; 1; dan 5% b/b) memiliki 
nilai OD 260/280 di atas 2,0 yang menandakan 
adanya kontaminasi protein pada sampel-sampel 
tersebut. Sampel 0,05; 0,1; dan 0,5% b/b memiliki 
nilai kermunian tanpa kontaminasi protein karena 
berada di kisaran 1,8-2,0. 

 
Tabel 1. Hasil uji penentuan nilai LOD gelatin babi (% b/b) di dalam campuran gelatin sapi dan gelatin babi 
Table 1. LOD value of porcine gelatin (% w/w) in bovine gelatin and porcine gelatin mixture 

Konsentrasi Gelatin Babi (% b/b) 
Porcine Gelatin Concentration 

(% w/w) 
Ct 

Konsentrasi DNA (ng/μL) 
(DNA Concentration 

(ng/μL)) 

Kemurnian DNA 
(OD 260/280) 

(DNA Purity (OD 260/280)) 
IPC 

0.0025 ND 6.10±2.23 2.23±0.21 + 
0.01 39.20±1.72 6.45±0.07 2.32±0.17 + 
0.025 38.51±2.07 4.65±0.07 2.82±0.00 + 
0.05 37.75±0.43 2.95±0.21 1.87±0.08 + 
0.1 36.47±0.35 4.55±0.35 1.80±0.04 + 
0.5 35.62±0.01 2.25±0.21 1.97±0.17 + 
1 33.95±0.10 3.55±0.07 2.26±0.26 + 
5 31.57±0.12 4.6±0.14 2.12±0.05 + 
Kontrol positif (Positive control) 16.21±0.24 10 1.8 + 
Kontrol negatif (Negative control) ND - - + 

Keterangan: ND = Not Detected 
Note: ND = Not Detected 
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Walaupun terdapat sampel yang terindikasi 
mengalami kontaminasi, kurva amplifikasi pada real-
time PCR dapat diamati sehingga dapat dikonfirmasi-
kan bahwa ekstraksi DNA berjalan dengan lancar. 
IPC pada tiap sampel terdeteksi yang menandakan 
tidak ada inhibitor yang mengganggu proses amplifi-
kasi real-time PCR. Konsentrasi DNA yang diperoleh 
memiliki nilai yang bervariasi, namun dapat terdeteksi 
kurva amplifikasinya. Berdasarkan Tabel 1, pada saat 
konsentrasi 0,0025% b/b, gelatin babi di dalam cam-
puran gelatin sapi dan gelatin babi tidak terdeteksi 
oleh metode real-time PCR, sedangkan konsentrasi 
gelatin babi 5-0,01% b/b dapat terdeteksi. Konsen-
trasi terkecil yang dapat terdeteksi adalah 0,01% b/b 
dengan nilai Ct sebesar 39,20±1,72. Nilai tersebut 
adalah nilai LOD (% b/b) gelatin babi di dalam gelatin 
sapi pada metode real-time PCR ini.  

Beberapa peneliti melaporkan nilai LOD (% b/b) 
gelatin babi di dalam gelatin sapi yang menunjukkan 
bahwa primer atau metode real-time PCR yang 
berbeda dapat memberikan nilai LOD (%b/b) yang 
berbeda. Penelitian dari Nikzad et al. (2017) meng-
gunakan metode duplex dan simplex real-time PCR 
dengan primer target gen cytochrome-b (149 dan 212 
bp amplicon), yaitu metode simplex atau duplex real-
time PCR dengan kedua primer tersebut dapat men-
deteksi gelatin babi sebesar 0,1% b/b. Menurut 
Demirhan et al. (2012), real-time PCR dengan meng-
gunakan komersial kit dapat mendeteksi gelatin babi 
di dalam campuran gelatin sapi dan gelatin babi 
sebesar 1% b/b. Penelitian dari Yayla dan Doğan 
(2021) menunjukkan bahwa real-time PCR meng-
gunakan primer 95 bp amplicon dengan target gen 
MPRE42 memiliki nilai LOD (% b/b) gelatin babi 
sebesar 0,01% (metode Tube Gel), 0,1% (metode 
Biotecon), dan di atas 5% (metode R-Biopharm), 

yang dipengaruhi oleh metode ekstraksi yang digu-
nakan.  

Penelitian ini menggunakan primer Tanabe yang 
menargetkan gen cytochrome-b. Brezna dan Piknova 
(2013) telah mengindentifikasi beberapa jenis primer 
dari berbagai macam penelitian melalui review. 
Berdasarkan review tersebut primer Tanabe memiliki 
sensitivitas yang paling tinggi yang dapat mendeteksi 
DNA babi pada konsentrasi 0,01-0,1 pg/μL. Cyto-
chrome-b sebagai salah satu gen DNA dari mitokon-
dria yang paling umum digunakan dalam analisis 
PCR. Gen tersebut sering digunakan dalam peneli-
tian terkait filogenik dan memiliki variabilitas inter-
spesies yang tinggi (Mohamad et al. 2013). Gen ini 
memiliki urutan nukleotida yang terkonservasi tinggi 
yang diketahui spesifik terhadap spesies (Posik et al. 
2016). Dalam penelitian ini, metode real-time PCR 
memberikan nilai LOD (% b/b) yang lebih kecil diban-
dingkan dengan penelitian yang telah disebutkan di 
atas. Hal ini menandakan bahwa metode dalam 
penelitian ini memiliki sensitivitas yang lebih tinggi 
dibandingkan dengan metode real-time PCR lain 
dalam mendeteksi gelatin babi di dalam campuran 
gelatin sapi dan gelatin babi.  
 
Nilai LOD gelatin babi (% b/b) di dalam produk 
confectionery 

Tabel 2 menunjukkan hasil uji nilai LOD (% b/b) 
gelatin babi di dalam gummy candy, marshmallow, 
dan lozenges dengan konsentrasi gelatin babi yang 
berbeda. Pada nilai kemurnian DNA terlihat bahwa 
sebagian besar sampel melebihi nilai 2 yang menan-
dakan adanya kontaminasi protein. Selain itu, nilai 
konsentrasi DNA yang diperoleh bervariasi tiap kon-
sentrasi dari tiap sampel. 

 
Tabel 2. Hasil uji penentuan nilai LOD gelatin babi (% b/b) di dalam produk confectionery 
Table 2. LOD value of porcine gelatin in confectionery products 

Konsentrasi Gelatin Babi pada Produk 
Confectionery (% b/b) 

(Porcine Concentration in Confectionery 
Products (% w/w)) 

Ct 
Konsentrasi DNA (ng/μL) 

(DNA Concentration 
(ng/μL)) 

Kemurnian DNA 
(OD 260/280) 
(DNA Purity 

(OD 260/280)) 

IPC 

Gummy Candy     

0.0025 ND 2.45±0.07 2.08±0.09 + 
0.01 ND 6.65±0.07 2.76±0.16 + 
0.1 38.72±0.18 3.10±0.14 2.27±0.18 + 
0.5 36.84±1.05 5.85±0.35 2.21±0.01 + 

Marshmallow     

0.0025 ND 3.90±0.28 2.30±0.41 + 
0.01 41.14±2.96 3.25±0.35 2.54±0.45 + 
0.1 39.19±0.19 2.40±0.14 1.60±0.08 + 

Lozenges     

0.01 ND 4.05±0.21 2.14±0.28 + 
0.1 40.93±0.15 3.85±0.21 2.20±0.08 + 
0.5 37.13±0.12 3.95±0.07 2.12±0.05 + 

Kontrol positif (Positive control) 18.06±0.18 10 1.8 + 
Kontrol negatif (Negative control) ND - - + 

Keterangan: ND = Not Detected 
Note: ND = Not Detected 
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Walaupun konsentrasi bervariasi dan nilai 
kemurnian melebihi nilai 2, namun kurva amplifikasi 
dapat terlihat sehingga dapat disimpulkan bahwa 
proses amplifikasi maupun ekstraksi DNA berjalan 
lancar. Hal ini juga diperkuat dengan nilai IPC yang 
diperoleh semua sampel terdeteksi sehingga tidak 
ada inhibitor yang mengganggu proses amplifikasi. 
Pada produk gummy candy dan lozenges diketahui 
bahwa nilai Ct pada konsentrasi di bawah 0,1% b/b 
sudah tidak terdeteksi. LOD kedua produk adalah 
0,1% dengan nilai Ct masing-masing 38,72±0,18 dan 
40,93±0,15. Pada produk marshmallow, nilai LOD (% 
b/b) lebih rendah dibandingkan dengan produk lain, 
yaitu 0,01% b/b dengan nilai Ct 41,14±2,96. Perbeda-
an nilai LOD (% b/b) ini dapat disebabkan oleh perbe-
daan waktu pada pemanasan. Lozenges dan gummy 
candy memiliki waktu pemanasan yang relatif sama 
yaitu sekitar 30 menit, sedangkan waktu pemanasan 
marshmallow lebih pendek yaitu sekitar 15 menit.  

Pemanasan dapat menyebabkan DNA meng-
alami fragmentasi yang dapat memengaruhi hasil 
analisis real-time PCR (Mano et al., 2017).  
Bitskinashvili et al. (2019) menyatakan bahwa salah 
satu faktor kritis yang mempengaruhi analisis real-
time PCR dalam identifikasi ingredien pangan adalah 
waktu kontak pemanasan. Pada penelitian tersebut 
dijelaskan bahwa DNA mengalami degradasi pada 
saat sampel dipanaskan pada suhu 121°C, yang 
intensitasnya tergantung pada waktu pemanasan. 
Hal ini mengindikasikan semakin lama durasi pema-
nasan, maka sensitivitas/LOD metode real-time PCR 
semakin menurun.  

Penelitian kuantitatif yang berkaitan dengan 
penentuan LOD gelatin babi di dalam produk con-
fectionery masih terbatas. Selain itu, LOD gelatin babi 
di dalam produk confectionery pada metode real-time 
PCR dengan primer Tanabe dan IPC masih belum 
diketahui. Berdasarkan penelitian dari Demirhan 
(2012), marshmallow dan gum drop yang ditambah-
kan gelatin babi dapat terdeteksi dengan real-time 
PCR yang menggunakan kit komersial sebesar 1% 
(b/b). Penelitian lain yang menggunakan LFD dapat 
mendeteksi gelatin babi di dalam gummy candy de-
ngan nilai LOD sebesar 2,5% b/b (Masiri et al., 2016). 
Pada penelitian ini LOD (% b/b) pada produk 
confectionery adalah 0,1-0,01% b/b yang menunjuk-
kan metode ini memiliki sensitivitas yang lebih tinggi 
dibandingkan dengan kit komersial real-time PCR 
dan rapid test.  

Sensitivitas yang tinggi pada metode real-time 
PCR dalam penelitian ini dapat digunakan dalam 
mendeteksi indikasi pelabelan palsu pada produk 
confectionery.  Pelabelan palsu pada produk pangan 
menjadi isu yang umum terjadi di seluruh dunia 
(Supiah, 2018). Beberapa penelitian menunjukkan 
bahwa terdapat produk confectionery komersial de-
ngan indikasi pelabelan palsu yang terdeteksi subs-
tansi babi dengan analisis real-time PCR (Sultana et 
al., 2020; Sultana et al., 2018; Demirhan et al., 2012). 
Metode pada penelitian ini juga dapat digunakan 
dalam mendeteksi kontaminasi silang pada produk 
confectionery. Kontaminasi silang dapat terjadi pada 
peralatan produksi yang digunakan maupun pada 
jalur produksi. Adanya substansi babi di bawah 0,1% 
pada produk dapat dipertimbangkan sebagai konta-
minasi silang pada jalur produksi dari pada adulterasi. 
Konsentrasi rendah tersebut tidak menguntungkan 
secara finansial bagi industri (Al-Kahtani et al., 2017). 
Oleh karena itu, metode real-time PCR pada peneli-
tian ini dapat dijadikan metode alternatif untuk men-
deteksi pelabelan palsu dan kontaminasi silang pada 
produk confectionery bagi laboratorium halal.  
 
Konfirmasi pada produk marshmallow komersial 
yang mengandung gelatin babi 

Tabel 3 menunjukkan hasil uji coba metode real-
time PCR terhadap produk marshmallow komersial 
yang telah diketahui mengandung gelatin babi pada 
label produk. Nilai konsentrasi DNA pada semua 
sampel bervariasi dengan kisaran 7-7,05 ng/μL. 
Berdasarkan pembacaan dari mikrovolume spektro-
fotometer, kemurnian DNA pada sampel marshmal-
low 2 terindikasi adanya kontaminan berupa protein 
karena nilai kemurniannya melebihi 2. Walaupun nilai 
konsentrasi DNA bervariasi dan beberapa sampel 
terindikasi terkontaminasi, namun kurva real-time 
PCR dapat teramplifikasi dengan baik. Selain itu, nilai 
IPC semua sampel terdeteksi positif yang menanda-
kan tidak ada kontaminan. Oleh karena itu, proses 
amplifikasi real-time PCR pada metode ini berjalan 
dengan baik dan lancar tanpa adanya gangguan 
kontaminasi. Berdasarkan hasil pembacaan real-time 
PCR, semua sampel dapat terdeteksi dengan kisaran 
nilai Ct 34,49±0,198 hingga 35,64±0,02. Metode real-
time PCR dengan primer Tanabe dan IPC dapat 
mendeteksi gelatin babi pada produk confectionery 
komersial dengan tepat.  

 
Tabel 3. Hasil uji real-time PCR terhadap produk marshmallow komersial yang mengandung gelatin babi 
Table 3. Real-time PCR analysis of commercial marshmallow products which are contained porcine gelatin 

Produk (Product) 
Konsentrasi DNA (ng/μL) 

(DNA Concentration (ng/μL)) 
Kemurnian (OD 260/280) 

(DNA Purity (OD 260/280)) 
Ct IPC 

Marshmallow 1 7.05±5.16 1.73±0.75 34.49±1.98 + 
Marshmallow 2 7.00±2.26 2.05±0.03 35.64±0.02 + 
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KESIMPULAN 
 

Metode real-time PCR dengan primer Tanabe 
dan IPC memiliki sensitivitas yang tinggi dalam men-
deteksi gelatin babi di dalam produk confectionery. 
Nilai LOD gelatin babi di dalam campuran gelatin sapi 
dan gelatin babi pada metode penelitian ini adalah 
0,01% b/b, sedangkan nilai LOD gelatin babi di dalam 
produk confectionery berada pada kisaran 0,1-0,01% 
b/b. Metode real-time PCR yang digunakan dapat 
mendeteksi gelatin babi di dalam produk confection-
ery komersial seperti marshmallow.  
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