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ABSTRAK 

 

OPTIMASI ANTIKOAGULAN, EKSPRESI GEN SISTEM IMUN DAN UJI 

AGLUTINASI HEMOLIM LOBSTER PASIR (Panulirus homarus)                  

BUDI DAYA UNTUK DETEKSI BAKTERI PATOGEN IKAN 

 

 

Oleh 

 

SYIFA ATHAYA SHAFIRA 

 

 

 

 Hemolim lobster pasir (Panulirus homarus) budi daya diduga memiliki 

kesamaan fungsi dengan kepiting tapal kuda (Tachypleus gigas) yang digunakan 

untuk mendeteksi bakteri patogen melalui proses aglutinasi (pembekuan).  Hemo-

lim dapat diawetkan dengan menggunakan antikoagulan yang perlu diuji keta-

hanannya selama penyimpanan. Ekspresi gen imun tubuh pada hemolim dan ke-

mampuan aglutinasi hemolim terawetkan untuk deteksi bakteri patogen ikan juga 

perlu dilakukan. Tujuan penelitian dilakukan untuk mengoptimasi antikoagulan 

terbaik pada penyimpanan hemolim, mengukur ekspresi gen imun dalam hemolim 

dan menguji kemampuan aglutinasi hemolim pada bakteri patogen ikan.  Optimasi 

antikoagulan dilakukan dengan menggunakan lima jenis antikoagulan yaitu aspi-

rin, EDTA, natrium sitrat, heparin dan alginat. Empat gen imun yang di-ukur 

antara lain GPO, lectin, LGBP dan ß-actin. Pengujian kemampuan aglutinasi 

hemolim dilakukan dengan menggunakan Vibrio parahaemolyticus, Escherichia 

coli, V. harveyi, V. alginolyticus, Salmonella, Staphylococcus aureus dan 

Aeromonas hydrophyla. Hasil penelitian menunjukkan bahwa lima jenis antiko-

agulan dapat mengawetkan hemolim lobster pasir budi daya lebih dari 24 jam pe-

nyimpanan. Ekspresi empat gen imun menunjukkan determinasi gen imun yang 

positif dengan variasi nilai cycle threshold value. Kemampuan aglutinasi hemolim 

yang disimpan menunjukkan reaksi positif pada pengenceran bertingkat (20-211) 

dilanjutkan dengan reaksi positif pembekuan hemolim yang disimpan pada lima 

jenis antikoagulan dengan tujuh spesies bakteri patogen pada ikan. Antikoagulan 

natrium sitrat dan heparin menunjukkan reaksi yang samar untuk V.harveyi dan 

Salmonella. 

 

Kata kunci: Aglutinasi, Antikoagulan, Ekspresi Gen, Hemolim, Lobster Pasir 

Budi Daya 
  



 
 

ABSTRACT 

 

OPTIMIZATION OF ANTICOAGULANTS, IMMUNES SYSTEM GENES 

EXPRESSION AND AGGLUTINATION ASSAY OF HAEMOLIMPH OF 

CULTURED SCALLOPED SPINY LOBSTER (Panulirus homarus) FOR                             

FISH PATHOGENIC BACTERIA DETECTION 

 

 

By 

 

SYIFA ATHAYA SHAFIRA 

 

 

 

The hemolymph of cultured scalloped spiny lobster (Panulirus homarus) 

is showed to have similar functions to horseshoe crabs (Tachypleus gigas) which 

are used to detect pathogenic bacteria through the agglutination process (freeze 

blood). Hemolymph can be preserved using anticoagulants whose resistance needs 

to be tested during storage. The expression of immune genes in hemolymph and 

the agglutination ability of preserved hemolymph for the detection of fish patho-

genic bacteria also need to be carried out. The purpose of this study was to opti-

mize the best anticoagulant for hemolymph storage, measure the expression of im-

mune genes in hemolymph and test the agglutination ability of hemolymph on fish 

pathogenic bacteria. Anticoagulant optimization was carried out using five types 

of anticoagulants, namely aspirin, EDTA, sodium citrate, heparin and alginate. 

The four immune genes measured were GPO, lectin, LGBP and ß-actin. Hemo-

lymph agglutination ability testing was carried out using Vibrio parahaemolyticus, 

Escherichia coli, V. harveyi, V. alginolyticus, Salmonella, Staphylococcus aureus 

and Aeromonas hydrophyla. The results showed that five types of anticoagulants 

could preserve the hemolymph of farmed scalloped spiny lobster for more than 24 

hours of storage. The expression of four immune genes showed positive immune 

gene determination with variations in cycle threshold value. The agglutination a-

bility of the stored hemolymph showed a positive reaction in multilevel dilutions 

(20-211) followed by a positive reaction of hemolymph coagulation stored in five 

types of anticoagulants with seven species of pathogenic bacteria in fish. Sodium 

citrate and heparin anticoagulants showed a faint reaction for V. harveyi and 

Salmonella. 

 

Keywords: Agglutination, Anticoagulant, Cultured Scalloped Spiny Lobster, Gene 

Expression, Hemolimph. 
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I. PENDAHULUAN  

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

Negara Indonesia memiliki wilayah perairan yang luas yaitu mencapai 

70% sehingga berdampak positif pada keanekeragaman hewan air yang sangat 

melimpah, salah satunya adalah keberadaan kepiting tapal kuda (Horseshoe Crab) 

atau bisa disebut dengan mimi, belangkas, kepiting ladam, mintuna, dan kepiting 

bulan. Kepiting tapal kuda memiliki nama latin Tachypleus gigas (Anggraini et 

al., 2017). Salah satu keunikan yang dimiliki kepiting tapal kuda ini adalah darah 

yang berada di dalam tubuhnya tidak mengandung hemoglobin melainkan meng-

andung hemocyanin. Kandungan ini berfungsi untuk mengangkut oksigen dan 

mengandung unsur tembaga yang mengakibatkan warna darah kepiting tapal kuda 

menjadi biru. Darah kepiting tapal kuda juga mengandung unsur amebosit yang 

berfungsi sebagai pertahanan organisme untuk melawan patogen (Funkhouser, 

2011). Limulus polyphemus memiliki ekstrak darah Limulus Amoebocyte Lysate 

(LAL), Tachypleus sp. menghasilkan Tachyplesin Amoebocyt Lysat (TAL) dan 

Carcinoscorpius rotundicau menghasilkan Carcinoscorpius Amoebocyt Lysat 

(CAL), hal tersebut dapat mendeteksi endotoksin bakteri Gram negatif, endo-

toksin darah manusia, dan patogen pada produk obat-obatan (Funkhouser, 2011). 

Kepiting tapal kuda atau belangkas termasuk hewan laut yang sudah 

jarang ditemui dan termasuk hewan yang dilindungi sesuai dengan SK Mentri 

Kehutanan No. 12/Kpts-II/1987 dan Peraturan Pemerintah RI No. 7/1999 

(Rubiyanto, 2012). Oleh karena itu eksploitasi terhadap kepiting tapal kuda sudah 

tidak dapat dilakukan dan diperlukan adanya alternatif lain. Salah satu alternatif 

yang dapat digunakan untuk mendeteksi endotoksin bakteri adalah hemolim lobs-

ter. Hemolim lobster diduga dapat digunakan sebagai detektor endotoksin bakteri 

penyebab penyakit pada ikan. Hemolim lobster pasir memiliki kesamaan yaitu  
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memiliki hemolimfa yang sensitif terhadap lipopolisakarida (LPS) yang terdapat 

di membran luar bakteri Gram negatif sehingga dapat digunakan sebagai pende-

teksi bakteri. Menurut Shun-Feng et al (2018), menunjukkan hemosit krustasea 

termasuk dari lobster pasir berpotensi digunakan untuk fungsi pengobatan khu-

susnya untuk penapisan endotoksin mikroba. 

Lobster pasir memiliki fungsi bermanfaat lainnya yang ada untuk pengo-

batan (Ueda et al., 1994). Meskipun demikian, salah satu kendala yang dihadapi 

adalah kecenderungan cepatnya terjadi koagulasi (pembekuan) pada hemolim 

lobster. Oleh karena itu, diperlukan upaya untuk menemukan antikoagulan yang 

efektif dalam menghambat koagulasi hemolim lobster.  

Ada beberapa jenis antikoagulan komersil yang telah umum digunakan 

pada Masyarakat yaitu Heparin, EDTA (Ethylene diamine tetra acetate), Aspirin 

dan Na Sitrat namun terdapat beberapa efek samping dan juga sulitnya mendapat-

kan antikoagulan-antikoagulan tersebut di pasaran sehingga diperlukannya men-

cari alternatif lain untuk menggantikan antikoagulan yang lebih mudah didapat 

dan alami dalam hal ini yaitu alginat karena struktur alginat mirip dengan heparin 

yang telah umum digunakan untuk terapi antikoagulan selama beberapa dekade 

(Alban & Franz, 2000). Alasan-alasan ini yang mendasari diperlukannya pene-

litian lebih lanjut untuk mengevaluasi optimasi jenis dan dosis antikoagulan hem-

olim lobster pasir (Panulirus homarus) budi daya untuk deteksi bakteri patogen 

ikan dan ekspresi gen. 

 

 

1.2 Tujuan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi optimasi antikoagulan, eks-

presi gen sistem imun dan uji aglutinasi hemolim lobster pasir budi daya untuk 

deteksi bakteri patogen ikan. 

 

 

1.3 Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah bagi  
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mahasiswa, pembudidaya dan masyarakat mengenai optimasi antikoagulan, eks-

presi gen sistem imun dan uji aglutinasi hemolim lobster pasir budi daya untuk 

deteksi bakteri patogen ikan. 

 

 

1.4 Kerangka Pikir 

Lobster pasir memiliki fungsi bermanfaat lainnya yang ada untuk pengo-

batan (Ueda et al., 1994) lobster juga bisa digunakan sebagai detektor endotoksin 

bakteri penyebab penyakit pada ikan. Hemolim lobster pasir memiliki kesamaan 

yaitu memiliki hemolimfa yang sensitif terhadap lipopolisakarida (LPS) yang ter-

dapat di membran luar bakteri Gram negatif sehingga dapat digunakan sebagai 

pendeteksi bakteri. Menurut Shun-Feng et al (2018), menunjukkan hemosit krus-

tasea termasuk dari lobster pasir berpotensi digunakan untuk fungsi pengobatan 

khususnya untuk penapisan endotoksin mikroba. Meskipun demikian, salah satu 

kendala yang dihadapi adalah kecenderungan cepatnya terjadi koagulasi (pem-

bekuan) hemolim pada lobster. Oleh karena itu, diperlukan upaya untuk menemu-

kan antikoagulan yang efektif dalam menghambat koagulasi hemolim lobster. 

Terdapat banyak jenis antikoagulan yang terdapat dipasaran antara lain: 

EDTA (Ethylene diamine tetra acetate), Heparin, Na Sitrat dan aspirin yang bisa 

dipakai untuk menghambat terjadinya koagulasi pada hemolim lobster. Namun, 

terdapat juga efek samping dan kendala untuk mendapatkannya dikarenakan ter-

masuk dalam kategori obat bebas terbatas sehingga diperlukannya mencari alter-

natif lain untuk menggantikan antikoagulan yang lebih mudah didapat dan alami 

dalam hal ini adalah alginat dikarenakan struktur alginat mirip dengan heparin 

yang telah umum digunakan untuk terapi antikoagulan selama beberapa dekade. 

Kerangka pikir penelitian disajikan pada  Gambar 1. 
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Gambar 1. Kerangka pikir penelitian 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1 Kepiting Tapal Kuda  

Kepiting tapal kuda merupakan arthropoda menyerupai krustasea, tetapi 

karena sangat berbeda dengan krustasea ia dikelompokkan ke dalam subphylum 

Chelicerata. Secara taksonomis hewan ini termasuk Filum Arthropoda karena me-

miliki ruas pada tubuhnya, Kelas Merostomata karena memiliki mulut pada ujung 

proksimal dan kaki renang pada ujung distal dan tubuh terbagi atas prosoma dan 

ophistosoma, Ordo Xiphosura yang berarti memiliki ekor seperti pedang. Kepiting 

tapal kuda termasuk ke dalam Famili Limulidae yang hanya terdiri dari 3 genus 

yaitu Limulus, Carcinoscorpius, dan Tachypleus (Hickman, 2008). Kepiting tapal 

kuda dapat ditemukan di area estuari dan pantai selama musim spawning season, 

kepiting tapal kuda juga menetap di laut dalam secara pasif dengan mengubur diri 

dengan pasir selama monsoon (non-spawning season) (Nugroho et al., 2018). 

Kepiting tapal kuda memiliki peran penting secara ekologi dan ekonomi. 

Secara ekologi kepiting tapal kuda berperan sebagai bioturbator dan mengenda-

likan hewan bentik. Kepiting tapal kuda juga memiliki peran sebagai penyeim-

bang rantai makanan dan sebagai sumber protein bagi beberapa spesies burung 

pantai (Beekey et al., 2013). Secara ekonomi, darah kepiting tapal kuda berman-

faat dalam bidang farmasi. Salah satu keunikan yang dimiliki kepiting tapal kuda 

ini yaitu darah yang berada di dalam tubuh tidak mengandung hemoglobin me-

lainkan mengandung hemocyanin. Kandungan ini berfungsi untuk mengangkut 

oksigen dan mengandung unsur tembaga yang mengakibatkan warna darah kepi-

ting tapal kuda menjadi biru. Darah kepiting tapal kuda juga mengandung unsur 

amebosit yang berfungsi sebagai pertahanan organisme untuk melawan patogen. 

(Funkhouser, 2011). Menurut Suci et al (2020) darah kepiting  
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 tapal kuda yang berwarna biru ini mengandung amebosit yang dapat digunakan 

sebagai bahan untuk melakukan uji terkait keberadaan bakteri endotoksin.  

 

Gambar 2. Kepiting Tapal Kuda 

             (Sumber: Erwyansyah et al., 2018) 

 

 

2.2 Klasifikasi dan Morfologi Lobster Pasir (Panulirus homarus) 

Adapun klasifikasi lobster pasir menurut Chan (1986) dalam Carpenter & 

Niem (1998) 

Kingdom : Animalia 

Phylum : Arthropoda   

Sub Filum : Crustacea 

Kelas   : Malacostraca 

Ordo  : Decapoda 

Famili  : panuliridae 

Genus  : Panulirus 

Spesies : Panulirus homarus  
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Gambar 3. Lobster Pasir (Panulirus homarus) 

 

Lobster pasir masuk ke dalam famili Palinuridae. Tubuh lobster secara 

morfologi terdiri dari dua bagian, yaitu bagian depan atau cephalothoraxs (kepala 

menyatu dengan dada) dan bagian belakang yang disebut abdomen (perut). Tubuh 

lobster seluruhnya terdiri dari ruas-ruas yang tertutup oleh kerangka luar yang ke-

ras, bagian kepala terdiri dari 13 ruas dan bagian dada terdiri dari enam ruas 

(BBL., 2012). Secara eksternal lobster dapat dibedakan jenis kelaminnya dengan 

melihat tanda tanda sebagai berikut:  

1) Lobster jenis kelamin betina pada kedua pangkal kaki jalan ke-3 terdapat 

tonjolan berwarna putih bening.;  

2) Lobster jenis kelamin betina di bagian sisi dalam kaki renang terdapat 

lembaran berpasangan yang berjumlah 2 lembar dan 1 lembar pada lobster jantan.; 

Ruas kaki jalan ke-5 bercabang tiga untuk lobster kelamin betina. 

3) Tangkai kaki jalan ke-5 terdapat tonjolan yang berhubungan dengan testis 

pada lobster jantan (Yusnaini et al., 2009).  

Lobster pasir memiliki bentuk tubuh yang memanjang dengan panjang 

berkisar 16-25 cm. Lobster pasir memiliki 5 pasang kaki jalan dan 5 pasang kaki 

renang serta modifikasi ekor seperti dayung atau yang disebut uropoda. Perut 
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bersegmen melintang dan bagian anterior depan dilengkapi oleh empat buah duri 

besar selain tanduk depan. Warna tubuh dari lobster pasir cenderung kehijauan 

hingga keco-kelatan dengan mata yang berwarna cokelat tua. Bagian antenulla 

berwarna se-perti pita putih-cokelat, abdomen (perut) diselimuti oleh bintik-bintik 

putih (Pratiwi, 2018).  

 

 

2.3 Klasifikasi dan Morfologi Sargassum sp.  

Adapun klasifikasi Sargassum sp. menurut Anggadiredja et al (2008) yaitu 

sebagai berikut: 

Filum  : Phaeophyta 

Kelas  : Phaephyceae 

Ordo  : Fucales 

Family  : Saegassaceae 

Genus  : Sargassum 

Spesies : Sargassum sp. 

Sargassum sp. memiliki thallus yang gepeng, dengan banyak percabangan 

yang menyerupai pepohonan di darat. Struktur daunnya melebar dan lonjong se-

perti pedang, seringkali dilengkapi dengan gelembung udara yang umumnya ber-

sifat soliter. Batang utama memiliki bentuk bulat yang agak kasar, dan bagian 

holdfast (yang digunakan untuk melekat) berbentuk cakram. Pinggir daun jarang 

bergerigi, seringkali berombak, dan ujungnya melengkung atau meruncing 

(Anggadiredja et al., 2008). 

Makroalga jenis Sargassum biasanya merupakan tanaman air yang 

berwarna cokelat, memiliki ukuran yang relatif besar, dan tumbuh serta berkem-

bang pada substrat dasar yang kuat (Handayani et al., 2004). Bagian atas tanaman 

ini menyerupai semak dengan bentuk simetris bilateral atau radial, dilengkapi 

dengan bagian sisi pertumbuhan. Secara umum, makroalga tumbuh secara liar dan 

belum sepenuhnya dimanfaatkan secara optimal (Kadi & Atmadja, 1988). 
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2.4 Habitat dan Penyebaran Sargassum sp. 

Alga cokelat (Sargassum sp.), tumbuh di perairan hangat tropis dan 

subtropis, berasal dari perairan Jepang, China, dan Alaska (Thomas, 2002). Di 

Indonesia, beberapa jenis alga cokelat (Sargassum sp.) dapat ditemukan di pera-

iran yang tenang dan melekat pada batu karang di pantai Pulau Jawa, mulai dari 

garis pantai hingga kedalaman 10 meter (Basma et al., 2011). 

Karakteristik biologi dari rumput laut Sargassum menunjukkan bahwa 

spesies ini hidup dan tumbuh di daerah pesisir pantai dengan substrat batu karang. 

Sargassum dapat tumbuh di daerah intertidal, subtidal, hingga daerah dengan om-

bak besar dan arus yang deras. Alga ini berkembang di daerah tropis dengan suhu 

sekitar 27-30°C, salinitas sekitar 32-33 ppt, dan kedalaman perairan antara 0,5 

hingga 10 meter (Hidayat et al., 2017). 

Sargassum sp. tumbuh pada zona pantai, yang dikenal sebagai reef flats, 

mulai dari garis pantai hingga daerah tubir, yang biasanya disebut sebagai daerah 

intertidal (Fauziah, 2017). Daerah tubir ini menjadi tempat tumbuhnya Sargassum 

yang memiliki panjang thallus berkisar antara 1 hingga 3 meter. Pada daerah inter-

tiedal berbatu, Sargassum juga dapat tumbuh karena memiliki wilayah pesisir de-

ngan substrat keras, seperti batuan atau karang mati (Handayani, 2020). Pertum-

buhan Sargassum sp. dipengaruhi oleh habitat dengan kondisi perairan yang jer-

nih (Kumalasari et al., 2018). Sargassum sp. dapat tumbuh hingga kedalaman di 

mana cahaya matahari masih dapat menembus (Kepel et al., 2018). 

 

 

2.5 Kandungan Kimia Alga Cokelat 

Makroalga cokelat mempunyai pigmen yang memberikan warna cokelat 

dan dapat memproduksi senyawa seperti algin atau alginat, laminarin, selulosa, 

fukoidan, dan manitol. Alga cokelat menghasilkan berbagai senyawa metabolit 

primer dan sekunder yang memiliki manfaat bagi manusia. Senyawa tersulfatasi, 

yang juga dikenal sebagai senyawa fikokolidal atau hydrocolloid, digunakan se-

cara luas dalam industri makanan, kosmetik, dan farmasi sebagai bahan penun-
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jang. Metabolit primer alga berupa polisakarida, yang menjadi struktur utama din-

ding sel alga dan diduga memainkan peran dalam mekanisme pengenalan antara 

alga dan patogen. Kandungan total polisakarida dalam alga berkisar antara 4 hing-

ga 76% dari total berat kering. 

Polisakarida dari rumput laut umumnya mengalami sulfatasi, membentuk 

polisakarida tersulfatasi. Polisakarida tersulfatasi merupakan kelompok makro-

molekul yang kompleks dengan aktivitas biologis yang penting. Perbedaan struk-

tur kimia polisakarida tersulfatasi disebabkan oleh taksonomi dan struktur dinding 

selnya. Polisakarida tersulfatasi dalam alga berperan sebagai matriks ekstraseluler 

yang memiliki peran penting dalam regulasi mekanik, osmotik, dan ionik 

(Kasanah et al., 2018). Alga cokelat menghasilkan berbagai jenis polisakarida, de-

ngan agar, karaginan, dan alginat menjadi komponen utama yang paling banyak 

dieksploitasi secara komersial. Polisakarida-polisakarida ini memiliki sifat-sifat 

tekstural dan penstabil yang berguna, sehingga sering digunakan dalam industri 

makanan dan sebagai sumber obat-obatan (Rasmussen & Morrissey, 2007). 

 

 

2.6 Natrium Alginat 

Salah satu bahan alami yang telah terbukti memiliki aktivitas antikoagulasi 

darah adalah alginat sulfat (Fan et al., 2010). Alginat merupakan polisakarida 

yang umumnya ditemukan pada alga cokelat, termasuk dalam genus seperti Sar-

gassum. Selain mempunyai sifat antikoagulan, alginat juga telah teruji menun-

jukkan aktivitas imunostimulan dalam konteks budi daya udang vannamei 

(Darmawan et al., 2023). Alginat merupakan zat yang berasal dari ekstraksi sar-

gassum sp yang merupakan salah satu jenis polisakarida yang terdapat dalam din-

ding sel Phaeophyceae dengan kadar mencapai 40% dari total berat kering, algi-

nat juga berperan penting dalam mempertahankan struktur jaringan sel alga 

(Rasyid, 2010). 

Alga cokelat, khususnya Sargassum sp, merupakan spesies yang dapat di-

jumpai di wilayah beriklim tropis. Sebagaimana biota lainnya, alga ini mengan-

dung senyawa-senyawa aktif tertentu yang memiliki potensi medis sebagai bahan 
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pengobatan dan sebagai sumber vitamin, mineral, serat makanan non kalori, serta 

memiliki potensi biologis yang aktif (Suresh et al., 2013).  

Alginat telah digunakan secara luas dalam beberapa aplikasi industri yaitu 

mulai dari makanan, kosmetik dan obat-obatan. Saat ini alginat telah dianggap se-

bagai sumber bioaktif potensial bahan dan aplikasi baru seperti antikoagulan, anti-

virus, antiproliferasi dan antikanker sesuai dengan sifat biokompatibilitasnya, ti-

dak beracun, non-imugenik dan dapat terbiodegradasi (Alban & franz., 2000). 

Struktur alginat mirip dengan heparin yang telah umum digunakan untuk terapi 

antikoagulan selama beberapa dekade. 

 

 

2.7 Ethylene Diamine Tetra Acetate (EDTA) 

Ethylene diamine tetra acetate (EDTA) merupakan salah satu antikoagu-

lan yang dipakai untuk menghindari pembekuan darah, EDTA juga digunakan da-

lam berbagai pemeriksaan hematologi seperti penentuan kadar hemoglobin, hitung 

jumlah leukosit, eritrosit, trombosit, retikulosit, hematokrit, dan penentuan laju 

en-ap Darah (Gandasoebrata, 2008). EDTA bekerja dengan cara mengikat ion kal-

sium, sehingga terbentuk garam kalsium yang tidak larut. Takaran yang direko-

mendasikan untuk penggunaan EDTA adalah 1-1,5 mg EDTA per ml darah. 

EDTA tidak memengaruhi ukuran dan bentuk trombosit atau leukosit. EDTA 

mencegah trombosit untuk menggumpal, sehingga cocok digunakan sebagai anti-

koagulan. Ethylene diamine tetra acetate (EDTA) memiliki kemampuan memper-

tahankan morfologi sel dan menghambat agregasi trombosit dengan baik dari pada 

antikoagulan yang lain (Muslim, 2015). 

 

 

2.8 Natrium Sitrat 

Natrium sitrat merupakan larutan yang isotonik dengan darah dan men-

cegah pembekuan darah. International Committe for Standarization in Hema-

tology (ICSH) dan International Society fo Thrombosis and Haematology telah 
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merekomendasikan natrium sitrat sebagai antikoagulan untuk pemeriksaan koa-

gulasi (Kiswari, 2014). Natrium sitrat adalah antikoagulan yang aman dan tidak 

beracun yang berfungsi dengan mengikat kalsium, mencegah pembekuan darah 

(Yayuningsih et al., 2017). Antikoagulan yang baik digunakan dalam pengecekan 

koagulasi merupakan yang mengandung sitrat (Gandasoebrata, 2008). 

Konsentrasi sitrat yang digunakan dapat menyebabkan adanya variasi hasil 

peme-riksaan koagulasi, termasuk Prothrombin Time. Seluruh sitrat yang ada 

didalam tabung akan mengikat ion kalsium pada sampel pemeriksaan. Konsentrasi 

atau jumlah sitrat yang berlebihan akan mengikat lebih banyak ion kalsium, se-

hingga menyebabkan pemanjangan waktu terjadinya pembekuan (Adcock et al., 

1997).  

 

 

2.9 Heparin 

Heparin telah digunakan lebih dari 50 tahun sebagai antikoagulan yang 

efektif baik untuk mencegah trombus pada penderita yang berisiko tinggi maupun 

pengobatan penyakit tromboemboli. Secara umum pengobatan menggunakan he-

parin yang memadai menurunkan angka kematian dan kesakitan akibat penyakit 

trombosis akut akan tetapi penggunaan heparin juga menyebabkan komplikasi 

yaitu perdarahan dan trombositopenia, sehingga perlu untuk memantau dosis 

antikoagulan dan dampak antiplatelet. (Warkentin., 2004) 

Heparin adalah antikoagulan yang terjadi secara alami diproduksi oleh 

basofil dan sel mast. Heparin merupakan antikoagulan yang mencegah pemben-

tukan bekuan dan perpanjangan pembekuan yang ada dalam darah. Heparin beker-

ja secara tidak langsung pada sistem pembekuan darah intrinsik dan ekstrinsik de-

ngan meningkatkan aktivitas antitrombin III serta menghambat faktor IX, X, XI, 

dan XII. Selain itu, heparin juga merangsang pembentukan kompleks antitrombin 

III trombin yang dapat mencegah konversi fibrinogen menjadi fibrin. Dengan 

demikian, heparin menghentikan pembentukan trombin dari protrombin, sehingga 

mencegah pembentukan fibrin (Nugraha, 2015). 
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2.10 Aspirin 

Aspirin atau asam asetil salisilat (asetosal) merupakan jenis obat dari 

keluarga salisilat yang sering digunakan sebagai anagesik, antipiretik, dan anti-

inflamasi. Aspirin juga memiliki efek antikoagulan dan digunakan dalam dosis 

rendah dalam tempo lama untuk mencegah serangan jantung. Aspirin sudah dike-

nal dari masa perang dunia 1. Target kerja aspirin terletak pada cyclooxygenase 

(COX) dan prostaglandin endoperoxidase synthase. Aspirin menghambat akses 

asam arakidonat ke tempat penempelan sehingga menyebabkan inhibisi COX-1 

dan COX-2 (Fuster & Sweeny, 2011).  

 

 

2.11 Koagulasi Darah dan Mekanisme Pembekuan Darah 

Koagulasi atau pembekuan darah merupakan kemampuan darah untuk 

berubah dari cair menjadi massa semi padat. Pembekuan darah melibatkan peru-

bahan fibrinogen, magkrofag yang dapat larut yang berupa rantai-rantai polipep-

tida menjadi monomer fibrin dengan kerja trombin enzim proteolitik. Aktivasi 

tromboplastin yang dapat mengubah protombin (faktor II) menjadi trombin terjadi 

melalui jalur intrinsik dan ekstrinsik (Dewoto, 2008). Pembekuan darah (koagu-

lasi) adalah suatu proses kimiawi dimana protein-protein plasma berinteraksi un-

tuk mengubah molekul protein plasma besar yang larut, yaitu fibrinogen menjadi 

gel stabil yang tidak larut yang disebut fibrin (Sacher & McPherson, 2000). 

Hemostasis memiliki pengertian bahwa darah tetap berada dalam sistem 

pembuluh darah. Komponen dalam mekanisme hemostasis yaitu trombosit, 

endotel vaskuler, faktor protein plasma prokoagulan, protein antikoagulan natural, 

protein fibrinolitik, dan protein antifibrinolitik. Semua komponen ini harus 

tersedia dalam jumlah cukup dengan fungsi yang baik serta tempat yang tepat 

untuk dapat menjalankan mekanisme hemostasis dengan baik. Hemostasis dan 

trombosis terdiri dari 3 fase yaitu terbentuknya agregasi trombosit, pembentukan 

jaring-jaring fibrin, dan pelarutan parsial atau total agregat oleh plasmin. Proses 

pembentukan agregasi trombosit awal bersifat sementara pada tempat luka. Trom-
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bosit akan mengikat kolagen pada tempat luka pembuluh darah dan diaktifkan 

oleh trombin yang terbentuk dalam kaskade peristiwa koagulasi pada tempat yang 

sama. Trombosit dapat pula berikatan dengan ADP yang dilepaskan trombosit ak-

tif lainnya. Trombosit akan berubah bentuk, kemudian melakukan proses agregasi 

dengan adanya fibrinogen untuk membentuk sumbat hemostatik ataupun trombus. 

Pembentukan jaring atau benang-benang fibrin yang terikat dengan agregat trom-

bosit membentuk sumbatan hemostatik atau trombus yang lebih kuat dan lebih 

stabil.  

Hemostasis terdiri dari hemostasis primer, hemostasis sekunder dan 

hemostasis tersier. Hemostasis primer terdiri dari komponen pembuluh darah dan 

trombosit. Hemostasis primer yang pertama kali terlibat dalam proses penghentian 

darah bila terjadi perdarahan. Proses ini diawali dengan vasokontriksi pembuluh 

darah dan pembentukan plak trombosit yang menutup luka dan menghentikan 

perdarahan. Hemostasis sekunder terdiri dari faktor koagulasi dan antikoagulasi. 

Akhir dari mekanisme hemostasis sekunder adalah terbentuknya benang fibrin. 

Hemostasis tertier adalah mekanisme hemostasis lanjutan yang diperankan oleh 

darah. Bekuan atau hemostatic plug yang sudah terbentuk akan dihancurkan da-

lam sistem fibrinolisis. Hemostasis tersier ini bertujuan untuk mengontrol agar 

aktivitas koagulasi tidak berlebihan (Atanassova et al., 2012) 

 

2.12. Antikoagulasi 

Antikoagulan merupakan zat yang dapat menghambat pembekuan darah. 

Pengujian antikoagulan dapat ditujukan untuk pengobatan, seperti mencegah 

terjadinya trombosis pada keadaan tertentu, dan dapat juga ditujukan untuk 

mendapatkan plasma darah, yang ditujuannya untuk analisis komponen tertentu 

dalam darah (Weliyani et al., 2015). 

Antikoagulan dapat mencegah pembekuan darah dengan jalan 

menghambat fungsi beberapa faktor pembekuan darah. Antikoagulan ada yang 

bekerja dengan cara mengaktifkan antithrombin sehingga mengganggu pema-

tangan protein faktor penggumpalan, seperti thrombin. Selain itu, ada juga anti-

koagulan yang mengikat ion Ca+, sehingga tidak bermuatan lagi dan penggum-
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palan darah akan terhenti (Weliyani et al., 2015). Beberapa jenis antikoagulan 

yang sering digunakan antara lain EDTA, Natrium sitrat, Heparin, dan Warfarin. 

Namun, perlu dicatat bahwa terdapat beberapa efek samping yang terkait dengan 

penggunaan antikoagulan tersebut. Selain itu, dalam konteks analisis komponen 

darah, pemilihan antikoagulan memiliki dampak signifikan terhadap hasil analisis. 

Antikoagulan yang digunakan harusnya tidak merusak komponen darah dan tidak 

mempengaruhi morfologi sel darah atau menyebabkan hemolisis (Weliyani et al., 

2015). 

 

 

 

 

  



 
 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

3.1.1 Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari-Agustus 2024. 

3.1.2 Tempat Penelitian  

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Budidaya Perikanan, Jurusan 

Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung dan Balai 

Besar Perikanan Budidaya Air Payau (BBPBAP) Jepara, Jawa Tengah. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 
 

 Alat yang digunakan pada penelitian ini disajikan pada Tabel 1.  
 

Tabel 1. Alat yang digunakan pada pelaksanaan penelitian 

No Alat Konsentrasi Merek Fungsi 

1 Panci besar - - Wadah pembuatan 

ekstrak. 

2 Pengaduk  - - Mengaduk ekstrak. 

3 Gelas ukur  500 & 1000ml Iwaki Pyrex Mengukur larutan. 

4 Mikro pipet Vol 0-10µl, 

10-100µl, 

100-1000µl 

DLAB   Mengambil larutan 

volume mikro. 

5 Alumunium 

foil 

- Klin Pak Menutup alat yang 

diperlukan. 

6 Centrifuge  - Corona GL-08 Memisahkan pellet 

dan substansi. 
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No Alat Konsentrasi Merek Fungsi  

7 Tabung 

corning 

15ml Onemed Wadah ekstrak. 

8 Termometer - GEA Pengukur suhu. 

9 Timbangan 

digital  

Ketelitian 0,01 Sojikyo Menimbang 

bahan. 

10 Lemari 

pendingin 

187L Sharp Penyimpanan 

sampel dan media. 

11 Toples 

besar 

1L - Menyimpan 

ekstrak. 

12 Coolbox 24S Lion Star Meletakkan  

sampel uji. 

13 Spuit   1ml Onemed Mengambil 

hemolim. 

14 Tabung 

eppendorf  

5ml Biologix Wadah larutan. 

15 Microplate 

datar 

96 well Onemed Wadah darah saat 

diuji. 

16 Saringan  - - Menyaring 

ekstrak. 

17 Corong   - - Membantu 

memindahkan 

ekstrak ke botol 

lain. 

18 Kompor - Rinnai Merebus 

Sargassum. 

19 Plastik 

wrapping 

- Klin Pak Menutup bahan 

yang ingin 

disimpan. 

20 Mesin 

penggiling  

- FFC 37 Menghaluskan 

Sargassum. 

21 pH paper - MQuant Mengukur tingkat 

pH. 

22 Sarung 

tangan 

latex 

- Nitrile Menjaga bahan 

dan larutan tetap 

steril. 

23 Akuarium  120 x 50 x 50 cm3 - Media 

pemeliharaan 

lobster. 

24 Cawan 

petri 

100x15mm Iwaki Pyrex Media bakteri. 

25 Microtube  1,5ml Biologix Media darah 

setelah diambil. 

26 Microplate 

u shape 

96 well Onemed Media darah dan 

bakteri . 

27 Jarum ose - HHH Jerman Mengambil koloni 

bakteri. 
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No Alat Konsentrasi Merek Fungsi  

28 Hot plate - MS-H280-Pro Memanaskan 

larutan. 

29 Laminar 

flow 

71 x 26 x 50cm3 Nuaire Ruang kerja kaca 

aseptis. 

30 Autoclave  24L Gea YX-18LDJ Mensterilkan 

bahan uji. 

31 Bunsen  Ketebalan 3-4mm Rofa lab Alat sterilisasi. 

32 Aerasi  - - Meningkatkan 

sirkulasi oksigen 

di akuarium. 

33 Filter 

akuarium 

- - Memfilter air 

akuarium. 

34 Spreader  - Bacterial Cell 

Spreader Glass 

Drigalki Triangle 

Meratakan bakteri 

ke media. 

 

Tabel 2. Bahan yang digunakan pada pelaksanaan penelitian 

No Nama Bahan  Konsentrasi  Merek  Fungsi 

1 Akuades  - - Pelarut bahan kimia. 

2 HCl  1% - Bahan pelarut 

Sargassum. 

3 KCl 187,

5ml 

- Bahan pelarut 

Sargassum. 

4 Serbuk Sargassum  500g - Bahan utama sebagai 

antikoagulan.  

5 Soda ASH 300g - Bahan pelarut 

Sargassum. 

6 HCl  10% - Bahan pelarut 

Sargassum. 

7 Soda api 400g Kuda Bintang Menetralkan ekstrak. 

8 Air laut 280

L 

- Media pemeliharaan 

lobster. 

9 EDTA  10% - Bahan antikoagulan. 

10 Na Sitrat  10% - Bahan antikoagulan. 

11 Heparin  10% - Bahan antikoagulan. 

12 Aspirin  10% Aspilets 

Chewable 

Bahan antikoagulan. 

13 Es Batu - - Untuk mendinginkan 

darah. 

  14 Lobster Pasir - - Hewan uji. 

  15 Isolat bakteri - - Menguji bakteri. 

  16 Alkohol  70% Onemed Sterilisasi. 
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3.3 Rancangan Penelitian  

 Penelitian ini dilakukan dengan metode campuran (mixed methods) antara 

eksploratif dan eksperimental. Metode eksploratif pada pengambilan sampel he-

molim secara langsung untuk mengidentifikasi ekspresi gen-gen yang terlibat 

pada sistem imun lobster pasir. Metode eksperimental digunakan untuk mene-

mukan antikoagulan yang terbaik untuk hemolim lobster yang terdiri dari 5 per-

lakuan dan 1 kontrol dengan masing-masing 3 kali pengulangan sebagai berikut: 

 

1. Hemolim lobster tanpa penambahan antikoagulan (kontrol) 

2. Hemolim lobster dengan penambahan antikoagulan komersil Aspirin, EDTA, 

NA Sitrat dan Heparin dengan dosis sebagai berikut:  

a) 1:1 (25µl hemolim lobster:25µl antikoagulan) 

b) 1:2 (25µl hemolim lobster:50µl antikoagulan) 

c) 2:1 (50µl hemolim lobster:25µl antikoagulan) 

 

3. Hemolim lobster dengan penambahan antikoagulan alami Alginat dengan dosis 

sebagai berikut: 

 

a) 2:3 (50µl hemolim lobster:75µl alginat) 

b) 2:4 (50µl hemolim lobster:100µl alginat) 

c) 2:5 (50µl hemolim lobster:125µl alginat) 

 

 

3.4 Prosedur Penelitian 

 

3.4.1 Pembuatan Ekstrak 

 

  Ditimbang 500 g rumput laut halus kemudian rumput laut direndam HCl 

1% selama 1 jam, lalu rumput laut dibilas menggunakan air mengalir, kemudian 

disiapkan air tawar sebanyak 15 l dalam wadah perebus lalu dimasukan soda ASH 

300 gram ke dalam wadah berisi air dan diaduk, setelah itu rumput laut direbus se-

lama 1 jam dengan suhu 60°C dan diaduk sesekali. Setelah direbus rumput laut di-

saring menggunakan saringan untuk mendapat air/ekstrak lalu dilakukan pemucat-

an ekstrak dengan KCl 187,5 ml dan didiamkan 30 menit. Kemudian dilakukan 

penurunan ekstrak dengan HCl 10% sampai mencapai pH 2-3 dan didiamkan 30 
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menit setelah itu ekstrak dinetralkan dengan soda api sampai pH 7 dan ekstrak 

siap dipakai/disimpan dalam wadah tertutup (Setyawan et al., 2021). 

 

 

3.4.2 Persiapan Wadah Pemeliharaan 

 

Media pemeliharaan yang digunakan yaitu akuarium berukuran 120 x 50 x 

50 cm3 lalu air yang digunakan adalah air laut. Akuarium dilengkapi dengan 2 

selang aerasi dan filter akuarium untuk menjaga air tetap bersih. 

 

 

3.4.3 Persiapan hewan uji  

 

Hewan yang akan digunakan dalam penelitian ini yaitu lobster pasir dewa-

sa berukuran 8-17cm hasil budi daya di keramba jaring apung mitra Unila di 

Hanura, Kecamatan Teluk Pandan, Kabupaten Pesawaran, Provinsi Lampung. 

Selama pemeliharaan dalam akuarium, lobster pasir diberi pakan udang vaname 

dan cumi-cumi segar sebanyak dua kali sehari. 

 

 

3.4.4 Pengambilan Sampel Hemolim 

 

Pengambilan sampel hemolim dilakukan di Laboratorium Budidaya Peri-

kanan, Jurusan Perikanan dan Kelautan dengan bantuan alat suntik (syringe) 1ml 

dengan needle 23G, hemolim diambil dari pangkal kaki jalan lobster dari 3 lobster 

yang berbeda kemudian hemolim dimasukkan ke dalam tabung microtube yang 

telah diberi label lalu dimasukan ke dalam coolbox yang sudah diisi dengan es 

batu. 

 

 

3.4.5 Sterilisasi Alat dan Bahan 

 

Alat-alat yang berbahan kaca sebelum digunakan dicuci terlebih dahulu 

hingga bersih lalu dikeringkan, dan dibungkus menggunakan kertas HVS kemu-

dian dimasukan ke dalam plastik tahan panas. Bahan yang digunakan berupa me-

dia agar yang sudah dilarutkan di dalam erlenmeyer dan ditutup menggunakan 

alumunium foil. Alat dan bahan disterilisasi dengan metode basah menggunakan 

autoclave pada suhu 121°C dengan tekanan 1 atm selama 30 menit. Alat lainnya 
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yaitu seperti spreader dan jarum ose disterilisasi menggunakan bunsen dan 

alkohol 70%. 

 

 

3.4.6. Pembuatan Media 

3.4.6.1 Media TSA (Tryptic Soy Agar) 

 
Pembuatan media TSA yaitu dengan menimbang media TSA sebanyak 5g 

lalu dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan ditambahkan aquades sebanyak 125ml, 

kemudian erlenmeyer ditutup menggunakan alumunium foil. Larutan dihomogen-

kan dan dipanaskan sampai mendidih menggunakan hot plate. Media selanjutnya 

disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 1 atm selama 

30 menit. Media TSA dituangkan ke cawan petri yang sudah steril. 

 

 

3.4.6.2 Media TSB (Tryptic Soy Broth) 

 

Pembuatan media TSB yaitu dengan menimbang media TSB sebanyak 

3,75g kemudian dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan ditambahkan akuades se-

banyak 125ml, kemudian erlenmeyer ditutup menggunakan alumunium foil. Laru-

tan dihomogenkan dan dipanaskan sampai mendidih menggunakan hot plate. Se-

lanjutnya Media disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dengan te-

kanan 1atm selama 30 menit. Media TSB dituangkan ke tabung reaksi berukuran 

10ml yang sudah steril sebanyak 7ml per tabung reaksi. 

 

 

3.4.7 Penanaman Bakteri 

3.4.7.1 Penanaman Bakteri pada Media TSA (Tryptic Soy Agar) 
 

Penanaman bakteri pada media TSA dilakukan dengan cara bakteri di-

inokulasi menggunakan jarum ose pada media TSA kemudian digores 4 kuadran. 

Isolat bakteri diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Bakteri yang digunakan 

yaitu antara lain: Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Vibrio harveyi, Vibrio 

alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus, Salmonella spp. Dan Staphylococcus 

aureus.  
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3.4.7.2 Penanaman Bakteri pada Media TSB (Tryptic Soy Broth) 

 
Bakteri yang tumbuh pada media TSA kemudian dikultur pada media TSB 

dengan mengambil bakteri menggunakan jarum ose. Isolat bakteri diinkubasi pada 

suhu ruang selama 24-48 jam dan diletakkan di atas shaker. 

 

 

3.4.8 Pengamatan 

3.4.8.1 Metode Lee-White 

 

Metode ini dilakukan untuk menentukan berapa lama pembekuan darah 

(koagulasi) yang diamati secara langsung. Antikogulan berupa aspirin, Ethylene 

diamine tetra acetate (EDTA), natrium sitrat, heparin, dan alginat dimasukkan ke 

dalam microplate sesuai dengan dosis yang sudah ditentukan menggunakan 

micropipet yang telah dipasangkan yellowtip dan whitetip. Kemudian diambil 

hemolim lobster pasir sesuai dengan dosis yang sudah ditentukan dan dimasukkan 

ke dalam microplate. Setelah itu, amati lama pembekuan hemolim lobster pasir 

dengan menggunakan stopwatch hingga 40 menit. Setelah diamati selama 40 

menit tutup microplate lalu lapisi dengan plastic wrap kemudian simpan di kulkas 

kemudian amati lama pembekuan darah setiap satu hari sekali selama tiga hari. 

 

 

3.4.8.2 Aglutinasi 

 

Pengamatan aglutinasi dilakukan menggunakan microplate 96 well with 

lid flat. Pada blok A, B, C, D, E ,dan F sumuran 1 dan 2 diisi hemolim 25𝜇l, 

sumuran 2-12 diisi PBS 25𝜇l, sumuran 2 yang berisi hemolim dan PBS diencer-

kan dengan bantuan micropipet, diambil 25𝜇l larutan pada sumuran 2 dan dima-

sukkan pada sumuran 3. Langkah tersebut dilakukan hingga sumuran 11, dan la-

rutan hasil pengenceran pada sumuran 11 dibuang. Ditambahkan antikoagulan 

berupa aspirin pada sumuran blok A sebanyak 25𝜇l. Ditambahkan antikoagulan 

berupa EDTA pada sumuran blok B sebanyak 25𝜇l. Ditambahkan antikoagulan 

berupa natrium sitrat pada sumuran blok C sebanyak 25𝜇l. Ditambahkan antiko-

agulan berupa heparin pada sumuran blok D sebanyak 25𝜇l. Ditambahkan anti-

koagulan berupa alginat pada sumuran blok E sebanyak 25𝜇l. Kemudian diho-
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mogenkan larutan pada microplate dengan cara menggoyangkan microplate mem-

bentuk angka 8 selama 5 menit. Inkubasi microplate pada suhu ruang selama 30 

menit sampai 1 jam kemudian diamati aglutinasi yang terbentuk. 

 

 

3.4.8.3 Ekspresi Gen 

 

Dalam penelitian ini terdapat dua gen imun yang diamati yaitu LGBP 

(lipopolysaccharide and β-1,3-glucan binding protein) dan lectin. Masing-masing 

gen diamati dan dibandingkan dengan housekeeping gene sebagai kontrol internal. 

Primer masing-masing gen terdapat pada Tabel 3. 

 

Tabel 3. Primer gen imun lobster pasir (Panalirus homarus) 

Gen  Primer  Sekuen (5’-3’)  Accession  Referensi  

LGBP  

  

  

CqLGBPqPCR-

F  

CqLGBPqPCR-

R   

CAGCGGTGAGATTGACATT 

 

TGGAAACTGTTAGCGAAGG  

KP100470  Hou et 

al.,(2015)  

Lectin  

  

CqCTLqRT-F  

CqCTLqRT-R 

ATGGTGAAGGCATGTGTGACG    

GCAGACCAAGGTCTCTTGCTCA 

MN944107  Wang et 

al.,(2020)  

Clotting 

protein  

GPO-F  

GPO-R  
TTTTTCCGTGCAAAAAGGAC  

TAATACGCGATGCCCCTAAC  

AY973252  Haryati et 

al.,(2017)  

β-actin 

(Internal 

control)  

β-actin-F  

β-actin-R 

ATCACTGCTCTGGCTCCTGCTACC  

CGGACTCGTCGTACTCCTCCTTGG 

  Hou et 

al.,(2015)  

 

a. Isolasi RNA Hemolim  

 

Metode isolasi RNA dilakukan sesuai dengan Schmittgen & Livak (2008). 

Sebanyak 50 µL hemolim ditambahkan larutan Trizol. Hemolim dan Trizol di-

homogenkan dengan menggunakan pipet, inkubasi sampel pada suhu ruang sela-

ma 5 menit. Sebanyak 200 µL kloroforn dan ditambahkan dan dikocok sebanyak 

15 kali, kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 3 menit. Sampel kemudian 

disentifugasi pada kecepatan 15.000 rpm selama 15 menit. Supernatant dipindah-

kan pada 1,5 ml microtube. Tambahkan 500 µL isopropanol dan RNA dipresi-

pitasi selama 10 menit pada suhu ruang. Sampel di sentrifugasi pada kecepatan 

12.000g selama 10 menit. Pindahkan supernatant pada 1,5 ml microtube, 
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kemudian tambahkan 1.000 µL etanol 75% sentrifugasi pada 7.500g selama 5 

menit. Buang etanol yang terdapat pada tube menggunakan micropipette.   

Langkah selanjutnya yaitu DNase Treatment. Tambahkan RNA dengan 

RNasefree DNase untuk menghilangkan residual DNA. Tambahkan 1,2µL RNA 

dengan 4,5µL master mix yang terdiri dari bahan pada (Tabel 4) kemudian tam-

bahkan air se-banyak 30µL. Homogenkan dengan cara dijentikkan, masukan tube 

ke dalam minicentrifuge. Inkubasi sample menggunakan PCR Thermal Cycler 

pada suhu 37°C selama 10 menit dan 90°C selama 5 menit untuk menginaktivasi 

DNase.  

Komposisi bahan untuk isolasi RNA dapat dilihat pada Tabel 4.  

 

Tabel 4. Komposisi bahan untuk isolasi RNA 

Bahan  Volume (µL)  

RNase-free DNase I  1,8  

RNA guard  0,3  

25 mM MgCl2  2,4  

Total  4,5  

 

a. Sintesis cDNA (Reverse trancryption)  

 

Siapkan master mix (Tabel 5). Tambahkan 25 µL reverse transkrip 

mastermix pada 200 µL PCR Strip tube. Tambahkan 25 µL RNA yang sudah di 

beri perlakuan DNase. Inkubasi menggunakan PCR Thermal Cycler pada 26°C 

selama 10 me-nit 42 °C selama 45 menit dan 75 °C selama 10 menit.  

Komposisi bahan untuk sintesis cDNA dapat dilihat pada Tabel 5.  

 

Tabel 5. Komposisi bahan untuk sintesis cDNA 

Bahan  Volume (µL)  

5 SuperScript II buffer  10  

10 mM dNTPs  5  

0.1 M DTT  5  

BSA (RNase-free, optional)  1,25  

Random primers  0,25  

RNA guard  1,25  

Superscript II reverse transcriptase  1,25  

Molecular biology water  1  

Total  25  



25 
 

Hasil PCR konvensional selanjutnya di elektroforesis untuk melihat hasil 

amplifi-kasi DNA. Elektroforesis dilakukan pada gel agarose 1%. Gel agarose di-

cetak dalam cetakan gel berukuran kecil (6 Sumuran). Gel agarose kemudian di-

masukan kedalam chamber elektroforesis yang sebelumnya sudah ditambahkan 

TAE Buffer 1X. Sampel dimasukkan ke dalam sumuran gel masing-masing se-

banyak 5 µL. Elektroforesis dilakukan pada 80 mA selama 30 menit. Visualisasi 

pita DNA dilakukan dengan menggunakan UV-Transilluminator.  

 

a. Real Time Quantitative PCR (qPCR)  

Ekspresi gen imun di analisis menggunakan qPCR mengikuti standar pro-

tokol qPCR (Setyawan, 2018).  Bahan dan kondisi qPCR terdapat pada Tabel 6 

dan Tabel 7.  

Tabel 6. Bahan Real Time Quantitative PCR (qPCR)  

Bahan  Volume (µL)  

2 x SYBR Green reagen  6,25   

Primer Forward   0,125   

ROX Low reference dye  0,25   

dH2O   10,5   

 

Tabel 7. Kondisi Real Time Quantitative PCR (qPCR) 

Program  Suhu ( °C)  Waktu (menit)  Siklus  

Pre-denaturasi  94  5  1  

Denaturasi   94  0,10      ~  

Annealing   55-60  0,30  45  

Extention  68  0,50     ~  

Final Extention  68  7  1  

Melting Curve  95  30    

Ket: tanda (~) menunjukan siklus yang sama. 

 

 

3.5 Analisis data 
 

Data yang diperoleh pada penelitian ini disajikan dalam bentuk gambar 

dan tabel yang dianalisis secara deskriptif.   



 
 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1 Simpulan 

Penambahan antikoagulan komersil (aspirin, EDTA, Na sitrat, heparin) 

maupun antikoagulan alami (alginat) pada hemolim lobster pasir (Panulirus 

homarus) efektif mencegah pembekuan darah lebih dari 24 jam. Hemolim lobster 

pasir juga terbukti dapat digunakan untuk mendeteksi endotoksin bakteri dikare-

nakan keberadaan gen protein reseptor yang mampu mendeteksi keberadaan ben-

da asing seperti endotoksin pada dinding sel bakteri. Penambahan antikoagulan 

juga tidak mempengaruhi efektivitas hemolim dalam mengaglutinasi bakteri. 

 

 

5.2 Saran  

Saran yang dapat diberikan dari penelitian ini adalah, perlu diadakannya 

penelitian lebih lanjut untuk mengeksplorasi alginat sebagai antikoagulan alter-

natif dari antikoagulan komersil.  
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