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								    				    PENGUKURAN KADAR GULA DARAH TUJUAN PRAKTIKUM



Untuk mengetahui kadar gula darah dengan metode Folin-Wu DASAR TEORI



Penentuan kadar glukosa darah dapat dilakukan dengan berbagai metode. metode yang digunakan untuk penentuan kadar glukosa darah adalah metode Folin-Wu. Metode Folin-Wu diperkenalkan pertama kali oleh Otto Folin dan Hsien Wu pada tahun 1919. Prinsip penentuan kadar glukosa darah dengan metode Folin-Wu adalah reaksi reduksi ion kupri di dalam larutan kupritartrat oleh gula pereduksi menjadi ion kupro. Senyawa Cu2O yang terbentuk selanjutnya bereaksi dengan asam fosfomolibdat membentuk senyawa fosfomolibdenum oksida yang berwarna biru tua. Intensitas warna biru yang terbentuk sebanding dengan kadar glukosa di dalam darah sampel sehingga dapat diukur serapannya secara spektrofotometri (Ganong 1994). Filtrat bebas protein dipanaskan dalam larutan tembaga alkalis akan menghasilkan Kuprooksida. Kemudian kuprooksida direaksikan dengan asam fosfomolibdat yang akan menghasilkan warna biru yang dapat dibaca pada spektrofotometer pada panjang gelombang 420 nm. Intensitas warna biru molibdat ini merupakan ukuran banyaknya tembaga yang direduksi dengan demikian menyatakan jumlah glukosa yang ada hasil yang diperoleh dibandingkan dengan standar (penuntun praktikum biokim). Metode ini memiliki beberapa keuntungan, antara lain hanya dibutuhkan dua pelarut, filtrat yang terbentuk lebih netral, dan proses filtrasi ebih cepat (Haden 1923). Spektrofotometer adalah semacam alat ukur yang bekerja berdasarkan prinsip spektrofotometri. Sederhananya adalah berdasarkan penyerapan panjang gelombang. Prinsip kerja spektrofotometri berdasarkan Hukum Lambert Beer, bila cahaya monokromatik melewati suatu media, maka sebagian cahaya tersebut diserap, sebagian dipantulkan, dan sebagian dipancarkan (Silverstain 1967). Perubahan warna yang terjadi diamati dan intensitas warnanya diamati dengan spektronik-20 pada panjang gelombang 660 nm.



 ALAT DAN BAHAN







Tabung reaksi







Rak tabung reaksi







Penjepit tabung reaksi







Mikropipet







Beaker glass







Spektrofotometer







Filtrat Folin wu







Standar glukosa 0,1 g/ml







Aquades







Tembaga alkalis







Asam fosfomolibdat



PROSEDUR KERJA



1. Siapkan alat dan bahan yang akan digunakan



2. Pipet 2 ml filtrat folin wu kemudian masukkan ke dalam tabung reaksi 1 3. Pipet 2 ml filtrat folin wu kemudian masukkan ke dalam tabung reaksi 2 4. Pipet 2 ml larutan standar glukosa 0,1 g/ml (kiri ke kanan) Tabung 1 : filtrate folin wu Tabung 2 : filtrate folin wu Tabung 3 : Standar Glukosa



kemudian masukkan ke dalam tabung reaksi 3 5. Pipet 2 ml aquades kemudian masukkan ke dalam tabung reaksi 4



 Tabung 4 : Blanko 6. Tambahkan 2 ml larutan tembaga alkalis ke masing masing tabung reaksi yang berisi zat tadi



Zat + Tembaga Alkalis 0



7. Kemudian dipanaskan dalam air 100 C selama 8 menit



8. Setelah itu, didinginkan selama 3 menit



9. Tambahkan 2 ml larutan asam molibdat ke masing masing tabung reaksi yang telah didinginkan tadi 10. Masing masing zat pada tabung reaksi diukur absorbansi nya menggunakan spektrofotometer



Zat + Asam Fosfomolibdat



DATA PENGAMATAN



Dari pengukuran absorbansi pada keempat sample tersebut menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 420 nm, didapatkan hasil:



 Data kelas A Absorban unknown



Absorban unknown



Absorban standart glukosa



Absorban blanko



Tabung 1



Tabung 2



Tabung 3



Tabung 4



0,202 nm



0,259 nm



0,059 nm



0,400 nm



Rata rata absorban unknown (Ru) yang didapatkan:



̅               nm Perhitungan kadar gula darah sengan filtrate Folin Wu



        ( )             ( )            ( )         ( )   Data kelas B Absorban unknown



Absorban unknown



Absorban standart glukosa



Absorban blanko



Tabung 1



Tabung 2



Tabung 3



Tabung 4



1,387 nm



1,484 nm



0,113 nm



0,141 nm



 Rata rata absorban unknown (Ru) yang didapatkan:



̅                  nm Perhitungan kadar gula darah sengan filtrate Folin Wu



        ( )             ( )            ( )          ( )   Keterangan Ru



: absorban unknown



Rs



: absorban standar glukosa



Rb



: absorban blanko



PEMBAHASAN



Glukosa merupakan sumber tenaga yang terdapat dimana-mana dalam biologi. Hal itu terjadi karena glukosa dibentuk dari formaldehida pada keadaan abiotic, sehingga akan mudah tersedia bagi sistem biokimia primitive. Hal yang lebih penting bagi organisme tingkat atas adalah kecenderungan glukosa, dibandingkan dengan gula heksosa lainnya, yang tidak mudah bereaksi secara nonspesifik dengan gugus amino suatu protein. Reaksi ini (glikosilasi) mereduksi atau bahkan merusak fungsi berbagai enzim. (Lehninger 1982).



 Kadar glukosa dalam tubuh makhluk hidup dapat digunakan untuk memprediksi metabolisme yang mungkin terjadi dalam sel dengan kandungan gula yang tersedia. Jika kandungan 1 glukosa dalam tubuh sangat berlebih maka glukosa tersebut akan mengalami reaksi katabolisme secara enzimatik untuk menghasilkan energi. Namun jika kandungan glukosa tersebut dibawah batas minimum, maka asam piruvat yang dihasilkan dari proses katabolisme bisa mengalami proses enzimatik secara anabolisme melalui gluconeogenesis untuk mensintesis glukosa dan memenuhi kadar normal glukosa dalam darah (Poejiadji 1994). Pada praktikum pengukuran kadar gula darah dibuat sebanyak 4 tabung reaksi. Masingmasing tabung pertama dan kedua diisi dengan 2 mL filtrate Folin Wu, tabung ketiga diisi 2 mL larutan standart glukosa 0,1 gr/mL dan yang terakhir diisi dengan aquadest 2 mL. Tabung terakhir ini digunakan sebagai blanko. Keempat tabung tersebut kemudian ditambahkan dengan 0



2 mL tembaga alkalis. Kemudian semuanya dipanaskan pada water bath bersuhu 100 C selama 8 menit. Selanjutnya ditambahkan dengan larutan asam fosfomolibdat dan terakhir diencerkan dengan aquadest dan diukur absorbannya menggunakan spektrofotometri pada panjang gelombang 420 nm. Dasar dari penambahan masing-masing reagen adalah ion kupri akan direduksi oleh gula dalam darah menjadi kupro dan mengendap menjadi Cu 2O. Selanjutnya filtrat tersebut 0



dipanaskan pada waterbath dengan suhu 100 C, pemanasan berfungsi untuk menambah laju reaksi Cu2O, sementara penidinginan dimaksudkan untuk menghentikan laju reaksi Cu 2O itu sendiri. Penambahan reagen asam fosfomolibdat akan melarutkan Cu 2O dan warna larutan menjadi biru tua, karena terbentuk oksida molibdat. Dengan demikian, banyaknya Cu 2O yang terbentuk berhubungan secara linear dengan banyaknya glukosa di dalam darah. Filtrat yang berwarna biru tua yang terbentuk akibat melarutnya Cu 2O karena oksida molibdat dapat diukur kadar glukosanya dengan menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 420 nm. Dan yang terakhir penambahan aquadest hingga volume 25 mL berfungsi untuk  mengencerkan darah sehingga albumin dalam darah akan larut oleh aquades dan juga mengencerkan larutan yang terbentuk agar volume yang diperoleh cukup untuk digunakan pada saat analisis menggunakan spektrofotometri. Namun pada praktikum kali ini karena volume yang terbentuk sudah cukup digunakan untuk analisis dengan spektrofotometri, maka filtrate tidak  perlu diencerkan hingga volume 25 mL.



 Setelah itu, dilakukan pengukuran absorban dengan menggunakan spektrofotometer. Pada data kelas B didapatkan nilai absorban blanko = 0,141 nm, absorban standart glukosa = 0,113 nm dan absorban unknown sebesar = 1,1435 nm. Kemudian dari nilai-nilai absorban yang didapat maka diketahui kadar gula darah melalui perhitungan rumus filtrate Folin Wu yaitu:



        ( )             ( )            ( )          ( )   Dari data yang didapat oleh kelas B, menunjukkan probandus memiliki kadar glukosa dalam darah sebanyak -4621,4 mg/dL. Data yang diperoleh kelas B tersebut tidak akurat dan jauh menyimpang. Hal ini disebabkan karena pada saat pengukuran absorban menggunakan spektrofotometer, terdapat gelembung  –  gelembung udara pada sampel yang akan diukur, gelembung  –  gelembung udara ini menunjukkan bahwa reaksi yang terjadi di dalam larutan belum berhenti sehingga mempengaruhi pengukuran absorban pada sampel karena, nilai absorban yang didapat belum maksimal. Gelembung  –  gelembung udara dapat juga disebabkan pada saat penuangan sample dari tabung reaksi ke kuvet tidak secara perlahan. Oleh sebab itu, sampel harus didiamkan selama beberapa menit sampai reaksi di dalam nya tidak terjadi lagi dan penuangan sampel kedalam kuvet harus secara perlahan untuk menghindari terjadi nya gelembung. Sedangkan pada data kelas A didapatkan nilai absorban blanko = 0,400 nm, absorban standart glukosa = 0,059 nm dan absorban unknown sebesar = 0,2305 nm. Kemudian dari nilainilai absorban yang didapat maka diketahui kadar gula darah melalui perhitungan rumus filtrate Folin Wu yaitu:



        ( )    



         ( )            ( )         ( )   Dari data yang didapat oleh kelas A, menunjukkan probandus memiliki kadar glukosa dalam darah sebanyak 49,706 mg/dL. Hasil yang jauh lebih rendah dibandingkan dengan kadar glukosa darah normalnya. Kadar glukosa normal seseorang pada pagi hari setelah semalam berpuasa atau tidak ada asupan seharusnya 70-110 mg/dL. Kadar gula darah biasanya kurang dari 120-140 mg/dL pada 2 jam setelah makan atau minum cairan yang mengandung gula maupun karbohidrat. Hasil yang jauh dari teori ini mungkin disebabkan oleh beberapa faktor, diantaranya: 1. Karena mungkin adanya kesalahan pada saat melakukan percobaan dimana pada saat melakukan pembuatan filtrate darah bebas protein dengan menggunakan metode Folin Wu, pada tahap penyaringan memungkinkan masih terdapat protein di dalam filtrate yang telah tersaring (tidak tersaring utuh) sehingga memungkinkan protein dapat menganggu pada saat pengukuran dilakukan baik pengukuran kadar glukosa maupun kadar kreatinin. 2. Tidak adanya penambahan aquadest mungkin juga berpengaruh pada pengukuran dengan spektrofotometri sehingga hasil yang didapatkan kurang optimum. 3. Salah pada saat prosedur penggunaan spektrofotometri sehingga hasil yang didapatkan  juga kurang optimum. Selain itu juga ada beberapa faktor yang berpengaruh pada pengukuran kadar glukosa darah, antara lain: a) Makanan dan minuman yang dikonsumsi, semakin banyak kandungan karbohidrat dalam makanan, glukosa darah juga semakin tinggi. b) Aktifitas fisik dapat menyebabkan shift volume antara kompartemen di dalam pembuluh darah dan interstitial, kehilangan cairan karena berkeringat, dan perubahan kadar hormone. Akibatnya akan terjadi perbedaan besar antara kadar glukosa di arteri dan vena.
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