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BAB1
PENDAHULUAN

1. Latar Belakang

Dalam industri makanan, terutama dalam konsumsi daging, kehalalan menjadi perhatian utama
bagi konsumen, produsen, dan regulator. Kepercayaan konsumen terhadap kehalalan daging
sangat penting karena kaitannya dengan keyakinan agama, kesehatan, dan keamanan pangan.
Namun, di tengah perkembangan teknologi dan globalisasi perdagangan, tantangan dalam

memastikan keaslian dan kehalalan daging semakin kompleks.

Metode konvensional untuk memverifikasi kehalalan daging, seperti sertifikasi halal,
seringkali terbatas dalam mendeteksi kontaminasi atau penggantian daging yang tidak sah.
Oleh karena itu, diperlukan pendekatan yang lebih canggih dan dapat diandalkan untuk

memastikan autentisitas dan kehalalan daging secara menyeluruh.

Pendekatan proteomik, khususnya dengan menggunakan teknologi kromatografi cair-termasuk
spektrometri massa (LC-MS), telah menjadi fokus penelitian dalam memecahkan masalah ini.
Proteomik menawarkan pemahaman yang lebih dalam tentang komposisi protein dalam sampel
daging, yang memungkinkan identifikasi spesies, deteksi kontaminasi, dan penentuan

kehalalan dengan presisi yang lebih tinggi.

LC-MS merupakan teknik yang sangat sensitif dan spesifik yang memungkinkan pemisahan,
identifikasi, dan kuantifikasi protein dalam sampel daging. Dengan memanfaatkan data
proteomik yang dihasilkan oleh LC-MS, kita dapat mengidentifikasi tanda-tanda kehalalan,
seperti protein spesifik yang berkaitan dengan jenis daging tertentu atau adanya bahan

tambahan yang tidak halal.

Penerapan pendekatan proteomik berbasis LC-MS dalam autentikasi kehalalan daging akan
memberikan manfaat yang signifikan dalam meningkatkan kepercayaan konsumen,
memastikan kepatuhan terhadap regulasi kehalalan pangan, dan menjaga integritas industri
pangan secara keseluruhan. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengembangkan
metode yang dapat diandalkan dan efektif untuk autentikasi kehalalan daging dengan

menggunakan pendekatan proteomik berbasis LC-MS.

2. Permasalahan



Dalam penelitian ini identifikasi daging halal dengan pendekatan yang biasa yaitu dengan
menggunakan RT-PCR memang telah banyak dilakukan, namu pendekatan tersebut memiliki
beberapa kekurangan seperti biaya yang cukup mahal. Oleh karena itu, diperlukan teknik
identifikasi kehalalan daging dengan menggunakan metoda proteomik yang lebih cepat
dilakukan.

3. Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah:

1. Menentukan metoda yang paling tepat untuk mengisolasi protein dari sampel daging dengan
cepat

2. Menentukan senyawa penciri yang dapat membedakan daging halal dan non halal melalui

pendekatan proteomic berbasis LC-MS dengan analisis multivariat

4. Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah didapatkannya informasi tentang profil protein yang terdapat
dalam daging halal dan non halal dengan metoda isolasi tertentu. Selain itu, akan didapatkan
juga metoda isolasi protein dan peptide yang terbaik dari daging halal dan nonhalal. Manfaat
lainnya adalah akan didapatkan senyawa penciri yang dapat membedakan daging halal dan non
halal melalui pendekatan proteomic berbasis LC-MS dengan menggunakan analisis
multivariat. Dengan adanya hal tersebut, maka diharapkan identifikasi daging halal dapat

dengan cepat dan tepat dilakukan.

5. Hasil yang diharapkan
Hasil yang diharapkan dari penelitian ini adalah adanya luaran wajib yaitu publikasi nasional

pada jurnal terakreditasi dan juga hak cipta pada laporan penelitian (HaKi)

BAB Il
RENSTRA DAN PETA JALAN PENELITIAN PERGURUAN TINGGI

Universitas Esa Unggul memiliki Rencana Induk Penelitian dan Rencana Strategis
Nasional sebagai berikut yaitu memadukan seluruh sumberdaya agar penyelesaian masalah
menjadi lebih fokus dan komprehensif dalam mengarahkan kebijakan. Sesuai dengan rencana
tersebut, maka ada sembilan bidang riset yang dilakukan di UEU, dan pada penelitian ini akan

dilakukan riset penelitian dalam bidang pangan. Riset bidang pangan yang akan dilaksanakan



dalam penelitian ini yang sesuai dengan peta jalan penelitian adalah merupakan riset dasar
dengan Tingkat Kesiapan Teknologi 2. Riset ini mengangkat isu teknologi autentikasi
kehalalan makanan Dimana dimana isu strategis yang di ambil adalah tentang Indonesia yang
termasuk negara dengan muslim yang paling besar di dunia.

Tahapan penelitian yang akan dilakukan adalah mulai dari mengumpulkan jurnal-jurnal
yang berhubungan dengan autentikasi kehalalan daging dengan menggunakan pendekatan
proteomic berbasis LC-MS. Kemudian, dilakukan pencarian senyawa-senyawa peptide dari
daging halal dan nonhalal yang akan dijadikan database. Setelah itu, akan diisolasi senyawa
peptide dari daging halal dan non halal.

BAB 111 TINJAUAN PUSTAKA

3.1 Tinjauan Pustaka

3.1.1 Meta analisis merupakan teknik statistika yang mengkombinasikan hasil dari beberapa
penelitian yang dapat digabungkan untuk menghasilkan data kuantitatif baru (Ningrea 2016).
Tujuan dari studi meta analisis, menurut Ningrea (2016), mencakup tiga hal. Pertama, adalah
untuk mendapatkan estimasi effect size, yang mencerminkan kekuatan hubungan atau besarnya
perbedaan antar-variabel. Kedua, meta analisis bertujuan untuk melakukan inferensi dari
sampel ke populasi dengan menggunakan uji hipotesis (nilai p) atau estimasi (interval
kepercayaan). Ketiga, meta analisis digunakan untuk mengendalikan variabel confounding

agar tidak mengganggu kemaknaan statistik dari hubungan atau perbedaan yang ditemukan.

Penggunaan meta analisis mendorong pemikiran sistematis tentang metode, kategorisasi,
populasi, intervensi, outcome, dan cara untuk menggabungkan bukti-bukti yang ada. Metode
ini mampu mengestimasi efek statistika seperti odds ratio atau risiko relatif, serta memberikan
interpretasi yang lebih akurat dengan meningkatkan kemampuan generalisasi dan power
statistik melalui penggabungan data dari berbagai studi. Selain itu, meta analisis dengan jumlah
subjek yang besar memungkinkan analisis subgrup yang lebih mendalam dan memberikan
petunjuk untuk penelitian lanjutan, termasuk menentukan besar sampel yang diperlukan
(Ningrea, 2016).

Namun, meta analisis juga memiliki keterbatasan. Bias publikasi menjadi salah satu masalah
utama karena hanya penelitian yang dipublikasikan yang dicakup, sementara penelitian dengan
hasil negatif cenderung tidak dipublikasikan. Hal ini dapat mengakibatkan hasil yang tidak



mewakili kondisi sebenarnya. Selain itu, keterbatasan besar sampel dalam meta analisis

tergantung pada studi yang relevan yang tersedia, dan peneliti harus memperhatikan metode,

kualitas, dan kelengkapan data dari penelitian sebelumnya untuk mengevaluasi hasil studi
(Ningrea, 2016).

3.1.2 Kromatografi cair-Spektroskopi massa
1. Kromatografi Cair (LC):

o

Pemisahan: Sampel diinjeksikan ke dalam kolom kromatografi cair yang
terdiri dari fase diam (stasioner) dan fase gerak (mobil). Komponen-komponen
dalam sampel dipisahkan berdasarkan perbedaan afinitas mereka terhadap fase
diam dan fase gerak.

Elusi: Komponen-komponen yang dipisahkan dari sampel elusi dari kolom
kromatografi cair dalam urutan yang berbeda, tergantung pada sifat kimia dan

fisik mereka.

2. Spektrometri Massa (MS):

o

lonisasi: Komponen-komponen yang terelusi dari kolom kromatografi cair
diionisasi di dalam ionisasi sumber. Ini bisa dilakukan menggunakan berbagai
teknik, seperti ionisasi elektrospray (ESI) atau ionisasi kimia (Cl).

Pemisahan lona: lon-ion yang dihasilkan kemudian diarahkan ke dalam
spektrometer massa di mana mereka dipisahkan berdasarkan massa-ke-charge
ratio (m/z) mereka.

Deteksi: lona yang dipisahkan kemudian dideteksi oleh detektor, yang

menghasilkan spektrum massa yang mewakili komposisi ionik dari sampel.

3. Kombinasi LC dan MS:

4.

o

Kopling: Eluat dari kolom kromatografi cair diarahkan secara langsung ke
dalam spektrometer massa, sehingga memungkinkan identifikasi dan
karakterisasi komponen-komponen dalam sampel secara langsung setelah
pemisahan oleh LC.

Analisis: Spektrum massa yang dihasilkan dapat dianalisis untuk
mengidentifikasi komponen-komponen dalam sampel berdasarkan pola

fragmentasi iona dan massa molekulnya.

Interpretasi Data:



o ldentifikasi: Data yang dihasilkan dari LC-MS digunakan untuk
mengidentifikasi komponen-komponen dalam sampel berdasarkan database
spektrum massa yang telah diketahui atau dengan teknik pencocokan pola.

o Kuantifikasi: Selain identifikasi, LC-MS juga dapat digunakan untuk
kuantifikasi relatif atau absolut dari komponen-komponen dalam sampel,

tergantung pada kebutuhan analisis.

3.1.3 Protein

Protein adalah salah satu makromolekul biologis yang paling penting dalam sel-sel semua
organisme hidup. Mereka memiliki beragam fungsi vital dalam tubuh, termasuk struktural,
enzimatik, regulator, transportasi, dan banyak lagi. Protein diketahui memiliki beberapa
struktur protein seperti stuktur primer, sekunder, tersier, dan kuarterner. Struktur Primer:
Merupakan urutan asam amino yang membentuk rantai polipeptida. Struktur Sekunder: Plikaan
dan lipatan yang terbentuk oleh rantai polipeptida, seperti heliks alfa dan lembaran beta.
Struktur Tersier: Penyusunan ulang dari elemen-elemen sekunder menjadi bentuk tiga dimensi
yang lebih kompleks.Struktur Kuarterner: Beberapa rantai polipeptida tersier dapat berikatan
bersama membentuk struktur kompleks yang disebut protein kuarterner. Protein diketahui
memiliki berbagai macam fungsi dan berikut adalah beberapa fungsi protein, seperti dapat
bertindak sebagai enzim vyaitu sebagai biokatalisator dalam reaksi kimia dalam tubuh.
Struktural: Memberikan dukungan dan kekuatan struktural pada sel dan jaringan. Transportasi:
Mengangkut molekul dan ion melintasi membran sel dan melalui aliran darah. Regulasi:
Mengatur proses-proses biologis, seperti ekspresi gen dan jalur-sinyal seluler. Perlindungan:
Berperan dalam sistem kekebalan tubuh dan memberikan pertahanan terhadap pathogen.

Kontraksi: Memungkinkan gerakan otot dan aktivitas fisik lainnya.

3.2 Tinjauan Teori

Hipotesis dari penelitian ini adalah

1. Senyawa peptide dari daging halal dan non halal dapat diisolasi dengan baik

2. Senyawa penciri dari daging halal dan non halal dapat diidentifikasi dengan menggunakan

pendekatan proteomic berbasis LC-MS menggunakan analisis multivariat



BAB IV
METODA PENELITIAN

4.1  Bahan dan Alat
Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah laptop, koneksi internet, aplikasi Mendeley,
aplikasi Review Manager, serta Microsoft Excel. Adapun bahan yang digunakan dalam

penelitian yaitu literatur yang sesuai dengan kriteria inklusi.

4.2  Prosedur Penelitiam

4.2.1 Pengumpulan Data Studi Primer

Tahap awal dalam penelitian ini yaitu penelusuran data dan pembentukan database terhadap
studi primer yang pernah dilakukan oleh para peneliti berkaitan dengan penggunaan
antelmintik herbal. Pencarian literatur dilakukan dengan menggunakan kata kunci anthelmintic
herbal, herbal antelmintik, anthelmintic in vivo, anthelmintic in vitro, anthelmintic extraction,
dan anthelmintic effect.

4.2.2 Kriteria Seleksi

Kriteria seleksi data primer yang digunakan dalam penelitian ini yaitu literatur merupakan
aplikasi antelmintik herbal pada hewan (dengan jenis hewan dan jenis parasit tidak dibatasi)
serta penelitian harus menyertakan hasil skrining kandungan herbal. Selain itu, literatur yang
digunakan yaitu menyajikan kandungan tanaman herbal yang digunakan, data kuantitatif
berupa nilai mean standar + deviasi / standar error efikasi antelmintik herbal.

4.2.3 Karakterisasi Data

Karakterisasi data dilakukan untuk menandai karakteristik-karakteristik artikel penelitian, baik
secara substantif maupun metodologis, meliputi: mengidentifikasi tahun penerbitan artikel,

judul, nama peneliti, nama jurnal, proses penelitian, serta effect size seperti koefisien korelasi.

BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1. Teknik LC-MS untuk Analisis Proteomik
Dalam melakukan analisis autentikasi kehalalan daging melalui pendekatan proteomik
ada dua metode yang sering digunakan yaitu metode elektroforesis dan metode kromatografi

dalam memisahkan protein. Protein yang kompleks dalam makanan harus melewati berbagai



prosedur seperti pemotongan proteolitik, pengurangan ikatan disulfida, dan alkilasi pada asam
residu sistein, untuk menghasilkan peptida bebas (Yuswan et al, 2019).

Peptida bebas tersebut dapat dihasilkan melalui teknik elektroforesis atau dengan
menggunakan teknik kromatografi. Prinsip elektroforesis adalah pemisahan protein
berdasarkan berat molekul pada medan listrik. Pemisahan protein dengan gel elektroforesis
dilakukan dengan menggunakan gel poliakrilamid (PAGE) yang mengandung agen denaturasi
yaitu sodium deodecyl sulfate (SDS-PAGE). Namun, pemisahan dengan menggunakan SDS-
PAGE ini belum mampu memisahkan protein yang jumlahnya banyak. Oleh karena itu,
dikembangkan suatu metode gel elektroforesis baru yaitu gel elektroforesis dua dimensi (2-
DE), yang dapat memisahkan ratusan hingga ribuan protein dalam satu kali pemisahan. Protein
yang berhasil dipisahkan tersebut dapat dikuantifikasi untuk mengetahui level ekspresinya dari
setiap spot pada berbagai sampel, dan setelah itu protein dapat dipotong dengan protease
tertentu seperti tripsin (Lee et al, 2020). Akan tetapi, penggunaan SDS-PAGE merupakan
metode yang masih sering digunakan karena gel tersebut adalah tempat yang ideal digunakan
dalam menyimpan, menangani protein, dan menyaring protein dengan berat molekul rendah
(Yuswan et al, 2019).. Selain dengan gel-elektroforesis, kromatografi cair (LC) sering
digunakan dalam mencari penanda protein atau peptida (Kim et al, 2014), mendeteksi makanan
yang dipalsukan, dan melakukan autentikasi pada daging.

Kromatografi merupakan salah satu teknik pemisahan suatu molekul berdasarkan pola
pergerakan dari fasa gerak dan fasa diam. Kromatografi hingga saat ini telah banyak
berkembang dan memiliki banyak varian mulai dari gas kromatografi (GC), kromatografi cair
(LC), dan kromatografi cair Kkinerja tinggi (HPLC) (El-Hack et al, 2018). Salah satu
kromatografi yang paling sering digunakan dalam bidang proteomik adalah kromatografi cair
(LC) karena telah banyak berkembang terutama pada format kapilernya yang memungkinan
pemisahan dapat dilakukan secara efisien (Xie et al, 2012). Kromatografi cair (LC) dapat
digunakan dalam proses autentikasi kehalalan daging dengan mengidentifikasi molekul protein
pada sampel. Pada teknik kromatografi cair, ada dua teknik analisis yang biasa digunakan yaitu
kromatografi fase normal dan fase terbalik. Perbedaan utama dari kromatografi fase normal
dan terbalik ini adalah fase yang digunakannya (Rohman et al. 2022). Kromatografi secara
umum memiliki dua fase yaitu fase gerak dan fase diam. Dalam fase normal, fase diam yang
digunakan biasanya bersifat polar sementara fase gerak yang digunakan bersifat nonpolar. Pada
fase terbalik, fase diam yang digunakan bersifat nonpolar sementara fase geraknya bersifat
polar (Lopez et al, 2019). Ada dua jenis kromatografi cair yang biasa digunakan dalam bidang

proteomik yaitu kromatografi cair satu dimensi dan kromatografi cair dua dimensi. Perbedaan



dari kedua kromatografi tersebut adalah dalam kromatografi cair dua dimensi menggunakan
dua jenis kromatografi sementara pada kromatografi cair satu dimensi hanya menggunakan
satu jenis kromatografi. Prinsip pada kromatografi dua dimensi adalah menggunakan
kromatografi cair fase terbalik yang digabungkan dengan mekanisme kromatografi lainnya,
seperti menggabungkan dengan kromatografi pertukaran kation kuat. Kromatografi cair fasa
terbalik x kromatografi pertukaran kation kuat adalah salah satu jenis kromatografi dua
dimensi yang paling banyak digunakan dimana pemisahan molekul akan terjadi karena
perbedaan jenis ion dan hidrofobisitas (Xie et al, 2012). Selain dengan mekanisme pertukaran
kation, mekanisme kromatografi lainnya yang dapat digabungkan adalah dengan mekanisme
interaksi hidrofilik (HILIC), mekanisme ion zwitter (z-HILIC), dan mekanisme pertukaran
anion (AX) (Di Palma et al, 2012).

Spektrometri massa (MS) adalah suatu teknik analisis yang digunakan untuk
menganalisis protein berdasarkan berat molekul dan urutan asam amino. Dalam bidang
proteomik, spektrometri massa (MS) merupakan salah satu teknik analisis yang dapat
diandalkan dalam proses autentikasi daging yang telah mengalami pemrosesan. Penggunaan
teknik ini memungkinkan molekul dalam sampel untuk tetap utuh selama proses ionisasi
sehingga dapat membuktikan keunggulannya selama langkah analisis (Ortea et al., 2016).
Spektrometri massa (MS) terdiri dari tiga bagian yaitu tempat pengionan sampel, pemisahan
ion, dan detektor ion yang dihubungkan dengan komputer. Adanya tempat pengionan sampel
dan pemisahan ion memungkinkan ion-ion untuk dibelokkan berdasarkan massa dan
muatannya (m/z). Detektor ion akan memperbanyak ion-ion tersebut ketika mendekati pelat
detektor dengan tujuan untuk meningkatkan sensitivitasnya. Spektrum dari spektrometri massa
dan muatannya (m/z) serta kelimpahan relatif sampel akan diproses melalui database (EI-Hack
etal., 2018).

Sampel protein yang akan digunakan dalam analisis proteomik biasanya akan
dipisahkan terlebih dahulu sebelum dilakukan analisis lebih lanjut, sehingga dalam analisis
proteomik biasanya akan menggabungkan teknik gel elektroforesis, kromatografi, dan
spektrometri massa (Ortea et al, 2016). Teknik gel elektroforesis dan teknik kromatografi cair
(LC) digunakan untuk memisahkan protein/peptida yang kompleks, sementara spektrometri
massa seperti MALDI-TOF MS, MS/MS, HRMS, DESI-MS, LESA-MS merupakan teknik
analisis terakhir yang dapat mengidentifikasi dan mengkuantifikasi protein yang berhasil
dipisahkan (Stachniuk et al, 2019). Beberapa studi sebelumnya telah dilakukan penggabungan
teknik analisis tersebut untuk melakukan proses autentikasi daging halal. Seperti yang

dilakukan oleh Aini et al, 2022 yaitu penggunaan gel elektroforesis yang digabungkan dengan



kromatografi cair-spektrometri mass resolusi tinggi (LC-HRMS) untuk mengidentifikasi
penanda protein dari penyembelihan non halal. Kemudian penggabungan gel elektroforesis 1D
yang digabungkan dengan kromatografi cair-spektrometri massa (LCMS) juga dilakukan oleh
Yuswan et al, 2019 untuk mendeteksi penanda protein dari daging babi, ayam, dan sapi.

BAB VI
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