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Desain Primer Gen 12S sRNA dari DNA
Mitrokondria Babi (Sus scrofa) secara In
Silico sebagai Kandidat Primer dalam Analisis
Molekuler Kehalalan Produk

(Design of 12S rRNA gene primer from pork mitochondrial dna (sus scrofa) through in silico as
primer candidates in molecular analysis of product halalness)
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ABSTRACT: Several products such as medicine, food, and cosmetics, especially collagen, can potentially contain pork derivatives,
thus a halal analysis is needed. Polymerase Chain Reaction (PCR) is a method that can be used to perform molecular analysis
of samples. This study aimed to design a primer candidate for the 12S rRNA pork gene through in silico. The method used
was tracing the 12S rRNA gene data through the National Center for Biotechnology Information (NCBI) website, then the
12S rRNA gene sequence was analyzed using the Integrated DNA Technologies (IDT) webserver and MFEprimer-3.1 to select
the best primer candidate. The selected primer candidates were then identified using the SnapGene Viewer webserver to
observe the ability of the primer candidate to attach to the target sequence. In the last stage, the primer candidate evaluation
is carried out using the OligoAnalyzer™ Tool webserver to obtain the best primer candidate pair that meets the good primer
criteria. The best primer candidates are forward primer rRNA-5 (5' GTACTACTCGCAACTGCCTAAA 3') and reverse primer rRNA-6
(5'GCAAGGGTTGGTAAGGTCTATC 3') because they meet the ideal primer requirements. Therefore, these primer candidates can be
used for in vitro sample characterization using the PCR technique.

Keywords: 12S rRNA gene; pork derivatives; Polymerase Chain Reaction (PCR); primer candidate; in silico study.

ABSTRAK: Beberapa produk seperti obat, makanan, dan kosmetika khususnya kolagen dapat berpotensi mengandung turunan
babi sehingga diperlukan adanya analisis kehalalan. Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan metode yang dapat digunakan
untuk melakukan analisis sampel secara molekuler. Tujuan dari penelitian ini adalah mendesain kandidat primer dari gen 12S
rRNA babi secara in silico. Metode yang digunakan adalah penelusuran data gen 12S rRNA melalui situs National Center for
Biotechnology Information (NCBI), kemudian sekuen gen 12S rRNA dianalisis menggunakan server web Integrated DNA Technologies
(IDT) dan MFEprimer-3.1 untuk dilakukan pemilihan kandidat primer terbaik. Kandidat primer terpilih kemudian diidentifikasi
menggunakan server web SnapGene Viewer untuk mengamati kemampuan penempelan kandidat primer pada sekuen target.
Pada tahap terakhir dilakukan evaluasi kandidat primer menggunakan server web OligoAnalyzer™ Tool agar diperoleh pasangan
kandidat primer terbaik yang memenuhi kriteria primer yang baik. Kandidat primer yang terbaik adalah primer forward rRNA-5 (5’
GTACTACTCGCAACTGCCTAAA 3’) dan primer reverse rRNA-6 (5'GCAAGGGTTGGTAAGGTCTATC 3’) karena memenuhi persyaratan
primer ideal. Dengan demikian, kandidat primer tersebut dapat digunakan untuk karakterisasi sampel secara in vitro menggunakan
teknik PCR.

Kata kunci: gen 12S rRNA; turunan babi; Polymerase Chain Reaction (PCR); kandidat primer; studi in silico.

Pendahuluan

Banyaknya populasi muslim di dunia bahkan di
Indonesia mengakibatkan kebutuhan terhadap produk
halal mengalami peningkatan, diantaranya produk
kosmetika [1,2]. Kosmetika merupakan produk yang
digunakan pada bagian luar tubuh melalui kulit dan
berpotensi mengandung bahan yang menjadikannya

haram untuk digunakan [3]. Salah satu produk kosmetika
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yang banyak mengandung turunan babi adalah kolagen
[4]. Kolagen dapat ditambahkan pada produk kosmetika

baik dalam bentuk krim kolagen ataupun lotion untuk

mencegah terjadinya penuaan dini Article history

5-7]. Kolagen merupakan protein Received: 02 Agust 2021
Accepted: 09 Des 2021

yang dapat diperoleh dari jaringan Published: 16 Des 2021

ikat atau daging mamalia [8]. Access this article
Teknik yang sudah banyak
digunakan untuk analisis kehalalan

suatu produk adalah Polymerase
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Chain Reaction (PCR) [9]. Teknik tersebut dianggap valid
karena karena dapat digunakan untuk mengidentifikasi
spesies termasuk turunan babi secara molekuler dari
level asam deoksiribonukleat (DNA) [10]. Di samping
itu, kelebihan teknik PCR antara lain memiliki spesifisitas
dan sensitivitas yang tinggi jika dibandingkan dengan
teknik lainnya [11,12]. Kemudian, PCR juga mampu
mengidentifikasi sampel dalam jumlah banyak dengan
sedikit resiko kontaminan [13]. Namun, kelemahannya
adalah dalam proses pengujian memerlukan DNA probe
(suatu fragmen DNA atau RNA atau protein pelacak
target gen) agar hasilnya optimal [14].

Desain  primer merupakan langkah awal dalam
melakukan amplifikasi dan analisis segmen DNA [15].
Desain primer pada proses PCR merupakan hal yang sangat
penting karena primer tersebut yang akan menempel pada
DNA zemplatelalu mengamplifikasi sekuen target. Sepasang
primer oligonukleotida yaitu primer forward dan primer
reverse menempel pada DNA target dalam proses annealing
[16,17]. Urutan basa nukleotidanya harus berkomplemen
dengan urutan basa nukleotida sekuen target [18]. Studi 7/
silico merupakan gabungan dari ilmu biologi dan komputasi
yang dibantu dengan komputer serta perangkat lunak
yang salah satunya dapat dimanfaatkan untuk merancang
sebuah kandidat primer [19,20].

Gen yang digunakan untuk mendesain kandidat
primer adalah gen 1285 rRNA babi [21]. Gen tersebut
merupakan salah satu dari 37 gen DNA mitokondria

(mtDNA) yang merupakan daerah pengkode suatu

FASTA -

informasi genetika (coding region) [22]. Sekuen gen ini
pada mtDNA vertebrata tidak menunjukan daerah lestari
(conserved region) yang sangat tinggi dan memiliki panjang
basa antara 945-975 bp tergantung pada spesiesnya. Gen
12S tRNA juga menempati 1/16 dari seluruh genom
mitokondria dan memiliki substitusi nukleotida [23,24].
Dengan demikian, diharapkan melalui penelitian ini dapat
diperoleh kandidat perimer yang dapat dimanfaatkan untuk
melakukan analisis kehalalan dengan mengembangkan
teknik identifikasi kandungan babi dan turunannya pada

suatu produk khususnya krim kolagen.

Metode Penelitian

Alat dan Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu sekuen
128 rRNA dari DNA mitokondria (mt-DNA) Sus serofa
yang diperoleh dari database National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (Gambar 1) [25]. Perangkat lunak
yang digunakan pada penelitian ini diantaranya terdapat
Sistem Operasi Windows 10 yang dilengkapi dengan
beberapa server web seperti Integrated DINA Technologies
(IDT) [26], MFEprimer-3.1 [27], SnapGene Viewer [28],
dan OligoAnalyzer™ Tool [29]. Perangkat keras yang
digunakan pada penelitian ini adalah berupa laptop dengan
spesifikasi Random Access Memory (RAM) delapan gigabyte
(8 GB) Intel® Atom™ Processor Z3735F Quad Core
(1.33GHz, 2M Cache) up to 1.83 GHz.

Sus scrofa cristatus isolate ABT/SWFH/1 mitochondrion, complete genome

NCEI Reference Sequence: NC_039090.1

GenBank Graphics

»NC_23999@.1:5587-1544 Sus scrofa cristatus isolate ABT/SWFH/1 mitochondrion, complete

genome

CACAGGTTTGOTCCTGOCCTTTCTATTAGTTCTTAATAAAATTACACATGCAAGTATCCGCGCCCCGETG
AGAATGCCCTCCAGATCTTAAAGAT CAAAAGOAGCAGGTATCAAGCACACCTATAACGOTAGCTCATAAC
GCCTTGCTCAACCACACCCCCACGOGAAACAGCAGTOATAAAAATTAAGCCATGAACGAAAGTTTGACTA
AGTTATATTAATCAGAGT TGATAAATCTCATGCCAGLCACCGCGOTCATACGATTAACCCAAATTAATAG
ATCCACGOCOTAAAGAGTGTTTAAGAAAAAACCACAATAGAGTTAAATTATAACTAAGC TATAAAAAGIC
CTAGTTAAAATAAAATAAMCCCACGAAAGTEACTCTAATAATTCTOACACACGATAGC TAGRACCCARALT
GEGATTAGATACCCCACTATGCCTAGCCCTARACCCARMATAGTTACATAACARAACTATTCGCCAGAGTA
CTACTCOCAACTACCTAAAACTCAAAGGACTTAGCGOTOCTTCACATCCACCTAGAGGAGCCTAGTTCTAT
AATCGATAAACCCCGATAGACCTTACCAACCCTTGCCAATTCAGCCTATATACCGCCATCTTCAGCAAAC
CCTAAAAAGOAACAATAGTAAGCACAATCATAACACATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAGCTTATGGGT
TEEAAAGAAA TG TACATTTTCTACATAAGAACACCCACCATACGAAAGTTTTTATGAAACT AAAAAC
CAAAGGAGGATTTAGCAGTAAATCAAGAATAGAGTGCTTGATTGAATAAGGCCATGAAGCACGCACACAC
COCCCGTCACCCTCCTCAAGCATGTAGTAATAAAAATAACCTATATTTAATTACACAACCATGCAAGAAG

AGACAAGTCOTAACAAGGTAAGCATACTGEAAAGTGTGCTTGGACTAC

Gambar 1. Sekuen gen 12S rRNA dari DNA mitokondria (mt-DNA) SSus serofa cristatus
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Tabel 1. Hasil Identifikasi Kandidat Primer

Set Panjang Amplikon Primer Forward Primer Reverse
1 109 bp 5' GTACTACTCGCAACTGCCTAAA 3' 5' GCAAGGGTTGGTAAGGTCTATC 3'
2 112 bp 5'TTTGGTCCTGGCCTTTCTATT 3' 5' GTGCTTGATACCTGCTCCTT 3'
3 100 bp 5' GTGCTTCACATCCACCTAGAG 3' 5' GCTGAAGATGGCGGTATATAGG 3'
4 137 bp 5' CACGGGAAACAGCAGTGATA 3' 5' CTCTTTACGCCGTGGATCTATT 3'
5 147 bp 5' CAGCCTATATACCGCCATCTTC 3' 5' TCGTATGGTGGGTGTTCTTATG 3'

Penelusuran Sekuen Gen 128 rRNA pada NCBI
Sekuen gen 12S rRNA diperoleh dari database National
Center for Biotechnology Information INCBI) yang dapat diakses

melalui situs web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ [25].

Kemudian pada kolom pencarian digunakan kata kunci
128 tRNA Sus serofa. Setelah itu dipilih 128 ribosomal RNA
(Sus serofa cristatus) untuk mendapatkan data nukleotida 128
rRNA dalam bentuk FASTA-nya.

Identifikasi  Kandidat
Integrated DNA Technologies (IDT)

Data sekuen 128 rRNA yang sudah diunduh dari situs
web NCBI kemudian dilakukan analisis menggunakan
server web Integrated DINA  Technologies (IDT) melalui
situs  web  https://sg.idtdna.com/PrimerQuest/Home/

Index untuk mendapatkan kandidat primer yang dipilih

Primer menggunakan

berdasarkan panjang amplikon [26].
Analisis Pasangan Kandidat Primer menggunakan

MFEprimer-3.1
Kandidat primer yang sudah didapatkan dari server

Tabel 2. Hasil Penentuan Sifat Primer Kandidat Primer

web IDT kemudian dianalisis lebih lanjut menggunakan
server web MFEprimer-3.1 melalui situs web https://

mfeprimer3.igenetech.com/spec/

banyaknya kandidat primer yang memiliki potensial

untuk  mengetahui
amplikon berdasarkan panjang amplikonnya [27].

Evaluasi Penempelan Kandidat Primer menggunakan
SnapGene Viewer

Kandidat primer yang sudah diperoleh dari server
web MFEprimer-3.1 terdiri dari primer forward dan primer
reverse. Pasangan primer tersebut kemudian dievaluasi

menggunakan server web SnapGene Viewer melalui situs

web https://www.snapgene.com/snapgene-viewer/ untuk
dilakukan analisis terhadap kemampuan penempelannya

pada DNA zemplate |28].

Penentuan Sifat Kandidat Primer menggunakan
Pasangan primer forward dan primer reverse dari

kandidat primer yang sudah didapatkan dari server web

MFEprimer-3.1

menggunakan server web OligoAnalyzer™ Tool melalui

kemudian  ditentukan = sifat-sifatnya

Kode . 3 Panjang Panjang %GC Titik Leleh
Primer Pasangan Primer Urutan Primer Produk Basa %) (Tm) (°0)
rRNA-1 Forward 5' GTACTACTCGCAACTGCCTAAA 3! 22 45,5 54,5
rRNA-2 Reverse 5' GCTGAAGATGGCGGTATATAGG 3' 19 22 50 54,9
rRNA-3 Forward 5' CACGGGAAACAGCAGTGATA 3' 20 50 54,9
rRNA-4 Reverse 5' CTCTTTACGCCGTGGATCTATT 3' B 22 45,5 54,4
rRNA-5 Forward 5' GTACTACTCGCAACTGCCTAAA 3! 22 45,5 54,5
rRNA-6 Reverse 5' GCAAGGGTTGGTAAGGTCTATC 3' 17 22 50 55,2
rRNA-7 Forward 5' GTGCTTCACATCCACCTAGAG 3' 21 52,4 55,1
rRNA-8 Reverse 5' GCTGAAGATGGCGGTATATAGG 3' 100 22 50 54,9
rRNA-9 Forward 5'TTTGGTCCTGGCCTTTCTATT 3' 21 42,9 54,2

rRNA-10 Reverse 5' GTGCTTGATACCTGCTCCTT 3' e 20 50 54,8
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30 CAGAGGTTTG6TCCTOGCCTTTCTATTAGTTCTTAATAAAATTACACATGCAAGTATCCGCBCCCCO6TGAGAATGCCCTCCAGATCTTAAAGATCAAAAGGAGGAGOTA
| + + + + + + + + + t t 110
3" GTGTCCAAACCAGGACCGGAAAGATAATCAAGAATTATTTTAATGTGTACGTTCATAGGCECGGGECCACTCTTACGEGAGGTCTAGAATTTCTAGTTTTCCTCGTCCAT

[TTCCTCGTCCAT
Reverse 2

Btsal

Forward 4
CACGGGAAACAGCAGTGATA]

TCAAGCACACCTATAACGGTAGCTCATAACGCCTTGCTCAACCACACCCCCACGGGAAACAGCAGTGATAAAAATTAAGCCATGAACGAAAGTTTGACTAAGTTATATTA
' L ' f ! ' f ! f f f

EcoP151

1 t 1 1 t 1 1 t 1 t 1
AGTTCGTGTGGATATTGCCATCGAGTATTGCEGAACGAGTTGGTETEGGGGTGCCCTTTGTCGTCACTATTTTTAATTCGGTACTTGCTTTCAAACTGATTCAATATAAT

AGTTCGTO]

Reverse 2

BssSal MspA1I Sacll Psil

ATCAGAGTTGGTAAATCTCGTGCCAGCCACCBCGGTCATACGATTAACCCAAATTAATAGATCCACGGCGTAAAGAGTGTTTAAGAAAAAACCACAATAGAGTTAAATTA
......... | ' s | ' ' 4 } ' }

Bsssal MspA1l SacIl Psil

ATCAGAGTTGGTAAATCTCGTGCCAGCCACCGCGGTCATACGATTAACCCAAATTAATAGATCCACGGCGTAAAGAGTGTTTAAGAAAAAACCACAATAGAGTTAAATTA
: L ' f ! : L ' f | f

1 t 1 1 t 1 t 1 1 t 1
TAGTCTCAACCATTTAGAGCACGGTCGGTGGCGCCAGTATGCTAATTGGGTTTAATTATCTAGGTGCCGCATTTCTCACAAATTCTTTTTTGETGTTATCTCAATTTAAT

TTATCTAGGTGCCGCATTTCTC)
Reverse 4
PpuMI

Alel Eco01091 BmrL

TAACTAAGCTGTAAAAAGCCCTAGTTAAAATAAAATAACCCACBAAAGTGACTCTAATAATTCTGACACACGATAGCTAGGACCCAAACTGGBATTAGATACCCCACTAT
' ! f ' ! f | ' s | s

1 t 1 1 t 1 t 1 t t t 440
ATTGATTCGACATTTTTCGGGATCAATTTTATTTTATTGGGTGCTTTCACTGAGATTATTAAGACTGTGTGCTATCGATCCTGOGTTTGACCCTAATCTATGGGGTGATA

Tatl  Scal

Forward 1 Forward 3
GTACTACTCGCAACTGCCTAAA] GTGCTTCACATCCACCTAGAG]

GCCTAGCCCTAAACCCAAATAGTTACATAACAAAACTATTCGCCAGAGTACTACTCGCAACTGCCTARAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTCACATCCACCTAGAGGAG
' L f ' f f L ' ' ! :

1 t 1 1 t 1 t 1 1 t 1
CGGATCGGGATTTGGETTTATCAATGTATTGTTTTGATAAGCEGTCTCATGATGAGCGTTGACGBATTTTGAGTTTCCTGAACCGCCACBAAGTETAGBTGGATCTCCTC

Acul
Unique 6+ Cutters (Nonredundant) [laT oo, s =\
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Acul
Clal
BspDI Forward 5
CAGCCTATATACCGCCATCTTC

T
CCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAGACCTTACCAACCCTTGCCAATTCAGCCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAAAAGGAACAATAGTAAGCACAATCA
' f s ! L f ' ' L f L
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GGACAAGATATTAGCTATTTGGGGCTATCTGGAATGGTTGGGAACGGTTAAGTCGGATATATGGCGGTAGAAGTCGTTTGGGATTTTTCCTTGTTATCATTCGTGTTAGT

CTATCTGGAATGGT TGGGAACS GGATATATGGCGGTAGAAGTCG
Reverse 1 Reverse 3

Acll Mmel
TAACACATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAGCTTATGGGTTGGAAAGAAATGGGCTACATTTTCTACATAAGAACACCCACCATACGAAAGTTTTTATGAAACTAAAAAC
N ' ' L f ' : : N f !

TaqII

1 1 1 t t 1 1 1 t t t
ATTGTGTATTTTTGCAATCCAGTTCCACATCGAATACCCAACCTTTCTTTACCCGATGTAAAAGATGTATTCTTGTGGGTGGTATGCTTTCAAAAATACTTTGATTTTTG

‘E Reverse 5

BpuEL Smix

CAAAGGAGGATTTAGCAGTAAATCAAGAATAGAGTGCTTGATTGAATAAGGCCATGAAGCACGCACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAGCATGTAGTAATAAAAATAAC
t t t t t t t t t t t 880
GTTTGCTCCTAAATCGTCATTTAGTTCTTATCTCACGAACTAACTTATTCCGGTACTTCGTGCGTGTGTGECGGGCAGTGGBABGAGTTCGTACATCATTATTTTTATTE

Gambar 2. Hasil penentuan kemampuan penempelan kandidat primer

web https: Jidtdna.com/pages/tools (DNA).

Perancangan primer yang baik dilakukan

oligoanalyzer/ dengan parameter berupa beberapa sifat
primer yang meliputi panjang produk, panjang basa
nukleotida, persentase G dan C (%GC), titik leleh (Tm),

dan sifat sekunder yaitu hairpin, se/f-dimer, dan heterodimer

[29].

Hasil dan Diskusi

Perancangan primer digunakan sebagai pembatas

dalam amplifikasi segmen asam deoksiribonukleat

Jurnal Sains Farmasi & Klinis | Vol. 08 No. 03 | Desember 2021

secara 7 silico dengan basis ilmu bioinformatika. Primer
digunakan dalam teknik Polymerase Chain Reaction (PCR)
yang berfungsi untuk berhibridisasi dengan DNA zemplate
dan menentukan daerah yang akan diamplifikasi dan
merupakan tempat penempelan DNA polimerase untuk
melakukan amplifikasi gen target [30]. Desain primer
adalah langkah awal dalam perolehan sekuen primer
terbaik untuk amplifikasi DNA sehingga dapat digunakan
untuk analisis sampel secara 7z vitro menggunakan teknik

Polymerase Chain Reaction (PCR). Di samping itu, PCR juga
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digunakan untuk memvalidasi hasil dari pengujian ekspresi
gen dan mampu menghasilkan data dalam jumlah yang
besar [31,32].

Sekuen gen 128 rRNA dari DNA mitokondria (mt-
DNA) Sus serofa cristatus yang telah diperoleh dari situs
web  National Center for Biotechnology Information (NCBI)
dimasukkan ke dalam server web Integrated DNA
Technologies (IDT) untuk menghasilkan 5 set kandidat
primer yang terdiri dari primer forward dan primer reverse.
Masing-masing kandidat primer terdiri dari susunan basa
nukleotida dan memiliki panjang amplikon sebagaimana
yang ditunjukkan pada Tabel 1. Panjang amplikon dengan
metode PCR menandakan panjang basa yang dihasilkan
dalam proses pemanjangan atau amplifikasi. Panjang
amplikon standar PCR yaitu 100-500 bp sedangkan untuk
panjang amplikon RT-PCR yang baik yaitu dalam rentang
80-200 bp [33]. Oleh karena itu, keseluruhan set kandidat
primer yang diperoleh telah memenuhi persyaratan.

Kandidat pasangan primer tersebut dimasukkan ke
dalam server web MFEprimer-3.1 untuk dipilih kandidat
primer potensial amplikon dan menghasilkan 35 pasangan
primer. Namun, hanya 5 pasangan kandidat primer yang
dipilih karena panjang amplikonnya termasuk ke dalam
rentang 80-200 bp dan dipastikan terdiri dari primer
forward dan primer reverse. Setiap kandidat primer kemudian
dimasukkan kedalam server web SnapGene Viewer untuk
membandingkan urutan nukleotida dari kandidat primer
dan urutan nukleotida 12S tRNA Sus serofa dalam bentuk
FASTA vyang diharapkan menempel. Diperoleh hasil

bahwa semua kandidat primer menempel pada sekuen

menggunakan server web OligoAnalyzer™ Tool agar
dapat dipilih kandidat primer terbaik.

Kandidat primer dengan panjang basa 18-28 bp
merupakan primer yang menghasilkan amplifikasi terbaik.
Semakin panjang suatu basa tidak akan menyebabkan
bertambahnya spesifitas dari suatu primer [34]. Selain
itu, semakin panjang primer maka amplikon yang
dihasilkan semakin sedikit karena membutuhkan waktu
yang lama untuk proses pemanjangan amplikonnya.
Sementara, apabila primer terlalu panjang maka tidak akan
meningkatkan spesifitasnya namun dapat menyebabkan
biaya produksi yang lebih besar. Persentase G dan C
(%0GC) adalah persentase jumlah guanin dan sitosin dalam
suatu primer. Nilai %GC untuk suatu primer yang baik
berada pada rentang 40-60% [35]. Jika nilai %GC rendah
maka primer tidak akan dapat menempel secara selektif
pada target, sedangkan jika %GC terlalu tinggi dapat
menyebabkan hasil yang diperoleh tidak spesifik.

Nilai titik leleh (Tm) yang optimal untuk sebuah
primer sebaiknya berada pada rentang 50-65°C. Nilai Tm
perlu diperhatikan pada perancangan atau desain primer
karena nilai Tm merupakan temperatur dimana 50%
untai gandanya terpisah yang menyebabkan primer dapat
masuk dan beramplifikasi [36]. Kemudian nilai Tm juga
sangat berpengaruh pada pemilihan suhu annealing pada
proses PCR. Apabila nilai Tm lebih besar dari 65°C maka
akan mengurangi efektivitas suhu annealing yang dapat
mengakibatan kurang baiknya proses amplifikasi DNA
dan nilai Tm yang rendah akan mengakibatkan mudah

menempel di tempat lain sehingga hasilnya menjadi tidak

target sebagaimana yang ditunjukkan oleh Gambar 2. spesifik.
Selanjutnya setiap kandidat primer dianalisis profilnya
Tabel 3. Hasil Penentuan Sifat Sekunder Kandidat Primer
Kode 3 3 Hairpin Self-dimer Heterodimer (kkal/

Primer Pasangan Primer Urutan Primer (keal/mol) (kkal/mol) el
rRNA-1 Forward 5' GTACTACTCGCAACTGCCTAAA 3' -0,58 -5,09
rRNA-2 Reverse 5' GCTGAAGATGGCGGTATATAGG 3' 1,81 -5,83 o7
rRNA-3 Forward 5' CACGGGAAACAGCAGTGATA 3' -0,25 -3,61
rRNA-4 Reverse 5' CTCTTTACGCCGTGGATCTATT 3' 0,95 -4,95 %8
rRNA-5 Forward 5' GTACTACTCGCAACTGCCTAAA 3' -0,58 -5,09
rRNA-6 Reverse 5' GCAAGGGTTGGTAAGGTCTATC 3' 0,03 -3,9 o
rRNA-7 Forward 5' GTGCTTCACATCCACCTAGAG 3' 0,64 -4,16
rRNA-8 Reverse 5' GCTGAAGATGGCGGTATATAGG 3' 1,81 -5,83 Y
rRNA-9 Forward 5'TTTGGTCCTGGCCTTTCTATT 3' -0,86 -9,28
rRNA-10 Reverse 5' GTGCTTGATACCTGCTCCTT 3' -0,29 -3,14 e
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Hairpin merupakan interaksi intramolekular di
dalam primer dan dapat mengganggu proses penempelan
primer pada femplate saat proses PCR. Analisis hairpin
dilakukan untuk mengetahui hairpin yang terbentuk
dan terbentuknya hairpin harus dihindari karena dapat
mengurangi efeksifitas dari suatu primer. Nilai hairpin
yang dipetsyaratkan adalah kurang dati —3 kkal/mol [37].
Penempelan primer dapat mempengaruhi stabilitasnya
karena jika primer tersebut stabil maka dapat menempel
pada zemplate atau sekuen target.

Dimer menunjukkan adanya proses hibridisasi antar
primer yang identik. Analisis se/f-dimer dapat dilakukan
dengan cara membentuk ikatan antar primer sejenis, seperti
primer forward ke primer forwad dan primer reverse ke primer
reverse. Parameter yang dilihat adalah energi bebas atau AG.
Nilai AG pada se/f-dimer hatrus lebih besar dari —6 kkal/mol
[38]. Sementara, analisis heterodimer dilakukan dengan
membentuk dua jenis ikatan primer yang berbeda, yaitu
primer forward ke primer reverse dengan nilai AG nya harus
lebih besar dari —6 kkal/mol. Jika nilai AG kurang dari
—6 kkal/mol akan mengakibatkan primer sulit menempel
pada daerah target.

Hasil dari urutan nukleotida setiap kandidat primer

menyatakan bahwa sifat primer dan sifat sekunder

primer sebagaimana ditunjukkan oleh Tabel 2 dan Tabel
3 memiliki panjang basa, %GC, nilai Tm, dan hairpin
yang memenubhi persyaratan. Namun, pada hasil se/f-dimer,
kandidat primer rRNA-9 memiliki nilai lebih kecil dari
—6 kkal/mol, sehingga tidak bisa digunakan atau petlu
dianalisis lebih lanjut menggunakan PCR. Sementara
nilai AG yang lebih besar dari —6 kkal/mol untuk
heterodimer hanya terdapat pada kandidat pasangan
primer fRNA-5—rRNA-6 dan rRNA-9—rRNA-10. Akan
tetapi, karena kandidat primer rRNA-9 memiliki nilai
AG untuk self-dimer lebih kecil dari —6 kkal/mol maka
tidak bisa dijadikan kandidat primer. Dengan demikian,
hanya pasangan kandidat primer forward tfRNA-5 dengan
urutan sekuen 5 GTACTACTCGCAACTGCCTAAA
3 dan primer reverse fRNA-6 dengan urutan sekuen 5’
GCAAGGGTTGGTAAGGTCTATC 3’ yang menjadi
kandidat primer terbaik. Analisis lebih lanjut secara 7 vitro
melalui teknik PCR diperlukan untuk untuk membuktikan
bahwa kandidat primer terbaik yang diperoleh dapat
digunakan untuk analisis kehalalan pada produk khususnya

krim kolagen.
Kesimpulan

Pada penelitian ini telah dilakukan perancangan

kandidat primer sekuen gen 12S rRNA dari DNA
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mitokondria (mt-DNA) Swus serofa secara in silico untuk
menganalisis kehalalan pada produk krim kolagen.
Hasil yang diperoleh vyaitu terdapat kandidat primer
dengan 5 pasangan primer yang memiliki potensial
amplikon. Kandidat primer terbaik untuk identifikasi
turunan babi yaitu primer forward tRNA-5 (5’
GTACTACTCGCAACTGCCTAAA 3) dan primer
reverse. fRNA-6 (5GCAAGGGTTGGTAAGGTCTATC
3’) karena memiliki sifat primer dan sifat sekunder yang
memenuhi persyaratan. Oleh katrena itu, pasangan primer
ini dapat digunakan untuk menganalisis sampel secara iz

vitro menggunakan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR).
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