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PENGARUH pH LARUTAN ASAM URAT TERHADAP
KINERJA BIOSENSOR POTENSIOMETRI ASAM URAT
DENGAN MENGGUNAKAN MEMBRAN NATA DE COCO

SEBAGAI MEDIA AMOBILISASI ENZIM

ABSTRAK

Biosensor asam urat dapat dibuat dengan melapisiub@an
elektroda gelas dengan urikase amobil dalam memiatarde coco.
Nata de coco adalah hasil proses fermentasi aphlaihnenggunakan
Acetobacter xylinum dengan kandungan utama adalah selulosa.
Membrannata de coco dipilih karena memiliki banyak pori sehingga
memudahkan transfer analit menuju transduser. lankiosensor
potensiometri asam urat dipengaruhi oleh pH, karekfvitas
urikase bergantung pada pH. Oleh karena itu, pashelpian ini
dipelajari pengaruh pH larutan terhadap kinerja sénsor
potensiometri asam urat. Kinerja biosensor potemsiri asam urat
yang telah dibuat dipelajari pada kisaran pH 7jg¢ga 9,5 dan
konsentrasi asam wurat O hingga 35 ppm. Hasil peneli
menunjukkan kinerja biosensor potensiometri asaah dipengaruhi
oleh pH larutan Kinerja biosensor terbaik dihasilkan pada pH 9,0.
Pada kondisi tersebut biosensor potensiometri asarat
menunjukkan kepekaan sebesar 31,52 mV/dekade pesdaark
konsentrasi pengukuran 21 - 30 ppm, batas det&gigpm, waktu
respon 390 detik, dan lama pemakaian biosensor asatmdapat
digunakan untuk satu kali pengukuran.



THE INFLUENCE OF pH ON URIC ACID
POTENTIOMETRIC BIOSENSOR USING NATA DE COCO
MEMBRANE FOR IMMOBILIZED ENZIM

ABSTRACT

Uric acid biosensor could be made by coating thassyl
electrode with immobilized uricase nata de coco membraneNata
de coco is the fermentation product of coconut water using
Acetobacter xylinum with the main content is celké. Nata de
coco membrane was chosen because it has many pordadhitate
the transfer of analyte to tranducer. The perfogeaof uric acid
potentiometric biosensor was affected by pH, bezauscase
activity was depent on pH. Therefore, this researat studied about
the effect of pH solution to the performance of curacid
potentiometric biosensoThe performance of uric acid biosensor
was studied at pH range 7,0 to 9,5 and within B pm of uric acid
concentration. The research result showed thapén®rmance of
uric acid potentiometric biosensor was affected gy of the
solution. The best performance of biosensor waadat pH 9,0. In
that condition, uric acid potentiometric biosensbowed sensitivity
31,52 mV/decade at 21 - 30 ppm of uric acid come#ioh range,
19,7 ppm of detection limit, respond time 390 s@spand life time
of uric acid biosensor can be uded once time measurements.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Asam urat (6HsN4O3) merupakan produk akhir dari proses
metabolisme basa purin dalam tubuh manusia (Schaemker,
2008). Kadar asam urat normal pada pria berkistarar8,5 — 7
mg/dL dan pada perempuan berkisar antara 2,6 — &Lmg
Pengendalian asam urat didalam tubuh sangat pekdrena jika
melebihi batas normal dapat menyebabkan penyagirsesncok,
Lesh-Nyhan, gagal ginjal, hyperuricaemia dan gaaggfisiologis
(Schrenkhammer, 2008). Oleh karena itu perlu dilzlat analitik
seperti biosensor asam urat untuk mendeteksi kesdan urat.

Menurut IUPAC, biosensor adalah suatu alat ukurgyan
mampu memberikan informasi analitik baik secara nkitetif
maupun semi kuantitatif. Pada dasarnya biosensdiritelari tiga
komponen yaitu komponen biologi (bioreseptor), kongm
tranduser dan elemen detektor. Bioreseptor merupakalekul
yang dapat bereaksi dengan analit secara selettighasilkan suatu
molekul yang dapat dikenali oleh tranduser. Bigpemeyang sering
digunakan dalam komponen biosensor adalah enzimbadeeri,
jaringan organisme tingkat tinggi dan antigen-adib Tranduser
adalah bagian dari biosensor yang dapat mengulzb parubahan
elektrokimia menjadi suatu sinyal listrik terukuHitf, 2005).
Berdasarkan penggunaan tranduser, biosensor dapetialan
dalam beberapa jenis yaitu biosensor optic, biasetermal dan
biosensor elektrokimia. Biosensor elektrokimia ir¢r@tas biosensor
amperometri, potensiometri, dan konduktometri (\eneen, 2008).
(Vermereen, 2008). Tranduser potensiometri didasearkpada
pengukuran beda potensial yang disebabkan karerenyad
perubahan jumlah hasil reaksi enzimatis. Adanyail hasaksi
enzimatis ini dapat mempengaruhi potensialnya ({ne3004).

Biosensor asam urat dirancang atas dasar reakdaskasam
urat yang dikatalisis oleh urikase menghasilkamtaia, HO, dan
CQ.. Prinsip kerja biosensor potensiometri asam umétiyasam urat
akan dioksidasi oleh urikase yang telah diamolsiisdalam
membran menghasilkan GOJumlah gas COyang dihasilkan
bereaksi dengan air membentukQ@;, dan terurai menjadi HGO
dan HO'. Keberadaan ion 4@ ini yang akan menyebabkan
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perubahan pH larutan. Beberapa penelitian bioseason urat yang
telah dikembangkan yaitu secara amperometri merag@murikase
yang diamobilkan dalam lapisan polianilin-polipirgpany-ppy)
dimana deteksinya berdasarkan pengukuran arus gdrasilkan
oleh oksidasi gas #@, pada potensial 0,4 V pada pH 9,0 (Arslan,
2008). Penelitian yang dilakukan Liao (2006), yaltiosensor
potensiometri asam urat dimana urikase diamobilkdatam 3-
glisidiloksipropiltrimetoksilan (GPTS). Penentuasam urat dapat
dicapai dari reduksi ¥D, pada pH 7,5. Metode ini mempunyai
kisaran konsentrasi antara 2 mg/dL — 7 mg/dL ddasbdeteksi 3,4
mg/dL. Telah dikembangkan pula biosensor asamnoeaggunakan
membran kitosan sebagai media amobilisasi enzinkasei
Biosensor tersebut memiliki kinerja yang cukup bpéda pH 9,0
(Setyawati, dkk., 2008; Krisha, dkk., 2008).

Pada biosensor asam urat ini digunakan enzim @idasana
urikase bebas hasil isola@andida utilis memiliki aktivitas optimum
pada pH 8,5(Jiangou, 1994)Pada keadaan teramobilisasi pada
membran kitosan, urikase memiliki aktivitas optimpada pH 9,0
(Setyawati, dkk., 2008; Krisna, dkk., 2008), padanthran ZnO
nanorods memiliki aktivitas pada pH 6,9 (Zhang,aét 2004),
sedangkan pada penelitian Liao (2006) aktivitaskase yang
diamobilisasi dalam membran GPTS memiliki aktizitaaksimum
pada pH 7,5. Dari beberapa data hasil penelitiasebet, dapat
diketahui bahwa aktivitas maksimum urikase dalaradian tertentu
seperti kitosan maupun GPTS akan memilki pH optimysng
berbeda, sehingga dapat berpengaruh terhadapeskiegensor.

Salah satu media amobilsasi urikase yang dapamndi@tkan
pada biosensor asam urat adatata de coco karenanata de coco
memiliki kemurnian tinggi, derajat kristalinitasngigi, memiliki
kerapatan 300 — 900 kg/rdan memiliki kekuatan tarik yang tinggi.
Selain itunata de coco memiliki banyak pori sehingga memudahkan
transfer analit menuju transduser, serta mudahatibengan biaya
yang ekonomis (Piluharto, 2003). Pada penelitidin digunakan
nata de coco sebagai media amobilisasi urikase yang mana pH
optimum urikase tersebut belum diketahui, sehinugdu dipelajari
pengaruh pH larutan asam urat terhadap aktivitéisase yang
diamobilkan dalam membramata de coco untuk memperoleh
kinerja biosensor potensiometri asam urat yangrapti.



1.2.

1.4.

Perumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah :

i,

Bagaimana pengaruh pH larutan asan urat terHdadaga
biosensor potensiometri asam urat dengan mengguanaka
membrannata de coco sebagai media amobilisasi enzim
urikase ?

Bagaimana karakter biosensor potensiometri agaah
dengan menggunakan membraata de coco yang
meliputi harga bilangan Nernst, kisaran konsentizesias
deteksi, dan waktu respon ?

Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah :

1.

Parameter kinerja biosensor potensiometri asaat u
dengan menggunakan membraaia de coco didasarkan
pada : bilangan Nernst, kisaran konsentrasi, lgeksi,
dan waktu respon

Urikase yang digunakan adalah hasil isolasi @aridida
utilis

Tujuan Penelitian :

Tujuan dari peneltian ini adalah :

1.

Mempelajari pengaruh pH larutan asam urat tEpa
kinerja biosensor potensiometri asam urat dengan
menggunakan membranata de coco sebagai media
amobilisasai urikase.

Mengetahui karakter biosensor potensiometri asaat
dengan menggunakan membraata de coco yang
meliputi harga bilangan Nernst, kisaran konsentizesias
deteksi, dan waktu respon ?

1.5. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk mengetadarigaruh
pH optimum larutan asam urat pada penggunaan memhbta de
coco sebagai media amobilisasi enzim urikase terhadapkter
biosensor potensiometri asam urat yang meliputgdnasilangan
Nernst, kisaran konsentrasi, batas deteksi, datuvakpon.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Biosensor

Biosensor adalah peralatan analitik yang menggumaka
molekul biologi (bioreseptor) seperti enzim, antippjaringan sel,
dan mikroba untuk mendeteksi suatu zat kimia téuteshengan
menggunkan tranduser elektrokimia. Biosensor tersuatas 3
bagian, yaitu bioreseptor, komponen tranduser,alamen detektor
(Chaplin, 2004 ; Hitt, 2005). Biosensor elektrolkamyaitu suatu
reaksi kimia yang melibatkan atau menghasilkastusion atau
elektron yang akan mengubah sifat elektrik damutkm. Biosensor
jenis ini dapat diklasifikasikan menjadi tiga, yaitbiosensor
amperometri, konduktometri dan potensiometri. Kaetigenis
biosensor ini memiliki karakter yang berbeda dgelaskan sebagai
berikut (Chauvan, dkk., 2004 dan Mohanty, 2001) :

a. Jenis amperometri didasarkan pada perubahan amg ya
dihasilkan dari reaksi enzimatis yang dioksidasauat
direduksi pada permukaan elektroda kerja (katodeu at
anoda) sehingga terjadi peningkatan arus (ChaMio4).

b. Jenis  konduktometri ~mendeteksi suatu perubahan
konduktivitas diantara dua elektroda (katoda daodap
yang dihasilkan dari reaksi enzimatis (Hitt, 2005).

c. Jenis potensiometri didasarkan pada pengukuran beda
potensial yang disebabkan oleh adanya perubahalahjum
hasil reaksi enzimatis (Chaplin, 2004).

2.1.1. Tranduser

Tranduser merupakan bagian dari biosensor yahejeie
diantara elemen biologis dan elemen detektor yamptdmembaca
suatu perubahan fisika maupun kimia dan mengubalnmgajadi
sinyal elektrik yang terukur. Ada beberapa jemenduser yang
sering digunakan yaitu amperometri, konduktometoitensiometri,
optic dan termal (Hitt, 2005). Biosensor jenis psiemetri
mengukur suatu perubahan potensial oksidasi atalksedari reaksi
elektrokimia. Prinsipnya adalah saat elektroda yaedhubung
dengan bioreseptor kontak dengan analit, akandiegarubahan
potensial. Perubahan potensial ini terjadi karedanga reaksi
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enzimatis yang menyebabkan perubahan aktivitas aomlit.
Parameter yang terukur adalah potensial sel larbendasarkan
persamaan Nernst (Mohanty, 2001). Elektroda sélektidigunakan
sebagai tranduser pada biosensor potensiomets. j&igs elektroda
selektif ion yang digunakan adalah (Chaplin, 2004)

1) Elektrode gelas untuk kation (misalnya elektrode),pH
dimana pendeteksi analit adalah membran gelas.

2) Elektroda gelas pH terlapiskan dengan membran gas
permeable yang selektif terhadap £8H; atau HS. Difusi
gas melewati membran ini menyebabkan perubahasapH
larutan diantara membran dan elektroda.

3) Elektroda zat-padat dimana membran gelas digamijate
membran tipis khusus sebagai konduktor ion yaniguter
dari campuran perak sulfida dan perak halida.

Susunan dari biosensor potensiometri diperlihatheda

Gambar 2.1 (Chaplin, 2004).
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Gambar 2.1.Biosensor Potensiometri

Keterangan Gambar 2.1 :
Bagian dari biosensor potensiometri adalah:

1.
2.

3.

Bioreseptor, yang diamobilisasi pada suatu membran.

Membran gelas, yaitu membran yang merespon peraobaha
konsentrasi kD" dalam larutan.

Larutan internal, biasanya adalah larutan 0,1 M &@u larutan
KCI.

Elektroda internal, biasanya elektroda AgCl ataektebda
kalomel



5. Badan elektroda, terbuat dari gelas nonkonduktéu atari
plastik.

6. Elektroda pembanding, mengandung elektroda AgClu ata
elektroda kalomel.

2.1.2. Bioreseptor

Bioreseptor adalah molekul biologi yang dapat besiea
dengan analit secara selektif (Hitt, 2005). Molekiblogi yang
dapat digunakan sebagai bioreseptor dapat digodonghkenjadi 4
golongan utama, yaitu sel bakteri, jaringan tinglaggi, antibodi
dan enzim. Enzim merupakan bioreseptor yang palings
penggunaannya. Dibandingkan bioreseptor yang lanzim
mempunyai kelebihan karena sifat selektifitas damsiivitas yang
dimilikinya. Selain itu, enzim merupakan molekubt@in besar yang
berperan sebagai katalis dalam raksi kimia (Moha2®1; Wang,
2006).

Kondisi optimal reaksi enzimatis berhubungan dengan
beberapa faktor yang diantaranya adalah sebagkub@rogers and
Gibon, 2009) :

1. Suhu

Aktivitas enzim dapat meningkat seiring dengan Kema

suhu. Hal ini dipengaruhi oleh kenaikan energi #knenzim

yang berbanding lurus dengan kenaikan suhu sehidggat

mempercepat gerak enzim dan substrat untuk berdzhkaim

tidak dapat bekerja optimal apabila suhu lingkungenhalu

rendah atau terlalu tinggi yang dapat menyebab&gadinya

denaturasi enzim sehingga menurunkan kecepatasireak
2. pH (Tingkat Keasaman)

Setiap enzim bekerja pada pH optimal yang berbed

Perubahan pH yang tidak sesuai akan mengubah koasor

enzim sehingga enzim tidak bekerja secara aktih &ktivitas

enzim diukur pada pH yang berlainan, maka sebalgesar

enzim akan menunjukan aktivitas optimum antara p®i -5

9,0. Hal ini disebabkan pada pH rendah atau temgim akan

mengalami denaturasi dan enzim maupun substratt dapa

mengalami perubahan muatan listrik dengan akibatbadan
aktivitas enzim.



Misalnya suatu reaksi enzim dapat berjalan bilaneradi
bermuatan negatif (E dan substratnya bermuatan positif
(SH) :

EFSH —> ESH

Pada pH rendah Bkan bereaksi dengan+ Fhenjadi enzim
yang tidak bermuatan.

BH — EH
Demikian pula pada pH tinggi, §I-yang dapat bereaksi
dengan E maka pada pH yang ekstrem rendah atau tinggi,

konsentrasi efektif ST—Idan E akan berkurang, karena itu
kecepatan reaksinya juga berkurang.

3. Aktivator dan Inhibitor
Aktivator adalah zat yang dapat mengaktifkan dan
menggiatkan kerja enzim. Inhibitor adalah zat yatapat
menghambat kerja enzim. Inhibitor dapat membentuk
kompleks dengan enzim baik pada sisi aktif enzinupna
bagian lain dari sisi aktif enzim. Terbentuknya lbeks
enzim inhibitor akan menurunkan aktivitas enzimh&eiap
substratnya.

4. Pengaruh Konsentrasi Enzim
Kecepatan rekasi enzim (v) berbanding Iurus dengan
konsentrasi enzim (E). Makin besar jumlah enzim analakin
cepat reaksinya. Dalam reaksinya E akan mengad&ksam
dengan substrat S dan membentuk kompleks enzintratybs
ES. ES ini akan dipecah menjadi hasil reaksi P elarim
bebas E. Makin banyak E terbentuk, makin cepatsieiak
berlangsung. Hal ini terjadi sampai batas tertentu.

5. Pengaruh Konsentrasi Substrat
Kecepatan reaksi yang dikatalisis oleh enzim sangat
dipengaruhi oleh konsentrasi substrat. Pada korsent
substrat yang sangat rendah, kecepatan reaksidaglisis
enzim juga sangat rendah. Sebaliknya, kecepatsirakan
meningkat dengan meningkatnya konsentrasi substrapai
tercapai titik tertentu, yaitu titik batas kecepataeaksi
maksimum.
Reaksi enzimatis ditunjukkan pada persamaan (2A3jim

ditandai dengan E, substrat S, produk P, dan kdmp&nzim-

7



substrat ES. Persamaan reaksi enzimatis dapatski#nol sebagai
berikut ( Wang, 2006) :

ky k
E+S E—_> ES—k—‘4_> E+P (2.1)
L 2

Enzim E pertama kali bereaksi dengan substratt&unembentuk
suatu kompleks enzim substrat ES, yang pada landiedua
menghasilkan enzim dan produk P. Kedua reaksi d&ng
reversible, dan empat kecepatan elementer kongahud Kk, ko, ki,
dan k.

Bioaktif yang digunakan dalam suatu biosensor yasgipa
enzim diamobilisasi pada suatu permukaan trandus®eobilisasi
enzim merupakan proses pengikatan suatu enzim |la&u su
matriks/media amobilisasi secara kimia atau figikggins, 2002).
Matriks pendukung merupakan suatu polimer yangrdigan untuk
mengikat enzim. Matriks tersebut bisa berupa membeatentu
untuk menjaga aktivitas katalis enzim. Dengan ahsalsi, enzim
dapat dipergunakan berulang kali karena stabpisas) terjaga lebih
baik sehingga menghemat waktu dan biaya (Suhartd889).
Urikase bebas memiliki stabilitas antara pH 7 handd dan pH
optimum 8,5 (Jiangou, 1994).

Media amobilisasi enzim dapat menyebaban perubphda
enzim ammobil yaitu pada aktivitas dan stabilitawim yang
diamobilkan, aktivitas enzim akan maksimum bila ienberada
pada kondisi optimum. Aktivitas maksimum urikaséadakeadaan
bebas dan teramobilkan dalam media tertentu akamilki pH
optimum yang berbeda. Hal ini dikarenakan ketikanberaksi, baik
enzim maupun matriks pendukung akan mengalami péam
dimana pemasukan antara suatu sisi aktif padaratiimsénekankan
adaptasi sisi aktif untuk mencocokkan gugus fumgsla substrat.
Pengaruh pH yang mungkin terjadi yakni mengubald&aa ionisasi
dari gugus-gugus yang terlibat dalam katalisis,ugbgugus yang
terlibat dalam pengikatan substrat, gugus-gugug yaribat dalam
pengikatan sisi selain sisi aktif dan gugus-gugaslap substrat.
Keadaan bermuatan yang telah berubah ini akan megapghi
afinitas enzim terhadap substratnya serta mempehigaaju
reaksinya (Ngili, 2009).

Efek pH pada enzim berkaitan dengan keadaan ionisais
sistem yang dikatalisis ini, termasuk substrat, elazim itu sendiri.
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Perubahan pH dapat mempengaruhi keadaan ionigasisdan-asam
amino pada sisi aktif enzim sehingga akan mempehgar
interaksinya dengan molekul substrat. Kadar pH yniglu tinggi
atau terlalu rendah akan menyebabkan ketidakstabpada
konformasi enzim sehingga menyebabkan struktur paden rusak.
Enzim mempunyai pH optimum yang akan menyebabkaivitals
maksimal. Keadaan optimum ini dihubungkan dengaat gagus
pemberi proton atau penerima proton yang aktif psida enzim
berada pada kondisi ionisasi yang tepat (Lehnir§¥4).

Adapun jenis dari media amobilisasi yang dapat ragian
yaitu biopolymer hidrofilik yang didasarkan paddigekarida alami
seperti agar, dextran dan selulosa, polimer orgamtesis seperti
poliakrilamida, polistirena, dan nilon serta maikanorganik seperti
gelas berpori (Sig) Syarat penting dari media yang dapat digunakan
sebagai media amobilisasi yaitu :

1. Tidak larut dalam air

2. Bersifat inert

3. Memiliki kapasitas ikat enzim yang tinggi dan stabi

4. Berupa padatan stabil dalam penyimpanan dan jangkau
yang lama

Menurut Chibata (1978), teknik amobilisasi enzimdaga
prinsipnya dikelompokkan menjadi tiga kelompok wyainetode
ikatan dengan matriks, metode ikatan silang dadespenjebakan.

1. Metode ikatan dengan matriks (adsorpsi)
Metode ini merupakan metode amobilisasi pertamagyan
ditemukan. Metode ini didasarkan pada pengikatazimen
langsung pada matriks yang tidak larut dalam ain dapat
dibedakan lagi atas tiga macam berdasarkan cara
pengikatanny,yaitu adsorpsi fisik, ikatan ionik, ndakatan
kovalen. Matriks yang dapat digunakan untuk amsdsii dengan
sistem ikatan diantaranya polisakarida tidak lamut(selulosa,
dekstran, dan turunan agarosa), protein (gelatm aaumin),
polimer sintetik (resin ion exchange dan gel pollakiida),
bahan organik (gelas berpori, silica, ion metal tarah alkali).
Pemilihan teknik ini tergantung pada enzim itu $enBeberapa
aspek yang perlu diperhatikan adalah ukuran pértikexs
permukaan, rasio molar termasuik hidrolfilik atadrafobik dan
komposisi kimia.



Metode baru ini mempunyai beberapa keuntungan,u yait
enzim dapat dipakai secara berulang, memudahkatrokaeaksi,
kualitas produk terjaga, proses dapat berlangsuregara
berkesinambungan, tanpa kontaiminasi enzim (prpteli@in,
memudahkan pemisahan enzim dari produk, enzim adeanpunyai
fungsi katalitik pada kisaran pH yang lebih tinggn kurang sensitif
terhadap panas (Muchtadi dkk, 1992). Menurut Palfi€91)
metode amobilisasi enzim ikatan Carier (Carier Bigyl yaitu
metode yang akan mengikat enzim pada matriks yeta tarut
dalam air.

Jenis adsorpsi dapat dibedakan menjadi dua macaim ya
(Khaeruddiret al., 2007):

a. Physical adsorption (Adsorpsi fisik)

Adsorpsi fisik adalah adsorpsi yang terjadi akipaya interaksi
tarik-menarik antara molekul adsorben dengan moéla#sorbat.
Adsorpsi ini melibatkan gaya-gaya Van der Waalsisléni
digunakan untuk proses adsorpsi yang membutuhkasepr
regenerasi, karena zat yang teradsorpsi tidak matalam
adsorben tapi hanya sampai permukaan saja. Enzig teaikat
secara adsorpsi fisik ditunjukkan pada Gambar 2.8

Gambar 2.2.Enzim yang terikat secara adsorpsi fisik

b. Chemical adsorption (Adsorpsi kimia)
Adsorpsi kimia adalah adsorpsi yang terjadi akibraksi kimia
antara molekul adsorben dengan molekul adsorbaiseBrini
pada umumnya menurunkan kapasitas adsorben, kayaye
adhesinya yang kuat, sehingga proses ini tidakrséed. Enzim
yang terikat secara adsorpsi kimia ditunjukkan gadebar 2.9.
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Gambar 2.3.Enzim yang terikat secara adsorpsi kimia

2. Metode ikatan silang
Metode ikatan silang didasarkan atas pembentulatankkimia,
seperti pada metode ikatan kovalen, tetapi tidakggenakan
matriks yang tidak larut. Amobilisasi enzim terjadielalui
komponen bi-atau multifungsional. Sebagai kompopengikat
dapat digunakan gluraldehida, turunan bis-diazabemz dan
lain-lain. Enzim yang diamobilisasi dengan metode dering
bersifat gel sehingga sukar ditangani.

3. Metode penjebakan
Metode penjebakan dapat dibedakan atas 2 nmgaiam

a. Penjebakan di dalam kapsul (mikroenkapsulasi), yang
merupakan pemasukan enzim ke dalam membran polimer

semipermeabel. Hasil mikroenkapsulasi umumnya meggiu

ukuran yang bervariasi mulai dari satu mikron sampa

beberapa mikron.
b. Penjebakan di dalam matriks polimer
Enzim yang diamobilisasi dijerat di dalam polimentetik

atau alami. Menurut Muchtadi, dkk (1992), metode in
didasarkan pada penempatan enzim dalam kisi atatu su
ruang dalam suatu polimer atau dalam membran semi

permeable yang pertama digolongkan ke dalam jerss k
sedang yang kedua digolongkan ke dalam jenis mpsaka

Bahan yang digunakan sebagai penjebak antara lain K
karagenan, Calginate, dan poliakrilamida. Dari ketiga bahan

tersebut poliakrilamida merupakan bahan pendukuaggy

paling stabil dan tidak terlalu mempengaruhi siéatzim

(Goel,1994).

Sifat dari enzim amobil berbeda dengan enzim yandapat
bebas dalam larutan, ini tergantung dari metodebdisasi dan
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carier yang digunakan. Penurunan pada aktivitasifgpenuncul
saat enzim diamobilisasi dengan melibatkan proseis kyang dapat
memungkinkan terjadinya denaturasi. Bagaimanapurrierca
membentuk lingkungan mikro baru bagi enzim dantdralebut dapat
mempengaruhi aktivitas. Sebagai contoh, karakiler&sizim dapat
berubah jika sisi aktif mengalami perubahan kon&simsebagai
hasil interaksi antara enzim dan carier. Carieratd@pempengaruhi
karakteristik enzim dengan membentuk rintanganikstdengan
pencegahan difusi bebas dari substrat ke semukuh@ezim atau
dengan membentuk interaksi elektrostatik dengarekoblsubstrat
atau produk (Palmer, 1991).

Sedangkan menurut Goel (1994), enzim yang diameilk
akan mengalami perubahan komposisi yang dimungkirédabat
dari sisi aktif enzim yang berikatan dengan matrgehingga
mengakibatkan berkurangnya katalitik enzim terseDisgamping itu
stabilitas enzim teramobil tergantung dari lingkangmikro yang
dapat menyebabkan protein dasar dari enzim teng@satatau tetap
stabil. Lingkungan mikro dapat didefinisikan sebafiagkungan
yang mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangambailatau
untuk enzim yang diproduksi mikroba.

Enzim yang diamobilisasi dapat kehilangan aktiviyes
karena beberapa hal yaitu (Fardiaz, 1988) :

1) Beberapa enzim mungkin diamobilisasi pada matrisgdn
konfigurasi sedemikian rupa sehingga menghambatakon
antara substrat dengan sisi aktif enzim.

2) Gugus reaktif pada sisi aktif enzim mungkin ikuikat pada
matriks. Perlindungan sisi aktif oleh inhibitor eesible
selama pengikatan akan mempertahankan aktivitasnya.

3) Molekul enzim selama pengikatan mungkin berubahjacien
konfigurasi inaktif.

4) Kondisi reaksi selama pengikatan mungkin menyebabka
denaturasi atau inaktivasi enzim.

Selain itu

Disamping itu, amobilisasi enzim berdampak padaulpsian
kinetika dan beberapa sifat enzim yang bisasangartdi dengan
menurunnya aktivitas spesifik enzim. Beberapa fagamg biasanya
berubah antara lain efek konformasi dan steriks péetisi, dan efek
transfer massa. Efek konformasi dan sterik diakdratoleh ikatan
kovalen yang terbentuk antara enzim dan bahan pgggayang

12



menyebabkan perubahan struktur tiga dimensi enzehingga
berpengaruh pada gugus aktif enzim dan pembenthkdésngan
sterik. Efek partisi disebabkan oleh muatan atdat $idrofobik
bahan penyangga yang ditandai dengan perbedaarerkoas
spesies bermuatan, substrat produk, ion hidrogenhidroksil, dan
lainnya dalam lingkungan mikro enzim amobil danadalarea dari
larutan. Efek transfer massa atau difusi akan tinbla enzim
diamobilisasi pada permukaan atau didalam suatuik®aberupa
padatan, karena substrat harus berdifusi daridarké gugus aktif
enzim. Bila enzim menempel pada bahan penyanggaegbori,
efek transfer massa hanya terjadi pada permukaanyang aktif.
Tetapi bila enzim diamobilisasi di dalam bahan pegga berpori,
maka selain efek transfer massa eksternal, difiternal substrat
serta difusi produk ke larutan dapat tertahan (&a2002). Enzim
terimobilisasi juga dipengaruhi oleh pH optimum iemzamobil.
Penyebab perubahan pH vyaitu akibat distribusi i@mgy tidak
seragam antara ion ‘Hion OH dan substrat bermuatan. pH
optimum enzim amobil juga dipengaruhi oleh carrigang
digunakan, apabila carrier bermuatan negatif, M&HIC, maleac
anhydride/etilen, asam galakturonat, asam politspanaka pH
optimum Dbersifat basa sedangkan jika carrier betamugositif,
missal DEAEselulosa, polimer polyornithyl maka pH lebih asam
(Engaser, 1986).

2.1.2.1. Enzim Urikase

Urikase (rrate-oxygen oxydoreduktase) adalah enzim yang
mengkatalisis oksidasi asam urat dengan molekgulbé&tindak
sebagai aseptor elektron. Produk dari reaksi enikinmai adalah
H,O, dan allatoin. Urikase adalah salah satu golongardase yang
memindahkan sepasang elektron dari substrat yagam urat ke
oksigen membentuk @, (Suhartono, 1989). Enzim urikase dapat
diperoleh dari hati babiCandida utilis (Suhartono, 1989)andida
sp (Jianguo, 1994),Micrococus biteus, Aspergillus flavus,
Aspergillus Oryzae, Streptomyces gannmycisus, Candida tropicalis
(Tanaka, 1977).

Pada penelitian ini, enzim urikase diperoleh daandida
utilis. Candida utilis pertama ditemukan oleh Henneberg (1926)
sebagai kontaminan pabrik ragi di Jerman dan dib&maTorula
Utilis. Ragi ini banyak digunakan untuk membuat makanamake
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Lodder and Kreger (1952) memasukkan ragi ini dalgemus
Candida. Penggunaa@andida utilis sangat luas, dapat ditumbuhkan
pada berbagai macam medium dan dapat dipergunadaagas
makanan manusia dan hewan.

Candida utilis dapat hidup dalam larutan garam, dalam
medium yang tidak mengandung vitamin, dapat mengksi
kalium nitrat, dapat menggunakan sumber karbonrBeglekosa,
sukrosa, maltosa, larutan pati, rafinosa, dan mliseKondisi
optimum pertumbuha@andida utilis adalah pada pH 4,5 dan suhu
30°C. Candida utilis sangat penting dalam food yeast. Hal ini
disebabkan karen@andida utilis mempunyai kemampuan adaptasi
yang tinggi, efisiensi dan fleksibilitas dalam lkugpgan tertentu.
Terutama dalam lingkungan yang merupakan perpaddar
senyawa-senyawa nitrogen (Suhartono, 1989).

Enzim yang dihasilkan oleGandida utilis tergantung pada
sumber nitrogen dari medium pertumbuhannya, dinuaikase akan
dihasilkan bilaCandida utilis ditumbuhkan dalam medium asam urat
sebagai sumber nitrogennya. Enzim urikase dzandida utilis
bersifat intraselluler sehingga untuk isolasinygedukan tahap
pemecahan dinding sel. Menurut Jiangou (1994) nenrzikase yang
diisolasi dariCandida adalah sebagai berikut :

* pH optimum : 8,5

e Suhu optimum . 3@

e Aktivitas spesifik : 0,05 = 7,00 (u/npgotein)
* Stabilitas termal : % ;5 menit

e Ky (asam urat) 5,26 x 10 mol/L

e Berat molekul : 70000 — 76000

e Titik esoelektrik : pH 5,6

Matriks pendukung yang digunakan untuk amobiligasiim
salah satunya adalah seluloslata de coco ataubacterial cellulose
merupakan salah satu sumber alternatif bagi peagedselulosa.
Nata de coco diperoleh dari hasil proses fermentasi air kelapa
menggunakamcetobacter xylinum. Kandungan utamaata de coco
adalah selulosa bacterial yang memiliki beberapedggulan antara
lain kemurnian tinggi,. Derajat kristanilitas tinggmempunyai
kerapatan anatara 300 dan 900 Kgy/kekuatan tarik tinggi, elastis
dan terbiodegradasi (Krystinowicz, 2001; Piluha?003).
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Pembuatan membramata de coco diawali dengan
mendidihkan air kelapa dan gula kemudian setelaHalaie
pendinginan pada suhu kamar ditambahkan starteiktefba
Acetobacter xylinum dalam medium cair). Kemudian difermentasi
selama 7 hari. Setelah masa fermentasi selamai7madia akan
terbentuk gel pada permukaan media cairnya. GeJ teabentuk ini
disebut pellicle. Proses terbentuknya pellicle mpekan rangkaian
aktifitas bakteriAcetobacter xylinum dengan nutrien yang ada pada
media cair. KarenaAcetobacter xylinum adalah bakteri yang
memproduksi selulosa, maka nutrien yang berperafalachutrien
yang mengandung glukosa. Dalam penelitian ini entriyang
mengandung glukosa adalah air kelapa dan gula.@ada gula
pasir, glukosa terbentuk melalui reaksi hidrolsikrosa dengan air
(Piluharto, 2003).

2.3. Biosensor potensiometri asam urat

Asam urat ( GH4N4O3) merupakan produk akhir dari proses
metabolisme basa purin dalam tubuh manusia (Schaemker,
2008). Asam urat apabila dioksidasi akan menghasil&lantoin,
H,O, dan CQ (Arslan, 2008). Kadar asam urat normal pada pria
berkisar antara 3,5 — 7 mg/dL dan pada perempuekisbe antara
2,6 — 6 mg/dL. Pengendalian asam urat didalam tshaat penting
karena jika melebihi batas normal dapat menyebalpemyakit
seperti encok, sindrom Lesh-Nyhan, gagal ginjapenyricaemia
dan gangguan fisiologis (Schrenkhammer, 2008). Okahena
mengingat pentingnya mengetahui kadar asam urata npaklu
dikembangkan suatu alat analitik yang dapat diganakintuk
mendeteksi kadar asam urat dalam tubuh. Salah seiode
alternative yang dapat dikembangkan yaitu biosenseunggulan
biosensor dibandingkan metoda analitik konvensidsiahya yaitu
waktu respon yang cepat, mudah dibawa (portabligkas,
ekonomis, dan dapat digunakan untuk pemantauarraseeeus-
menerus (Subroto, 2000).

Prinsip kerja dari biosensor asam urat didasarlata peaksi
oksidasi asam urat oleh urikase yang menghasilkamtan, HO,
dan gas C@ Prinsipnya adalah saat elektroda yang terhubung
dengan bioreseptor kontak dengan analit, akandiegarubahan
potensial. Perubahan potensial ini terjadi karesenga perbedaan
aktivitas ion analit dari reaksi enzimatis. Parametang terukur
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adalah potensial sel larutan dan persamaan yanmakgn adalah
persamaan Nernstian (Chauvan, dkk., 2004). Redsstlasi asam
urat yang dikatalis oleh urikase menghasilkan..CXomlah gas CO
yang dihasilkan bereaksi dengan air membenty®@4, dan terurai
menjadi HCQ dan HO'. Keberadaan ion 4" pada permukaan
elektroda menyebabkan perubahan pH larutan, sehisggsor yang
digunakan adalah sensor pH, dimana akan terdepéksielektroda
dan terukur sebagai beda potensial (Jiangouo,tifR4).

Asam Urat B
Lrﬂ_{age HCO;
] H;0"
Asam Urat
\*coj
Alantoin
H.O. Membran
Uy Kitosan H,0 Elektroda Gelas

Gambar 2.4.Mekanisme Deteksi Asam Urat
oleh Biosensor Asam Urat

Terdapat beberapa penelitian mengenai biosenson asat
yang telah dikembangkan yaitu biosensor asam ueatgah
menggunakan transduser potensiometri, amperometri,
konduktometri, serta biosensor optik. Pada biasemssam urat
potensiometri dibuat dengan menggunakan enzim sgjkiatalase,
dan mediator elektron (Ferrocenecarboxylic acid,A)Fo/ang
diamobilkan dalam  3-glisidiloksipropiltrimetoksilan (GPTS).
Penentuan asam urat dapat dicapai dari reduls} dleh katalase
dan oksidasi ferosene pada pH 7,5. Metode ini meygilkisaran
konsentrasi antara 2 mg/dL — 7 mg/dL dan batasksie824 mg/dL.
Namun pada metode ini mempunyai selektifitas dabilias yang
rendah (Liao, 2006). Penelitian yang dilakukan Ni@008) yaitu
biosensor potensiometri asam urat dengan menggunelkktroda
gelas yang dilapisi olen enzim urikase yang teralkaf dalam
membran kitosan. Penentuan asam urat dilakukam&erikin reaksi
oksidasi HO, secara enzimatis pada pH 9,0. kepekaan biosensor
asam urat mencapai maksimum dengan bilangan N&8s&
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mV/dekade dengan batas deteksi 9,98 ppm dan wakpon 270
detik. Sedangkan penelitian yang telah dilakukasiakr (2008) yaitu
biosensor asam urat amperometri dengan menggunailase
yang diamobilkan dalam lapisan polianilin-polipif@any-ppy) dan
glutaraldehid secara ikatan silang pada elektrodaDBteksi dari
biosensor amperometri ini diukur berdasarkan pemgukarus yang
dihasilkan oleh oksidasi gas,®, secara enzimatis pada potensial
0,4 V, pH 9,0 pada suhu 85 (Arslan, 2008). Metode biosensor
dengan tranduser amperometri lainnya yang telalenuangkan
yaitu biosensor asam urat yang didasarkan padaferaelektron
secara langsung dari hemoglobin yang diencapsdéaim kitosan
dengan elektroda karbon gelas, dimana enzim urid&saobilkan
pada membran kitosan hemoglobin. Penentuan asam dapat
dicapai jika terjadi reduksi hydrogen peroksidaholth. Biosensor
ini memiliki kepekaan 29,31A mM™, koefisien korelasi 0,9982,
batas deteksi 0,8pM dan kisaran konsentrasi 2-3tM (Zhao,
2009).

Reaksi yang terjadi pada biosensor asam urat adeladgai
berikut (Mayes, et al., 1987) :

‘ _|'| IH
| f
H R - H G, !
e TP L -"J\ . _-N
N H\i Urikase A
J\ || > 0 +IH,0+0, s—- ‘ 0 +H;Dy +COy
ﬂ.'f"fl '\]f.#{'-ﬂ--- N "\,'-':'.#\HH e T Mf
T Tl
H i H H
Asam urat Alantoin

Gambar 2.5.Reaksi oksidasi asam urat oleh enzim urikase
(Mayes.et al., 1987)

Potensial sel elektrode gelas dipengaruhi olehgottan yang
digunakan. pH larutan berhubungan dengan aktieiteesm urikase.
Pada penelitian Setyawati (2008), menggunkan memkitasan-
glutaraldehid sebagai media amobilisasi, enzim asek memiliki
aktifitas optimum pada pH 9. Potensial sel pad&tedde gelas
seperti pada persamaan (Wang, 2001) :
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Eeei= K + 0,0592 log [F]
Eee= K - 0,0592 pH (2.2)

Maka Eg pada elektrode gelas hanya dipengaruhi oleh Hifai
Persamaan (2.2) menjadi :

Ese = K + 0,0592 log (18)= E, (2.3)

Potensial sel selain dipengaruhi oleh pH juga dipeuhi oleh
konsentrasi asam urat. Persamaan (2.3) akan menjadi

Ese= B + Eeasamurat = £ (2.4)

Nilai perubahan potensial sehHs.) diperoleh dari selisih
antara potensial selata de coco -urikase amobil dengan potensial
sel tanpa menggunakaata de coco -urikase amobil. Persamaannya
adalah :

AEsel = E2‘ El
= E, + E.q asam urat — = E, asam urat (2.5)

Dari persamaan (2.5) dapat diketahui bahwa perbegatensial sel
hanya dipengaruhi oleh,fdari asam urat.

Pada reaksi asam urat dengan urikase, asam ueah se
dengan C@yang dihasilkan, COdalam larutan akan menghasilkan
H,CO; yang mengalami ionisasi membentuk iogOHsehingga akan
terjadi perubahan pH larutan. Karbondioksida mermilerasam
karbonat yang terionisasi dalam air menjadi :

HCO+HO =2 HCQ+HO  Ka=[HCO,]J[HO']
| N ol
HCO +HO «<—=2 CO +HO Ka =[CO J[HO]
3 2 3 3 2 3 _3
[HCY]
-6 -11
Nilai dari K31: 1,66 x 10 dan ng 2,51 x 10 , dari nilai tersebut

dapat diketahui bahwa nilai Kgauh lebih besar dari nilai Ka

sehingga kemungkinan untuk terjadinya reaksi keshragat kecil,
maka Kgdapat diabaikan keberadaannya.
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CO+HO T—— HCQ +HO (2.6)
Keq = [HCO3_][H30 ]

[CO)
Karena [COZ] setara dengan [ZIEEOg] yang dihasilkan, maka nilai
dari Keqakan setara dengan nilai Kaehingga:

- + + 2
Ka, = [HCOS][H 3O ] = [H30 ]
[Cg CCQ- [HSO ]
+ + 2
Ka,CCO,- Kal[HSOZ] = [HSO ]
[HSO ] =-Ka + (Ka +4KaCCOQO)
2
+ 1/2
[H30 1= (Ka CCO)
PH = -1 log (kg CCO)
= -2 log Ka— %2 log CCQ
I
K
Persamaan tersebut kemudian disubstitusikan padarpaan 2.2
dan didapatkan:

12

Ese= K - 0,0592 pH
Eeei= K - 0,0592 (K~ % log CCQ)

=Iﬁ - 0,0592 K+ 0,0296 log CCOQ

K
Ese= K + 0,0296 log CCO

Simbol Go,merupakan konsentrasi G@wal hasil dari reaksi asam
urat dengan urikase, sehingga konsentrasp &nl akan sama
dengan konsentrasi asam urat, maka persamaan ydagatkan
adalah:

Ese= K + 0,0296 log C

asam urat

Ese= K - 0,0296 pAsam urat (2.8)
19
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Dari perhitungan ini, harga bilangan Nernst sedaaitis pada
biosensor asam urat adalah 0,0296 V/dekade.

Pada biosensor asam urat yang memiliki transduper t
potensiometri, menggunakan elektroda gelas untutdeteksi hasil
reaksi antara asam urat dengan urikase. Secateokleka pH pada
elektroda gelas merupakan fungsi dari potensidingga biosensor
semacam ini dapat digolongkan biosensor potensiomé@&ieh
karena itu kadar asam urat dalam larutan dapatatibieberdasarkan
potensial selnya.

2.4. Kinerja Biosensor
2.4.1.Penentuan Kisaran Konsentrasi dan Batas Deteksi

Kisaran konsentrasi pengukuran dapat diketahui ateng
membuat kurva hubungan antara log [asam urat] defh&.,Batas
deteksi menunjukkan batas konsentrasi terendah dapat direspon
oleh biosensor yang diperoleh dari perpotongansgamggung
antara garis linier dengan garis melengkung kurvbuhgan E;
(mV) dengan log [analit]. Perpotongan kedua ganiggng tersebut
diekstrapolasikan pada sumbu x sehingga diperadeisdatrasi dari
batas deteksi.

2.4.2.Penentuan Kepekaan

Kepekaan biosensor potensiometri  ditunjukkan oleh
kemiringan dari grafik hubungan antat&., dengan log [analit].
Besarnya kemiringan garis dari kurva tersebut &ddddangan
Nernst. Biosensor yang memiliki kepekaan tingdiara memiliki
bilangan Nernst mendekati bilangan Nernst teorBasla biosensor
potensiometri urea dengan tranduser sensor pH daitarNernst
teoritisnya adalah 29,6 £2,96mV/dekade.

2.4.3.Penentuan Waktu Respon

Waktu respon adalah waktu yang diperlukan suatseisor
untuk memberikan respon potensial yang konstan. kil
disebabkan oleh terjadinya kesetimbangan reaksj yamadi pada
elektroda. Makin cepat biosensor memberikan regpotensial yang
konstan makin baik elektroda tersebut. Penentuaktuweespon
dilakukan dengan membuat kurva hubungan antara uwdkin
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potensial sel larutan asam urat. Pencatatan didakidelama 480
detik. Dari kurva tersebut, dapat ditentukan waigspon biosensor
asam urat. Waktu respon ini ditunjukkan oleh wakimana
potensial sel larutan asam urat mulai memberikangah@otensial
yang relatif tetap.

2.4.4.Penentuan Efisiensi

Larutan asam urat konsentrasi 10 — 30 ppm diuktensomal
selnya dengan elektroda gelas dan biosensor. Parzgukilakukan
berulang-ulang dengan menggunakan biosensor yang &anzim
urikase amobil yang digunakan sama). Setelah iioatl kurva
hubungan antara bilangan Nernst dengan banyaknggukeran,
lalu ditentukan banyaknya pengulangan pengukuramg yaasih
memberikan bilangan Nernst mendekati nilai teoritis

2.5. Hipotesis

Kepekaan biosensor potensiometri asam urat dipehgaleh
pH larutan asam urat yaitu pada kisaran pH 7,0dairgy5.
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BAB Il
METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Aitk dan
Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matéik® dan
lImu Pengetahuan Alam Universitas Brawijaya MalaRgnelitian
ini dilaksanakan pada bulan Juni sampai dengantag@910.

3.2. Bahan dan Alat Penelitian
3.2.1.Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adaldtase hasil
isolasi dari Candida utilis, asam wurat, glukosa, N6,
N&ZHPO42H20, ZnSQ?Hzo, KH2P04' MgSO47H20, FeC&GHQO,
NaOH, agar, natrium tartrat, CusBH,O, glisin, kasein, natrium
asetat, asam asetat glasial 100%, ekstrak yeaBQ,Hakuades,,
alkohol 97% dan sampel serum darabh.

3.2.2.Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini melip
inkubator (merekHeraeus tipe B-5042),sentrifuge dingin (merek
Jouan tipe MR 18-22) autoclave (merekAll American Model 25X),
shaker (merek Edmund tipe 25), penangas air (merdkemert NR
900660), pH meter (merekchoot-Gerate tipe CG.820), neraca
analitik Mettler (tipe AE 50), pengaduk magnetikatkag RH,
multitester, kawat platina, dan peralatan gelas.

3.3. Tahapan Penelitian

Tahapan penelitian yang digunakan meliputi pen@uat
urikase amobil yaitu penyiapan media, peremajadturkunurni,
isolasi urikase darCandida utilis, pemurnian ekstrak kasar urikase,
pembuatan membramata de coco , amobilisasi urikase pada
membrannata de coco , pembuatan biosensor asam urat, penentuan
kinerja biosensor asam urat. Tahapan penelitiarg ydigunakan
adalah sebagai berikut :
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a. Preparasi sampel yang meliputi: pembuatan laruganisblasi
urikase dariCandida utilis, pembuatan membranata de coco
, pembuatan larutabuffer fosfat dan pembuatan larutan asam
urat

b. Amobilisasi Urikase pada membraata de coco

Perancangan biosensor asam urat

. Pengukuran potensial sel larutan

oo

3.4. CaraKerja

3.4.1.Preparasi alat dan bahan (Lampiran 1-2)
3.4.2 Amobilisasi urikase dalam membramata de coco

Membran nata de dibilas dengan akuades steril kimutii
direndam dalam 18 mL larutan enzim urikase selafhgath dan
disimpan pada lemari es.

3.4.3. Perancangan biosensor asam urat

Elektroda gelas dikalibrasi dengan larubmiffer standar pH 7
kemudian larutarbuffer standar pH 10. Setelah itu, enzim urikase
yang telah diamobilkan pada membrata de coco dilapiskan pada
elektroda gelas yang telah dikalibrasi dan diileighan benang.

3.4.4. Pengukuran potensial sel

Pengukuran potensial sel dilakukan pada larutam asiaat
dengan konsentrasi 5, 10, 15, 20, 25, 30 dan 35pama setiap pH
yang dipelajari yaitu 7,0; 7,5; 8,0; 8,5; 9,0 dam.9%Pengukuran
dilakukan tanpa menggunakan membran dan dengaggmeakan
urikase amobil pada membraata de coco pada pH yang sesuai
untuk setiap konsentrasi asam urat. Pembacaan smitesel
dilakukan dengan pengadukan dan dicatat setiagn@.me

3.4.5. Penentuan bilangan Nernst biosensor asam tira

Diukur potensial sel larutan asam urat konsentt&sil7, 19,
21, 23, 25 dan 30 ppm dengan elektroda gelas daserisor asam
urat, kemudian dibuat kurva hubungan antara setigé#i potensial
sel (AEs) dari kedua pengukuran dan log [asam urat] desgarbu
x adalah log [asam urat] dan sumbu y adal., setelah itu
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ditentukan persamaan garis y = a + bx. Nilai b gaisamaan
merupakan harga bilangan Nernst.

3.4.6. Penentuan kisaran konsentrasi dan batas d&& biosensor
asam urat

Larutan asam urat 15, 17, 19, 21, 23, 25 dan 30 gipkur
potensial selnya dengan elektroda gelas dan biosersam urat.
Kemudian dibuat kurva hubungan antara selisih guaésel AE;)
dari kedua pengukuran dan log [asam urat] dengarbswx adalah
log [asam urat] dan sumbu y adalsi,,

Kisaran konsentrasi pada kurva ditentukan darradadinier
yang memberikanAEs, secara signifikan terhadap perubahan
konsentrasi (daerah yang memenuhi persamaan Nernst)

Batas deteksi ditentukan dari kurva yang digunakatuk
penentuan kisaran konsentrasi. Dari kurva ditemugarsamaan
garis singgung pada daerah yang memenuhi persarNaamst
(daerah linier) dan daerah non linier, setelahditwat titik potong
diantara kedua daerah tersebut. Nilai absis (sumbudari titik
potong menunjukkan batas deteksi dari biosenson asat.

3.4.7. Penentuan waktu respon biosensor asam urat

Larutan asam urat konsentrasi 15, 17, 19, 21, 23jah 30
ppm diukur potensial selnya dengan elektroda gedas biosensor
asam urat setiap 30 detik selama 600 detik. Seiwiatibuat kurva
hubungan antara waktu dengan selisih dari keduaguiemnan
potensial sel larutan asam urag(), kemudian dari kurva tersebut
ditentukan waktu dimana potensial sel larutan asmat mulai
memberikan harga yang relatif tetap.

3.4.8. Penentuan lama pemakaian biosensor asam urat

Larutan asam urat konsentrasi konsentrasi 15, 9,721, 23,
25 dan 30 ppm diukur potensial selnya dengan reléktgelas dan
biosensor. Pengukuran dilakukan  berulang-ulang ateng
menggunakan biosensor yang sama (enzim urikase ilanyemiy
digunakan sama). Setelah itu, dibuat kurva hubuagéara bilangan
Nernst dengan banyaknya pengukuran, lalu ditentddamyaknya
pengulangan pengukuran yang masih memberikan hitaiNgrnst
mendekati nilai teoritis.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Pengaruh pH terhadap Kinerja Biosensor Asam Urat

Penentuan pH optimum dari biosensor potensiomedimeurat
dengan menggunakan urikase amobil dalam memtmtnde coco
ini dilakukan dengan menggunakan larutan asampada pH 7,0;
7,5; 8,0; 8,5; 9,0 dan 9,5. pH ini dipilih karenaikase bebas
memiliki pH optimum sebesar 8,5 (Jiangou, 1994yaPpenelitian
ini, penentuan pH optimum diteliti karena perubahmth larutan
dapat mempengaruhi aktivitas enzim dimana aktiét@am sangat
berperan terhadap kinerja biosensor potensiomséimaurat. Dari
hasil penelitian dapat diketahui harga potensialnsgsing-masing
pH pada berbagai konsentrasi yang disajikan patlal Zal.

Tabel 4.1 Harga potensial sel pada pH 7 — 9,5 dengan Korasgnt
Asam Urat 0-35 ppm

[asam urat] Esel (MV)
(PPm) | pH 7,0 pH 7,5 pHS8,0 pH8,56 pHOIPH 9,5
0 -79 -81 -106 -114 -169 -131
1 -50 -64 -87 -105 -165 -125
5 -44 -60 -83 -103 -166 -134
10 -41 -59 -80 -102 -166 -129
15 -39 -56 -79 -102 -159 -123
20 -37 -55 -79 -101 -161 -129
25 -37 -54 -78 -101 -159 -12C
30 -37 -54 -78 -100 -156 -120
35 -37 -53 -78 -100 -157 -124

Berdasarkan Tabel 4.1 diketahui bahwa terjadi peram
potensial sel dengan adanya peningkatan pH padgukeran
potensial sel larutan asam urat. Hal ini sesuaigaenpersamaan
(2.2) yang menyebutkan bahwa peningkatan pH akagakebatkan
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penurunan potensial sel yang terukur. Prinsipakbipsensor asam
urat didasarkan pada reaksi oksidasi asam urat gikagalis oleh
urikase menghasilkan GOMolekul CG yang dihasilkan bereaksi
dengan air membentuk,80;, dan terurai menjadi HGOdan
HsO". Keberadaan ion 40" ini akan menghasilkan potensial sel,
sehingga semakin besar jumlahs;OH dalam larutan akan
mengakibatkan potensial sel yang trukur semakin.kec

Dari Tabel 4.1 ini juga dapat diketahui bahwa ngatensial
selyang dihasilkan semakin positif dengan naiknya katrasi asam
urat. Hal ini dapat dilihat dari konsentrasi laru@sam urat O ppm
hingga 35 ppm terjadi peningkatan nilai potensthl Bada penelitian
mengindikasikan bahwa terjadi peningkatkan konssinti0O"
dalam larutan yang menyebabkan peningkatan patessi yang
terukur (Wang, 2001). Peningkatan konsentra€i’yang sebanding
dengan kenaikan konsentrasi asam urat menunjukdanabsemakin
tinggi konsentrasi asam urat, maka kemampuan endkase untuk
mengubah asam urat menjadi G@a meningkat. pH larutan ini
juga berpengaruh pada jumlah iogHibebas dalam larutan. Karena
dalam air, C@ akan terdisosiasi membentuk@® sesuai persamaan
(2.6).

Tabel 4.2. Hubungan pH, bilangan Nernst dan aktivitas urikase
amobil

Bilangan Nernst | Kisaran Konsentrasi
PH (mV/dekade) (ppm)
7,0 6,22 1-35
7,5 6,48 1-35
8,0 8,99 1-35
8,5 11,75 20 - 30
9,0 28,11 20-30
9,5 23,45 5-15

Tabel 4.2 menunjukkan perbedaan pH berpengaruladeph
harga bilangan Nernst yang dihasilkan. Pada Tafieliketahui
bahwa masing — masing pH memiliki batas deteksgyaerbeda-
beda. Pada pH 7,0 hingga 8,0 menunjukkan kisararsekdrasi
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biosensor asam urat bekerja maksimal pada konseasam urat 1 —
35 ppm, sedangkan pada pH 8,5 dan 9,0 biosensor wrsa bekerja
pada kisaran konsentrasi 20 — 30 ppm dan pada pHoékerja
kisaran konsentrasi 5 - 15 ppm. Kisaran konsenfpaing lebar
diperoleh pada rentang pH 7,0 hingga 8,5. Akanpietharga
bilangan Nernst pada rentang pH 7,0 hingga 8,5 j@af harga
bilangan Nernst teoritis yaitu 29,6 mV/dekade. Bsatkan hal
tersebut, diketahui bahwa pada kondisi kisaran emnasi
pengukuran yang lebar dengan batas deteksi yardphehelum
tentu menghasilkan bilangan Nernst yang mendebattitis.

Pada penelitian ini enzim diamobilkan pada meminaia de
coco secara adsorpsi dimana pH sangat berpengaruhdagrha
aktivitis enzim yang teramobil dalam membraata de coco .
Metode amobilisasi merupakan faktor utama yang miekan
kekuatan terikatnya enzim pada media amobilisasi dangat
menentukan aktivitas enzim serta pH optimum enzimolal.
Penyebab perubahan pH yaitu akibat distribusi i@mgy tidak
seragam antara ion ‘Hion OH dan substrat bermuatan. pH
optimum enzim amobil juga dipengaruhi oleh caryi@ng digunakan
Metode amobilisasi secara adsorpsi merupakan syatses
pergerakan komponen dari satu fasa menuju permulesan lain.
Dalam hal ini, enzim urikase adalah komponen yaeggérak
menuju permukaan membramata de coco . Amobilisasi urikase
dalam membrannata de coco ini menyebabkan terjadinya
perubahan pH optimum, yaitu pada urikase bebas,pHJ8angou,
1994), sedangkan pada urikase amobil adalah pHH8JGdni diduga
merupakan suatu efek dari amobilisasi yang dilakukdenurut
Engaser dan Horvarth (1986) menyebutkan bahwa disahienzim
menyebabkan terjadinya efek partisi sehingga mebgtdan
perbedaan nilai pH optimum amobil dibandingkan enzebas. Efek
partisi ini terjadi karena adanya interaksi elegtatik atau interaksi
lain antara matriks dengan enzim yang disebabkasdtirasi pada
lingkungan mikro berbeda dengan analitnya.

Gambar 4.1 menunjukkan harga bilangan Nernst mkaing
dengan adanya kenaikan pH larutan dari pH 7,0 king@ dan
mencapai maksimum pada pH 9,0 dengan nilai bilangamst
sebesar 28,11 mV/dekade. Nilai bilangan Negyestg semakin
mendekati teoritis pada penelitian ini menunjukkahwa biosensor
bekerja pada pH optimumnya dimana muatan gugusisgnagam
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amino berada pada keadaan yang sesuai sehingga earigat
efisien dalam mempercepat reaksi biokimia sehingdearjadi
peningkatkan konsentrask®’, sehingga kemampuan enzim urikase
untuk mengubah asam urat menjadi,QU@a meningkat sehingga
pada kurva dapat terlihat adanya peningkatan Haitgagan Nernst
yang tajam pada pH 9. Nilai bilangan Nernst mengaj@enurunan
pada pH 9,5 disebabkan karena aktivitas urikasebéryang tidak
maksimum sehingga menurunkan kepekaan biosensor.
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Gambar 4.1.Kurva Bilangan Nernst pada berbagai pH
4.2. Karakterisasi Biosensor Asam Urat

Kinerja biosensor yang ditentukan antara lain walkispon,
bilangan Nernst, kisaran konsentrasi, batas detetah lama
pemakaian. Karakterisasi dilakukan pada pH optinyartu pH 9,0.
Digunakan pH 9,0 karena pada pH ini menunjukkaivités urikase
yang mencapai maksimum pada pH 9,0.

Bilangan Nernst merupakan salah satu parameterrj&ine
biosensor yang menunjukkan kepekaan biosensor. Kéape
biosensor asam urat akan memberikan gambaran gentan
kemampuan biosensor asam urat dalam merespon haruba
konsentrasi asam urat yang terdapat dalam lar@ecara teoritis,
bilangan Nernst biosensor asam urat yaitu 29,696 #V/dekade.
Nilai bilangan Nernst yang mendekati teoritis mgukkan bahwa
hubungan antarasfdengan konsentrasi asam urat semakin tinggi
sehingga biosensor yang dihasilkan memiliki kepekasng
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semakin tinggi terhadap larutan analit yang diukBengukuran
faktor Nernst dilakukan dengan membuat grafik anfag [asam
urat] dengan potensial (mV) yang terukur. Grafikngadiperoleh
merupakan garis lurus pada selang konsentrasnterte

1009
r T T T T T T =100

-41 -405 -4 -395 -39 -3.85 -3.8 -309%--3|7

Esel

y =9,9206x - 77,679
R2=0,7789

log [asamurat]

Gambar 4.2.Kurva Bilangan Nernst dan Batas Deteksi

Pada penelitian diperoleh bilangan Nernst sebes3b23
mV/dekade seperti yang terlihat dari gambar 4.2ar§fan Nernst
yang dihasilkan dari penelitian dipengaruhi olehimnurikase yang
teramobilkan pada membran, dimana enzim yang didkanbdapat
menyebabkan penurunan aktivitas enzim. Struktuteproenzim
dijaga oleh interaksi ionik. Apabila terjadi perba pH lingkungan,
misalnya pada pH terlalu asam, iof ¢apat berikatan dengan sisi
aktif atau sisi lain dari enzim yang bermuatan tiégAkibatnya
terjadi tolakan muatan yang sama yang mengakibastewktur
enzim menjadi terbuka, terbukanya struktur enzimpatlia
mengakibatkan perubahan konformasi pada sisi aktizim,
sehingga apabila konformasi sisi aktif enzim tidsdma dengan
sustrat maka tidak dapat terjadi reaksi. Pada gkhom konformasi
enzim berada pada kondisi yang paling stabil daingadekat
dengan kondisi biologis enzim, sehingga reaksi mmtukan
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enzim-substrat menjadi optimum, dan aktivitas enzom dapat
mencapai maksimal (Lehninger,1997).

Kisaran konsentrasi adalah rentang konsentrasi yang
memberikan nilai k& yang sesuai dengan konsentrasi analit. Kisaran
konsentrasi pengukuran dapat diketahui dengan mamkurva
hubungan antara log [asam urat] terhadap, Batas deteksi
menunjukkan batas konsentrasi analit terendah gapgt direspon
oleh biosensor. Batas deteksi dapat ditentukanaremgmbuat garis
singgung pada daerah kisaran konsentrasi pengukimaansor dan
daerah di bawah kisaran konsentrasinya. Titik pptdari kedua
garis singgung tersebut menunjukkan batas detessetsor. Nilai
batas deteksi diperoleh dari ekstrapolasi titikopgt garis singgung
pada sumbu x. Biosensor yang baik diharapkan mgnkisaran
konsentrasi pengukuran yang lebar. Dari kisaran séwomasi
pengukuran biosensor dapat juga diketahui batakslebiosensor.
Batas deteksi menunjukkan batas konsentrasi temepdag dapat
direspon oleh biosensor (Eggins, 2002).

Pada Gambar 4.2. menunjukkan bahwa daerah lintengial
biosensor pada pH 9,0 berkisar pada kisaran kaased” - 30 ppm
dengan batas deteksi sebesar 19,7 ppm. Kondign@mandakan
bahwa analisis hanya dapat dilakukan pada konsemiraas 19,7
ppm. Pada konsentrasi asam urat lebih kecil davi 48m, biosensor
tidak mampu lagi merespon perubahan konsentrasi asat secara
linier.

Waktu respon adalah waktu yang diperlukan suatseisor
untuk memberikan respon potensial yang konstan. kil
disebabkan oleh terjadinya kesetimbangan reaksy yamadi pada
elektroda. Makin cepat biosensor memberikan regotensial yang
konstan makin baik elektroda tersebut. Biosenstairaseumum dapat
merespon dengan cepat terhadap perubahan konsen@bsdalam
beberapa detik dari awal merespon sampai konstaiktuAfespon
ditentukan dengan cara mengukur potensial selaarasam urat
pada kisaran konsentrasi asam urat, yaitu 1 ppmghir80 ppm,
dengan selang waktu 30 detik selama 10 menit. Resm@nwvaktu
respon biosensor dilakukan pada kondisi optimurtuyzada pH 9,0.
Hubungan potensial sel hasil pengukuran terhaddgun@isajikan
pada Gambar 4.3. Berdasarkan gambar tersebut adikebahwa
pada detik ke 390 setiap konsentrasi asam urdt teEnunjukkan
harga potensial sel yang tetap, artinya biosensamaurat akan
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mencapai harga potensial yang tetap pada 390 skBkah biosensor
dicelupkan ke dalam larutan asam urat.

-110

1110 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600

-112

-113 =¥=19 ppm
3 -114 21 ppm
W .115 23 ppm

-116 25 ppm

-117 mm 30 ppm

-118 Waktu respon

119 Waktu (s)

Gambar 4.3.Kurva Hubungan Eterhadap waktu

Efisiensi biosensor diuji dengan mengukur potensggimlah
larutan asam urat pada kondisi optimum yang dipérglada data
sebelumnya, yaitu pada pH 9,0, hingga diperoletofakernst yang
sesuai dengan hukum Nernst. Faktor Nernst yangk tidai
mengikuti hukum Nernst menunjukan bahwa biosensodals
mengalami perubahan kemampuan untuk merespon. dbatithasil
pengukuran diperoleh data seperti yang pada TaBel 4

Tabel 4.3.Hubungan kali pengukuran dan Bilangan Nernst

Pengukuran Bl(lr?]r\mgggklzggst rata-rata| % kesalahar
ke -
I Il
1 30,197 31,26 30,73 3,81
2 36,3 37,12 36,71 24,02

Dari Tabel 4.3 diketahui bahwa biosensor hanya bisa
digunakan untuk satu kali pengukuran saja kareda pangukuran
kedua dihasilkan bilangan Nernst yang menjauhi itisoyaitu
sebesar 36,71 dengan % kesalahan sebesar 24,02ka. dapat
disimpulkan semakin lama pengukuran yang dilakukeka akan
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menghasilkan bilangan Nernst yang semakin menjaildii teoritis.
Bilangan Nernst yang menjauhi nilai teoritis tealildari kenaikan %
kesalahan yang dihasilkan. Efisiensi biosensor ndjpeuhi oleh
jumlah dari urikase amobil. Makin besar penurunamlah dari
urikase amobil maka efisiensi biosensor akan mailendah.
Sebaliknya, penurunan jumlah urikase yang kecihakanyebabkan
biosensor asam urat lebih efisien. Proses amodiilyseng baik dapat
mempertahankan jumlah urikase amobil pada memksamngga
biosensor asam urat memiliki efisiensi yang tinggi

Biosensor selama pemakaian berulang mengalami yesur
harga bilangan Nernst, Hal ini disebabkan oleh peran jumlah
enzim yang teradsorp akibat adanya pelepasan ed@inmembran
amobilisasi yang digunakan selama pemakaian. Semé&lma
digunakan, jumlah enzim dalam media amobil semé&lirkurang.
Hal ini didukung Eggins (2002), bahwa teknik amislai dengan
adsorpsi ini memiliki kelemahan yaitu berkurangmyeim secara
terus menerus karena keluar dari membran amobihfgiaini karena
dengan metode ini tidak terjadi pengikatan sekenga antar enzim
dengan membran sehingga enzim mudah lepas.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Dari hasil penelitan dapat disimpulkan bahwa Keer
biosensor potensiometri asam urat dipengaruhi pléhpH larutan
dapat berpengaruh terhadap kisaran konsentraag Hateksi, waktu
respon, dan efisiensi biosensor asam urat yangatikgn dalam
bilangan Nernst. Biosensor potensiometri asam wtahgan
menggunakan membramata de coco ini menunjukkan kinerja
maksimum pada pH 9,0 dengan nilai bilangan Nereisesar 31,52
mV/dekade, kisaran konsentrasi antara 19 ppm hkiB§gopm, batas
deteksi sebesar 19,7 ppm, waktu respon sebesated@dan hanya
dapat digunakan dalam satu kali pengukuran kadan asat dengan.

5.2. Saran

Penelitian ini masih memerlukan kajian lebih lapjetutama
mengetahui nilai aktivitas enzim pada berbagaikakéna aktivitas
enzim pada berbagai pH dapat mempengaruhi kinegsetsor,
dimana aktivitas enzim akan maksimum pada pH yasga dengan
kondisi optimumnya. Oleh karena itu penting dileko penelitian
untuk mengetahui aktivitas enzim pada berbagai gHr alapat
diperoleh harga bilangan Nernst yang sesuai dembg@anitis yaitu
29,6 mV/dekade.
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LAMPIRAN 1
PEMBUATAN LARUTAN

L.1.1. Larutan Asam Asetat 0,2 M

Pada pembuatan larutan §EOOH 0,2 M dalam 100 mL
larutan, yang diperlukan adalah:
BJ CH,COOH = 1,05 . 18 g/L
1,05x10 3 g/L

Konsentrasi CRHCOOH =
60g/mol

=175M

Volume CHCOOH = 100 mL x el
175M
= 1,14 mL
Jadi, dipipet sebanyak 1,14 mL asam asetat glksidbalam
labu takar 100 mL, selanjtnya ditambahkan dengamadds hingga
tanda batas lalu dikocok hingga homogen sehinggeraleh larutan
CH;COOH 0,2 M.

L.1.2. Pembuatan larutan NaOH 1 M

Untuk mendapatkan larutan NaOH 1 M dalam 100 mutéar,
maka massa padatan NaOH yang perlu ditimbang a¢dlalgono,
2006):

Massa NaOH = 40 g/mol x (2 mol/L x 0,1 L)
= 4 g

Padatan NaOH ditimbang sebanyak 4 g, kemudianutldzn
dalam gelas kimia 100 mL dengan sedikit akuadegdainlarut
sempurna. Setelah dingin, larutan dipindahkan Kenddabu takar
100 mL dan ditambahkan dengan akuades hingga taaids lalu
dikocok hingga homogen.

L.1.3. Larutan buffer asetat 0,2 M pH 5

Sebanyak 100 mL larutan GEIOOH 0,2 M dipipet ke dalam
gelas kimia 250 mL lalu ditambahkan 12,69 mL lanu&aOH 1 M
tetes demi tetes hingga pH larutan menjadi 5. Diukenggunakan
pH meter sambil diaduk dengamagnetic stirrer, jika pH larutan
lebih dari 5 maka larutan ditambahkan dengan lar@ekCOOH
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0,2 M dan jika pH larutan kurang dari 5 maka lanudtambahkan
dengan larutan NaOH 1 M hingga diperoleh pH lars&esar 5.

L.1.4. Larutan Glisin 1 M

Pada pembuatan larutan glisin 1 M sebanyak 50 nakam
massa glisin yang harus ditimbang :
Massa glisin = 1 mol/L x 0,05 L x 75 g/mol

= 3,75 gram

Sebanyak 3,75 gram glisin dimasukkan dalam gelasak
kemudian ditambah sedikit demi sedikit aquades #atidgduk, lalu
dimasukkan ke dalam labu ukur 50 mL kemudian dimékuades
hingga tanda batas.

L.1.5. Larutan Buffer Glisin pH 8,5

Sebanyak 100 mL larutan GNHCOOH 1 M dipipet dalam
gelas kimia 250 mL lalu ditambahkan 4,99 mL larutdetOH 1 M
tetes demi tetes hingga pH larutan menjadi 8,51kh@#ran pH diukur
menggunakan pH meter sambil diaduk dengagnetic stirrer.

L.1.6. Reagen Biuret

Reagen biuret dengan cara pencampuran 0,15 gud@,C
dan natrium tartrat 0,6 g dilarutkan dengan akuadis diaduk
hingga semua larut. Selanjutnya ditambah 30 mL N&O#®b, lalu
dituangkan ke dalam labu ukur 100 mL dan ditambahddeuades
hingga tanda batas.

L.1.7. Larutan NaOH 10 %

Pada pembuatan larutan NaOH 10% sebanyak 100 mL,
ditimbang sebanyak 1 gram padatan NaOH lalu dkaruke dalam
beaker glass selanjutnya dituangkan ke dalam labui00 mL,
selanjutnya ditambah akuades hingga tanda batas.

L.1.8. Larutan Induk Kasein 10000 ppm

[kasein] = 10000 ppm
= 10000 mg = 10000
1L 1000 mL
Untuk larutan kasein 10000 ppm sebanyak 100 mL :

39



Massa kasein = 10000 x 100 mL

1000 mL

1000 mg
109
Larutan induk kasein 1000 ppm dibuat dengan caimluing kasein
sebanyak 1 g, kemudian dilarutkan dengan 50 mL depialalam
gelas kimia. Kemudian dimasukkan dalam labu tal L dan
diencerkan dengan aguades hingga tanda batas.

L.1.9. Pembuatan larutan kasein 100 ppm

Untuk membuat larutan asam urat 1000 ppm sebnagak
mL, maka volume larutan kasein 10000 ppm yang dipaplalah:
Vkasein 10000 ppm = 1000 EQm X 25 mL

10000 ppm
= 25mL

Dipipet larutan asam urat 10000 ppm sebanyak 2,5dimiasukkan
ke dalam labu ukur 100 mL, lalu ditandabataskangdenakuades
dan dikocok hingga homogen.
Tabel L.1.1.Komposisi Volume pada Pengenceran Larutan Kasein

10000 ppm

Kasein] yan :

: dibu]a)t/ : V"asei”ya?_g dibuat |/ 2sein 1000 ppm yang
(ppm) L, dipipet (mL)
2000 25 5,0
3000 25 7,5
4000 25 10,0
5000 25 12,5
6000 25 15,0
7000 25 17,5
8000 25 20.0
9000 25 22,5

L.1.10. Pembuatan larutan HPO, 0,1 M
P HsPO, =1,685.18¢9/L
[HsPQ] = 1,685.10g/L
97,97 g / mol
= 17,1939 M
Untuk larutan HPQ, 0,1 M sebanyak 500 mL :

40



Volume HPO, = 0,1 M x 500mL
17,1939 M
= 2,9mL

L.1.11. PembuatarBuffer Fosfat

Buffer Fosfat terdiri dari campuran larutan asam fosfaP®) 0,1
M dan natrium hidroksida (NaOH) 0,1 M. Asam Fosfemiliki
tetapan disosiasi asam : pka2, 15; pKa = 7,21; pKa = 12,35
Perhitungan komposisi campurBuaffer dihitung berdasasrkan
persamaan berikut :
pH = pKa + log ([basa konjugat]/[asam])
Contoh perhitungan untuk pH 7 :
pH = pKa + log ([basa konjugat]/[asam])
log ([basa konjugat]/[asam]) = pH - pKa

=7-7,21

=-0,21
[basa konjugat]/[asam] = 0,62

RO, + NaOH———» N#lPO, +2HO

Mula-mula : 1,62 mol 1,24 mol
Reaksi : 0,62 mol 1,24 mol 0,62 mol
Sisa : 1 mol - 0,62 mol

Jika [HsPQy] = 0,1 M; [NaOH] = 0,1 M dan volume total campuran
100 mL, maka volume yang dicampurkan adalg®® = 56,6 mL
dan NaOH = 43,4 mL. Cara yang sama dapat diketathmposisi
penampuran ¥P0O, =0 ,1 M dan NaOH = 0,1 M untuk memperoleh
pH 7; 7,5; 8; 8,5; 9; 9,5;10 yang dapat dilihatg&abel L2.2 berikut

Tabel L.1.2.Komposisi Volume HPO,dan NaOH :

pH | Volume HPO, (mL) Volume NaOH (mL)
7 56,6 43,4
7,5 43,1 56,9
8 36,8 63,2
8,5 34,5 65,5
9 33,7 66,3
9,5 32,6 67,4
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L.1.12. Pembuatan larutan asam urat berbagai konserasi
L.1.12.1.Pembuatan larutan asam urat 250 ppm

Untuk membuat larutan asam urat 250 ppm, maka massa
padatan asam urat yang ditimbang adalah:

Massa asam urat =250 mg/Lx0,5L

=125 mg

=0,125¢g

Sebanyak 0,125 g asam urat ditimbang dan dimasukkan

dalam gelas kimia 250 mL, ditambahkan sebanyaksOmg@ NaOH
dan dilarutkan dengan sedikit air hingga larutigg¢ioya. Kemudian
dimasukkan ke dalam labu ukur 500 mL, ditandabataslengan
akuades dan dikocok hingga homogen. Setelah laast@m urat
diperoleh, maka larutan disimpan dalam lemari pegidi

L.1.12.2. Pembuatan Larutan Asam Urat 1-35 ppm &gaibpH
Contoh :
*Untuk larutan asam urat 1 ppm :
Volume larutan asam urat induk 250 ppm yang haiars!ail
adalah
Volume = 1 ppm x 50 mL

250 ppm
=0,2mL
Tabel L.1.3.Komposisi Volume Asam Urat untuk Pengenceran
[asam urat] Volume asam urat | Volumeakhir
(ppm) 250 ppm (mL) (mL)
1 0,2 50
5 1 50
10 2 50
15 3 50
20 4 50
25 5 50
30 6 50
35 7 50

Larutan asam urat dengan berbagai konsentrasi1, 8.5, 20, 25,
30 dan 35 ppm dibuat dari larutan asam urat 250 giggmgan volume
tertentu dan dimasukkan labu takar 50 mL kemudi@mogrkan
dengan larutan buffer fosfat yang sesuai.
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L.1.13. Pembuatan Larutan NaHCQ Induk 100 ppm

[NaHCGO;] =100 ppm
= 100mg = 100 mg

1L 1000 mL
Untuk larutan NaHC©100 ppm sebanyak 100 mL :
Massa NaHC®=_100mg x 100 mL

1000 mL
=10mg=0,01g
NaHCG; ditimbang sebanyak 0,01 g dan dilarutkan dalam

akuades, kemudian larutan dipindah ke dalam lakarta00 mL,
ditambah akuades hingga tanda batas dan dikocglgdimomogen.

L.1.14. Pembuatan Larutan NaHCQ 1-30 ppm
L.1.14.2. Pembuatan larutan NaH{CDppm

Untuk membuat larutan NaHGQ ppm sebanyak 50 mL,
maka volume larutan NaHG®B0 ppm yang harus dipipet adalah:

ViNaHcoz100ppm = 1ppm X 50mL = 0,5 mL

100 ppm

Dipipet sebanyak 1 mL larutan NaHE80 ppm lalu dimasukkan ke
dalam labu ukur 50 mL, ditanda bataskan dengan dasualan
dikocok hingga homogen.
Tabel L.1.4. Komposisi Volume pada Pengenceran Larutan
NaHCQ; 100 ppm:

[NaHCG;] Vol. NaHCO, Vol. NaHCG; 50ppm
yang dibuat (ppm) yang dibuat (mL)| yang dipipet (mL)

1 50 0,5

5 50 2,5

10 50 105
15 50 7,5
17 50 8,5
19 50 9,5
21 50 10,5
23 50 11,5
25 50 12,5
30 50 15
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LAMPIRAN 2

ISOLASI ENZIM URIKASE DARI Candida utilis DAN
PEMBUATAN MEMBRAN NATA DE COCO

L.2.1. Penyiapan media pembiakarCandida utilis

Pada pembuatan meda pembiakan ini dilakukan pada du
media yang berbeda, yakni media padat dan medigku#sna, 2008
dan Karlinatasa, 2010).

L.2.1.1. Pembuatan media padat

Pembuatan media padat dilakukan dengan menimbang 1,
ekstrak yeast; 0,5 g asam urat; 12,5 g glukosa,KHgPOy; 5 g
NH.CI; 1,08 g NaHPO,; 1,78 g MgSQ7H,0; 0,1 g CaGl2H,0;
0,008 g ZnSQ7H,O; 0,008 g FeGl6H,O; dan 15 g agar. Bahan-
bahan tersebut dimasukkan ke dalam gelas kimia dilanutkan
dengan 1000 mL akuades, diaduk hingga larut. Keamudiukur pH
larutan dan ditambahkan asam asetat 0,2 M hinggamphjadi 5
serta ditambahkan 10 mL larutboffer asetat pH 5. Larutan tersebut
dididihkan hingga jernih lalu dimasukkan sebanyakL larutan ke
dalam tabung reaksi dan ditutup dengan kapas .s&elanjutnya
tabung reaksi disterilkan menggunalaamoclave selama 3 jam pada
tekanan 15 psi. Setelah disterilisasi, tabung iediletakkan dalam
posisi miring untuk memperluas media pertumbuhdtukKrisna,
2008 dan Karlinatasa, 2010).

L.2.1.2. Pembuatan media cair

Pada pembuatan media cair ini dibuat dari bahaafbgang
sama dengan bahan pada pembuatan media padai, tetap
penambahan agar. Bahan-bahan tersebut dimasukldaldm gelas
kimia dan dilarutkan dengan 1000 mL akuades, diddungga larut.
Kemudian diukur pH larutan dan ditambahkan asantab$g2 M
hingga pH menjadi 5 serta ditambahkan 10 mL larbtdfer asetat
pH 5. Larutan tersebut dididihkan hingga jernih &amt seluruhnya
lalu dimasukkan sebanyak 100 mL larutan ke daldenereyer dan
ditutup dengan kapas steril. Selanjutnya tabundsiedisterilkan
menggunakarautoclave selama 3 jam pada tekanan 15 psi. Setelah
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disterilkan, erlenmeyer didinginkan (Krisna, 200@8ndKarlinatasa,
2010).

L.2.2. Peremajaan kultur murni Candida utilis

KapangCandida utilis dari biakan murni diambil sebanyak
satu otse dan dipindahkan ke dalam media paddt.dWlut tabung
reaksi disterilkan dengan bunsen selama proses ndahan,
kemudian diinkubasi selama 4 hari pada temperadufC3 dalam
inkubator (Krisna, 2008 dan Karlinatasa, 2010).

L.2.3. Produksi enzim urikase

Akuades steril dipipet sebanyak 10 mL dan dimaankke
dalam 1 tabung biakan mur@andida utilis kemudian dikocok.
Inokulum yang terbentuk dituang ke dalam media cstiril,
kemudian ditempatkan dalashaker pada temperatur kamar lalu
diinkubasi selama 26 jam (Krisna, 2008 dan Karérat 2010).

L.2.4. Isolasi enzim urikase

Media cair hasil peremajaan kultur murni disengési dingin
pada kecepatan 3000 rpm dan suf@ delama 20 menit. Endapan
yang terbentuk ditambah dengan larupaffer glisin pH 8,5 hingga
diperoleh konsentrasi 100 mg/mL, kemudian pengaluagnzim
dilakukan dengan penggerusan menggunakan serpiaea lkalu
disentrifugasi dingin selama 20 menit. Supernat@mgymerupakan
ekstrak enzim disimpan dalam botol gelap steribpadnperatur &
(Krisna, 2008 dan Karlinatasa, 2010).

L.2.5. Penentuan kadar protein
L.2.5.1. Penentuan panjang gel ombang maksimum kasein

Dipipet sebanyak 2 mL larutan kasein 5000 ppm kenda
tabung reaksi, kemudian ditambah 8 mL pereaksiebidan 2 mL
buffer glisin pH 8,5. Campuran dikocok dan didiamkan s&la30
menit pada temperatur kamar. Sebagai blanko, digekanyak 2
mL akuades ditambah dengan 8 mL pereaksi biureRdah buffer
glisin pH 8,5, dikocok dan didiamkan selama 30 rmemada
temperatur kamar. Larutan kasein 5000 ppm dan bladikkur
serapannya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pasaran
panjang gelombang 200 hingga 400 nm. Panjang gelogb
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maksimum diperoleh pada saat serapan larutan kasaksimum
(Krisna, 2008 dan Karlinatasa, 2010).

L.2.5.2. Pembuatan kurva baku kasein

Masing-masing larutan kasein konsentrasi 1000 @rifg000
ppm dipipet sebanyak 2 mL ke dalam tabung reaksimtbah 8 mL
pereaksi biuret dan 2 mL larutdnffer glisin pH 8,5. Campuran
dikocok dan didiamkan selama 30 menit pada suhuakam
Kemudiandiukur absorbansi menggunakapektrofotometeitV-Vis
pada panjang gelombang maksimum dan dilakukan duplo
Selanjutnya dibuat kurva linier yang menunjukkadngan antara
absorbansi (sumbu Y) dan konsentrasi kasein (suX)b(Krisna,
2008 dan Karlinatasa, 2010).

L.2.5.3. Penentuan kadar protein urikase hasil isolas

Urikase hasil isolasi dipipet sebanyak 2 mL, ditami8 mL
pereaksi biuret dan 2 mL larutdffer glisin pH 8,5. Campuran
dikocok dan dibiarkan selama 30 menit pada suhuakakemudian
diukur absorbansi menggunakan spektrofotometer [$Vpada
panjang gelombang maksimum dan dilakukan duplo. il Has
pengukuran diekstrapolasikan terhadap kurva bakeikasehingga
diperoleh nilai konsentrasi protein (Krisna, 200&n Karlinatasa,
2010).

L.2.5.4. Penentuan kadar protein urikase yang teramobilkan

Sebanyak 2 mL supernatan enzim urikase sisa arsadiili
dipipet dan ditambah 8 mL pereaksi biuret dan 2larutanbuffer
glisin pH 8,5. Campuran dikocok dan dibiarkan selaB® menit
pada suhu kamar, kemudian diukur absorbansi meagguan
spektrofotometer UV-vis pada panjang gelombang maks dan
dilakukan duplo. Hasil pengukuran diekstrapolasitexhadap kurva
baku kasein sehingga diperoleh nilai konsentrasiepr. Kadar
protein urikase yang teramobilkan diperoleh ddisgeantara kadar
protein urikase hasil isolasi dengan kadar proteifikase sisa
amobilisasi (Krisna, 2008 dan Karlinatasa, 2010).
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L.2.6. Pembuatan membramata de coco

Nata de coco dibuat dengan mendidihkan 1000 mL air kelapa,
ditambahkan dengan 10 g sukrosa, 5 g {p%0O, dan 1 g MgSQ@
lalu didinginkan. Setelah dingin, larutan air kelagitambah dengan
asam asetat pekat hingga pH 4 dan starter sebab§@kmL,
dituangkan ke dalam cetakan, ditutup rapat mendgumdkertas
koran dan dibiarkan selama 3-4 hari. Hasil meminaa de coco
dinetralkan menggunakan larutan NaOH dengan menenda
membran seluruhnya sampai pH netral (Pisesidlaika2009)
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LAMPIRAN 3
PENENTUAN KADAR PROTEIN ENZIM

L.3.1. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum.(aks) Kasein

[Kasein] = 5000 ppm

T maks =543,0 nm

Absorbansi =0,1508

Tabel L.3.1. Data Absorbansi Kasein Berbagai Panjang Gelombang
O Abs O Abs O Abs Abs

mm | A) | (m | A [(m | (A) |J0Om)| (A)
200 0.2047), 310 0.9136 410 0.08p5 510 0.1834
210 0.0856] 320| 0.6224 420 0.0780 520 0.1427
220 0.1271] 330| 0.4810 430 0.0681 530 0.1487
230 0.0029, 340| 0.3743 440 0.06[/5 540 0.1508
240 | 0.0470f 350| 0.2921 450 0.07P8 550 0.1498
250 | 0.0077, 360| 0.2292 460 0.07[73 5600 0.1459
260 | 0.0916/ 370| 0.1812 470 0.0863 570 0.1896
270 | 0.0708 380| 0.1450 480 0.0972 580 0.1816
280 0.1127] 390| 0.1174 490 0.10P4 590 0.1221
290 0.9889, 400| 0.0970 500 0.12@1 600 0.1111
300 1.3359

L.3.2. Pembuatan Kurva Baku Kasein
Tabel L.3.2. Absorbansi Kasein pada 543,0 nm

[Kasein] | Absorbansi
ppm (A)
0 0
1000 0.0466
2000 0.0737
3000 0.127
4000 0.1506
5000 0.1759
6000 0.2155
7000 0.2291
8000 0.2795
9000 0.2891
10000 0.3478
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y =3E-05x +0.012
R2=0.990

Absorbansi (A)

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
[kasein] x 1000 ppm

Gambar L.3.1, Kurva Baku hubungan antara konsentrasi
Kasein (ppm) dan Absorbansi (A)

L.3.3. Penentuan Kadar Protein

Kadar protein urikase ditentukan dengan mengkoikars
absorbansi larutan pada persamaan kurva baku kasein
Persamaan regresi kasein : y = 0,00003x

Absorbansi enzim urikase hasil isolasi : 0,0998rfiaka

y =3.10° x
0,0918 =3.10x
X = 3060 ppm = 3,06 mg/mL

Kadar protein enzim urikase hasil isolasi :
= x . faktor pengenceran
= 3,06 mg/mL . 10 mL
1mL
= 30,6 mg/ml

L.3.4. Penentuan Jumlah Urikase yang Teramobilkan

Absorbansi enzim setelah amobilisasi : 0,0822rka :

y =3.10° x
0,0822 =3.10x
X = 2740 ppm = 2,74 mg/mL
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Kadar protein enzim urikase sisa amobilisasi :
= x . faktor pengenceran

= 2,74 mg/mL Em—l'
ImL

= 27,4 mg/mL
Dalam amobilisasi digunakan 18 mL enzim, sehingga :

Cenzim yang teramobilkaTT (Cenzim awal Cenzim setelah amobilis;s?( 18 mL
= (30,6 mg/mL — 27,4 mg/mL) x 18 mL
= 57,6 mg
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LAMPIRAN 4

PENENTUAN BILANGAN NERNST, BATAS DETEKSI DAN
KISARAN KONSENTRASI

Tabel 4.1.1Data Potensial Selsgpada Konsentrasi Asam Urat 15-

30 ppm
[asam urat] log Esel
(ppm) [asam urat]| [asam urat]] (mV)
15 8,92E-05 -4,050 -118
17 1,01E-04 -3,995 -117
19 1,13E-04 -3,947 -117
21 1,25E-04 -3,903 -116
23 1,37E-04 -3,864 -115
25 1,49E-04 -3,828 -113
30 1,78E-04 -3,749 -111

100
r T T T T T T =100

-41 -405 -4 -395 -39 -3.85 -3.8 -309%--3|7

Esel

y =9,9206x - 77,679
R2=0,7789

log [asamurat]

Gambar L.4.1. Kurva Hubungan log [asam urat] dengapfada
Konsentrasi Asam Urat 15-30 ppm
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Pada Gambar L.4.1.diperoleh persamaan y = 31,5229 maka
bilangan Nernstnya adalah 31,52 mV/dekade
Berdasarkan data di atas maka kisaran konsentfalsirasebesar 19
hingga 30 ppm
Batas bawah ditentukan dengan perhitungan sebaghiib:
9,9206x — 77,679 = 31,52x + 7,2198
(9,9206 — 31,52) x = 7,2198 + 77,679
-21,602 x = 84,8988
X -
log [asam urat] = -3,93
[asam urat] = 1,17.10M
[asam urat] = 1,17.10x 168,122 x 1000
= 19,7 ppm
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LAMPIRAN 5

PENENTUAN BILANGAN NERNST PADA BERBAGAI
MACAM pH

9

E

© YV =6,224x - 12,28

i R2=0,957
-44 -
-46 -
-48 -
_50 J

log [asamurat]

Gambar 5.1.Kurva hubungan [asam urat] dengagfada
konsentrasi 1-35 ppm pH 7,0

<
E
2
L =6,482x - 24,21
Rz2=0,961 56 -
_58 .
_60 J

log [asamurat]

Gambar 5.2.Kurva hubungan [asam urat] dengag Bada
konsentrasi 1-35 ppm pH 7,5
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Sy
K
=

-48 45 42 -39 -36 -33

y=8,992x - 46,79
R?=0,978

S

e

= -85 -

(O]

(%]

w .90 -
.95 -
4100 -

log [asamurat]

Gambar 5.3.Kurva hubungan [asam urat] dengag Bada
konsentrasi 1-35 ppm pH 8,0

O
s}

-4 -3,6

-100 -
S
S

= -101
]
(%2]
L

y=11,32x-57,60 -102

R2=0,996
-103 -

log [asamurat]

Gambar 5.4.Kurva hubungan [asam urat] dengag pada
konsentrasi 20-30 ppm pH 8,5
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1c4
T T T T =104

-4 -3,94 -3,88 -3,82 -3,76 7

Esel (mV)

-162 -

log [asamurat]

Gambar 5.5.Kurva hubungan [asam urat] dengag Bada
konsentrasi 20-30 ppm pH 9,0

-4.6 451 -442 -433 -424 -4,15 -4,06
-123 -
-125 -

N y=22,36x-33,24

£ R2=0,959 2127

2

| -129 -
-131 -
-133 -

log [asamurat] -135 -

Gambar 5.6.Kurva hubungan [asam urat] dengag pada
konsentrasi 5-15 ppm pH 9,5
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LAMPIRAN 6. DATA HASIL PENGUKURAN

Tabel 6.1.Data Hasil Pengukuran potensial sel pada pH 80—

Esel (MV)
[as(gg‘n:‘)rat] bH 7.0 pH 7,5 pH 8,0

I Il i rata-rata I Il [ rata-rata I Il ] ratarata
0 -66 -74 -79 -73 -81 -73 -72 -75.333 -120 -97 -106107.667
1 -45 -53 -50 -49,333 -64 -58 -65 -62,333 - -87 87 -| -89,333
5 -40 -49 -44 -44,333 -60 -54 -61 -58,333 -88 -85 83 -| -85,333
10 -39 -47 -41 -42,333 -59 -52 -5¢ -56,667 -84 -84 -80 -82,667
15 -38 -44 -39 -40,333 -56 -50 -56 -54 -82 -83 -19 -81,333
20 -36 -44 -37 -39 -55 -49 -55 -53 -82 -88 -79 3B,
25 -35 -43 -37 -38,333 -54 -48 -56 -52,667 -82 -82 -78 -80,667
30 -36 -43 -37 -38,667 -54 -49 -54 -52,333 -81 -82 -78 -80,333
35 -36 -42 -37 -38,333 -53 -49 -53 -51,66(7 -80 -82 -78 -80
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Tabel 6.2.Data Hasil Pengukuran potensial sel pada pH 8,5 -

Esel (mV)
[as(zgnn:’)rat] pH 8,5 pH 9,0 pH 9,5
I Il ] rata-rata I Il ] rata-rata I I ] ratarata
0 -116| -108 -114 -112.67 -161 -15[1 -160 -158 -126120-| -131 -125.67
1 -102| -105 -105 -104 -165 -158 -157 -160 -120 -120125 -121,67
5 -101| -102 -103 -102 -166 -160 -159 -161,67 -130128- | -134 -130,67
10 -101| -102 -102 -101,67 -16 -156 -157 -159,67 24-1 -120 -129 -124,33
15 -102| -100 -102 -101,33 -15 -154 -153 -155,833 19-1 -116 -123 -119,33
20 -102| -101 -101 -101,33 -16 -152 -152 -155 -124120 -129 -124,33
25 -101| -101 -101 -101 -154 -15p -152 -154,33 -114111 -120 -115
30 -100 -98 -100 -99,333 -156 -140  -149 -151,83 6-11 -109 -120 -115
35 -98 -96 -100 -98 -157 -15( -148 -151,47 -118 0-11 -124 -117,33
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Tabel 6.3.Data Hasil Pengukuran Waktu Respon

waktu respon Ese (MV)

(detik) Oppm | 10 ppm| 15ppm 17 ppr 19 pp 21 ppm 23 ppm pp2d | 30 ppm
30 -120 -117 -119 -126 -118 -117 -116 -115 -11p
60 -119 -116 -119 -126 -118 -117 -116 -114 -11p
90 -118 -116 -119 -125 -118 -117 -116 -114 -11p
120 -118 -115 -118 -125 -118 -117 -116 -114 -112
150 -117 -115 -118 -125 -118 -117, -116 -114 -112
180 -118 -115 -118 -125 -118 -117 -116 -114 -112
210 -118 -115 -117 -125 -117 -116 -116 -114 -1111
240 -117 -115 -118 -125 -117 -116 -116 -114 -111
270 -117 -115 -118 -125 -117 -116 -116 -114 -111
300 -117 -115 -118 -125 -117 -116 -116 -114 -1111
330 -117 -114 -118 -125 -117 -116 -116 -114 -111
360 -117 -114 -118 -125 -117 -116 -116 -114 -111
390 -117 -114 -118 -125 -117 -116 -115 -118 -1111
420 -117 -114 -118 -125 -117 -116 -115 -118 -1111
450 -116 -114 -118 -125 -117 -116 -115 -118 -111
480 -116 -114 -118 -124 -117 -116 -115 -118 -1111
510 -116 -114 -117 -124 -117 -116 -115 -118 -111
540 -116 -114 -117 -124 -117 -116 -115 -118 -111
570 -116 -114 -117 -124 -117 -116 -115 -118 -111
600 -116 -114 -117 -124 -117 -116 -115 -118 -111
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Tabel 6.4.Data Hasil Pengukuran Dua Kali Pengulangan

Lama Pemakaian

[asam urat] log Esei (MV)
(ppm) [asam urat] I I
19 -3,95 -120 -120
21 -3,90 -119 -119
23 -3,86 -117 -118
25 -3,83 -116 -116
30 -3,75 -114 -113
Bilangan nernst (mV/dekade) 31,26 36
[asam urat] log Esei (MV)
(ppm) [asam urat] | T
19 -3,95 -117 -117
21 -3,90 -116 -116
23 -3,86 -116 -113
25 -3,83 -115 -112
30 -3,75 -114 -110
Bilangan nernst (mV/dekade) 30,19y 37

12
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