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Abstrak

Laboratorium FKIK Universitas Bengkulu terdiri dari Laboratorium Riset dan Laboratorium Biomedik sebagai
sarana praktikum dan penelitian baik bagi Mahasiswa maupun Dosen FKIK UNIB. Uji kadar MDA
(Malondialdehid) merupakan salah satu mata acara praktikum dan penelitian yang sering dilakukan oleh
mahasiswa FKIK UNIB dilaboratorium. Larutan TBA adalah bahan utama dalam melakukan uji kadar MDA.
TBA termasuk bahan kimia yang memiliki harga yang relatif cukup mahal. Belum adanya penelitian mengenai
uji efektivitas larutan TBA expired date dalam praktikum uji kadar MDA, sehingga penelitian ini dilakukan.
Penelitian ini dilakukan dengan tujuan diantaranya mengetahui bagaimana metode uji efektivitas larutan TBA
expired date dalam uji MDA, bagaimana pengaruh larutan TBA expired date terhadap kadar MDA
dibandingkan dengan larutan TBA non expired date, dan sebagai penelitian awal untuk mengetahui apakah
larutan TBA expired date masih bisa digunakan untuk praktikum uji kadar MDA, sehingga dengan
pemanfaatan ini diharapkan bisa mengurangi limbah bahan kimia dan efisiensi penggunaan bahan kimia dalam
praktikum Uji kadar MDA. Metode penelitian ini menggunakan metode TBARS dengan prinsip
spektrofotometri. Diperoleh nilai regresi hasil pengukuran larutan dengan menggunakan larutan TBA non
expired 0,9986 sedangkan larutan TBA expired 0,9616. Hal ini menunjukkan bahwa nilai regresi larutan TBA
expired tidak memenuhi persyaratan linearitas, sehingga data yang diperoleh kurang baik. Sedangkan larutan
TBA non expired menunjukkan nilai regresi yang memenuhi persyaratan linearitas. Larutan TBA expired
masih bisa digunakan untuk praktikum, tetapi tidak disarankan untuk digunakan dalam penelitian.

Kata Kunci : TBARS, TBA, Spektrofotemeter, TMP, expired

Abstract

The Faculty of Medicine and Health Sciences, University of Bengkulu Laboratory consists of a Research and
a Biomedical Laboratory as practicum and research facilities for both of Students and Lecturers. MDA
(Malondialdehyde) level test is one of the practicum and research programs that is often carried out by medicine
students in the laboratory. TBA solution is the main ingredient in testing MDA levels, TBA is a chemical that
has a relatively expensive price. There has been no research on the effectiveness test of expired date TBA
solution in the MDA level test practicum. This research was conducted with the aim of knowing how to test
the effectiveness of expired date TBA solution in the MDA test, how the effect of expired date TBA solution
on MDA levels compared to non-expired date TBA solution, and as a preliminary study to find out whether
expired date TBA solution can still be used for the MDA content test practicum, so that with this utilization it
is hoped that it can reduce chemical waste and efficiency in the use of chemicals in the MDA content test
practicum. The research methodology employed in this study utilizes the Thiobarbituric Acid Reactive
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Substances (TBARS) assay, which is based on the principle of spectrophotometry. The regression coefficient
derived from the measurement data of the solution utilizing the non-expired TBA solution was determined to
be 0.9986, whereas the expired TBA solution had a regression coefficient of 0.9616. This indicates that the
regression value of the expired TBA solution fails to satisfy the criteria of linearity, hence rendering the
provided data unsatisfactory. The TBA solution that has not yet expired demonstrates a regression value that
satisfies the condition of linearity. Although an expired TBA solution may still be utilized for practical
purposes, it is not advisable to employ it in research endeavors.

Keyword : expired, Spectrophotometre, TBARS, TBA, and TMP,

1. Pendahuluan

MDA (malondialdehid) merupakan hasil proses peroksidasi lipid yang jumlahnya cenderung
konstan terhadap proporsi dari proses stres oksidatif atau peroksidasi lipid. Oleh karena itu, MDA
kerap kali dijadikan marker yang tepat untuk menilai kecepatan (rate) proses peroksidasi lipid dan
menggambarkan derajat stres oksidatif yang terjadi didalam tubuh manusia (Judiono dkk., 2000).
MDA merupakan biomarker atau indikator biologis yang umum digunakan selama ini. Selain itu,
MDA juga merupakan biomarker yang dinilai tepat dan akurat untuk menentukan stres oksidatif pada
suatu klinis/penyakit (Zahara, 2017).

Metode pengujian MDA salah satunya dengan menggunakan metode thiobarbituric acid
reactive subtance (TBARS) yang berdasarkan prinsip spektrofotometri (Konig dan Berg, 2002), hal
ini dikarenakan TBA mudah bereaksi dengan MDA (Zahara, 2017). Metode thiobarbituric acid
reactive substance (TBARS) yang pada dasarnya ialah bereaksinya antara satu molekul MDA
dengan dua molekul TBA pada kondisi yang asam dengan suhu yang cukup tinggi (Josephy dan
Mannervik, 2006; Wulandari, 2016). Kadar MDA yang tertera menunjukkan proses peroksidasi lipid
yang terjadi dalam satuan nmol/mL (Wulandari, 2016). TBA memiliki nilai kepekaan yang tinggi
terhadap radikal bebas dan mudah diaplikasikan pada sampel dalam berbagai tahap oksidasi. TBA
akan bereaksi dengan gugus karboksilat dari MDA melalui penambahan nukleofilik membentuk
kompleks MDA-TBA dalam suasana asam dan membentuk warna merah muda. Metode TBA
menggunakan larutan TCA (Asam Trikloroasetat) 10%, dan TBA 0,67%. TCA berfungsi untuk
mengendapkan protein yang terdapat di dalam sampel, sedangkan TBA berfungsi sebagai pengikat
MDA pada sampel. (Andiriyani, 2014).

Di laboratorium FKIK memiliki bahan kimia TBA yang sudah expired date, sehingga bahan
tersebut tidak bisa digunakan lagi dan harus dibuang sebagai limbah bahan kimia. Akan tetapi dengan
pertimbangan TBA merupakan bahan kimia yang memiliki harga relatif mahal dan masih banyak
tersedia di laboratorium, maka ini jadi latar belakang penelitian ini untuk mengetahui seberapa besar
efektifitas larutan TBA yang expired date jika digunakan dalam praktikum uji kadar MDA, apakah
memiliki perbedaan efektifitas yang signifikan dengan larutan TBA yang belum expired date. Jika
efektifitas larutan TBA expired date tidak memiliki perbedaan yang signifikan dengan larutan TBA
yang masih belum expired date, maka diharapakan larutan TBA expired date masih bisa
dimanfaatkan untuk digunakan dalam praktikum uji kadar MDA, sehingga mengurangi pembuangan
limbah dan efisiensi pengadaan bahan kimia TBA yang baru. Selain itu, belum adanya penelitian
mengenai uji efektifitas larutan TBA expired date, maka menjadikan penelitian ini ingin dilakukan
sebagai dasar bukti ilmiah.

2. Bahan dan Metode
2.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Kegiatan penelitian dilakukan di Laboratorium Riset dan Biomedik Fakultas Kedokteran dan
IiImu Kesehatan Universitas Bengkulu, selama 4 (empat) bulan dari bulan Juli hingga Oktober 2022.

2.2 Alat dan Bahan Penelitian

Alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi Timbangan Analitik, Refrigerator,
Spektrofotometer UV Vis, Sentrifus, Tabung Sentrifus, Kuvet, Waterbath, Tabung reaksi, Labu ukur
5 ml, Labu ukur 10 ml, labu Ukur 50 ml, labu ukur 25 ml, Mikrotube, Rak Mikrotube, Rak tabung
reaksi, Mikropipet 1- 5 pL, Mikropipet 10 pL, Mikropipet 200 pL, Mikropipet 1000 pL, Mikrotip,
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Gelas kimia, Termometer, Pipet tetes, Penjepit, Kertas label, Sudip, Batang pengaduk, Parafilm dan
Aluminium Foil.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya, TMP (1,1,3,3 Tetrametoksipropana),
TBA (Asam Tiobarbiturik) expired date, TBA (Asam Tiobarbiturik), TCA (Asam Trikoloasetat),
Asam Asetat, Aquabidest, Alkohol 70 %, Batu Es/ Ice Pack, Tisu.

2.3 Prosedur Penelitian
2.3.1 Pembuatan larutan stok dan Pembuatan larutan standar TMP

Pembuatan larutan standar untuk pengukuran kadar MDA dengan menggunakan larutan
1,1,3,3- tetramethoxypropane (TMP). Terlebih dahulu dibuat larutan stok TMP dengan cara
pengenceran TMP (6 M) menjadi 10 ppm. Kemudian dari larutan stok TMP (10 ppm) akan dilakukan
pengenceran sebanyak 5 (lima) deret konsentrasi yang berbeda sebagai larutan standar.

2.3.2 Optimasi panjang gelombang maksimum TMP

Optimasi panjang gelombang dengan cara melakukan scanning panjang gelombang pada
Spektrofotometer UV Vis direntang panjang gelombang 400-600 nm. Larutan TMP (salah satu
konsentrasi dari larutan standar) yang sudah direaksikan dengan larutan TCA 10% dan TBA 0,67%
expired date dan non expired date, dan disentrifuge, di scanning di rentang panjang gelombang 400-
600 nm. Panjang gelombang maksimum adalah yang memiliki nilai absorban paling tinggi. Menurut
Wahdaningsih (2016), prinsip kerja dari pengukuran MDA adalah reaksi satu molekul MDA dengan
dua molekul asam tiobarbiturat (TBA) membentuk warna merah muda yang pada umumnya diukur
pada spektrofotometer panjang gelombang 532 nm. Toleransi panjang gelombang yang
diperbolehkan untuk jangkauan 400 nm hingga 600 nm yaitu lebih kurang 3 nm. (DepKes RI, 1995)

2.3.3 Pengukuran Konsentrasi larutan standar TMP dengan metode TBARS

Pengukuran konsentrasi larutan standar TMP dilakukan dengan cara masing-masing deret 5
(lima) konsentrasi larutan standar TMP diukur dengan spektrofotometer UV Vis dengan langkah
kerja pada tabel 1 berikut:

Tabel 1. Cara kerja uji kadar MDA (Jusman, 2000)

Bahan Uji Blanko

Larutan TMP (5 kosentrasi) | 0,25 ml -

Aguadest - 0,25 ml

Larutan TCA 10% (suhu | 0,50 ml 0,50 ml

dingin) Larutan dihomogenkan, disentrifugasi dengan kecepatan
3500 rpm selama 5 menit, dan diambil supernatannya.

Larutan TBA  0,67% | 0,75 ml 1 0,75 ml

(expired dan non expired) | Larutan dihomogenkan kemudian dimasukkan ke
penangas mendidih (100 °C) selama 10 menit, dinginkan,
dibaca dengan spektrofotometer dengan panjang
gelombang maksimum diperoleh.

Langkah pada tabel diatas dilakukan untuk masing-masing 5 (lima) deret konsentrasi larutan
standar TMP, sehingga akan diperoleh nilai absorban pengukuran. Konsentrasi optimum dipilih jika
nilai absorban berada pada rentang 0,2 — 0,8 (Afifah, 2018). Nilai absorban yang diperoleh kemudian
dihitung kurva standarnya untuk dilihat nilai linearitasnya. Masing-masing konsentrasi larutan
standar dan hasil pengukuran absorbansinya diplot sebagai kurva standar. Dilakukan perhitungan
menggunakan persamaan regresi y = a + bx, dengan koefisien korelasi (r) untuk mengetahui
hubungan antara konsentrasi dengan absorbansi larutan standar (Kurniasari, 2017).
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2.3.4 Uji Efektivitas larutan TBA expired date

Uji efektivitas penggunaan larutan TBA expired date dilakukan dengan melihat
perbandingan efektivitasnya dengan larutan TBA non expired date. Hasil pengukuran dilihat dari
hasil kadar MDA dengan metode TBARS.

3. Hasil dan Pembahasan
3.1 Hasil Pengukuran Optimasi larutan standar TMP dengan menggunakan TBA non expired
Optimasi larutan standar TMP dengan menggunakan larutan TBA 0,67% non expired atau
kondisi TBA masi baru. Larutan standar TMP yang digunakan ada 7 deret konsentrasi dengan
pengulangan uji sebanyak 3 kali pengulangan. Pengukuran optimasi diperoleh panjang gelombang
maksimal yaitu di 532 nm. Sehingga pengukuran selanjutnya menggunakan panjang gelombang 532
nm. Berikut hasil pengukuran Optimasi larutan standar TMP menggunakan TBA non Expired dapat
dilihat pada Tabel 2 dibawah ini.

Tabel 2. Hasil Pengukuran Optimasi Larutan Standar TMP dengan TBA non expired

Konsentrasi Absorban Absorban Absorban Absorban
(ppm) Pengulangan 1 Pengulangan 2 Pengulangan 3 Rata-Rata
0,00006 0,055 0,056 0,065
0,059
0,0004 0,083 0,102 0,08
0,088
0,0008 0,137 0,145 0,149
0,144
0,001 0,157 0,156 0,171
0,161
0,002 0,285 0,282 0,289
0,285
0,004 0,579 0,58 0,589
0,583
0,006 0,85 0,851 0,845
0,849

Setelah diperoleh rata-rata absorban maka diperoleh kurva standar larutan sehingga dapat dilihat nilai
regresinya apakah sudah memenuhi standar lineatitas dari pengukuran.

Berikut kurva standar yang diperoleh dari pengukuran diatas dapat dilihat pada Gambar 1 dibawah
ini.

0.9
0.8 /’
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0.7 R?=0.9985
0.6 /
<2 wo & Seriesl

0.4
—— Linear (Series1)
0.3
0.2
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0 0.002 0.004 0.006 0.008

Konsentrasi




13

Melati, Putjha: Uji Efektivitas Larutan Asam Tiobarbiturat (Tba) Expired Date

Gambar 1. Kurva standar Optimasi larutan standar TMP dengan TBA non expired

Dari kurva standar yang dieproleh diatas didapatkan nilai regresinya yaitu 0,9985 dimana nilai
tersebut memenuhi persyaratan linearitas sehingga data bisa diterima dan digunakan untuk
selanjutnya.

3.2 Pengukuran Larutan TBA Non Expired
Setelah dilakukan optimasi larutan standar TMP maka dilanjutkan dengan pengukuran larutan
dengan menggunakan TBA Non expired. Didapatkan hasil absorban pada Tabel 2 dibawah ini.

Tabel 3. Hasil Pengukuran larutan dengan menggunakan TBA Non expired

No Konsentrasi Absorban Absorban Absorban Rata-Rata
Pengulangan 1 Pengulangan 2 Pengulangan 3  Absorban

1 0,00006 0,068 0,052 0,050 0,057
20,0004 0,107 0,106 0,081 0,098
30,0008 0,166 0,152 0,134 0,151
4 0,001 0,180 0,154 0,153 0,162
5 0,002 0,304 0,283 0,280 0,289
6 0,004 0,591 0,577 0,588 0,585
70,006 0,878 0,841 0,839 0,852

Dari hasil pengukuran diatas maka dapat diperoleh kurva standar pada gambar 2 dibawah ini.
Dapat dilihat pada kurva standar diperoleh nilai regresi yaitu 0,9986. Dimana larutan dengan
menggunakan TBA Non expired memenuhi persyaratan linearitas.

0.9

P y = 135.14x + 0.0381
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05 //
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Konsentrasi

Gambar. 2 Kurva Standar larutan dengan menggunakan TBA Non expired

3.3 Pengukuran Larutan TBA Expired
Setelah dilakukan pengukuran larutan TBA Non expired maka dilanjutkan dengan pengukuran
larutan standar dengan menggunakan TBA Expired. Dilakukan sama dengan pengukuran
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sebelumnya yaitu dengan 3 kali pengulangan. Hasil pengukuran dapat dilihat pada tabel 4 dibawah
ini.

Tabel 4. Hasil Pengukuran larutan TBA Expired

No Konsentrasi Absorban Absorban Absorban Rata-Rata
Pengulangan1 Pengulangan 2 Pengulangan 3  Absorban

0,00006

1 0,125 0,089 0,078 0,097
20,0004 0,169 0,125 0,119 0,138
30,0008 0,168 0,134 0,144 0,148
4 0,001 0,221 0,198 0,172 0,197
5 0,002 0,351 0,333 0,298 0,328
6 0,004 0,612 0,566 0,564 0,581
7 0,006 0,963 0,811 0,824 0,866
1
05 y = 147.96x
R? =0.9853
0.6
<< O »w O
0.2
0 - T T T T E ! !

0 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007

Konsentrasi

Gambar 3. Kurva standar hasil pengukuran larutan TBA Expired

dari hasil kurva standar pada gambar diatas menunjukkan bahwa nilai regresi yang dihasilkan adalah
0,9616. Nilai regresi tersebut tidak memenuhi persyaratan linearitas, sehingga memberikan data
kurang baik. Sesuai dengan persyaratan linearitas nilai regresi yang memenuhi adalah di angka 0,98-
0,99. Nilai regresi dengan menggunakan TBA non expired menunjukkan lebih bagus dengan
memenuhi persyaratan dibandingkan dengan larutan dengan menggunakan TBA expired.

4. Kesimpulan

Dari penelitian ini dapat diambil beberapa kesimpulan yaitu hasil pengukuran larutan standar
menggunakan larutan TBA non expired diperoleh nilai regresi dari kurva standar sebesar 0,9886.
Sedangkan hasil pengukuran larutan standar menggunakan larutan TBA expired diperoleh nilai
regresi dari kurva standar sebesar 0,9616, dan ini menunjukkan bahwa data hasil pengukuran tidak
memenuhi syarat linearitas. Dari hasil pengukuran tersebut maka dapat disimpulkan pula TBA
expired tidak memenuhi persyaratan untuk digunakan dalam penelitian, sedangkan untuk praktikum
masih bisa digunakan.
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