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Abstract

Fahmi, M.I. 2015. Analytical Performance of Urea Sensor ImmobiliziedDiacetyl
Monoxime and Thiosemicarbazide Reagents by Adsorption on Silica Gel
Plate. Research Report. Chemistry Department, Faculty of Science and
Technology, State Islamic University of Maulana Malik Ibrahim Malang.
Supervisor I: Begum Fauziyah, S.Si, M.Farm; Supervisor Il: Tri Kustono Adi,
M.Sc.

Keywords: urea, sensors, diacetyl monoxime, thiosemicarbazide, adsorption, RGB

Urea is a chemical substance which can be found as indicator both in human
body and in environment. Urea determination has been developed with fabricate chemical
sensor based on silica gel plates through color transformation into pink color because of
reaction between urea and diacetyl monoxime (DAM) and thiosemicarbazide (TSC). The
aim of this research are to know the best of heating temperature, to determine the sensor
respon time, sensor stability, also limit of detection and limit of quantitation.

The method which is used in this research is physic adsorption method it means
splattering. Determination of the best temperature to detect urea 100 mmol/L was done by
varying the heating temperature of 35; 60; and 100 °C for 20 minutes. Determination of
the respon time was begun from 20th seconds to 300 seconds of heating time with
interval of 20 seconds. Determination of sensor stability was done by storaging the sensor
at cold temperature and room temperature. The measurement was done with one day
interval storage started on 0 day to 4 day. LOD and LOQ determination were done by
making a standard curve urea sensor from color data which changed into numeric data
with RGB method using adobe photoshop CS5.

The result of this research indicated that the best heating temperature which
produced the best response is 100 °C. The respon time which was produced by the sensor
to detect urea occur in 180th seconds. The sensor stabilityat cold temperature storage
was<one day and at room temperature storage was nearly to one day. While the value of
LOD and LOQ from this research was 0.1232 mmol/L and 0.4105 mmol/L.
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ABSTRAK

Fahmi, M. I. 2015. Performansi Analitik Sensor Urea Terimmobilisasi Reagen
Diasetil Monoksim dan Tiosemikarbazida Secara Adsorpsi pada Plat Silika
Gel. Laporan Penelitian. Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing I:
Begum Fauziyah, S.Si, M.Farm; Pembimbing II: Tri Kustono Adi, M.Sc.

Kata kunci: urea, sensor, diasetil monoksim, tiosemikarbazida, adsorpsi, RGB

Urea merupakan suatu zat kimia yang dapat digunakan sebagai indikator masalah
tubuh dan lingkungan. Penentuan urea dikembangkan dengan membuat sensor kimia
berbasis plat silika gelmelalui perubahan warna menjadi merah muda akibat bereaksi
dengan reagen diasetil monoksim (DAM) dan tiosemikarbazida (TSC). Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk mengetahui suhu pemanasan terbaik, untuk menentukan waktu
respon, stabilitas sensor, serta limit deteksi dan limit kuantitasi.

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode adsorpsi fisik dengan
cara ditotol. Penentuan suhu terbaik dalam mendeteki urea 100 mmol/L dilakukan dengan
variasi suhu pemanasan 35; 60; dan 100 °Cselama 20 menit. Penentuan waktu respon
dimulai pada detik ke-20 sampai detik ke-300 dengan interval 20 detik. Penentuan
stabilitas dilakukan dengan menyimpan sensor terimmobilisasi pada suhu dingin dan suhu
ruang. Pengukuran dilakukan dengan selang waktu penyimpanan satu hari dimulai pada
hari ke-0 sampai hari ke-4.Penentuan LoD dan LoQ dilakukan dengan membuat kurva
standar sensor urea yang dihasilkan dari pengubahan data warna menjadi angka dengan
metode RGB memakaiadobe photoshop CS5.

Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa suhu terbaik yang menghasilkan
respon terbaik yaitu 100°C. Waktu respon yang dihasilkan sensor dalam mendeteksi urea
terjadi pada detik ke-180. Sedangakan stabilitas sensor yang dihasilkan pada
penyimpanan suhu dingin kurang dari sehari dan pada penyimpanan suhu ruang mencapai
satu hari. Nilai LoD dan LoQ dari penelitian adalah 0,1232 mmol/L dan 0,4105 mmol/L.

xii



BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Allah Swt berfirman pada surat Ali Imron (3) 190-191:

el 2 INT J5Y ¥ 00 ST Gl Ty o3 NT5 w2l gl 3 2o

-
z

- ',g,_,/ ‘//{"*5./ 5.2 2% Tl . 28 NPT }{/ P /ﬁ‘/. 2T
L ) pa0VIs il Bl 8 0y 5mins fppn (S5 135285 Le Al g5
Artinya :

“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya
malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal. (yaitu)
orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam
keadaan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi

(seraya berkata): "Ya Tuhan Kami, Tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-
sia, Maha suci Engkau, Maka peliharalah Kami dari siksa neraka.”

Kataulul albab (orang-orang yang berakal) yang dimaksud disini ialah
orang-orang yang mendalami pemahamannya, berpikir tajam, serta mau
menggunakan pikirannya, mengambil manfaat dari apa yang telah diciptakan oleh
Allah Swt dan senantiasa mengingat Allah Swt dalam keadaan apapun, baik
dalam keadaan berdiri, duduk maupun berbaring (Shihab, 2002). Selain itu, ayat
diatas juga menerangkan bahwasanya ulul albab bukanlah manusia yang cepat
puas dan berwatak pasrah. Sebagai manusia kita dituntut untuk berfikir dan
mencari solusi dalam setiap masalah dan cobaan yang kita hadapi. Sebagai

manusia ciptaan Allah SWT yang paling sempurna diantara makhluk-makhluk



lainnya Kita harus yakin akan tugas dasar manusia, yaitu sebagai makhluk yang
akan memakmurkan dunia bukan merusak dan menyengsarakan orang lain.

Manusia merupakan mahluk ciptaan Allah yang tidak pernah lepas dari
cobaan dan ujian. Salah satu cobaan yang diberikan Allah kepada hambanya
adalah sakit. Sakit dan musibah yang menimpa seorang mukmin mengandung
hikmah yang merupakan rahmat dari Allah. Imam Ibnul Qayyim berkata
: “Andaikata kita bisa menggali hikmah Allah yang terkandung dalam ciptaan dan
urusan-Nya, maka tidak kurang dari ribuan hikmah. Namun akal kita sangat
terbatas, pengetahuan kita terlalu sedikit dan ilmu semua makhluk akan sia-sia
jika dibandingkan dengan ilmu Allah, sebagaimana sinar lampu yang sia-sia
dibawah sinar matahari*“ (Al-Qardhawi, 2001).

Meskipun demikian, Allah tetap memerintahkan hambanya untuk selalu
berfikir sehingga mampu menggali hikmah dari suatu kejadian atau musibah dan
bahkan mampu digunakan sebagai usaha pencegahan terjadinya musibah
diantaranya adalah pencemaran lingkungan dan penyakit gagal ginjal yang
disebabkan oleh urea. Proses berfikir untuk mengatasi persoalan terebut dilakukan
dengan pembuatan sensor kimia untuk mendeteksi urea baik dalam tubuh yang
dapat digunakan sebagai pendeteksian dini penyakit gagal ginjal maupun dalam
lingkungan.

Kelainan fungsi ginjal adalah kelainan yang sering terjadi pada orang
dewasa. Kelainan fungsi ginjal berdasarkan durasinya dibagi menjadi 2 yaitu
gagal ginjal akut dan gagal ginjal kronik. Gagal ginjal akut adalah kemunduran
yang cepat dari kemampuan ginjal dalam membersihkan darah dari bahan-bahan

racun, yang menyebabkan penimbunan limbah metabolik didalam darah



(misalnya urea). Gagal ginjal akut merupakan suatu keadaan klinis yang ditandai
dengan penurunan fungsi ginjal secara mendadak dengan akibat terjadinya
peningkatan hasil metabolit seperti ureum dan kreatinin. Kasus gagal ginjal kronik
(GGK) saat ini meningkat dengan cepat terutama di negara-negara berkembang.
Gagal ginjal kronik (GGK) telah menjadi masalah utama kesehatan di seluruh
dunia, karena selain merupakan faktor resiko terjadinya penyakit jantung dan
pembuluh darah akan meningkatkan angka kesakitan dan kematian (Setyaningsih
dkk, 2013).

Urea adalah biomolekul yang penting bagi manusia. Urea yang terbentuk
merupakan hasil dari siklus urea dalam tubuh yang berasal dari ammonia atau dari
asam amino. Kemudian diekskresikan melalui urin atau cairan tubuh pada
manusia. Ketika berada pada level tidak normal mungkin akan menjadi beracun
bagi kita. Oleh karena itu perlu adanya pengawasan teratur yang digunakan untuk
tujuan klinis (Fatima dan Mishra, 2011). Urea dalam darah atau disebut juga
blood urea nitrogen (BUN) memliki kadar normal 5 — 25 mg/dl dalam darah.
Penetapan kadar urea dalam serum mencerminkan keseimbangan antara produksi
dan ekskresi. Metode penetapan adalah dengan mengukur nitrogen. Hasil
penetapan di Amerika Serikat disebut sebagai nitrogen urea dalam darah
(Shanmugam dkk, 2010).

Urea adalah polutan yang umum ditemukan dalam limbah industri,
sehingga penentuannya di lingkungan yang ekstrim sangatlah penting. Selain itu,
kehadiran urea di lahan pertanian juga sebagai polutan karena pupuk yang

digunakan secara berlebihan juga banyak dikenal. Urea dapat mengancam



lingkungan karena terurai menjadi ammonia yang sangat beracun sehingga dapat
mencemari sungai ketika terbawa arus ke sungai (Chagas, 2007).

Urea dapat mencemari air tanah ketika penambahan pupuk urea pada
tanaman secara berlebih. Urea akan diubah menjadi nitrat dalam tanah melalui
proses nitrifikasi yang dapat menyuburkan tanah sebagai sumber nutrisi tanaman.
Akan tetapi tanaman mempunyai kemampuan menyerap unsur nitrogen yang
terbatas sehingga sisa nitrogen yang tidak diserap oleh tanaman tersebut akan
terakumulasi dan menjadi sumber pencemaran nitrat pada zona air tanah (Triyono,
dkk, 2013).

Pengembangan detektor urea banyak dilakukan untuk memenuhi
kebutuhan analisa kadar urea yang mudah dan murah dalam banyak bidang seperti
bidang kesehatan, industri dan pertanian, salah satunya dilakukan melalui
biosensor optik. Sensor urea diperlukan dalam monitoring diabetes dan
memprediksikan indikasi adanya gangguan pada liver. Sensor urea juga penting
diaplikasikan dalam bidang agriculture dan hydrophonic dimana pengukuran urea
dapat dilakukan pada sampel tanah dan air permukaan (Fauziyah, 2012).

Sensor kimia adalah sebuah perangkat yang merubah sebuah informasi
kimia seperti konsentrasi menjadi sinyal-sinyal yang dapat dengan mudah dibaca.
Informasi kimia ini bisa berupa reaksi kimia atau properti fisik dari bahan yang
diselidiki. Sensor kimia ini akan mendeteksi keberadaan suatu senyawa yang
diinginkan karena adanya reagen selektif yang bereaksi dengan senyawa tersebut
sehingga menimbulkan perubahan warna dengan bentuk stik atau lembaran film.
Banyak metode yang dikembangkan dalam pembuatan sensor kimia seperti

memakai electrode, optode (optik), dan metode sol gel (Hulanicki.,dkk, 1991).



Penelitian dan metode untuk menentukan urea telah banyak dilakukan
baik secara potensiometri maupun secara kolorimetri. Salah satu contoh metode
potensiometri adalah proses pembuatan biosensor terhadap urea berbasis enzim
urease Yyang telah banyak dikembangkan dan dilakukan dengan teknik
immobilisasi dan prinsip elektroda potensiometri (Fatima dan Mishra, 2011).
Pemakaian enzim banyak digunakan dalam pembuatan biosensor karena
aktivitasnya yang spesifik dan sensivitasnya baik terhadap analit. Namun,
penggunaan enzim juga memiliki kelemahan yaitu tidak stabil dan pemurniannya
terhitung mahal (Akyilmaz & Dinckaya, 2005).

Metode kolorimetri untuk mendeteksi urea dalam cairan biologis dapat
dilakukan dengan dua metode yaitu metode langsung dan tidak langsung.
Beberapa metode tidak langsung tergantung pada hidrolisis urea oleh enzim
urease untuk membentuk ammonia dengan ditentukan jumlahnya oleh
nesslerisasi. Hal yang paling tidak diinginkan dari metode tidak langsung adalah
penggunaan reagen yang relatif tidak stabil dan kehilangan ammonia selama
proses berlangsung (Rho, 1972). Sehingga pada penelitian yang dilakukan untuk
mendeteksi urea dapat dilakukan dengan metode langsung.

Penentuan wurea secara langsung memakai metode kolorimetri
menggunakan reagen diasetil monoksim (DAM) yang ditemukan oleh Fearon
merupakan dasar dari berbagai metode penentuan kadar urea dalam cairan-cairan
biologis (Wybenga dkk, 1971).Penentuan urea secara langsung tergantung pada
kondensasi urea  dengan  beberapa reagen  spesifik  seperti o-
isonitrosopropiophenone dan turunan diasetil pada media asam. Reaksi langsung

antara urea dan diasetil atau turunan diasetil yaitu diasetil monoksimakan



menghasilkan warna. Warna maksimum pada panjang gelombang 415 nm dan
eksitasi optimal pada panjang gelombang 360 nm telah digunakan untuk
menentukan urea secara kuantitatif. Akan tetapi reaksi antara urea dengan diasetil
monoksim (DAM) tidak begitu mudah difahami (Rho, 1972). Salah satu kesulitan
dalam menggunakan metode DAM adalah pada sensitivitas blanko dan stabilitas
warna yang terbentuk sehingga memungkinkan untuk memakai reagen tambahan
seperti tiosemikarbazida dan logam besi (111) (Beale and Croft,1961).

Prinsip dari metode kolorimetri secara langsung adalah reaksi urea
dengan diasetil monoksim dantiosemikarbazida dengan adanya ion besi(l1l) dalam
medium asam pada kondisi panas menghasilkan senyawa berwarna merah muda.
lon besi(lll) disumbangkan oleh adanya FeCls dan media asam disumbangkan
oleh asam sulfat dan asam ortofosforat dalam reagen. Reagen asam digunakan
untuk mengkondensasi urea dengan diasetil monoksim untuk membentuk
kompleks kuning dan lebih lanjut, warna tersebut perlahan menjadi merah muda
karena reaksinya dengan tiosemikarbazida. Produk berwarna merah muda yang
terbentuk kemudian diukur dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 540
nm (Shanmugam dkk, 2010). Beale dan Croft (1961), telah melakukan penelitian
dengan menggunakan variasi logam untuk menstabilkan pembentukan warna pada
reaksi yaitu Sb*, Cu?*, dan Mn?* sehingga yang dipilih adalah logam Mn?*. Akan
tetapi menurut Wybenga dkk (1971), ion mangan (Mn?*) akan menurunkan
stabilitas sebesar 10% setelah 1 jam (160 mg dari MnCl per 100 mL). Sedangkan
ion besi (Fe**) akan menurunkan stabilitas warna sebesar 20% setelah 1 jam (33

mg dari FeClz per 100 mL).



Reagen asam digunakan untuk mengkondensasi urea dengan diasetil
monoksim untuk membentuk kompleks berwarna kuning dan selanjutnya warna
tersebut berubah menjadi merah muda karena adanya reaksi dengan
tiosemikarbazida (Shanmugam, 2010). Rahmatullah dan Boyde (1980),
menjelaskan bahwa dalam penelitianya menggunakan berbagai macam variasi
reagen asam Yyang dikombinasikan dengan reagen diasetil monoksim, yaitu
menggunakan ion besi(lll) dengan media asam H,SOs dan HsPOs4 yang
dikombinasikan dengan reagen diasetil monoksim — tiosemikarbazida. Asam
CH3COOH, H2SO4, Fex(S0s)s yang dikombinasikan dengan reagen diasetil
monoksim — Antipyrine. Selain itu juga menggunakan campuran asam H>SOa,
HCI, CH3sCOOH, MnClz, NaH2PO4, dan NaNOs yang dikombinasikan dengan
reagen diasetil monoksim — Phenylanthranllic acid. Dari ketiga penggunaan
variasi asam dan reagen yang memberikan sensitifitas dan stabilitas warna yang
tinggi diperoleh dari asam yang menggunakan ion besi(lll) dengan media asam
H>.SO4 dan HsPO4 yang dikombinasikan dengan reagen diasetil monoksim —
tiosemikarbazida.

Berdasarkan uraian permasalahan diatas, maka perlu dilakukan penelitian
untuk mengembangkan sensor kimia untuk mendeteksi urea yang dapat digunakan
dengan mudah, aman, sensitif, dan spesifik. Pembuatan sensor urea dilakukan
dengan immobilisasi reagen DAM-TSC serta reagen asam fosfat dan asam sulfat
ditambah dengan FeCls pada plat silika gel memakai metode adsorbsi fisika yang
diharapkan dapat mengembangkan metode penentuan urea secara kolorimetri
dengan reagen tersebut. Adanya urea dapat ditentukan dari perubahan warna

menjadi merah muda yang timbul ketika plat silika yang telah terimmobilisasi



reagen ditetesi sampel urea. Selain itu dilakukan penentuan suhu pemanasan

terbaik sensor dalam mendeteksi urea sertauji performansi analitik sensor yang

meliputi waktu respon, stabilitas sensor, dan konsentrasi terendah analit yang

mampu dideteksi oleh sensor. Sehingga dapat dihasilkan sensor yang lebih

mudah, efisien, dan spesifik sehingga bermanfaat bagi masyarakat luas.

1.2 Rumusan Masalah

1.

Berapa suhu pemanasan terbaik danwaktu respon yang dibutuhkan sensor
dalam mendeteksi urea?
Bagaimana stabilitas sensor dalam mendeteksi urea?

Berapa konsentrasi urea terendah yang dapat dideteksi oleh sensor?

1.3 Tujuan Penelitian

1.

Menentukan suhu pemanasan terbaik dan waktu respon yang dibutuhkan
sensor dalam dalam mendeteksi urea.
Menentukan stabilitas sensor dalam mendeteksi urea.

Menentukan konsentrasi urea terendah yang dapat dideteksi oleh sensor.

1.4 Batasan Masalah

1.

Sampel urea yang dianalisis adalah sampel simulasi yaitu sampel urea yang
dilarutkan pada pelarut air.
Penentuan suhu pemanasan terbaik dilakukan sampai suhu 100 °C.

Penentuan waktu respon dilakukan sampai detik ke- 300.



1.5 Manfaat Penelitian
1. Secara umum
Memberikan informasi dan pengetahuan umum tentang cara pendeteksian urea
baik dalam tubuh maupun dalam lingkungan melalui alat yang efektif, efisien
dan murah.
2. Secara khusus
Meningkatkan kemampuan mahasiswa mengaplikasikan ilmu kimia secara

praktis dari teori yang dipelajari.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Urea

Urea adalah biomolekul yang penting bagi manusia. Urea yang terbentuk
merupakan hasil dari siklus srea dalam tubuh yang berasal dari ammonia atau dari
asam amino. Kemudian diekskresikan melalui urin atau cairan tubuh pada
manusia. Cairan tubuh Kita terdiri dari sebagian urea. Ketika berada pada level
tidak normal mungkin akan menjadi beracun bagi kita. Oleh karena itu perlu
adanya pengawasan teratur yang digunakan untuk tujuan Klinis (Fatima dan
Mishra, 20011).

Setiap asam amino setidaknya terdiri dari satu gugus amino, oleh karena
itu setiap jalur degradasi asam amino mempunyai langkah utama dimana gugus
amino dipindah. Pada katabolisme asam amino singkat menghasilkan ammonia
dan jaringan otak sangat sensitive terhadap ammonia. Kebanyakan asam amino
dikatabolis atau di pecah di liver atau hati. Beberapa produk ammonia pada proses
katabolisme asam amino digunakan untuk sintesis nitrogen bimolekul seperti
nukleotida. Kelebihan ammonia dirubah menjadi urea untuk proses ekskresi
(Miles, 2003).

Urea atau karbamida merupakan suatu senyawa organik dengan rumus
kimia (NH2).CO. Molekul urea memiliki dua gugus amina (-NH2) yang
digabungkan oleh gugus fungsi karbonil. Urea pertama kali ditemukan dalam urin
pada tahun 1773 oleh kimiawan perancis Hilaire Roulle. Pada tahun 1828,

seorang Kkimiawan Jerman Friedrich Wohler memperoleh urea dengan

10
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mereaksikan perak tiosianat dengan ammonium klorida dalam sebuah percobaan
yang gagal untuk memperoleh ammonium tiosianat. Urea memiliki peran penting
dalam metabolisme senyawa yang mengandung nitrogen pada hewan mamalia.
Urea berbentuk padat, tidak berwarna, bersifat netral, sangat larut dalam air dan
relatif tidak beracun. Urea disintesis didalam tubuh berbagai organisme sebagai
bagian dari siklus urea, yang dapat berasal dari oksidasi asam-asam amino
ataupun ammonia (Shanmugam dkk, 2010).

Urea merupakan molekul kecil yang mudah mendifusi kedalam cairan
ekstrasel, tetapi akhirnya dipekatkan dalam urin dan diekskresikan. Jika
keseimbangan nitrogen dalam keadaan normal, ekskresi urea kira-kira 25 mg per
hari (Widman K, 1995). Urea adalah produk akhir metabolisme nitrogen yang
penting pada manusia, yang disintesis dari ammonia, karbon dioksida dan
nitrogen amida aspartat (Murray dkk, 1999). Rumus struktur dari urea adalah

sebagai berikut:

@)
I

G
>4
H,N”~ “NH,

Gambar 2.1 Struktur Molekul Urea

Protein dalam makanan diperlukan untuk menyediakan asam amino yang
akan digunakan untuk memproduksi senyawa nitrogen yang lain, untuk mengganti
protein dalam jaringan yang mengalami penguraian dan untuk mengganti nitrogen
yang telah dikeluarkan dari tubuh dalam bentuk urea (Poedjiadi, 1994). Senyawa
bernitrogen misalnya adalah NHs, karena sifatnya yang toksik kemudian diubah

menjadi urea atau asam urat. Sebagian besar hewan yang hidup di air (akuatik)
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mengekskresikannya dalam bentuk amoniak. Oleh karena zat itu langsung terkena
air maka senyawa tersebut akan terencerkan sehingga tidak membahayakan
dirinya. Jasad hidup yang demikian itu tergolong dalam hewan amonotelat.
Hewan yang mengekskresikan urea dinamakan ureotelat dan yang membuang
sekretnya berupa asam urat adalah urikotelat (burung, reptilia) (Martoharsono,
2006).

Anna Poedjiadi (1994) menjelaskan bahwa NH3 dapat dilepaskan dari
asam amino melalui reaksi transaminasi dan deaminasi. Pada reaksi transaminasi
gugus —NH> yang dilepaskan diterima oleh suatu asam keto, sehingga terbentuk
asam amino baru dan asam keto lain, sedangkan pada reaksi deaminasi, gugus —
NH: dilepaskan dalam bentuk ammonia yang kemudian dikeluarkan dalam tubuh
dalam bentuk urea dalam urine. Amonia dengan kadar yang tinggi merupakan
racun bagi tubuh manusia.

Hans Krebs dan Kurt Henseleit pada tahun 1932 mengemukakan
serangkaian reaksi kimia tentang pembentukan urea. Mereka berpendapat bahwa
urea terbentuk dari amonia dan karbondioksida melalu serangkaian reaksi kimia
yang berupa siklus, yang mereka namakan siklus urea (Poedjiadi, 1994).

Pembentukan urea ini terutama berlangsung dalam air, bersifat netral,
terdapat dalam urine yang dikeluarkan dari dalam tubuh. Biosintesis urea terdiri
atas beberapa tahap reaksi yang merupakan suatu siklus sebagai berikut
(Poedjiadi, 1994):

1. Sintesis karbamil fosfat
2. Pembentukan sitrulin

3. Pembentukan asam arginosuksinat



13

4. Penguraian asam arginosuksinat

5. Penguraian argninin

: 2 H20 0
Fumarate Aipnae ‘
H,N NH
\““' Urea
Argininosuccinate Ornithine
X X Carbamoyl
Aspartate Citrulline phosphate
R—NH R. NH;
MITOCHONDRIAL
CHO30% MATRIX 0
4
CO, + l‘\-IH

Reaksi keseluruhan siklus urea ini adalah sebagai berikut:
2NH; + CO, + 3ATP +2H,0 —— Urea + 2AMP + 2Pi + PPi
Gambar 2.2 Siklus Urea

Urea merupakan molekul dari amonia yang dibentuk pada proses
deaminasi asam amino didalam hati. Bahan dasar urea adalah ammonia,
karbondioksida. Jika kuantitas urea melebihi batas normal akan mengakibatkan
tingginya kandungan urea dalam darah dan umumnya terjadi pada penderita gagal
ginjal. Oleh karena itu sangat dibutuhkan analisis kandungan urea untuk
keperluan diagnosa. Salah satu contoh analisis yang dapat dilakukan adalah
penentuan kadar urea dalam larutan serum (Khairi, 2005).

Urea nitrogen terkandung sekitar 75% dari total fraksi nitrogen non

protein dalam darah. Filtrasi urea dari darah menuju urin yang dilakukan oleh
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glomerulus ginjal yang merupakan bagian utama dari eliminasi atau pengeluaran
kelebihan nitrogen dari tubuh. Kadar BUN merupakan ukuran dari fungsi ginjal.
prerenal menimbulkan kenaikan BUN meliputi kerusakan kardiak, kekurangan
air, atau peningkatan metabolisme protein. Diantara penyakit ginjal yang
menyebabkan BUN meningkat adalah glomerulonefritis akut, nefritis kronis,
nefrosclerosis, nekrosis tubular. Berbagai tipe kerusakan dari saluran kemih
merupakan postrenal yang menyebabkan kadar BUN meningkat. Kreatinin dan
BUN dibersinkan melalui glomeruli ginjal, maka dari itu, urea sebagian
direabsorbsi oleh tubulus sementara kreatinin tidak. Maka dari itu, penentuan urea
nitrogen dan kreatinin biasanya dilakukan bersamaan untuk diagnosis gangguan

fungsi ginjal yang berbeda (Tietz, 1987).

2.2 ldentifikasi Urea

Kelainan fungsi ginjal yang merupakan kelaian yang sering terjadi pada
orang dewasa. Kelainan fungsi ginjal berdasarkan durasinya dibagi menjadi 2
yaitu gagal ginjal akut dan gagal ginjal kronik. Gagal ginjal akut adalah
kemunduran yang cepat dari kemampuan ginjal dalam membersihkan darah dari
bahan-bahan racun, yang menyebabkan penimbunan limbah metabolik didalam
darah (misalnya urea). Gagal ginjal akut merupakan suatu keadaan Klinis yang
ditandai dengan penurunan fungsi ginjal secara mendadak dengan akibat
terjadinya peningkatan hasil metabolit seperti ureum dan kreatinin. Kasus gagal
ginjal kronik (GGK) saat ini meningkat dengan cepat terutama di negara - negara
berkembang. GGK telah menjadi masalah utama kesehatan di seluruh dunia,

karena selain merupakan faktor resiko terjadinya penyakit jantung dan pembuluh
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darah akan meningkatkan angka kesakitan dan kematian (Setiyaningsih dkk,
2013).

Dugaan terhadap adanya kelainan ginjal dan saluran urin dilakukan
melalui beberapa pendekatan seperti pada kelainan organ lain yaitu dengan
anamnesis riwayat sakit, pemeriksaan fisik dan dibantu oleh pemeriksaan
laboratorium dan radiologi serta lainnya. Pada keadaan subklinis atau kelainan
ginjal tanpa gejala, maka pemeriksaan laboratorium klinik berperan amat penting.
Pada pemeriksaan penapis biasanya pemeriksaan laboratorium dimulai dengan
pemeriksaan yang bersifat tidak invasif seperti urinalisis, kemudian dilengkapi
dengan pemeriksaan kimia darah kadar kreatinin dan urea. Selain penilaian atau
penafsiran secara langsung dari kadar masing-masing urea dan kreatinin, ada pula
penilaian dengan menggunakan rasio kadar urea/kreatinin. Pemeriksaan dapat
dilanjutkan dengan pemeriksaan bersihan kreatinin dan bersihan urea, yang
merupakan gabungan hasil pemeriksaan kadar kreatinin dan urea dengan urin
kumpulan. Namun sering pula dokter Kklinik memperkirakan nilai LFG
berdasarkan kadar kreatinin darah (Lamb dkk, 2006; Thomas, 1999).

Pemeriksaan kadar urea darah merupakan pemeriksaan yang populer
sebab mudah dikerjakan dengan teliti dan tepat. Namun kadar BUN dipengaruhi
oleh banyak faktor diluar ginjal sehingga mempengaruhi penafsiran hasilnya.
Kadar urea darah akan meningkat pada peningkatan asupan protein, kurangnya
aliran darah ginjal misalnya pada dehidrasi atau gagal jantung, pada perdarahan
saluran cerna bagian atas, pada peningkatan keadaan hiperkatabolisme seperti
infeksi, pasca operasi dan trauma. Obat-obatan juga dapat mempengaruhi

misalnya kortikosteroid meningkatkan katabolisme protein sedangkan androgen
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meningkatkan anabolisme protein. Sebaliknya kadar urea darah menurun pada
kurangnya asupan protein (Lamb dkk, 2006; Thomas, 1999).

2.2.1 Metode Kolorimetri

1. Analisis Urea dengan Diasetil Monoksim

Metode ini telah menjadi dasar dari berbagai metode penentuan kadar
urea dalam cairan-cairan biologis. Penentuan urea dilakukan secara langsung
tanpa deproteinisasi (Wybenga dkk, 1971). Reaksi langsung antara urea dan
diasetil atau turunan diasetil yaitu diasetil monoksim akan menghasilkan warna
yang dapat digunakan untuk menentukan urea secara kuantitatif. Akan tetapi
reaksi antara urea dengan diasetil monoksim (DAM) tidak begitu mudah difahami
(Rho, 1972). Salah satu kesulitan dalam menggunakan metode DAM adalah pada
sensitivitas blanko dan stabilitas warna yang terbentuk sehingga memungkinkan
untuk memakai reagen tambahan (Beale and Croft, 1961).

Reaksi antara urea dengan diasetil monoksim dan tiosemikarbazida
dengan adanya ion Fe(lll) dalam medium asam pada kondisi panas akan
menghasilkan senyawa berwarna merah muda. lon Fe(lll) diberikan oleh FeCls
dan medium asam disumbangkan oleh adanya asam sulfat dan asam ortofosforat
dalam reagen asam. Reagen asam digunakan untuk mengkondensasi urea dengan
diasetil monoksim untuk membentuk kompleks berwarna kuning dan selanjutnya
warna tersebut berubah menjadi merah muda karena adanya reaksi dengan
tiosemikarbazida. Pembentukan produk berwarna merah muda kemudian diukur
secara spektrofotometri pada panjang gelombang 540 nm (Shanmugam dkK,

2010).
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Hasil kondensasi antara urea dan diasetil monoksim membentuk 3-

hydroxy-5,6-dimethyl-1,2,4,-triazine :

NH,» N
(0]
H* / \NH
+  HN — =
-H,0 I
\ \ /—O

N——OH O N
diasetil monoksim urea
) N
Kompleks Xy
«— +
Merahmuda _NH, ‘
H,N NH >
N OH
tiosemikarbazida triazine kuning

Gambar 2.3 Reaksi urea dengan reagen DAM-TSC

Reaksi terjadi dalam medium asam yang sangat kuat, sehingga
pembentukan hidroxylamine dapat saja terjadi sebagai reaksi samping yang dapat
menurunkan sensitivitas analisis. Berbagai oksidator telah diuji dalam reaksi
untuk efektivitasnya dalam menghilangkan hydroxylamine, sehingga warna yang
timbul tidak terganggu. Tiosemikarbazida dalam kombinasinya dengan FeCls
yang digunakan Marsh, dkk dalam prosedur telah terbukti menghasilkan reaksi
antara urea dengan diasetil monoksim yang lebih sensitif dengan kebutuhan asam
kuat yang lebih sedikit. Penentuan variasi konsentrasi diasetil monoksim,
tiosemikarbazida dan reagen asam serta penggunaan kadmium sulfat dalam
campuran reaksi, urea nitrogen dalam serum dapat dideteksi hingga konsentrasi
serendah 5 mg/100 ml (Wybenga dkk, 1971). Coulombe dan Favreu menyatakan

bahwa asam sulfat memberikan hasil warna yang lebih tinggi daripada asam fosfat
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akan tetapi dengan pencampuran dua jenis asam tersebut, warna yang dihasilkan

lebih baik daripada penggunaan satu asam saja, dengan jumlah optimum 100 ml

sampai 300 ml per liter dari asam fosfat dan asam sulfat pekat (Rho, 1971).

Penggunaan asam sulfat dan asam fosfat didasarkan pada penelitian

Rahmatullah dan Boyde (1980), yang memvariasi reagen asam dan reagen lain.

Pertama, reagen diasetil monoksim dikombinasikan dengan ion besi(lll) dengan

media asam H>SOs dan H3POs yang dikombinasikan dengan reagen diasetil

monoksim — tiosemikarbazida. Kemudian asam CH3COOH, H2SOs4, Fe2(SO4)3

yang dikombinasikan dengan reagen diasetil monoksim — Antipyrine. Selain itu

juga menggunakan campuran asam H>SOs, HCI, CH3COOH, MnCl,, NaH2POs,

dan NaNO;

yang dikombinasikan dengan

reagen diasetil

monoksim —

Phenylanthranilic acid. Hasil yang didapatkan sesuai dengan tabel 2.1 berikut ini:

Tabel 2.1 Perbandingan asam dan reagen untuk analisis urea

Reagen Waktu Stabilitas | Volume | Absorbansi
No —1 Pemanasan warna Akhir untuk 100
Asam Reagen lain | (menit) (jam) (mL) | mmol urea
DAM
1. H3PO4 TSC 20 2 5,2 0,090
H2S04
2. | CHiCOOH | , 2AM 40 <05 10 0,370
Fea(SO4)3 Py
H2SO4
3. | CHaCOOH | , 2AM 15 <05 | 5.1 0,743
Fe2(SO4)3 Py
H2SO4
HCI DAM
CH3COOH Phenyl- _
4. MnCl; anthtranilic 11-12 0,5 6.2 ~0,360
NaH2PO4 acid
NaNO3
H2SO4
5. | HsPOy DAM 5 2 3,1 0,940
TSC
FeCls

Sumber :Rahmatullah dan Boyde, 1980
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Tabel 2.1 menjelaskan bahwa dari ketiga penggunaan variasi asam dan
reagen yang memberikan sensitifitas dan stabilitas warna yang tinggi diperoleh
dari asam yang menggunakan ion besi(l1l) dengan media asam H2SO4 dan H3PO4
yang dikombinasikan dengan reagen diasetil monoksim — tiosemikarbazida
(Rahmatullah dan Boyde, 1980). Perbandingan asam H3zPOs dan H2SO. yang
digunakan adalah 1:6 yaitu 1 mL asam fosfat ditambahkan dengan 6 mL asam
sulfat sebelum ditambahkan reagen lain (Shanmugam, 2010).

Adanya ion Fe(lll) akan menstabilkan warna yang terbentuk antara reaksi
urea dengan reagen DAM-TSC. lon Fe(ll1) lebih efektif digunakan sebagai reagen
karena hanya mampu menurunkan kestabilan warna sebesar 20% setelah 1 jam
dengan kebutuhan yang sedikit yaitu 33 mg dari FeClz per 100 mL dibandingkan
dengan logam lain seperti Sb%*, Cu?*, atau ion mangan (Mn?") yang mampu
menurunkan stabilitas warna sebesar 10% setelah 1 jam yaitu 160 mg dari MnCl;
per 100 mL (Wybenga dkk, 1971).

2. Analisis Urea dengan Enzim Urease

Penggunaan urease dalam penentuan BUN dikenalkan oleh Marshall
yang mengukur ammonia yang dibebaskan dari hasil reaksi hidrolisis urea oleh
urease dengan titrasi menggunakan asam. Ammonia juga dapat diukur dengan
metode Nessler maupun metode Berthelot. Metode Berthelot merupakan
pengembangan dari reaksi Berthelot yaitu reaksi ammonia dengan ion
hypochlorite, fenol dan katalis serta basa untuk membentuk kompleks biru stabil
(indophenol) yang telah dikenal sejak 100 tahun lebih akan tetapi hanya
digunakan dalam metode serum urea. Metode ini didasarkan pada modifikasi

reaksi Berthelot dimana urease menghidrolisis urea menjadi ammonia dan asam
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karbamat. Asam karbamat kemudian terdekomposisi secara spontan menjadi
ammonia dan karbon dioksida. Ammonia bereaksi dengan ion salisilat,
nitroferricyanide dan sebuah larutan basa hipoklorit untuk membentuk kromofor
biru-hijau yang diukur dan mewakili jumlah urea dalam sampel (Pointe Scientific
Inc, 2013).

urease
Urea+ H,0 ———  » NH3+CO,

NH; + hypochlorite + phenol ——— indophenol

2.2.2 Metode Potensiometri

Metode potensiometri terhadap urea dilakukan dengan memanfaatkan
enzim urease sebagai biosensor. Proses pembuatan biosensor terhadap urea
berbasis enzim telah banyak dikembangkan dan dilakukan dengan teknik
immobilisasi. Biosensor mengandung enzim yang dimmobilisasi pada permukaan
elektroda yang dapat spesifik terhadap substrat. Elektroda pH berfungsi untuk
memantau perubahan pH dari reaksi urea yang dikatalisis oleh urease, dimana
hasil reaksinya adalah NH4* dan OH". Perubahan konsentrasi OH" dalam larutan
akan merubah pH analit dan dikonversikan dengan potensial. Besarnya potensial
yang dihasilkan sebanding dengan konsentrasi urea dalam analit (Nazaruddin,
2007). Suhu serta lingkungan kimia di sekitar biosensor yang dibuat dapat
memberikan efek terhadap kestabilan enzim. Urea dapat diukur konsentrasinya
sampai pada konsentrasi 10® M dengan waktu respon 3,10 — 6,02 menit. Mulya
suryani dkk (2010) telah membuat biosensor urea dengan membrane khitosan
dengan transduser electrode pH, menghasilkan biosensor urea dengan limit

deteksi 0,073 ppm dan waktu respon 280 detik serta keakuratan 94% sampai 99%.
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Biosensor urea pertama kali dikembangkan oleh Guilbault dkk yang
diikuti dengan banyak analis biokimia maupun klinis. Pembuatan biosensor urea
dilakukan dengan immobilisasi urease diatas substrat. Urease yang
terimmobilisasi kemudian mengkatalisis reaksi urea menjadi ammonium dan ion
bikarbonat berdasarkan reaksi enzim-substrat yang terjadi (Eggenstein dkk, 1999).

urease
Urea + H, O ———— 3= NH;+ CO,

Prinsip dari metode potensiometri adalah beda potensial. Potensiometri
merupakan suatu analisis yang didasarkan pada pengukuran beda potensial sel
dari suatu sel elektrokimia. Penentuan kadar urea dalam serum darah, metode
potensiometri dapat dilakukan dengan piranti biosensor urea. Prinsip kerja
biosensor urea adalah berdasarkan immobilisasi komponen biologi (enzim,
bakteri, dan lain-lain) pada matriks membran polimer yang diintegrasikan dengan
sinyal tranduser pada analit (Hall dan Guyton, 2006).

Teknik ini melibatkan pengukuran potensial (emf) dari suatu sel
elektrokimia pada arus nol (zero current). Sehingga potensial (emf) yang
dihasilkan akan sebanding dengan logaritma konsentrasi dari analit yang sedang

diukur (Kuswandi, 2010).

2.3 Sensor Kimia

Penentuan urea dalam tubuh sering dilakukan di laboratorium klinis
ataupun di rumah sakit. Akan tetapi hal tersebut membutuhkan biaya yang tidak
sedikit. Oleh karena itu perlu adaya pegembangan dalam penentuan urea dalam
tubuh sehinga bermanfaat bagi masyarakat luas. Penelitian fatmawati dkk, (2013)

membuktikan bahwa pembuatan sensor untuk mendeteksi urea mempunyai
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potensi untuk dapat dilakukan, akan tetapi dalam praktiknya masih memakai
metode biosensor yaitu memakai enzim ureasi yang diimmobilisasikan pada
kitosan. Untuk meningkatkan perkembangan penentuan urea perlu dilakukan
modifikasi metode dalam pembuatan sensor.

Sensor kimia adalah sebuah perangkat yang merubah sebuah informasi
kimia seperti konsentrasi menjadi sinyal-sinyal yang dapat dengan mudah dibaca.
Informasi kimia ini bisa berupa reaksi kimia atau properti fisik dari bahan yang
diselidiki (Hulanicki., dkk, 1991). Jadi, sensor kimia dapat didefinisikan sebagai
sebuah alat yang dapat merubah informasi kimiawi dalam sebuah senyawa
menjadi sinyal analitik yang berguna. Untuk mengubah informasi kimiawi dari
proses kimia maupun biokimia yang terjadi, bagian bahan kimia yang dipakai
harus dihubungkan dengan sebuah transduser (Wiley dan Sons, 2012).

Sensor kimia memiliki 2 komponen dasar, yakni bagian reseptor dan
bagian transduser. Pada bagian reseptor berfungsi sebagai penerima sinyal kimia
berupa kondisi lingkungan dan dirubah menjadi energi yang dapat diukur oleh
bagian transduser. Sementara bagian transduser adalah bagian yang bertugas
merubah energi menjadi informasi yang dapat dibaca dengan mudah oleh analis
(Hulanicki dkk, 1991).

Reseptor pada sensor kimia dapat dibedakan dalam beberapa prinsip
kerja (Hulanicki dkk, 1991):

a. Fisika, pada sensor ini tidak terjadi suatu reaksi kimia, contohnya seperti
sensor pada permasalahan untuk mengukur adsorbsi, indek bias,

konduktifitas, suhu dan perubahan massa.
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b. Kimia, pada sensor ini reaksi kimia sangat berperan penting pada tersajinya
data hasil analisa.

c. Biokimia, reaksi biokimia adalah hal yang sangat berperan pada tersajinya
data untuk analis, contohnya seperti potensiometri mikroba dan
immunosensors. Sensor seperti ini disebut biosensor.

Sensor kimia bentuk stik adalah sebuah sensor yang lebih sederhana,
digunakan untuk mengukur kadar suatu bahan dalam sampel dengan mencelupkan
stik yang telah diadsorb oleh reagen spesifik sampel. Penentuan konsentrasi analit
didasarkan pada intensitas warna yang berubah (Budianto, 2002). Sensor kimia
bentuk stik dapat digunakan sebagai analisis kualitatif dan semi kuantitatif, untuk
analisis kualitatif dilihat dari berubahan warna sensor, sementara untuk analisis
semi kuantitatif dilihat dengan membandingkan intensitas warna sensor dengan
standart sensor (Prahasto, 2009).

Sensor kimia biasanya banyak diaplikasikan untuk mendeteksi entitas
kimiawi dengan menggunakan reaksi kimia dari reagen kimia yang sesuai. Entitas
kimiawi yang dideteksi tersebut biasanya disebut analit. Secara garis besar sensor

kimia secara skematis dapat digambarkan sebagai berikut (Kuswandi, 2010):

Reagen

NI

Analit |:>® Transducer "::> Elektronik

Produk

Gambar 2.4 Skema Sensor Kimia
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Gambar diatas mendefinisikan bahwa sensor kimia adalah suatu alat
analisa (Analytical Device) yang berisi reagen kimia (Chemical Material/Reagent)
yang dapat bereaksi dengan analit tertentu dalam larutan atau gas sehingga
menghasilkan perubahan fisika-kimiawi yang dapat dirubah (Physicochemical
Transducer) menjadi sinyal elektrik proporsional dengan konsentrasi dari analit

tersebut (Kuswandi, 2010).

2.4 Immobilisasi

Immobilisasi reagen merupakan pengikatan reagen kimia pada material
padat untuk membuat sensor kimia sehingga ketika sensor yang terbentuk dapat
terhubung dengan transducer dengan baik. Secara garis besar teknik immobilisasi
dibagi menjadi dua yaitu immobilisasi fisika dan immobilisasi kimia.
Immobilisasi fisika meliputi proses penyerapan (adsorpsi), pemerangkapan
(entrapmen), pengkapsulan (encapsulasi), dan interaksi elektrostatik. Sedangkan
immobilisasi kimia meliputi pembentukan ikatan kovalen dan croos linking
(Kuswandi, 2010).

Teknik immobilisasi adalah suatu cara bagaimana mengikat reagen pada
suatu matriks dengan syarat aktifitas dari reagen tersebut masih tetap ada. Teknik
immobilisasi dapat dilakukan dengan 4 cara yaitu (Firmansyah, 2012):

1. Cara fisik yang meliputi teknik secara penjebakan (entrapment) yang
merupakan suatu cara immobilisai dimana reagen yang akan digunakan
diperangkap dalam suatu matriks, encapsulation dan adsorpsi pada penyangga

padat.
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2. Cara kimia yaitu meliputi teknik pengikatan baik secara kovalen, non kovalen
dan teknik ikatan silang (crosslinking). Teknik kovalen membutuhkan waktu
yang sangat lama dan seringkali memerlukan beberapa tahap kiamia.

3. Kombinasi cara fisik dan kimia.

Immobilisasi suatu zat dapat dilakukan dengan mencampurkan senyawa dengan

suatu adsorben. Senyawa dapat teradsorbsi secara fisika atau kimia dan tertahan

bersama adsorben dengan stabil. Immobilisasi pada KLT yang paling umum
adalah menambahkan agent fluorosense sehingga KLT dapat berpendar di bawah

lampu ultraviolet (Sholecha dan Kuswandi, 2002).

2.5 Adsorpsi

Adsorpsi merupakan suatu peristiwa dimana molekul-molekul dari suatu
senyawa terikat oleh permukaan zat padat. Molekul-molekul pada zat padat atau
zat cair memiliki gaya dalam keadaan tidak seimbang dimana gaya kohesi
cenderung lebih besar dari pada gaya adhesi. Ketidakseimbangan gaya-gaya
tersebut menyebabkan zat padat atau cair tersebut cenderung menarik zat-zat lain
atau gas yang bersentuhan pada permukaannya (Saragih, 2008).

Adsorpsi adalah suatu proses yang terjadi ketika suatu fluida (cairan
maupun gas) terikat kepada suatu padatan dan akhirnya membentuk suatu lapisan
tipis pada permukaan padatan tersebut. adsorpsi terjadi jika gaya tarik menarik
antara zat terlartu dengan permukaan penyerap dapat mengatasi gaya tarik
menarik antara pelarut dengan permukaan penyerap (Culp, 1996). Menurut
Alberty dan Danniels (1938), adsorpsi terjadi pada permukaan padatan yang

disebabkan adanya daya tarik atom atau molekul dalam permukaan suatu padatan.
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Adsorpsi melibatkan dua molekul yaitu molekul adsorben dan adsorbat. Adsorben
adalah zat atau padatan yang digunakan untuk adsorpsi, sedangkan adsorbat
adalah gas (molekul) atau zat yang terlarut (molekul atau ion) dalam larutan.
Adsorben dapat berupa cairan sehingga dapat terjadi antara zat padat dan zat cair,
zat pada dan gas, zat cair dan zat cair atau gas dan zat cair.

Untuk mengetahui karakteristik yang terjadi dalam proses adsorpsi dapat
diilustrasikan pada Gambar 2.4, padatan berpori (pores) yang menghisap (adsorp)
dan melepaskan (desorp) suatu fluida disebut adsorben. Molekul fluida yang
dihisap tetapi tidak terakumulasi atau melekat ke permukaan adsorben disebut
adsorptive, sedangkan yang terakumulasi atau melekat disebut adsorbat (Alberty

dan Danniels, 1983).

o e Adsorpt >»©
o (%) o
Adsorbat ° o
0 8 o B (< 3=) og (=)
Adsorben\

Gambar 2.5 Proses Adsorpsi

Faktor-faktor terpenting yang mempengaruhi adsorpsi adalah meliputi
(Armenente, 2010):
- Permukaan area adsorben
- Ukuran partikel adsorben
- Waktu kontak
- Kelarutan solut (adsorben)
- Afinitas solut terhadap adsorben
- Ukuran molekul dibandingkan dengan ukuran pori-pori

- Derajat ionisasi molekul adsorbat
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- pH

Teknik immobilisasi secara adsorpsi merupakan sebuah cara yang paling
sederhana dalam immobilisasi molekul/reseptor pada permukaan suatu sensor.
Beberapa bahan adsorben yang biasa digunakan adalah silica gel, zeolit,
karbonaktif, alumina, dan bahan-bahan resin lainnya yang biasanya digunakan
sebagai adsorban (Kuswandi, 2010).

Peristiwa adsorpsi merupakan suatu fenomena permukaan, vyaitu
terjadinya penambahan konsentrasi komponen tertentu pada permukaan antara
dua fase. Adsorpsi dapat dibedakan menjadi adsorpsi fisik (physical adsorption)
dan adsorpsi kimia (chemical adsorption).

Adsorpsi dapat dibedakan menjadi dua jenis berdasarkan gaya yang
menyebabkan adsorpsi yaitu (Oscik, 1982):

a. Adsorpsi Fisika

Gaya yang menyebabkan adsopsi fisika merupakan gaya Van der Walls.
Gaya ini menyangkut tarik-menarik elektrostatis antar molekul secara fisika yang
terjadi antara permukaan adsorben dan adsorbat tanpa disertai perubahan kimia.
Adsorbat dalam adsorbsi fisika tidak terikat kuat dengan adsorbennya sehingga
dapat dengan mudah terjadi desorpsi atau pelepasan kembali adsorbat dari
permukaan adsorben. Adsorpsi fisika ini mempunyai panas adsorpsi molar kurang
dari 40 kJ/mol.

b. Adsorpsi Kimia

Adsorpsi kimia merupakan hasil interaksi elektron-elektron molekul

adsorben dan adsorbat sehingga mencakup pembentukan ikatan kimia. Gaya ikat

yang terjadi lebih kuat daripada fisisorpsi sehingga adsorpsi kimia sulit terjadi
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desorpsi atau pelepasan kembali adsorbat dari permukaan adsorben. Adsorpsi
kimia mempunyai panas adsorpsi tinggi yaitu sekitar 40-800 kJ/mol. Adsorbat

hanya dapat membentuk suatu lapisan atau monolayer pada permukaan adsorben.

2.6 Plat Silika

Silika gel merupakan fase diam kromatografi lapis tipis. Fase diam untuk
kromatografi lapis tipis sering kali juga mengandung substansi yang mana dapat
berpendar dalam sinar ultra violet (Solihat, 2004).

Silika merupakan penjerat polar yang paling sering digunakan, meskipun
demikian silika gel juga banyak dijumpai dalam bentuk yang termodifikasi. Silika
gel merupakan padatan pendukung yang ideal karena stabil pada kondisi asam,
non swelling, memiliki karakteristik pertukaran serta memiliki daya tahan tinggi
terhadap panas dan mudah dimodifikasi dengan bahan lain. Selain itu, silika gel
memiliki situs aktif gugus silanol (SIOH) dan silokan (Si-O-Si) dipermukaan
(Buhani dkk, 2009). Partikel silika gel mengandung gugus hidroksil
dipermukaannya yang membentuk ikatan hydrogen dengan molekul-molekul
polar. Air yang terserap dalam gel mencegah molekul-molekul polar dari
pencapaian permukaan. Solusi untuk mengatasinya adalah gel diaktifkan dengan

pemanasan sehingga air terserap dapat dikeluarkan.

2.7 Parameter Analitik Sensor
Sebagai suatu alat analisis, kriteria dari kinerja sebuah sensor kimia dapat
terdefinisikan dengan parameter-parameter yang digunakan dalam karakterisasi

sebuah metode analisis (Wiley dan Sons, 2012). Karakterisasi sensor dapat
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ditentukan sampai sejauh mana sensor tersebut memiliki kemampuan yang baik
dalam mengenali zat yang ingin dideteksinya. Kemampuan mendeteksi zat
tersebut diukur meliputi beberapa hal sebagai berikut:
a. WaktuRespon

Waktu respon dari suatu piranti analisis seperti sensor Kimia, sesuai
dengan rekomendasi dari IUPAC dapat dinyatakan sebagai waktu antara pertama
kali sensor direaksikan dengan sampel (bisa dicelupkan, diekspose atau dialirkan)
dan waktu pertama kali respon sensor menghasilkan sinyal yang stabil (steady-
state) (Kuswandi, 2010).
b. Stabilitas dan Daya Tahan

Stabilitas adalah sejauh mana sensor dapat secara konsisten memberikan
besar sensitifitas yang sama, serta berapa lama sensor tersebut dapat terus
digunakan. Sedangkan menurut Fauziyah (2012), stabilitas adalah kemampuan
sensor untuk mempertahankan karakteristiknya selama periode waktu tertentu.

Untuk memperoleh hasil-hasil analisis yang reprodusibel dan reliabel,
maka sampel, pereaksi dan baku yang digunakan harus stabil pada waktu tertentu
(misalkan 1 hari, 1 minggu, 1 bulan, atau tergantung kebutuhan). Stabilitas semua
larutan dan reagen sangat penting, baik yang berkaitan dengan suhu atau yang
berkaitan dengan waktu. Jika larutan tidak stabil pada suhu kamar, maka
penurunan suhu hingga 2-8 °C dapat meningkatkan stabilitas sampel dan standar.
Pendingin dalam autosampler biasanya tersedia untuk keperluan ini (Fernando,

2009).
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c. Limit of Deteksi (LoD) dan Limit of Quantity (LoQ)

Batas deteksi adalah jumlah terkecil analit dalam sampel yang dapat
dideteksi yang masih memberikan respon signifikan dibandingkan dengan
blangko. Batas deteksi merupakan parameter uji batas. Batas kuantitasi
merupakan parameter pada analisis renik dan diartikan sebagai kuantitas terkecil
analit dalam sampel yang masih dapat memenuhi kriteria cermat dan seksama
(Harmita, 2004).

Batas deteksi didefinisikan sebagai konsentrasi analit terendah dalam
sampel yang masih dapat dideteksi, meskipun tidak selalu dapat dikuantifikasi.
LOD merupakan batas uji yang secara spesifik menyatakan apakah analit di atas
atau dibawah nilai tertentu. Definisi batas deteksi yang paling umum digunakan
dalam kimia analisis adalah bahwa batas deteksi merupakan kadar analit yang
memberikan respon sebesar respon blanko (Y) ditambah dengan 3 simpangan
baku blanko (3Shb) (Fernando, 2009).

Batas kuantifikasi didefinisikan sebagai konsentrasi analit terendah
dalam sampel yang dapat ditentukan dengan presisi dan akurasi yang dapat
diterima pada kondisi operasional metode yang digunakan. Sebagaimana LOD,
LOQ juga diekspresikan sebagai konsentrasi. Kadang-kadang rasio signal to noise
10: 1 digunakan untuk menentukan LOQ. Metode perhitungan didasarkan pada
standar deviasi respon (SD) dan slope (S) kurva baku sesuai dengan rumus: LOQ
=10 (SD/ S). Standar deviasi respon dapat ditentukan berdasarkan standar deviasi
blangko pada standar deviasi residual garis regresi linier atau dengan standar

deviasi intersep-y pada garis regresi (Fernando, 2009).
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2.8 Model warna RGB

Warna adalah salah satu kriteria untuk mengidentifikasi suatu objek.
Setiap warna bisa diukur ataupun dideteksi. Jika melihat dengan mata telanjang,
warna yang sejenis susah untuk dibedakan, misalnya antara biru kehijau-hijauan
dengan hijau paling muda, dan sebagainya. Dalam ilmu fisika, warna disusun dari
warna dasar. Contohnya adalah cahaya, warna dasar penyusunnya adalah warna
merah, hijau dan biru, atau lebih dikenal dengan istilah RGB (Red-Green-Blue).
Adapun parameter warna tersebut memiliki gelombang cahaya yang berbeda
(Novianta, 2009).

RGB adalah suatu model warna yang terdiri dari merah, hijau, dan biru,
digabungkan dalam membentuk suatu susunan warna yang luas. Setiap warna
dasar, misalnya merah, dapat diberi rentang-nilai. Monitor komputer, nilai
rentangnya paling kecil = 0 dan paling besar = 255. Pilihan skala 256 ini
didasarkan pada cara mengungkap 8 digit bilangan biner yang digunakan oleh
mesin komputer. Dengan cara ini, akan diperoleh warna campuran sebanyak 256
X 256 x 256 = 1677726 jenis warna. Sebuah jenis warna, dapat dibayangkan
sebagai sebuah vektor di ruang 3 dimensi yang biasanya dipakai dalam
matematika, Jadi, sebuah jenis warna dapat dituliskan sebagai: warna = RGB (30,
75, 255), putih = RGB (255, 255, 255), sedangkan untuk hitam = RGB (0, 0, 0)

yang merupakan warna tampak seperti ilustrai berikut (Fatkhiyah, 2013):

Hitam  Merah Kuning Hijau Biru  Putih

H 4T

R . 255
0 | Intensitas Naik > 255

Gambar 2.6 llustrasi warna yang ditangkap pada komputer
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Warna sebuah citra digital ditentukan oleh besar intensitas piksel-piksel
penyusunnya. Warna ini diperoleh dari besar kecilnya intensitas cahaya yang
ditangkap oleh sensor, sedangkan skala intensitas cahaya di alam tidak terbatas,
yang bisa menghasilkan warna dengan jumlah yang tak terhingga. Sampai saat ini
belum ada satu sensor pun yang mampu menangkap seluruh gradasi warna
tersebut (Fatkhiyah, 2013).

Keterbatasan inilah yang mengharuskan kita membuat gradasi warna
sesuai dengan kebutuhan. Transformasi intensitas analog yang bersifat kontinu ke
daerah intensitas diskrit disebut kuantisasi. Proses kuantisasi dihasilkan oleh
peralatan digital, misalnya scanner, foto digital, dan kamera digital (Fatkhiyah,

2013).



BAB Il

METODOLOGI

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada 1 Maret — 30 Agustus 2015 di
Laboratorium Kimia Analitik dan Laboratorium Kimia Fisik Jurusan Kimia UIN
Maulana Malik Ibrahim Malang Jalan Gajayana No. 50 Malang.
3.2 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang dilaksanakan adalah experimental laboratory
Performansi Analitik Sensor Urea Terimmobilisasi Reagen diasetil monoksim
(DAM)-tiosemikarbazida secara Adsorpsi pada Plat Silika Gel.

3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah neraca analitik, pipet
ukur, pipet tetes, kamera Sony Ericson 5 mega pixel, photoshop CS5, hot plate,
waterbath, dan peralatan gelas lain yang biasa digunakan di laboratorium kimia.
3.3.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah, urea, diasetil
monoksim (DAM), tiosemikarbazida (TSC), ferric chloride (FeCls), asam sulfat
(H2SO34) pekat, asam fosfat (HsPOa), plat silika gel dan aquades.

3.4 Tahapan Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan dengan beberapa tahapan yaitu
1. Preparasi sampel.

2. Preparasi bahan.
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3. Immobilisasi reagen DAM-TSC dan reagen asam pada plat silika gel
untuk pembuatan sensor urea.
4. Penentuan urea dalam sampel simulasi menggunakan plat silika gel
yang terimmobilisasi reagen DAM-TSC dan reagen asam.
5. Analisis data.
3.4.1 Preparasi Sampel
Larutan stok urea 100 mmol/L sebanyak 50 ml dibuat dengan cara
ditimbang 0,300 gram urea. Kemudian dilarutkan padatan urea yang telah
ditimbang dengan aquades sebanyak 10 mL dalam beaker glass. Larutan
dimasukkan kedalam labu ukur 50 mL dan ditanda bataskan dengan aquades.
3.4.2 Preparasi Bahan
Preparasi bahan meliputi pembuatan larutan standar urea pada pelarut air,
pembuatan reagen diasetil monoksim — tiosemikarbazida dan pembuatan reagen
asam.

3.4.2.1 Pembuatan Reagen
a. Pembuatan Reagen Diasetil monoksim

Reagen diasetil monoksim dibuat dengan konsentrasi 160 mmol/L
sebanyak 50 mL. Pertama ditimbang reagen diasetil monoksim sebanyak 0,808
gram kemudian dilarutkan dengan aquades sebanyak 25 mL dalam gelas beaker.
Kemudian dimasukkan kedalam labu ukur 50 mL dan ditandabataskan.

b. Pembuatan Reagen Tiosemikarbazida

Reagen tiosemikarbazida dibuat dengan konsentrasi 8 mmol/L sebanyak
50 mL. Pertama ditimbang reagen diasetil monoksim sebanyak 0,036 gram
kemudian dilarutkan dengan aquades sebanyak 25 mL dalam gelas beaker.

Kemudian dimasukkan kedalam labu ukur 50 mL dan ditandabataskan.
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c. Pembuatan Reagen Asam

Dipipet 50 ml aquades lalu ditambahkan 1 ml asam fosfat dan 6 ml asam
sulfat pekat kedalam labu ukur 100 ml. Didinginkan campuran tersebut dan
ditambahkan 0,1 ml larutan FeCls 10%. Diencerkan larutan dengan aquades di
labu takar 100 ml sampai volume mencapai tanda batas dan dihomogenkan
(Shanmugam dkk, 2010).

3.4.3 Immobilisasi Reagen DAM-TSC dan Katalis Reagen Asam pada Plat
Silika Gel untuk Pembuatan Sensor Urea

Disiapkan reagen DAM 160 mmol/L-TSC 8 mmol/L dan katalis reagen
asam dengan perbandingan volume 1:1 (Shanmugam dkk, 2010). Dipotong plat
silika gel ukuran 2 x 2 cm. Diimmobilisasikan reagen identifikasi urea pada plat
silika gel ukuran 2 x 2 cm masing-masing sebanyak 0,5 mL dengan cara ditotol
memakai pipet tetes, kemudian dikeringkan plat silika gel yang telah
terimmobilisasi reagen identifikasi urea dengan hairdryer sampai kering.

3.4.4 Penentuan Urea Menggunakan Plat Silika gel yang Terimmobilisasi
Reagen DAM-TSC dan Reagen Asam
3.4.4.1 Penentuan Suhu Terbaik

Disiapkan 3 buah sensor yang telah terimmobilisasi. Masing-masing
sensor ditetesi dengan sampel urea simulasi konsentrasi 100 mmol/L. Kemudian
dipanaskan dalam oven dengan variasi suhu yaitu 35°C, 60°C, 100°C selama 20
menit kemudian diamati dan difoto perubahan warna yang terbentuk. Perlakuan
tersebut diulangi sebanyak 3 kali.
3.4.4.2 Penentuan Waktu Respon Sensor dalam Mendeteksi Urea

Disiapkan 16 buah sensor yang telah terimmobilisasi. Masing-masing

sensor ditetesi dengan 3 tetes sampel urea simulasi konsentrasi 100 mmol/L.

kemudian dipanaskan dalam oven pada suhu terbaik hasil dari percobaan 3.4.4.1
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dengan variasi waktu 20 — 300 detik dengan interval 20 detik. Kemudian dihitung
dengan stopwatch waktu yang dibutuhkan sensor untuk berubah warna menjadi
merah muda.
3.4.4.3 Penentuan Stabilitas Sensor dalam Mendeteksi Urea

Disiapkan 10 buah sensor yang telah terimmobilisasi dan disimpan pada
dua kondisi yang berbeda yaitu pada suhu dingin dan pada temperatur kamar.
Masing-masing sensor ditetesi dengan 3 tetes sampel urea simulasi dengan
konsentrasi 100 mmol/L. Kemudian dipanaskan dalam oven pada suhu terbaik
hasil dari percobaan 3.4.4.1 selama 20 menit sambil diamati waktu respon serta
warna yang terbentuk setelah pemanasan selesai. Pengukuran dilakukan secara
beulang-ulang dengan selang waktu penyimpanan satu hari dimulai pada hari ke-0
sampai hari ke-4.
3.4.4.4 Penentuan LoD dan LoQ Sensor Urea

Disiapkan 4 plat silika gel yang terimmobil reagen DAM-TSC dan
reagen asam. Plat ditetesi dengan 3 tetes sampel urea simulasi dengan variasi
konsentrasi 0 mmol/L (sebagai blanko), 0,2 mmol/L, 0,5 mmol/L, 0,8 mmol/L,
dan 1,2 mmol/L. Kemudian plat dipanaskan dalam oven pada suhu terbaik hasil
dari percobaan 3.4.4.1 selama 20 menit dan diamati dan difoto bercak warna yang
terbentuk, kejelasan dan kestabilan dari bercak warna yang terbentuk dengan
acuan waktu respon dan stabilitas pada percobaan 3.4.4.2 dan percobaan 3.4.4.3.
Sehingga dapat diketahui konsentrasi terkecil sampel urea yang dapat dideteksi

oleh sensor urea.
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3.4.5 Analisis Data
3.4.5.1 Analisis suhu terbaik

Suhu terbaik diketahui dari perubahan warna yang diperoleh dari
pengukuran sensor yang telah ditetesi urea. Kemudian data tersebut diubah dalam
bentuk angka sesuai dengan nilai RGB dari warna yang dihasilkan oleh sensor
terhadap analit. Data tersebut dibuat dalam bentuk tabel 3.1 berikut ini:

Tabel 3.1 Analisis suhu terbaik

No Suhu dfroan Gambar Nilai Mean | Rata-
" | pemanasan plat Red | Green | Blue | RGB | rata
1
1. 35°C 2
3
1
2. 60°C 2
3
1
3. 100°C 2
3

3.4.5.2 Analisis Waktu Respon Sensor

Waktu respon terbaik diketahui dari perubahan warna yang diperoleh dari
pengukuran sensor yang telah ditetesi urea dan dipanaskan variasi waktu yang
berbeda. Kemudian data tersebut diubah dalam bentuk angka sesuai dengan nilai
RGB dari warna yang dihasilkan oleh sensor terhadap analit pada tiap variasi.

Data tersebut dibuat dalam bentuk tabel 3.2 berikut ini:
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Tabel 3.2 Analisis waktu respon dalam mendeteksi urea

Waktu respon Nilai
No. (detik)p Red | Green Blue Mean RGB
1. 20
2. 40
4, 60
5. 80
6. 100
7. 120
8. 140
9. 160
10. 180
11. 200
12. 220
13. 240
14, 260
{5} 280
16. 300

3.4.5.3 Analisis Stabilitas Sensor

Stabilitas sensor terbaik diketahui dari perubahan warna yang diperoleh
dari pengukuran sensor yang telah ditetesi urea dan dipanaskan. Kemudian
diamati dari awal perubahan warna sampai warna tersebut pudar atau menghilang
dengan cara difoto. Data tersebut dibuat dalam bentuk tabel 3.3 berikut ini:

Tabel 3.3 Analisis Stabilitas Sensor dalam mendeteksi urea

No Penyimpanan | Gambar plat silika Mean RGB
' hari ke- Dingin | Ruang | Dingin | Ruang
1. 0

2. 1

3. 2

4. 3

5. 4

3.4.5.4 Analisis LoD dan LoQ Sensor Urea
Limit of Detection (LoD) dan LoQ Sensor Urea diketahui dari
kemampuan sensor dalam mendeteksi urea berdasarkan variasi konsentrai yang

ditentukan ditandai dengan perubahan warna. Kemudian data tersebut diubah
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dalam bentuk angka sesuai dengan nilai RGB dari warna yang dihasilkan oleh
sensor terhadap analit pada tiap variasi. Kemudian dihitung nilai LoD dan LoQ

menggunakan rumus berikut (Harmita, 2004):

B /z (Y — Yi)?

Sy
3¢)
LoD = —%
slope

sy

10(=)

LoQ = —X
0Q slope

Keterangan :
SY/X = Simpangan Baku Residual
LOD = Limit of Detection
LOQ = Limit of Quantitation
Data tersebut selanjutnya dibuat dalam bentuk tabel 3.4 berikut ini:

Tabel 3.4 Analisis data konsentrasi urea terendah yang dapat dideteksi oleh sensor

. Nilai Mean

No. | Konsentrasi | ulangan Red Green Blue RGB Rata-rata
1
1 0 2
3
1
2 0,2 2
3
1
3 0,5 2
3
1
4 0,8 2
3
1
5 1,2 2
3
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3.4.5.4 Analisis RGB

Analisis RGB dilakukan menggunakan aplikasi photoshop CS 5. Pertama
dibuka aplikasi photoshop CS 5 yang telah diinstall pada komputer/laptop
kemudian masukkan foto sensor yang telah diambil dan diamati dengan mengklik
menu file lalu open dan piih foto yang akan dianalisis. Klik window lalu info
untuk menampilkan monitor RGB kemudian arahkan color sampler tool dan klik

pada foto maka nilai RGB akan muncul pada monitor RGB.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Analisis urea baik urea dalam lingkungan maupun dalam tubuh dapat
dilakukan dengan berbagai metode salah satunya adalah dengan memakai sensor
kimia. Penelitian ini bertujuan untuk membuat sensor kimia dengan teknik
immobilisasi adsorpsi pada plat silika gel untuk mendeteksi urea. Penelitian yang
berjudul performansi analitik sensor urea terimmobilisasi reagen diasetil
monoksim (DAM) dan tiosemikarbazida (TSC) secara adsorpsi pada plat silika
gel mempunyai beberapa tahapan diantaranya adalah preparasi sampel, preparasi
bahan, immobilisasi reagen DAM-TSC dan reagen asam pada plat silika gel untuk
pembuatan sensor urea, penentuan urea dalam sampel simulasi menggunakan plat
silika gel yang terimmobilisasi reagen DAM-TSC dan reagen asam, dan yang
terakhir adalah analisis data.

4.1 Preparasi Sampel

Sampel urea dibuat pada konsentrasi 100 mmol/L dengan melarutkan
0,3003 gram urea dalam pelarut aquades pada labu ukur 50 mL. Penentuan
konsentrasi sampel urea yang tinggi didasarkan pada konsentrasi batas normal
kandungan urea dalam darah yaitu 5 mg/dl — 25 mg/dl, jika dikonversikan
menjadi satuan mmol/L menjadi 0,8 mmol/L — 4,1 mmol/L. Sehingga warna yang
dihasilkan semakin terlihat dan memudahkan dalam penentuan beberapa analisis
data. Penetapan kadar urea dalam serum mencerminkan keseimbangan antara

produksi dan ekskresi urea (Shanmugam dkk, 2010).
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Sampel yang digunakan dalam penelitian ini memakai sampel simulasi
atau sampel buatan yaitu urea yang telah dilarutkan dalam pelarut air. Pemakaian
sampel simulasi dikarenakan penelitian ini merupakan penelitian awal dalam
pembuatan sensor dengan harapan sensor yang telah didapatkan dapat digunakan
untuk mendeteksi urea dalam sampel yang sebenarnya yaitu urea dalam darah
(serum). Menurut Setyaningsih dkk, (2013) peningkatan hasil metabolit seperti
ureum merupakan pertanda terjadinya penurunan fungsi ginjal secara mendadak
yang biasa disebut dengan gagal ginjal akut.

4.2 Immobilisasi Reagen Pada Plat Silika Gel

Immobilisasi merupakan teknik pengikatan reagen pada suatu matriks.
Tujuan dari immobilisasi adalah untuk mengikat reagen tanpa menghilangkan
sifat dari reagen tersebut dalam mendeteksi analit. Reagen yang terikat akan
terperangkap pada matriks sehingga ketika ditambahkan analit akan terjadi reaksi
antara reagen dengan analit. Teknik immobilisasi yang digunakan adalah
immobilisasi fisik yaitu adsorpsi fisik.

Immobilisasi reagen pada plat silika diawali dengan pembuatan reagen
diasetil monoksim-tiosemikarbazida dengan cara mencampurkan kedua reagen
tersebut masing-masing dengan perbandingan 1:1. Reagen diasetil monoksim-
tiosemikarbazida yang telah dibuat dicampurkan dengan reagen asam dengan
perbandingan 1:1. Larutan yang telah didapatkan kemudian ditotolkan pada plat
silika GFzxss yang telah dipotong dengan ukuran 2x2 cm sebanyak 0,5 ml
menggunakan pipet tetes. Plat silika yang digunakan merupakan plat yang biasa
digunakan sebagai fase diam dalam analisis secara KLT karena silika yang telah

terikat pada bahan pendukung bersifat stabil pada kondisi asam serta mempunyai
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daya tahan yang cukup tinggi terhadap panas (Buhani dkk, 2009). Berdasarkan uji
pendahuluan yang telah dilakukan, teknik totol merupakan teknik yang paling
baik untuk mengimmobilisasikan reagen pada plat silika karena reagen dapat
terikat pada plat secara maksimal.

Teknik pengeringan untuk proses immobilisasi dilakukan dengan
menggunakan hairdryer karena alat tersebut mampu mengeringkan lebih cepat
dengan suhu yang relatif rendah sehingga reagen yang akan diikat pada plat silika
kemungkinan besar tidak akan menguap. Hal itu sangat penting karena apabila
reagen dapat terperangkap secara maksimal pada plat silika maka ketika diujikan
dengan analit akan bereaksi dengan maksimal yang dapat dilihat dari perubahan

warnanya.

|

l
|
Gambar 4.1 Immobilisasi reagen diasetil monoksim-tiosemikarbazida
pada plat silika

Gambar 4.1 menunjukkan bahwa reagen yang telah diimmobilisasikan
tidak memunculkan perubahan warna. Plat yang dihasilkan setelah immobilisasi
sampai dengan kering berwarna putih. Immobilisasi reagen pada plat silika
dilakukan pada kondisi optimum dan terbaik agar mendapatkan nantinya respon
yang dihasilkan baik. Berdasarkan uji pendahuluan yang telah dilakukan

konsentrasi reagen DAM dan TSC yang terbaik yaitu 160 mmol/L dan 8 mmol/L

dengan campuran asam sulfat (H2SO4) dan asam posfat (HsPOs).
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Teknik immobilisasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah teknik
adsorpsi (penyerapan). Hal itu dikarenakan teknik adsorpsi merupakan salah satu
teknik yang paling sederhana dalam immobilisasi molekul pada permukaan
sensor. Teknik adsorpsi yang digunakan adalah adsorpsi fisika karena interaksi
antara adsorben dan adsorbat tidak terjadi ikatan kimia tetapi dapat berupa gaya

van der walls maupun ikatan hidrogen. Hal tersebut dapat dilihat pada ilustrasi
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Gambar 4.2 Ikatan Hidrogen antara Reagen dan Plat Silika gel

gambar 4.2 berikut:
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Menurut Buhani dkk, (2009), silika gel memiliki situs aktif gugus silanol
(SiOH) dan siloksan (Si-O-Si) dipermukaan. Partikel silika gel mengandung
gugus hidroksil dipermukaannya yang membentuk ikatan hydrogen dengan
molekul-molekul polar. Gugus hidroksil tersebut berikatan dengan atom O dan N
yang terdapat pada reagen diasetilmonoksim dan tiosemikarbazida membentuk
ikatan hidrogen.
4.3 Penentuan Urea Dalam Sampel Simulasi

Metode untuk penentuan urea bermacam-macam dan salah satunya
adalah metode kolorimetri dengan menggunakan sensor kimia yang didasarkan

pada perubahan warna. Metode kolorimetri dilakukan dengan menggunakan
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reagen diasetil monoksim (DAM) yang ditemukan oleh Fearon merupakan dasar
dari berbagai metode penentuan kadar urea dalam cairan-cairan biologis
(Wybenga dkk, 1971). Reagen lain yang digunakan selain diasetil monoksim
(DAM) adalah tiosemikarbazida yang digunakan untuk menjaga stabilita warna.

Reaksi antara urea dengan diasetil monoksim dan tiosemikarbazida
dengan adanya ion Fe(lll) yang terdapat dalam medium asam pada kondisi panas
akan menghasilkan senyawa berwarna merah muda. Newell et al (1967) telah
memodifikasi prosedur asli dari Beale & Croft (1961) yang mengembangkan
metode kolorimetrik secara langsung untuk penentuan urea dalam cairan biologis
menyatakan bahwa reaksi yang terjadi antara reagen diasetil monoksim dengan
urea adalah reaksi kondensasi yang membentuk cincin segi 6 yang diteruskan
dengan reaksi kesetimbangan.

Reaksi kondensasi dimulai oleh pasangan elektron bebas (PEB) gugus
amina pada urea menyerang gugus karbonil dari reagen diasetil monoksim karena
PEB dari amina lebih bersifat nukleofil yang mengakibatkan atom O pada reagen
diasetil monoksim bermuatan parsial negatif. Selanjutnya bereaksi dengan H* dari
reagen asam sehingga melepas H>O dan terjadi reaksi pembentukan senyawa
cincin segi 6 yaitu senyawa 3-hydroxy-5,6-dimethyl-1,2,4,-triazine. Dugaan reaksi

yang terjadi dapat dilihat pada gambar 4.3 berikut:

OH

Diasetil monoksim Urea 3-hidroksi-5,6-dimetil-1,2,4-triazin

Gambar 4.3 Reaksi kondensasi diasetil monoksim dan urea menghasilkanl,2,4-
triazin tersubtitusi
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Penelitian Ratnam dan Anipindi (2012) tentang mekanisme dan laju
reaksi oksidasi tiosemikarbazida, semikarbazida dan hidroksilamin dengan Fe(l1l)
serta adanya triazin (triazin yang digunakan merupakan berbagai senyawa 1,2,4-
triazin tersubtitusi) menjelaskan bahwa triazin (TZ) akan mengalami protonasi
dan kemudian bereaksi dengan Fe®*" dengan melepas H* membentuk kompleks
kelat [Fe (TZ), 1. Selanjutnya kompleks tersebut berikatan dengan

tiosemicarbazida (TSC) seperti yang ditunjukkan reaksi sebagai berikut:

TZ+H ' —s H(T2)?* 4.1
Fe3* + 2[H(TZ)*] —> [Fe(TZ)s]** + 2H* 4.2
[Fe(TZ)2]*" + TSC — [Fe(TZ)2(TSC)]** 4.3

Reaksi 4.3 merupakan tahap RDS (Rate Determining Step) atau tahap
penentu laju yang berlangsung lambat. Reaksi pembentukan kompleks yang
terjadi merupakan ikatan koordinasi dimana elektron dari atom N senyawa triazin
dan atom S senyawa tiosemikarbazida. Pada tiosemicarbazida elektron yang
menyumbang berasal dari atom S karena keelektronegatifanya lebih rendah
dibandingkan dengan atom N.

Kompleks yang dihasilkan oleh reaksi 4.3 selanjutnya mengalami reaksi
redoks dimana Fe(lll) tereduksi menjadi Fe(ll) sedangkan tiosemicarbazida
teroksidasi menjadi senyawa radikal seperti reaksi berikut:

|Fe(T2)o(TSC)| 3 —|Fe(T2),| 2* + NH,—CS—N—NH3 H 44
Fe3* merupakan agen pengoksidasi yaitu oksidator yang kemampuanya bertambah
seiring dengan penambahan asam fosfat (HsPO4). Sedangkan TSC radikal akan
membentuk dimerisasi dengan TSC radikal yang lain sedangkan Fe(ll)

membentuk kompleks dengan penambahan satu lagi molekul triazin:
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[Fe(TZ)]*" +TZ —> [Fe(TZ)s]* 45

Warna merah muda yang terbentuk berasal dari senyawa kompleks
[Fe(TZ)s)** yang diduga terjadi ikatan koordinasi dari atom N dan O ligan triazin
dengan ion pusat Fe(ll). Hal tersebut disebutkan dalam penelitian Croof dkk
(2012) tentang penentuan Fe(ll) dengan salah satu senyawa 1,2,4-triazin yang
tidak tersulfonasi  yaitu 3-(2-pyridyl)-5,6-diphyenyl-1,2,4-triazine  (PDT)
menyatakan bahwa Fe(ll) dan PDT membentuk kompleks [Fe(PDT)s]** berwarna
magenta dengan panjang gelombang maksimum 555 nm. Hal yang serupa juga
dinyatakan oleh Zhu dkk. (2007) yang melakukan penelitian tentang penggunaan
PDT dalam penentuan Fe(ll) dalam sampel bahan alam dengan HPLC, bahwa
Fe(Il) juga membentuk kompleks dengan PDT dengan warna magenta.
4.3.1 Penentuan Suhu Terbaik

Penentuan suhu terbaik dilakukan dengan membuat variasi suhu
pemanasan plat setelah diimmobilisasi reagen dan ditetesi sampel urea dengan
konsentrasi 100 mmol/L. Pemakaian konsentrasi yang tinggi dikarenakan untuk
mendapatkan warna yang lebih jelas ketika sensor mendeteksi sampel urea.
Variasi suhu yang digunakan yaitu 35°C, 60°C, dan 100°C. Tujuan dari perlakuan
ini untuk mengetahui serta memperoleh jumlah reagen yang bereaksi sempurna
dengan sampel urea. Penentuan suhu terbaik pemanasan dilakukan dengan
menyiapkan plat silika yang telah terimmobilisasi oleh reagen asam dan reagen
diasetil monoksim-tiosemikarbazida. Plat yang telah terimmobilisasi kemudian
ditetesi sampel urea pada bagian sudut plat sebanyak 3 tetes dan dipanaskan pada

masing-masing variasi suhu.
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Tabel 4.1 Hasil Penentuan Suhu Terbaik

Suhu Waktu pertama kali | Gambar plat A mean RGB
No. Pemanasan . pemanasan 20
N warna terbentuk silika gel )
(9] menit
1. 35 - 76,8889
2. 60 600 detik - 78,7778
3, 100 120 detik ity o 94,5556

Tabel 4.1 menunjukkan apabila diamati secara visual warna merah muda
yang paling jelas terbentuk pada suhu 100°C. Hal tersebut menunjukkan bahwa
suhu terbaik terbentuk pada suhu 100°C. Suhu merupakan faktor yang
mempengaruhi laju reaksi. Apabila suhu dinaikkan maka reaksi akan cepat terjadi
yang ditunjukkan oleh intensitas warna yang semakin tinggi seiring meningkatnya
suhu pemanasan. Beale dan Croft (1961) menyatakan bahwa suhu pemanasan
mengakibatkan peningkatan intensitas warna reagen diasetil monoksim dalam
mendeteksi urea. Suhu optimum pemanasan yang dihasilkan yaitu 99°C — 100,5
°C hal tersebut ditandai dengan tingginya absorbansi yang terbentuk.

Warna yang dihasilkan selanjutnya diubah menjadi data numeric (angka)
dengan menggunakan metode mean RGB agar memudahkan dalam pengolahan
data yang telah didapat. Nilai RGB pada penentuan suhu optimum diambil setelah
pemanasan selama 20 menit. Nilai RGB tersebut merupakan kuantitas senyawa
yang ada dalam media karena pada dasarnya, variasi warna suatu sistem berubah

dengan berubahnya konsentrasi suatu komponen (Fatkhiyah, 2013).
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Berdasarkan nilai mean RGB dapat diketahui bahwa pada suhu 100°C
mempunyai nilai mean RGB yang terendah sedangkan pada suhu 35°C
mempunyai nilai mean RGB yang tertinggi. Hal tersebut menunjukkan bahwa
pada suhu 100°C mempunyai intensitas warna yang lebih tinggi. Menurut
Fatkhiyah, (2013) RGB adalah suatu model warna yang terdiri dari merah, hijau,
dan biru, digabungkan dalam membentuk suatu susunan warna yang luas. Setiap
warna dasar dapat diberi rentang nilai dimana nilai rentang yang paling kecil = 0
dan paling besar = 255. Nilai mean RGB yang dihasilkan selanjutnya dirubah
dalam bentuk nilai A mean RGB. Nilai A mean RGB merupakan kebalikan dari
nilai mean RGB yang dihasilkan dari elisih antara nilai mean RGB pada blanko
dan sampel. Nilai A mean RGB selanjutnya dibuat dalam bentuk grafik seperti
gambar 4.4 berikut:

Penentuan Suhu Terbaik
100
95

90

85

A Mean RGB

80
75

70
30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100105110

suhu Pemanasan (°C)

Gambar 4.4 Grafik Penentuan suhu terbaik
Gambar 4.4 menjelaskan bahwa suhu terbaik terjadi pada suhu 100°C
yang ditunjukkan dengan kenaikan grafik dimana sumbu x merupakan suhu
pemanasan dan sumbu y adalah nilai A mean RGB. Semakin tinggi nilai A mean

RGB menunjukkan bahwa intensitas warna yang dihasilkan semakin jelas. Hal
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tersebut berbanding terbalik dengan nilai mean RGB karena nilai A mean RGB
merupakan nilai yang dihasilkan dari selisih antara nilai blanko dengan nilai mean
RGB pada masing-masing variasi suhu.

4.3.2 Penentuan Waktu Respon Sensor dalam Mendeteksi Urea

Waktu respon merupakan salah satu dari performansi sensor. Waktu
respon merupakan suatu piranti analisis seperti sensor kimia, sesuai dengan
rekomendasi dari IUPAC yang dapat dinyatakan sebagai waktu antara pertama
kali sensor direaksikan dengan sampel (bisa dicelupkan, diekspose atau dialirkan)
dan waktu pertama kali respon sensor menghasilkan sinyal yang stabil (steady-
state) (Kuswandi, 2010).

Penentuan waktu respon dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui
seberapa cepat kemampuan sensor dalam mendeteksi analit yaitu urea. Penentuan
waktu respon dilakukan dengan meneteskan sampel urea 100mmol/L pada plat
silika yang telah terimmobilisasi oleh reagen sebanyak 3 tetes. Penetesan sampel
dilakukan di satu sudut dari plat silika agar warna yang terbentuk lebih merata
ketika reagen bereaksi dengan sampel. Penentuan waktu respon dilakukan dengan
mengamati plat silika yang telah ditetesi sampel dengan cara memfoto pada saat
awal dipanaskan dalam oven pada suhu terbaik yaitu 100°C. Kemudian
pengamatan dimulai pada detik ke-20 sampai detik ke-300 dengan tiap interval

20.
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No Yg:kgﬁ gambar plat A Mean
: (deFt)ik) silica RGB Keterangan
- Warna yang terbentuk masih
tipis/belum jelas
1. 20 10,5556 | _ \warna sangat mudah hilang
- Warna yang terbentuk masih
tipis/belum jelas
2 40 87778 - Warna sangat mudah hilang
- Warna yang terbentuk masih
tipis/belum jelas
3. P LLaer Warna sangat mudah hilang
- Warna yang terbentuk masih
tipis/belum jelas
2 &0 VR - Warna mudah hilang
- Warna yang terbentuk agak jelas
5 100 13.4444 | Warna mudah hilang
- Warna yang terbentuk agak jelas
6. 120 257778 |- Warna mudabh hilang
- Warna yang terbentuk agak jelas
7 140 207778 | Warna mudah hilang
- Warna yang terbentuk agak jelas
8. 160 221111 | Warna mudah hilang
- Warna yang terbentuk sudah jelas
9. 180 232022 | Warna tidak mudah hilang
- Warna yang terbentuk sudah jelas
10. 200 351111 | Warna dan nilai RGB nya

meningkat

- Warna tidak mudah hilang
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- Warna dan nilai RGB nya
meningkat
- Warna tidak mudah hilang

11. 220 33,7778

- Warna dan nilai RGB nya
meningkat
- Warna tidak mudah hilang

12. 240 36,2222

13. 260 46,2222 :
meningkat

- Warna tidak mudah hilang

14. 280 53,5556 :
meningkat

- Warna tidak mudah hilang

15. 300 54,6667 :
meningkat
I - Warna tidak mudah hilang

Tabel 4.2 menunjukkan bahwa pada detik ke-20 sampai dengan detik ke-
120 sensor yang dihasilkan sudah terbentuk warna akan tetapi warna yang
dihasilkan masih belum terlalu jelas. Apabila dilihat secara visual gambar yang
terdapat pada tabel 4.3 sulit dibedakan warna yang terbentuk sehingga sulit untuk
menetukan kapan pertama sensor menghasilkan sinyal dan pertama kali warna
yang dihasilkan stabil. Akan tetapi apabila terdapat dalam larutan waktu
pemanasan yang dibutuhkan reagen diasetil monoksim-tiosemikarbazida untuk
bereaksi dengan sampel urea adalah 5 menit (Rahmatullah dan Boyde, 1980).

Penentuan waktu respon secara kasat mata sangatlah menyulitkan karena
mata mempunyai kemampuan yang terbatas. Oleh karena itu data visual yang
berupa warna dirubah menjadi data berupa angka menggunakan metode warna
RGB sehingga nanti dapat dilihat nilai perubahan warna dari detik ke-20 sampai

detik ke-300. Data yang diperoleh kemudian diubah menjadi data berupa nilai A

- Warna yang terbentuk sudah jelas

- Warna yang terbentuk sudah jelas

- Warna yang terbentuk sudah jelas
- Warna dan nilai RGB nya semakin

- Warna yang terbentuk sudah jelas
- Warna dan nilai RGB nya semakin

- Warna yang terbentuk sudah jelas
- Warna dan nilai RGB nya semakin
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mean RGB yang diperoleh dari hasil pengurangan blanko dengan nilai rata-rata
mean RGB pada tiap variasi waktu. Akan tetapi data pada penentuan suhu terbaik
dan waktu respon sedikit berbeda dikarenakan kelemahan dalam konsistensi
pengambilan data karena perbedaan cahaya dan waktu pengambilan gambar.
Berdasarkan hasil tersebut dapat dinyatakan bahwa awal grafik mulai naik terjadi
ketika waktu pemanasan pada detik ke-180 dan mulai stabil terjadi pada detik ke-
200 dengan sensor yang menghasilkan warna dan nilai RGB yang meningkat.
Sensor pada waktu detik ke-20 sampai detik ke-160 warna yang dihasilkan mudah
hilang. Hal itu dimungkinkan karena reaksi yang terjadi belum optimal sehingga
ketika sudah tidak ada pemanasan, kompleks yang terbentuk akan terurai kembali.

Warna pada plat silika setelah dipanaskan pada masing-masing variasi
waktu memang sudah terbentuk, akan tetapi warna yang terbentuk pada plat masih
belum terlihat jelas dikarenakan waktu pemanasan yang relatif singkat sehingga
reaksi yang terjadi antara reagen diasetil monoksim-tiosemikarbazida dengan urea
masih belum sempurna. Akan tetapi waktu respon tetap bisa ditentukan karena
merupakan awal pertama kali terjadi perubahan warna dan stabil. Menurut
Rahmatullah dan Boyde (1980) absorbansi optimum larutan yang menunjukkan
reaksi reagen dalam mendeteksi urea yang ditandai terbentuknya warna terjadi
dengan pemanasan selama 5 menit. Akan tetapi hal tersebut jelas berbeda ketika
terjadi pada media padat karena akan membutuhkan waktu yang relatif lebih lama
untuk mencapai reaksi yang optimum.
4.3.3 Penentuan Stabilitas Sensor dalam Mendeteksi Urea

Stabilitas sensor merupakan sejauh mana sensor dapat secara konsisten

memberikan besar sensitifitas yang sama, serta berapa lama sensor tersebut dapat
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terus digunakan. Sedangkan menurut Fauziyah (2012), stabilitas adalah
kemampuan sensor untuk mempertahankan karakteristiknya selama periode waktu
tertentu.

Penetuan stabilitas dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui seberapa
lama sensor mampu memberikan sensitifitas setelah disimpan dalam kurun waktu
tertentu. Hal tersebut menunjukkan kemampuan sensor dalam memberikan sinyal
yang mampu dibaca dalam kurun waktu tertentu dengan variasi waktu
penyimpanan yaitu hari ke-0, hari ke-1, hari ke-2, hari ke-3, dan hari ke-4. Selain
itu penyimpanan juga dilakukan pada kondisi yang berbeda yaitu pada kondisi
suhu ruang dan suhu dingin. Penentuan stabilitas dilakukan dengan meneteskan
sampel urea 100 mmol/L sebanyak 3 tetes pada plat silika yang telah
diimmobilisasi dengan reagen di hari yang sama sebanyak 3 tetes pada masing-
masing variasi penyimpanan. Penetesan sampel dilakukan di satu sudut dari plat
silika agar warna yang terbentuk lebih merata ketika reagen bereaksi dengan
sampel sehingga memudahkan dalam pengamatan.

Sensor yang telah ditetesi dengan sampel urea selanjutnya dipanaskan
dalam oven menggunakan suhu terbaik yaitu 100°C selama 20 menit. Penentuan
stabilitas ditentukan berdasarkan waktu respon dan warna yang terbentuk pada

kondisi optimum dan terbaik.
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Gambar plat silika gel A Mean RGB
No. | Harike- | Suhu Dingin Suhu Ruang Suhu Dingin | Suhu Ruang
(10°C) (30°C) (10°C) (30°C)

1 0 o 65,6667 56,1667

%
2. 1 B ! 50,1667 47,6667
3. 2 ; 47,1667 43,6667
4 3 44,6667 40,6667

l
5 4 42,1667 40,6667

Tabel 4.3 tersebut menunjukkan bahwa nilai A Mean RGB pada suhu

dingin lebih besar dibandingkan pada suhu ruang. Hal tersebut menunjukkan

intensitas warna yang terbentuk pada sensor yang disimpan di tempat dingin lebih

besar dibandingkan dengan di ruang biasa. Udara atmosfer atau suhu ruang

merupakan campuran antara udara dan uap air (lembab). Saat udara dalam

keadaan lembab udara memiliki tekanan uap yang tinggi sedangkan tekanan uap

pada plat silika gel rendah sehingga uap air berpindah dari udara ke silika gel

untuk mencapai kesetimbangan uap air. Uap air terebut dimungkinkan akan

mempengaruhi reagen DAM-TSC ketika bereaksi dengan urea karena air akan
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membuat deaktivasi pada permukaan silika. Suhu dingin pada dasarnya dapat
menghambat reaksi-reaksi kimiawi dengan kata lain komposisinya relatif konstan
sehingga ditambahkan sampel urea, reagen DAM-TSC yang terimmobilisai dalam
plat silika gel mampu bereaksi secara maksimal dengan intensitas warna yang
lebih tinggi. Dalam penelitian ini, penyimpanan sensor hari ke-3 dan ke-4 pada
suhu ruang menunjukkan bahwa sensor yang dihasilkan pecah ketika dipanaskan.

Batas ketidakstabilan atau waktu pakai suatu sensor dalam mendeteksi
analit tidak boleh lebih dari 15 % dari respon sensor semula (Kuswandi, 2010).
Jika dihitung berdasarkan ketentuan tersebut kstabilan sensor yang dihasilkan
pada penyimpanan suhu dingin adalah kurang dari satu hari sedangkan pada suhu
ruang hampir mencapai satu hari. Apabila dilihat berdasarkan nilai LoQ dapat
diketahui bahwa batas terendah nilai A Mean RGB yang dapat dideteksi sensor
urea adalah 50,136 yang menunjukkan bahwa stabilitas sensor yang dapat
dihasilkan berada pada nilai A Mean RGB tersebut yaitu + 1 hari.
4.3.4 Pembuatan Kurva Standard Sensor Urea

Kurva standar menyatakan hubungan antara berkas radiasi yang
diabsorbsi (A) dengan konsentrasi (C) dari serangkaian zat standar yang telah
diketahui konsentrasinya. Kurva standar nantinya akan menghasilkan regresi
linier, sehingga dari perhitungan regresi linier yaitu y = ax + b, dapat ditarik garis
lurus. Keabsahan kurva kalibrasi yang dihasilkan dapat diuji dengan menentukan
harga koefisien korelasi (r?) yang menyatakan ukuran kesempurnaan hubungan
antara konsentrasi larutan standar dengan absorbansinya yang merupakan suatu

garis lurus. Metode ini dapat menggambarkan kemampuan suatu alat untuk
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memperoleh hasil pengujian yang sebanding dengan kadar analitik alat tersebut
dalam sampel uji pada rentang konsentrasi tertentu (Arifin, 2006).

Pembuatan kurva standar diawali dengan menyiapkan plat silika yang
telah terimmobilisasi reagen dan sampel urea dengan variasi konsentrasi O
mmol/L (sebagai blanko), 0,2 mmol/L, 0,5 mmol/L, 0,8 mmol/L, dan 1,2 mmol/L.
sampel urea dengan masing-masing konsentrasi diteteskan pada plat silika yang
telah terimmobilisasi satu persatu sebanyak 3 tetes. Penetesan sampel dilakukan di
satu sudut dari plat silika agar warna yang terbentuk lebih merata ketika reagen
bereaksi dengan sampel sehingga memudahkan dalam pengamatan. Sensor yang
telah ditetesi dengan sampel urea dengan masing-masing konsentrasi selanjutnya
dipanaskan dalam oven menggunakan suhu terbaik yaitu 100°C selama 20 menit.
Warna yang dihasilkan selanjutnya dikonverikan dalam bentuk angka memakai
photoshop dengan metode RGB.

Tabel 4.4 Hasil Pembuatan Kurva Standar Sensor Urea

Konsentrasi Gambar Plat | Mean RGB | A mean RGB
Blanko 237,6667 -
0,2 mmol/L ' 192 45,66667
0,5 mmol/L 187,4444 50,22222
0,8 mmol/L P A 182,7778 54,88889
L
1,2 mmol/L ; ; 174,2222 63,44444
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Berdasarkan tabel 4.4 dapat diketahui bahwa semakin tinggi konsentrasi
sampel urea maka semakin tinggi intensitas warna yang dihasilkan. Hal itu dapat
dilihat dari nilai A mean RGB vyang juga semakin meningkat seiring
meningkatnya intensitas warna. Hasil tersebut menunjukkan bahwa sensor mampu
digunakan untuk mendeteksi sampel yang mempunyai kadar lebih tinggi dengan
hipotesis intensitas warna yang dihasilkan juga semakin tinggi. Sehingga orientasi
kedepan sensor yang dihasilkan mampu untuk mendeteksi urea dalam tubuh
dengan konsentrasi yang melebihi batas normal yaitu 5 mg/dL atau setara dengan
0,8 mmol/L. Data yang dihasilkan tersebut dapat dibuat menjadi kurva standar
seperti pada gambar 4.5 berikut:

Kurva Standar Sensor Urea

70

y=17,697x+4
) VA e =0,9516
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A mean RGB
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Konsentrasi

Gambar 4.5 Grafik Kurva Standar Sensor
Berdasarkan gambar 4.5 menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi
semakin tinggi pula nilai A mean RGB, sehingga dari kurva standar sensor urea
menghasilkan persamaan regresi yaitu y = 17,697x + 41,61 dimana y adalah A
mean RGB, b adalah slope, x adalah konsentrasi, sedangkan a adalah intersep.

Dengan nilai koefisien korelasi (r?) sebesar 0,9916 berarti respon yang diberikan
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oleh sensor terhadap konsentrasi analit telah memenuhi syarat yang ditetapkan,
yakni R? > 0,99. Hal tersebut menunjukkan bahwa sensor yang dihasilkan dalam
kondisi baik dan persamaan garis lurus yang diperoleh dapat digunakan untuk
menghitung konsentrasi sampel karena terdapat hubungan yang linier antara
konsentrasi dengan A mean RGB.

Uji linieritas merupakan metode untuk membuktikan hubungan linier
antara konsentrasi analit yang sebenarnya dengan respon alat (Harmita, 2004).
Hubungan linearitas antara A mean RGB dengan konsentrasi analit dapat
ditunjukkan dengan nilai koefisien korelasi (r?). Model persamaan regresi linier
yang terbentuk dari gambar 4.1 diatas adalah: y = 17,697x + 41,61 dengan nilai
linearitas R? = 0,9916. Hasil linieritas tersebut sesuai dengan syarat yang
ditetapkan yakni R? > 0,99 yang menujukkan bahwa sensor yang dihasilkan dalam
kondisi baik dan persamaan garis lurus yang diperoleh dapat digunakan untuk
menghitung konsentrasi sampel karena terdapat hubungan yang linier antara
konsentrasi dengan A mean RGB.

Sensitivitas yang diperolen dari pembuatan kurva standar sensor urea
ditunjukkan dengan nilai slope (kemiringan) sebesar 17,697. Nilai tersebut
menunjukkan setiap perubahan konsentrasi (sumbu x) akan memberikan
perubahan terhadap nilai absorbansi (sumbu y) sebesar 17,697.

Limit deteksi didefinisikan sebagai konsentrasi atau massa terkecil suatu
analit yang masih dapat terdeteksi atau terukur. Sering juga limit deteksi
didefinisikan sebagai konsentrasi dimana suatu sinyal dalam rasio tertentu masih
dapat diterima dan dihitung. Sedangkan nilai Batas kuantitasi (LoQ) menunjukkan

batas rentang kerja yang harus dicapai dalam suatu pengukuran (Mitra, 2003).
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Meskipun pada rentang 0,2 mmol/L sampai 1,2 mmol/L dalam kurva
menunjukkan hasil yang linier, namun pengukuran harus mencapai limit
kuantisasi agar lebih akurat. Karakteristik suatu sensor juga ditentukan oleh
kemampuannya mendeteksi konsentrasi suatu analit. Semakin kecil konsentrasi
yang bisa dideteksi, semakin baik karakteristik sensor tersebut (Fauziyah, 2012).
Berdasarkan data yang telah diperoleh, nilai LoD dan LoQ dapat hitung

sebagaimana tabel 4.5 berikut:

Tabel 4.5 Data perhitungan LoD dan LoQ

X y yi (y —yi) (y —y)? LoD LoQ

0,2 | 45,6667 | 45,1494 0,5173 0,2676

0,5 | 50,2222 | 50,4585 -0,2363 0,0558

0,8 | 54,8889 | 55,7676 -0,8787 0,7721 0,1232 | 0,4105

1,2 | 63,4444 | 62,8464 0,5980 0,3576 | mmol/L | mmol/L
Z@ —y)2| 148531

Berdasarkan data tabel 4.5 dapat dihitung nilai simpangan baku residual
(SY/X) yaitu sebesar 0,72655. Data terebut kemudian diolah dengan perhitungan
untuk memperoleh nilai dari LoD dan LoQ. Batas deteksi (LoD) adalah parameter
uji batas dengan jumlah analit terkecil dalam sampel yang dapat dideteksi dan
masih memberikan respon signifikan dibandingkan dengan blangko (Harmita,
2004). Nilai LoD yang diperoleh dari sensor dalam mendeteksi urea adalah
0,1232 mmol/L. Apabila sensor mampu mendeteksi urea dengan konsentrasi <
0,1232 mmol/L, maka sinyal yang dihasilkan tidak dipercaya sebagai analit
melainkan sebagai noise. Apabila sensor mampu mendeteksi urea dengan
konsentrasi > 0,1232 mmol/L, maka sensor tersebut dapat dikatakan memberi

sinyal perubahan terhadap analit. Akan tetapi konsentrasi analit yang berada pada
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limit deteksi belum sepenuhnya dapat dipercaya karena akurasi yang dihasilkan
rendah (Hidayati, 2013).

Nilai batas kuantitasi (LoQ) yang diperoleh pada pembuatan kurva sensor
dalam mendeteksi urea sebesar 0,4105 mmol/L. Konsentrasi urea pertama pada
kurva standar berada dibawah nilai limit kuantitasi yang menandakan bahwa hasil
yang didapatkan mempunyai akurasi yang rendah. Sedangkan konsentrasi kedua
berada diatas nilai limit kuantisasi yang menunjukkan bahwa sensor yang
dihasilkan memiliki akurasi yang cukup tinggi. Limit kuantitasi menentukan batas
rentang kerja yang harus dicapai dalam suatu pengukuran. Meskipun pada rentang
0,2 mmol/L sampai 1,2 mmol/L dalam kurva standar menunjukkan hasil yang
linear, namun pengukuran harus mencapai limit kuantitasi agar pengukuran lebih
akurat. Dengan demikian sesuai dengan gambar kurva standar sensor urea, hasil
pengukuran pada konsentrasi kedua dikatakan lebih baik dengan konsentrasi yang
melebihi LoQ sehingga memberikan hasil dengan akurasi yang tinggi.

4.4 Pembuatan sensor pendeteksi urea dalam Perspektif Islam

Urea merupakan molekul yang terdapat pada tubuh manusia dan
lingkungan. Molekul urea sangat bermanfaat bagi manusia terutama dalam
lingkungan karena urea dapat digunakan sebagai pupuk untuk menyuburkan tanah
dan tanaman. Akan tetapi manusia sering lupa terhadap dampak dari pemakain
pupuk urea yang terlalu berlebihan akibat ingin mendapatkan hasil yang maksimal
secara cepat. Akibatnya lingkungan menjadi rusak atau tercemar akibat dari

perbuatan manusia sebagaimana firman Allah dalam surat Ar rum ayat 41 berikut:
) 1LE Gl (e i) T ool L8 0T AT 6 3T Sk

&, 7 * -7
L0z 2
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Artinya:

“Telah nampak kerusakan di darat dan di laut disebabkan karena
perbuatan tangan manusia, supaya Allah merasakan kepada mereka sebahagian
dari (akibat) perbuatan mereka, agar mereka kembali (ke jalan yang benar)” (Al-
Rum [30] : 41).

Menurut Shihab (2002) Kata (k) zhahara pada mulanya berarti
terjadinya sesuatu di permukaan bumi, sehingga karena di permukaan, maka
nampak dan terang serta diketahui. Sedangkan (3all) Al-fasad menurut Al-
Ashfahani dalam Shihab (2002) keluarnya sesuatu dari keseimbangan, baik
sedikit maupun banyak. Ulama kontemporer memahaminya dalam arti
kerusakan lingkungan, karena ayat di atas mengaitkan fasad atau kerusakan
dengan kata darat dan laut.

Musibah yang menimpa seorang mukmin mengandung hikmah yang
merupakan rahmat dari Allah. Imam Ibnul Qayyim berkata: “Andaikata kita bisa
menggali hikmah Allah yang terkandung dalam ciptaan dan urusan-Nya, maka
tidak kurang dari ribuan hikmah. Namun akal Kkita sangat terbatas, pengetahuan
kita terlalu sedikit dan ilmu semua makhluk akan sia-sia jika dibandingkan
dengan ilmu Allah, sebagaimana sinar lampu yang sia-sia dibawah sinar
matahari*“ (Al-Qardhawi, 2001). Oleh karena itu islam membuka pintu harapan
yang selebar-lebarnya kepada manusia agar menjaga segala sesuatu yang ada di

bumi karena pada dasarnya manuisia merupakan khalifah di bumi sebagaimana

firman Allah dalam surat al Bagarah ayat 30 berikut:

$lazsy U Sk u.al.rﬁ:).;.ﬁ-\lj.]l.; w}u@wé&udlw 55 J6 30
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Artinya:

“Ingatlah  ketika Tuhanmu berfirman kepada para Malaikat:
"Sesungguhnya Aku hendak menjadikan seorang khalifah di muka bumi”. Mereka
berkata: "Mengapa Engkau hendak menjadikan (khalifah) di bumi itu orang yang
akan membuat kerusakan padanya dan menumpahkan darah, padahal kami
senantiasa bertasbih dengan memuji Engkau dan mensucikan Engkau?" Tuhan
berfirman: "Sesungguhnya Aku mengetahui apa yang tidak kamu ketahui" (Al-
Bagarah [2]: 30)

Ayat tersebut di atas memerintahkan Nabi Muhammad shallallahu
‘alaihi wa sallam untuk mengingat apa yang pernah disampaikan Allah Azza wa
Jalla kepada para Malaikat-Nya. Hal ini sekaligus sebuah isyarat bagi Nabi
Muhammad shallallihu  ‘alaihi wa sallam untuk menyampaikan dan
mengingatkan kembali umatnya tentang tugas yang pernah dibebankan kepada
manusia pada awal penciptaannya. Nabi Muhammad shallalldhu ‘alaihi wa
sallam dan umatnya disuruh untuk mengingat suatu peristiwa ketika Allah Azza
wa Jalla berfirman kepada para Malaikat terkait rencananya menciptakan dan
mengangkat seorang khalifah di muka bumi. Khalifah itu, dalam rencana Allah
Azza wa Jalla, dimaksudkan untuk menggantikan peran Alléh Azza wa Jalla
dalam melaksanakan hukum-hukumNya (al Shabuni, 1999). Maka dari itu sebagai
khalifah, tugas kita adalah memikirkan dan melakukan cara menjaga kesehatan
serta lingkungan diantaranya dikarenakan oleh urea. Salah satu dari usaha tersebut
adalah pembuatan sensor urea untuk mendeteksi urea yang bermanfaat bagi
manusia dalam menjaga kesehatan serta lingkungan.

Urea merupakan biomolekul yang sangat penting. Urea yang terbentuk
merupakan hasil dari siklus urea dalam tubuh yang berasal dari ammonia atau dari
asam amino. Kemudian diekskresikan melalui urin atau cairan tubuh pada

manusia. Selain itu urea juga akan teradsorpsi dalam ginjal sehingga terdapat
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dalam darah dengan batas normal 5-25 mg/dL. Sedangkan pada tanah urea yang
berasal dari pupuk akan diubah menjadi nitrit dari proses nitrifikasi yang dapat
menyuburkan tanaman. Proses tersebut terjadi secara teratur dan seimbang baik
didalam tubuh maupun di lingkungan dengan atas izin Allah Swt sebagaimana

firmanya dalam surat Ar Rahman (55) : 7 - 9,

- /T/ -,-,‘4 .

brall, 5T sty 2 olieall 5 T 3 otnedl 2255 455 S
3 Ol g2 5
Artinya:

“Dan Allah telah meninggikan langit dan Dia meletakkan neraca
(keadilan). Supaya kamu jangan melampaui batas tentang neraca itu. Dan
Fegakkanlah timbangan itu dengan adil dan janganlah kamu mengurangi neraca
Itu. ”

Dalam ayat tersebut disebutkan kata Mizan (timbangan atau
keseimbangan). Mizan disini bukan hanya sekedar timbangan saja, akan tetapi
termasuk pula takaran yang dengannya dapat diukur segala sesuatu, pengukur
untuk mengukur sesuatu yang belum jelas dan hakikat yang dengannya dipisahkan
diantara makhluk serta ditegakkan keadilan diantara mereka. Oleh karena itulah,
Allah Swt berfirman di ayat selanjutnya, “Agar kamu jangan merusak
keseimbangan itu. ” Hal itu, karena jika Allah tidak menurunkan keseimbangan itu
dan menyerahkan perkara tersebut kepada akal dan pendapat mereka yang
terbatas, tentu akan terjadi kerusakan yang besar yang hanya diketahui oleh Allah
Swit, dan tentu langit dan bumi akan hancur (Shihab, 2002).

Urea didalam darah normalnya adalah 5-25 mg/dL. Apabila karena suatu
hal kadar urea dalam darah dapat meningkat, maka kesetimbangan dalam darah

akan terganggu dan hal tersebut dapat dijadikan dugaan awal bahwasannya salah

satu organ tubuh manusia bermasalah. Pada lingkungan yaitu air tanah, urea
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mempunyai kadar menurut SNI sebesar 46 %. Indikasi kesetimbangan dalam
tubuh yang tidak normal dan batas kadar senyawa nitrogen pada air tanah ini
dapat diketahui dengan cara mendeteksi urea salah satunya dengan menggunakan
sensor. Selain itu

Pembuatan sensor untuk mendeteksi urea dilakukan dengan
mengimmobilisasikan reagen diasetil monoksim-tiosemikarbazida dan reagen
asam H2SO4 - H3PO4 pada plat silika dengan teknik adsorbsi. Setelah itu dilakukan
performansi analitik sensor untuk mengetahui kemampuan sensor dalam
mendeteksi urea yang meliputi suhu terbaik, waktu repon, tabilitas sensor, dan
konsentrasi terkecil sampel yang mampu dideteksi oleh sensor. Berdasarkan hasil
penelitian diketahui bahwa reaksi terbaik yang terbentuk antara reagen dengan
sampel urea terjadi pada suhu 100 °C dengan waktu pemanasan selama 20 menit.
Selain itu, waktu respon sensor urea mampu terjadi pada detik ke-140 dan
stabilitas yang mencapai 3 hari karena warna yang dihasilkan masih bertahan.
Sementara itu, konsentrasi terkecil yaitu LoD dan LoQ yang mampu dideteksi
oleh sensor adalah 0,1445 mmol/L dan 0,4817 mmol/L. Hal yang terpenting
dalam pembuatan sensor ini adalah semua dilakukan kondisi optimum daan
terbaik karena jika tidak dilakukan akan menurunkan kevalidan hasil yang
didapat. Hal tersebut menunjukkan bahwa setiap reaksi memiliki kondisi tertentu
serta setiap senyawa yang terlibat juga memiliki ukuran tertentu agar reaksi yang
belangsung dapat seimbang sehingga respon warna yang terbentuk pada sensor
dapat maksimal. Sebagaimana firman Allah Swt dalam surat al Furgan (25): 2,
bahwa Allah Swt menciptakan segala sesuatu dengan kadar dan ukuran tertentu,

begitupun dalam pembuatan sensor ini perlu memperhatikan kondisi serta ukuran-
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ukuran yang meliputi suhu reaksi, waktu reaksi, serta konsentrasi sampel yang
dipakai.

o Taze L. B PR R SR PR & i ooyt A s sv G
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“Yang kepunyaan-Nya-lah kerajaan langit dan bumi, dan dia tidak mempunyai
anak, dan tidak ada sekutu baginya dalam kekuasaan(Nya), dan dia Telah
menciptakan segala sesuatu, dan dia menetapkan ukuran-ukurannya dengan
serapi-rapinya.”

Kata qgaddara berarti kadar tertentu yang tidak bertambah atau
berkurang, atau berarti kuasa, atau berarti ketentuan dari sistem yang ditetapkan
terhadap segala sesuatu. Sedangkan kata taqdiiron adalah bentuk masdar dari kata
gaddara. Ayat ini menyangkut pengaturan Allah Swt serta keseimbangan yang
dilakukanNya antar makhluk. Artinya tidak ada satu pun ciptaanNya yang bernilai

sia-sia sebab semuanya memiliki potensi yang sesuai dengan kadar yang cukup

(Shihab, 2002).



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Penelitian tentang performansi analitik sensor urea terimmobilisasi
reagen diasetil monoksim (DAM) dan tiosemikarbazida (TSC) secara adsorpsi
pada plat silika gel ini dapat diambil kesimpulan sebagai berikut:

1. Suhu terbaik sensor dalam mendeteksi urea adalah 100°C yang ditunjukan
dari intensitas warna yang tinggi ketika dikonversikan pada nilai numeric
A Mean RGB. Waktu respon sensor dalam mendeteksi urea terjadi pada
detik ke-180.

2. Stabilitas sensor yang dihasilkan dalam mendeteksi urea pada
penyimpanan suhu dingin kurang dari satu hari dan pada penyimpanan
suhu ruang mencapai satu hari.

3. Nilai batas deteksi (LoD) dan batas kuantitasi (LoQ) urea yang dapat
dideteksi oleh sensor sebesar 0,1232 mmol/L dan 0,4105 mmol/L.

5.2 Saran

1. Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai penentuan suhu terbaik
dengan suhu diatas 100°C.

2. Perlu dilakukan performansi analitik yang lebih bervariasi seperti
selektivitas, presisi dan akurasi agar diketahui kemampuan terbaik sensor
dalam mendeteksi analit.

3. Perlu dilakukan percobaan penggunaan scan dalam pengambilan gambar

untuk mengurangi kesalahan dalam pengambilan data.
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4. Range konsentrasi kurva standar dibuat pada konsentrasi sampel yang
digunakan.

5. Terdapat perbedaan hasil A Mean RGB dari hasil variasi suhu dan waktu
respon dikarenakan pada setiap perlakuan terdapat perbedaan hari dan
pengambilan gambar. Disamping itu photoshop tidak mampu mengambil
nilai A Mean RGB dari seluruh bagian gambar karena photoshop mampu

mengambil data dalam bentuk pixel atau sebagian lokasi saja.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rancangan Penelitian

Preparasi Sampel

|

Pembuatan Larutan
I

{ v v v

Reagen Diasetil Reagen Reagen Asam Larutan
monoksim Tiosemikarbazida (Asam Sulfat urea 100
(DAM) (TSC) konsentrasi dan Asam mmol/L
konsentrasi 160 8 mmol/L Fosfat) dalam
mmol/L pelarut air

Immobilisasi Reagen DAM-TSC dan
Reagen Asam pada Plat Silika Gel

.

Penentuan Urea dalam Menggunakan Plat
Silika gel yang Terimmobilisasi Reagen
DAM-TSC dan Reagen Asam

\ 4 \ 4

Penentuan Penentuan waktu Penent Penentuan Penentuan
Suhu respon sensor stabilitas sensor LoD dan LoQ
Optimum dalam dalam dalam
mendeteksi urea mendeteksi urea mendeteksi
Analisis data
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Lampiran 2. Diagram Alir
1. Preparasi Sampel

Sampel

- Ditimbang sampel urea sebanyak 0,3003 gram
- Dilarutkan urea dengan aquades sebanyak 10 mL dalam beakerglass
- Dimasukkan kedalam labu ukur 50 mL

- Ditanda bataskan dengan aquades

Hasil

2. Preparasi Bahan
2.1 Pembuatan Reagen

a) Reagen diasetil monoksim 160 mmol/L

Diasetil monoksim

Ditimbang 0,808 gram

Dilarutkan kedalam 25 ml aquades di beaker glass

Dimasukkan larutan kedalam labu ukur 50 ml

Ditambahkan aquades sampai tanda batas

Dihomogenkan

Hasil

b) Reagen Tiosemikarbazida 8 mmol/L

Tiosemikarbazida

Ditimbang 0,0365 gram

Dilarutkan kedalam 25 ml aquades di beaker glass
- Dimasukkan larutan kedalam labu ukur 50 ml
- Ditambahkan aquades sampai tanda batas

- Dihomogenkan
Hasil
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c) Reagen Asam

Asam Fosfat pekat

- Dipipet sebanyak 1 ml

- Dimasukkan kedalam labu ukur 100 mL yang sudah terisi
aquades 50 mL

- Ditambahkan 6 ml asam sulfat pekat

- Dibiarkan campuran tersebut dan ditambahkan 0,1 ml larutan
FeCls 10%

- Diencerkan larutan dengan aquades di labu takar 100 ml sampai
volume mencapai tanda batas dan dihomogenkan

Hasil

3. Immobilisasi Reagen DAM-TSC dan Reagen Asam secara Adsorpsi pada

Plat Silika Gel dalam Pembuatan Sensor Urea untuk Deteksi Urea

Reagen Diasetil monoksim-Tiosemikarbazida dan reagen asam
- Disiapkan reagen DAM-TSC dan reagen asam dengan perbandingan

volume 1:1.

- Diimmobilisasikan ke atas fasa diam plat silika gel ukuran 2 x 2 cm
masing-masing sebanyak 0,5 mL dengan teknik adsorbsi, yaitu ditotol
dengan pipet tetes.

- Dikeringkan plat silika gel yang telah terimmobilisasi reagen

identifikasi urea dengan hairdryer.

Hasil
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4. Penentuan Urea Simulasi Menggunakan Plat Silika gel yang
Terimmobilisasi Reagen DAM-TSC dan Reagen Asam

4.1 Penentuan Suhu Optimum

Sensor yang terimmobilisasi

- Disiapkan 3 buah sensor yang telah teimmobilisasi

- Diteteskan sampel urea konsentrasi 100 mmol/L pada masing-masing
sensor sebanyak 3 tetes.

- Dioven dengan variasi suhu yaitu 35°C, 60°C, 100°C selama 20 menit.

- Diamati dan difoto perubahan warna yang terbentuk.

- Diulangi 3 kali.

Hasil

4.2 Penentuan Waktu Respon Sensor dalam Mendeteksi Urea

Sensor yang terimmobilisasi

- Disiapkan 16 buah sensor yang telah terimmobilisasi

- Diteteskan sampel urea konsentrasi 100 mmol/L pada masing-masing
sensor sebanyak 3 tetes

- Dioven pada suhu optimum dengan variasi waktu 20 — 300 detik
dengan interval 20 detik.

- Dihitung dengan stop watch waktu yang dibutuhkan sensor untuk

berubah warna menjadi merah muda sesuai dengan variasi waktu.

Hasil
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4.3 Penentuan Stabilitas Sensor dalam Mendeteksi Urea Simulasi

Sensor yang terimmobilisasi

- Disiapkan 10 buah sensor yang telah teimmobilisasi

- Dibagi menjadi 2 tempat penyimpanan yaitu suhu dingin dan ruang.

- Diteteskan sampel urea konsentrasi 100 mmol/L pada masing-masing
sensor sebanyak 3 tetes dengan variasi waktu penetesan pada hari ke-
0,1, 2,3,dan 4.

- Dioven pada suhu optimum selama 20 menit.

- Diamati waktu respon dan difoto perubahan warna yang terbentuk.

Hasil

4.4 Penentuan Konsentrasi Terkecil (LoD) dan LoQ dalam Mendeteksi Urea

Sensor yang terimmobilisasi

- Disiapkan 4 plat silika gel yang terimmobil reagen DAM-TSC dan
reagen asam.

- Ditetesi plat dengan 3 tetes sampel urea dengan variasi konsentrasi 0,2
mmol/L, 0,5 mmol/L, 0,8 mmol/L, dan 1,2 mmol/L.

- Dioven pada suhu optimum selama 20 menit.

- Diamati dan difoto warna bercak yang terbentuk, kejelasan dan

kestabilan dari bercak warna yang terbentuk

Hasil
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Lampiran 3. Perhitungan dan Pembuatan Reagen
1. Pembuatan Larutan Urea 100 mmol/L 50 ml

MR Urea = 60.06 gr/mol
100 mmol/L = x mmol
0,05L
X mmol =100 mmol x 0,05 L

=5 mmol = 0,005 mol

_ beraturea (gram)

0,005 mol

MR urea

berat urea = 0,005 mol x 60,06 gram/mol
=0,3003 gram
Larutan stok urea 100 mmol/L sebanyak 50 ml dibuat dengan melarutkan padatan
urea sebanyak 0,3003 gram ke dalam 50 ml aquades.
2. Pembuatan Larutan Urea 0,2 mmol/L, 0,5 mmol/L, 0,8 mmol/L, dan 1,2
mmol/L sebanyak 50 ml dalam Pelarut Air

2.1 Pembuatan larutan urea 0,2 mmol/L

M =100 mmol/L

M2 = 0,2 mmol/L

V> =50 mi

M1 x Vi =Mz X V>

100 mmol/L x V1 = 0,2 mmol/L x 50 mL
V1 =0,1 ml

Larutan Urea 0,2 mmol/L sebanyak 50 ml dibuat dengan cara; dipipet 0,1 ml
larutan standar urea 100 mmol/L lalu dimasukkan dalam labu ukur 50 ml,
ditambahakn aquades hingga volume mencapai hampir 50 ml kemudian ditanda
bataskan dan dihomogenkan.

2.2 Pembuatan larutan urea 0,5 mmol/L

M1 =100 mmol/L

M2 = 0,5 mmol/L

V2 =50 ml

M1 X V1= Mz X V>

100 mmol/L x V1 = 0,5 mmol/L x 50 mL
V1 = 0,25 ml
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Larutan Urea 0,5 mmol/L sebanyak 50 ml dibuat dengan cara; dipipet 0,25 ml
larutan standar urea 100 mmol/L lalu dimasukkan dalam labu ukur 50 ml,
ditambahakn aquades hingga volume mencapai hampir 50 ml kemudian ditanda
bataskan dan dihomogenkan.

2.3 Pembuatan larutan urea 0,8 mmol/L

M1 =100 mmol/L

M2 = 0,8 mmol/L

V2 =50 ml

M1 X V1= M2 X V>

100 mmol/L x V1 = 0,8 mmol/L x 50 mL
V1 =0,4 ml

Larutan Urea 0,8 mmol/L sebanyak 50 ml dibuat dengan cara; dipipet 0,4 ml
larutan standar urea 100 mmol/L lalu dimasukkan dalam labu ukur 50 ml,
ditambahakn aquades hingga volume mencapai hampir 50 ml kemudian ditanda
bataskan dan dihomogenkan.

2.4 Pembuatan larutan urea 1,2 mmol/L

M1 =100 mmol/L

M> = 1,2 mmol/L

V> =50 ml

M1 x V1 =Mz x V2

100 mmol/L x V1 = 1,2 mmol/L x 50 mL
V1 =0,6 ml

Larutan Urea 1,2 mmol/L sebanyak 50 ml dibuat dengan cara; dipipet 0,6 ml
larutan standar urea 100 mmol/L lalu dimasukkan dalam labu ukur 50 ml,
ditambahakn aquades hingga volume mencapai hampir 50 ml kemudian ditanda

bataskan dan dihomogenkan.

3. Pembuatan Larutan Stok Diasetil Monoksim 160 mmol/L sebanyak 50 ml

MR Diasetil monoksim = 101,10 gram/mol

160 mmol/L = ol
0,05L
X mmol =160 mmol/L x 0,05 L

=8 mmol = 0,008 mol
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_ berat DAM
" MR DAM

Berat DAM  =0,008 mol x 101,01 gram/mol
= 0,808 gram
Larutan stok DAM 160 mmol/L sebanyak 160 ml dibuat dengan melarutkan

0,008 mol

0,808 gram DAM dalam aquades sebanyak 25 ml dalam beaker glass. Kemudian
dimasukkan dalam labu ukur 50 ml dan ditambahkan aquades hingga tanda batas

dan dihomogenkan.

4. Pembuatan Larutan Stok Tiosemikarbazida (TSC) 8 mmol/L sebanyak 50
ml
MR Tiosemikarbazida (TSC) = 91,13 gram/mol

8 mmol/L g
0,05 L
X mmol =8 mmol/L x 0,05 L
= 0,4 mmol = 0,0004 mol
0,0004 mol = 2eratTse
MR TSC
Berat DAM = 0,0004 mol x 91,13 gram/mol
=0,0365 gram

Larutan stok TSC 8 mmol/L sebanyak 50 ml dibuat dengan melarutkan 0,0365
gram TSC dalam aquades sebanyak 25 ml dalam beaker glass. Kemudian
dimasukkan dalam labu ukur 50 ml dan ditambahkan aquades hingga tanda batas

dan dihomogenkan.

5. Pembuatan kurva standar

Kurva Standar Sensor Urea

70

60
50 y=17,697x + 41,61

40 R?=0,9916
30
20
10
0
o o102 03 04 05 06 07 08 09 1 11 12 1,3
Konsentrasi urea

A mean RGB

80



a.

b. Penentuan simpangan baku

a. Linearitas ditunjukkan dengan nilai R? = 0,9916

b. Sensitivitas ditunjukkan dengan nilai slope (kemiringan) = 17,697

Penentuan nilai A mean RGB hasil perhitungan
y =17,697x + 41,61

> 0,2
y = 17,697 (0,2) + 41,61
= 45,1494
> 05
y = 17,697 (0,5) + 41,61
= 50,4585
> 08
y = 17,697 (0,8) + 41,61
= 55,7676
> 12
y = 17,697 (1,2) + 41,61
= 62,8464
X y yi y-y) |y -w?
0.2 456667 | 45,1494 0,5173 0,2676
0.5 50,2022 | 50,4585 20,2363 0,0558
0.8 54,8889 | 55,7676 20,8787 0,7721
1.2 63,4444 | 62,8464 0,5980 0,3576
Z(y —y)? | 14831

> (Y —Yi)?
SY/X = [&=——=
/ n—2
P 1,4531
/X = 4 -2

SY/X =0,72655
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C.

Penentuan nilai LoD dan LoQ
» LoD

SY
3(>)
LoD = —X
slope
_3(0,72655)
17,697
LoD = 0,1232
> LoQ
10(%)
LoD = X
slope
LoD — 10(0,72655)
oY= T 17697
LoD = 0,4105
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Lampiran 4. Hasil Analisis Nilai RGB

Analisis nilai RGB dilakukan dengan aplikasi image processing tool yaitu adobe
photoshop CS5, sementara data yang diperoleh diolah dengan microsoft excel 2013

1. Penentuan Suhu Pemanasan Terbaik

perﬁgrr::san ulangan il Mean Amean Rata-rata
°C) R G B RGB RGB
Blanko - 236 | 239 | 238 | 237,6667 - -
1 168 | 163 | 160 | 163,6667 74
35 2 166 | 154 | 164 | 161,3333 | 76,3334 | 76,88889
3 165 | 156 | 151 | 157,3333 | 80,3334
1 171 | 160 | 164 165 72,6667
60 > | 160 | 155 | 161 | 1586667 | 79 | 77778
3 155 | 154 | 150 153 84,6667
1 150 | 129 | 126 135 102,6667
100 2 155 | 134 | 132 | 140,3333 | 97,3334 | 94,55556
3 162 | 151 | 149 154 83,6667
2. Penentuan Waktu Respon
wakiu ulangan | R G B Mean RGB gl Rata-rata
respon RGB
Blanko 1 236 | 239 | 238 | 237,6667 - -
1 230 | 217 | 243 230 7,6667
20 2 225 | 219 | 243 229 8,6667 10,5556
3 223 | 211 | 233 | 222,3333 15,3334
1 226 | 217 | 234 | 225,6667 12
40 2 220 | 214 | 240 | 233,3333 4,3334 8,7778
3 226 | 218 | 239 | 227,6667 10
1 228 | 217 | 235 | 226,6667 11
60 2 226 | 215 | 231 224 13,6667 | 10,6667
3 232 | 224 | 235 | 230,3333 7,3334
1 228 | 220 | 241 | 229,6667 8
80 2 229 | 221 | 244 | 231,3333 6,3334 7,5556
3 231 | 220 | 237 | 229,3333 8,3334
1 231 | 220 | 237 | 229,3333 8,3334
100 2 224 | 212 | 234 | 223,3333 14,3334 | 13,4444
3 224 | 212 | 224 220 17,6667
1 219 | 205 | 220 | 214,6667 23
120 2 214 | 205 | 210 | 209,6667 28 25,7178
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3 217 | 204 | 213 211,3333 26,3334
1 221 | 208 | 215 214,6667 23

140 2 218 | 207 | 213 212,6667 25 20,7778
3 226 | 220 | 224 | 223,3333 14,3334
1 213 | 201 | 211 208,3333 29,3334

160 2 210 | 202 | 213 208,3333 29,3334 | 22,1111
3 230 | 224 | 236 230 7,6667
1 214 | 197 | 207 206 31,6667

180 2 206 | 193 | 210 203 34,6667 | 23,2222
3 236 | 225 | 242 234,3333 3,3334
1 214 | 186 | 174 191,3333 46,3334

200 2 215 | 209 | 221 215 22,6667 | 35,1111
3 217 | 197 | 190 201,3333 36,3334
1 204 | 190 | 204 199,3333 38,3334

220 2 206 | 193 | 197 198,6667 39 33,7778
3 214 | 206 | 221 213,6667 24
1 204 | 190 | 203 199 38,6667

240 2 196 | 183 | 190 189,6667 48 36,2222
3 218 | 211 | 218 215,6667 22
1 187 | 162 | 160 169,6667 68

260 2 195 | 180 | 185 186,6667 51 46,2222
3 221 | 211 | 222 218 19,6667
1 191 | 177 | 174 180,6667 57

280 2 188 | 170 | 168 175,3333 62,3334 | 53,5556
3 213 | 188 | 188 196,3333 41,3334
1 185 | 157 | 143 161,6667 76

300 2 197 | 177 | 175 183 54,6667 | 54,6667
3 220 | 200 | 193 204,3333 33,3334

3. Penentuan stabilitas sensor

Suhu Ruang
hari ke- R G B Rata-rata | A mean RGB
0 169 188 194 1815 56,1667
1 198 189 182 190 47,6667
2 200 190 188 194 43,6667
3 201 189 193 197 40,6667
4 207 192 187 197 40,6667
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Suhu dingin

e = d(';ng'n 5~ MeanRGB | A mean RGB
0 167 175 177 172 65,6667
1 194 187 181 187,5 50,1667
2 195 185 186 190,5 47,1667
3 201 185 185 193 44,6667
4 206 193 185 195,5 42,1667
4. Penentuan LoD dan LoQ
Konsentrasi | Ulangan | R G B I\Fglgﬁ Aé\ggn Rata-rata
Blanko 1 236 | 239 | 238 | 237,667 | 237,667 -
1 199 | 195 | 196 | 196,667 41
0,2 2 196 | 191 | 197 | 194,667 43 45,6667
3 190 | 185 | 179 | 184,667 53
1 198 | 188 | 189 | 191,667 46
0,5 2 187 | 185 | 188 | 186,667 51 50,2222
3 188 | 182 | 182 184 53,6667
1 175 (171 172 | 172,667 65
0,8 2 177 | 184 | 194 185 52,6667 | 54,8889
3 193 | 189 | 190 | 190,667 47
1 176 | 175 | 171 174 63,6667
1,2 2 174 | 173 | 169 172 65,6667 | 63,4444
3 183 | 175 | 172 | 176,667 61
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