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METABOLISME  GLUKOSA, UREA, DAN TRIGLISERIDA (TEKNIK  SPEKTROFOTOMETRI)   
 

Tujuan: i)  Mengerti prinsip–prinsip dasar mengenai teknik spektofotometri (yaitu prinsip 

dasar alatnya, kuvet, standard, blanko, serta Hukum Beer-Lambert dll).  

  ii)  Latihan pembuatan dan penggunaan larutan stok  

 iii)  Kumpulkan data kadar glukosa, trigliserida dan urea darah  

 iv)  Latihan pembuatan dan interpretasi grafik 

  v)  Persiapan untuk praktikum Metabolisme II” di mana Anda akan mendesain dan 

melakukan percobaan yang berdasarkan teknik-teknik pratikum ini 

 

*Kegiatan praktikum ini diadaptasi dari bahan:   

Renato M. Passos, R.M., Se´, A.B., Wolff, V.L., Nobrega, Y.K.M. & Hermes-Lima, M. 

2006. Pizza and pasta help students learn metabolism. Adv Physiol Educ 30: 89–93. 

 
Pendahuluan:  Spektrofotometri merupakan salah satu dari beberapa teknik yang sering 

dipakai secara rutin di laboratorium biokimia. Pada dasarnya, dengan teknik spektrofotometri 

kita dapat mengukur jumlah cahaya yang melewati sampel larutan. Jumlah cahaya yang 

diserap oleh larutan sampel berkaitan dengan konsentrasi unsur tertentu di dalam larutan 

sampel tersebut.  Teknik ini dapat digunakan untuk memonitor perubahan warna (yaitu 

perubahan pada jumlah cahaya yang diserap) yang kualitatif dan mengukur konsentrasi bahan 

secara kuantitatif.  

Ingatlah dari bahan kuliah spektrofotometri:  

A = dc 

dimana c = konsentrasi larutan itu (satuan adalah M),  

 = koefisien absorpsi molar (M
-1

cm
-1

),  

d = jarak dilalui cahaya (cm)  

A = serapan 

 

Ingatlah pula Hukum Beer-Lambert, untuk larutan standard (LS):      ALS = dcLS 

menyusun kembali:     

ALS /cLS = d  (persamaan 1) 

 

Sama juga dengan larutan sampel (LX):     ALX = dcLX    

dan       ALX /cLX = d  (persamaan 2)  

 

Dari persamaan 1 dan 2 kita bisa menulis  

ALS /cLS = ALX /cLX  

menyusun kembali:   cLX  = ALX  cLS / ALS (persamaan 3)  

 

Akibatnya, Anda bisa menghitung cLX ketika Anda sudah mengetahui nilai ALX, cLS and 

ALS. 

 

Cara Kerja:  

Alat dan Bahan:  

tourniquet swab alkohol tempat pembuangan yg tajam 

jarum  EDTA tempat pembuangan yg kena darah 

pipet Mohr:  (1ml & 5ml) urea Kit pemeriksaan urea  

alat sentrifus klinik glukosa Kit pemeriksaan glukosa 

alat spektrofotometer kuvet Kit pemeriksaan trigliserida 

waterbath 37C tabung reaksi dan rak   pipet otomatik 10l - 100l 

pipet tetes kuvet plastik alat spektrofotometer 

 

Larutan stok yang perlu disiapkan  

Larutan stok urea: siapkan 10mL larutan urea pada kadar 1,0 g/L (atau 100mg/dL) 

jumlah bubuk urea yang dibutuhkan:  _____________g 
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Larutan stok glukosa: siapkan 50mL larutan glukosa 1,5 g/L (150 mg/dL)   

jumlah bubuk glukosa yang dibutuhkan:  _____________g 

 

Pengenceran untuk kurva kalibrasi (Standard Curve) dari larutan stok tersebut: 

Urea : 

Glukosa : 

Protein : 

Pemeriksaan protein plasma tidak menggunakan kurva kalibrasi, gunakan larutan standard 

yang terdapat di dalam Protein Test Kit 

 

Persiapan panjang gelombang max : 

Urea : 

- Siapkan factor 8 standard urea dan tentukan panjang gelombang makasimum 

menggunakan spektrofotometer UV/Vis dengan : 500-700 nm 

-  Gunakan panjang gelombang maksimum ini untuk penentuan absorbansi kurva standard dan 

sampel 

Glukosa : 

- Siapkan factor 8 standard glukosa dan tentukan panjang gelombang makasimum 

menggunakan spektrofotometer UV/Vis dengan : 400-600 nm 

-  Gunakan panjang gelombang maksimum ini untuk penentuan absorbansi kurva standard dan 

sampel 

Protein : 

Panjang gelombang maksimum pada pemeriksaan protein plasma tidak di lakukan, gunakan 

panjang gelombang yang terdapat di dalam Protein Test Kit 

 

Pemeriksaan Glukosa, Protein dan Urea 

Kita akan menggunakan kit DisSys untuk pemeriksaan glukosa, Protein dan urea. Prosedur 

kerjanya dilampirkan tapi cara kerja secara singkat seperti berikutnya: 

1. Persiapan sampel 

a. ~ 1 ml darah diambil ke dalam wadah yang berisi EDTA.  Menggunakan alat 

sentrifugasi klinik untuk memisahkan sel-sel darah dari plasma. Akan diperoleh ± 

500l plasma tapi hanya 10l dibutuhkan untuk pemeriksaan glukosa, Protein dan 

urea. 

b. Siapkan pengenceran glukosa seperti kegiatan praktikum sebelumnya sebagai sampel 

glukosa (untuk membandingkan konsentrasi yang diprediksi/perhitungan dengan 

konsentrasi yang diperoleh dengan spektrofotometer) 

nomor 

tabung 
1 2 3 4 5 6 7 8 

pengenceran 

urea/glukosa 
stok 1:1 1:3 1:7 1:15 1:31 1:63 1:127 

faktor - 2 4 8 16 32 64 128 

nomor 

tabung 
1 2 3 4 5 6 7 8 

pengenceran 

urea/glukosa 
stok 1:1 1:3 1:7 1:15 1:31 1:63 1:127 

faktor - 2 4 8 16 32 64 128 
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2. Optional :Pemeriksaan terhadap glukosa, protein serta urea berdasar reaksi enzim (lihat 

lampiran). Aktivitas enzim dipengaruhi oleh suhu, jangan biarkan pekerjaan Anda 

terlalu lama dimeja kerja setelah masa inkubasi selesai. Secepat mungkin langsung 

dilakukan pengukuran absorbansi setelah masa inkubasi selesai. Oleh karena periode 

reaksi harus diatur dengan baik, kerjakan setiap bagian satu per satu  (yaitu inkubasi 

untuk sampel-sampel pengenceran doubling dan decimal, maupun pemeriksaan 

glukosa, protein dan urea).    

3. Alat spektrofotometer yang akan kita pakai berada di Laboratorium lain.  Supaya tidak 

jadi antrian yang sangat lama untuk menggunakan alat tersebut, diharap grup meja 

masing-masing membagi sampel-sampel yang mau diperiksa dalam dua atau tiga 

bagian dan membawa bagian-bagian tersebut ke Lab. Spektrofotometer setelah siap 

untuk diperiksa. 

4. Khususnya dengan kit urea, reagensia A harus disiapkan baru setiap periode praktikum 

dan siimpan pada botol gelap.  Jagalah supaya reagensia A tidak terkontaminasi! 

5. Cara persiapan sampel plasma untuk pemeriksaan glukosa, trigliserida dan urea, atau 

sampel pengenceran doubling dan decimal (glukosa atau urea) dicatat di bawah ini: 

Pemeriksaan Kadar Gula Darah 

 BLANKO STANDARD SAMPLE 

reagensia kit 1000 l 1000 l 1000 l 

standard  - 10 l - 

Sample  - - 10 l 

Mix, incubate at 37C, 10 min, Measure absorbance with λ 500 nm 

Pemeriksaan Kadar Total Protein Plasma 

 BLANKO STANDARD SAMPLE 

reagensia kit 1000 l 1000 l 1000 l 

standard  - 10 l - 

Sample  - - 10 l 

Mix, incubate at 37C, 10 min, Measure absorbance with λ 530 nm 

Pemeriksaan Kadar Urea Plasma 

 BLANKO STANDARD SAMPLE 

reagensia A 1000 l 1000 l 1000 l 

reagensia B 1000 l 1000 l 1000 l 

Mix, incubate at 25C, 5 min, Measure absorbance with λ 530 nm 

standard  - 10 l - 

Sample  - - 10 l 

Mix, incubate at 25C, 5 min, Measure absorbance with λ 600 nm 

 

6. Catat hasil serapan (absorbance) yang diperoleh dengan alat spektrofotometer pada 

tabel-tabel berikut.  Kumpulkan data dari grup meja yang lain supaya data lengkap. 

 

 hasil pengenceran doubling dan decimal urea dan  glukosa (Tabel 1a, 1b, 2a, 2b) 

 hasil periksaan glukosa, trigliserida dan glukosa dari 5-9 mahasiswa (Tabel 4) 
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Tabel 1 : UREA – data untuk kurva kalibrasi 

Konsentrasi stok urea = 100 mg/dl 

 

 

Buatlah grafik  

dengan konsentrasi  

sebagai sumbu X  

dan serapan (A)  

sebagai sumbu Y.    

 

 

 

Tabel 2 : GLUKOSA – data untuk kurva kalibrasi 

Konsentrasi stok glukosa = 150 mg/dl 

Buatlah grafik  

dengan konsentrasi  

sebagai sumbu X  

dan serapan (A)  

sebagai sumbu Y.    

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabel 3. Absorbansi glukosa, urea dan trigliserida dalam plasma 

Praktikan Glukosa Urea Trigliserida 

 
   

 
   

 
   

 
   

 
   

 
   

 
   

 
   

 
   

 
   

 
   

[mg/dl] konsentrasi grup meja__ grup meja__ 

Stok    

2    

4    

8    

16    

32    

64    

128    

blanko    

[mg/dl] konsentrasi grup meja__ grup meja__ 

Stok    

2    

4    

8    

16    

32    

64    

128    

blanko    
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Tabel 4. Absorbansi berbagai pengenceran glukosa 

Pengenceran Glukosa Urea Trigliserida 

0,1X    

0,01X    

0,001X    

0,3X    

0,03X    

0,003X    

Factor 2    

Factor 4    

Factor 8    

Factor 16    

Factor 32 
   

Factor 64 
   

Factor 128 
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Tabel 5 Hasil pemeriksaan glukosa, trigliserida dan urea plasma mahasiswa 

detil
2
 mhs (berapa lama sejak makan; 

rata-rata apa yg dimakan; jenis kelaminan; 

umur)  

GLUKOSA TRIGLISERIDA UREA 

A kadar A kadar A kadar 

1.       

2.       

3.       

4.       

5.       

6.       

7.       

8.       

9.       

10.       

 

LaporanPraktikum Spektrofotometri:  

Buat laporan praktikum dengan kata-kata sendiri. Kalau ada perubahan dari yang ditulis di 

bahan penuntun praktikum ini, catatlah dalam laporan.  

Hitung konsentrasi sampel dengan 2 cara, pertama; hitung konsentrasi sampel menggunakan 

rumus yang terdapat pada reagensia test kit, kedua; hitung konsentrasi sampel menggunakan 

kurva kalibrasi, gunakan Microsoft office excel untuk membuat kurva kalibrasi. 

Bandingkan :  

- konsentrasi yang diperoleh menggunakan rumus reagensia kit dengan kurva kalibrasi 
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- konsentrasi glukosa yang diperoleh menggunakan spektrofotometer dengan konsentrasi 

prediksi 

 

Sebutkan 3 kesimpulan dari setiap grafik yang kalian buat, berikan komentar/pembahasan 

apakah sesuai atau tidak dengan Hukum Beer-Lambert)  

Berilah komentar/pembahasan atas hasil yang kalian peroleh   

Berikanlah saran pada praktikum spektrofotometri ini sehingga praktikum selanjutnya akan 

lebih baik lagi. 

 

Proposal untuk Praktikum Metabolisme II (dibuat masing-masing) 
Buatlah proposal untuk percobaan lanjut mengenai metabolisme glukosa, trigliserida dan/atau urea.   
Dari data dan pengalaman Anda pada praktikum ini, pikirkan suatu hipotesis dan mendesain 

suatu percobaan yang bisa membuktikan hipotesis Anda itu benar atau tidak dan yang bisa diuji 

dalam konteks praktikum (ingatlah keterbatasan waktu dan alat!!) 

Siapkan cara kerja/proposal yang lengkap dan jelas untuk percobaan yang Anda rencanakan 

(termasuk tujuan, pendahuluan singkat, alat dan bahan, langkah-langkah cara kerja dan 

bagaimana hasilnya akan dianalisa). 

Proposal ini dikumpulkan (hardcopy) pada saat Anda ikut UTS.  

Proposal akan di presentasikan oleh setiap praktikan, dan akan di join dengan praktikan yang 

memiliki kemiripan proposal 
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LAMPIRAN: CARA KERJA UTK KIT-KIT DIASYS 

GLUKOSA 
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TRIGLISERIDA 
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UREA 

 

 


