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Abstract. Arowana fish (Scleropages sp.) are monomorphic species, those animals that physically could not be 

distinguished between male and female. The research was aimed to identify and purify Vitellogenin of four variants 

of Asian Arowana: Banjar, Papua, Pinoh, and Super red. 12 fishes, 3 from each variant were given estradiol 

stimulation through toad for vitellogenin production purpose. The SDS-PAGE results expressed that there were 

two types of Asian Arowana vitellogenin characters, single Vtg for Arowana Banjar, Pinoh (Scleropages 

macrocephalus) and Super Red (Scleropages legendrei) with a molecular weight of 180 kDa and double Vtg in 

Papuan Arowana (Scleropages jardinii) with molecular weight 180 and 110 kDa. Pure vitellogenin has been 

collected from 3 varieties, Banjar, Papua, and Super red with a concentration range between 0.1 - 0.67 mg / mL. 

The actual concentration is believed to be greater than the measured concentration. 

Keywords: Asian arowana, Scleropages sp., purification, vitellogenin. 

 

Abstrak. Ikan arwana (Scleropages sp) merupakan spesies monomorfik, yaitu hewan yang secara fisik tidak dapat 

atau tidak mudah dibedakan antara jantan dan betina. Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan karakter Vtg 

dari arwana Banjar, Pinoh (Sceleropages macrocephalus), Papua (Scleropages jardinii) dan Super red 

(Scleropages legendrei). Ikan uji yang digunakan sebanyak 3 ekor per varietas yang diberi rangsangan hormon 

estradiol melalui percil sebagai pakan untuk menstimulasi produksi Vitelogenin. Hasil SDS-PAGE menunjukkan 

bahwa terdapat dua jenis karakter vitelogenin arwana asia yaitu tunggal pada arwana Banjar, Pinoh (Scleropages 

macrocephalus) dan Super Red (Scleropages legendrei) dengan berat molekul 180 kDa serta ganda pada arwana 

Papua (Scleropages jardinii) dengan berat molekul 180 dan 110 kDa. Telah dikoleksi Vitelogenin murni dari 3 

varietas yaitu Banjar, Papua dan Super red dengan kisaran konsentrasi antara 0,1 – 0,67 mg/mL. Konsentrasi 

aktual diyakini lebih besar dari konsentrasi terukur tersebut.. 

Kata Kunci: Arwana asia, Scleropages sp., purifikasi, vitelogenin.  
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LATAR BELAKANG 

Ikan arwana (Scleropages sp) merupakan 

spesies monomorfik, yaitu hewan yang secara  

fisik tidak dapat atau tidak mudah dibedakan 

antara jantan dan betina berdasarkan 

pengamatan visual terhadap morfologinya 

(Chumaidi et al., 2012). Indonesia memiliki lima 

spesies ikan arwana, yaitu arwana super red   

(S. legendrei), arwana hijau (S. formosus), 

arwana golden (S. aureus), arwana pinoh (S. 

macrocephalus), dan arwana papua (S. jardinii) 

(Pouyaud et al., 2003). Selain kelima ini, juga 

terdapat Scleropages inscriptus dari Myanmar 

(Roberts, 2012), Scleropages leichardti dari 

Australia (Pusey et al., 2016) dan Scleropages 

sinensis dari Cina (Zhang & Wilson, 2017). 

Khusus ikan arwana super red, konservasinya 

di alam sudah sangat diperhatikan karena 

penangkarannya telah banyak dilakukan 

(Kartamihardja et al., 2014) 

Studi biokimia dan molekuler ikan arwana 

telah banyak dilakukan, termasuk untuk 

keragaman genetik (Austin et al., 2015; Chao et 

al., 2016; Ngili et al., 2015; Lavoue, 2015; 

Manoharan et al., 2011; Shen et al., 2014), 

reproduksi (Chang, 2009), pakan (Thipwong et 

al., 2015) dan identifikasi kelaminnya 

(Benjaboonyazit, 2014; Chansue et al., 2013; 

Esmaeili et al., 2017).  

Salah satu fase pematangan gonad pada 

ikan betina adalah terjadinya vitelogenesis. 

Vitelogenesis adalah sintesis vitelogenin (Vtg) 

atau prekursor kuning telur yang terjadi di 

dalam hati. Vitelogenesis dipicu oleh adanya 

pengaruh hormon estrogen 17β-estradiol 

(Brion et al., 2000) melalui proses fosforilasi, 

glikosilasi dan lipidasi di dalam hati yang 

kemudian menghasilkan Vtg (Parks et al., 

1999). Vtg adalah glikofosfoprotein yang terdiri 

dari sekitar 20 % lemak, terutama fosfolipid, 

trigliserida dan kolesterol (Tyler, 1991). Protein 

ini diangkut menuju ovarium oleh darah dan 

dimasukkan ke dalam oosit yang sedang 

berkembang lalu terdegradasi menjadi 

lipovitelin pada kuning telur (Parks et al., 1999). 

Vtg yang merupakan prekursor kuning telur 

merupakan ciri spesifik induk betina hingga bila 

terdeteksi pada seekor ikan, maka dipastikan 

ikan tersebut betina. Vtg sebagai parameter 

kematangan gonad telah diamati pada ikan 

Arapaima gigas (Chu-Koo et al., 2008) ikan 

kerapu (Daud Om et al., 2016) dan Sturgeon 

Hosu hosu (Kazemi et al., 2020) dan berhasil 

ditemukan perbedaan jantan dan betinanya 

berdasarkan kadar Vtg ini. 

Stimulasi produksi Vtg menggunakan 

hormon estradiol pada arwana baik oral 

maupun injeksi menunjukkan hasil yang sama 

efektif (Musa & Hirnawati, 2018). Untuk 

memecahkan masalah monomorfisme pada 

arwana dibutuhkan proses identifikasi Vtg. 

Identifikasi Vtg dapat dilakukan dengan metode 

immunoassay (Wang et al., 2017). Metode 

immunoassay membutuhkan adanya antigen 

dan antibodi (Tsukada et al., 2019).  Dalam hal 

ini Vtg berperan sebagai antigen untuk 

memproduksi anti-Vtg (Caza et al., 2020).  

Untuk memperoleh Vtg murni dari spesies 

ikan arwana maka dibutuhkan proses 

karakterisasi profil Vtg (Costa et al., 2016; 

Upadhyay et al., 2016) dari berbagai spesies 

ikan arwana yang kemudian dilanjutkan 

dengan proses purifikasi. Penelitian ini 

bertujuan untuk membandingkan karakter Vtg 

dari arwana Banjar, Papua, Pinoh dan Super 

red dan mempurifikasi Vtg dari arwana Banjar, 

Papua dan Pinoh. Hasil dari penelitian ini akan 

dilanjutkan untuk ke tahap produksi antibodi 

dan metode immunoassay lanjutan. 
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METODE PENELITIAN 

Bahan dan Peralatan 

Ikan uji yang digunakan sebanyak 12 ekor 

dengan 3 ekor per varietas (Tabel 1).  Bahan 

lain yang digunakan meliputi hormon Estradiol, 

etanol, Phenoxyethanol, H2O, 0.5 M Tris-HCl, 

pH 6.8, Glycerol, 10% (w/v) SDS dan 

mercaptoethanol, 1 % (w/v) bromophenol blue, 

Bovine Serum Albumin (BSA), dan heparin. 

Peralatan yang digunakan meliputi vortex, 

botol falcon, sentifugator, nano 

spektrofotometer, dan seperangkat alat 

Elektroforesis SDS-PAGE. 

Prosedur Penelitian 

Ikan uji dipelihara dalam akuarium ukuran 

80 x 40 cm dengan ketinggian air 20 - 30 cm. 

Ikan uji diadaptasi selama sebulan sebelum 

diberikan perlakuan hormon. Masing – masing 

ikan uji ditempatkan pada akuarium yang 

berbeda untuk identifikasi. Ikan diberikan 

pakan percil yang telah diberi hormon ke 

bagian perut yang selanjutnya diberikan ke ikan 

sebagai pakan sebanyak 2 ekor perhari. 

250 mg hormon Estradiol dilarutkan dalam 

5 mL etanol absolut pada botol falcon, larutan 

dihangatkan pada suhu maksimal 62,5oC dan 

divortex hingga larutan berwarna bening. 

Larutan dibiarkan menguap hingga jenuh yaitu 

setelah tidak terjadi pengurangan volume 

akibat etanol menguap, lalu ditambahkan 

dengan cairan cocoa butter yang hangat hingga 

volume 8 mL lalu divortex. Setelah merata 

suspensi didiamkan hingga membentuk 

padatan. Sebelum digunakan, suspensi 

dihangatkan hingga mencair lalu disuntikkan 

secepatnya 50 mg/kg ke perut ikan langsung 

maupun ke percil dengan dosis hormon yang 

diberikan 0,1 mL per percil, selanjutnya percil 

akan diumpankan ke ikan uji sebanyak 2 ekor 

perhari.

Tabel 1. Data kode, nomor tag, panjang total (cm) dan bobot (g) ikan uji. 

Kode/ 
code 

Nomor tag/ tag number 
Panjang total/ Total Length 

(cm) 
Bobot/ Weight (g) 

B1 O168003057 30,5 225,0 

B2 O168003367 29,0 198,0 

B3 O168003616 29,0 177,0 

P1 407A0B6821 37,5 440,0 

P2 146256161A 38,0 444,5 

P3 1B0B005461 33,0 320,5 

J1 7F7F116130 34,0 266,0 

J2 7F7F106177 31,0 362,0 

J3 1B0B007427 45,0 820,4 

S1 1B0B005419 37,0 439,0 

S2 1B0B005411 37,5 409,2 

S3 1B0B005435 34,0 320,0 

Catatan: Inisial mengacu pada spesies; B: Banjar, J: Papua, P: Pinoh dan S: Super red. Angka 

mengacu pada nomor ikan. 
 

Pemingsanan ikan uji  dilakukan sebelum 

pengukuran panjang dan bobot badan, 

pengambilan darah dan penyuntikan hormon. 

Pemingsanan dilakukan dengan menggunakan 

Phenoxyethanol 0,4 mL/L air. Ikan  sadar 

beberapa menit setelah dimasukkan ke wadah 

yang terisi air yang diaerasi. Darah diambil 

dengan cara penyuntikan pada bagian pangkal 

ekor kemudian dimasukkan ke dalam plastik 

tube tipe centrifuge yang telah diberi heparin 

sebagai anti koagulan. Pengambilan darah 

dilakukan sebelum stimulasi hormon (kontrol) 
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dan hari kesepuluh. Darah yang telah diambil 

lalu disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 

rpm selama lima menit pada suhu 4oC. Plasma 

kemudian dibuat dalam alikuot dan disimpan 

pada suhu -20oC  

Karakterisasi Vtg dilakukan dengan 

membandingkan kandungan protein plasma 

darah sebelum dan sesudah rangsangan 

hormon dengan menggunakan metode Sodium 

Dodecyl Sulphate – Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) 

yang dilakukan dengan memigrasikan sampel 

melalui stacking gel dan separating gel.  

5 µL plasma darah dari 12 sampel ikan 

uji dilarutkan dalam 100 µL buffer sampel (dd 

H2O, 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8, Glycerol, 10% 

(w/v) SDS dan -mercaptoethanol, 1 % (w/v) 

bromophenol blue) lalu dimasukkan ke dalam 

sumur gel sebanyak 10 µL per sumur. Sumur 

yang digunakan sebanyak 14, 12 untuk sampel 

ikan uji dan dua untuk standar protein.  Migrasi 

protein dilakukan selama 45 – 60 menit atau 

hingga sampel mencapai bagian terbawah dari 

gel. Gel lalu direndam dengan menggunakan 

larutan staining selama 2 jam lalu dibilas 

dengan larutan fiksatif. Pita yang terlihat pada 

sampel yang diberi rangsangan hormon lalu 

dibandingkan dengan pita sampel kontrol. Pita 

yang berbeda dapat dianggap sebagai Vtg. 

Penentuan berat molekul Vtg dilakukan melalui 

perbandingan dengan standar protein yang 

digunakan. 

Purifikasi Vtg dilakukan pada varietas 

Banjar, Papua dan Super Red, mengingat 

bahwa Pinoh dan Banjar dianggap satu 

spesies. Purifikasi dilakukan dengan teknik 

SDS-PAGE menggunakan gel dengan 

ketebalan 1,5 mm untuk memisahkan protein 

dalam kandungan plasma darah ikan uji. 

Tegangan yang digunakan sebesar 150 Volt 

selama 45 menit. Setelah migrasi terjadi, pita 

yang menunjukkan Vtg kemudian dipotong lalu 

dimasukkan ke dalam tabung elusi untuk 

memisahkan protein dari gel dengan arus 

sebesar 10 mA/tabung selama 3 jam. Purifikasi 

Vtg dilakukan secara berulang-ulang hingga 

Vtg murni yang didapatkan cukup untuk 

digunakan sebagai antigen untuk produksi 

antibodi maupun pada proses ELISA. 

Konsentrasi Vtg murni dalam sampel dianalisis 

secara kuantitatif dengan pengukuran 

menggunakan nano spektrofotometer pada 

panjang gelombang 280 (Metode Protein 

A280). Untuk tujuan validasi Bovine Serum 

Albumin (BSA) digunakan sebagai standar 

untuk membandingkan antara konsentrasi 

aktual dan konsentrasi terukur (Hirnawati & 

Musa, 2015). 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Dengan pemberian stimulasi hormon 

secara oral, ikan menunjukkan kondisi yang 

sehat dimana respon terhadap pakan agresif 

dan bergerak lincah (Musa & Hirnawati, 2018). 

Setelah pengambilan darah terakhir, ikan tetap 

bertahan dan dapat dipelihara untuk penelitian 

lanjutan. Produksi Vtg dengan cara oral juga 

efektif karena ukuran bukaan mulut arwana 

yang dapat memangsa percil. Hasil pengujian 

menunjukkan bahwa proses produksi Vtg 

berhasil dilakukan. Estradiol efektif untuk 

merangsang Vitelogenesis dan menghasilkan 

banyak vitelogenin yang diproduksi pada hati 

ikan (Magalhães et al., 2004; Brion et al., 2000; 

Madsen et al., 2013; Zhong et al., 2014). 

Ekspresi vtg secara signifikan lebih tinggi di hati 

dan gonad dibandingkan dengan ekspresi di 

jaringan lain (Pan et al., 2019). 

Hasil identifikasi berdasarkan metode 

SDS-PAGE pada sampel hari ke-10 masing-
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masing ikan uji menunjukkan bahwa terdapat 

kesamaan karakter Vtg pada Arwana Banjar, 

Pinoh dan Super red (Gambar 1). Berat molekul 

Vtg yang terukur pada ketiga varietas tersebut 

adalah 180 kiloDalton (kDa), sedangkan pada 

Arwana Papua terdapat dua jenis Vtg yang 

terlihat yaitu pada berat molekul 180 kDa untuk 

Vtg1 dan 110 kDa untuk Vtg2. Durasi ekspresi 

Vtg setelah pemberian estradiol ini sama pada 

ikan marbled flounder (Pseudopleuronectes 

yokohamae), black rockfish (Sebastes 

schlegelii) dan fat greenling (Hexagrammos 

otakii) (Li et al., 2018), sedangkan pada ikan 

Astyanax bifasciatus, Chrenicicla iguassuensis 

dan Geophagus brasiliensis adalah 15 hari 

(Yamamoto et al., 2017) begitu pula pada 

Rhamdia quelen (Costa et al., 2016).

 

Gambar 1. Karakter Vtg empat varietas arwana. Inisial mengacu pada spesies; B: Banjar, J: Papua, 

P: Pinoh dan S: Super red. Angka mengacu pada angka ikan. Garis coklat mengacu pada 

Vtg1 and garis kuning mengacu pada Vtg2.  

 

Vtg tunggal terdapat pada patin albino 

(Pangasianodon hypophthalmus) dan gurame 

padang (Osphronemus goramy) (Musa & 

Hirnawati, 2016), marbled flounder 

(Pseudopleuronectes yokohamae), black 

rockfish (Sebastes schlegelii) dan fat greenling 

(Hexagrammos otakii) (Li et al., 2018),  

Geophagus brasiliensis  (Yamamoto et al., 

2017), serta Rhamdia quelen (Costa et al., 

2016). Karakter Vtg Arwana Papua memiliki 

kesamaan dengan  Arapaima gigas yang 

memiliki 2 Vtg yaitu Vtg 1 dan Vtg 2 (Chu-Koo 

et al., 2008) dengan dugaan berat molekul 180 

kDa dan 110 kDa masing-masing. Dua jenis 

Vtg juga ditemukan di Rainbow Trout 

(Oncorhynchus mykiss) pada berat molekul 

390 dan 176 kDa (Bon et al., 1997). Ikan ringau 

(Datnioides microlepis) memiliki dua jenis Vtg 

dengan molekul berat 180 dan 110 kDa (Musa, 

2016) dan Clarias batrachus memiliki dua Vtg 

dengan berat molekul 95 dan 67 kDa 

(Mahapatra et al., 2017). 

Belum diketahui apakah perbedaan 

karakter Vtg antara Arwana Papua dan ketiga 

varietas lainnya memiliki korelasi dengan 

perbedaan pendapat tentang spesiasi Arwana 

Asia, di mana Pouyaud et al. (2003) 

mengklasifikasikan bahwa arwana asia di 

Indonesia terdiri dari lima spesies, sedang Yue et 

al., (2002) dan Mohd-Shamsudin et al., (2011) 
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tetap menganggap bahwa hanya ada dua 

spesies di arwana asia yaitu Scleropages 

formosus dan Scleropages jardinii. 

Hasil purifikasi menunjukkan bahwa telah 

berhasil didapatkan Vtg murni dari tiga varietas 

arwana yaitu Banjar, Papua dan Super Red 

(Gambar 2).  Keberhasilan purifikasi terlihat dari 

adanya pita tunggal tipis dan jelas pada setiap 

sumur. Purifikasi Vtg ikan telah banyak dilakukan 

untuk tujuan immunoassay seperti pada Alburnus 

tarichi (Oguz et al., 2019), Giant grouper 

(Epinephelus lanceolatus) (Daud Om et al., 

2016), Mugil cephalus (Amano et al., 2019), 

Heteropneustes fossilis (Biswas, 2018) dan 

Oryzias melastigma (Yi et al., 2018) serta banyak 

ikan lainnya. 

 

Gambar 2. Uji kualitas hasil pemurnian dari tiga varietas arwana. Inisial mengacu pada spesies ; B : 

Banjar, J : Papua dan S : Super red. Angka mengacu pada nomor ikan 

Berdasarkan kualitas hasil pemurnian 

pada Gambar 2 maka kadar Vtg yang berhasil 

dipurifikasi ditentukan melalui uji kuantifikasi. 

Hasil uji kuantifikasi dengan metode protein 

A280 pada standar BSA menunjukkan bahwa 

konsentrasi terukur jauh lebih rendah dibanding 

konsentrasi aktual (Hirnawati & Musa, 2015). 

Hal ini menunjukkan bahwa meskipun 

pembacaan kecil, konsentrasi aktual Vtg dalam 

sampel hasil purifikasi dapat lebih tinggi dari 

konsentrasi terukur (Tabel 2). 

Penggunaan metode protein A280 ini 

memiliki banyak keuntungan di antaranya 

adalah penggunaan sampel yang sedikit (2 µL), 

tidak perlu mengganti pelarut sampel dan 

waktu yang lebih cepat karena tidak perlu 

mencampur dengan pereaksi tertentu (Anonim, 

2008).  

Tabel 2. Kode sampel dan konsentrasi terukur 

(mg/mL) sampel hasil purifikasi. 

Kode sampel 
Konsentrasi terukur 

(mg/mL) 

B11 0,67 

B12 0,65 

B13 0,33 

J11 0,40 

J12 0,10 

J13 0,48 

S11 0,51 

S12 0,11 

S13 0,42 

Catatan: Inisial mengacu pada spesies dan standar; 
B: Banjar, J: Papua dan S: Super red. 
Angka mengacu pada nomor ikan. 

Metode protein A280 juga sangat bagus 

untuk pengukuran protein murni yang telah 

melalui proses purifikasi (Anonim, 2008). 

Metode protein A280 telah dimanfaatkan untuk 
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pengukuran Xylanase dari Aspergillus ficuum 

(Lu et al., 2008), protein imunogenik 

Mycobacterium sp pada ikan mas 

(Rahmaningsih & Yanuhar, 2012) serta Vtg dari 

ovarium Amphioxus (Sun & Zhang, 2001). 

Metode A280 juga digunakan untuk 

pengukuran konsentrasi protein pada bisa 

(Bocian et al., 2020), protein monoklonal canine 

sera (Harris et al., 2019) bahkan untuk protein 

rekombinan dalam pengujian Covid-19 (Johari 

et al., 2020). 

Konsentrasi Vtg murni terukur yang 

berhasil diperoleh dari proses purifikasi 

berkisar dari 0,1 sampai 0,67 mg/mL. Vtg yang 

diperoleh dapat dimanfaatkan untuk 

memproduksi antibodi proses imunoassay 

yang kedepannya sangat berguna untuk 

proses deteksi Vtg baik secara kualitatif 

maupun kuantitatif (Li et al., 2018).  

Permasalahan di arwana yang bersifat 

monomorfik dengan diperolehnya Vtg ini akan 

dapat dipecahkan dan didapatkan jalan 

keluarnya. Di mana pada spesies lain, Vtg juga 

telah banyak digunakan sebagai indikator 

pembeda kelamin seperti pada Arapaima gigas 

(Chu-Koo et al., 2008), Giant Grouper 

Epinephelus lanceolatus (Daud Om et al., 

2016), Yellowfin Seabream Acanthopagrus 

latus (Negintaji et al., 2019) dan lainnya. 

Meskipun pada ikan jantan juga 

terkadang terdeteksi adanya vitellogenin (Pan 

et al., 2019), namun hal ini diduga disebabkan 

oleh adanya gangguan dari senyawa estrogen 

yang terekspos ke lingkungan (endocrine 

disruptor compounds) seperti yang teramati 

pada beberapa ikan di sungai Iguacu, Brazil 

(Yamamoto et al., 2017), ikan rainbow trout di 

Park City, Utah, Amerika Serikat (Franco, 2020) 

dan brown trout di sungai Liri, Italia (Zezza, 

2020). Dalam keadaan normal, Vtg hanya 

terdapat pada ikan betina (Li & Zhang, 2017). 

Dengan diperolehnya isolat Vtg yang 

murni, maka proses immunoassay dapat 

dilanjutkan ke tahap produksi antibodi untuk 

selanjutnya dapat didesain metode interaksi 

Vtg dengan anti-Vtg baik melalui western blot 

(Oğuz et al., 2019), ELISA (Li et al., 2018) 

maupun dot blot (Nanthanawat & Prasatkaew, 

2018) dengan hasil ini diharapkan kelamin ikan 

arwana dapat ditentukan secara akurat. Jika 

kelamin ikan arwana dapat dibedakan maka 

akan memudahkan proses budidaya secara 

efektif (Medipally et al., 2016). Pemasangan 

induk jantan dan betina dengan rasio tertentu 

dapat dilakukan untuk memudahkan proses 

pemijahan (Yue et al., 2020). Pemijahan ikan 

arwana dengan rasio kelamin jantan dan betina 

yang efektif tentu akan membuat usaha 

budidaya arwana ini menjadi lebih efisien 

dengan produktitifas yang tinggi. 

KESIMPULAN 

Terdapat dua jenis karakter vitelogenin 

arwana asia yaitu tunggal pada arwana Banjar, 

Pinoh (Scleropages macrocephalus) dan Super 

Red (Scleropages legendrei) dengan berat 

molekul 180 kDa serta ganda pada arwana 

Papua (Scleropages jardinii) dengan berat 

molekul 180 dan 110 kDa. Telah dikoleksi 

Vitelogenin murni dari 3 varietas yaitu Banjar, 

Pinoh dan Papua dengan kisaran konsentrasi 

antara 0,1 – 0,67 mg/mL. Konsentrasi aktual 

diyakini lebih besar dari konsentrasi terukur 

tersebut. 
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partisipasinya dalam membantu pelaksanaan 

sampling. 
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