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RINGKASAN

Tingginya konsentrasi asam urat di dalam tubuh seringkali berkaitan dengan
penyakit berbahaya seperti hiperurisemia, hipertensi, penyakit ginjal dan
kardiovaskuler, sehingga diperlukan deteksi secara dini terhadap kadar asam urat dalam
tubuh. Metode yang umum digunakan dalam bidang kesehatan untuk mengukur kadar
asam urat adalah spektrofotometri. Namun analisis asam urat dengan metode ini
memerlukan jumlah sampel yang banyak, memerlukan pereaksi kimia yang mabhal,
perlakuan sampel yang rumit, serta memiliki batas deteksi yang relatif tinggi.
Tingginya batas deteksi ini menyebabkan sulitnya dilakukan deteksi secara dini kadar
asam urat dalam serum, sedangkan kompleksnya matriks dalam serum menyebabkan
rendahnya selektivitas metode tersebut. Tujuan penelitian yang dilakukan ini adalah
mengembangkan metode yang selektif untuk deteksi dini asam urat secara
potensiometri melalui pengembangan sensor berbasis imprinting zeolit. Komposisi
elektroda yang optimum dihasilkan dengan perbandingan massa antara karbon
nanopori, 1Z, dan parafin padat adalah 40:25:35 dengan pH optimum larutan asam urat
yaitu 5. Sensor pasta karbon-1Z memiliki memiliki jangkauan pengukuran 10 — 10 M,
factor Nernst 28,2 mV/decade, batas deteksi 0,1 mg/dL, presisi 98,6-98,8%, akurasi 95-
105%, waktu respon kurang dari 1 menit dan waktu hidup 10 minggu (127 Kali
pemakaian). Sensor yang dikembangkan ini memiliki selektivitas yang tinggi terhadap
asam urat dalam larutan yang mengandung asam askorbat, kreatin dan kreatinin yang
dinyatakan dengan harga koefisien selektivitas (K;j) kurang dari 1. Akurasi metode
potensiometri untuk analisis asam urat dalam sampel urin sebesar (113,18+14,79)%,
sedangkan hasil uji perbandingan dengan metode spektrofotometri menunjukkan
akurasi sebesar (94,47+14,64)% (n=7). Hasil uji perbandingan metode potensiometri
dengan metode spektrofotometri untuk analisis asam urat dalam serum sebesar (95,11+
2,11)% (n=5). Metode yang dikembangkan ini dapat digunakan sebagai metode
alternatif untuk penentuan kadar asam urat dalam sampel darah dan urin di bidang
medis.

Kata kunci: asam urat, pasta karbon-MIP, selektivitas, potensiometri



SUMMARY

The high concentration of uric acid in the body is often associated with some
dangerous diseases such as hyperuricemia, hypertension, renal and cardiovascular
disease, so it requires early detection of the levels of uric acid in the body. The method
commonly used in the medical field to measure uric acid levels is spectrophotometry.
The analysis of uric acid by this method requires a much volume of sample, chemical,
complicated sample treatment, and the method has a relatively high detection limit. The
high detection limit of spectrophotometry method makes it difficult to be used to
determine of low level uric acid in serum sample, while the complex matrix of serum
causing low selectivity. The development of selective uric acid method by potentiometric
through the development of imprinting zeolite-based sensor has been conducted. The
sensor produced by the mass ratio between carbon nanopore, 1Z, and the solid paraffin
of 40: 25: 35 showed the best performance on the determination of uric acid standard
solution pH 5. The carbon paste-1Z sensor showed a measurement range of 10 —107
M, Nernst factor of 28.2 mV/decade, the detection limit of 0.1 mg/dL, precision of 98.6
to 98.8%, response time less than 1 minute and a life time of 10 weeks (127 times
usage). The developed sensor has a high selectivity towards uric acid in a solution
containing, ascorbic acid, creatine, or creatinine expressed by the selectivity coefficient
(Kij) value less than 1. Accuracy of the potentiometric method to analyze uric acid in
urin sample was (113.18+14.79)%, while comparison of the method with
spectrophotometric method showed the accuracy of 94.47+14.64%. Accuracy of the
developed method toward spectrophotometcic method to analyze of uric acid in serum
sample was (95.11+2.11)%. The developed method can be used as an alternative
method to analyze uric acid in medical field.

Keywords: uric acid, carbon paste-MIP, selectivity, potensiometry
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PENDAHULUAN

Asam urat di dalam tubuh merupakan hasil akhir metabolisme purin. Konsentrasi normal
asam urat dalam tubuh manusia berkisar 3,5-7 mg/dL untuk pria dan 2,6-6 mg/dL untuk
wanita. Pengontrolan kadar asam urat dalam cairan tubuh merupakan hal yang sangat penting
untuk dilakukan, karena jika kadar asam urat dalam tubuh melebihi kadar normalmaka dapat
menyebabkan nyeri di persendian, hiperurisemia, batu ginjal, bahkan dapat menyebabkan
peningkatan resiko terkena penyakit kardiovaskuler (Chen et al., 2005). Metode penentuan
kadar asam urat yang selama ini digunakan dalam bidang biomedis adalah secara
spektrofotometri. Analisis asam urat dengan metode ini memerlukan jumlah sampel yang
relatif banyak (2-3 mL), membutuhkan preparasi sampel yang rumit, sensitivitas rendah serta
batas deteksi yang tinggi (skala mM).

Pengembangan metode elektrometri, seperti voltammetri dan potensiometri, untuk
analisis asam urat dalam darah menjadi kajian yang sangat menarik karenateknik analisis secara
elektrometri membutuhkan waktu yang relatif cepat, batas deteksi rendah (~10"° M),
sensitivitas tinggi, dapat menganalisis dengan rentang konsentrasi yang luas, serta
membutuhkan sedikit preparasi sampel (Wang, 2000).

Untuk meningkatkan sensitivitas dan selektivitas serta menurunkan batas deteksi, maka
pengembangan sensor untuk deteksi asam urat secara voltammetri telah dilakukan, diantaranya
elektroda modifikasiglassy carbon (GC) - kafeat (Ren et al., 2005), GC—propionil kolin (Lin
dan Jin, 2005), serbuk grafit-DNA (Luo et al., 2005), GC— noreepinefrin (Zare et al., 2005),
GC-oracet blue (Zare et al., 2006) GC-5-hidroksi triptofan) (Lin dan Li, 2006), pasta karbon -
tionin nafion (Shahrokhian dan Ghalkhani, 2006), dan elektroda GC - CeO, (Wei et al., 2006).

Pengembangan sensor GC dan hanging mercury drop electrode (HMDE) termodifikasi
molecularly imprinted polymer (MIP) untuk analisis asam urat secara voltammetri juga sudah
dilakukan. Analisis asam urat secara voltammetri menggunakan elektroda GC-MIP dan HMD-
MIPyang terbuat dari monomer asam metakrilat (MAA), cross linker etilen glikol dimetakrilat
(EGDMA) dan inisiator 2,2’-azobis isobutironitril (AIBN) menghasilkan sensitivitas dan
akurasi yang tinggi. Batas deteksi metode analisis asam urat yang diperoleh dari penelitian
tersebut sekitar 10*-10° kali lebih rendah dibandingkan metode spektrofotometri yang biasanya
digunakan dalam bidang medis.Selektivitas sensor yang diperoleh juga cukup tinggi, namun

elektroda HMD sangat bersifat toksik dan hanya dapat digunakan untuk satu kali analisis,
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sedangkan elektroda GC sangat mudah rusak oleh pemakaian potensial yang tinggi.
Penggunaan MAA sebagai monomer menghasilkan polimer yang non konduktif dan menutupi
permukaan aktif elektroda pada voltammetri sehingga menurunkan sinyal arus dan sensitivitas
analisis asam urat (Khasanah et al., 2009; 2012).

Oleh karena itu, perlu adanya bahan alternatif pencetak molekul dengan harga yang
murah, mudah didapat, dan memiliki konduktivitas yang baik terhadap instrumen yang
digunakan untuk analisis analit dengan memanfaatkan kekayaan alam yang tersedia. Zeolit
merupakan material alam yang tersedia melimpah di Indonesia dan memiliki konduktivitas
yang baik terhadap material elektroaktif. Sifat zeolit sebagai material berpori yang memiliki
luas permukaan besar, selektivitas ukuran tertentu, kapasitas penukar ion yang tinggi, serta
stabilitas termal dan kimia yang baik sesuai digunakan sebagai sensor elektrokimia sekaligus
cetakan molekul (Walcarius, 1999). Kesesuaian ukuran pori zeolit dengan ukuran molekul
asam urat akan mampu meningkatkan kapasitas adsorpsi zeolit sehingga dapat memberikan
sensitivitas tinggi dalam mendeteksi molekul asam urat. Bentuknya yang rigid membuat zeolit
tidak mudah mengalami swelling dalam air sehingga sensor modifikasi yang dihasilkan
memiliki stabilitas yang tinggi (Gouriushkina et al., 2010).

Pada penelitian sebelumnya telah dikembangkan sensor berbasis imprinting zeolit untuk
analisis asam urat secara voltammetri. Metode yang dikembangkan tersebut memiliki
selektivitas yang tinggi terhadap asam urat. Keberadaan asam askorbat, kreatin, kreatinin,
glukosa dan urea relatif tidak mengganggu analisis asam urat. Aplikasi metode untuk
penentuan kadar asam urat dalam serum memberikan penyimpangan hasil yang masih dalam
batas toleransi yang dapat diterima di dalam metode analisis. Namun penggunaan GC sebagai
elektroda pendukung ini tidak dapat menghasilkan elektroda komposit, sehingga harus
ditambahkan zeolit setiap kali akan dilakukan analisis sehingga sensor hanya sekali pakai
(waktu hidup sensor pendek) (Khasanah et al., 2013).

Pada penelitian ini dilakukan pengembangan sensor komposit melalui modifikasi pasta
karbon nanopori dengan imprintingzeolit (pasta karbon nanopori-1Z) sebagai pendeteksi asam
urat secara potensiometri. Kesesuaian ukuran pori zeolit dengan molekul asam urat serta
bentuknya yang kaku membuat zeolit tidak mudah mengalami swelling dalam air dan mampu
meningkatkan kapasitas adsorpsi zeolit sehingga dapat memberikan sensitivitas tinggi dalam
mendeteksi molekul asam urat.

Dikembangkannya metode analisis asam urat yang selektif danakurat akan mengurangi
resiko kesalahan diagnosis. Sensor yang sensitif dan mempunyai batas deteksi rendah (level



nanogram) akan dapat digunakan untuk mendeteksi asam urat dengan kadar yang sangat rendah
(deteksi dini) secara akurat dan membutuhkan sampeldengan jumlah yang sangat kecil (kurang
dari 0,5 mL darah). Penggunaan sensor komposit ini akan semakin memperkecil biaya analisis
(ekonomis) karena sensor dapat digunakan secara berulang-ulang dan dalam rentang waktu (life
time) yang lama.Dengan menggunakan metode alternatif yang akurat dan ekonomis ini
diharapkan dapat dilakukan diagnosis secara dini terhadap kadar asam urat dalam tubuh
sehingga dapat diberikan treatment yang tepat pada penderitanya.

Metode potensiometri menggunakan elektroda pasta karbon termodifikasi MIP yang
terbuat dari monomer asam metakrilat juga telah dikembangkan untuk penentuan asam urat
dalam serum (Khasanah et al., 2016). Metode tersebut memiliki jangkauan pengukuran yang
cukup luas, batas deteksi yang rendah dan waktu respon yang cepat. Elektroda yang
dikembangkan tersebut memiliki selektivitas yang tinggi terhadap asam urat dalam sampel
yang mengandung urea.

Sensor asam urat yang dikembangkan pada penelitian ini akan digabung dengan
transduser potensiometri. Bahan yang digunakan untuk pembuatan sensor adalah karbon
nanopori, paraffin padat dan imprinting zeolit serta kawat Ag sebagai penghantar listrik.
Pemilihan karbon tersebut dikarenakan karbon merupakan material yang inert, memiliki luas
permukaan yang besar, dan memiliki konduktivitas yang tinggi (Pyun dan Lee, 2007).
Imprinting zeolit dibuat dari campuran TEOS, TBOT, TPAOH dan air sesuai prosedur yang
telah dilaporkan sebelumnya (Eimer et al, 2008). Parameter yang dipelajari pada penelitian ini
diantaranya waktu respon sensor, jangkauan pengukuran, faktor Nernst, batas deteksi, presisi,
akurasi. Selektivitas elektroda dipelajari dengan penambahan asam askorbat, keratin dan
kreatinin dalam larutan asam urat. Keterpakaian elektroda dipelajari dengan cara
mengaplikasikan elektroda tersebut untuk analisis kadar asam urat dalam sampel serum dan
membandingkan hasil analisis tersebut dengan hasil analisis yang dilakukan di laboratorium
klinik.



BAB |1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Analisis Asam Urat

Asam urat mendapatkan perhatian sangat luas di kalangan biomedis dan bioanalisis
karena peranannya yang sangat penting dalam proses metabolisme dalam tubuh (Zare et al.,
2006). Telah diketahui secara luas bahwa tingginya konsentrasi asam urat di tubuh
menunjukkan adanya gejala beberapa penyakit seperti diabetes, kolesterol tinggi, tekanan darah
tinggi, penyakit ginjal dan penyakit hati. Bahkan dari hasil beberapa penelitian epidemologi
menunjukkan bahwa kenaikan level asam urat dapat menyebabkan kenaikan resiko terkena
penyakit kardiovaskuler (Chen et al., 2005). Penyakit-penyakityang lain, seperti leukemia dan
pneumonia juga diduga berkaitan dengan meningkatnya kadar asam urat dalam tubuh (Miland
etal., 1996).

Metode penentuan kadar asam urat yang digunakan dalam bidang biomedis adalah
spektrofotometri dengan pereaksi asam fosfotungstat atau dengan menggunakan enzim uricase
(Chen et al., 2005). Pada metode yang pertama, asam urat dalam serum direaksikan dengan
asam fosfotungstat dalam suasana basa sehingga asam fosfotungstat akan direduksi oleh asam
urat menghasilkan senyawa berwarna biru. Analisis dilakukan secara spektrofotometri pada
panjang gelombang (1) 660 nm.

Pada pendekatan enzimatis diperlukan beberapa tahapan dintaranya mereaksikan
sampel dengan enzim urate oxidase berlebih dan diikuti dengan pengendapan sisa enzim
dengan asam trikloroasetat. Kadar asam urat ditentukan berdasarkan perbedaan absorbansi
antara larutan sampel dengan larutan asam urat kontrol pada A = 290 nm. Asam urat dioksidasi
oleh enzim urate oxidase menghasilkan allantoin dan hasil samping reaksi berupa H,O, dengan
persamaan reaksi yang ditunjukkan pada Gambar 2.1 (Akyilmaz et al., 2003).

(0]
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Gambar 2.1. Persamaan reaksi oksidasi asam urat oleh enzim urikase



Persamaan reaksi pada Gambar 2.1 tersebut dapat digunakan dalam penentuan kadar asam urat
secara enzimatis menggunakan metode amperometri. Sinyal yang terukur menunjukkan jumlah
oksigen yang digunakan dan sebanding dengan konsentrasi asam urat.

Teknik elektroanalisis banyak digunakan untuk menentukan kandungan spesi
elektroaktif seperti asam urat dalam sampel cairan biologis . Keunggulan teknik analisis secara
elektrometri adalah waktu yang dibutuhkan cepat, batas deteksi rendah, sensitivitas tinggi,
dapat menganalisis analit dengan rentang konsentrasi yang luas, dan sedikit membutuhkan
preparasi sampel. Untuk memenuhi kebutuhan analisis spesi elektroaktif hingga skala
mikrogram/liter maka dikembangkan metode analisis yang sangat peka yaitu voltammetri dan
potensiometri.

Khasanah, et al. (2007) telah melakukan analisis asam urat dalam serum dan urin secara
voltammetri menggunakan elektrodaHMD. Batas deteksi yang diperoleh adalah 3x10® M.
Recovery asam urat pada serum kontrol adalah 99,57+10,38% dan recovery asam urat pada
urin sintesis 101,43+4,66%. Analisis asam urat dengan metode tersebut hanya memerlukan
jumlah sampel yang relatif sedikit (kurang dari 0,5 mL). Keberadaan asam askorbat dengan
konsentrasi setengah dari konsentrasi asam urat dapat menurunkan respon arus hingga 25%
(Khasanah et al., 2009).

Analisis asam urat secara voltammetri menggunakan sensor HMD termodifikasi
molecularlyimprinting polymer (HMD-MIP) telah dikembangkan sebelumnya. Dengan sensor
berbasis imprinting polimer ini diperoleh peningkatan selektivitas dan sensitivitas lebih dari
100 kali dibandingkan sensor HMD tanpa modifikasi (Khasanah et al., 2010a'b). Penggunaan
imprinting zeolit sebagai material modifier pada pembuatan sensor voltammetrik berbasis
glassy carbon (GC) untuk analisis asam urat juga telah dipelajari. Metode yang dikembangkan
memiliki linieritas kurva kalibrasi 0,996 (konsentrasi 0,1-0,5 ppb), presisi 1,01-3,53%, akurasi
99,08 - 100,73%, sensitivitas 16,2 puA/ppb/cm?, danbatas deteksi 0,0454 ppb (2,7.107° Mm).
Nilai batas deteksi yang diperoleh dari penelitian sekitar 10* kali lebih rendah jika
dibandingkan menggunakan metode spektrofotometri (1,2x10° M). Sensor yang dikembangkan
tersebut memiliki selektivitas yang tinggi terhadap asam urat. Keberadaan asam askorbat,
kreatin, kreatinin, glukosa dan urea relatif tidak mengganggu analisis asam urat. Sensor GC-1Z
memiliki waktu hidup yang pendek yaitu hanya sekali pakai karena zeolit tidak dapat
menempel permanen pada permukaan elektroda GC (tidak dapat membentuk komposit)
(Khasanah et al., 2013).



Metode elektrometri lain yang dikembangkan untuk mendeteksi senyawa elektroaktif
dalam cairan biologis adalah potensiometri. Potensiometri adalah metode analisis berdasarkan
pada pengukuran beda potensial sel, pada arus nol. Timbulnya beda potensial disebabkan oleh
adanya pertukaran analit yang terjadi pada permukaan elektroda yang bereaksi secara kimia dan
reversibel dengan analit (Cattral, 1997). Ali et al. (2011) telah mengembangkan metode
penentuan asam urat secara potensiometri menggunakan elektroda kawat nano ZnO
terimobilisasi enzim uricase. Waktu respon dan jangkauan pengukuran yang dihasilkan adalah
6,25 detik dan 1,0x10° - 6,5x10* M. Rentang konsentrasi tersebut merupakan rentang
konsentrasi asam urat dalam darah sehingga metode tersebut sangat sesuai diaplikasikan untuk
analisis asam urat dalam serum darah. Dengan menggunakan membran nafion yang dilapiskan
pada elektroda, maka waktu respon menjadi 9 detik dan jangkauan pengukuran 1,0x10° —
1,010 M. Di sisi lain, sensor yang dilapisi membran nafion memiliki waktu hidup (lifetime)
yang lebih lama dibandingkan sensor tanpa membran. Glukosa, asam askorbat dan urea tidak
mengganggu analisis asam urat menggunakan sensor yang dikembangkan.

Ali et al. (2012) juga telah mengembangkan sensor berbasis ZnO nanoflakes
terimobilisasi enzim uricase untuk analisis asam urat. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
sensor yang dikembangkan memiliki jangkauan pengukuran 5,0x107 — 1,5x10° M, batas
deteksi 5x107 M dan faktor Nernst 66 mV/dekade. Sensor tidak diganggu oleh keberadaan

asam askorbat, glukosa dan urea.

2.2. Sensor Pasta Karbon Nanopori Termodifikasilmprinting Zeolit

Elektroda kerja merupakann komponen terpenting dalam metodepotensiometri karena
sensitivitas dan selektivitasmetodepotensiometri salah satunya ditentukan oleh jenis elektroda
kerja yang digunakan. Modifikasi terhadap elektroda seringkali dilakukan dengan tujuan untuk
menambah selektivitas elektroda (mengurangi gangguan matriks dalam sampel yang dianalisis)
dan meningkatkan sensitivitas pengukuran. Ada tiga macam cara modifikasi elektroda (Brett
dan Brett, 1998; El-Maali, 2004) yaitu melapisi elektroda dengan film melalui reaksi kimia
secara self-assembled monolayer (SAM),.melapisi elektroda dengan lapisan polimer dengan
cara elektropolimerisasi dan memodifikasi keseluruhan elektroda. Modifikasi elektroda dengan
cara yang ketiga memberikan hasil yang lebih baik dibandingan modifikasi permukaan
elektroda. Di sini material modifier dicampur dengan material elektroda seperti pasta karbon.
Permukaan elektroda dapat diperoleh dengan mudah dan cepat hanya dengan pemolesan atau
pemotongan. Karbon yang dapat digunakan dapat bervariasi tergantung ukuran porinya.

Karbon nanopori adalah karbon aktif yang memiliki ukuran pori kurang dari 100 nm. Karbon
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nanopori ini dapat digunakan sebagai elektroda pada analisis secara elektrokimia (Petrova et al,
2010). Pemanfaatan karbon nanopori sebagai elektroda dalam bidang kimia dikarenakan
karbon ini merupakan material yang inert, memiliki luas permukaan yang besar, dan memiliki

konduktivitas yang tinggi (Pyun dan Lee, 2007).

Salah satu modifier yang dapat digunakan untuk modifikasi elektroda adalah sistem
imprinting zeolite (1Z). Zeolit ter-imprint molekul analit dibentuk melalui interaksi silika
dengan suatutemplate yaitumolekul target. Adanya template menyebabkan volume pori
menjadi lebih selektif. Interaksi antara template dengan dinding zeolit adalah interaksi
Coulomb, Van der Waals, dan ikatan hidrogen (Davis dan Burkett, 1995).
Penghilangantemplate dapat dilakukan dengan 2 metode yaitu metode ekstraksi pelarut dan
kalsinasi. Metode ekstraksi pelarut jarang digunakan karena metode ini hanya mampu
mengeluarkan template dari material tanpa menghilangkannya dari sistem sehingga dapat
mengganggu proses aplikasi material. Metode yang banyak digunakan pada pembentukan
cetakan adalah kalsinasi. Pemanasan suatu senyawa di atas titik didihnya akan menyebabkan
senyawa tersebut berubah menjadi fasa uap. Pembentukan imprinting zeolite dijelaskan pada

skema Gambar 2.2.

P=mb=ntulan
silila

Penghibngan
e i

Gambar 2.2. Skema pembentukan imprinting zeolite (Vinu et al., 2006)

Setelah terbentuk imprinting zeolite, tahapan berikutnya adalah preparasi zeolite
modified electrode (ZME). Terdapat 4 teknik preparasi ZME yaitu dispersi partikel zeolit pada
matriks padatan, kompresi zeolit pada substrat konduktif, pelapisan zeolit pada elektroda padat,
dan interaksi kovalen partikel zeolit pada permukaan elektroda (Walcarius, 1999). Macam-

macam teknik preparasi ZME ditampilkan pada skema Gambar 2.3.



Sampai saat ini telah banyak dilakukan berbagai macam penelitian tentang ZME mulai
dari teknik preparasi, jenis zeolit, modifikasi zeolit dengan senyawa atau logam lain, dan
sebagainya. Skema teknik preparasi ZME dapat dilihat pada Gambar 2.3. Ardakani et al.,
(2006) melakukan modifikasi elektroda grafit-ZME untuk analisis Cu(ll). Bing dan Kryger
(1996) juga mensintesis elektroda grafit-termodifikasi ZME sintesis untuk analisis Cd(Il) dan
Zn(11). Modifikasi elektroda pasta karbonmenggunakan zeolit alam (natural zeolite modified
carbon paste electrode, NZMCPE) juga telah dikembangkan untuk menganalisis tembaga.
Batas deteksi yang diperoleh adalah 1,5x10° M (Alpat et al., 2005). Elektroda karbon pasta
termodifikasi zeolit terdoping Fe** untuk analisis triptofan dan asam urat telah dikembangkan
oleh Babaei et al. (2008). Batas deteksi metode yang dikembangkan tersbut adalah 8x10®° M

untuk asam urat.
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Gambar 2.3 Skema teknik preparasi ZME (PDMS : polydimethylsoloxane; PS
polystyrene; PEO : polyethylene oxide) (Walcarius, 1999)

Sensor berupa pasta karbon termodifikasi MIP yang terbuat dari monomer asam
metakrilat juga telah dikembangkan untuk penentuan asam urat dalam serum (Khasanah et al.,
2016). Metode tersebut memiliki jangkauan pengukuran yang cukup luas yaitu 10°-102 M,
batas deteksi sebesar 5,86x10° M dan waktu respon kurang dari 1 menit. Elektroda yang
dikembangkan tersebut memiliki selektivitas yang tinggi terhadap asam urat dalam sampel

yang mengandung urea.



BAB IlI
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1. Tujuan Penelitian
Tujuan umum penelitian ini adalah mengembangkan sensor berbasis 1Z untuk penentuan
kadar asam urat di dalam serum secara potensiometri, sehingga diperoleh suatu metoda
alternatif untuk analisis asam urat disamping metode spektrofotometri yang selama ini
digunakan di bidang medis. Dengan demikian akan mengurangi ketergantungan terhadap
instrumentasi tertentu..
Untuk mencapai tujuan tersebut dilakukan pengembangan sensor yang sensitif dan
selektif terhadap asam urat melalui modifikasi elektroda pasta karbon nanopori dengan zeolit
ter-imprint molekul asam urat. Karbon nanopori dan zeolit sebagai material yang memiliki
konduktivitas yang baik akan mempercepat waktu respon dan meningkatkan sensitivitas
pengukuran. Dengan sistem imprinting ini akan dibentuk cetakan yang spesifik untuk molekul
asam urat sehingga analisis terhadap asam urat tidak diganggu oleh adanya matriks lain karena
cetakan hanya akan sesuai terhadap spesi yang dianalisis yaitu asam urat.
Tujuan khusus penelitian tahun kedua ini adalah sebagai berikut.

a. Melakukan pembuatan sensor pasta karbon nanopori-1Z

b. Mempelajari selektivitas sensor melalui uji pengaruh penambahan urea, asam askorbat,
kreatin, dan kreatinin yang merupakan komponen penyusun serum.

c. Mempelajari recovery metoda potensiometri dengan sensor pasta karbon nanopori-1Z
untuk analisis asam urat dalam serum

d. Mengaplikasikan sensor pasta karbon nanopori-1Z untuk analisis asam urat dalam sampel
serum dan membandingkan hasil analisis tersebut dengan hasil analisis secara

spektrofotometri yang dilakukan di bidang medis.

3.2. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah dihasilkan metode alternatif untuk deteksi dini secara
selektif asam urat dalam serum sehingga mengurangi ketergantungan terhadap satu metode
tertentu dan memperkaya riset di bidang biomedis. Disamping itu juga akan dihasilkan
artikel ilmiah yang dipublikasikan pada jurnal nasional terakreditasi atau jurnal bereputasi

internasional.



BAB IV
METODE PENELITIAN

4.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di laboratorium Kimia Analitik dan Laboratorium
Instrumentasi Departemen Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Airlangga
mulai bulan Maret — Oktober 2016. Karakterisasi zeolit dilakukan di Laboratorium Energi
ITS. Uji perbandingan metode dilakukan di salah satu Laboratorium Klinik yang berada di

wilayah Surabaya.

4.2 Bahan dan sampel penelitian
Bahan penelitian

Bahan kimia yang digunakan adalah asam urat, tetraetil ortosilikat (TEOS),
tetrapropilamonium hidroksida (TPAOH), tetrabutil ortotitanat(TBOT), 2-propanol, urea,
asam askorbat, kreatinin, kreatin, natrium asetat, asam asetat, natrium hidrogen fosfat,
natrium dihidrogen fosfat, natrium hidroksida dan ammonia. Semua bahan kimia yang
digunakan pada penelitian ini berderajat kemurnian pro analisis. Bahan lain yang digunakan

adalah serum kontrol Precinorm UPX. Air yang digunakan adalah akuabides.

Sampel penelitian
Sampel penelitian untuk uji coba aplikasi sensor berupa urin dan serum darah,
diperoleh dari salah satu Laboratorium Klinik di wilayah Surabaya.

4.3 Peralatan Penelitian

Peralatan yang digunakan adalah seperangkat alat potensiometer Cyberscan 510,
elektroda pembanding Ag/AgCl,pH-meter tipe 744, spektrofotometer UV-Vis, x-ray
difraction (XRD), mikropipet, hotplate-magnetic stirrer, tube/tip mikropipet, serta

peralatan pendukung lain.

4.4 Prosedur Penelitian
Langkah-langkah penelitian yang dilakukan adalah sebagai berikut.
1. Sintesis dan karakterisasiimprinting zeolite
Zeolit MFI disintesis dengan cara mencampurkan sebanyak 35 g TEOS ke dalam
0,9 g TBOT, kemudian diaduk selama 30 menit pada temperatur kamar.Sebanyak 20 g

TPAOH ditambahkan ke dalam campuran, kemudian diaduk selama 15 jam, sehingga
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campuran yang diperoleh mempunyai perbandingan mol TEOS : TiO, : TPAOH : H,O =1
- 0,017 : 0,24 : 21,2. Campuran yang terbentuk dipanaskan secara hidrotermal pada
temperatur 80°C selama 4 hari. Sejumlah asam urat ditambahkan ke dalam campuran
hingga diperoleh rasio molar asam urat/Si = 2,98x10™. Selanjutnya, campuran didiamkan
selama 3 jam (Eimer et al., 2008). Sebagai pembanding, dengan cara yang sama, dilakukan
sintesis zeolit (tidak dilakukan penambahan asam urat) dannon imprinting zeolite(asam urat
tidak diekstraksi dari zeolit). Selanjutnya, padatan hasil sintesis (zeolit, imprinting zeolite

dan non-imprinting zeolite) yang terbentuk dikarakterisasi menggunakan XRD.

2. Pembuatan sensor pasta karbon nanopori-1Z

Pasta kabon nanopori dibuat dengan cara mencampurkan karbon nanopori, 1Z dan
parafin padat dengan bantuan pemanasan. Ke dalam tube mikropipet dimasukkan kawat
Ag, selanjutnya diisi dengan parafin padat sebanyak % bagian dan sisanya diisi dengan
pasta karbon nanopori-1Z yang terbuat dari campuran karbon nanopori, 1Z dan paraffin
dengan perbandingan massa sebesar 45:20:35 (Khasanah et al., 2016). Setelah pasta
memadat, ujung permukaan sensor kemudian digosok dengan kertas. Konstruksi sensor
pasta karbon nanopori-1Z dapat dilihat pada Gambar 4.1. Selanjutnya sensor yang dibuat
tersebut digunakan untuk mengukur larutan baku asam urat konsentrasi 108-10" M dengan
pH 5.

————— kawat Ag

parafin padat

pasta karbon
nancpori-1Z

Gambar 4.1 Konstruksi sensor pasta karbon nanopori-1Z
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3. Pembuatan kurva baku asam urat dan uji validitas metode

Dibuat sederetan larutan baku asam urat dengan konsentrasi 10® — 10™ M dengan pH
5 kemudian dianalisis secara potensiometri menggunakan sensor pasta karbon nanopori —
IZ dan dilakukan replikasi sebanyak 3 kali. Dibuat kurva hubungan antara log konsentrasi
asam urat dan besarnya potensial yang teramati untuk masing-masing konsentrasi asam urat
yang dianalisis. Selanjutnya data hasil pengukuran larutan baku tersebut digunakan untuk
menguji validitas metode meliputi jangkauan pengukuran, linieritas kurva kalibrasi, faktor
Nernst, akurasi, presisi dan batas deteksi.

Jangkauan pengukuran diartikan sebagai batas konsetrasi yang masih
memberikan kurva linier yang memenuhi persamaan Nernst. Dalam potensiometri, faktor
Nernst ditentukan dari nilai kemiringan (slope) pada kurva hubungan antara beda
potensial (mV) dengan log konsentrasi asam urat (M) (Cattrall, 1997). Titik potong
ekstrapolasi regresi linier dan garis singgung kurva non linier dihubungkan ke absis
untuk menentukan batas deteksi (Bakker, 1997). Presisi ditentukan dengan cara
menghitung simpangan potensial hasil pengukuran berulang untuk masing-masing
konsentrasi asam urat, sedangkan akurasi merupakan ketepatan antara konsentrasi hasil

pengukuran dengan konsentrasi yang sebenarnya.

4. Uji selektivitas sensor

Untuk mengetahui selektivitas sensor dan melihat gangguan matriks pada analisis
asam urat, dilakukan uji pengaruh komponen yang biasanya terdapat dalam sampel serum
yaitu asam askorbat, kreatin, kreatinin dan urea. Ke dalam larutan asam urat, ditambahkan
larutan asam askorbat dengan perbandingan konsentrasi asam urat dan asam askorbat
bervariasi yaitu 1:0,5; 1:1; 1:3; 1.5; 1:7; dan 1:10. Kemudian respon potensial yang
diperoleh dibandingkan dengan respon potensial hasil analisis asam urat tanpa penambahan
asam askorbat. Dilakukan prosedur yang sama untuk penambahan kreatinin, keratin dan
urea namun dengan perbandingan konsentrasi mengikuti komposisi riil dalam sampel
serum.

5. Aplikasi sensor pasta karbon nanopori-1Z untuk analisis asam urat pada sampel
serum dan uji perbandingan metode
a. Aplikasi sensor
Untuk melihat keterpakaian sensor dan metode yang dikembangkan, maka dilakukan
aplikasi sensor untuk analisis asam urat dalam sampel serum. Sampel serum diambil dari
penderita/pasien (dari salah satu Laboratorium Klinik di wilayah Surabaya). Sebanyak 100
12



ML sampel serum dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL, ditambah dengan 2 mL buffer
asetat pH 5, kemudian diencerkan dengan air sampai tanda batas. Selanjutnya sampel serum
hasil preparasi tersebut dipindahkan ke dalam gelas beker dan dianalisis secara
potensiometri menggunakan sensor pasta karbon nanopori-1Z. Dari data potensial yang
diperoleh, selanjutnya dihitung konsentrasi asam urat dalam sampel serum. Prosedur yang
sama dilakukan terhadap 10 sampel serum yang berbeda.
b. Uji perbandingan metode

Untuk melihat kelayakan metode, maka dilakukan perbandingan terhadap metode yang
dikembangkan pada penelitian ini dengan metode spektrofotometri yang selama ini
digunakan di laboratorium medis/klinis sebagai metode yang telah dianggap baku.
Konsentrasi asam urat dalam sampel serum yang diperoleh dari hasil analisis sesuai
prosedur 5.a. dibandingkan dengan konsentrasi yang diperoleh dari analisis yang dilakukan
di laboratorium Klinik, kemudian dilihat penyimpangan dan diuji recoverynya

menggunakan Persamaan 3.1.

recovery = X x100% (3.1)
U

dengan ketentuan x adalah konsentrasi asam urat yang diperoleh dari hasil analisis,

sedangkan p adalah konsentrasi asam urat yang sebenarnya (hasil dari laboratorium klinik).
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BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN

51  Sintesis Zeolit, Non Imprinted Zeolit (N1Z), dan Imprinted Zeolit (1Z)

Sintesis zeolit dilakukan dengan mencampurkan bahan-bahan berupa tetrabutil
ortotianat (TBOT) sebagai sumber titanium, tetraetil ortosilikat (TEOS) sebagai sumber
silika, tetrapropil amoniumhidroksida (TPAOH) sebagai pengarah struktur dan
penghidrolisis, dan air sebagai pelarut. Prosedur sintesis diawali dengan melarutkan TBOT
ke dalam isopropanol untuk mencegah TBOT terhidrolisis menjadi TiO, (Prasetyoko et al.,
2004). TiO, tidak diharapkan terbentuk karena memiliki struktur yang stabil. Bentuk TiO,
menyebabkan tidak mungkin terjadinya ikatan Ti dengan Si untuk menyusun rangkaian Ti-
O-Si pada zeolit. Selama sintesis dilakukan pengadukan agar larutan menjadi homogen.
Selanjutnya, larutan TBOT ditambah dengan TEOS yang berfungsi sebagai sumber silika
dan pengadukan dibiarkan berjalan hingga 30 menit. Campuran yang terbentuk adalah
larutan tidak berwarna.

Tahapan selanjutnya adalah menambahkan TPAOH pada campuran TBOT dan
TEOS. Penambahan TPAOH ini menyebabkan perubahan dari larutan menjadi sol
berwarna putih yang semakin mengeras hingga membentuk gel. TPAOH mengarahkan
struktur zeolit ke arah MFI (Mobile Five I) dan memberi suasana basa untuk membantu
hidrolisis sumber Ti dan Si (Xia dan Gao, 1997). Selanjutnya dilakukan tahap yang disebut
aging, yakni pengadukan selama 15 jam agar terbentuk inti zeolit (Wong et al., 2011).
Pembentukan inti zeolit diawali dengan terjadinya interaksi yang kuat antara spesi silikat
dan titanat yang menunjukkan dimulainya proses polimerisasi kedua spesi tersebut (Sriatun,
2004). Kemudian dilakukan penambahan air pada gel yang terbentuk sehingga didapatkan
campuran TEOS, TBOT, TPAOH, dan H,O dengan perbandingan mol 1 : 0,017 : 0,24 :
21,2. Reaksi hidrolisis TEOS, TBOT, dan polimerisasi spesi silikat dan titanat adalah
sebagai berikut.

Si(OC,Hs)s + 40H — Si(OH), + 4 C,HsOH

Ti(OC4Hg)4 + 40H" — Ti(OH)4 + 4 C4HyOH

Si(OH)4+ Ti(OH); — Si(OH)3-O-Ti(OH)3
Mekanisme kristalisasi zeolit ditampilkan dalam bentuk skema pada Gambar 5.1.
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Gambar 5.1 Mekanisme kristalisasi zeolit (Houssin, 2003)

Tahap selanjutnya adalah memanaskan campuran dalam oven pada suhu 80°C
selama 4 hari yang disebut proses hidrotermal. Proses ini melibatkan air dan panas, dimana
larutan prekursor dalam wadah tertutup rapat dipanaskan pada temperatur tinggi. Di dalam
wadah tertutup terjadi keseimbangan antara larutan dan uap air. Uap air tidak akan keluar
sehingga komposisi campuran prekursor akan tetap terjaga. Proses hidrotermal melibatkan
peristiwa kondensasi yang memungkinkan terjadinya pemutusan dan pembentukan kembali
ikatan Si-O-Si menjadi struktur Ti-O-Ti yang lebih stabil (Cundy dan Cox, 2005). Hasil
dari proses hidrotermal ini berupa koloid berwarna putih. Selanjutnya 1/3 bagian dari
koloid dipanaskan kembali dalam oven untuk menghilangkan air sehingga diperoleh zeolit
berupa serbuk kering berwarna putih.

Non imprinted zeolit (NIZ) merupakan zeolit yang porinya telah terisi analit, yakni
asam urat. Pembuatan NIZ dilakukan dengan mencampurkan 2/3 bagian koloid yang telah
terbentuk dengan sejumlah mol asam urat sehingga diperoleh perbandingan mol Si dan
asam urat = 0,0306. Penambahan asam urat ke dalam zeolit menyebabkan cairan yang
semula berwarna putih berubah menjadi cairan tidak berwarna di bagian atas dan endapan
berwarna putih yang menggumpal. Molekul asam urat akan terjebak dalam pori zeolit
karena ukuran pori zeolit akan menyesuaikan dengan ukuran molekul asam urat.
Selanjutnya campuran didiamkan selama 3 jam agar molekul asam urat dapat masuk ke

dalam pori-pori zeolit dan diduga berinteraksi melalui ikatan hidrogen, interaksi Coulomb,
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atau Van der Waals (Chen et al., 1993). Selanjutnya koloid diambil 1/2 bagian dan
dilakukan pemanasan hingga diperoleh NI1Z yang berupa serbuk kering berwarna putih.
Imprinted zeolit (1Z) merupakan material yang dipilih dan digunakan sebagai
penyusun elektroda karena 1Z memiliki bentuk pori yang sama dengan molekul asam urat
sehingga diharapkan selektivitas elektroda dapat meningkat. 1Z dibuat dengan cara
mengekstraksi asam urat dari pori NIZ menggunakan ammonium asetat dalam pelarut
etanol, asam asetat, dan air dengan perbandingan 40:25:35 yang dilanjutkan dengan
pencucian menggunakan air untuk menghilangkan sisa ion asetat (Moral dan Mayes, 2004).
Ekstraksi dilakukan hingga mencapai pH netral untuk memastikan bahwa ion asetat telah
hilang dan asam urat telah terlepas dari pori zeolit. Endapan yang terbentuk kemudian

dipanaskan menggunakan oven sehingga didapat IZ berupa serbuk berwarna putih.

5.2 Karakterisasi Zeolit, Non Imprinted Zeolit (N1Z), dan Imprinted Zeolit (1Z)

Pada penelitian ini dilakukan karakterisasi zeolit, non imprinted zeolit (NIZ), dan
imprinted zeolit (1Z). Zeolit dikarakterisasi menggunakan XRD (X-Ray Diffraction) dan
spektrofotometer FTIR (Fourier Transform Infrared), sedangkan NIZ dan 1Z

dikarakterisasi menggunakan spektrofotometer FTIR.

Karakterisasi Zeolit, Non Imprinted Zeolit (N1Z), dan Imprinted Zeolit (1Z) dengan
XRD
Karakterisasi zeolit dengan XRD bertujuan untuk mengetahui jenis struktur kristal,

ketidaksempurnaan kristal, ukuran dan kisi kristal. Karakterisasi ini dilakukan pada rentang
20 = 3-50°. Pola difraksi sinar-X zeolit dapat dilihat pada Gambar 5.2. Pada Gambar 5.2
terlihat bahwa puncak-puncak berintensitas tinggi terdapat pada daerah 20 7,96°; 8,83°;
23,1°; 23,25°; 23,94°; dan 24,41°. Puncak difraktogram tersebut merupakan puncak khas
dari zeolit TS-1 yang berstruktur MFI (Qiu et al., 2009). Pada daerah 26 24,41°, adanya
satu puncak berintensitas tinggi menunjukkan bahwa zeolit TS-1 yang disintesis berbentuk
ortorombik (Ke et al., 2007). Puncak-puncak yang muncul dari hasil karakterisasi XRD ini

menunjukkan bahwa zeolit TS-1 telah berhasil disintesis.
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Gambar 5.2 Pola difraksi sinar-X zeolit TS-1

Karakterisasi Zeolit, Non-Imprinted Zeolit (NI1Z), dan Imprinted Zeolit (12)
menggunakan Spektrofotometer FTIR

Pada penelitian ini telah dilakukan karakterisasi zeolit, NIZ, dan 1Z menggunakan
FTIR untuk mengetahui dan membandingkan gugus fungsi yang terdapat pada zeolit, NIZ,
dan 1Z sehingga dapat diketahui apakah ketiga material ini telah terbentuk. Data bilangan
gelombang dari hasil karakterisasi FTIR dapat dilihat pada Tabel 5.1. Spektra FTIR asam
urat, zeolit, NIZ, dan 1Z ditampilkan pada Gambar 5.3.

Tabel 5.1 Data bilangan gelombang puncak spektra asam urat, zeolit, 1Z, dan N1Z

bilangan gelombang (cm™)

Asam Urat | Zeolit | NIZ [ 1Z Keterangan

- 453 441 | 457 | Vibrasi ayun Si-O-Si

- 546 548 | 548 | Vibrasi ulur asimetri cincin ganda 5 kerangka MFI

783 797 791 | 795 | e Vibrasi ayun N-H dari asam urat
e Vibrasi ulur/tekuk simetri Si-O-Si

878 - 849 - Vibrasi tekuk N-H out of plane dan in plane dari asam urat
- 965 - 986 | Vibrasi Si-O-Ti
- 1099 | 1082 | 1097 | Vibrasi ulur asimetri Si-O-Si
- 1221 | 1221 | 1221 | Vibrasi tekuk asimetri Si-O-Si
- 1383 | 1395 - Vibrasi ulur dan tekuk CH dari kation TPA*
1589 1547 Vibrasi ulur C-C dan C-N dari asam urat

1672 1638 | 1661 | 1664 | e Vibrasi tekuk —OH dari H,0O
e Vibrasi ulur C=0 dari asam urat

- 2982 - 2883 | Vibrasi tekuk simetri dan asimetri CH; dari kation TPA"

2979

- 3448 | 3483 | 3446 | e Vibrasi ulur —OH dari SiOH, TiOH, H,0, dan TPAOH
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Hasil karakterisasi dengan FTIR dari asam urat, zeolit, 1Z, dan NIZ menunjukkan
beberapa puncak spektra pada bilangan gelombang tertentu yang mengindikasikan adanya
gugus-gugus fungsi spesifik dari senyawa yang dianalisis. Pada spektra FTIR (Gambar 5.3)
asam urat, puncak spektra muncul pada bilangan gelombang 783, 878, 1589, dan 1672 cm”
! Puncak pada bilangan gelombang 781 cm™ mengindikasikan adanya vibrasi ayun N-H
dari asam urat. Puncak spektra pada bilangan gelombang 880 cm™ menunjukkan adanya
gugus N-H out of plane in plane pada asam urat. Sedangkan munculnya puncak spektra
pada bilangan gelombang 1587 dan 1670 cm™ berturut-turut menunjukkan adanya vibrasi

ulur C-C dan CN, serta C=0 dari asam urat (Vasuki dan Selvaraju, 2014).
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Gambar 5.3 Spektra FTIR dari asam urat, zeolit, NIZ, dan 1Z

Pada spektra FTIR zeolit, puncak spektra muncul pada bilangan gelombang 453,
546, 797, 965, 1099, 1221, 1383, 1638, 2982, dan 3448 cm™. Kemunculan puncak spektra
pada bilangan gelombang 450, 800 dan 960 cm™ berturut-turut mengindikasikan adanya
vibrasi ayun Si-O-Si, vibrasi ulur/tekuk simetri Si-O-Si, dan vibrasi Si-O-Ti dimana
titanium telah tersubstitusi ke dalam kerangka zeolit (Qiu et al., 2009). Puncak spektra pada
bilangan gelombang 551 cm™ mengindikasikan adanya cincin ganda lima dalam kerangka

zeolit yang membuktikan telah terbentuknya kerangka MFI (Sutrisno et al., 2005). Puncak
19



spektra pada bilangan gelombang 1100 dan 1220 cm™ menandakan adanya vibrasi ulur dan
tekuk asimetri Si-O-Si (Zhao et al., 2000). Pada bilangan gelombang 1450-1500 dan 2800-
3000 cm™ terdapat puncak spektra yang khas dari TPAOH. Pada daerah 1450-1500 cm™
terdapat puncak spektra yang menandakan telah terjadinya vibrasi ulur dan tekuk C-H dari
kation TPA*. Sementara itu, puncak spektra pada daerah 2800-3000 cm™ menunjukkan
adanya vibrasi tekuk simetri dan asimetri CHs dari kation TPA". Adanya air dapat dideteksi
dari puncak spektra yang muncul di daerah 1624 dan 3420 cm™ yang menunjukkan adanya
vibrasi tekuk dan ulur gugus —OH dari H,O (Colthup et al., 1990).

Karakterisasi NIZ dengan FTIR menghasilkan puncak-puncak pada daerah 441,
548, 791, 849, 1082, 1221, 1395, 1547, 1661, dan 3483 cm™. Pada dasarnya puncak spektra
yang muncul pada NIZ hampir sama dengan zeolit, hanya saja pada NIZ muncul spektra
baru pada daerah 849 dan 1547 cm™. Puncak spektra pada kedua bilangan gelombang
tersebut berturut-turut menunjukkan adanya vibrasi tekuk gugus NH out of and in plane
dan adanya vibrasi ulur C-C serta C-N dari asam urat (Vasuki dan Selvaraju, 2014).
Apabila diperhatikan secara seksama, puncak spektra pada daerah 1661 cm™ untuk NIZ
terlihat lebih tajam dibanding zeolit dan 1Z karena adanya vibrasi tekuk —OH dari H,O dan
vibrasi ulur C=0 dari asam urat. Puncak spektra pada daerah 1395 cm™ untuk NIZ juga
terlihat lebih tajam dikarenakan oleh adanya vibrasi tekuk CH3 dari kation TPA" dan
vibrasi ulur C-N dari asam urat.

Karakterisasi 1Z dengan FTIR menghasilkan puncak spektra pada daerah-daerah
yang hampir sama dengan zeolit. Puncak spektra 1Z muncul pada daerah 457, 548, 795,
986, 1097, 1221, 1664, 2883, 2979, dan 3446 cm™. Indikator keberhasilan sintesis 1Z
adalah apabila sudah tidak dijumpainya lagi puncak-puncak khas asam urat pada spektra
1Z. Oleh karena puncak khas asam urat pada bilangan gelombang 849 dan 1547 cm™ sudah
menghilang, maka dapat dikatakan bahwa IZ telah berhasil disintesis. Hilangnya asam urat
disebabkan oleh proses ekstraksi yang mengeliminasi molekul asam urat dari pori zeolit
sehingga spektra yang mengindikasikan adanya asam urat tidak lagi dijumpai. Selain itu,
hilangnya puncak spektra pada bilangan gelombang 1395 cm™ menandakan bahwa TPAOH
telah terlepas akibat proses ekstraksi.

20



5.3 Preparasi Karbon

Dalam penelitian ini dilakukan preparasi karbon melalui aktivasi terhadap serbuk
karbon. Aktivasi karbon dilakukan untuk mendapatkan karbon dengan luas permukaan
yang lebih besar serta untuk meningkatkan konduktivitas karbon sehingga apabila
diaplikasikan dalam pembuatan elektroda dapat memunculkan sinyal yang baik.

Proses aktivasi diawali dengan perendaman serbuk karbon dalam larutan H3PO,
0,001 M selama 24 jam disertai dengan proses pengadukan menggunakan pengaduk
magnet. HzPO, merupakan aktivator karbon yang bertindak sebagai dehydrating agent,
yakni reagen kimia yang mendukung pembentukan matriks yang kaku serta mengurangi
kecenderungan penguapan dan kontraksi volume selama pemanasan pada suhu tinggi
(Girgis et al., 2002). Karbon selanjutnya dicuci dengan akuades menggunakan corong
buchner hingga pH netral. Pencucian dilakukan untuk menghilangkan sisa asam fosfat yang
dibuktikan dengan tidak dijumpainya lagi endapan putih AgsPO, dalam filtrat hasil
pencucian karbon setelah ditetesi larutan AgNO; 1,7%. Karbon yang sudah dicuci
selanjutnya dikeringkan menggunakan oven pada suhu 60°C untuk memisahkan karbon
dari sisa-sisa air pada proses pencucian (Turmuzi dan Syaputra, 2015). Karbon yang telah
dipreparasi kemudian dikarakterisasi dengan adsorpsi-desorpsi N, untuk mengetahui luas
permukaan dan ukuran porinya. Berdasarkan hasil karakterisasi karbon pada Lampiran 9,
dapat diketahui bahwa luas permukaan karbon adalah 877,463 m?/g yang menunjukkan
bahwa karbon berkualitas baik karena luas permukaannya lebih besar dari 500 m? (Pradhan
et al., 2011). Selain itu, hasil karakterisasi adsorpsi-desorpsi N, juga memberikan informasi
bahwa karbon memiliki ukuran diameter pori sebesar 3,835 nm sehingga tergolong sebagai

karbon nanopori karena ukuran porinya berkisar antara 2,1-6,5 nm (Ariyanto et al., 2012).

54 Uji Kinerja Elektroda

Pembuatan elektroda pasta karbon-imprinted zeolit untuk analisis asam urat
dilakukan dengan tahapan sebagai berikut. Pertama-tama memasukkan kawat perak (Ag) ke
dalam tube mikropipet. Kawat perak ini berfungsi sebagai material penghantar listrik
(konduktor) yang menghubungkan elektroda dengan potensiometer. Kemudian, 3/4 tube
mikropipet diisi dengan parafin padat. Bagian yang tersisa pada tube mikropipet
selanjutnya diisi dengan campuran antara karbon, 1Z, dan parafin yang berbentuk pasta
karbon-1Z (setelah melalui proses pemanasan). Pasta karbon memiliki keunggulan berupa
ketahanan yang tinggi dan kemampuan respon yang stabil (Bagheri et al., 2014). Sementara
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itu, 1Z yang ditambahkan berfungsi sebagai perangkap bagi molekul asam urat yang
dianalisis karena pori IZ telah dicetak sesuai dengan bentuk dan ukuran molekul asam urat.
Perbandingan massa (%b/b) karbon, 1Z, dan parafin serta pH yang digunakan disesuaikan
dengan komposisi yang telah dioptimasi pada penelitian sebelumnya (Khasanah et al.,
2016), yakni 40:25:35, sedangkan analisis dilakukan pada larutan asam urat yang
dikondisikan dengan pH 5 melalui penambahan buffer asetat.

Kinerja elektroda diuji dengan mengaplikasikannya untuk mengukur potensial
elektroda pada larutan asam urat konsentrasi 10® M sampai 10 M. Pengukuran dilakukan
dengan elektroda pembanding Ag/AgCl. Hasil potensial masing-masing larutan seperti
yang tercantum dalam Tabel 5.2 kemudian diplotkan ke dalam kurva potensial sebagai
sumbu y dan log konsentrasi asam urat sebagai sumbu x nya.

Tabel 5.2 Data potensial elektroda hasil pengukuran larutan asam urat konsentrasi 10° M

sampai 10° M
Konsentrasi asam urat (M) Potensial (mV)
10" -52.9
107 -55.3
10° -55.7
10° -37.9
10 -21.1
10° -27.8

Kurva hubungan antara log konsentrasi asam urat dengan potensial elektroda disajikan pada
Gambar 5.4.a. Kurva yang masih memberikan garis linier (Gambar 5.4.b) disebut sebagai

kurva standar larutan asam urat.
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Gambar 5.4 Kurva hubungan antara log konsentrasi asam urat dengan potensial elektroda
(a) dan kurva standar asam urat (b)
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Rentang konsentrasi yang memberikan kurva linier pada kurva hubungan log konsentrasi
dan potensial elektroda disebut sebagai jangkauan pengukuran, sedangkan kemiringan
(slope) pada kurva hubungan antara log konsentrasi asam urat dan potensial elektroda
dikenal sebagai faktor Nernst. Ukuran seberapa baik kurva kalibrasi (kurva standar)
menghubungkan antara potensial elektroda dengan log konsentrasi asam urat disebut
sebagai linieritas kurva standar.

Kinerja elektroda pasta karbon-1Z untuk analisis kadar asam wurat secara
potensiometri secara keseluruhan ditampilkan pada Tabel 5.3.

Tabel 5.3. Parameter kinerja elektroda pasta karbon-1Z

No Parameter Nilai

1 Jangkauan pengukuran 10°-10* M

2 Linieritas kurva standar 0,9989

3 Faktor Nernst 28,2 mV/dekade

4 Waktu respon 25 — 44 detik

5 Batas deteksi*) 5,86 x 10° M (0,1 mg/dL)
6 Presisi 98,6-98,8 %

7 Lifetime 127 pengukuran, 10 minggu
8 Koefisien selektivitas (Kij) < 1 (selektif)

*) Khasanah, et al (2016)

Hasil penentuan batas deteksi menunjukkan bahwa metode yang dikembangkan ini
dapat digunakan untuk analisis asam urat dengan kadar 26 kali lebih rendah dibandingkan
batas bawah kadar normal asam urat dalam darah (2,6-7,0 mg/dL). Dengan demikian
metode yang dikembangkan ini dapat digunakan untuk mendeteksi secara dini kadar asam
urat dalam darah atau dapat digunakan untuk analisis kadar normal asam urat dalam darah
dengan volume sampel yang kecil/sedikit. Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan
jangkauan pengukuran elektroda pasta karbon-1Z sebesar 10° - 102 M (Khasanah et al.,
2016) dan faktor Nernst sebesar 28,6 mV/dekade. Perbedaan yang terjadi ini tidak
signifikan dan tidak mengganggu hasil analisis pada analisis sampel karena konsentrasi
asam urat dalam sampel serum berkisar 10° M dan berada dalam jangkauan pengukuran,
sedangkan faktor Nernst yang dihasilkan seharusnya sebesar (29,5 = 2) mV karena asam

urat merupakan molekul divalen (Huang et al., 2006).

55  Uji selektivitas

Selektivitas merupakan kemampuan elektroda yang mampu mengukur suatu analit
dengan selektif dimana analit tersebut berada bersama-sama dengan komponen lain pada
suatu sampel. Selektivitas dalam potensiometri dinyatakan dengan nilai koefisien

selektivitas (K;j). Pengukuran koefisien selektivitas diperlukan karena keberadaan asam urat
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dalam tubuh umumnya bersama molekul lain yang juga memiliki struktu/gugus fungsi
mirip dengan asam urat, misalnya urea, kreatin, kreatinin, dan asam askorbat. Koefisien
selektivitas pada penelitian ini ditentukan dengan metode larutan tercampur, yaitu dengan
membandingkan perbedaan potensial larutan yang mengandung ion analit dengan larutan
yang mengandung campuran analit dan matriks dan metode Matched Potential Method
(MPM). Apabila nilai koefisen selektivitas <1 maka elektroda selektif terhadap analit target
dan pengukuran analit tidak diganggu oleh matriks lain dalam sampel.

Senyawa yang digunakan untuk mempelajari pengaruh matrik pada penelitian ini
adalah kreatin, kreatinin, dan asam askorbat. Untuk mengetahui pengaruh kreatin dalam
analisis asam urat secara potensiometri menggunakan elektroda pasta karbon, maka diukur
potensial asam urat dengan konsentrasi normal dalam tubuh, yakni 10™ M. Selain itu juga
diukur potensial asam urat 10 M yang mengandung kreatin dengan konsentrasi 0,1 x 10™;
0,3 x 10* 1,0 x 10™; dan 3,0 x 10* M. Nilai potensial yang diperoleh lalu disubstitusikan
ke dalam persamaan 5.1 sehingga diperoleh nilai koefisien selektivitas (Kj) untuk masing-

masing konsentrasi seperti yang disajikan dalam Tabel 5.4.

(10E2ED
ail 10~—=—=)-1
KP'= s h " ) (5.1)
Tabel 5.4 Harga koefisien selektivitas elektroda pasta karbon-1Z pada analisis asam urat
dalam matriks kreatin

No Konsentrasi larutan (M) Koefisien Selektivitas (Kij)
1 Aasam urat 10™“+Kreatin 0,1x10™ -7,5928 x 10"
2 Asam urat 10* + Kreatin 0,3x10™ -2,3339 x 10"
3 Asam urat 10 + Kreatin 1,0x10™ -8,5921 x 10°
4 Asam urat 10+ Kreatin 3,0x10™ -2,9706 x 10°

Pengaruh kreatinin dalam analisis asam urat secara potensiometri menggunakan
elektroda pasta karbon dapat diketahui dengan cara mengukur potensial asam urat dengan
konsentrasi yang normal dalam tubuh, yakni 10 M. Selain itu juga diukur potensial asam
urat 10 M yang mengandung kreatinin dengan konsentrasi 0,1 x 10 0,3 x 10 1,0 x 10
% dan 3,0 x 10 M. Nilai potensial yang diperoleh lalu disubstitusikan ke dalam persamaan
koefisien selektivitas sehingga diperoleh nilai koefisien selektivitas untuk masing-masing

konsentrasi seperti yang disajikan dalam Tabel 5.5
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Tabel 5.5 Nilai koefisien selektivitas elektroda pasta karbon-1Z pada analisis asam urat
dalam matriks kreatinin

No Konsentrasi larutan (M) Koefisien Selektivitas (Kij)
1 AU 10™+Kreatinin 0,1x10™ -6,1492 x 10™°
2 AU 10™ + Kreatinin 0,3x10™ -2,6438 x 10°
3 AU 10+ Kreatinin 1,0x10™ -6,7001 x 10’
4 AU 10™+ Kreatinin 3,0x10™ -2,8239 x 10°

Keterangan: AU=asam urat

Untuk mengetahui pengaruh asam askorbat dalam analisis asam urat secara
potensiometri menggunakan elektroda pasta karbon, maka diukur potensial asam urat
dengan konsentrasi yang normal dalam tubuh, yakni 10 M. Selain itu juga diukur
potensial asam urat 10 M yang mengandung asam askorbat dengan konsentrasi 0,5x107,
0,1x10, 1,0 x 10 dan 5,0 x 10 M. Nilai potensial yang diperoleh lalu disubstitusikan ke
dalam persamaan koefisien selektivitas sehingga diperoleh nilai koefisien selektivitas untuk
masing-masing konsentrasi seperti yang disajikan dalam Tabel 5.6

Tabel 5.6 Nilai koefisien selektivitas elektroda pasta karbon-1Z pada analisis asam urat
dalam matriks asam askorbat

No Konsentrasi larutan (M) Koefisien Selektivitas (Kij)
1 AU 10™ + AA 0,5x10 -5,8493 x 10"

2 AU 10™ + AA 0,1x10™ -7,1267 x 10"

3 AU 10™ + AA 1,0x10™ -7,1647 x 10’

4 AU 10+ AA 5,0x10™ -5,2305 x 10°

Keterangan: AU=asam urat
AA=asam askorbat

Penambahan ketiga spesies yang diduga mengganggu analisis asam urat ternyata
menghasilkan koefisien selektivitas kurang dari 1 untuk tiap konsentrasi, yang artinya baik
kreatin, kreatinin, maupun asam askorbat pada konsentrasi yang ditambahkan tidak
mengganggu analisis asam urat secara potensiometri menggunakan elektroda pasta karbon
—1Z, yang berarti bahwa elektroda pasta karbon-1Z lebih selektif terhadap asam urat
daripada kreatin, kreatinin, dan asam askorbat (Cattrall, 1997). Selektivitas elektroda ini
diakibatkan oleh sisi aktif spesifik dari elektroda yang hanya mengenali molekul asam urat.

Hasil uji selektivitas (nilai koefisien selektivitas) elektroda untuk analisis asam urat
dalam matriks asam askorbat, kreatin dan kreatinin menggunakan metode Matched
Potentiometry Method (MPM) ditampilkan pada Tabel 5.7.
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Tabel 5.7. Koefisien selektivitas (Kj;) elektoda pasta karbon-1Z untuk analisis asam urat 10*
M dalam matrik asam askorbat, kreatin dan kreatinin

Matriks (M) Kij

Asam askorbat

5.0x10° 0.1769

1.0x10° 0.3847

1.0x10™ 0.7273

5.0x10™ 0.2597
Kreatin

1.0x10° 0.2002

3.0x10° 0.1004

1.0x10™ 0.0870

3.0x10™ 0.1749
Kreatinin

1.0x10° 0.3267

3.0x10® 0.2093

1.0x10™ 0.1023

3.0x10™ 0.2059

Data Kjj pada Tabel 5.7. juga menjelaskan bahwa keberadaan matriks berupa asam
askorbat, kraatin atau kreatinin tidak mengganggu analisis asam urat yang ditunjukkan

dengan nilai Kj; kurang dari 1 untuk seluruh konsentrasi matriks yang ditambahkan.

5.6  Penentuan Akurasi dan Uji Perbandingan Metode

Salah satu parameter validitas suatu metode adalah nilai akurasi. Akurasi
menunjukkan derajat kedekatan hasil analisis dengan nilai sebenarnya. Pada penelitian ini
akurasi dinyatakan dengan nilai recovery. Penentuan akurasi dilakukan dengan mengukur
potensial elektroda untuk analisis 3 larutan yaitu urin, urin yang ditambahkan larutan
standar asam urat, dan larutan standar asam urat. Pada penelitian ini, konsentrasi larutan
standar asam urat yang digunakan adalah 10°-10* M. Nilai potensial yang diperoleh
kemudian disubstitusikan ke dalam persamaan regresi linier pada kurva standar sehingga
diperoleh konsentrasi masing-masing larutan. Nilai konsentrasi yang didapatkan

selanjutnya disubstitusikan ke dalam persamaan 5.2.

Css —Cs
R= P

x100% (5.2)
Cstd

Dimana R adalah recovery/akurasi, Cs adalah konsentrasi hasil analisis sampel yang
dispike, Cs, adalah konsentrasi asam urat dalam sampel, Cgq adalah konsentrasi larutan

standar asam urat yang ditambahkan.
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Data potensial elektroda pasta karbon-1Z pada pengukuran masing-masing larutan disajikan
dalam Tabel 5.8.

Tabel 5.8 Data potensial elektroda untuk pengukuran larutan sampel urin, larutan urin yang
ditambah standar asam urat dan larutan standar asam urat

Larutan Potensial (mV)
Urin 2,9
urin + asam urat 10°M 3,1
asam urat 10° M 221
urin + asam urat 10> M 3,0
asam urat 10° M -30,0
urin + asam urat 10 M 3,1
asam urat 10* M 24,3

Pada penelitian ini juga dilakukan perbandingan metode analisis asam urat dalam
sampel urin dengan metode potensiometri menggunakan elektroda pasta karbon -1Z dan
metode spektrofotometri dengan reagen urikase yang diukur pada panjang gelombang 293
nm (hasil uji laboratorium klinik). Akurasi (A) hasil perbandingan metode ini dihitung

menggunakan persamaan 5.2.

Cdev

Cstd
Dengan ketentuan Cg., adalah konsentrasi yang diperoleh dari hasil analisis menggunakan

metode yang dikembangkan pada penelitian ini (potensiometri), sedangkan Cgqy adalah
konsentrasi yang diperoleh dari hasil analisis menggunakan metode yang umum digunakan
dan dianggap sebagai metode baku untuk analisis asam urat di bidang medis, yaitu
spektrofotometri.

Data nilai akurasi metode yang diperoleh disajikan dalam Tabel 5.9. Dari data yang
tercantum dalam Tabel 5.9 terlihat bahwa metode potensiometri menggunakan elektroda
yang dikembangkan ini memiliki recovery sebesar 113.18+14.79%, sedangkan hasil uji
perbandingan metode potensiometri dengan metode spektrofotometri menunjukkan nilai
akurasi 94.47+£14.64%. Nilai akurasi yang ditetapkan oleh the Association of Official
Analytical Chemist (AOAC) untuk konsentrasi 10°-10* M adalah 80-110% (Taverniers et
al., 2004).
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Tabel 5.9. Akurasi metode potensiometri dan hasil uji perbandingan metode pada sampel urin

Konsentrasi asam urat (M) Akurasi (%)
Sampel Potensiometri ~ Spektrofotometri*)  Potensiometri Terhadap .
spektrofotometri
Urin 1.89x10° 2.39x10° 79.00
Urin + asam urat 10° M 1.89x10° 1.94x10° 96.18 97.28
Asam urat 10°M 1.61x10° 1.92x10° 83.51
Urin + asam urat 10°M 1.91x103 2.30x10° 120.34 82.80
Asam urat 10°M 1.29x10° 1.31x10° ' 98.42
Urin + asam urat 10*M 2.08x10° 2.10x10° 123.04 08.41
Asam urat 10* M 1.44x10* 1.18x10* ' 121.89

Uji perbandingan hasil analisis kadar asam urat dalam serum menggunakan metode
potensiometri dan spektrofotometri menunjukkan akurasi sebesar (95,11 +2,11) %. Nilai
akurasi tersebut juga berada dalam rentang keberterimaan metode analisis kimia
(Taverniers et al, 2004). Data hasil analisis kadar asam urat dalam 5 buah sampel serum
secara potensiometri dan spektrofotometri, serta akurasi metode potensiometri terhadap
metode spektrofotometri ditampilkan pada Tabel 5.10.

Tabel 5.10. Data konsentrasi asam urat dalam sampel serum hasil analisis dengan metode
potensiometri dan akurasi pada uji perbandingan metode

No Metode potensiometri Metode spektrofotometri .
sampel M mg/dL (mg/dL) Akurasi (%)
1 4.77x10™ 7.6 8.1 94.22
2 3.18x10™ 5.1 5.2 97.85
3 2.18x10™ 3.5 3.7 94.27
4 6.23x10™ 10.0 10.3 96.78
5 2.60x10™ 4.2 4.5 92.44

*) data dari laboratorium klinik

Berdasarkan data batas deteksi, selektivitas dan akurasi yang diperoleh dari penelitian
ini, maka metode potensiometri menggunakan sensor pasta karbon termodifikasi imprinting
zeolit yang dikembangkan ini disarankan menjadi metode alternatif untuk penentuan kadar

asam urat dalam sampel urin maupun serum darah.

5.7 Luaran yang Dicapai

Hasil penelitian tahun kedua ini telah dipublikasikan pada Collaboration Seminar of
Chemistry and Industry (CoSCI) yang diadakan oleh Departemen Kimia FST Universitas
Airlangga tanggal 5-6 Oktober 2016, selanjutnya manuscript terpilih untuk dimuat pada

Journal of Chemical Technology and Metallurgy. Bukti luaran disajikan pada Lampiran 12.
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6.1

6.2

BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan sebagai berikut.
Kreatin, kreatinin, dan asam askorbat pada konsentrasi lebih tinggi dari konsentrasi
normal dalam tubuh terbukti tidak mengganggu analisis asam urat secara
potensiometri menggunakan elektroda pasta karbon-1Z.

Metode potensiometri dengan elektroda pasta karbon-1Z memiliki limit deteksi 26
kali lebih rendah dibandingkan batas bawah kadar normal asam urat dalam sampel
darah, sehingga dapat digunakan untuk mendeteksi secara dini kadar asam urat
dalam darah.

Uji perbandingan hasil analisis asam urat secara potensiometri menggunakan
elektroda pasta karbon-1Z dengan metode spektrofotometri menunjukkan akurasi
yang tinggi, sehingga metode yang dikembangkan ini dapat diaplikasikan untuk

analisis asam urat dalam sampel darah.

Saran

Diperlukan penelitian lebih lanjut tentang pengaruh penambahan komponen lain
yang memiliki gugus fungsi mirip dengan asam urat dan terdapat dalam darah
seperti glukosa dan senyawa golongan aldehid.

Metode yang dikembangkan ini disarankan digunakan sebagai metode alternatif

untuk penentuan kadar asam urat dalam darah pada bidang biomedis
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LAMPIRAN



Lampiran 1. Perhitungan pada Sintesis Zeolit

= Rasio mol bahan-bahan yang digunakan:
1 TEOS : 0,017 TBOT : 0,24 TPAOH : 21,2 H,O (Eimer, et al., 2008)

=  Massa relatif bahan:

e MrTEOS = 208,32
e MrTBOT = 340,32
e MrTPAOH =203,365
e MrH0O =18

= Sehingga rasio massa bahan-bahan yang digunakan menjadi:
35 TEOS : 0,9720 TBOT : 8,1999 TPAOH : 64,1097 H,0O
Maka banyaknya bahan-bahan yang dibutuhkan:
a) TEOS
1 mol TEOS v

massa =nxMr
massa =1x 208,32 =208,32 ¢
pTEOS =0,9384 g/mL

% TEOS =99%

_ 100

m TEOS =-2x 208,32=210,4242 g
vTEOS =2=219%2%2 _ 5542372 mL
p 09384
b) TBOT

_ massa

0,017 mol TBOT =

T

massa =nx Mr
massa =0,017 x 340,32 =5,7854 ¢
p TBOT = 0,881 g/mL
% TBOT = 98%
m TBOT = 1'x 57854 g=59035 g
v TBOT =0 - 359935 _ 67009 mL
p 0881
c) TPAOH
0,24 mol TBOT =2
Mr
massa =nx Mr

massa = 0,24 x 203,365 = 48,8076 g



p TPAOH =1,012 g/mL

% TPAOH = 40%
m TPAOH =—Dx 48,8076 g= 122,019 ¢
v TPAOH —m_ 122019 _ 1905721 mL
p 1,012
d) H,0
21,2 mol H,0 Sl
Mr
massa =nx Mr
massa =212x18=3816¢
p H,0O =1g/mL

Kandungan H,O dari campuran yang telah digunakan:
- TEOS (100-99)% = 1%
Maka 1% TEOS = — x 210,4242 = 2,1042 g
TBOT (100-98)% = 2%
Maka 2% TBOT = % x 5,9035=0,1181¢
- TPAOH (100-40)% = 60%
Maka 60% TPAOH = % x 122,019 =73,2114 g

H,O yang harus ditambahkan

H.0O yang diperlukan - H,O yang terkandung dalam campuran
381,6 -(2,1042 +0,1181 + 73,2114)
306,1663 g

m _ 306,1663

VHgO=?— = 306,1663 mL

e) Asam urat yang ditambahkan

Rasio mol asam urat/Si = 0,0306

1 mol TEOS =1mol Si
A = 0,0306 mol
n asam urat =0,0306 mol
massa asam urat =nx Mr
= (0,0306) x 168,11 = 5,14417 g
p asam urat =1,87 g/mL
m _ 51417 _

V asam urat = 5= 2,75089 mL

1,87



Komposisi bahan pada pembuatan zeolit

. resep
bahan rasio mol 1 175
TEOS 1 224,2 mL 9mL
TBOT 0,017 6,7 mL 0,3mL
TPAOH 0,24 120,6 mL 5mL
H,O 21,2 306,2 mL 12,3 mL
Asam urat 0,0306 2,75 mL 0,11 mL




Lampiran 2. Perhitungan pada Pembuatan Larutan Asam Urat

»  Pembuatan larutan induk asam urat 102 M

Mr asam urat = 168,11 g/mol

M = n _ massa 1000
\Y Mr v (mL)

M X Mr X v (mL)

massa =
1000

1072 x 168,11 x 100 mL
1000

massa =

massa = 0,1681 g
»  Pembuatan larutan asam urat 1 x 10 untuk penentuan koefisien selektivitas
VixM; =VoxM,
Vix10% =100x1x 10
V1 =1mL



Lampiran 3. Perhitungan pada Pembuatan Larutan Buffer

= Pembuatan larutan asam asetat 2 M
Mr asam asetat = 60,05 g/mol
p asam asetat = 1,045 g/mL

massa 1000
M=

Mr X v (mL)
_ MxMrxv (mL)
massa = ——
1000
2X60,05X100
massa = ———
1000

massa = 12,01 gram

__massa

\'"4
__ massa
T op
_ 12,01

=——=11493=11,5mL
1,045

Vv

= Pembuatan larutan natrium asetat 2 M

Mr natrium asetat = 136,08 g/mol

_ massa 1000

M= Mr Xv(mL)
_ M XMr xv (mL)
massa = ———
1000
2 X136,08 X100
massa = TM&SS& = 27,216 gram

» Pembuatan larutan buffer asetat pH 5

[H] = Kax %

pH = pKa + log %
5 =-log Ka + log %
5= 4,7545 + log %
log s = 0,2455

[CH3COONa] _ 1002455
[CH;COOH]



[CH;COONa]_
[CH;COOH] 1,7599

[CH5COONa]= [CH5COOH] x 1,7599
n CH;COONa_

n CH3;COOH
=1,7599 x —2——
100 mL 100 mL

n CH;COONa = 1,7599 X n CH,COOH
(2MxV) CH;COONa = 1,7599 x (2MxV)CH;COOH
V/ CH;COONa = 1,7599 x VCH;COOH

V CH;COONa + VCH;COOH = 100 mL

1,7599 (VCH;COOH) + VCH;COOH = 100 mL

2, 7599 x VCH;COOH = 100 mL

100 mL
2,7599

VCH5COOH = 36,2332 mL = 36 mL

V CH;COONa = 1,7599 x VCH;COOH
V CH3COONa = 1,7599 x 36,2332

V CH;COONa = 63,7668 mL = 64 mL

VCH;COOH =




Lampiran 4. Perhitungan pada Pembuatan Larutan Kreatin

»  Pembuatan larutan induk kreatin 102 M
Mr kreatin monohidrat = 149 g/mol

n _ massa
M =-=
V. MrxV

m

10%= =2
Mr

-2 _ massa
107 =
149

g =1,49g/100 mL =0,1490 g/100 mL
Pembuatan larutan kerja kreatin 10° M
VixM; =Vo,xM,
Vix10% =100x 107
Vi =10 mL
= Pembuatan larutan kreatin untuk penentuan koefisien selektifitas

Pembuatan larutan kreatin 0,1 x 10 M

Vi X M; =Vy X M
Vi x 107 =100x 0,1 x 10"
Vi, -1,0mL

Pembuatan larutan kreatin 0,3 x 10 M
Vi X M; =V X M
Vi x 107 =100x 0,3 x 10
Vq -3,0mL

Pembuatan larutan kreatin 1,0 x 10 M
Vi X M; =V X M
Vi x 107 =100 x 1,0 x 10
Vq -1,0mL

Pembuatan larutan kreatin 3,0 x 10 M
Vi X M; =V X M
Vi x 107 =100 x 3,0 x 10

Vi -3,0mL



Lampiran 5. Perhitungan pada Pembuatan Larutan Kreatinin

»  Pembuatan larutan induk kreatinin 102 M
Mr Kkreatinin = 113 g/mol

n _ massa
M =-=
V. MrxV

m

10%= =2
Mr

-2 _ massa
107 =
113

g =1,13g/100 mL =0,1130 g/100 mL
Pembuatan larutan kerja kreatinin 10° M
VixM; =Vo,xM,
Vix10% =100x 107
Vi =10 mL
= Pembuatan larutan kreatinin untuk penentuan koefisien selektifitas

Pembuatan larutan kreatinin 0,1 x 10*M

Vi X M; =Vy X M
Vi x 107 =100x 0,1 x 10"
Vi, -1,0mL
Pembuatan larutan kreatinin 0,3 x 10 M
Vi X M; =V X M
Vi x 107 =100x 0,3 x 10
Vq -3,0mL
Pembuatan larutan kreatinin 1,0 x 10 M
Vi X M; =V X M
Vi x 107 =100 x 1,0 x 10
Vq -1,0mL
Pembuatan larutan kreatinin 3,0 x 10 M
Vi X M; =V X M
Vi x 107 =100 x 3,0 x 10

Vi -3,0mL



Lampiran 6. Perhitungan pada Pembuatan Larutan Asam Askorbat
= Pembuatan larutan induk asam urat 10* M
Mr asam urat =176 g/mol

g =1,769/100 mL =0,1760 g/100 mL
Pembuatan larutan kerja asam askorbat 10° M
VixM; =VyxM;
Vi x10? =100x 107
V1 =10 mL
Pembuatan larutan kerja asam askorbat 10 M
VixM; =VxM;
Vi x10° =100x 10
V1 =10 mL
=  Pembuatan larutan asam askorbat untuk penentuan koefisien selektifitas

Pembuatan larutan asam askorbat 0,5 x 10° M

Vi X M; =Vy X M
Vi x10™ =100x 0,5 x 10°
V1 -5mL
Pembuatan larutan asam askorbat 0,1 x 10* M
Vi X M; =V, x M,
V;x10° =100 x 0,1 x 10"
V1 -1mL
Pembuatan larutan asam askorbat 1,0 x 10 M
Vi X M; =V, x M,
Vi x 107 =100x 1,0 x 10"
V1 =1mL
Pembuatan larutan asam askorbat 5,0 x 10 M
Vi X M; =V, x M,
Vi x 107 =100 x 5,0 x 10"

Vi -5mL



Lampiran 7. Perhitungan Koefisien Selektivitas
Kurva standar larutan asam urat

Konsentrasi asam urat (M) Potensial (mV)
10° -57.6
10° -34.1
10" -23.0
7 6 5 -4 3 2 1 0
-10
— -20
>
E
K -30
f=
g y=17.3x +48.26
e R2=0.999 40
-50
-60
log C (M)
1. Pengukuran terhadap kreatin
NO Konsentrasi larutan Potensial T
' (M) replikasi 1 | replikasi 2 | replikasi 3
a | AU10™+ Kreatin 0,1x10* |  -33,7 33,8 -33,6 -33,7
b | AU10*+ Kreatin0,3x10* | -30,6 -30.4 -305 -30,5
¢ | AU10"+ Kreatin1,0x10* | -27,7 -27,9 27,6 -37,73
d | AU10*+ Kreatin 3,0x10* | -25,0 25,1 254 | ™7

Perhitungan

(E2—-E1) (—=33,7—(-23))
_ai(10 s -1) _ (10-4)(10 17,3 -1) _ 10
a. K;;= Y = ©O1x10-1)971 =-7,5928 x 10
(E2—-E1) (=30,5—(-23))
_ai(10 s -1) _ (10-4)(10 17,3 -1) _ 10
b Ky = = s aiom = 23339 x 10
(E2-E1) (—37,73-(-23))
_ai(10 s -1) _ (10-4)(10 17,3 -1) _ 3
c. K;;= P = (1L0x10-2)3/1 =-8,5921 x 10
(E2-E1) (—35,17—-(-23))
_ai(l0 s -1) _ (10-4)(10 17,3 -1) _ 6
d K= = oo = 29706 x 10




2. Pengukuran terhadap kreatinin

NG Konsentrasi larutan (M) Potensial x
' replikasi 1 | replikasi 2 | replikasi 3
a AU 10™*+Kreatinin 0,1x10™ -30,1 -30,1 -30,3 -30,17
b AU 10* + Kreatinin 0,3x10™ -32,4 32,4 -32,4 -32,4
c AU 10* + Kreatinin 1,0x10™ -31,2 31,4 -31,4 -31,33
d AU 10* + Kreatinin 3,0x10™ -33,6 33,9 -33,9 -33,8
Perhitungan
(E2-E1) o ) (£3017-(-23))
_ai(10 s —1) _ (10-4)(10 17, -1) _ 10
a. kK= Y = o1 T0-ay =-6,1492 x 10
_ (E2-E1) T 4)(10(—32,‘;;(3—23)) "
_ai(io s -1) _ - ) -1) _ 9
b. K, ;= Y = 037 10-2)78 =-2,6438 x 10
a0 s ) _ (10 4)(1()% 1)
_ai(o0 s -1) _ - , -1) _ 7
c. K;j= Yo = or10-a)7 =-6,7001 x 10
a0 ) _ (10 4)(1()% 1)
_ai(i0 s -1) _ - , -1) _ 6
d.K;;= Y = 30 x10-2)78 =-2,8239 x 10
3. Pengukuran terhadap asam askorbat
NG Konsentrasi larutan Potensial x
' (M) replikasi 1 | replikasi 2 | replikasi 3
a AU 10% + AA 0,5x10” -33,2 -32.9 325 -32,87
b AU 10% + AA 0,1x10™ 32,2 -32,4 -32,4 -32,37
c AU 10% + AA 1,0x107 -32,6 -32,6 -32,2 -32,47
d AU 10% + AA 5,0x107 31,0 -31,0 -30,9 -30,97

U = 58493 x 10*

—D — 71267 x 102

D — 71647 x 107

(E2—E1) (—32,87—(=23))
g, =0 s -n_ (o-yao 1
&Ry = ajn/x - (0,5 x 10—5 )3/1
(E2—-E1) (=32,37—-(-23))
b g =10 5 -1 _(o-sao 173
CUL T ajm/x - (0,1x 10—4)3/1
(E2—-E1) (—=32,47—-(-23))
g =0 s -1 _(o-mao 173
¢ iy = ajm/x - (1,0 x 10—4)3/1
(E2-E1) (=30,97—(=23))
JK =900 s -1 _go-pao T3
LT ajn/x - (5'0 x10—4 )3/1

—D - 52305 x 10°




Lampiran 8. Hasil Analisis dengan Adsorpsi-Desorpsi N,

Quantachrome® ASiQwin™- Automated Gas Sorption Data

Acquisition and Reducti v
© 1994-2011, Quantachrome Instruments Q?ant?ch !'ome
version 2.0 Y ;
Analysis Report
Operator: Lab. Energi ITS Date:2010/04/20 Operator: Lab. Energi ITS Date:2010/04/20
Sample ID: EI-0706 Karbon aktif Filename: BET_iq_phisy_st.12010_04_20_01_21_53_01_EI-0706 Karbon aktif.qps
Sample Desc: Comment:
Sample Weight: 0.0613 g Instrument: Autosorb iQ Station 1
Approx. Outgas Time: 18.0 hrs Final Outgas Temp.: 300 °C Extended info: Available
Analysis gas: Nitrogen Non-ideality: 6.58e-05 1/mmHg CellType: 9mm
Analysis Time: 5:56 hr:min Bath temp.: 77.35K
Analysis Mode: Standard VoidVol Remeasure: off
VoidVol. Mode: He Measure Cold Zone V: 1.66333 cc Warm Zone V: 10.7662 cc
Multi-Point BET
Data Reduction Parameters Data
Thermal Transpiration: on Eff. mol. diameter (D): 3.54 A Eff. cell stem diam. (d): 4.0000 mm
Adsorbate Nitrogen Temperature 77.350K
Molec. Wt.: 28.013 Cross Section: 16.200 Az Liquid Density: 0.806 g/cc
Multi-Point BET Data
Relative Volume @ STP 1/[W((Po/P)-1)] Relative Volume @ STP 1/[W((Po/P)-1)]
Pressure Pressure
[P/Po] [cclg] [P/Po] [cclg]
5.08775e-02 236.9185 1.8103e-01 1.99805e-01 274.0211 7.2908e-01
7.31988e-02 245.7092 2.5719e-01 2.25549e-01 278.0156 8.3816e-01
9.99339e-02 253.7560 3.5008e-01 2.50889¢e-01 281.7076 9.5123e-01
1.26752e-01 260.3138 4.4614e-01 2.76396e-01 285.2173 1.0715e+00
1.49278e-01 265.0110 5.2978e-01 3.01616e-01 288.5803 1.1974e+00
1.74413e-01 269.7078 6.2672e-01
BET summary
Slope = 4.021
Intercept = -5.252e-02
Correlation coefficient, r= 0.998091
C constant= -75.574

Surface Area =

877.463 mig




Quantachrome® ASiQwin™- Automated Gas Sorption Data
Acquisition and Reduction

© 1994-2011, Quantachrome Instr t ( Qu’antachrome

version 2.0 G
Analysis Report
Operator: Lab. Energi ITS Date:2010/04/20 Operator: Lab. Energi ITS Date:2010/04/20
Sample ID: EI-0706 Karbon aktif Filename: BET_ig_phisy_st.12010_04_20_01_21_53_01_EI-0706 Karbon aktif.qps
Sample Desc: Comment:
Sample Weight: 0.0613 g Instrument: Autosorb iQ Station 1
Approx. Outgas Time: 18.0 hrs Final Outgas Temp.: 300 °C Extended info: Available
Analysis gas: Nitrogen Non-ideality: 6.58e-05 1/mmHg CellType: 9mm
Analysis Time: 5:56 hr:min Bath temp.: 77.35K
Analysis Mode: Standard VoidVol Remeasure: off
VoidVol. Mode: He Measure Cold Zone V: 1.66333 cc Warm Zone V: 10.7662 cc

BJH Pore Size Distribution Desorption

Data Reduction Parameters Data

Thermal Transpiration: on Eff. mol. diameter (D): 3.54 A Eff. cell stem diam. (d): 4.0000 mm
t-Method Calc. method: de Boer
BJH/DH method Moving pt. avg.: off Ignoring P-tags below 0.35 P/Po
Adsorbate Nitrogen Temperature 77.350K

Molec. Wt.: 28.013 Cross Section: 16.200 A: Liquid Density: 0.806 g/cc

BJH Pore Size Distribution Desorption Data

Diameter Pore Volume Pore Surf dv(d) ds(d) dV(logd) dS(logd)
Area
[nm] [cclg] [m?/g] [cc/nm/g] [m?nm/g] [cclg] [cclg]
3.4231 2.6742e-02 3.1249e+01 6.7328e-02 7.8674e+01 5.3008e-01 6.1941e+02
3.8348 7.1647e-02 7.8088e+01 1.0539e-01 1.0993e+02 9.2960e-01 9.6966e+02
4.3120 8.9516e-02 9.4665e+01 3.3821e-02 3.1374e+01 3.3537e-01 3.1111e+02
4.8994 1.0717e-01 1.0908e+02 2.7313e-02 2.2299e+01 3.0768e-01 2.5120e+02
5.6283 1.2511e-01 1.2183e+02 2.2107e-02 1.5712e+01 2.8601e-01 2.0326e+02
6.5603 1.4270e-01 1.3256e+02 1.6714e-02 1.0191e+01 2.5193e-01 1.5361e+02
7.7988 1.5983e-01 1.4134e+02 1.2026e-02 6.1681e+00 2.1535e-01 1.1045e+02
9.5734 1.7656e-01 1.4833e+02 7.8700e-03 3.2883e+00 1.7277e-01 7.2187e+01
12.3588 1.9192e-01 1.5330e+02 4.4592e-03 1.4433e+00 1.2607e-01 4.0804e+01
17.3742 2.0750e-01 1.5689e+02 2.3652e-03 5.4453e-01 9.3478e-02 2.1521e+01
30.5524 2.2520e-01 1.5921e+02 8.9565e-04 1.1726e-01 6.0744e-02 7.9528e+00
160.0530 2.4871e-01 1.5979e+02 9.8244e-05 2.4553e-03 2.7984e-02 6.9938e-01

BJH desorption summary

Surface Area = 159.793 m?/g
Pore Volume = 0.249 cclg
Pore Diameter Dv(d) = 3.835nm




Quantachrome® ASiQwin™- Automated Gas Sorption Data
Acquisition and Reduction

© 1994-2011, Quantachrome Instruments ( an.nzalagl:lsrome
version 2.0 ‘ }
Analysis Report
Operator: Lab. Energi ITS Date:2010/04/20 Operator: Lab. Energi ITS Date:2010/04/20
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Lampiran 10. Spektra FTIR Asam Urat, zeolit, NIZ dan imprinting zeolit
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Peak Intensity Corr. Intensity Base (H) Base (L) Area Corr. Area
1 397.35 27.372 5.492 408.92 379.99 14.995 0.971
2 418.57 32173 0.896 428.21 408.92 9.409 0.139
3 474.5 17.589 14.309 491.86 428.21 35.558 4.224
4 520.8 21.827 9.835 538.16 491.86 26.158 3.018
5 572.88 22.553 8.142 588.31 540.09 26.956 2413
6 617.24 20.804 9.583 632.67 590.24 24.509 2.527
7 704.04 18.488 6.616 717 .54 634.6 49.847 2.868
8 742.62 12.915 10.248 756.12 719.47 26.538 3.403
9 783.13 13.511 10.709 852.56 758.05 65.715 9.702
10 877.64 24.673 5.71 927.79 854.49 39.197 1.912
11 991.44 16.32 15.828 1008.8 929.72 43.58 4.814
12 1026.16 25.908 6.829 1039.67 1010.73 15.367 1.297
13 1122.61 16.646 16.385 1147.68 1041.6 57.413 6.547
14 1224.84 29.067 0.85 1234 .48 1149.61 42.92 0.165
15 1305.85 16.971 9.58 1323.21 1236.41 53.791 5.332
16 1348.29 16.866 9.881 1365.65 1325.14 26.759 3.469
17 1406.15 20.372 3.869 1423.51 1367.58 35.651 2.05
18 1435.09 20.7 3.146 1448.59 1425.44 15.075 0.694
19 1485.24 21172 0.682 1491.02 1450.52 25.851 0.202
20 1589.4 9.883 6.791 1604.83 1498.74 84.313 6.467
21 1672.34 3.116 16.685 1973.24 1606.76 273.1 59.744
22 20234 35.903 2.019 2050.4 1998.32 22.37 0.437
23 2605.92 25.528 0.96 2621.35 2488.26 72.644 0.343
24 2700.43 21.659 0.589 2712.01 2623.28 56.108 0.777
25 2825.81 14.567 3.798 2866.32 2713.93 116.093 7.347
26 3012.91 11.129 4.823 3088.14 2868.24 187.593 13.903
27 3097.78 15.294 0.466 3412.19 3090.07 199.215 1.272




Spektra FTIR Zeolit TS-1
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1 399.28 28.853 0.966 405.06 389.63 8.193 0.122

2 453.29 19.339 10.372 509.22 406.99 61.276 7.45

3 545.87 23.009 1.582 553.59 509.22 25.603 0.118

4 796.63 29.323 3.142 864.14 736.83 64.118 1.961

5 1099.46 5.14 19.625 1182.4 881.5 210.8 40.774

6 1220.98 16.401 7.733 1359.86 1184.33 101.278 5.345

7 1383.01 33.417 0.336 1440.87 1361.79 37.303 0.146

8 1462.09 33.417 0.352 1467.88 1440.87 12.713 0.036

9 1637.62 32.971 0.31 1647.26 1631.83 7.408 0.039

10 2982.05 32.978 0.802 3026.41 2955.04 33.933 0.314

11 3448.84 28.359 0.235 3456.55 3441.12 8.424 0.033
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NIZ 1/cm
Peak Intensity Corr. Intensity Base (H) Base (L) Area Corr. Area
1 441.67 44.632 2.821 451.31 42817 7.774 0.305
2 547.75 51.012 2.123 559.32 526.53 9.153 0.214
3 790.76 57.285 1.964 825.48 757.97 15.89 0.551
4 848.62 58.426 1.189 860.19 825.48 7.901 0.115
5 1081.99 43.616 10.774 1182.28 860.19 92.63 10.697
6 1220.86 51.196 2.286 1280.65 1191.93 24.362 0.766
7 1394.44 54.651 0.52 1407.94 1380.94 7.038 0.064
8 1546.8 50.91 5.677 1558.38 1535.23 6.172 0.444
9 1660.6 53.023 1.971 1664.45 1654.81 2.577 0.081
10 1706.88 54.676 0.363 1728.1 1704.96 5.895 0.038
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15 3483.2 39.146 0.924 3494.77 3473.56 8.534 0.11
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1 418.52 25612 6.558 422.38 405.02 8.268 0.173
2 457 .1 21.356 5.599 480.24 449.38 17.286 0.916
3 547.75 29.701 3.107 553.53 530.39 11.173 0.655
4 794.62 43.124 5.72 840.91 761.83 26.573 2.086
5 985.56 40.658 0.63 993.27 856.34 46.176 -0.895
6 1097.42 3.867 28.261 1182.28 993.27 155.278 62.024
7 1220.86 17.443 15.794 1282.57 1184.21 55.708 9.842
8 1542.95 42.07 8.412 1548.73 1539.09 3.355 0.432
9 1664.45 46.949 1.079 1666.38 1660.6 1.875 0.027
10 2312.49 50.686 1.428 2343.35 224499 28.143 0.366
11 2376.14 50.751 1.339 2393.5 2351.06 12.251 0.228
12 2883.38 47.508 0.482 2900.74 2777.3 38.451 -0.134
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15 3446.56 31.566 1.579 3452.34 3438.84 6.588 0.112
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THE INFLUENCE OF ASCORBIC ACID, CREATINE, AND CREATININE ON THE
URIC ACID ANALYSIS BY POTENTIOMETRY USING CARBON PASTE
MODIFIED IMPRINTING ZEOLITE ELECTRODE
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Liniversitas Airlangga, Swrabaya 60115 Indonesia
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ABSTRACT

The high level of uric acid in the body is often associated with some diseases such as hyperuricemia,
hypertension, renal and cardiovascular disease. Therefore early detection of the levels of uric acid in the body
is required. The method commaonly used in the medical field 1o determine uric acid levels is spectrophotometry.
The high detection limit of spectrophotometry method confined it to be used to determine low level uric acid in
serum sample. while the complexitv of serum matrices cousing lower its selectivity. The development of
imprinted zeolite-based sensor to analyze uric acid by potentiometry has been conducted. The carbon paste-1Z
electrode showed a range of measurement of 10° — 10°* M, Nernst factor of 28.2 mV decade”, and response
time of 34-44 5. The developed electrode has a high selectivity wowards wric acid. Ascorbic acid, creatine. or
creatinine did not interfere on the uric acid analysis by potentiomerry using the electrode, expressed by value of
selectivity coefficient [K,) less than 1. Recovery of the method was (113.18:14.79)% (n=23). Comparison test of
the developed merhod with the spectropholomernric method showed the accwracy of (94.47+14.64)% (n=7).

Keywords: uric acid, carbon paste-1Z, selectivity, potentiometry

INTRODUCTION

Uric acid is the end product of purine metabolism.
The normal level of uric acid in the blood is in the range
of 2.4 to 5.7 mg/dL in women and 3.4 to 7.0 mg/dL in
men {1}. Uric acid has been used as a biomarker to
diagnose health problems because of its ability to cause
some dangerous diseases. Thus, controlling the levels of
uric acid in the body should always be done The
common curent method used to analyze uric acid in the
medical field is specirophotometry using chemucal
reagent or enzymatic method. The method used to
determine the levels of uric acid must be selective
because of uric acid found together with another
compounds in the sample such as ascorbic acid that
interfere the uric acid analysis |2}, Compounds such as
creatine and creatinine are also potentiaily interfered the
analvsis of uric acid because of the similarity of it
funcfional groups or structure. These compounds cause
result of uric acid analysis not accurate and do not
represent actual levels of uric acid in the sample.

Various electrochemical methods were developed 1o
solve the problem on uric acid analysis method. The
determination of uric acid by voltammetry method have
received much interest because of less chemical need and
less time consuming compared to colorimetric and
enzymatic methods [3,4]. However, a major problem
encountered in this method to determine uric acid is the
interference from ascorbic acid in blood and urine which
can be oxidized at the potentials close to the uric acid

5].

The previous study have developed a method of
determining wric acid by potentiometry using ZnQ nano

wires electrode immobilized uricase enzyme [6] The
method resulted measurement range of 1.0x10° —
6.5x10"* M. The measurement range was the range of
uric acid concentration in the blood, so the method is
very suitable applied 1o analyze of uric acid in the blood
serum. Glucose, ascorbic acid and urea do not interfere
on uric acid analysis using the developed method. The
other study has reported the use a ZnO nanoflakes-based
sensor immobilized uricase enzyme for uric acid analysis
by potentiometry [7]. The results showed that the
developed sensor has a measuring range of 5.0x107 -
1.5x107° M. the detection limit of 5.0x107 M. The sensor
was not interfered by the presence of ascorbic acid,
gliucose and urea Potentiometric method using carbon
pasie elecirodes modified imprinting  zeolite {carbon
paste-1Z) has been developed to measure the levels of
uric acid {8]. The method was not interfered by the
presence of urea. Zeolite has rigid structure. so that in the
aqueous media can maintain the shape and size of ifs
pore (fo be selective) {9]. Conformity of the size and
shape between the print in zeolite and uric acid molecule
could increase the adsorption capacity of zeolite, which
can provide high sensitivity for uric acid determination.

In this work. we studied the influence of ascorbic
acid, creatinine and urea on uric acid analysis by
potentiometry using carbon paste electrode modified
imprinting zeolite. Imprinted zeolites was manufactured
with the mass ratio of carbon, 1Z, solid paraffin resulted
from previous studies [8] The influence of ascorbic acid,
creaiinine and creatine was determined by adding each
compound on the wric acid standard solution with the
variation of concentration



EXPERIMENTAL

Material and methods

Chemical used were uric acid (Fluka). oreatine and
creatinine {Sigma-Aldrich). ascorbic acid, acetic acid,
sodium acetate, and sodium hvdroxide trihvdrate. carbon
powder. solid paraffin (Merck). A chemicals were
analytical grade. The solvent used was distilled water.
The stock solution of uric acid 107 M was prepared by
dissolving 0.1680 g uric acid in about 10 mL sodium
hydroxide 50% (w/w) and diluted with water until 100
mL in volumetric flask. Standard solution of uric acid 107
510 M were prepared by diluting appropriate uric acid
working solutions, and their pH were adjusted with the
addition of acetate buffer pH 5. Sample used was urine
from patients of a local pathological clinic.

Fabrication of carbon paste - IZ electrode

Carbon paste electrode was manufactured by
mixing carbon powder, imprinting zeolite and paraffin
with a mass ratio of 40:25:35 [8] assisted by heating,
Zeolite was synthesized by mixing TEQS, TBOT and
TPAH with a mole ratio reported in the previous study
{10]. The uric acid was then exiracted from the zeolite
framework using warm water to produce imprinting
zeolite. The modified electrode was made by inserting a
wire of silver {Ag) to the micropipetie tube and fill
micropipette by solid paraffin as nmch as 3/4 tube.
Furthermore, the remaiming part of the tube was filled by
a paste made previously.

Determination of measurement range, Nernst
Tactor and response time of the elecirode

Measurement range is obtained by measv.mng4
electrode potential on wric acid solution 10® to 10~
subsequently made curve relationship between log
concentration of uric acid (log Curic acid) and electrode
potential. Range of concentration that result the linear
curve is called measurement range, while the slope of the
linear curve represents the value of Nemst factor. The
response time of electrode was determined by calculating
the time required by the electrodes in response to the
analvte until provide the potential value.

the
M

>

Selectivity of the electrode

The selectivity of the elecirode. expressed by
selectivity coefficient {K;). was studied through the
addition of ascorbic acid. creatine and creatinine,
compounds which are always coexist with uric acid in
uring or serum sample. on the uric acid solution. Uric
acid used was 10™ M, while ascorbic acid, creatine and
creatinine was added with various concentration. The K

value was calculated bv Matched Potential Method
(MPM) [11].

Accuracy and comparative fest of the method

Accwacy of the method was obtained through
measuring potential of urine sample, wic acid standard
solution, and urine samples spiked by uric acid standard
solution. Urine samples were taken from the urine of
adulfs colfecied over 24 hours. The third sofution 1s then
measured using carbon paste-1Z electrode and its value
substituted into the linear regression equation of the
standard curve to obtain the concentration of each
solution.  Accuracy of potentiometry method was
expressed by recovery (R) value and caiculated by
substituting concentration of each solution into the

equation L.

R=5"50 4100% (1)
Cstd

Where R is recovery, C,, is concentraiion of spiked
sample, Cg, is concentration of urine sample, Cyq is
concentration of standard solution. While, accuracy (A)
of the potentiometry method toward the standard method
in medical field. namely spectrophotometry method, was
calculated by comparing the concentration resulted from
the potentiometry method (Cge) and spectrophotometry
method (Cyg) as shown in equation 2.

A =S v100% )
Cstd

RESULTS AND DISCUSSIONS

Performance of the elecirode

Performance of the electrode studied by applving
electrodes to measure the potential of the electrode on
the solution of wric acid 10° M to 10° M using a
reference  electrode Ag/AgCl.  Curve relationship
between log Cyc 4uq With the potential presenied in Fig.
la.

The range of concentrations that provide linear
curve is referred to as a measurement range that was 107
®.10* M (Fig. 1b), with a linearity of the calibration
curve (r) was 0.9995. The response tme of the
concentration range was 34-44 s. The slope of the
calibration curve. known as Nemst facior, was 28.2 mV
decade”’ According to the research that has been
previously reported that uric acid is a divalent molecule
[i2, 13], thus this method should produce the Nernst
factor of (29.6+2) mV decade” As reported in previous
study. the method had a limit of detection of 5 86x107°
M. precision of 98.6 to 98.8 %(n=3). and a life time of
10 weeks [8].



T T T
1 & 3 -2

e 1 4
/ ) 5
/ e o
/ o
/ 1%
,.' '.:

4 40
f 3 =
/ C]
! «
/ & T
/ a
* -,
i
i 4

128 < wreacut

Fetential imy vsag agih

Fig 1. Curve of log Cy;.aa versus potential of the electrode (a) and calibration curve (b)

Selectivity of the elecirode

One of the most important characteristic of
electrode on the potentiometric analysis 1S its response
for the primary compound (i) in presence of other
compounds (j), which is measured in terms of
potentiometric selectivity coefficient (Kj;). Selectivity is
the ability of electrodes to measure an analyte selectively
wherein the analyie coexist with other components in a
sample. Measurement of the coefficient of selectivity is
required due to the presence of uric acid in the body
generally together with other molecules that has
functional group similar to uric acid, such as urea,
creating, creatining, and ascorbic acid [14)]  The
selectivity coefficient in this research was determined by
the Matched Potential Method (MPM) [11]. If the
selectivity coefficient value is less than 1, the analysts of
uric acid was not bothered by the presence of the
interfering compound.

The compounds used to study the effect of the
matrix in this study were creatine, creatinine, and
ascorbic acid. To determine the effect of creatine in the
analysis of uric acid by potentiometric using carbon
paste electrode was vsed a normal concentration of uric
acid in the body which is 10 M. While concentration of
creatine and creatinine used of LOx107, 3.0x107
1.0x107, and 3.0x107" M, respectively. Ascorbic acid
concentrations used in this study were 5.0x10°%, 1.0x107,
Lox10™, and 50xI0* M. respectively.  Selected
concentration of creatine, creatinine and ascorbic acid in
this study are based on its low, normal and high Jevel in
the real urine and serum sample. The value of selectivity
coefficient (K;) for each concentration is shown in Table
t

The each component that suspected to interfere to
the analysis of unc acid shows selectivity coefficient less
than 1 for each concentration, which means that creatine.
creatinine. as well as ascorbic acid did not interfere to
une acid analysis by potentiometry using carbon paste

electrodes modified imprinting zeolite. This occurs
because the electrodes have mold and only recognize the
specific molecules, namely uric acid.

Table 1. Coefficient of selectivity (K;) of carbon paste-
IZ electrode to analyze uric acid in the presence of
ascorbic acid, creatine, or creatinine

Interfering compound (M) Kij
Ascorbic acid
s.mm': 0.1769
LOX107 0.3847
1.0x10™ 0.7273
5.0x107 0.2597
Creatine
1.6x10° 0.2002
3.0x107 0.1004
1.0x10™ 0.0870
3.0x10™ 0.1749
Creatinine
1.0x10° 0.3267
3.0x107 0.2093
1.0x10™ 0.1023
3.0x10 0.2059

¥IConcentration of uric acid used was 10° M

Comparative test and accuracy of the method

The developed method has been applied to analyze
of uric acid in the urine samples and studied its recovery.
Determining recovery was done by measuring the
electrode potential for the analysis of uric acid standard
solution, urine sample, and urine sample that was spiked
by uric acid standard solution. The concentration of uric
acid standard solution used was 1010 M. Data of the
potential of electrode on the measurement of each
solution is presented in Table 2.



Tabie 2. Data of the electrode potential on the analysis of
urine sample

Solution Potential
(mV. vs Ag/AsCl)
Urine 2390
Urine + uric acid 10° M 23.91
Urie acid 10°M -62.70
Urine + uric acid 107 M 24.01
Uric acid 10° M -37.20
Urine + uric acid 107 M 25.00
Uric acid 10°M -7.60

Accuracy of the potentiometric method to analyze
unic acid and comparing the potentiometric method using
carbon paste electrodes-IZ with spectrophotometric
method commonly used in the medical field had been
studied. Data of accuracy value obtained by the method
are presented m Table 3. Data histed in Table 3 shows
that the potentiometric method using carbon paste-1Z
electrode has an accuracy of 96.18-123.04%. The range
of accuracy required by the Association of Official
Analytical Chemist (AOAC) for the concentration 107-
107 M is 80-110% [15]. While the resuits of comparative
testing of potentiometrv method with spectrophotometric
methods for 7 samples solution showed the value of
accuracy of 79.00-121.89%.

Table 3. Accuracy of the potentiometric method and comparative tes! with spectrophotometry

Concentration (M) Accuracy (%)
Sample : . » . . Toward
Potentiometry Spectrophotometrv*)  Potentiometry spectrophotometry

Urine ) 1.89x107 2.39x107 79.00
Urine + wric acid 10° M 1.89x107 1.94x107 96.18 97.28
Uric acid 16° M 1.61x10% 1.92x10° 83.51
Urine + uric acid 10° M 1.91x10° 2.30x10-3 120,34 82.80
Uric acid 107 M 1.29x10° 1.31x107 S 08.42
Urine + uric acid 107°M 2.08x107 2. 105107 p— 9% 41
Uric acid 107 M 1 44xio™ i18xio® o 121.89

*) data from clinical laboratory
CONCLUSION

The carbon paste modified imprinting zeolite
electrode has a high selectivity towards uric acid.
Presence of ascorbic acid, creafine, or creatinine did not
interfere on the unc acid analysis by potentiometry usmg
the electrode. Recovery of the potentiometry method
using the electrode was (113.18£14.79) % (n=3).
Comparison test of the method with the
spectrophotometry method showed the accuracy of
(94.47£14.69) % (9=7). therefore the method can be
used fo determine uric acid in the unine or serum sample.
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