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Abstract

Urinalysis is one type of examination to asses kidney function abnormalities, one of
which is proteinuria. Analytical methods for protein diagnosis should cover the presece
of protein in urine ranging from 0,01 mg/dL to 10 mg/dL. Before the validation of the
magnetite adsorbent-based protein quantification methode in patient urine, research
was first carried out on pure analytes, albumin. This study aims to determine the level
of albumin by UV spectrophorometer method after adsorption of magnetite (Fe304). The
research method used is a descriptive method with the sample used being albumin
dissolved in TRIS Buffer pH 7,4 0,05 M with a concentration of 5 - 40 mg/dL. The results
of measuring albumin levels in the range of 5 - 40 mg/dL with a wavelength of 280 nm
using the UV spectrophotometer method obtained linear curve results as evidenced by
the coefficient (R?) y = 0,0188x + 0,0131 and adsorption by magnetite (Fes04) with an
average amount of adsorption of 17,5%. Based on the results of measuring albumin levels
in the range of 5 - 40 mg/dL with a wavelength of 280 nm using the UV
spectrophotometer, a linear curve and adsorption by magnetite (Fe304) with an average
adsorption of 17,5% were obtained.
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Abstrak

Urinalisis adalah salah satu jenis pemeriksaan untuk menilai kelainan fungsi ginjal salah
satunya adalah proteinuria. Metode analitik diagnosis protein harus mencakup
keberadaan protein dalam urin mulai dari 0,01 mg/dL hingga 10 mg/dL. Sebelum validasi
metode kuantifikasi protein berbasis adsorben magnetit pada urin pasien, terlebih dahulu
dilakukan penelitian pada analit murni yaitu albumin. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui kadar albumin dengan metode spektrofotometer UV setelah diadsorpsi
magnetit (Fe3O4). Metode penelitian yang digunakan yaitu metode deskriptif dengan
sampel yang digunakan adalah albumin yang dilarutkan dalam buffer TRIS pH 7,4 0,05 M
dengan konsentrasi 5 - 40 mg/dL. Hasil pengukuran kadar albumin pada rentang 5 - 40
mg/dL dengan panjang gelombang 280 nm menggunakan metode spektrofotometer UV
diperoleh hasil kurva linear yang dibuktikan dengan koefisien (R?) y=0,0188x + 0,0131
serta adsorpsi oleh magnetit (FesO4) dengan besaran rata-rata adsorpsi 17,5%.
Berdasarkan hasil pengukuran kadar albumin pada rentang 5 - 40 mg/dL dengan panjang
gelombang 280 nm menggunakan metode spektrofotometer UV diperoleh hasil kurva
linear serta adsorpsi oleh magnetit (FesO4) dengan besaran rata-rata adsorpsi 17,5%.
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PENDAHULUAN

Urin adalah cairan di dalam tubuh yang dapat digunakan untuk
diagnosis medis pasien. Urinalisis adalah salah satu jenis pemeriksaan bagi
pasien untuk menilai kelainan fungsi ginjal, karena penelitian medis telah
menunjukkan bahwa orang dengan konsentrasi protein tinggi dalam
urinnya menderita berbagai jenis penyakit ginjal yang dikenal sebagai
proteinuria (Aitekenov dkk., 2020).

Beberapa peneliti sulit menganalisis urin karena mengandung
campuran kompleks komponen anorganik dan organik, mulai dari molekul
dengan massa molar kecil hingga polimer (Barratt & Topham, 2013).
Metode analitik untuk diagnosis proteinuria harus mencakup keberadaan
protein dalam urin mulai dari 0,01 mg/dL hingga 10 mg/dL (Huang dkk.,
2020).

Terdapat dua metode dalam pemeriksaan proteinuria, yaitu
metode kualitatif dan metode kuantitatif. Keberadaan protein dalam urin
secara sederhana dengan menggunakan metode kualitatif dapat dilakukan
dengan cara carik celup, tetapi metode ini hanya bisa mendeteksi
keberadaan protein secara kualitatif atau juga semi kuantitatif (-, +1, +2,
atau +3) (Untari, 2022). Sehingga, dibutuhkan metode kuantitatif dalam
pemeriksaan protein urin untuk mengetahui kadar protein dalam urin
tersebut, deteksi kadar protein dalam urin yang umum dipakai adalah
menggunakan Pyrogallol Red (Yalamati dkk., 2015). Tetapi, metode
Pyrogallol red memiliki limit deteksi yaitu 1 mg/dL.

Partikel nano magnetit (Fe304) atau Black Iron Oxide yang dikenal
sebagai oksida besi hitam, adalah oksida logam paling magnetit dan
merupakan bahan magnetit dengan ukuran kurang dari 100 nanometer
(Kurniawan dkk., 2017). Partikel nano magnetit (Fe304) yang direkayasa
untuk aplikasi biomedis dirancang untuk mengikat protein, protein ini
teradsorpsi pada permukaan partikel nano magnetit (Fe304) dengan

membentuk lapisan yang disebut “Protein Corona” (Calatayud dkk., 2014).
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Spektrofotometri UV-Vis adalah teknik analitik yang menggunakan
panjang gelombang UV dan Visible (sinar tampak) sebagai daerah serapan
untuk mengidentifikasi suatu senyawa, pemeriksaan yang dilakukan
dengan spektrofotometri UV-Vis relatif cepat dibandingkan metode
lainnya (Handoyo Sahumena dkk., 2020).

Berdasarkan penelitian (Rahdar, dkk., 2019) mengatakan bahwa
Bovine Serum Albumin (BSA) murni dapat diikat oleh adsorben magnetit
dengan ukuran <100 nm dalam waktu 120 menit. Sedangkan pada
penelitian (Furqon & Puspa Kania, 2022) mengatakan bahwa partikel
magnetit dengan ukuran submicron dapat menangkap molekul protein
serum secara cepat.

Namun, sebelum validasi metode kuantifikasi protein berbasis
adsorben magnetit pada urin pasien, terlebih dahulu dilakukan penelitian
pendahuluan adsorpsi pada analit murni. Penelitian ini menggunakan
albumin murni sebagai analit murni.

Terdapat tujuan dalam penelitian ini meliputi tujuan umum yaitu
untuk mengetahui kadar albumin dengan metode spektrofotometer UV
setelah diadosorpsi magnetit (Fe;04) dan tujuan khusus yaitu menentukan
kurva linearitas pengukuran albumin murni rentang 5 - 40 mg/dL pada
pengukuran panjang gelombang 280 nm serta menghitung persentase

adsorpsi albumin murni oleh adsorben magnetit dalam waktu 15 menit.

BAHAN DAN METODE

Metode penelitian yang digunakan adalah metode deskriptif dengan
langkah-langkah penelitian dimulai dengan pelarutan albumin dalam
buffer TRIS pH 7,4 0,05 M, kemudian penambahan magnetit (Fe3;0.)
submicron ukuran (<10.000 nm), selanjutnya proses adsorpsi albumin oleh
magnetit (Fe;04) dibantu oleh rotator, dilanjutkan dengan proses
pemisahan magnetit menggunakan magnet neodynium dengan membuang
supernatan dan menyisakan pellet berupa magnetit (Fe;04) yang sudah

mengadsorpsi albumin, setelah itu dilakukan elusi menggunakan NaCl 1 M,
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kemudian dilakukan pengukuran menggunakan spektrofotometer UV pada
panjang gelombang 280 nm, dan terakhir dilakukan linearitas pengujian.

Populasi dalam penelitian ini adalah larutan Bovine Serum Albumin
(BSA) yang dilarutkan dalam buffer TRIS pH 7,4 0,05 M. Sedangkan untuk
sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah larutan Bovine Serum
Albumin (BSA) dalam buffer TRIS pH 7,4 0,05 M dengan konsentrasi 5
mg/dL, 10 mg/dL, 15 mg/dL, 20 mg/dL, 25 mg/dL, 30 mg/dL, 35 mg/dL,
dan 40 mg/dL.

Data pada penelitian ini merupakan data primer yang diperoleh dari
pengukuran albumin menggunakan alat spektrofotometer UV dengan
panjang gelombang 280 nm yang kemudian hasil absorbansi masing-masing
variasi konsentrasi dicatat dan diolah menggunakan Uji Regresi Linear
serta disajikan dalam bentuk kurva garis lurus (XY Scatter). Apabila nilai

koefisien (R%) > 0,9 menunjukkan linearitas pengukuran yang baik.

HASIL

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan dengan menggunakan
albumin sebagai sampel dalam penelitian ini kemudian dilarutkan dalam
buffer TRIS pH 7,4 0,05 M dengan konsentrasi albumin terdiri dari
5-40 mg/dL.

Larutan albumin dibuat dalam larutan stok dengan konsentrasi 40
mg/dL kemudian dilakukan pengenceran gradual sesuai dengan
konsentrasi yang dibutuhkan. Selanjutnya, dilakukan pengukuran pada
albumin tersebut dengan menggunakan alat spektrofotometer UV pada
panjang gelombang 280 nm sebelum diadsorpsi oleh magnetit (Fe;04).
Hasil absorbansi pengukuran albumin sebelum teradsorpsi dengan

magnentit (Fe;04) disajikan dalam tabel sebagai berikut:
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Tabel 1. Absorbansi Pengukuran Albumin Sebelum Diadsorpsi
Magnetit (Fe304)

Konsentrasi Pengukuran Pengukuran Rata-Rata
Albumin (mg/dL) Ke-1 Ke-2 Absorbansi
5,8 0,026 0,039 0,033
10,17 0,041 0,059 0,050
15,12 0,065 0,068 0,067
20,34 0,083 0,090 0,087
25,48 0,109 0,110 0,110
30,24 0,127 0,130 0,129
35,53 0,145 0,145 0,145
40,68 0,159 0,163 0,161

Hasil pengukuran albumin murni tersebut dibuat menjadi kurva
linearitas dan diperoleh persamaan garis linear. Kurva linearitas dan

persamaan garis linear disajikan dalam bentuk gambar tersebut:

KURVA STANDAR ALBUMIN
(mg/dL)

0,18

0,16

0,14 y=0.0188x + 0.0131

0,12 R*=0.19877
0,1

0,08

0,06

0,04

0,02

Absorbansi

5,8 10,17 15,12 20,34 25,48 30,24 35,53 40,68

Konsentrasi

Gambar 1. Kurva Standar Albumin

Berdasarkan kurva tersebut, maka diperoleh persamaan garis yaitu
y=0,0188x + 0,0131 serta kurva linearitas diperoleh hasil yang linear
dengan nilai koefisien (R?) sebesar 0,9977. Setelah itu, kurva standar dan

persamaan tersebut digunakan untuk menentukan kadar albumin yang
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teradsorpsi oleh magnetit (Fe;04). Hasil kadar albumin setelah bereaksi

dengan magnetit (Fe;04) disajikan dalam bentuk tabel sebagai berikut:

Tabel 2. Hasil Adsorpsi Albumin Oleh Magnetit (Fe304)

Kadar Albumin Kadar Albumin
% Albumin yang
Sebelum Adsorpsi  yang Teradsorpsi p-value
Teradsorpsi
(mg/dL) (mg/dL)

5,8 0,6 11,1
10,17 1,7 17,2
15,12 2,4 16,3
20,34 3,4 17,0

0,001

25,48 5,2 20,6
30,24 6,0 19,8
35,53 6,8 19,3
40,68 7,4 18,5

Albumin adalah protein paling melimpah dalam sirkulasi darah dan
merupakan komponen utama yang bertanggung jawab untuk adsorpsi asam
lemak, anion, ion logam, antioksidan, dan molekul kecil serta partikel
nano lainnya yang bersirkulasi (Jahanban Esfahlan dkk., 2019). Salah satu
jenis albumin yang berasal dari hewan adalah Bovine Serum Albumin (BSA)
dengan ketersediaannya yang melimpah, biaya rendah, dan penggunaan
umum yang memudahkan hasil standarisasi oleh seorang peneliti (Elsadek
& Kratz, 2013).

Pada penelitian kadar albumin skala mikrogram sampel yang
digunakan berupa Bovine Serum Albumin (BSA) yang kemudian dilarutkan
dalam Buffer TRIS pH 7,4 0,05 M. Protein seperti albumin memiliki
lingkungan yang optimal salah satunya adalah pH, buffer TRIS dengan pH
7,4 dalam molekul yang kompleks seperti albumin tetap stabil

dibandingkan dengan larutan buffer yang lain serta pengunaan pH 7,4 juga
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dapat memberikan kondisi pada parikel menjadi netral (Rahdar dkk.,
2019).

Berdasarkan metode dari Warburg-Christian bahwa uji protein dapat
dilakukan dengan menggunakan alat Spektrofotometer UV pada panjang
gelombang 280 nm (Gunarti dkk., 2020). Metode ini hanya dapat membaca
protein yang mengandung triptofan, sehingga metode ini memiliki
kelemahan yaitu, ketika terdapat protein yang kandungan triptofannya
sedikit, maka kadar protein keseluruhan akan terbaca lebih rendah
dibanding kadar sebenarnya. Albumin mengandung asam amino jenis
triptofan sebesar 60%, triptofan mengandung molekul yang berbentuk
cincin sehingga sinar polikromatis yang ditembakkan diserap oleh cincin
aromatis yang terdapat dalam larutan (Wahjuni, 2014).

Hasil dari rata-rata pengukuran albumin dibuat dalam kurva standar
sehingga diperoleh persamaan garis. Berdasarkan hasil pembuatan kurva
standar diperoleh persamaan garis y=0,0188x + 0,00131 dan diperoleh
hasil yang linear dengan nilai koefisien (R2) sebesar 0,9977. Hasil nilai
koefisien (R%) yang mendekati 1 menunjukkan adanya hubungan yang baik
antara konsentrasi dengan absorbansi pada rentang tersebut (Sugiyono,
2017). Kurva standar dan persamaan garis yang diperoleh tersebut
digunakan untuk menentukan kadar albumin yang teradsorpsi oleh
magnetit (Fe;04) dengan nilai y adalah absorbansi yang terukur setelah
diadsorpsi oleh magnetit (Fe;04) dan nilai x adalah kadar albumin setelah
diadsorpsi oleh magnetit (Fe304).

Larutan albumin yang telah ditambahkan magnetit (Fe;04) sebanyak
0,1 gram selanjutnya dilakukan proses shaking dengan rotator selama 15
menit. Magnetit (Fe;O4) yang direkayasa dalam aplikasi biomedis
dirancang untuk mengikat protein, protein tersebut akan teradsorpsi pada
permukaan magnetit (Fe;04) dengan membentuk lapisan pada dinding
magnetit (Fe;04) membentuk lapisan yang disebut dengan “Protein
Corona” (Calatayud dkk., 2014). Penggunaan magnetit (Fe;04) dalam
penelitian ini karena magnetit merupakan anorganik yang awet, protein

seperti albumin dapat diadsorpsi sekaligus dipisahkan dengan mudah.
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Penggunaan magnetit yang berukuran submicron juga berguna agar
albumin lebih cepat diikat karena memiliki permukaan yang lebih luas
dibanding dengan ukuran yang lebih kecil seperti nano.

Proses shaking dengan menggunakan rotator selama 15 menit
diperoleh hasil adsorpsi yang signifikan dengan besaran adsorpsi rata-rata
sebesar 17,5%. Waktu pada saat proses shaking dengan menggunakan
rotator sangat berpengaruh terhadap albumin yang teradsorpsi pada
magnetit (Fe;04), hal ini dibuktikan oleh penelitian (Rahdar dkk., 2019)
diperoleh hasil adsorpsi yang signifikan sebesar 90% pada konsentrasi 50
mg/dL dengan waktu reaksi antara albumin dan magnetit (Fe3;0,4) selama
120 menit.

Setelah dilakukan proses shaking dengan menggunakan rotator,
ditempelkan magnet pada bagian luar tabung reaksi dan supernatan pada
larutan tersebut dibuang kemudian dilakukan elusi dengan menggunakan
NaCl 1 M serta diukur dengan spektrofotometer UV. Proses pengerjaan
seharusnya dilakukan pengukuran pada supernatan yang telah dilakukan
shaking karena hal tersebut akan memperoleh hasil yang lebih optimal.

lkatan yang terjadi pada albumin dengan magnetit (Fe;04)
merupakan ikatan hidrogen. OH" pada magnetit (Fe;04) akan berikatan
dengan albumin sehingga menjadi Fe;04-Albumin (Nguyen dkk., 2021).
Pengunaan NaCl 1 M pada proses elusi karena NaCl merupakan larutan
garam yang memiliki ikatan ionik paling kuat serta dapat menggangggu
ikatan antara magnetit (Fe;04) dengan albumin, sehingga pada proses elusi
ion klorida pada NaCl akan berikatan magnetit (Fe;04) sehingga albumin
akan dilepas di dalam larutan tersebut (Calatayud dkk., 2014).

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil pengukuran kadar albumin pada rentang 5 mg/dL
- 40 mg/dL dengan pengukuran pada panjang gelombang 280 nm
menggunakan metode spektrofotometer UV diperoleh hasil kurva linear

serta adsorpsi oleh magnetit (Fe;04) dengan besaran rata-rata 17,5%.
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