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PEMBUATAN BIOSENSOR UREA DAN KARAKTERISASINYA
BERDASARKAN PENGARUH pH LARUTAN ANALIT

ABSTRAK

Konsentrasi urea dapat ditentukan secara potensiometri
menggunakan biosensor urea yang dapat dibuat dengan melapisi
permukaan elektroda gelas dengan urease amobil. Kinerja biosensor
urea dipengaruhi oleh pH larutan, karena aktivitas urease bergantung
pada pH. Aktivitas urease dalam menghidrolisis urea menjadi ion
NH;  maksimum pada pH=8 dan pada pH>9.24 ion NH, akan
membentuk NHj. Kinerja biosensor urea yang telah dibuat dipelajari
pada variasi pH 3 - 9 dan konsentrasi urea 10°- 1 M. Hasil penelitian
menunjukkan kinerja biosensor urea dipengaruhi oleh pH larutan.
Kinerja biosensor urea yang terbaik dihasilkan pada pH=8 dan
temperatur 60°C. Pada kondisi tersebut, biosensor urea menunjukkan
harga bilangan Nernst sebesar 27,7 mV/dekade pada Kkisaran
konsentrasi pengukuran 107 - 1 M, batas deteksi 1,03.10° M, waktu
respon 35 detik dan efisiensi biosensor lebih dari 50 kali pengukuran.



THE CONSTRUCTION OF UREA BIOSENSOR AND
ITS CHARACTERIZATION BASED ON
THE INFLUENCE OF pH ANALYTE SOLUTION

ABSTRACT

Urea concentration can be determined by potentiometry
using urea biosensor which made by coating the glass electrode with
immobilized urease. Urease activity was depend on pH then
performance of urea biosensor was affected by pH. Maximum urease
activity in hydrolyzing urea to NH," ion was reached at pH=8 and
NH; ion became NH; at pH>9,24. The performance of urea
biosensor was studied at pH range of 3 - 9 and within 10°- 1 M of
urea concentration. The result showed that the performance of urea
biosensor was affected by pH of the solution. The best performance
of urea biosensor was found at pH=8 and T=60°C. That showed 27,7
mV/decade Nernstian factor at 10° M - 1 M of urea concentration
range; 1,03.10° M of detection limit, response time 35 seconds and
the efficiency of urea biosensor up to 50 times of measurements.
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Urea digunakan dalam berbagai industri seperti industri
plastik, lem, pupuk dan rokok (Annonymous', 2006). Urea yang
digunakan secara berlebihan akan menyebabkan proses nitrifikasi
menghasilkan senyawa nitrosamina. Senyawa ini  mampu
menyebabkan kanker, mutasi dan abnormalitas, bahkan dapat
menembus plasenta yang menimbulkan tumor pada janin
(Annonymous®, 2000). Urea merupakan hasil metabolisme protein
yang dikeluarkan dari tubuh bersama urine (Martoharsono, 1984).
Kadar urea normal pada orang dewasa berkisar antara 20 sampai 40
mg/100mL (Chidambaranathan, 2005). Kadar urea dalam tubuh yang
melebihi kadar normal mengindikasikan disfungsi ginjal yang
disebut azotemia (Bennington, 1984). Kadar urea kurang dari kadar
normal mengindikasikan kurangnya asupan protein, hal ini dapat
menghambat pertumbuhan anak dan janin. Oleh karena itu, analisis
urea perlu dilakukan dalam bidang medis dan industri.

Metode analisis kadar urea yang saat ini biasa dilakukan
adalah metode spektrofotometri. Sampel urea didestruksi secara
Kjeldahl, kemudian ditambahkan pereaksi Nessler —untuk
menghasilkan perubahan warna. Metode tersebut mengukur kadar
nitrogen total dalam sampel dan tidak memberikan hasil pengukuran
urea secara akurat (Willard, et al, 1994), maka dari itu untuk
menentukan kadar urea diperlukan suatu metode yang lebih selektif.

Metode analisis yang dapat mengukur kadar urea secara
selektif adalah dengan menggunakan urease sebagai katalis hidrolisis
urea. Hasil reaksi berupa ammonium kemudian direaksikan dengan
salisilat dan hipoklorit membentuk kompleks berwarna hijau yang
dapat diukur secara kolorimetri pada panjang gelombang maksimum
578 nm. Kelemahan metode ini adalah kisaran konsentrasi
pengukuran yang pendek (IM-10”M) dan tiap kali pengukuran
memerlukan urease baru (Sudarmadji, 1996). Untuk meningkatkan
kepekaan metode tersebut dapat menggunakan urease amobil yang
dilapiskan pada elektroda gelas dan diukur secara potensiometri
menggunakan biosensor urea. Biosensor urea memiliki selektifitas
tinggi, kisaran konsentrasi pengukuran lebar, dapat digunakan untuk



mengukur kadar wurea berulang kali dan memberikan hasil
pengukuran lebih cepat. Pembuatan biosensor urea telah banyak
dikaji. Campbell, et al (2003), mengembangkan biosensor urea
dengan menggunakan urease dari Helicobacter plory amobil dalam
membran polikarbonat, dengan kinerja maksimum biosensor pada
pH=6,5 dan kisaran konsentrasi pengukuran 10"'M hingga 10™*M.
Pada penelitian ini, dirancang biosensor urea dengan melapisi
elektroda gelas menggunakan urease dari Schizosaccharomyces
pombe amobil dalam gelatin.

Reaksi hidrolisis urea secara enzimatis menghasilkan ion
ammonium (NH4"). Jumlah ion NH, hasil reaksi hidrolisis
dipengaruhi oleh pH larutan yang berkaitan dengan aktivitas urease.
Aktivitas maksimum urease Schizosaccharomyces pombe dicapai
pada pH=8 (Handari, 2006). Ion NH," dalam air dapat terhidrolisis
membentuk NH; dan H;O" dengan pKa=9,24. Urease memiliki pH
optimum lebih kecil dari pKann,". Hal ini menyebabkan NH,"  akan
lebih banyak dalam bentuk ion NH," bukan NH;. Jumlah ion NH,"
hasil reaksi hidrolisis akan sebanding dengan konsentrasi urea dan
dapat memberikan perubahan potensial pada elektroda gelas.
Berdasarkan data potensial sel terhadap konsentrasi urea dapat
ditentukan kinerja biosensor. Dengan demikian, karakterisasi
biosensor urea hasil perancangan lebih ditekankan pada pengaruh pH
larutan analit yang ditunjukkan oleh kisaran konsentrasi pengukuran,
batas deteksi, kepekaan, waktu respon dan efisiensi biosensor.

1.2. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang penelitian, dapat dirumuskan suatu
permasalahan yaitu bagaimana pengaruh pH terhadap kinerja
biosensor urea?

1.3. Batasan Masalah

Batasan masalah pada penelitian ini adalah:

1.  Kisaran pH yang digunakan pada pH 3 hingga 9

2 Pengukuran potensial sel dilakukan pada temperatur ruang dan
temperatur 60°C

3. Berat urease amobil yang digunakan untuk melapisi elektroda

gelas adalah 2g



4.  Urease yang digunakan hasil isolasi dari Schizosaccharomyces
pombe yang dimurnikan pada fraksi (NH4),SO; 30-45%
diambil dari penelitian Handari (2006)

5. Parameter kinerja biosensor antara lain kisaran konsentrasi
pengukuran, batas deteksi, kepekaan, waktu respon dan
efisiensi biosensor.

1.4. Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari pengaruh pH
terhadap kinerja biosensor urea.

1.5. Manfaat Penelitian

Dengan mengetahui pengaruh pH terhadap kinerja biosensor
urea diharapkan dapat dikaji fenomena yang terjadi dalam aplikasi
biosensor urea.



BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Biosensor

Biosensor adalah alat yang menggunakan molekul biologi
untuk mendeteksi keberadaan molekul biologi lain atau substansi
kimia, yang memanfaatkan reaksi spesifik dari molekul biologi
tersebut (enzim, antigen/antibodi) (Adeloju, 1999; Pijanowska, et al.,
2005). Biosensor terdiri dari sistem pengenalan biologis atau
bioreseptor. Interaksi spesifik antara analit dan bioreseptor seperti
enzim atau antibodi akan menghasilkan suatu perubahan fisika
kimia. Perubahan tersebut dapat dideteksi oleh transduser dan diubah
menjadi suatu sinyal elektrik (Rao and Mulchandani, 2005).

Aplikasi biosensor dalam bidang medis dan lingkungan sangat
luas. Beberapa contohnya adalah: deteksi HSA (Human Serum
Albumin), diagnosa HIV, mengetahui kualitas dari daging yang
belum dimasak, deteksi polychlorinated biphenyls (PCBs) dalam
limbah industri, deteksi bakteri patogen, deteksi glukosa, deteksi
urea dan juga deteksi suatu senyawa organofosfat dalam perairan
(Andreescu and Sadik, 2004).

Skema alat biosensor, ditunjukkan pada Gambar 2.1
(Annonymous®, 2005):

Membran Semi Permiabel

@ )/

O

a EZnalit
L o ®
Qo o

Sinval
= [
@

T OMedia Eksternal O
1@ (ex:darah, urine)

e, o8 @]
Tranduser / \
Molekul Biologi

Elektrolit Ammobil

Gambar 2.1. Skema alat biosensor

Komponen-komponen biosensor meliputi:
1. analit: suatu senyawa kimia atau biologi yang bertindak
sebagai target deteksi


http://www.jaist.ac.jp/

2. membran semipermiabel (1): membran yang selektif terhadap
molekul analit

3. molekul biologi amobil (bioreseptor): molekul yang memiliki
sistem pengenalan yang spesifik terhadap analit, dan mampu
mengubah analit menjadi senyawa lain berdasarkan reaksi
enzimatis

4.  membran semipermeabel (2): membran yang selektif terhadap

produk hasil reaksi antara analit dengan bioreseptor

elektrolit: berupa ion dengan konduktivitas tinggi

6.  transduser: mengubah gejala fisika kimia yang dihasilkan
menjadi suatu sinyal elektrik yang dapat terukur

Biosensor memanfaatkan molekul-molekul yang terdapat pada
makhluk hidup (biomolekul) untuk dapat merespon analit. Beberapa
contoh biomolekul yang dapat digunakan yaitu enzim, imuno agen
seperti antibodi dan antigen, asam nukleat, sel tunggal serta jaringan
mikroba (Dedy, 2000). Biomolekul disebut juga sebagai bioreseptor.
Bioreseptor ini dapat bereaksi dengan analit secara selektif. Interaksi
khusus antara analit dengan bioreseptor menghasilkan suatu
perubahan fisika kimia, yang dapat dideteksi oleh transduser (Hitt,
2005). Menurut Pijanowska and Torbicz (2000), molekul biologi
yang dapat digunakan sebagai bioreseptor dapat digolongkan
menjadi 4 golongan utama, yaitu sel bakteri, jaringan organisme
tingkat tinggi, antibodi dan enzim.

Enzim  merupakan  bioreseptor yang paling luas
penggunaannya. Keuntungan dari penggunaan bioreseptor enzim
terletak pada selektifitas dan sensitivitasnya. Beberapa contoh enzim
dan analit yang dapat dideteksi ditunjukkan pada Tabel 2.1.

o

Tabel 2.1. Bioreseptor enzim dan analit yang dapat dideteksi

Analit Enzim

Aspargin Asparginase
Kolesterol Kolesterol oksidase
Ester Chymotrypsin
Glukosa Glukosa Oksidase
Peroksida Katalase

Lipid Lipase

Peptida Tripsin

Sukrosa Invertase

Urea Urease




Dalam biosensor, bioreseptor dikemas menjadi satu dengan
transduser. Transduser berfungsi untuk mengubah suatu bentuk
energi (perubahan fisika kimia) menjadi bentuk energi lain. Sebagai
contoh, elektroda gelas mengkonversi perubahan konsentrasi ion H'
menjadi energi listrik yang berupa beda potensial (Steppen, 2001).

Berdasarkan mekanisme transduser, biosensor dapat dibedakan
dalam beberapa jenis yaitu biosensor resonan, biosensor optik,
biosensor termal, biosensor ion sensitif FETs (ISFETs) dan biosensor
elektrokimia (Chauvan, et al., 2004; Mohanty, 2001). Biosensor
elektrokimia merupakan salah satu biosensor yang perkembangannya
cukup baik. Sinyal yang terukur oleh biosensor elektrokimia adalah
sinyal listrik. Prinsip dasar dari biosensor elektrokimia adalah suatu
reaksi kimia yang melibatkan atau menghasilkan suatu ion atau
elektron yang akan mengubah sifat elektrik dari larutan. Perubahan
tersebut dapat digunakan sebagai parameter pengukuran. Biosensor
jenis ini dapat diklasifikasikan menjadi konduktometri, amperometri
dan potensiometri.

a.  jenis konduktometri mendeteksi suatu perubahan konduktivitas
atau resistansi dari larutan. Tipe ini memiliki sensitivitas yang
rendah. Parameter yang digunakan adalah sinusoidal (AC).

b. jenis amperometri memiliki suatu sensitivitas yang cukup
tinggi pada molekul-molekul biokimia yang -elektroaktif.
Parameter yang terukur pada biosensor jenis ini adalah arus
DC. Persamaan yang digunakan adalah persamaan Cottrell.

c. jenis potensiometri mengukur suatu perubahan potensial
oksidasi atau reduksi dari reaksi elektrokimia. Prinsipnya
adalah saat elektroda yang terhubung dengan bioreseptor
kontak dengan analit, akan terjadi perubahan potensial.
Perubahan potensial ini terjadi karena adanya reaksi enzimatis
yang menyebabkan perubahan aktivitas ion analit. Parameter
yang terukur adalah potensial sel larutan dan persamaan yang
digunakan adalah persamaan Nernst.

2.2. Biosensor Potensiometri Urea

Biosensor urea dengan transduser tipe potensiometri disusun
menggunakan elektroda gelas. Elektroda gelas berfungsi untuk
mendeteksi perubahan aktivitas ion H' yang disebabkan reaksi
hidrolisis urea. Reaksi hidrolisis urea akan menghasilkan ion NH,".
Ion NH," dalam air akan menghasilkan NH; dan H;O" yang



menyebabkan perubahan pH larutan. Perubahan pH larutan
merupakan fungsi dari potensial, sehingga, biosensor urea akan
mengukur potensial sel larutan sebagai fungsi dari konsentrasi urea.

Urease hasil isolasi dari bakteri dan jamur mempunyai pH
optimum berkisar antara 2 sampai 9 (Lubbers, et al., 1995). Fishbein
and Carbone (1995), menyatakan bahwa urease mempunyai pH
optimum pada pH 7,4. Berdasarkan Srivastava, et al (2001), aktivitas
urease amobil maksimum pada pH 8,5 dan temperatur 60°C.
Penelitian Handari (2006), mendapatkan aktivitas urease maksimum
pada pH 8 dan temperatur 60°C. Sedangkan penelitian Sachs, et al
(2005), mendapatkan aktivitas urease pada rentang pH 3 hingga 9
yang ditunjukkan pada Tabel 2.2.

Tabel 2.2. Aktivitas urease pada T=60°C

pH Unit Aktivitas
(pmol/min/mg protein)

0,15

0,16

0,20

1,15

2,50

2,76

1,85

O 03O DN W

Urease mengkatalisis reaksi hidrolisis urea membentuk ion
NH,". Ton NH, dalam air akan terdisosiasi membentuk NH;, dan
pada pH lebih rendah daripada 9,24 jumlah ion NH," dalam larutan
cukup besar. Reaksi hidrolisis urea dituliskan pada persamaan (2.1).

urease

H,NCONH, + 2H,0 —>  2NH, +CO” @.1)

Biosensor potensiometri urea yang telah dikembangkan
ditunjukkan pada Gambar 2.2 (Chaplin, 2004). Bagian dari biosensor
potensiometri urea:

a.  bioreseptor (biomolekul amobil): berupa urease amobil yang
secara spesifik mengubah urea menjadi ion NH,"
b.  elektroda gelas: elektroda yang terhubung dengan membran

gelas, dan berisi elektroda pembanding internal
c.  pH meter: menunjukkan potensial sel yang terukur



d. elektroda pembanding internal: elektroda pembanding yang
dapat mengukur perubahan potensial membran, karena adanya
perubahan konsentrasi H' di permukaan membran gelas

e. larutan asam: larutan dengan nilai aktivitas ion H' besar dan
tetap

f. elektroda pembanding eksternal: elektroda yang dapat
mengukur perbedaan potensial antara elektroda pembanding
internal dengan membran gelas

I

/

Gambar 2.2. Biosensor potensiometri urea

Elektroda gelas terdiri dari katoda dan anoda, katoda
merupakan elektroda indikator dan anoda merupakan elektroda
pembanding luar. Potensial sel pada elektroda gelas dapat dituliskan
sebagai persamaan (2.2):

E.q = K+ 0,0592 log [H;07] (2.2)

Mekanisme deteksi urea oleh biosensor urea digambarkan pada
Gambar 2.3 (Modifikasi dari Castillo, et al., 2004).
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Gambar 2.3. Mekanisme deteksi urea oleh biosensor urea

Berdasarkan Gambar 2.3, urease mempercepat reaksi hidrolisis
urea menjadi ion NH," dan ion CO5>. Ton NH," hasil reaksi memiliki
aktivitas sebanding dengan konsentrasi urea dalam air yang akan
terdisosiasi membentuk NHj, reaksi ditunjukkan pada persamaan
(2.3). Reaksi disosiasi NH,;" mengubah aktivitas ion H' pada
permukaan elektroda gelas (a,). Perubahan aktivitas ion H' di
permukaan elektroda dapat direspon oleh membran gelas yang
menyebabkan perubahan potensial membran, berdasarkan perubahan
aktivitas ion diluar elektroda (a,) dibandingkan dengan aktivitas ion
di dalam elektroda (a;). Perubahan potensial membran tidak dapat
diukur secara mutlak. Oleh karena itu, diperlukan elektroda
pembanding untuk mengukur perubahan potensial larutan yang
dicatat sebagai Esel biosensor urea.

Mengacu pada persamaan (2.1), ion NH;" yang dihasilkan
dalam air akan terdisosiasi membentuk NH;. Reaksi ditunjukkan
oleh persamaan (2.3).

Ka=5,7.10""M

NH," + H,0 NH; + H;0" 2.3)



Hubungan antara potensial sel dengan konsentrasi urea pada
biosensor urea dapat diturunkan dari persamaan (2.2). Berdasarkan
reaksi pada persamaan (2.3), didapatkan:

K, NH4+ > _ Kw — [NH;] [H3O+] .4

KbNHJ [NH4+]

Dari persamaan (2.3) juga didapatkan bahwa [NH;] = [H;O0],
sehingga diperoleh nilai [H;0 '] sebagai berikut:

p [NH;' ] Kw
[H:O'] = Kb NH,

25)
Persamaan (2.5) disubstitusikan pada persamaan (2.2):
Eq = K+ 0,0592 log [NH,'] Kw
Kb NH,
(2.6)

Berdasarkan persamaan (2.1), didapatkan [NH,] = 2[Urea],
sehingga akan diperoleh persamaan potensial sel sebagai fungsi
konsentrasi urea, yaitu:

Ege1 = K + 0,0592 log (2Kw)"?- 0,0592 log (Kb)"* + 0,0592 log [Urea]"
— _

'
Konstanta’ (K’)

Ese =K’ - 0,0296 pUrea 2.7)

Berdasarkan persamaan (2.7) diketahui bahwa makin besar
konsentrasi urea dalam larutan maka akan memberikan perubahan
potensial sel (Esel) yang makin besar pula.

2.3. Kinerja Biosensor

Kinerja biosensor dipengaruhi oleh kondisi larutan,
diantaranya adalah temperatur dan pH. Kondisi larutan ini perlu
dipelajari untuk dapat merancang biosensor yang ideal (Eggins,
1997). Kinerja biosensor ini ditentukan melalui beberapa parameter
antara lain: kisaran konsentrasi, batas deteksi, kepekaan, waktu



respon dan efisiensi biosensor. Kinerja biosensor berkaitan erat
dengan kinerja enzim. Kinerja enzim dipengaruhi oleh temperatur
dan pH, sehingga enzim memiliki temperatur dan pH optimum
(Andreescu and Sadik, 2004). Range pH optimum enzim sangat
spesifik, maka dari itu diperlukan suatu buffer yang efektif dalam
menjaga pH larutan (Evans, 2000).

Biosensor urea menggunakan elektroda gelas. Membran gelas
memiliki tingkat selektifitas tertentu terhadap beberapa ion. Ion-ion
alkali dalam larutan dapat mengurangi selektifitas sehingga
mengganggu pengukuran. Prosedur untuk mengatasi hal tersebut
adalah dengan melakukan kalibrasi terlebih dahulu pada biosensor
urea. Kalibrasi dilakukan dengan mengukur potensial larutan buffer
yang digunakan hingga diperoleh nilai yang tetap. Sehingga dalam
mempelajari karakteristik biosensor, digunakan selisih potensial sel
(AEsel). Selisih tersebut diperoleh dari nilai potensial sel yang
terukur dengan potensial sel hasil kalibrasi (Evans, 2000).

Kinerja biosensor urea dapat dilihat dari kisaran konsentrasi
pengukuran dan batas deteksinya. Kisaran konsentrasi pengukuran
adalah rentang konsentrasi yang memberikan nilai AEsel yang sesuai
dengan konsentrasi analit. Kisaran konsentrasi pengukuran dapat
diketahui dengan membuat grafik hubungan antara —log [urea]
terhadap AEsel. Biosensor yang baik diharapkan memiliki kisaran
konsentrasi pengukuran yang lebar. Dari kisaran konsentrasi
pengukuran biosensor dapat juga diketahui batas deteksi biosensor.
Batas deteksi menunjukkan batas konsentrasi terendah yang dapat
direspon oleh biosensor. Menurut Evans (2000), batas konsentrasi
urea terendah yang dapat dideteksi biosensor urea adalah 107*M.
Tingkat keasaman larutan akan sangat berpengaruh pada kisaran
konsentrasi pengukuran dan batas deteksi biosensor. Pada pH
optimum urease, aktivitas enzim akan maksimum. Hal ini
menyebabkan jumlah ion NH, yang dihasilkan setara secara
kuantitatif dengan konsentrasi urea sehingga perubahan AEsel setara
dengan konsentrasi urea.

Kepekaan biosensor terhadap wurea ditunjukkan oleh
kemiringan dari grafik hubungan antara AEsel dengan —log [Urea].
Suatu biosensor yang ideal diharapkan memiliki kemiringan yang
besar (Turner, et al., 1987). Kemiringan grafik ini berkaitan dengan
AEsel. Makin besar AEsel maka makin besar kemiringan grafik
tersebut.



Kinerja biosensor juga dapat diketahui dari parameter waktu.
Beberapa parameter waktu tersebut antara lain waktu respon dan
working lifetime. Waktu respon didefinisikan sebagai lamanya waktu
yang diperlukan biosensor untuk mendeteksi analit hingga
didapatkan sinyal terukur. Proses respon biosensor dalam melakukan
suatu pengukuran tidak terjadi secara langsung. Tahapan yang dilalui
hingga didapatkan sinyal output meliputi proses difusi substrat
melalui membran, reaksi dalam bioreseptor, pendeteksian oleh
transduser dan pengenalan sinyal output. Semua tahapan tersebut
memerlukan waktu tertentu. Berdasarkan penelitian John and Bjorn
(1987); Evans (2000), didapatkan bahwa biosensor memiliki waktu
respon berkisar antara 30 detik sampai 2 menit. Waktu respon
biosensor akan lebih cepat jika pengukuran dilakukan pada pH
optimum biosensor, karena aktivitas enzim maksimum.

Parameter waktu yang lain yaitu working lifetime, yang
menunjukkan masa penggunaan biosensor sebagai sensor. Parameter
ini berkaitan dengan stabilitas bioreseptor dan banyaknya
pengukuran yang dilakukan. Working lifetime dapat dikaji sebagai
efisiensi biosensor dengan cara melihat stabilitas biosensor tersebut
pada pengukuran berulang kali (Eggins, 1997).

Kinerja biosensor urea secara umum berhubungan dengan pH
larutan karena kemampuan urease untuk mengubah urea menjadi
NH," sangat dipengaruhi pH. Aktivitas urease maksimum pada pH=38
dan ion NH," akan membentuk NH; pada pH>9,24. Hidrolisis urea
yang tidak sempurna mengakibatkan jumlah NH,' tidak ekivalen
dengan konsentrasi urea. Dengan demikian, Esel yang dihasilkan
tidak menunjukkan konsentrasi urea yang sebenarnya karena
elektroda gelas tidak mampu mendeteksi perubahan jumlah ion NH4"
dan menyebabkan kinerja biosensor urea menurun. Berdasarkan
persamaan 2.7, harga Esel dengan jumlah urea memiliki hubungan
linier dengan kemiringan 29,6 mV/dekade. Hal tersebut merupakan
dasar karakterisasi biosensor urea hasil perancangan yang dilakukan
berdasar pada pengaruh pH larutan analit.

2.4. Hipotesis

Berdasarkan tinjauan teoritis, biosensor urea dapat disusun dari
urease amobil yang dilapiskan pada elektroda gelas. Kinerja
biosensor urea pada pH 3 hingga 9 dipengaruhi oleh pH larutan.



BAB III
METODE PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kimia Analitik
Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam,
Universitas Brawijaya, Malang, selama lima bulan, dimulai bulan
Mei sampai dengan bulan September 2006.

3.2. Bahan dan Alat Penelitian
3.2.1. Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah asam fosfat
85% (E-Merck), natrium hidroksida (E-Merck), gelatin 3%,
gluteraldehid 1%, urease hasil isolasi dari Schizosaccharomyces
pombe, urea (E-Merck) dan akuades. Semua bahan tersebut
mempunyai derajat kemurnian pro analisis (p.a).

3.2.2. Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah elektroda
gelas merek Scott Gerate, pH meter merek Scott Gerate Model CG
820, tabung kaca/plastik diameter 2,5cm, serta peralatan gelas lain.

3.3. Tahapan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dalam beberapa tahapan, meliputi :
Pembuatan larutan buffer fosfat

Pembuatan larutan urea

Perancangan biosensor

Pengaruh pH larutan terhadap kinerja biosensor
Pengolahan data

g =

3.4. Cara Kerja Penelitian
3.4.1. Pembuatan Larutan Buffer Fosfat

Larutan buffer fosfat dibuat dengan mencampurkan asam
fosfat dengan natrium hidroksida dalam komposisi yang sesuai
sehingga diperoleh pH vyang diinginkan. Langkah-langkah
pembuatan buffer fosfat adalah sebagai berikut, disiapkan 16 mL



larutan asam fosfat 1M dalam gelas kimia 500 mL, diukur pH
larutan. Ditambahkan akuades sampai volume larutan £250 mL,
kemudian untuk mendapatkan larutan dengan pH=3, ditambah
dengan 14 mL NaOH 1M. Selanjutnya, dilakukan pengontrolan pH
dengan menambahkan asam atau basa. Dengan cara yang sama,
dibuat variasi pH 4,5,6,7,8,9. Perbandingan komposisi volume asam
fosfat IM dan NaOH 1M, disajikan dalam Lampiran 4.6.

3.4.2. Pembuatan Larutan Urea

Larutan urea disiapkan dengan langkah-langkah sebagai
berikut, ditimbang urea 12 gram, kemudian dilarutkan secara
kuantitatif dengan akuades dalam gelas kimia 50 mL. Setelah itu
dipindahkan secara kuantitatif dalam labu ukur 100 mL. Dilakukan
pengenceran sampai tanda batas lalu dikocok hingga homogen.
Didapatkan larutan urea 2M.

Untuk pembuatan larutan urea 1M, dari larutan urea 2M
diambil 12,5 mL secara kuantitatif dan diencerkan dengan buffer
fosfat dalam labu ukur 25 mL.

Untuk pembuatan larutan urea 10'M, dari larutan urea 1M
diambil 2,5 mL secara kuantitatif dan diencerkan dengan buffer
fosfat dalam labu ukur 25 mL. Dengan cara yang sama dilakukan
untuk memperoleh larutan urea 10°M; 10°M; 10°*M; 10°M;10°M.
Kisaran pH buffer fosfat yang digunakan dari pH 3 hingga 9.

3.4.3. Perancangan Biosensor Urea

Biosensor urea disusun dengan melapisi permukaan elektroda
gelas menggunakan urease amobil. Urease amobil dibuat
berdasarkan Srivastava, et al (2001) yang disajikan pada Lampiran 3.
Tahapan dalam perancangan biosensor urea dijelaskan sebagai
berikut, ditimbang urease amobil sebanyak 2 gram. Kemudian
dimasukkan dalam tabung kaca/plastik berdiameter 2,5 cm, di mana
bagian atas tabung terbuka dan bagian dasar tabung tertutup dengan
kain. Kemudian ujung elektroda gelas dimasukkan dalam tabung
tersebut. Setelah itu tabung dialisis direkatkan/disambungkan dengan
elektroda gelas.



Biosensor potensiometri urea dapat digambarkan sebagai
berikut (Modifikasi dari Chaplin, 2004):

Elektroda Gelas

l ub — Tabung
Urease Amobil

Gambar 3.1. Perancangan biosensor potensiometri urea

Langkah selanjutnya yaitu, disiapkan buffer fosfat pH tertentu.
Biosensor urea dicelupkan ke dalam buffer fosfat tersebut kemudian
potensial sel diukur. Kalibrasi biosensor urea dilakukan dengan
mengukur potensial larutan buffer hingga diperoleh nilai potensial
sel yang konstan. Setelah itu biosensor urea siap digunakan pada pH
yang sama dengan pH larutan buffer fosfat saat kalibrasi. Kisaran pH
buffer fosfat yang digunakan yaitu pH 3 hingga pH 9. Setiap akan
dilakukan pengukuran dengan pH tertentu harus dilakukan suatu
kalibrasi dengan larutan buffer fosfat pada pH yang sesuai.
Perubahan potensial sel (AEsel) diperoleh dari selisih antara
potensial larutan urea dengan potensial sel larutan buffer yang
digunakan.

3.4.4. Pengaruh pH Larutan Terhadap Kinerja Biosensor

Dalam mempelajari pengaruh pH terhadap kinerja biosensor
urea, dilakukan pengukuran potensial sel larutan urea 10°M hingga
IM pada kisaran pH 3 hingga 9 dengan interval 1. Pada setiap pH,
dilakukan pengukuran pada temperatur ruang dan temperatur 60°C.
Diukur potensial sel larutan urea pada kisaran pH yang dipelajari.
Pengukuran tiap pH dilakukan dengan biosensor urea yang telah
dikalibrasi pada pH yang sesuai. Dari data pengukuran setiap pH,
dibuat grafik hubungan antara -log [urea] dengan AEsel. Dari grafik
tersebut ditentukan kisaran konsentrasi pengukuran, batas deteksi
dan kepekaan biosensor urea .



3.5. Pengolahan Data
3.5.1. Penentuan Kepekaan Biosensor Urea

Kepekaan biosensor urea ditunjukkan oleh bilangan Nernst.
Bilangan Nernst ini diperoleh dari slope grafik hubungan antara
AEsel dengan —log [urea] pada kisaran konsentrasi pengukuran
biosensor urea. Pada kisaran konsentrasi tersebut dibuat persamaan
linier y = a + bx. Kepekaan biosensor ditunjukkan oleh nilai b.
Secara teoritis, nilai b untuk biosensor urea sebesar 29,6 mV/dekade.
Apabila bilangan Nernst hasil pengukuran mendekati atau sama
dengan 29,6 mV/dekade, maka dapat dikatakan bahwa biosensor
urea mempunyai kepekaan yang tinggi.

3.5.2. Penentuan Batas Deteksi dan Kisaran Konsentrasi
Pengukuran Biosensor Urea

Batas deteksi dan kisaran konsentrasi pengukuran biosensor
urea ditentukan berdasar pada grafik hubungan antara AEsel dengan
—log [urea]. Dari grafik tersebut, akan diketahui daerah yang
menunjukkan hubungan AEsel dan —log [urea] yang sesuai dengan
persamaan (2.8). Rentang konsentrasi urea pada daerah ini,
menunjukkan kisaran konsentrasi urea yang masih dapat dideteksi
oleh biosensor urea secara kuantitatif.

Penentuan batas deteksi dapat dilakukan dengan membuat
garis singgung pada daerah kisaran konsentrasi pengukuran
biosensor urea dan daerah di bawah kisaran konsentrasinya. Titik
potong dari kedua garis singgung tersebut menunjukkan batas deteksi
biosensor. Nilai batas deteksi diperoleh dari ekstrapolasi titik potong
garis singgung pada sumbu x.

3.5.3. Penentuan Waktu Respon Biosensor Urea

Penentuan waktu respon dilakukan dengan membuat grafik
hubungan antara waktu dan potensial sel larutan urea. Grafik tersebut
diperoleh dari hasil pengukuran potensial sel larutan urea pada
kisaran konsentrasi 10°M - IM. Pengukuran dilakukan pada kondisi
optimum biosensor urea. Dari hasil penelitian ini kondisi optimum
biosensor urea terdapat pada pH=8 dan temperatur 60°C.

Pada saat melakukan pengukuran potensial sel, dicatat harga
potensial sel larutan urea setiap 5 detik. Pencatatan dilakukan selama



180 detik. Kemudian, dibuat grafik hubungan antara potensial sel
larutan urea terhadap waktu. Dari grafik tersebut, dapat ditentukan
waktu respon biosensor urea. Waktu respon ini ditunjukkan oleh
waktu di mana potensial sel larutan urea mulai memberikan harga
potensial yang relatif tetap.

3.5.4. Penentuan Efisiensi Biosensor Urea

Efisiensi biosensor urea ditentukan dengan melakukan
pengukuran potensial sel larutan urea pada konsentrasi tetap secara
berulang-ulang. Pengukuran dilakukan pada kondisi optimum
biosensor urea. Dari hasil penelitian ini kondisi optimum biosensor
urea terdapat pada pH=8 dan temperatur 60°C. Kisaran konsentrasi
urea yang digunakan adalah 10°M hingga 1M. Pada setiap
konsentrasi, pengukuran potensial sel dilakukan sebanyak 50 kali.
Selanjutnya, dibuat grafik hubungan antara pengulangan dengan
potensial sel larutan urea. Biosensor urea yang ideal diharapkan
memberikan harga potensial sel yang tetap hingga 50 kali
pengukuran.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Pembuatan Biosensor Urea

Biosensor urea tersusun dari elektroda gelas yang dilapisi
dengan urease amobil. Urease amobil dibuat dengan menggunakan
gelatin sebagai pendukung berdasarkan penelitian Srivastava, et al
(2001) yang disajikan pada Lampiran 3. Potensial sel hasil
pengukuran larutan urea pada konsentrasi 10°M hingga 1M
menggunakan biosensor urea hasil perancangan pada kisaran pH 3
hingga 9 disajikan pada Tabel 4.1 dan Tabel 4.2.

Tabel 4.1. Data AEsel biosensor urea pada temperatur ruang

[urea] AEsel (mV)
(M) | pH=3 | pH=4 | pH=5 | pH=6 | pH=7 | pH=8 | pH=9
1 67 60 46 59 15 27 9
10! 52 49 36 43 11 23 9
10 47 42 19 35 10 24 9
107 44 40 16 25 10 23 8
10 44 36 13 21 9 22 7
10° 42 36 13 20 9 22 7
10°° 34 35 13 18 9 22 6

Tabel 4.2. Data AEsel biosensor urea pada temperatur 60°C

[urea] AEsel (mV)
(M) | pH=3 | pH=4 | pH=5 | pH=6 | pH=7 | pH=8 | pH=9
1 67 62 46 86 52 126 84
107 54 49 37 67 38 95 65
102 44 42 23 53 20 70 51
10° 36 22 2 39 20 42 30
10 34 23 1 21 10 38 28
10° 25 25 2 20 9 21 24
10° 24 26 -7 20 8 18 11

Tabel 4.1 dan Tabel 4.2 menunjukkan adanya perbedaan AEsel
untuk konsentrasi urea yang berbeda dalam rentang antara 10° M
hingga 1M, baik pada temperatur ruang maupun temperatur 60°C.
Potensial sel yang dihasilkan pada temperatur ruang lebih kecil
daripada potensial sel pada temperatur 60°C, karena aktivitas




maksimum urease dicapai pada temperatur 60°C (Handari, 2006).
Pada kondisi tersebut, urcase bekerja secara maksimal, sehingga
potensial sel yang dihasilkan pada rentang pH 3 hingga 9 sesuai
dengan aktivitas urease pada pH tersebut.

Pada tabel 4.2, diketahui bahwa perbedaan potensial sel pada
setiap konsentrasi urea menunjukkan harga bilangan Nernst.
Misalnya pada pH=3, beda potensial sel untuk [urea]= 1M dengan
[ureal= 10"'M sebesar 13 mV, untuk [urea]= 10"M dengan [urea]=
10”M sebesar 10 mV dan untuk [urea]= 10”°M dengan [urea]= 10°M
sebesar 8 mV. Hasil tersebut menunjukkan perkiraan harga bilangan
Nernst pada pH=3 berkisar antara 8 hingga 13 mV/dekade. Kondisi
pH lebih besar dari 3 memberikan beda potensial sel yang lebih
besar, hal tersebut menunjukkan bahwa pH larutan berpengaruh
terhadap harga bilangan Nernst yang merupakan salah satu parameter
kinerja biosensor urea. Untuk mengetahui pengaruh pH larutan
terhadap kinerja biosensor urea secara keseluruhan, maka dari data
pada Tabel 4.1 dan Tabel 4.2 dapat ditentukan bilangan Nernst,
kisaran konsentrasi pengukuran dan batas deteksi.

4.2 Pengaruh pH Larutan Analit Terhadap Kinerja Biosensor
Urea

Penelitian yang dilakukan Handari (2006), mendapatkan
aktivitas urease maksimum pada pH=8 dan temperatur 60°C, sesuai
dengan penelitian Sachs, et al (2005). Ion NH, " hasil reaksi hidrolisis
akan terdisosiasi membentuk NHj, pada pH lebih rendah dari 9,24
(pKani,) jumlah ion NH,  mencapai 90% hingga 99,9%.
Berdasarkan hal tersebut, jumlah ion NH,  akan lebih dipengaruhi
aktivitas urease pada pH di bawah 9,24.

Kepekaan biosensor urea memberikan gambaran tentang
kemampuan biosensor urea dalam merespon perubahan konsentrasi
yang terdapat dalam larutan. Kepekaan biosensor dinyatakan oleh
bilangan Nernst. Secara teoritis, bilangan Nernst biosensor urea pada
temperatur ruang sebesar 29,6 mV/dekade, dan pada temperatur
60°C sebesar 33,04 mV/dekade. Kepekaan biosensor urea ditentukan
dari harga kemiringan grafik hubungan AEsel dengan pUrea pada
kisaran konsentrasi pengukuran biosesor urea. Grafik penentuan
kepekaan biosensor urea disajikan pada Lampiran 9. Berdasarkan
hasil perhitungan pada Lampiran 9, dibuat grafik hubungan pH
dengan bilangan Nernst yang ditunjukkan oleh Gambar 4.1.
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Gambar 4.1. Grafik hubungan antara pH terhadap bilangan
Nernst pada temperatur ruang dan temperatur
60°C

Gambar 4.1 menunjukkan adanya pengaruh pH terhadap harga
bilangan Nernst. Harga bilangan Nernst pada temperatur ruang lebih
kecil daripada harga bilangan Nernst pada temperatur 60°C. Hal
tersebut menunjukkan bahwa pada temperatur ruang biosensor urea
tidak layak digunakan sebagai sensor, sehingga pada uraian berikut
hanya akan dibahas pengaruh pH pada temperatur 60°C.

Harga bilangan Nernst meningkat dengan adanya peningkatan
pH dari 3 hingga 8 dan menurun pada pH=9. Hasil tersebut berkaitan
dengan aktivitas urease pada rentang pH 3 hingga 9. Menurut Sachs,
et al (2005), aktivitas urease amobil meningkat dan mencapai
maksimum pada pH=8 sebesar 2,76 unit dan pada pH=9 menurun
menjadi 1,85 unit. Pada kondisi optimum urease, reaksi hidrolisis
urea berjalan sangat cepat dan menyebabkan jumlah ion NH," yang
dihasilkan pada waktu yang sama lebih besar dibanding jumlah ion
NH,;" pada kondisi diluar pH optimum. Dari penelitian ini dapat
disimpulkan bahwa harga bilangan Nernst yang paling mendekati
harga bilangan Nernst teoritis dicapai pada pH=8 yang merupakan
pH optimum urease.

Bilangan Nernst ditentukan pada daerah kisaran konsentrasi
urca yang memiliki hubungan linier antara —log [urea] terhadap
AEsel yang memenuhi persamaan (2.7). Kisaran konsentrasi tersebut
menunjukkan daerah kerja biosensor urea yang secara kuantitatif



dapat digunakan sebagai standar pengukuran. Batas deteksi
menunjukkan konsentrasi urea terendah yang masih dapat dideteksi
oleh biosensor urea untuk memperoleh data yang kuantitatif. Dengan
demikian, kisaran konsentrasi pengukuran dan batas deteksi
merupakan parameter kinerja biosensor urea yang harus ditentukan.
Biosensor urea diharapkan memiliki batas deteksi yang rendah dan
kisaran konsentrasi yang lebar.

Berdasarkan grafik hubungan antara pUrea dengan AEsel,
dapat diketahui batas deteksi dan kisaran konsentrasi pengukuran
biosensor urea yang masih memenuhi persamaan (2.7). Hasil
perhitungan ditunjukkan pada Tabel 4.3.

Tabel 4.3. Kisaran konsentrasi pengukuran dan batas
deteksi biosensor urea pada T=60°C

pH Kisaran Batas
Konsentrasi (M) | Deteksi (x 10°M)
3 1-10° 13,95
4 1-107 6,44
5 1-10° 5,92
6 1-10* 0,89
7 1-107 87,90
8 1-10° 10,29
9 1-10° 8,56

Tabel 4.3 menunjukkan bahwa secara umum kisaran
konsentrasi pengukuran biosensor urea pada rentang pH 3 hingga 9
berkisar antara 10°M hingga 1M, kecuali pada pH=6 dan pH=7.
Nilai batas deteksi pada kisaran pH yang dipelajari memberikan nilai
yang berbeda. Kisaran konsentrasi pengukuran paling lebar terdapat
pada pH=6 yaitu 10*M hingga 1M dengan batas deteksi pengukuran
0,89.10*M. Akan tetapi, harga bilangan Nernst pada pH=6 jauh dari
harga bilangan Nernst ideal yaitu hanya mencapai 15,8 mV/dekade.
Dari penelitian ini dapat disimpulkan, bahwa pada kondisi batas
deteksi paling rendah dan kisaran konsentrasi pengukuran paling
lebar belum tentu dihasilkan harga bilangan Nernst yang mendekati
harga ideal.



4.3. Penentuan Waktu Respon dan Efisiensi Biosensor Urea

Reaksi hidrolisis urea secara enzimatis merupakan reaksi
katalisis yang secara kinetika dipengaruhi oleh waktu dan berkaitan
dengan jumlah ion NH, yang dihasilkan dari penguraian urea.
Jumlah ion NH; per satuan waktu akan tetap jika telah tercapai
kecepatan maksimum. Hal tersebut akan mempengaruhi waktu
respon biosensor. Waktu respon biosensor tercapai jika potensial sel
yang dihasilkan memberikan harga yang tetap. Pada saat potensial
sel biosensor urea yang terbaca tetap, menunjukkan jumlah ion NH,"
yang dihasilkan tiap satuan waktu tetap.

Penentuan waktu respon dilakukan pada pH=8 dan T=60°C
karena kemampuan biosensor untuk merespon suatu analit
maksimum, sehingga diharapkan waktu yang diperlukan oleh
biosensor urea untuk memberikan harga potensial yang tetap akan
lebih cepat. Waktu respon ditentukan dengan mengukur potensial sel
biosensor urea tiap waktu pada konsentrasi urea 10°M hingga 1M
dengan rentang waktu 180 detik. Dari data pengukuran dibuat grafik
hubungan antara waktu dan potensial sel yang disajikan pada
Gambar 4.2.
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Gambar 4.2. Grafik hubungan antara potensial sel biosensor
urea dengan waktu pada pH=8; T=60°C

Dari Gambar 4.2, diketahui bahwa pada waktu pengukuran
sebelum 35 detik potensial sel yang terbaca berubah secara
signifikan dan urea dengan kisaran konsentrasi 10°M hingga IM
memiliki waktu respon yang sama yaitu 35 detik. Hal tersebut
menunjukkan bahwa pada awal terjadinya reaksi, urease



mengkatalisis hidrolisis urea dalam jumlah yang besar. Kemudian
pada saat mencapai kecepatan reaksi maksimum, jumlah urea yang
mengalami hidrolisis tiap waktu tetap. Waktu respon biosensor urea
dipengaruhi oleh ketebalan lapisan urease amobil, makin tebal
lapisan urease amobil pada permukaan elektroda gelas akan
memperbesar jarak antara larutan analit dengan permukaan lapisan
elektroda gelas, yang menyebabkan waktu respon menjadi makin
lambat. Oleh karena itu, diperlukan pengaturan jumlah urease amobil
agar memiliki tekstur yang sama pada tiap pengukuran.

Reaksi hidrolisis urea secara enzimatis tidak melibatkan urease
secara langsung. Urease hanya mengkatalis reaksi hidrolisis urea dan
akan kembali dihasilkan untuk mengkatalisis reaksi kembali. Hal ini
menyebabkan biosensor urea hasil perancangan dapat digunakan
berulang kali. Kemampuan biosensor urea dalam mengukur berulang
kali diketahui dari efisiensi biosensor urea dengan melakukan
pengukuran sebanyak 50 kali. Efisiensi biosensor merupakan
validitas hasil pengukuran biosensor terhadap jumlah sampel yang
diukur. Dari data hasil penelitian dapat dibuat grafik hubungan antara
banyaknya pengukuran dengan potensial sel yang ditunjukkan pada
Gambar 4.3.
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Gambar 4.3. Grafik hubungan antara potensial sel biosensor urea
dengan banyaknya pengukuran pada pH=8; T=60°C

Dari Gambar 4.3, diketahui bahwa biosensor urea masih
efisien digunakan setelah 50 kali pengukuran. Hal ini ditunjukkan
oleh potensial sel biosensor urea yang masih memberikan harga
potensial sel relatif tetap. Efisiensi biosensor dipengaruhi oleh



aktivitas dari urease amobil. Penurunan aktivitas urease amobil yang
makin besar menyebabkan efisiensi biosensor akan makin rendah
yang dapat diatasi dengan proses amobilisasi yang baik. Berdasarkan
penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa pada kondisi optimum
biosensor urea diperoleh waktu respon 35 detik dengan efisiensi
penggunaan biosensor urea lebih dari 50 kali pengukuran.



BAB YV
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Biosensor urea dapat dibuat dengan melapisi elektroda gelas
menggunakan urease amobil. Kinerja biosensor urea dipengaruhi
oleh pH larutan baik pada temperatur ruang maupun temperatur
60°C. Bilangan Nernst maksimum tercapai pada pH=8 dan
temperatur 60°C sebesar 27,7 mV/dekade. Pada kondisi tersebut,
diperoleh kisaran konsentrasi pengukuran 10°M hingga 1M, batas
deteksi 1,03.10°M, waktu respon 35 detik dan biosensor urea dapat
digunakan untuk pengukuran lebih dari 50 kali.

5.2. Saran

Penelitian ini masih perlu dilanjutkan untuk meningkatkan
kinerja biosensor urea dengan mengkaji penggunaan membran
semipermeabel selektif terhadap ammonium.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian

|| Preparasi

v

v

v

v

v

Urease
Amobil

Tabung
Dialisis

Elektroda
Gelas

pH
meter

\2

v

v

v

v

Biosensor
Urea

Né_

v

Pengaruh pH
larutan urea

Kisaran
konsentrasi

Kepekaan
Biosensor

Waktu
respon

Batas
deteksi




Lampiran 2. Skema Kerja Secara Umum

“ Elektroda Gelas

|| Urease Amobil

- Dihubungkan dengan pH
meter

- Dilakukan kalibrasi dengan
larutan buffer standar

- Ditimbang 2 gram

- Dimasukkan dalam tabung
dialisis yang dasarnya
tertutup kain kasa

4

Urease Amobil Dalam

Tabung Dialisis

Dihubungkan dengan Elektroda
Gelas

Vv

A

\

|| Biosensor Urea

fosfat
pada pH buffer yang berbeda

A\
|| Potensial Sel ||

- Ditentukan kisaran konsentrasi,

batas deteksi

- Dikalibrasi dengan larutan buffer fosfat
- Diukur potensial sel larutan urea dengan variasi
konsentrasi pada pH yang sesuai dengan buffer

- Dengan prosedur yang sama dilakukan pengukuran

- Dibuat grafik hubungan antara —log
konsentrasi urea terhadap potensial sel

kepekaan biosensor, waktu respon dan



Lampiran 3. Amobilisasi Enzim Urease Dengan Gelatin

Larutan
gelatin 3%

- dipanaskan

- ditambahkan glutaraldehida 1% (v/v)
 ditambahkan 1 mL enzim urease

+ dikocok dengan menggunakan stirrer
selama 10 menit

h 4

Campuran

+ dimasukkan dalam cetakan
- didinginkan pada temperatur 4°C
v selama 1 hari

Gel gelatin

- dipotong 3mm x 3mm dan disaring
- dicuci dengan buffer fosfat pH 8,0

- ditambah buffer fosfat pH 8,0 dan

disimpan pada lemari es

\ 4

Urease amobil




Lampiran 4. Perhitungan Pembuatan Larutan

L.4.1.

L.4.2.

L.4.3

L.4.4.

L.4.5.

Pembuatan 100 mL larutan Urea 2M

mol Urea =2mol/Lx0,1 L = 0,2 mol
massa Urea = 0,2 mol x 60 gram/mol = 12 gram
Jadi berat urea yang ditimbang sebesar 12 gram.

Perhitungan pembuatan larutan Urea 1M

Pembuatan 25 mL larutan Urea 1M dari larutan urea 2M

Mol Urea =25mL x 1 mmol/mL

V. urea 2M =12,5mL

Jadi volume larutan urea 2M yang dibutuhkan untuk
pembuatan 25 mL larutan Urea 1M sebanyak 12,5 mL.

Contoh perhitungan pembuatan larutan Urea 10"'M
hingga 10°M

Pembuatan 25 mL larutan Urea 0,1M

Mol Urea =25mL x 0,1 mmol/mL

V. urea 2M =2,5mL

Jadi volume larutan urea 1M yang dibutuhkan untuk
pembuatan 25 mL larutan Urea 10" M sebanyak 2,5 mL.

Perhitungan pembuatan larutan NaOH 1M 250 mL

mol NaOH = 1 mol/L x 0,25 L
= 0,25 mol

massa NaOH = 0,25 mol x 40 g/mol
3 10g

Jadi NaOH yang ditimbang sebesar 10 gram.

Perhitungan pembuatan larutan H;PO4 1M 250 mL

mol H;PO, = 1 mol/L x 0,25 L
= 0,25 mol
massa H;PO, = 0,25 mol x 97,97 g/mol

24,493 g



24,493 ¢
volume H;POy4 =

1,71 g/mL
= 14,32mL
untuk H;PO, 85%, maka volume yang diambil adalah :
V H;PO, =14,32 mL x @
85
=16,85 mL

Jadi volume yang dipipet sebanyak 16,85 mL.

L.4.6. Perhitungan pembuatan buffer fosfat

Buffer fosfat terdiri dari campuran larutan asam fosfat (H;PO,)
IM dan natrium hidroksida (NaOH) IM. Asam fosfat memiliki
tetapan disosiasi asam: pKa, = 2,15; pKa, = 7,20; pKa; = 12,35.
Variasi pH 3-9 dengan komponen penyusun buffer sebagai berikut:

pH | Asam Basa Konjugat
3 H3PO4 NaH2P04
4 H3PO4 NaH2PO4
5 NaH2PO4 NazHPO4
6 NaH2P04 NazHPO4
7 NaH2P04 NazHPO4
8 NaH2P04 NazHPO4
9 NaH2P04 NazHPO4

Perhitungan komposisi campuran buffer dihitung berdasarkan
persamaan berikut: pH = pKa + log ([Basa Konjugat]/[ Asam])
Contoh perhitungan untuk pH 3 :

pH = pKa, + Log ([Basa Konjugat]/[Asam])

Log ([Basa Konjugat]/[Asam]) = pH — pKa,
=3-2,15=0,85

[Basa Konjugat]/[Asam] = 7,08 ~7

Reaksi yang terjadi:
H3PO4 + NaOH ——> NaH2P04 + H20
Mula-mula: 8 mol 7 mol
Reaksi: 7 mol 7 mol 7 mol
Sisa: 1 mol 0 mol 7 mol



Perbandingan jumlah H;PO, dan NaOH dicampurkan 8 : 7

Jika [H3PO4] = 1M; [NaOH] = 1M dan volume total campuran
30 mL, maka volume yang dicampurkan adalah H;PO, = 16 mL &
NaOH = 14 mL.

Dengan cara yang sama dapat diketahui komposisi volume
pencampuran H;PO, 1M dan NaOH 1M untuk memperoleh variasi
pH 4,5,6,7,8,9 yang dapat dilihat pada Tabel berikut:

pH Volume H;PO, Volume NaOH

(mL) (mL)
3 14,0 16,0
4 15,1 14,9
5 14,9 15,1
6 14,6 154
7 12,6 17.4
8 10,5 19,5
9 10,0 20,0




Lampiran 5. Data Potensial Sel

Tabel L.5.1 Data potensial sel untuk berbagai konsentrasi urea (107°-
1M), menggunakan biosensor
temperatur ruang (Esel blanko=218 mV)

urea pada pH=3,

[urea] | pUrea Esel (mV) AEsel
(M) 1 2 3 Rata-rata (mV)
1 0 151 151 150 151 67
107 1 166 166 165 166 52

2
10 2 171 170 171 171 47
3
10 3 175 174 174 174 44
7
10 4 175 174 174 174 44
10° 5 176 176 174 176 42
10° 6 183 185 184 184 34

Tabel L.5.2 Data potensial sel untuk berbagai konsentrasi urea
(10°-1M), menggunakan biosensor urea pada pH=4,
temperatur ruang (Esel blanko=158 mV)

[urea] | pUrea Esel (mV) AEsel
(M) 1 2 3 Rata-rata (mV)
1 0 96 99 98 97,67 60,33
10" 1 107 109 110 108,67 | 49,33
10 2 116 116 116 | 116,00 | 42,00
10° 3 118 117 119 118,00 | 40,00
10" 4 120 123 122 121,67 | 36,33
10° 5 122 122 122 | 122,00 | 36,00
10° 6 123 123 123 | 123,00 | 35,00




Tabel L.5.3 Data potensial sel untuk berbagai konsentrasi urea
(10°-1M), menggunakan biosensor urea pada pH=5,
temperatur ruang (Esel blanko=109 mV)

[urea] | pUrea Esel (mV) AEsel
(M) 1 2 3 Rata-rata (mV)
1 0 63 63 63 63 46

Z
10 1 74 73 72 73 36
107 2
90 91 89 90 19
107 3
93 93 93 93 16
7
10 4 95 96 96 96 13
107 5
96 96 96 96 13
10° 6
96 97 96 96 13

Tabel L.5.4 Data potensial sel untuk berbagai konsentrasi urea
(10°-1M), menggunakan biosensor urea pada pH=6,
temperatur ruang (Esel blanko=98 mV)

rea p rea sel (m se
u U Esel (mV AEsel
M) 1 2 3 Rata-rata (mV)
1 0 39 38 39 39 59
107! 1
55 55 55 55 43
107 2
64 63 62 63 35
107 3
73 73 72 73 25
Z
10 4 76 77 77 77 21
107 5
78 78 78 78 20
10°° 6
80 80 80 80 18




Tabel L.5.5 Data potensial sel untuk berbagai konsentrasi urea
(10°-1M), menggunakan biosensor urea pada pH=7,
temperatur ruang (Esel blanko=19 mV)

[urea] | pUrea Esel (mV) AEsel
(M) 1 2 3 Rata-rata (mV)
1 0 4 4 4 4 15
10" 1 8 R 8 8 11

5
10 2 9 9 9 9 10
10 3 9 9 9 9 10
7
10 4 10 10 9 10 9
10° 5 10 10 11 10
10° 6 10 10 11 10

Tabel L.5.6 Data potensial sel untuk berbagai konsentrasi urea
(10°-1M), menggunakan biosensor urea pada pH=8,
temperatur ruang (Esel blanko=-10 mV)

[urea] | pUrea Esel (mV) AEsel

(M) 1 2 3 Rata-rata (mV)

1 0 37 -39 -36 237,33 | 2733

10" 1 -34 -33 -33 -33,00 | 23,00
-2

10 2 35 -34 -33 -34,00 | 24,00
-3

10 3 33 -32 -33 -33,00 | 23,00

10 4 -32 32 32 | -32,00 | 22,00

10° 5 -32 -32 -32 -32,00 | 22,00
6

10 6 31 -32 32 -32,00 | 22,00




Tabel L.5.7 Data potensial sel untuk berbagai konsentrasi urea
(10°-1M), menggunakan biosensor urea pada pH=9,
temperatur ruang (Esel blanko=-72 mV)

[urea] | pUrea Esel (mV) AEsel
M) 1 2 3 Rata-rata (mV)
1 0 81 -82 81 81 9
10” 1 81 81 81 81 9
10 2 81 81 -80 81 9
10 3 -80 -80 -80 -80 8

7
10 4 -80 79 79 79 7
107 5
79 78 -80 79 7
10° 6
-80 78 78 78 6

Tabel L.5.8 Data potensial sel untuk berbagai konsentrasi urea
(10°-1M), menggunakan biosensor urea pada pH=3,
T=60°C (Esel blanko=103 mV)

[urea] | pUrea Esel (mV) AEsel
(M) 1 2 3 Rata-rata (mV)
1 0 35 36 37 36 67
107 1 49 49 48 49 54

7
10 2 60 59 58 59 44
3
10 3 67 67 67 67 36
10" 4 69 69 69 69 34
107 5 78 78 78 78 25
107 6 79 79 79 79 24




Tabel L.5.9 Data potensial sel untuk berbagai konsentrasi urea
(10°-1M), menggunakan biosensor urea pada pH=4,
T=60°C (Esel blanko=97 mV)

[urea] | pUrea Esel (mV) AEsel
(M) 1 2 3 Rata-rata (mV)
1 0 36 33 35 34,67 62,33
-1
10 1 49 48 47 48,00 49,00
-2
10 2 56 55 54 55,00 42,00
10° 3 75 75 75 75,00 | 22.00
4
10 4 73 74 75 74,00 23,00
10” 5 73 70 71 71,33 25,67
10° 6 70 71 72 71,00 | 26,00

Tabel L.5.10 Data potensial sel untuk berbagai konsentrasi urea
(10°-1M), menggunakan biosensor urea pada pH=5,
T=60°C (Esel blanko=129 mV)

[urea] | pUrea Esel (mV) AEsel
M) 1 2 3 Rata-rata (mV)
1 0 83 83 83 83,00 46,00
10" 1 93 92 92 92,00 | 37,00
2
10 2 107 106 106 106,00 | 23,00
3
10 3 127 127 127 127,00 2,00
10" 4 128 128 128 128,00 1,00
10° 5 130 133 132 131,67 | -2,67
-6
10 6 136 136 135 136,00 | -7,00




Tabel L.5.11 Data potensial sel untuk berbagai konsentrasi urea
(10°-1M), menggunakan biosensor urea pada pH=6,
T=60°C (Esel blanko=123 mV)

[urea] | pUrea Esel (mV) AEsel
(M) 1 2 3 Rata-rata (mV)
1 0 37 37 37 37 86

3
10 1 56 56 56 56 67
7))
10 2 70 70 70 70 53
10 3 84 84 84 84 39
7
10 4 102 102 102 102 21
10” 5 103 103 103 103 20
10° 6 104 103 103 103 20

Tabel L.5.12 Data potensial sel untuk berbagai konsentrasi urea
(10°-1M), menggunakan biosensor urea pada pH=7,
T=60°C (Esel blanko=43 mV)

[urea] | pUrea Esel (mV) AEsel

(M) 1 2 3 Rata-rata (mV)

1 0 9 9 9 -9,00 52,00

107 1 3 4 6 433 38,67
-2

10 2 23 22 24 23,00 20,00
-3

10 3 24 23 22 23,00 20,00

10" 4 30 36 33 33,00 10,00

10° 5 32 35 34 33,67 9,33
6

10 6 35 35 35 35,00 8,00




Tabel L.5.13 Data potensial sel untuk berbagai konsentrasi urea
(10°-1M), menggunakan biosensor urea pada pH=8,
T=60°C (Esel blanko=26 mV)

[urea] | pUrea Esel (mV) AEsel
(M) 1 2 3 Rata-rata (mV)
1 0 -101 99 -100 | -100,00 | 126,00
-1
10 1 70 -69 -69 -69,00 | 95,00
-2
10 2 -44 -44 -44 -44,00 | 70,00
107 3 -16 -16 -17 -16,00 | 42,00
10 4
-6 -15 -16 -12,33 | 38,33
10” 5
5 5 5,00 21,00
10 6 9 7 8,00 18,00

Tabel L.5.14 Data potensial sel untuk berbagai konsentrasi urea
(10°-1M), menggunakan biosensor urea pada pH=9,
T=60°C (Esel blanko= -36 mV)

[urea] | pUrea Esel (mV) AEsel
(M) 1 2 3 Rata-rata (mV)
1 0 -121 -119 -120 | -120,00 | 84,00
107! 1 -100 99 -104 | -101,00 | 65,00
-2
10 2 -87 -87 -87 -87,00 | 51,00
-3
10 3 -66 -66 -66 -66,00 | 30,00
10" + .66 65 63 | -64,67 | 28,67
10” 5 -60 -59 -62 -60,33 | 2433
6
10 6 -50 -45 -48 47,67 | 11,67




Lampiran 6. Grafik Hubungan —Log [urea] Terhadap AEsel
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Gambar L.6.1. Grafik hubungan antara pUrea dengan AEsel pada
pH = 3; temperatur ruang
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Gambar L.6.2. Grafik hubungan antara pUrea dengan AEsel pada
pH = 4; temperatur ruang

50

45 4
40 1

35
°©
Iﬁ) 4
<
25
20

154

10

0 1 2 3pUreas 5 6 7

Gambar L.6.3. Grafik hubungan antara pUrea dengan AEsel pada
pH = 5; temperatur ruang
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Gambar L.6.4. Grafik hubungan antara pUrea dengan AEsel pada
pH = 6; temperatur ruang
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Gambar L.6.5. Grafik hubungan antara pUrea dengan AEsel pada
pH = 7; temperatur ruang
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Gambar L.6.6. Grafik hubungan antara pUrea dengan AEsel pada
pH = 8; temperatur ruang
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Gambar L.6.7. Grafik hubungan antara pUrea dengan AEsel pada
pH = 9; temperatur ruang
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Gambar L.6.8. Grafik hubungan antara pUrea dengan AEsel pada
pH = 3; temperatur 60°C
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Gambar L.6.9. Grafik hubungan antara pUrea dengan AEsel pada
pH = 4; temperatur 60°C
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Gambar L.6.10. Grafik hubungan antara pUrea dengan AEsel pada
pH = 5; temperatur 60°C
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Gambar L.6.11. Grafik hubungan antara pUrea dengan AEsel pada
pH = 6; temperatur 60°C
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Gambar L.6.12. Grafik hubungan antara pUrea dengan AEsel pada
pH = 7; temperatur 60°C
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Gambar L.6.13. Grafik hubungan antara pUrea dengan AEsel pada
pH = 8; temperatur 60°C
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Gambar L.6.14. Grafik hubungan antara pUrea dengan AEsel pada
pH = 9; temperatur 60°C

Lampiran 7. Grafik Penentuan Kisaran Konsentrasi
Pengukuran Biosensor Urea
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Gambar L.7.1. Grafik penentuan kisaran konsentrasi pada pH = 3;
temperatur ruang
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Gambar L.7.2. Grafik penentuan kisaran konsentrasi pada pH = 4;

temperatur ruang
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Gambar L.7.3. Grafik penentuan kisaran konsentrasi pada pH = 5
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Gambar L.7.4. Grafik penentuan kisaran konsentrasi pada pH = 6

temperatur ruang
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Gambar L.7.5. Grafik penentuan kisaran konsentrasi pada pH = 7;
temperatur ruang

28

27 A

26 -

25 A

AEsel

24 A

23

22

21

0 1 2 3 4 5 6 7|

KisararY konsentrasi pUrea

Gambar L.7.6. Grafik penentuan kisaran konsentrasi pada pH = 8;
temperatur ruang
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Gambar L.7.7. Grafik penentuan kisaran konsentrasi pada pH = 9;
temperatur ruang
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Gambar L.7.8. Grafik penentuan kisaran konsentrasi pada pH = 3;
temperatur 60°C
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Gambar L.7.9. Grafik penentuan kisaran konsentrasi pada pH = 4;
temperatur 60°C
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Gambar L.7.10. Grafik penentuan kisaran konsentrasi pada pH = 5;
temperatur 60°C
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Gambar L.7.11. Grafik penentuan kisaran konsentrasi pada pH = 6;
temperatur 60°C

R? = 0,9908

0 1 2 3 4 5 6 7

Kisaran Xonsentrasi pUrea

Gambar L.7.12. Grafik penentuan kisaran konsentrasi pada pH = 7;
temperatur 60°C
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Gambar L.7.13. Grafik penentuan kisaran konsentrasi pada pH = 8;
temperatur 60°C
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Gambar L.7.14. Grafik penentuan kisaran konsentrasi pada pH = 9;
temperatur 60°C

Lampiran 8. Grafik Penentuan Batas Deteksi Biosensor Urea
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Gambar L.8.1. Grafik penentuan batas deteksi pada pH = 3;
temperatur ruang
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Gambar L.8.2. Grafik penentuan batas deteksi pada pH = 4;
temperatur ruang
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Gambar L.8.3. Grafik penentuan batas deteksi pada pH = 5;
temperatur ruang
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Gambar L.8.4. Grafik penentuan batas deteksi pada pH = 6;
temperatur ruang
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Gambar L.8.5. Grafik penentuan batas deteksi pada pH = 7;
temperatur ruang
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Gambar L.8.6. Grafik penentuan batas deteksi pada pH = §;

temperatur ruang
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Gambar L.8.7. Grafik penentuan batas deteksi pada pH = 9;

temperatur ruang
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Gambar L.8.8. Grafik penentuan batas deteksi pada pH

temperatur 60°C
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Gambar L.8.9. Grafik penentuan batas deteksi pada pH

temperatur 60°C
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Gambar L.8.10. Grafik penentuan batas deteksi pada pH

temperatur 60°C
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Gambar L.8.11. Grafik penentuan batas deteksi pada pH

temperatur 60°C
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Gambar L.8.12. Grafik penentuan batas deteksi pada pH = 7;

temperatur 60°C
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Gambar L.8.13. Grafik penentuan batas deteksi pada pH
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Lampiran 9. Grafik Penentuan Bilangan Nernst Biosensor Urea
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Gambar L.9.1. Grafik penentuan bilangan Nernst pada pH = 3;

temperatur ruang
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Gambar L.9.2. Grafik penentuan bilangan Nernst pada pH

temperatur ruang
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Gambar L.9.3. Grafik penentuan bilangan Nernst pada pH

temperatur ruang
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Gambar L.9.4. Grafik penentuan bilangan Nernst pada pH

temperatur ruang
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Gambar L.9.5. Grafik penentuan bilangan Nernst pada pH

temperatur ruang
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Gambar L.9.6. Grafik penentuan bilangan Nernst pada pH

temperatur ruang
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Gambar L.9.7. Grafik penentuan bilangan Nernst pada pH =
temperatur ruang
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Gambar L.9.8. Grafik penentuan bilangan Nernst pada pH = 3;
temperatur 60°C
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Gambar L.9.9. Grafik penentuan bilangan Nernst pada pH = 4;
temperatur 60°C
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Gambar L.9.10. Grafik penentuan bilangan Nernst pada pH = 5;
temperatur 60°C
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Gambar L.9.11. Grafik penentuan bilangan Nernst pada pH = 6;
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Gambar L.9.12. Grafik penentuan bilangan Nernst pada pH = 7;
temperatur 60°C



115 4

% | s y=-27,7x+124,8
_ 2 _
S 75| R’ =0,9984
w
<

55

35

15 T T T T T T

0 05 1 15 2 25 3 3,5

pUrea

Gambar L.9.13. Grafik penentuan bilangan Nernst pada pH = 8;
temperatur 60°C
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Gambar L.9.14. Grafik penentuan bilangan Nernst pada pH = 9;
temperatur 60°C



Lampiran 10. Data Potensial Sel Penentuan Waktu Respon
Pada pH=8; T=60°C

Tabel L.10. Data Potensial Sel Penentuan Waktu Respon Pada

pH=8; T=60°C

Waktu Potensial Sel (mV)

(detik) M 10°™M | 10°M | 10°M
0 55 34 20 9
5 63 38 24 3
10 ~64 46 24 3
15 82 47 24 2
20 85 355 28 2
25 -96 355 35 8
30 -96 266 41 8
35 296 ~66 44 8
40 -96 66 44 3
45 297 ~66 44 8
50 97 ~66 44 8
55 97 -66 44 8
60 97 67 44 8
65 97 67 47 3
70 97 267 47 8
75 97 67 47 8
80 97 67 47 9
85 97 67 47 9
90 97 267 47 9
95 298 67 47 9
100 298 67 47 9
105 98 67 47 9
110 298 267 47 11
115 98 268 47 11




Lanjutan Tabel L.10. Data Potensial Sel Penentuan Waktu Respon
Pada pH=8; T=60°C

Waktu Potensial Sel (mV)

(detik) M 10°M | 10°M | 10°M
120 -98 -68 -47 -11
125 -98 -68 -47 -11
130 -98 -68 -47 -11
135 -98 -68 -48 -11
140 -98 -68 -48 -11
145 -98 -68 -48 -11
150 -98 -68 -48 -11
155 -98 -68 -48 -11
160 -98 -69 -48 -12
165 -99 -69 -48 -12
170 -99 -69 -48 -12
175 -99 -69 -48 -12
180 -100 -69 -48 -12




Lampiran 11. Data Potensial Sel Penentuan Efisiensi Biosensor
Urea Pada pH=8; T=60°C

Tabel L.11. Data Potensial Sel Penentuan Efisiensi Biosensor Urea
Pada pH=8; T=60°C

Banyaknya Potensial Sel (mV)
Pengukuran [ 1M | 10'M | 10°M | 10°M
1 -101 -70 -45 -17
2 -101 -70 -45 -17
3 -101 -70 -45 -17
4 -101 -70 -45 -17
5 -101 -70 -45 -17
6 -101 -70 -45 -17
7 -101 -70 -45 -17
8 -101 -70 -45 -17
9 -101 -70 -45 -17
10 -101 -70 -45 -17
11 -101 -70 -45 -17
12 -101 -70 -45 -17
13 -101 -70 -45 -17
14 -101 -70 -44 -17
15 -101 -70 -44 -17
16 -101 -70 -44 -17
17 -101 -70 -44 -17
18 -101 -70 -44 -17
19 -101 -70 -44 -17
20 -100 -70 -44 -17
21 -100 -70 -44 -17
22 -100 -70 -44 -16
23 -100 -70 -44 -16
24 -100 -70 -44 -16
25 -100 -70 -44 -16




Lanjutan Tabel L.11. Data Potensial Sel Penentuan Efisiensi
Biosensor Urea Pada pH=8; T=60°C

Banyaknya Potensial Sel (mV)
Pengukuran | 1M | 10'™M | 10°M | 10°M
26 -100 -70 -44 -16
27 -100 -70 -44 -16
28 -100 -70 -44 -16
29 -100 -70 -44 -16
30 -100 -69 -44 -16
31 -100 -69 -44 -16
32 -100 -69 -44 -16
33 -100 -69 -44 -16
34 -100 -69 -44 -16
35 -100 -69 -44 -16
36 -100 -69 -44 -16
37 -100 -69 -44 -16
38 -100 -69 -44 -16
39 -100 -69 -44 -16
40 -100 -69 -44 -16
41 -100 -69 -44 -16
42 -100 -69 -44 -16
43 -100 -69 -44 -16
44 -100 -69 -44 -16
45 -99 -69 -44 -16
46 -99 -69 -44 -16
47 -99 -69 -43 -16
48 -99 -69 -43 -16
49 -99 -69 -43 -16
50 -99 -69 -43 -16




Lampiran 12. Grafik Penentuan Waktu Respon Biosensor Urea
Pada pH=8; T=60°C
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Gambar L.12.  Grafik Penentuan Waktu Respon Biosensor Urea
Pada pH=8; T=60°C

Lampiran 13. Grafik Penentuan Efisiensi Biosensor Urea Pada
pH=8; T=60°C
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Gambar L.13. Grafik Penentuan Efisiensi Biosensor Urea Pada
pH=8; T=60°C
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