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 Penggolongan darah sistem ABO lazim digunakan untuk melacak 

berbagai kasus bencana, kecelakaan, kejahatan atau paternitas dengan 

barang bukti darah. Penelitian ini bertujuan untuk memeriksa sampel 

darah kering bukti kasus dan penggolongan darah metode absorpsi-elusi 

dengan optimalisasi waktu suhu inkubasi. Darah kering ditetesi dengan 

antisera A, B dan larutan lektin O, diinkubasi pada suhu 0°C selama 15 

menit kemudian dicuci dengan NaCl Fis-0,9 %, dan sentrifugasi 200 

rpm selama 10 menit. Larutan eritrosit ABO 2% diteteskan pada tabung 

reaksi, kemudian pengamatan aglutinasi divisualisasikan dengan 

mikroskop compound. Hasil penelitian menunjukkan bahwa proses 

aglutinasi positif ditemukan pada golongan darah O, yaitu berupa 

gumpalan yang banyak, halus dan cairan agak keruh. Pengamatan 

mikroskop menunjukkan terjadinya penumpukan sel darah merah pada 

sampel A. Hal ini menunjukkan bahwa adanya keterkaitan antara 

sampel A dengan sampel B. 
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1. Pendahuluan 

Manusia memiliki materi genetik yang terdapat pada darah dan dapat digolongkan 

berdasarkan adanya senyawa antigenik (karbohidrat, protein, glikoprotein, dan glikolipid) 

[1][2]. Klasifikasi pengelompokan darah berdasarkan sistem ABO adalah yang paling umum 

digunakan bersumber pada aglutinogen (antigen) dan aglutinin (antibodi) pada membran 

permukaan eritrosit. Golongan darah menjadi penting untuk diketahui dalam berbagai kasus 

bencana, kecelakaan, kejahatan atau paternitas yang melibatkan bukti darah di tempat 

kejadian perkara [3][4]. Premis pemeriksaan golongan darah didasarkan pada respon antigen 

pada permukaan sel darah merah dengan antibodi yang sama, sehingga terjadi aglutinasi 

[5][6]. Akan tetapi, pemeriksaan golongan darah berdasarkan bukti forensik membutuhkan 

metode standar yang akurasinya dapat divalidasi. 

Pada umumnya, berbagai kasus akan meninggalkan barang bukti di tempat kejadian 

perkara. Sampel biologis yang mengandung DNA seperti rambut, kuku, hasil buccal swab, 

sperma, daging, tulang, kulit, gigi, air liur dan darah yang ditemukan pada tempat kejadian 

perkara dapat digunakan sebagai barang bukti forensik [7][8][9]. Noda darah dapat 

ditemukan di berbagai benda, termasuk lantai, meja, kursi, karpet, senjata, dan pakaian. 

Barang bukti tersebut akan dibawa ke laboratorium forensik untuk dilakukan pemeriksaan 

lanjut. Penyidik biasanya menemukan bukti darah di properti korban serta pada barang basah 

atau kering tersangka [10][11]. Identifikasi forensik akan dilakukan dengan membandingkan 

DNA korban dengan DNA terduga yang dicurigai. Proses identikasi menyeluruh diperlukan 

untuk mendapatkan data lengkap dan pendukung, memastikan darah tersebut berasal dari 
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korban dan tersangka, dan untuk menentukan tes tambahan seperti penggolongan darah dan 

tes DNA. 

Metode absorpsi-elusi digunakan untuk menentukan golongan darah dengan 

mendeteksi keberadaan antigen dalam darah. Fitri dkk. [12] menyatakan bahwa 

penggolangan darah pada rambut, saliva dan darah kering menggunakan uji absorpsi-elusi 

dapat dilakukan dengan menentukan terjadinya aglutinasi pada sampel. Sejalan dengan 

Utami dkk. [13], yang menyebutkan bahwa persentase keberhasilan identifikasi golongan 

darah mencapai 100% pada barang bukti darah kering yang diletakkan pada suhu ruangan 

menggunakan metode absorpsi-elusi. Metode ini juga berhasil digunakan oleh Eldiana dkk. 

[14] untuk mengindentifikasi golongan darah pada empat variasi substrat kayu sengon 

(Paraserianthes falcataria) pada lingkungan tertutup. 

Berdasarkan hal tersebut, maka pemeriksaan golongan darah pada sampel darah 

kering perlu dilakukan untuk melihat keberadaan darah tersangka pada alat bukti. Penelitian 

ini bertujuan untuk memeriksa sampel darah kering yang berasal dari substrat kain dan 

penggolongan darah sistem absorpsi-elusi dengan optimalisasi waktu suhu inkubasi. 

Informasi mengenai keberhasilan identifikasi darah kering pada berbagai substrat seperti 

kain dengan mengoptimalkan suhu inkubasi tertentu menjadi penting ketika berhadapan 

dengan situasi forensik. Temuan penelitian ini dapat digunakan sebagai acuan untuk 

mengoptimalkan proses penggolongan darah pada kasus yang serupa, sehingga 

meningkatkan efektivitas dan efisiensi pemeriksaan. 

 

2. Metode Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli-Agustus 2021 di Laboratorium Forensik 

Polda Sulawesi Selatan, subbid kimia, toksikologi dan biologi forensik (Kimbiofor). 

Instrumentasi. Alat yang digunakan yaitu inkubator, sentrifus, mikroskop, lemari 

pendingin, gelas 50 ml, gelas ukur 100 ml, pipet tetes, gunting, tusuk sate, tabung reaksi 

berkode A, B, dan O, kaca preparat, spidol, dan kamera, sedangkan bahan yang digunakan 

yaitu serbuk leuco-malachite green (LMG), biji kacang merah sebagai anti H, larutan 

hidrogen peroksida 30%, larutan NaCl Fis-0,9%, reagen antisera A dan B, larutan lektin O, 

tissu, kapas, barang bukti berupa darah kering dari substrat kain dan larutan eritrosit ABO 

[15]. 

Konfirmasi golongan darah. Sampel darah yang diambil dari vena probandus dan 

pada barang bukti diletakkan pada slide kemudian ditetesi dengan serum antigen A, B dan 

O. Golongan darah ditentukan berdasarkan terjadinya penggumpalan darah dengan metode 

slide [16]. 

Uji presumtif keberadaan darah. Sampel darah kering dari substrat kain diurai dan 

ditetesi dengan LMG dan H2O2 sebanyak 2 tetes. Perubahan warna darah menjadi biru 

kehijauan mengindikasikan hasil positif keberadaan darah pada substrat yang diuji [17]. 

Penentuan golongan darah. Metode yang digunakan untuk menentukan golongan 

darah adalah absorpsi-elusi [18][19]. Barang bukti kain dipotong kecil-kecil, kemudian 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang telah diberi kode A, B dan O, dan ditetesi dengan 

larutan antisera A dan B serta larutan lektin O, masing-masing sebanyak 3 tetes. Tabung 

reaksi ditutup dengan kapas lalu diinkubasi dalam lemari pendingin (freezer) suhu 0°C 

selama 15 menit dengan cara tabung reaksi dimasukkan ke dalam gelas kimia yang telah 

diisi air sampai tabung reaksi terendam sekitar ¼ bagian sebelum dimasukkan ke dalam 

freezer. Setelah itu, diinkubasi kembali dalam lemari pendingin suhu 4°C selama 5 jam. 

Kemudian dicuci dengan larutan NaCl Fis-0,9 % lalu disentrifugasi dengan kecepatan 2000 
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rpm selama 10 menit. Supernatan hasil sentrifugasi dibuang hingga bersih. Perlakuan 

tersebut diulangi sebanyak 3 kali. Tabung reaksi kemudian dikeringkan dengan cara 

ditiriskan. Larutan NaCl Fis-0,9% ditambahkan sebanyak 3 tetes dan ditutup dengan kapas. 

Tabung dimasukkan ke dalam oven dengan suhu 56°C selama 20 menit. Larutan eritrosit 

ABO 2 % ditetes sebanyak 5 tetes pada tabung reaksi yang berkode A, B dan O. Setelah 20 

menit, tabung reaksi dikeluarkan dari oven lalu supernatan diambil dan dipindahkan ke 

tabung yang berisi larutan eritrosit ABO sesuai kode. Tabung reaksi ditutup kembali dengan 

kapas, lalu diinkubasi dalam freezer. Suhu diatur 0°C selama 15 menit dengan cara tabung 

reaksi dimasukkan ke dalam gelas kimia yang telah diisi air sampai tabung reaksi terendam 

sekitar ¼ bagian sebelum dimasukkan ke dalam freezer. Kemudian diinkubasi kembali 

dalam lemari pendingin suhu 4°C selama 30 menit. Kemudian sentrifugasi dilakukan dengan 

kecepatan 2000 rpm selama 3 menit. Setelah itu, supernatan diambil dengan pipet tetes, 

diletakkan ke kaca preparat dan proses aglutinasi diamati dengan menggunakan mikroskop. 

 

3. Hasil dan Pembahasan 

3.1  Hasil Penelitian 

Pada pengamatan uji konfirmasi golongan darah menggunakan anti A, anti B dan 

anti H menunjukkan aglutinasi pada golongan darah O (Gambar 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 1. Uji konfirmasi golongan darah di atas slide pada barang bukti sampel A (kiri) dan sampel B (kanan): 

A. Anti A; B. Anti B; C. Anti O. 

 

Hasil konfirmasi uji golongan darah kedua sampel pada gambar 1 menunjukkan 

terjadinya aglutinasi pada golongan darah O yaitu pada anti O. Setelah dilakukan uji 

presumtif keberadaan darah, penentuan golongan darah sampel A dan B dilanjutkan dengan 

metode absorpsi-elusi (Gambar 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 2. Aglutinasi (tanda garis) berisi eritrosit golongan darah O sampel A (kiri), dan sampel B (kanan). 

 

Gambar 2 menunjukkan hasil positif metode absorpsi-elusi pada kaca preparat 

dengan adanya aglutinasi pada sampel A dan B setelah ditetesi lektin O. Gumpalan yang 

terbentuk halus dan cairan menjadi keruh. Hal ini dilanjutkan dengan pengamatan mikroskop 

yang menvisualisasikan aglutinasi pada eritrosit O pada kedua sampel (Gambar 3). 
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Gambar 3. Pengamatan mikroskop golongan darah O sampel A (kiri), dan sampel B (kanan). 

 

3.2  Pembahasan 

Golongan darah mengacu pada keberadaan antigen tertentu pada sel darah merah 

manusia. Terdapat empat golongan darah pada sistem penggolongan darah ABO, yaitu 

golongan darah A, B, AB dan O. Antibodi untuk antigen A dan B pada plasma disebut anti-

A dan anti-B. Antigen dan antibodi tidak akan ditemukan bersama pada satu individu, karena 

dapat menggumpalkan darah dengan pembentukan kompleks antigen-antibodi [20][21]. Uji 

konfirmasi darah sampel A dan B pada gambar 1 menunjukkan terjadinya aglutinasi pada 

anti-O yang ditetesi dengan anti-H, sehingga ditetapkan bahwa darah yang digunakan pada 

penelitian ini merupakan darah positif golongan O. Menurut Raman dkk [22], lektin yang 

diisolasi dari biji kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dapat digunakan sebagai anti-H 

karena menunjukkan titer aglutinasi O yang tinggi dibandingkan golongan darah lainnya, 

sehingga golongan darah O dapat terkonfirmasi karena adanya reaksi aglutinasi eritrosit 

tersebut. Lektin biji kacang merah bekerja dengan cara mengikat glikoprotein pada residu 

gula dari membran eritrosit secara spesifik yang menyebabkan terjadinya penggumpalan sel 

darah merah [23][24]. Individu dengan golongan darah O memiliki antigen H pada 

permukaan eritrosit, sedangkan lektin yang diisolasi dari biji kacang merah memiliki anti-H 

yang memberikan reaksi positif dengan terjadinya aglutinasi dengan variasi derajat reaksi 

aglutinasi yang berbeda. Pemanfaatan lektin dari tanaman lokal menjadi pilihan teknik yang 

lebih murah untuk mendeteksi antigen langka dibandingkan menggunakan antiserum 

komersial yang tergolong lebih mahal [23]. Akan tetapi, efektifitas daya kerjanya masih 

memerlukan penelitian lebih lanjut. 

Perubahan warna menjadi hijau pada substrat kain barang bukti dalam uji presumtif 

keberadaan darah menunjukkan terjadinya reaksi oksidasi Fe2+ pada darah (unpublished 

data). Penambahan H2O2 pada hemoglobin darah yang mengandung ion Fe2+ menyebabkan 

terjadinya oksidasi menjadi Fe3+, mengkatalisis pemecahan hidrogen peroksida, dan 

produksi radikal hidroksi [25], sehingga mengakibatkan perubahan warna. LMG (C23H26N2) 

terdiri dari kandungan malasit yang merupakan zat warna golongan trifenil metan yang 

berwarna ungu perunggu [26][27]. Termasuk ke dalam kelompok pewarna organik sintetik, 

pewarna ini memiliki struktur molekul yang memiliki ketahanan yang buruk terhadap 

cahaya. Pada saat sampel ditetesi LMG dan H2O2, maka kepekatan warna hijau yang 

ditimbulkan akan berbeda bergantung pada jumlah darah sampel. Sensivitas LMG juga 

dipengaruhi oleh warna substrat kain yang digunakan. LMG menjadi enhancer yang optimal 

apabila diteteskan pada kain berwarna terang dibandingkan kain yang berwarna gelap [28]. 

Sensitifitas dan spesifitas bahan laboratorium yang digunakan menjadi penting sebagai 

indikasi performa uji presumtif yang optimal. 

Metode absorpsi-elusi menjadi lazim digunakan dalam identifikasi golongan darah 

sistem ABO. Pendekatan metode ini didasarkan pada absorpsi antibodi terhadap antigen 

yang terdapat dalam sampel dan kemudian elusi antibodi-antigen dari sampel. Gambar 2 

menunjukkan hasil kondisi darah yang berasal dari substrat kain setelah ditambahkan 
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antisera A, antisera B, dan anti-H lektin O ke dalam masing-masing tabung reaksi kode A, 

B dan O. Pada kaca preparat, kode A dan B pada kedua sampel menunjukkan tidak adanya 

proses aglutinasi yang ditandai dengan cairan homogen berwarna cerah dan tidak ada 

gumpalan, sedangkan kode O menunjukkan adanya gumpalan yang banyak dan halus serta 

cairan yang agak keruh dibandingkan kode A dan B. Hal ini menunjukkan bahwa optimasi 

waktu dan suhu inkubasi yang diperlakukan yaitu 0°C 15 menit dilanjutkan 4°C 5 jam 

berhasil mengikat antigen dan antibodi pada sampel kode O. Suhu menjadi salah satu faktor 

yang mempengaruhi reaksi antigen-antibodi pada konstanta keseimbangan [29][30]. Proses 

absorpsi berlangsung pada suhu rendah yang memfasilitasi pengikatan determinan epitop 

dan paratop. Ikatan hidrogen pada daya ikatan epitop paratop bekerja lebih stabil apabila 

berada pada suhu rendah karena bersifat eksotermik dengan tingkat labilitas termal yang 

tinggi, sedangkan antibodi yang terbentuk dari reaksi tersebut akan terikat pada suhu yang 

lebih tinggi [21][31]. Proses elusi dimulai pada saat sampel pada tabung reaksi mendapatkan 

paparan suhu 56°C selama 20 menit. Pemanasan suhu 56°C dapat memindahkan ikatan 

antigen-antibodi ke dalam larutan salin (NaCl Fis). Larutan garam fisiologis berperan 

menghilangkan glutaraldehida yang terikat, antisera yang berlebih, serta zat pengotor 

lainnya [32][33]. Hasil uji metode absorpsi-elusi sesuai dengan uji presumtif yang dilakukan 

sebelumnya. Substrat kain yang menunjukkan hasil positif keberadaan darah juga 

menunjukkan hasil yang positif pada identifikasi golongan darah. Visualisasi aglutinasi 

menggunakan mikroskop perbesaran 40×10 menunjukkan kesamaan golongan darah sampel 

A melalui metode absorpsi-elusi. Penggumpalan atau penumpukan sel darah merah yang 

terjadi pada kode O, mengindikasikan bahwa sampel A dan B memiliki keterkaitan. 

Meskipun metode absorpsi-elusi hanya dapat menentukan fenotip golongan darah, akan 

tetapi metode ini merupakan metode yang relatif cepat dan sederhana untuk penentuan 

golongan darah dengan tingkat sensivitas dan spesifitas yang optimal. 

 

4. Kesimpulan 

Identifikasi golongan darah pada sampel A menunjukkan kecocokan dan keterkaitan 

dengan sampel B berdasarkan penentuan golongan darah sistem ABO metode absorpsi-elusi 

dengan optimalisasi waktu suhu inkubasi. Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk melihat 

genotip sampel.  
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