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ABSTRAK

PRESISI DAN KETELITIAN ANALISIS PENGAKTIFAN NETRON SELENIUM DAN
SENG DALAM SERUM DARAH MANUSIA NORMAL DAN PENDERITA KARDIOVAS-
KULAR. Ax‘\nlisis pengaktifan netron selenium dan seng dalam serum darah manusia normal
dan pendentfl kardiovaskular. Unsur runutan yang esensial (essential trace elements) seperti
hﬂl“):a Ge_lem“m. seng dan krom mempunyai peran yang penting dalam proses metabolisme.
Defisiensi atau intoksikasi unsur runutan esensial tersebut dapat menimbulkan gangguan
pada kesehatan manusia. Pada percobaan ini ditentukan presisi dan ketelitian analisis
pengnktifan netron selenium dan seng dalam serum darah manusia normal dan penderita
kardiovaskular. Cuplikan serum darah manusia dikeringkan dengan alat pengering bekudan
disiapkan sedemikian sehinggn dapat menghindari kemungkinan terjadinya kontaminasi.
Sekitar 0,1 gserum darah kering. cuplikanacuan standar A-13 dari IAEA dan standardisinari
dalam fluks netron 10'% n em™ detik™ selama 50-60 jam, kemudian didinginkan eelama 2
minggu. Kadar selenium dan seng ditentukan berdasarkan nilai intensitas relatif keradio-
aktifan imbas yang dipancarkan oleh "°Se dan ®Zn. Pengaruh penentuan intensitas relatif
pada presisi dan ketelitian hasil analisis diuji dengan menentukan kadar kedua unsur
tersebut dalam cuplikan acuan standar A-13 dari International Atomic Energy Agency.
Evaluasi hasil penentuan kadar selenium dan seng dalam cuplikan acuan standar disim-
pulkan bahwa presisi dan ketelitian tertinggi untuk analisis selenium dicapai dengan meng-
haluskan spektrum menggunakan 7 titik data, Presisi dan ketelitian analisis seng tidak
menjadi lebih tinggi dengan proses penghalusan. Di sini diamati adanya kesalahan yang
bersifat sistematik. Rata-rata kandungan selenium dan seng dalam serum darah kasus (72
ng em™ Se dan 0,45 HE em™>Zn) lebih rendah daripada dalam serum darah manusia normal
(90 ng cmSe dan 0,53 g cm™ Zn).

ABSTRACT

PRECISION AND ACCURACY OF NEUTRON ACTIVATION ANALYSYS FOR THE
DETERMINATION OF SELENIUM AND ZINC SERUM LEVELS IN NORMAL MAN AND
IN PATIENTS WITH CARDIOVASCULAR DISEASE. Essential trace elements, such as
selenium, zinc, and chromium play an important role in metabolism processes. Deficiencies
in or intrixication due to these essential trace elements can be detrimental to health. In the
present study precision and accuracy were determined for neutron activation analysis of
selenium and zinc in normal human serum and in serum of patients with cardiovascular
disease. Samples of blood serum were dried under special precaution to avoid contamination.
Approximately 0.1 g of the dried serum samples, IAEA reference standard 1:;2-13 and in house
standard, accurately weighed, were irradiated under a neutron flux of 10°“ n em™? sec™! for
50-60 hours and cooled for a period of 2 weeks. The selenium and zine concentration levels
were determined from the relative intensity values of induced radioactivity of "8Se and %2Zn.
The influence of the relative intensity measurements on the precision and the accuracy of the
analytical results was studied by determining the concentration of the two elements jn
reference standard A-13 samples obtained from IAEA. It can be concluded from the results
obtained that best precision and accuracy for selenium were found by smoothing the spectrum
using 7 data peints, which was net the case with zine. In the lutte_:r case a systematic erro_ls'
was found to oceur. On the average serum selenium and zine levels in case studies (7%1\g cm
Se and 0,45 pg em™ Zn) were found to be lower than those in the control (90 ng em™ Se and

0.53 pg cm™ Zn).
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PENDAHULUAN

Kadar berbagni unsur runutan dalnm se-
rum darah, misalnya selenium dan seng umum-
nya sangat rendah. Walaupun demikian unsur
runutan tertentu, yang dikenal sebngai unsur
esensinl, ternyata mempunyni peran penting
dalam proses metabolisme. Defisiensi atau in-
toksikasi unsur runutan esensial tersebut dapat
menimbulkan gangguan pada keschatan manu-
sia. Hal ini misalnya ditunjukkan oleh fakta
bahwa di suatu daerah yang airnya menunjuk-
kan kadar selenium sangat rendah ditemukan
gejala penyakit kanker payudara dengan freku-
ensi kejadian yang secara statistik cukup tinggi
[1]. Akan tetapi selenium bersifat sangat toksik
walaupun kadarnya relatif rendah. Srikumar
mengamati bahwa kandungnn tembaga dalam
plasma, dan timbal dalam rambut penderita
hipertensi lebih tinggi daripada manusia nor-
mal [2]. Salonen dkk. mendapatkan bahwa bila
kadar selenium dalam serum kurang dari 35 ng
em™ maka risiko kematian pada penderita
penyakit kardiovaskular 7 kali lebih tinggi dari-
pada penderita dengan kadar selenium di atas
45 ng em™ [3). Uraian singkat ini menunjukkan
bahwa kandungan berbagai unsur runutan da-
lam serum darah, jaringan tubuh dan matriks
yang lain ternyata ada kaitannya dengan gejala
kesehatan manusia. Kaitan ini akan terungkap
dengan jelas bila didukung oleh hasil analisis
yangsahih. Hal terakhir ini hanya dapat dicapai
bila seluruh tahap dilaksanakan secara cermat,
agar dicapai hasil analisis dengan tingkat kete-
litian yang tinggi.

Ketelitian hasil analisis pada umumnya
makin berkurang bila kadar analit makin ren-
dah, lebih-lebih bila makin dekat dengan batas
deteksi. Di samping itu mengingat bahwa jum-
lah cuplikan serum darah yang dapat disiapkan
untuk analisis sangat terbatas, maka untuk
analisis unsur runutan harus dipilih teknik ana-
lisis dengan kepekaan tinggi dan batas deteksi
yang sangat rendah. Analisis pengaktifan ne-
tron adalah teknik analisis unsur yang sangat
peka. Batas deteksi untuk banyak unsur menca-
pai orde nanogram, bahkan untuk unsur terten-
tu ada yang mencapai femtogram. Berbeda de-
ngan teknik analisis kadar mikro yang lain,
pada analisis pengaktifan netron kontaminasi

yangrelatif tinggi dan masuk ke dalam cuplikan
setelah iradiasi netron berlangsung lidak akan
mengganggu ketelitian hasil analisis.

Pada percobann ini diteliti presisi dan kete-
litian analisis pengaktifan netron tak merusak
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untuk seng danselenium dalam cuplikan darq},
Untuk memperbaiki presisi dilakukan pengha.
lusan spektrum. Uji kotelit.inn dil:':kaunakan de.
ngan menerapkan tatakerja analisis untuk me.
nentukan kandungan kedua unsur tersebut pa.
dn cuplikan acuan standar A-13 dari Interna.
tional Alomic Energy Agency, dan membunding.
kan nilai hasil analisis dengan nilai sertifikat,
Dengan menggunakan metode penghalusan
spektrum yang memberikan presisi dan kete.
litian tertinggi dilakukan pula analisis pengak-
tifan netron runutan seng dan selenium dalam
serum darah manusia normal dan penderita
penyakit kardiovaskular. Dari percobaan ini di-
amati bahwa pada penentuan selenium, peng-
halusan spektrum berdasarkan pendekatan
kuadrat terkecil menggunakan 7 titik data dica-
pai presisidan ketelitian analisis yang tertinggi.
Akan tetapi penghalusan tidak memperbaiki
presisi dan ketelitian analisis pada penentuan
seng. Disamping itu diamati fakta bahwa kadar
selenium dan seng dalam serum darah manusia
pasien kardiovaskular umumnya cenderung le-
bih rendah daripada dalam serum darah manu-
sia normal.

TATAKERJA

Penyiapan cuplikan serum darah untuk
analisis pengaktifan netron dilaksanakan selu-
ruhnya dalam ruang bebas debu. Untuk mence-
gah kontaminasi unsur logam maka sejauh
mungkin dihindari penggunaan peralatan yang
terbuat dari logam. Wadah dan peralatan yang
akan digunakan harus disiapkan dengan cer-
mat dan diperlakukan sedemikian agar konta-
minasi tidak masuk ke dalam cuplikan sebelum
iradiasi netron berakhir. Cuplikan darah, dari
setiap manusia normal dan penderita penyakit
kardiovaskular, diambil dengan kateter (Intra-
nule®) [4] dan dimasukkan ke dalam 2 tabung
polietilen bersih. Masing-masing tabung diisi
darah sekitar 10 em3. Tabung yang berisi fraksi
10 em? darah yang pertama dan kedua masing-
masing ditandai sebagai Tabung A dan B. Se-
muadarahdalam Tabung A tidak dipakai untuk
analisis unsur karenn tingkat kontaminasi dari
jarum kateter masih tinggi.. Setelah serum da-
rah dalam Tabung B dipisahkan dari fraksiyang
lain dengan sentrifuga pada kecepatan 3000
putaran/menit selama 20 menit dan dibekukan
dengan nitrogen cair, kemudian dikeringkan de-
ngan perangkat pengering beku. Penentuan
k““.d““gﬂn unsur runutan dalam serum darah
kering dilaksanakan dengan teknik analisis
pengaktifan netron tak merusak.
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Sekitar 0,1 gram cuplikan dimasukkan ke
dalam ampul kuarsa biasa, akan tetapi solan.
julnya digunakan ampul kunrsa dengan tingkat
kemurnian tinggi (Suprasil® - Heraeus Quar-
zschmelze). Sebelum digunakan tabung kuarsa
ini dibersihkan dengan campuran asam nitrat
dan sulfat pekat (Suprapur® buatan E. Merck)
dengan perbandingan volume 1:1 [5], kemudian
dibilas dengan air dengan daya hantar sekitar 1
p mho. Air tersebut telnah dimurnikan dengnn
osmosis balik, penukaran ion dan dialirkan le-
wat karbon aktif. Tabung yang berisi cuplikan
ini ditutup dengan peleburan menggunakan
pembakar terbuat dari kuarsa tingkat kemur-
nian tinggi. Sebagai gas pembakar digunakan
campuran gas hidrogen dan oksigen kemurnian
tinggi yang telah dialirkan melalui pencuci gas
berisi air dengan daya hantar sekitar 1 p mho.
Cuplikan dalam tabung kuarsa ini disinari ber-
sama dengan standar dan cuplikan acuan baku
A-13, yaitu darah hewan kering buatan Inter-
national Atomic Energy Agency, dalam fluks ne-
tron sekitar 10'2 n ecm? detik’! selama 50-60
jam. Setelah didinginkan selama dua minggu
cuplikan yang telah diiradiasi dipindahkan ke
dalam tabung plastik bersih. Keradioaktifanim-
bas pada cuplikan dicacah dengan spektro-
meter-y multi saluran yang dilengkapi detektor
Germanium murni. Umumnya cuplikan ini di-
cacah selama 2000 detik. Daya pisah sistem
spektrometer-y ini ialah sekitar 2 keV pada pun-
cak 1332,4 keV yang dipancarkan oleh ®*Co dan
perbandingan puncak terhadap Compton pada
energi sinar-y tersebut adalah sekitar 35. Kadar
selenium dan seng dalam cuplikan dihitungber-
desarkan nilai keaktifan relatif, masing-masing
pada energi 264 dan 1115 keV yang dipancarkan
oleh radionuklida 7°Se, 95Zn. Keaktifan relatif
dihitung dengan cara Covel. Pada cuplikanyang
dicacah selama 2000 detik dilakukan pengha-
lusan spektrum. Perhitungan penghalusan
epektrum ini dilaksanakan dengan menen-
fukan rata-rata dari 3 saluran yang berdekatan
(satu saluran sebelum dan satu sesudah saluran
yangdimaksud) menggunakan perangkat lunak
PCA 1I dari Nucleus [6). Hasil analisis untuk
cuplikan acuan dibandingkan dengan hasil
san menggunakan metodo kuadrat

penghalu
terkecil [7]:
1 ke+m ;
Yo (i) = 5= O Clm ¥(itk)
Km k=-m

(1)

Tema Peningkatan Profesionalisme Melalui
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Y, (i) inlah jumlah cacah dalam anluran nomor
iyang dihaluskan menggunakan (2m + 1) titik
datn, y(i 4 k) jumlah cacah hasil pengukuran
yang terkumpul pada saluran nomor (i + k) K|
dan ¢y m tetapan yang nilainya berganfung
pada m,

Dari hasil analisis selanjutnya dipra-
kirakan risiko relatif untuk penyakit kardio-
vaskulnr akibat defisiensi selenium. Prakiraan
risiko ini dihitung dengan odds ratio [8).

HASILDAN PEMBAHASAN

Hasil penentuan selenium dan seng dalam
cuplikan acuan standar A-13 tertera pada Tabel
1. Nilni ratn-rata dan jangkauan nilai kandung-
an kedua unsur dalam cuplikan darah hewan
yang dicantumkan pada Tabel 1 adalah hasil
dari 25 ulangan. Dari Tabel ini terlihat bahwa,
untuk penentuan selenium, penghalusan
dengan menggunakan 7 titik data ternyata
menghasilkan presisi yang tertinggi. Demikian
pula nilai hasil analisis selenium paling dekat
dengan nilai pada sertifikat. Nilai yang tertera
dalam sertifikat menjangkau daerah konsen-
trasi yang cukup lebar. Rupanya konsentrasi
tersebut sudah mendekati batas deteksi berba-
gai metode penentuan selenium. Itulah sebab-
nya, walaupun kesalahan statistik nilai hasil
analisis yang diperoleh pada percobaan ini jauh
di atas 10%, ketelitian analisis pada tingkat
konsentrasi serendah ini dianggap cukup. Pada
Gambar 1 terlihat bahwa dari penentuan ini
kadar selenium dalam cuplikan acuan standar
A-13 mungkin sekali terletak di daerah antara
0,23 - 0,28 ug g}, yang berada di sekitar nilai
yang paling direkomendasikan dalam sertifikat,
yaitu 0,24 pg g'L.

Berbeda dengan analisis selenium, peng-
halusan spektrum pada penentuan seng tidak
memperbaiki presisi hasil analisis. Hal ini dise-
babkan keaktifan ®%Zn hasil iradiasi netron ti-
dak terlalu rendah dan energi sinar-y yang di-
pancarkan oleh radionuklida seng relatif tinggi.
Latar belakang di daerah energi tinggi adalah
rendah, Kedua faktor tersebut mengakibatkan
statistik pencacahan pada pengukuran keak-
tifan radioseng tidak menjadi lebih baik dengan
menghaluskan spektrum, Sebaliknya hasil ana-
lisis seng ini menunjukkan adanya kesalahan
yang bersifat sistematik. Secara umum nilai
hasil analisis secara sistematik sokitar 20 - 30%
nilai sertifikat. Ada dua faktor yang menyebab-
kan kesulahan sistematik ini. Faktor pertama
adalah kesalahun dalam pembuatan standar.
Selama ini seluruh standar dibuat dengan
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Tabel 1. Presisi hasil panghalusan spektrum padn penentuan selenium dan seng dalam cuplika,

acuan standar A-13
Kandungan Se dan Zn Rata-rata pg/g Jangkauan de\J
menurut perhitungan Se Zn Se Zn
Penghalus an alat 0,23 10 0.03 . 3.36{8) ; : ig
Penghalusan 9 saluran 0,23 10 0.13 - 0.28 T 1a
Penghalusan 7 saluran 0,22 10 0,13-0, -
Sertifikat 0,24 13 0,16-0,31 12-14
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Gambar 1. Distribusi selenium dalam cuplikan
acuan standar A-13 dari IAEA
(Freeze dried animal blood)

mengencerkan larutan Titrisol® buatan E.
Merck, yaitu senyawa seng yang biasa digu-
nakan sebagai standar pada analisis spektro-
metri serapan atom. Ulangan pada pembuatan
etandar didasarkan atas senyawa asal yang di-
maksudkan sebagai standar dalam analisis
spektrometri serapan atom tersebut. Faktor ke-
dua adalah berasal dari akibat gangguan skan-
dium yang terdapal sebagai pengotor skandium
pada ampul kuarsa, di samping yang memang
terkandung dalam serum. Akan tetapi jumlah
yang terkandung dalam ampul kuarsa jauh le-
bih tinggi daripada yang berada dalam cuplik-
an. Pada awalnya, seluruh iradiasi dilaksana-
kan menggunakan ampul kuarsa biasa. Penggu-
naan ampul Suprasil® dimaksudkan untuk
mengatasi gangguan ini. Dengan mengingat hal
ini maka perbandingan kadar seng dalam

serum darah manusia dan kasus hanyalah me-
nunjukkan kecenderungan relatif, sedang ka.
dar yang sesungguhnya dari percobaan ini ada-
lah sekitar 20-30% lebih rendah. Hal terakhir
ini lebih jelas dilukiskan pada Gambar 2.
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Gambar 2. Distribusi seng dalam cuplikan acu-
an standar A-13 dari IAEA (Freeze
dried animal blood)

Kandungan selenium dan seng dalam se-
rum darah penderita kardiovaskular (kasus)
dan manusia normal dicantumkan pada Tabel
2. Perlu dikemukakan bahwa, untuk menye:
suaikan dengan kebinsaan yang digunakan da-
lam evaluasi kadar unsur runutan dalam serum
darah manusia, pada Tabel 2 kadar selenium
dan seng masing-masing dinyatakan dalam sa-
tuan g em3,

Pada Tabel ini terlihat bahwa rata-rals
kandungan selenium dan seng dalam serum
darah kasus (25 cuplikan) lebih rendah
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Thbel 2. Knndungan solenium dan song dolam sorum darah manuain normal dan kasus

Cuplikan Sclenium ng em? Song g cn?
Rata-rata Janghkaunn Rata-rata Jangkauan
Normal 90 40 - 200 0,63 0,26 - 1,02
Kasus 72 20-190 0,45 0,13 -0,84
daripada manusin normal (39 cuplikan), Bila v
kadar kedun unsur terscbut dikaitkan dengan 3 oy L L
jenis kelamin dopat diungkapkan hal-hal be- -
rikut. Untuk manusia normal maka rata-rata A
kadarselenium untuk wanita adalah 80 ngem3, ! 4
sedang untuk prin adalah 100 ng em3, Kadar . 3
rata-rata selenium untuk wanita normal ini ber- .
beda nyata dengan kasus yang besarnya 50 ng g
em™, sedang untuk pria tidak berbeda nyata 1.
(kasus pada prin 80 ng emJ). Kaitan antara o
kadar selenium dan seng dengan frekuensi po- oW
pulasi cuplikan masing-masing ditunjuldkan pa-
da Gambar 3 dan 4. Dari Gambar 3 diamati ¥
fakta berikut. Dari 26 kasus, 16% (4 kasus) 9 =
menunjukkan kadar selenium di bawah 35 ng : ==
em™. i — l
Wy - ) y == |
- o B ' 15 1547 17
4 )
i 52[ [ Gambar 4. Distribusi seng dalam cuplikan se-
: | ’ rum darah manusia normal dan
! I kardiovaskular
Iy —
\ | = serum darah manusia normal yang mengan-
. Yi = dung eelenium di daerah ini, frekuensi relatif
' —= fenomena ini lebih rendah daripada kasus. Di
4 = samping itu dapat pula dikemukakan di sini
‘Jl = bahwa 2 kematian pada kasus semuanya ada-
| e = lnah wanita, satu diantaranya yang memiliki
# | = = serum darah dengan kadar selenium di bawah
1 = = | 36 ng cm™ dan yang lain 60 ng em3. Kecen-
“1 = - derungan bahwa kasus menunjukkan kadar
i = = seng yang rendah terlihat pada Gambar 4. Pa-
5 i dn Gambar 3 dan 4 terlihat adanya kecende-
wi rungan . distribusi frekuonsi yang sistematis

Gambar 3. Distribusisclenium dalam cuplikan
serum darah manusio normal dan

kardiovaskular

Hal ini tidak dinmati pada normal, yang me-
nunjukkan frekuensi terlinggi pada dneqrnh ka-
dar selenium antara 76 - 140 ng cm™. Pada
kasus frekuensi tertinggi dinmati pada daerah
35 -76 ng cm3. Walaupun diamati pula adanya

pada kasus dan normal. Di dacrah konsentrasi
relatif rendah yang menonjol adalah kasus se-
dang daerak konsentrasi relatif tinggi yang
menonjol adalah normal, Pada kedua gambar
torsebut dapat diamati pula bahwa di daerah
rendah (di bawnh 40 ng cm™ untuk Se dan di
bawah 20 pg em™ untuk Zn) seluruh popula-
sinya adalah kasus, Fenomena ini menunjuk-
kan bahwa risiko untuk menderita penyakit
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kardiovaskular bila kandungan kedun unsur
terscbutl sangat rendah relatif adalnh tinggi.
Sebagai telah dikemuknkan pada uraian ter-
dahulu rata-rata kadar seng untuk knsus dan
normal tidak berbeda nyata, baik secara umum
atau dengan memperhatikan jenis kelamin.
Oleh sebab itu risiko relatif akibat defisiensi
seng tidak banyak berbeda. Lain halnya de-
ngan defisiensi selenium, terutama bagi wani-
ta. Pada Gambar 6 tercantum hubungan anta-
ra risiko relatif terserang penyakit kardiovas-
kular dan kandungan selenium dalam serum
darah wanita. Bila risiko relatif untuk kan-
dungan selenium dalam serum di atas 60 ng
cm adalah 1, maka risiko relatif untuk kadar
selenium antara 50 - 60 ng cm* adalah 1,25;
dan untuk kadar di bawah 50 ng em™ risiko
relatif untuk terserang kardiovaskular adalah
5 kali lebih tinggi!

KESIMPULAN

1. Presisi dan ketelitian tertinggi untuk ana- Gambar 5. Hubungan risiko relatif terkena pe-
lisis selenium dalam serum darah dicapai nyakit kardiovaskular dengan dis-
dengan melakukan penghalusan spektrum tribusi frekuensi Se dalam serum
menggunakan 7 titik data. Penghalusan darah wanita
spektrum tidak mempertinggi presisi dan
ketelitian analisis seng. 4. Bedasarkan populasi cuplikan yang ada, de-

2. Kadar selenium dalam serum darah pen- fisiensi selenium pada wanita mengakibat-
derita kardiovaskular lebih rendah daripada kan risiko terserang penyakit kardiovasku-
dalam serum darah manusia normal. lar meningkat 5 kali lebih tinggi.

3. Kadar seng pada serum darah kasus cen-
derung lebih rendah daripada normal.
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