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Abstract

Albumin is the main protein in blood plasma, playing a vital role in maintaining fluid balance and
promoting fissue recovery. Its concentration serves as a key quality indicator in traditional medicine
and health supplement products, which are increasingly used by the public. Therefore, accurate
determination of albumin levels is essential to ensure the quality and safety of such products. This review
aims to explore various analytical methods for albumin quantification, which have significantly evolved
alongside technological advancements. The study was conducted through a literature review of credible
electronic databases covering publications from 2014 to 2024. The findings highlight several analytical
methods, including UV-Vis spectrophotometry, reverse-phase high-performance liquid chromatography
(RP-HPLC), electrochemical techniques, capillary electrophoresis, and fluorescence methods each with
distinct advantages and limitations in terms of sensitivity, selectivity, and efficiency. The choice of method
should be aligned with the analytical objectives and technical considerations such as cost and time.
Hence, selecting the appropriate albumin analysis method is crucial to obtaining optimal and reliable
results in both pharmaceutical industries and research settings.
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Artikel Ulasan: Perkembangan Metode Analisis Penetapan Kadar Albumin
dalam Obat Tradisional dan Suplemen Kesehatan

Abstrak

Albumin merupakan protein utama dalam plasma darah yang berperan penting dalam menjaga
keseimbangan cairan tubuh serta mempercepat pemulihan jaringan. Kandungan albumin menjadi
indikator mutu dalam produk obat tradisional dan suplemen kesehatan yang kian banyak digunakan
masyarakat. Oleh karena itu, penetapan kadar albumin secara akurat sangat diperlukan guna menjamin
kualitas dan keamanan produk tersebut. Artikel ini bertujuan untuk mereview berbagai metode analisis
kadar albumin yang telah mengalami perkembangan signifikan seiring kemajuan teknologi. Metode
penulisan dilakukan melalui studi literatur dari berbagai sumber elektronik terpercaya dalam kurun
waktu 2014-2024. Hasil kajian menunjukkan bahwa metode seperti spektrofotometri UV-Vis, reverse-
phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC), elektrokimia, elektroforesis kapiler, dan
fluoresensi memiliki karakteristik berbeda dalam hal sensitivitas, selektivitas, serta efisiensi. Masing-
masing metode memiliki kelebihan dan keterbatasan yang harus disesuaikan dengan tujuan analisis
serta kondisi teknis yang tersedia. Dengan demikian, pemilihan metode analisis albumin yang tepat
menjadi kunci untuk memperoleh hasil yang optimal dan dapat diandalkan dalam industri farmasi
maupun penelitian.

Kata Kunci: Albumin, metode analisis, obat tradisional, dan suplemen kesehatan
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1.  Pendahuluan
Obat
bahan atau campuran bahan yang berasal

tradisional merupakan suatu
dari tumbuhan, hewan, mineral, atau sediaan
sarian (galenik), baik secara tunggal maupun
yang
dalam pengobatan

kombinasi, telah digunakan secara

turun-temurun serta
dapat diterapkan sesuai dengan norma yang
berlaku di masyarakat.! Selain itu, suplemen
kesehatan adalah produk yang menjadi
pelengkap kebutuhan zat gizi, memelihara,
meningkatkan, memperbaiki fungsi kesehatan,
memiliki nilai gizi dan efek fisiologis. Suplemen
kesehatan dapat

mineral, asam amino, dan bahan lain yang

mengandung  vitamin,
bukan berasal dari tumbuhan ataupun yang
dapat dikombinasikan dengan tumbuhan.?
Obat tradisional dan suplemen kesehatan
sering kali digunakan untuk mendukung
kesehatan secara umum, mencegah penyakit,
dan mengatasi kekurangan nutrisi. Salah satu
komponen penting dalam beberapa obat
tradisional dan suplemen kesehatan adalah
albumin.
Albumin
dalam serum yang berkisar hingga 60%,
dengankadar 3,5-5,1 g/dL. Albumin berperan

penting dalam tubuh, di antaranya membentuk

adalah protein terbanyak

jaringan sel baru, mempercepat pemulihan
apabila jaringan sel tubuh rusak, dan menjaga
keseimbangan cairan antara pembuluh darah
dan cairan di rongga interstitial.> Secara
fisiologis, albumin berkontribusi sekitar 80%
terhadap tekanan osmosis koloidal (onkotik)

dalam plasma darah. Selain itu, albumin

sering kali digunakan untuk menangani
kondisi hipoalbumimenia pada berbagai
penyakit. Mengingat peran pentingnya,

kuantitas albumin menjadi salah satu penentu
mutu bahan baku obat tradisional maupun
suplemen kesehatan.” Oleh karena ity,
penetapan kadar albumin sangat diperlukan
untuk menjamin kualitas dan keamanan produk
bagi konsumen.
Metode
kadar

seiring dengan

analisis untuk  penetapan

albumin telah berkembang pesat

kemajuan teknologi dan
ilmu pengetahuan. Pada awalnya, metode
penetapan  kadar

sederhana dan manual, seperti metode Biuret
32

albumin  cenderung

dan Lowry yang biasa digunakan sebagai
teknik awal dalam penentuan protein. Metode
Biuret didasarkan pada reaksi antara ion
kuprik dengan ikatan peptida sehingga
menghasilkan kompleks berwarna yang dapat
diukur secara spektrofotometri pada panjang
gelombang 540 nm, sedangkan metode
Lowry didasarkan dengan menggabungkan
reaksi Biuret dan reaksi reduksi Folin-Ciocalteu
sehingga memberikan sensitivitas yang lebih
tinggi dibandingkan metode Biuret.®”

Seiring waktu,metode analisispenetapan
kadar

dari segi akurasi, presisi, sensitivitas, dan

albumin  mengalami  peningkatan
spesifisitas. Perkembangan ini dipacu oleh
kebutuhan industri farmasi yang memproduksi
obat tradisional dan suplemen kesehatan
akan metode yang lebih cepat, efisien, dan
akurat. Penggunaan teknologi seperti High-

Performance Liquid Chromatography (HPLC),®

florescence,’ electrochemical,'® Enzyme-
Linked Immunosorbent Assays (ELISA),'" dan
spektrofotometri  UV-Vis,'> menjadi lebih

umum untuk mendapatkan sensitivitas dan
spesifisitas yang lebih tinggi dibandingkan
dengan metode manual. Oleh karena ituy,

artikel tinjauan ini bertujuan menyajikan

metode analisis penetapan kadar albumin
untuk mendapatkan hasil pengukuran yang
baik dan optimal sehingga dapat dijadikan

sebagai acuan bagi Industri Farmasi dan

peneliti.
2. Metode
Metode yang digunakan  dalam

penulisan artikel tinjauan ini adalah studi
literatur dengan mempertimbangkan artikel
yang berasal dari database elektronik
seperti e-book, Google Scholar, PubMed,
Researchgate, Science Direct, dan web BPOM.
Pencarian artikel menggunakan kata kunci
"metode analisis albumin" dan "penetapan
kadar albumin". Artikel yang dipilih berasal
dari jurnal nasional atau internasional yang
diterbitkan selama 10 tahun terakhir di tahun

2014 hingga 2024.

3.  Hasil
Albumin adalah protein yang ditemukan
pada makhluk hidup yang bercampur dengan
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senyawa lain. Proses pemisahan berguna untuk
memperoleh albumin yang murni sebelum
kadar
Beberapa metode pemisahantelah dilaporkan

dilakukannya penetapan albumin.
dari berbagai sumber albumin yang berasal
dari manusia, hewan, dan tumbuhan. Metode
pemisahan tersebut dijelaskan dalam Tabel 1
berikut:

Berdasarkan tinjauan pustaka yang
telah dilakukan,
metode analisis

terdapat  beberapa

yang dapat  digunakan
untuk penetapan kadar albumin dalam obat
tradisional dan suplemen kesehatan. Pemilihan
metode analisis harus mempertimbangkan
berbagai faktor agar diperolah hasil yang
akurat dan reliabel. Faktor-faktor tersebut
meliputi sifat kimia dan fisik albumin sebagai
protein, sensitivitas dan spesifisitas metode
analisis, serta keunggulan dan keterbatasan
metode yang digunakan. Review article
ini menyajikan hasil dengan menggunakan
analitik spesifik meliputi judul jurnal, tipe
albumin, serta berdasarkan ringkasan untuk
dan kadar

metode analisis pengukuran

Tabel 1. Metode pemisahan albumin

albumin. Hasil literatur review ditampilkan
pada Tabel 2.
4. Pembahasan

Albumin merupakan protein yang larut
air dan memiliki berat molekul sebesar 66,4
kDa yang menghasilkan 160% tekanan
onkotik dan +40% tekanan osmotik yang
membantu menjaga sistem peredaran protein
plasma. Mekanisme kerja albumin dalam tubuh
unfuk mengikat secara lemah dan dinamis,
yaitu berinteraksi dengan partikel bermuatan
negatif dan positif, serta berperan sebagai
obat-
obatan.® Albumin berperan penting dalam
tubuh, di
sel baru, mempercepat pemulihan apabila
tubuh

keseimbangan cairan antara pembuluh darah

pembawa molekul metabolit dan

antaranya membentuk jaringan

jaringan  sel rusak, dan menjaga
dan cairan di rongga interstitial.* Selain itu,
albumin berperan sebagai antioksidan bagi
pasien hipoalbuminemia, terutama setelah
menjalani prosedur bedah atau mengalami
cedera akibat kecelakaan atau luka bakar.

Hal ini dikarenakan pada struktur albumin

No Metode Keterangan Tipe Albumin Hasil Referensi
Pemisahan
1 Kromatografi ¢  Alat: HPLC (High-Performance BSA (Bovine *  Whey manis: (8)
Liquid Chromatography) Serum Albumin) 0,254 + 0,027
*  Rentang kalibrasi: 0,1-0,4 g/L g/L
*  Rasio eluen organik: 36,5% *  Whey asam:
*  Waktu retensi: 12,9 menit 0,263 + 0,028
*  Persamaan regresi linear: A = g/L
26649c—1610,3 dengan R?%:
0,999
2 Ekstraksi *  Pelarut: Natrium klorida (NaCl)  Albumin bunga *  Kadar: >70% (13)
pelarut matahari
3 Perebusan ¢  Suhu: 56°C BSA (Bovine *  Kadar: 47,009 (14)
*  Waktu: 10 menit Serum Albumin) +1,046% b/b
4 Adsorpsi *  Bahan: QCM berlapis TFMG HSA (Human Ekstraksi/ (15)
Serum Albumin) adsorpsi: 32
ng/cm?
Kadar: -
5  Ekstraksi dan ¢ Alat: HIC (Hydrophobic rHSA Kadar: 98,3 £ (16)

Kromatografi Interaction Chromatography)

e Sistem: Dua fase berair antara

(Recombinant
Human Serum

K2HPOA/e1hcmol, perbandingan  Albumin)

22:21%
. Bahan ekstraksi: fermentation

broth

0,3%
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Tabel 2. Metode analisis penetapan kadar albumin

No Metode Analisis Keterangan Tipe Hasil Referensi
Albumin
1 RP-HPLC Fase diam: BioResolve RP mAb BSA LOD: 6 (8)
(Reverse- 450A Polyphenyl (2.7 JUm, 150 X (Bovine mg/L
Phase High- 4.6 mm) Serum LOQ: 19
Performance Fase gerak gradien: 99% air suling  Albumin) mg/L
Liquid ganda (dengan resistivitas < 0.055 Recovery:
Chromatography) MS/em) dan 0.1% trifluoroacetic 99 £ 9%
acid (TFA): 99% Asetonitril (ACN) Akurasi:
dan 1% air suling ganda dengan 102%
0.072% TFA Presisi: 96%
Sumber radiasi: UV
Panjang gelombang: 210 nm
Jenis pembaca: DAD (Diode Array
Detector)
2 Fluoresensi Berbasis: Schiff base yang berasal ~ BSA Kadar: (9)
dari kofaktor vitamin Bé (Bovine 1-9,9 UM
Alat: Cary Eclipse Fluorescent Serum (BSA) dan
Spectrophotometer Albumin) 1-11,9 UM
Detektor: fluoresensi Panjang dan (ovalbumin)
gelombang eksitasi: 410 nm ovalbumin LOD: 0,3
Spektrum emisi yang direkam: 420- UM (BSA)
700 nm dan 1,7 UM
Sampel dilarutkan dalam: DMSO (ovalbumin)
(5 x 10-4 M) dan milipore water (1
mM)
3 Elektrokimia Berbasis: CoTe nanorods (nanorod BSA Kadar: 0,2- (10)
kobalt telurida) dengan glassy (Bovine 1 nM
carbon electrode (GCE) Serum LOD: 0,09
Larutan standar: Potassium Albumin) nM
ferrocyanide dan KClI LOQ: 0,003
nM
4 Elektroforesis Identifikasi dan kuantifikasi: HPLC HSA LOQ: 0,03 (12)
kapiler (Rifabutin) dan Spektrofotometri (Human Mg rfb/mL
UV-Vis (HSA) dengan bromocresol Serum (Rifabutin)
green (BCG) Albumin) dan 0,002
Kolom (kapiler): diameter dalam, pg/mL
panjang efektif, dan panjang total (HSA)

secara berurutan sebesar 75 Um,
50 cm, dan 60 cm

Detektor: UV Panjang gelombang:
214 nm

Tegangan: +20 kV Suhu kolom:
25°C

Sistem injeksi: Hydrodynamic
injection, selama 30 detik dengan
tekanan 30 mbar

Fase buffer (elektrolit): buffer
sodium tetraborate dan SDS, serta
HCI 1 N, NaOH 0,5 N, DMSO
(sebagai pelarut netral untuk
pengukuran elektroosmosis)
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5 Elektrokimia .

yang dimodifikasi menjadi GE
(elektroda karbon kaca)/AuNPs
(emas nanopartikel) /PTH-MB
(polythionine-methylene blue)/MIP

Berbasis: Glassy Carbon Electrode

HSA .
(Human

Kadar: 1,0 x
107%- 1,0 x
10“ g/L
LOD: 3,0 x
10 g/L

(17)

Serum
Albumin)

(molecularly imprinted polymer: untuk

selektivitas terhadap HSA)

*  Teknik: Cyclic Voltammetry (CV)
pada —0,2 V hingga 1,0V,
Differential Pulse Voltammetry
(DPV) pada =0,6 V hingga 0,6
V, Electrochemical Impedance
Spectroscopy (EIS) pada 0,23 V,
frekuensi: 0,01 hingga 10° Hz

e Elektrolit: KCI (0.1 mol/L),

[Fe(CN),13"/* (5 mmol/L untuk CV, 1
mmol/L untuk DPV dan EIS)

6 Fluoresensi dan
elektrokimia

dari probe, deteksi peningkatan

intensitas fluoresensi) dan

Sistem: Sensor biokimia dual-
mode yaitu fluorescence dye (basis

HSA .
(Human

Kadar: 5-35
Mg/mL
LOD: 1,86
UM

(18)

Serum .
Albumin)

elektrokimia (portable potentiostat,

deteksi perubahan arus akibat
interaksi kimia probe-HSA)

. Detektor: Fluoresensi

*  Prinsip kerja: Reaksi kimia antara

gugus disulfida probe dan residu

Cysteine pada HSA

7 Fluoresensi .

imprinted polymer (MIP) dan dual
emission quantum dots (QDs)
*  Alat: Flourescence spectrometer

Berbasis: porous molecularly

BSA .
(Bovine

Kadar: 2-64
UM

LOD: 0,5
UM.

(19)

Serum .
Albumin)

*  Panjang gelombang eksitasi: 400

nm

*  Deteksi emisi: 650 V photomultiplier,

dideteksi setelah 15 menit inkubasi
*  Medium: PBS buffer (pH 7.5, 10

mM)

Berbasis: senyawa
1,8-naphthalimide

8 Fluoresensi .

*  Prinsip deteksi: Deteksi perubahan
intensitas fluoresensi dan absorbansi

HSA .
(Human

Kadar: 0-20

Mg/mL
LOD: 0,264

Mg/mL

(20)

Serum .
Albumin)

akibat interaksi senyawa (Nap-OH,
Nap-C, Nap-NO,) dengan HSA

mengandung beberapa gugus sulfhidril (-SH)
yang berfungsi untuk mengikat radikal bebas
dalam darah, dan gugus ftiol ini memiliki
peran penting dalam penanganan sepsis.?’
Mengingat peran pentingnya, kuantitas
albumin menjadi salah satu penentu mutu
bahan baku obat tradisional maupun suplemen
kesehatan.” Oleh karena
kadar
menjamin kualitas dan keamanan produk bagi

35

itu, penetapan

albumin sangat diperlukan untuk

konsumen.
4.1. Metode Pemisahan Albumin

Pemisahan albumin berguna untuk

memperoleh albumin yang murni sebelum
kadar
pemisahan

albumin.
telah
dilaporkan dari berbagai sumber albumin

dilakukannya penetapan

Beberapa metode

yang berasal dari manusia, hewan, dan

tumbuhan. Berdasarkan studi literatur yang
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dilakukan, metode pemisahan albumin antara
lain metode kromatografi®, ekstraksi pelarut'?,

perebusan'®, adsorpsi'®, serta kombinasi
ekstraksi dan kromatografi.'®
Kromatografi  merupakan  metode

pemisahan yang digunakan untuk mengisolasi

satu  komponen dari campuran kompleks
berdasarkan perbedaan laju migrasi tiap
senyawa. Perbedaan laju ini disebabkan oleh
karakteristik spesifik masing-masing molekul,
yang memengaruhi interaksi antara molekul
tersebut dengan fase diam dan fase gerak.
Keseimbangan distribusi molekul antara
kedua fase inilah yang menentukan kecepatan
migrasinya sepanjang sistem kromatografi.
Teknik kromatografi telah banyak diterapkan
plasma,

khususnya untuk memperoleh fraksi protein
2

dalam industri fraksionasi

seperti albumin.?? Berdasarkan penelitian
Ostertag et al. (2021), melaporkan metode
pemisahan untuk BSA (Bovine Serum Albumin)
menggunakan HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography). Albumin didapatkan dalam
kandungan whey manis sebesar 0,254 =+
0,027 g/L dan whey asam sebesar 0,263 t
0,028 g/L.2

Ekstraksi pelarut merupakan salah satu
metode yang digunakan untuk memisahkan
albumin  berdasarkan prinsip  kesesuaian
polaritas antara pelarut dan protein. Albumin
sebagai bersifat

protein globular polar,

sehingga cenderung larut dalam pelarut
polar seperti air, larutan garam, dan larutan
asam atau basa.?? Berdasarkan penelitian
A. S. Sara et al. (2020), melaporkan metode
pemisahan ekstraksi menggunakan pelarut
(NaCl).
albumin dari bunga matahari dilakukan pada
kondisi pH 4,1 dan konsentrasi NaCl 0,25

mol/L, yaitu diperoleh albumin yang baik

natrium klorida Proses ekstraksi

(>70%), dengan ekstrak yang kaya fraksi
albumin bunga matahari (>90% dari total
protein).

Metode perebusan merupakan teknik
sederhana untuk mengekstraksi albumin dari
bahan hewani seperti ikan gabus. Proses ini
dilakukan dengan merebus bahan dalam air
pada suhu 90-100°C selama 20-30 menit
untuk memecah struktur protein dan melarutkan
albumin ke dalam air rebusan. Setelah itu,

36

larutan disaring dan didinginkan, kemudian
albumin dipisahkan melalui sentrifugasi atau
pengendapan. Metode ini banyak digunakan
karena praktis dan tidak memerlukan bahan
kimia tambahan, meskipun kemurniannya
masih terbatas. Pemanasan dalam proses
ekstraksi diketahui dapat mempercepat laju
pelepasan senyawa aktif, sehingga waktu
ekstraksi menjadi lebih singkat dan rendemen
yang dihasilkan meningkat.?® Hidayatullah
et al. (2023) melaporkan bahwa ekstraksi
albumin dari ikan gabus melalui metode
perebusan pada suhu 56°C selama 10 menit
memberikan hasil kadar albumin tertinggi,
yaitu sebesar 47,009 * 1,046% b/b."
Adsorpsi merupakan proses interaksi
antara molekul dengan permukaan adsorben
melalui gaya tarik-menarik tertentu, seperti
ikatan hidrogen atau elektrostatik. Metode
ini digunakan dalam pemisahan albumin
berdasarkan afinitas antara albumin dan
permukaan adsorben. Efekfivitas adsorpsi
dipengaruhi oleh faktor seperti pH, muatan
permukaan, dan karakteristik pori adsorben,
serta dinilai mampu meningkatkan kemurnian
albumin tanpa merusak struktur proteinnya.?
W. Diyatmika et al. (2019) melaporkan bahwa
pemisahan albumin menggunakan metode
adsorpsi berupa HSA (Human Serum Albumin)
menghasilkan kadar albumin sebesar 32 ng/
cm2.'?
Kombinasi antara metode ekstraksi
dan kromatografi, khususnya Hydrophobic
Interaction Chromatography (HIC), merupakan
pendekatan pemisahan yang efektif untuk
memperoleh albumin  dengan kemurnian
tinggi. Ekstraksi berfungsi untuk melarutkan
albumin dari matriks kompleks, sementara HIC
memisahkan albumin berdasarkan interaksi
hidrofobik dengan fase diam. Metode ini
mampu meningkatkan selektivitas, efisiensi,
dan kualitas hasil, serta banyak diterapkan
dalam bidang farmasi dan bioteknologi.'
Y. Dong et al. (2012) melaporkan bahwa
metode pemisahan kombinasi ekstraksi dan
kromatografi menggunakan HIC menghasilkan
rHSA (Recombinant Human Serum Albumin)

dengan kemurnian sebesar 98,3 + 0,3%.16

4.2. Perkembangan metode analisis albumin
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Validasi metode analisis adalah suatu
pembuktian untuk menjamin bahwa produk
obat yang dikonsumsi berdasarkan kualitas,
keamanan, dan stabilitas, yang mana perlu
dilakukan evaluasi sesuai dengan prosedur
kompendial ataumetode tervalidasi.?* Validasi
metode analisis ini mengikuti pedoman dari
International Conference on Harmonization
(ICH). ICH telah merilis dua pedoman terkait
Q2A dan Q2B.
Pedoman Q2A menguraikan terminologi dan

validasi metode yaity,
definisi untuk berbagai parameter yang harus
diperhatikan dalam validasi, sedangkan Q2B
menjelaskan metode yang perlu digunakan.
Menurut USP, parameter-parameter tersebut
meliputi akurasi, presisi, spesifisitas, linearitas,
rentang (range), dan ruggedness.?®
Penetapan kadar merupakan salah satu
parameter utama yang wadjib dilakukan untuk
memastikan stabilitas suatu sediaan obat
selama masa simpannya di pasaran. Hal ini
bertujuan untuk mengawasi obat yang beredar
dan memenuhi persyaratan dalam regulasi
pendaftaran sediaan obat oleh lembaga
otoritas.24
review pada Tabel 1, terdapat beberapa

Berdasarkan  hasil  literatur
metode analisis yang dapat digunakan untuk
penetapan kadar albumin. Metode analisis
kadar

telah mengalami

penetapan albumin seiring waktu

perkembangan. Hal ini
dikarenakan teknologi yang semakin canggih
dan modern. Metode analisis
kadar
spektrofotometri UV-Vis, Reverse-Phase High-
(RP-

kapiler,

penetapan

albumin  diantaranya metode

Performance Liquid Chromatography
HPLC), elektrokimia, elektroforesis
dan fluoresensi. Metode analisis tersebut
memiliki kelebihan dan kekurangan masing-
masing. Dengan demikian, dapat menjadi
pertimbangan dalam pemilihan metode
analisis yang akan digunakan, tetapi juga
tetap memperhatikan sifat fisika dan kimia

dari zat yang akan dianalisis.

4.2.1.Metode spektrofotometri UV-Vis
Spektrofotometri UV-Vis adalah salah
satu metode analisis yang digunakan pada
analit yang memiliki gugus kromofor. Prinsip
UV-Vis  berupa
elektronik dalam analit yang menyerap radiasi
37

spektrofotometri transisi

UV (200-400 nm) dan radiasi visible (400-
800 nm) sehingga tereksitasi dari keadaan
dasar ke keadaan tereksitasi (orbital yang
lebih tinggi). Analisis kualitatif didasarkan
pada panjang gelombang yang terbentuk
pada analit yang dianalisis, sedangkan
analisis kuantitatif didasarkan pada hukum
yang
absorbansi dan konsentrasi analit yang akan

Lambert-Beer, berkaitan  dengan
membentuk hubungan linear.?® Hal ini yang
menyebabkan  metode  spektrofotometri
UV-Vis dapat digunakan untuk penetapan
kadar. Berdasarkan penelitian Erlomenko et
al. (2017), melaporkan dalam penelitiannya
menggunakan spektrofotometri UV-Vis dengan
bromocresol green (BCG) untuk membantu
deteksi dan mengukur konsentrasi albumin
dalam formulasi farmasi atau campuran
dengan rifabutin. Panjang gelombang yang
digunakan sebesar 624 nm dan larutan BCG
sebesar 0,02%. Adapun fungsi penambahan
BCG agar tidak terpengaruh oleh senyawa

pengganggu seperti bilirubin dan salisilat.

Selain itu, BCG biasa digunakan untuk
mengukur albumin.'?

Kelebihan  spektrofotometri  UV-Vis
diantaranya non-destruktif, murah, hanya

membutuhkan sampel dalam jumlah kecil,
dan pemrosesan data yang minimal.?
Metode spektrofotometri UV-Vis
mengidentifikasi bahan kimia organik dan

mampu

anorganik, menganalisis protein dan asam
amino, mengidentifikasi komponen tunggal
dan beberapa komponen dalam campuran
secara bersamaan sehingga menghasilkan
sensitifitas dan selektivitas yang tinggi.?®
Kelemahan metode spektrofotometri UV-Vis
adalah hanya mengidentifikasi senyawa yang
ada gugus kromofor. Selain itu, adanya efek
hamburan ketika interaksi dengan suspensi,
gangguan yang
menyerap cahaya, pembentukan spektrum

dari beberapa spesies
yang tumpang tindih, dan hasilnya dipengaruhi

oleh pH dan suhu?” Meskipun memiliki
sensitivitas tinggi, metode ini lebih sesuai
diterapkan pada sistem sederhana seperti
larutan tunggal, protein murni, atau senyawa
dengan panjang gelombang serapan spesifik,
dan kurang tepat untuk sampel kompleks yang

mengandung banyak komponen aktif.
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4.2.2.Metode Reverse-Phase High

Performance Liquid Chromatography

(RP-HPLC)

Reverse-Phase High-Performance Liquid
Chromatography (RP-HPLC) adalah salah satu
jenis High-Performance Liquid Chromatography
(HPLC) tetapi dengan fase terbalik. RP-HPLC
menggunakan fase diam daribahan hidrofobik
yaitu cenderung nonpolar, dan fase gerak
menggunakan bahan polar yaitu pelarut
netral (air) dan pelarut organik (asetonitril
atau metanol). Hal ini menyebabkan elusi
dapat membutuhkan waktu yang lama karena
senyawa nonpolar akan tertahan lebih lama
di kolom dibandingkan senyawa polar. Bahan
berbasis silika yang mengandung gugus fungsi
hidrofobik seperti oktadesilsilana (C18) atau
oktilsilana (C8) umumnya digunakan sebagai
fase diam. Kolom C18 digunakan untuk
pemisahan senyawa nonpolar atau hanya
sedikit polar, sedangkan kolom C8 diperlukan
untuk pemisahan molekul yang sangat polar.
Proses RP-HPLC agar efisien maka harus
beberapa
penting meliputi laju alir, profil elusi gradien,

mengoptimalkan parameter
suhu kolom, dan jenis kolom.?’

Metode RP-HPLC telah berkembang
menjadi metode yang diperlukan untuk molekul
protein dan peptida. Terdapat faktor RP-HPLC
sebagai metode pilihan untuk memisahkan
senyawa secara fisik diantaranya konsistensi
matriks dievaluasi dalam berbagai kondisi
fase gerak, kemampuan untuk mereproduksi
pemisahan, peningkatan signifikan baik dalam
hal recovery dan efficacy, dan pemisahan fase
gradien membuat pemisahan menjadi lebih
mudah. Penggunaan RP-HPLC telah menjadi
komponen penting dalam proses isolasi
molekul biologis seperti protein, peptida, dan
RNA dari berbagai macam komponen kimia
dan biologis untuk analisis kuantitatif serta
aplikasi spesifik. Hal ini menunjukkan bahwa
hasil fleksibilitasnya lebih besar dibandingkan
dengan adsorben fase normal, maka dari
itu fase terbalik saat ini telah digunakan
sebanyak > 80%

kromatografi analitik.?*® Salah satu protein

prosedur pemisahan
yang dimaksud adalah albumin. Berdasarkan
penelitian Fabian et al. (2021), kuantifikasi
BSA (Bovine Serum Albumin) menggunakan

38

metode RP-HPLC dengan DAD (Diode Array
Detector) menghasilkan LOD, LOQ, recovery,
akurasi, dan presisi secara urut sebesar 6
mg/L, 19 mg/L, 99 £ 9%, 102%, dan 96%.8
Hasil ini menunjukkan bahwa RP-HPLC memiliki
sensitivitas dan selektivitas yang tinggi untuk
mendeteksi albumin.

RP-HPLC dalam
penggunaan metode analisis, di antaranya
RP-HPLC dalam mendeteksi
memurnikan

Adapun kelemahan

keterbatasan

dan polipeptida  dengan
molekul besar, seperti protein globular. Hal
ini dikarenakan proses ekstraksi cair dapat
menyebabkan denaturasi protein. Perubahan
sifat protein akibat denaturasi ini dapat
berdampak pada rasa, stabilitas, dan aktivitas
enzim dalam produk yang akan dianalisis
atau pemurnian produk yang mengandung
protein, seperti obat tradisional, suplemen
kesehatan, atau makanan.®' Selain itu, RP-
HPLC memerlukan alat dan keahlian khusus
dalam penggunaannya, waktu yang lama
sebab harus optimalisasi laju alir, profil elusi
gradien, suhu kolom, dan jenis kolom, serta

harus melakukan uji coba secara signifikan.3?

4.2.3.Metode elektrokimia
Metode elekirokimia adalah metode

yang menggunakan biosensor  untuk
mengonversi  hasil reaksi kimia menjadi
sinyal yang dapat divkur. Metode ini

semakin banyak digunakan dalam biosensor

karena kelebihannya, seperti pembuatan
dan integrasi sel elektirokimia, sederhana,
cepat, efektif dalam deteksi

submikromolar dan subpikmolar, serta praktis

konsentrasi

dengan tingkat selektivitas dan sensitivitas
yang tinggi.*>® Penentuan elektrokimia albumin
dilakukan bahan
aktif yang dimodifikasi pada elektroda untuk
Bahan aktif tersebut
dapat mengalami reaksi redoks terhadap

dengan memanfaatkan

mendeteksi albumin.
albumin.

U. Saeed et al. (2022), melaporkan
penelitiannya menggunakan glassy carbon
electrode (GCE) dimodifikasi dengan CoTe yang
disintesis nanorods (nanorod kobalt telurida)
BSA
pada pasien penyakit ginjal kronis dengan

untuk mendeteksi secara kuantitatif

menghasilkan kadar, LOD, dan LOQ secara
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berurut yaitu sebesar 0,2-1 nM, 0,09 nM, dan
0,003 nM. Sensor elektrokimia berbasis CoTe
nanorod menunjukkan potensi dalam aplikasi
deteksi albumin, baik untuk sampel biologis
analitik maupun nyata seperti albumin urin.
Sensor ini juga dapat diterapkan dalam
pengujian point of care untuk albumin urin,
yaitu mengevaluasi rasio albumin terhadap
kreatinin guna mengukur albuminuria dan
memperkirakan GFR (Glomerulo Filtration Rate)
dengan mempertimbangkan kadar kreatinin
dalam wurin.'® Adapun kelemahan metode
elektrokimia diantaranya dapat mengubah
sifat spesifik sistem seperti struktur permukaan
dan kekasaran. Selain itu, reaksi elektrokimia
yang pada dapat
membentuk lapisan ganda di permukaan luar

terjadi elektroda
elektroda, yang berfungsi sebagai kapasitor.
Proses ini dapat meningkatkan hambatan
yang terjadi dan mengurangi intensitas arus
dalam reaksi tersebut.*

4.2.4.Metode elektroforesis kapiler

Metode elektroforesis kapiler adalah
metode yang memiliki prinsip untuk senyawa
yang memiliki muatan listrik yang berbeda.
Elektroforesis untuk

kapiler  digunakan

pengujian obat, terutama untuk analisis

campuran multikomponen, penentuan

stereoselektif, dan penentuan pengotor

dalam obat-obatan. Elektroforesis kapiler
dapat diaplikasikan pada sejumlah zat yang
sifatnya bervariasi dalam rentang massa
molar yang luas, seperti molekul kecil yang
bersifat organik dan anorganik, molekul
hidrofilik dan hidrofobik, biomolekul termasuk
makromolekul, misalnya protein dan fragmen
DNA. Metode ini dibandingkan dengan HPLC
lebih menarik karena keserbagunaannya dan
selektivitasnya yang tinggi, biaya peralatan
yang rendah, perawatan yang mudah dan
murah, serta konsumsi reagen kimia dan sampel
yang rendah. Selain itu, metode elektroforesis
kapiler dapat digunakan untuk menentukan
zat-zat dengan sifat yang berbeda secara
bersamaan, seperti penentuan bahan aktif
dan pembawanya dalam formulasi farmasi
serta membantu evaluasi interaksinya.'?
Ermolenko et al. (2017) melaporkan

menggunakan metode elektroforesis zona
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kapiler untuk mendapatkan hasil yang baik
pada HSA. Metode ini menggunakan tabung
kuarsa dengan diameter internal 75 mm,
panjang efektif 50 cm, dan panjang total 60
cm. Pengujian dilakukan dalam kondisi suhu
yang terkontrol. Sambungan yang diberikan
pada tabung sebesar 20 kV, dengan panjang
gelombang deteksi UV sebesar 214 nm.
Injeksi hidrodinamik sampel dilakukan pada
30 mbar selama 5 detik. Kapiler diisi dengan
larutan buffer natrium tetraborat 0,01 M
menggunakan pH 9,2. Penelitian tersebut
menghasilkan nilai batas kuantifikasi (LOQ)
untuk HSA sebesar 0,002 pg/mL.'> Adapun
metode elekiroforesis

kelemahan kapiler

diantaranya terbatas untuk memisahkan
molekul yang besar, memerlukan peralatan
khusus untuk aplikasi tertentu, dan sensitif

terhadap perubahan komposisi buffer.®®

4.2.5.Metode fluoresensi

Metode fluoresensi adalah metode
analisis dengan menggunakan spektroskopi
Metode ini kelebihan
diantaranya cepat, sederhana, sensitivitas
tinggi prinsip
Fluoresensi adalah fenomena

fluoresensi. memiliki

dan selektivitas dengan
fluoresensi.
relaksasi elektron dari keadaan tereksitasi
(S1) ke keadaan dasar (SO). Pengukuran
fluoresensi melibatkan molekul yang dapat
memancarkan foton, yang dikenal sebagai
fluorofor. Proses pengukuran ini dilakukan
dengan mengeksitasi sampel menggunakan
energi dari cahaya monokromatik. Emisi foton
oleh fluorofor yang dipilih diukur berdasarkan
fungsi panjang gelombang. Setiap fluorofor
memiliki panjang gelombang eksitasi dan
emisi yang berbeda, yang menunjukkan
tingkat fluoresensi maksimum. Fluorofor adalah
kelompok yang sensitif terhadap lingkungan,
sehingga dapat mempengaruhi  spektrum
yang diuvkur. Sifat sensitif ini menyebabkan
perubahan profil spektrum fluoresensi dapat

diamati dan diteliti lebih lanjut. Perubahan

tersebut dapat berupa penurunan atau
peningkatan intensitas  fluoresensi, atau
pergeseran hipokromik atau batokromik.

Sensitivitas molekul fluorofor terhadap kondisi
dalam matriks telah dimanfaatkan secara
efektif untuk sensor berbasis fluoresensi, salah
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satunya adalah untuk penentuan albumin
serum. Secara alami, albumin serum memiliki
residu triptofan yang memiliki sifat fluorofor.
Triptofan terletak pada permukaan molekul

albumin sehingga lebih terpapar pelarut
yang digunakan.®®

Analisis  albumin  serum  biasanya
melibatkan fluorofor ekstrinsik. Fluorofor
ini ditambahkan ke dalam sampel untuk
meningkatkan  sifat  fluoresensi  albumin

serum. Penambahan fluorofor ekstrinsik juga
dapat meningkatkan sensitivitas terhadap
pengukuran albumin serum tertentu. Metode
fluoresensi telah berkembang untuk penelitian
albumin. Dhanshri et al. (2022) melaporkan
penggunaan sensor fluoresensi berbasis Schiff
base, yang berasal dari kofaktor vitamin
B6, untuk mendeteksi BSA dan ovalbumin.
Penelitian ini menghasilkan kadar dan LOD
yaitu 1-9,9 UM dan 0,3 PM untuk BSA, serta
1-11,9 UM dan 1,7 PM untuk ovalbumin.’
Adapun penelitian Wang & Zhao (2022),
melaporkan penggunaan sensor optosensing
nanokomposit  inovatif  berbasis  porous
molecularly imprinted polymer (MIP) dan dual
emission quantum dots (QDs). Penggabungan
sensor ini bertujuan untuk mengenal molekul
target spesifik, sehingga dapat mendeteksi
BSA secara visual dan kuantitatif. Hasil dari
penelitian ini menunjukkan kadar BSA berkisar
2-64 UM dengan batas deteksi (LOD) sebesar
0,5 uUM."?

Penelition yang dilakukan oleh Zhang
et al. (2022) juga melaporkan penggunaan
sensor molekuler fluoresensi berbasis senyawa
1,8-naphthalimide untuk deteksi cepat dan
sensitif terhadap HSA, yaitu menghasilkan
kadar berkisar 0-20 Ug/mL dan batas deteksi
(LOD) 0,264 pPg/mL* Metode

fluoresensi memiliki beberapa kelemahan,

sebesar

antara lain rentan terhadap gangguan akibat
perubahan pH dan kadar oksigen, potensi
masalah toksisitas akibat bahan asing dalam
media biologis, umur fluorofor yang pendek,
keterbatasan  terkait  fotostabilitas  dan
hilangnya kemampuan pengenalan, masalah
akibat

lokal, serta rentan terhadap autofluoresensi.’”

biokompatibilitas trauma jaringan

5. Simpulan
40

Albumin
penting yang berperan dalam menjaga

merupakan protein
keseimbangan cairan tubuh, mempercepat
pemulihan jaringan sel, serta memiliki fungsi
sebagai antioksidan, terutama pada pasien
hipoalbuminemia. Selain itu, kuantitas albumin
menjadi salah satu penentu mutu bahan
baku obat
kesehatan. Oleh karena itu, penetapan kadar

tradisional maupun suplemen
albumin dalam obat tradisional dan suplemen
kesehatan sangat penting untuk memastikan
kualitas dan keamanan produk. Terdapat
berbagai metode untuk analisis albumin yang
telah berkembang seiring kemajuan teknologi,
seperti spektrofotometri UV-Vis, Reverse-Phase
High-Performance Liquid Chromatography (RP-
HPLC), elektrokimia, elektroforesis kapiler,

dan fluoresensi. Masing-masing metode
memiliki kelebihan dan kekurangan, yang
perlu dipertimbangkan dalam pemilihannya.

Berdasarkan hasil studi literatur, metode
elektrokimia (voltametri dengan elektroda
termodifikasi) adalah yang paling sensitif,
dengan LOD mencapai 3 X 10711 g/L, sangat
cocok untuk deteksi kadar albumin ultra-
rendah, seperti dalam diagnosis penyakit
tertentu. Namun, metode ini membutuhkan
alat khusus, teknik modifikasi elektroda, dan
penanganan kompleks. Sementara itu, jika
tinggi,
dan ketersediaan metode secara luas maka

mempertimbangkan akurasi, presisi
metode RP-HPLC tetap menjadi metode paling
andal dan banyak digunakan secara rutin di
laboratorium farmasi, karena memberikan
akurasi 102%, presisi 96%, dan recovery
hingga 99% dengan basis deteksi UV dan
DAD yang telah terstandar.
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