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INTISARI 

VALIDASI METODE ANALISIS KOLORIMETRI BERBASIS  

CITRA DIGITAL WARNA RGB UNTUK ANALISIS  

KADAR PROTEIN TOTAL MENGGUNAKAN REAGEN BIURET  

Oleh: 

Arum Haryati  

16630012 

Pembimbing: 

Karmanto, M.Sc. 

Penelitian ini mengadopsi metode kolorimetri citra digital warna RGB 

untuk analisa protein total menggunakan reagen biuret. Penelitian ini menggunakan 

konsep mikrofluida untuk mereduksi total volume pengujian menjadi 100 µL (1:1). 

Analit dan reagen biuret di tampung dalam keping polimetil metakrilat (PMMA). 

Keping mampu menampung cairan karena memiliki permukaan yang bersifat 

hidrofilik. Terbukti dari hasil pengukuran sudut kontak (Ө) yaitu 39.047°. Peneliti 

juga bertujuan untuk mempelajari korelasi hubungan konsentrasi protein terhadap 

intensitas saluran warna RGB ion kompleks khelat tembaga-peptida 

([Cu(NH3)4]
2+). Respon kolorimetri ditangkap kamera smartphone Oppo Reno 6 

dan diproses menggunakan aplikasi color analysis. Hasilnya, terdapat 

kesinambungan antara bertambahnya konsentrasi protein terhadap intensitas warna 

RGB akibat pembentukan ion kompleks khelat tembaga-peptida ([Cu(NH3)4]
2+). 

Terbukti dengan tren penurunan linier pada grafik individu komponen warna R, G, 

dan B seiring dengan peningkatan konsentrasi protein standar. Pengujian validasi 

metode kolorimetri citra digital warna RGB berbasis smartphone untuk penetapan 

kadar protein total ditempuh melalui pendekatan PLS. Hasillnya nilai linieritas 

sampel uji dan sampel latih berurutan adalah R = 0.973 dan R = 0.971 pada rentang 

800-3800 ppm dengan diferensial 600 ppm menggunakan standar bovine serum 

albumin. Pengukuran pada konsentrasi 3200 ppm dengan repetisi 3 kali 

menghasilkan tingkat akurasi 97.9% (sampel uji) dan 97.1% (sampel latih). Serta 

presentase presisi (RSD) 2.1 dan 3.1. Secara keseluruhan dapat disimpulkan bahwa 

metode yang dikembangkan dalam penelitian ini memiliki potensi untuk 

menggantikan peran spektrofotometer UV-Vis. 

Kata Kunci: Reagen biuret, validasi metode, kolorimetri citra digital warna RGB, 

POCT, dan keping PMMA. 
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ABSTRACT 

VALIDATION OF COLORIMETRIC ANALYSIS METHOD BASED ON 

DIGITAL IMAGE OF RGB COLOR FOR TOTAL PROTEIN CONTENT 

ANALYSIS USING BIURET REAGENT  

By: 

Arum Haryati  

16630012 

Supervisor: 

Karmanto, M.Sc. 

This study adopts a digital image colorimetric method based on the RGB 

model for the analysis of total protein using the biuret reagent. This study used the 

concept of microfluidics to reduce total volume of the test into 100 µL (1:1). The 

analyte and biuret reagent were collected in polymethyl methacrylate (PMMA) 

chips. The chips can hold liquids due to their hydrophilic surface characteristic, as 

indicated by the measured contact angle (Ө) of 39.047°. Researchers also aimed to 

study the correlation between protein concentration and the intensity of the RGB 

color channel of the copper-peptide chelate complex ion ([Cu(NH3)4]
2+). The 

colorimetric response was captured by the Oppo Reno 6 smartphone camera and 

then analyzed using a color analysis application. As a result, there is continuity 

between the increase in protein concentration and the intensity of the RGB color 

due to the formation of the copper-peptide chelate complex ion ([Cu(NH3)4]
2+). It 

is proven by the linear decreasing trend in the graph of the individual color 

components R, G, and B as the standard protein concentration increases. The 

validation of the smartphone-based RGB color digital image colorimetric method 

for quantifying total protein content was conducted through the use of the PLS 

approach. The findings indicated that the linearity values for the test sample and 

training sample were R = 0.973 and R = 0.971 within the range of 800-3800 ppm, 

with an interval of 600 ppm, using standard bovine serum albumin. Measurements 

carried out at a concentration of 3200 ppm with three repetitions resulted in an 

accuracy rate of 97.9% for the test sample and 97.1% for the training sample. 

Furthermore, the precision percentages were determined to be 2.1 and 3.1. In 

summary, the method developed in this study shows promise in replacing the 

function of UV-Vis spectrophotometers. 

Keywords: Biuret reagent, validation method, digital image colorimetry, RGB 

model, POCT, dan PMMA chips. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang Masalah 

Preeklampsia-eklampsia merupakan penyakit komplikasi kehamilan akibat 

gangguan multiorgan terutama pada ginjal (Maynard, 2020; Soni & Smith-Levitin, 

2020). Penyakit ini bertanggung jawab terhadap tingginya angka kematian ibu di 

Indonesia dengan prevalensi sebesar 24% (H. Fitriani dkk., 2021). Serta, penderita 

preeklampsia menjadi berisiko lebih tinggi untuk chronic kidney disease (CKD) 

dan end stage renal disease (ESRD) meskipun setelah 10 tahun kehamilan (Sudo 

dkk., 2021). Selain itu menurut Setyawan dkk., (2019) progresivitas preklampsia 

menjadi eklampsia dapat menyebabkan pasien mengalami kejang tonik-klonik (Al 

Tarawneh & Bawadi, 2023). Preeklampsia ditandai dengan gejala proteinuria 

nonselektif dalam urin berkisar ≥300 mg/24 jam (Espinoza dkk., 2020; Shah, 2020).  

Saat ini tersedia berbagai metode pemeriksaan proteinuria di laboratorium 

klinis yaitu pembentukan khelat tembaga-protein (metode biuret, asam 

bicinchoninic (BCA), ataupun Lowry), pengikatan reagen warna (metode Bradford 

dan pewarna sianin), pewarna fluoresen, dan lain (Bökenkamp, 2020; Cohen & 

Walt, 2019). Pemeriksaan semacam ini memang menghasilkan hasil yang tepat dan 

akurat (K. Z. Liu dkk., 2020). Namun, pengujian konvensional membutuhkan 

waktu lama serta biaya analisa relatif mahal karena kebutuhan pengeluaran 

infrastruktur laboratorium, instrumentasi khusus, dan analis terlatih (Y. Fan dkk., 

2021). Sehingga pemeriksaan proteinuria terbatas dikalangan tertentu. Selain dari 
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segi ekonomi, keterbatasan pemeriksaan proteinuria di Indonesia diperparah 

dengan disparitas ketersediaan, aksesibilitas, dan kualitas layanan laboratorium 

klinik antar kabupaten/kota di 34 provinsi Indonesia (Agustina dkk., 2019; Laksono 

dkk., 2020; Markby dkk., 2023). Keterjangkauan jarak juga menimbulkan masalah 

baru dalam pengangkutan, pemeliharaan kualitas sampel dan biaya pengiriman 

(Otoo & Schlappi, 2022).  

Masalah-masalah tersebut mendorong Wu dkk., (2018), Moreira (2022), 

Yanos (2015), dan Lerma dkk., (2019) melakukan penyederhaan prosedur 

pengukuran protein total penelitian untuk diterapkan pada POCT. Point-of-care-

testing (POCT) didefinisikan sebagai “tes di tempat pelayanan” yang dilakukan di 

fasilitas kesehatan tingkat pertama (klinik atau puskesmas) atau dapat dilakukan 

mandiri oleh pasien (Inci dkk., 2020). POCT berkaitan dengan situasi dan kondisi 

nonideal saat keputusan medis harus segera diambil (J. Liu dkk., 2019). Sehingga 

POCT menuntut harus menyediakan tes yang mudah digunakan secara mandiri, 

terjangkau, memberikan hasil cepat dan akurat (Land dkk., 2019; Speller dkk., 

2020). Dalam rangka mewujudkan tuntutan itu mereka mengadopsi pendekatan 

optik fluoresensi dan kolorimetri berbasis kamera smartphone, kamera digital, atau 

scanner untuk menggantikan peran spektrofotometer UV-Vis (Oliveira dkk., 2021).  

Tim peneliti Wu dkk., (2018) menyederhanakan prosedur kerja fluoresensi 

dengan mengembangkan keping mikrofluida dan pewarna AB 580 untuk analisa 

albumin. Mereka menggunakan kamera smartphone dengan dioda laser eksternal 

dikarenakan energi dari sinar LED bawaan smartphone tidak cukup kuat untuk 
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melakukan eksitasi, namun penggunaan aksesoris ini menghambat portabilitas dan 

fleksibilitas serta memperumit pengujian. 

Penggunaan kamera smartphone untuk menangkap respon kolorimetri juga 

telah dilakukan oleh Moreira (2022). Moreira (2022) berhasil menunjukkan kurva 

kalibrasi yang menggambarkan hubungan linier antara intensitas warna dengan 

kadar protein dalam sampel (R2 ≥ 0.99). Namun reagen pewarna anionik 

Coomassie Brilliant Blue (metode Bradford) yang digunakan Moreira (2022) 

memiliki kendala kebutuhan perlakuan penyimpanan khusus akibat ketidakstabilan 

reagen terhadap cahaya, serta rumitnya pengelolaan limbah karena toksisitas reagen 

yang tinggi.  

Kekurangan reagen pendekatan fluoresensi (Wu dkk., 2018) dan pengikatan 

reagen pewarna (Moreira, 2022) diatasi dengan mengadopsi reagen biuret yang 

dilakukan oleh Yanos (2015) dan Lerma dkk., (2019). Yanos (2015) menggunakan 

kamera digital Olympus FE 46 12 mega piksel untuk membuktikan bahwa metode 

biuret yang dia pakai memiliki akurasi 95%. Sementara Lerma dkk., (2019) yang 

menggunakan Nikon Coolpix P530 berhasil menghitung nilai limit deteksi dan limit 

kuantifikasi yaitu 0.02 mg/mL dan 0.08 mg/mL dengan korelasi R2 = 0.9957. 

Namun, kamera digital yang digunakan Yanos (2015) dan Lerma dkk., (2019) tidak 

memiliki teknologi yang ditawarkan oleh smartphone yang digunakan oleh Wu 

dkk., (2018) dan Moreira (2022). Kombinasi kamera dan konektivitas nirkabel yang 

tertanam pada smartphone memungkinkan kuantifikasi protein menjadi lebih 

mudah diakses dan kedepannya dapat digunakan untuk analisis real-time atau 

pembacaan langsung (Granica & Tymecki, 2019). 
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Penelitian ini merupakan pengembangan dari penelitian yang dilakukan Wu 

dkk., (2018), Moreira (2022), Yanos (2015), dan Lerma dkk., (2019). Aspek 

kebaharuan penelitian ini terletak pada metode kolorimetri citra digital warna RGB 

berbasis smartphone untuk analisa protein total menggunakan reagen biuret. Selain 

itu penelitian ini juga mengembangkan konsep pengujian mikrofluida untuk 

mereduksi volume total analit dan reagen menjadi 100 µL (1:1). Peneliti 

membangun keping dari bahan polimetil metakrilat (PMMA). Namun investigasi 

interaksi antarmuka padat-cairan masih diperlukan untuk mengetahui kemampuan 

keping dalam menampung analit dan reagen (fasa cair) (Nuthalapati dkk., 2023; 

Olanrewaju dkk., 2018). Investigasi interaksi antarmuka padat-cairan dilakukan 

pada permukaan material PMMA melalui pengamatan sudut kontak (Ө). Terakhir, 

peneliti menggunakan pendekatan partial least squares (PLS) aplikasi minitab 

untuk perhitungan dataset sampel uji, pembuatan model prediksi sampel latih dan 

uji validitas metode. Data validasi metode yang akan disajikan meliputi linieritas, 

akurasi dan presisi. 

B. Batasan Masalah  

1. Analit berupa larutan bovine serum albumin (BSA) dengan kadar tertentu.  

2. Kamera yang digunakan adalah kamera belakang smartphone Oppo Reno 6. 

3. Pendekatan partial least squares (PLS) ditempuh untuk perhitungan dataset 

sampel uji, pembuatan model prediksi sampel latih dan uji validitas metode. 

4. Penelitian belum sampai pada tahap uji selektivitas reagen terhadap intervensi 

matriks lain. 
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C. Rumusan Masalah 

1. Bagaimana karakteristik sifat keterbasahan permukaan keping PMMA terhadap 

cairan analit-reagen? 

2. Bagaimana korelasi hubungan konsentrasi protein terhadap intensitas saluran 

warna RGB ion kompleks khelat tembaga-peptida ([Cu(NH3)4]
2+)? 

3. Bagaimana uji validasi metode kolorimetri citra digital warna RGB berbasis 

smartphone untuk penetapan kadar protein total?  

D. Tujuan Penelitian 

1. Mengkaji karakteristik sifat keterbasahan permukaan keping PMMA terhadap 

cairan analit-reagen. 

2. Mempelajari korelasi hubungan konsentrasi protein terhadap intensitas saluran 

warna RGB ion kompleks khelat tembaga-peptida ([Cu(NH3)4]
2+). 

3. Menguji validasi metode kolorimetri citra digital warna RGB berbasis 

smartphone untuk penetapan kadar protein total. 

E. Manfaat Penelitian 

Penelitian dilakukan untuk menyederhanakan prosedur pengukuran kadar 

protein total menggunakan reagen biuret tanpa melibatkan spektrofotometer UV-

Vis. Instrumen digantikan oleh kamera smartphone sebagai alternatif POCT 

sehingga mudah digunakan, murah, selektif, sensitif, portable dan memperoleh 

hasil saat itu juga (real time). Dengan tujuan akhir dapat digunakan di daerah 

terpencil dengan sumber daya terbatas. 
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BAB V  

PENUTUP 

A. Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian dan kajian pembahasan dapat disimpulkan 

bahwa: 

1. Karakteristik keterbasahan permukaan keping PMMA bersifat hidrofilik 

terhadap cairan analit-reagen. Hal ini dikonfirmasi melalui hasil pengukuran 

sudut kontak (Ө) 39.047°. 

2. Terdapat kesinambungan antara bertambahnya konsentrasi protein terhadap 

intensitas warna RGB akibat pembentukan ion kompleks khelat tembaga-

peptida ([Cu(NH3)4]
2+). Terbukti dengan tren penurunan linier pada grafik 

individu komponen warna R, G, dan B seiring dengan peningkatan 

konsentrasi protein standar. 

3. Metode kolorimetri yang dikembangkan pada penelitian ini belum 

memenuhi aspek standar validasi linieritas dan presisi, namun metode ini 

memenuhi keberterimaan akurasi. Nilai linieritas sampel uji dan sampel 

latih berurutan adalah R = 0.973 dan R = 0.971 pada rentang 800-3800 ppm 

dengan diferensial 600 ppm menggunakan standar bovine serum albumin. 

Pengukuran pada konsentrasi 3200 ppm dengan repetisi 3 kali menghasilkan 

tingkat akurasi 97.9% (sampel uji) dan 97.1% (sampel latih). Serta 

presentase presisi (RSD) 2.1 dan 3.1.  
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B. Saran  

Adapaun saran untuk penelitian selanjutnya adalah sebagai berikut: 

1. Pada penelitian ini iluminasi masih menjadi masalah meskipun peneliti sudah 

menggunakan studio portable photobox untuk menjaga kondisi pencahayaan. 

Sehingga saran untuk peneliti selanjutnya adalah menggabungkan model RGB 

dengan model HSV. Integrasi kedua model diharapkan dapat membantu 

menjaga keseragaman representasi warna meskipun ada iluminasi.  

2. Pada penelitian ini belum dilakukan uji selektivitas reagen terhadap intervensi 

matriks lain. Sehingga apabila pada penelitian selanjutnya menemukan 

intervensi matriks lain maka diharapkan untuk mencari membran mikrofiltrasi 

yang dapat mengatasi permasalahan ini.  
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