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Biosensor Amperometri Untuk Deteksi Glukosa Berbasis Immobilisasi
Glukosa Oksidase Dalam Membran Selulosa Asetat Dengan Ferrocene
Sebagai Mediator

Amperometric biosensor for glucose detection based-on immobilisation of
glucose oxidase in acetic cellulose membrane using ferrocene as mediator
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ABSTRACT

The study reported the development of glucose ampherometric biosensor based on immobilization
of glucose oxidase on cellulose acetate membrane with ferrocene as a mediator. Biosensor was
designed with model Fc, GOx, CP / GOx / CA where ferrocene and the enzyme glucose oxidase
on carbon paste in immobilizatin on the electrode body in the form of glass tubes and in other parts
of the enzyme glucose oxidase in immobilizatin on cellulose acetate membrane with adsorption
techniques are placed in electrode tip by using the o-ring. The presence of enzymes immobilization
was determined quantitatively by enzyme immobilization was Km value. The results showed the
composition of acetone-water in the optimum coagulation bath is 0:100% and 0.0008 g of
Optimum ferrocene. Biosensor for measuring glucose in the area amperometri 0.1 to 3 mM with
regression coefficient of 0.996, the detection limit of 0.01 mM, sensitivity of 0.989 pA / mM, the
reproducibility of 0.07 to 0.3% and lifetime of 1 day.
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PENDAHULUAN sebagai dialisis (Kiso et. al., 1999). Valente et
al., 2005 memodifikasi polyanilin dan selulosa

Kadar glukosa yang tinggi dalam darah asetat sebagai membran untuk sodium dodesil

merupakan indikator seseorang sakit diabetes
melitus. Hasil penelitian secara menyeluruh di
dunia lebih dari 30 juta orang penderita
diabetes melitus. Penentuan kandungan glukosa
dalam darah adalah tes yang sangat diperlukan
untuk diagnosis diabetes melitus. Disamping
kontrol diabetes, alat yang sama memberikan
janji yang besar untuk aplikasi penting lain
yaitu monitoring bioproses analisis makanan.
Berangkat dari fenomena di atas, penelitian
yang mengarah kepada pengembangan sensor
untuk penentuan glukosa masih sangat
diperlukan. Dengan mengeksplorasi bahan-
bahan baru sebagai material sensor akan
memberikan perkembangan ilmu pengetahuan
khususnya di bidang sensor.

Sellulosa asetat merupakan ester organik
turunan sellulosa, secara luas digunakan
sebagai fibres, plastik dan membran dalam
beberapa industri (Jandura er. al., 2000).
Penggunaan utama dalam industri tekstil, film
fotografi, filter cerutu (Pauly et al., 19995),
dalam industri makanan, dan juga membran

sulfat, hasilnya menunjukkan transport SDS
dan air tergantung densitas polimer dan
kandungan PANi. Membran sellulosa asetat
yang mengandung ferrosen/nafion untuk
biosensor fruktosa menghasilkan limit deteksi
yang rendah dan sangat efisien untuk
mengeliminasi interferensi asam askorbat (
Tkac et. al., 2001).

Kinerja biosensor amperometri
dipengaruhi oleh aktivitas enzym, konsentrasi
sampel, permeabilitas membran, jenis dan
konsentrasi mediator, matrik dalam sampel.
Modifikasi disain rangkaian elektroda kerja
(enzym, membran, mediator) merupakan salah
satu cara untuk memperbaiki kinerja sensor

amperometri. Nakabayasyi et al, 1998
menentukan  hydrogen peroksida secara
amperometri berbasiskan transfer electron

antara HRP yang diimmobilisasikan pada film
polimer 3-amino phenol (PAPO) dan ferrosen
sebagai mediator dengan memodifikasi disain
elektroda kerja dengan 3 macam model yang
berbeda yaitu : Fc, HRP,CP/HRP/PAPO;
Fc,CP/HRP/PAPO dan Fc,HRP/CP/PAPO.
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa sensor
model Fc, HRP,CP/HRP/PAPO memberikan
sensitivitas yang paling tinggi.

Penelitian ini mendisain model elektroda
kerja seperti diatas untuk sensor glukosa
dengan enzim gluckosa oksidase yang
diimmobilisasikan pada sellulosa asetat dan
ferrosen sebagai mediator
(Fc,GOx,CP/GOx/CA) dengan harapan
memiliki sensitivitas yang baik serta lifetime
yang panjang untuk mendeteksi glukosa dalam
darah. Sebagai acuan ditetapkan beberapa
tujuan penelitian yaitu mengetahui: komposisi
aseton-air dalam bak koagulasi untuk membran
selulosa asetat optimum, jumlah optimum Fc,
karakteristik biosensor glukosa serta kinerja
biosensor Fc,GOx,CP/GOx/CA untuk
mendeteksi kadar glukosa secara amperometri.

METODE

Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian
meliputi peralatan gelas, neraca analitik
OHAUS Pioneer, home made potensiostat
DAQ PCI 622 NI, hot plate dan stirer
magnetik, pH meter Jenway 3320 dan
spektrofotometer 21 D.

Bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian ini meliputi selulosa asetat (Brataco),
dimetil ftalat (p = 1,19 g/mL), aseton (p = 0,79
g/mL), DMSO (p = 1,11 g/mL), Glukosa,
nelson A, nelson B, arsenomolibdat, ferrocene,
parafin cair, glukosa oksidase merk Sigma

aldrich, grafit, sodium klorida, sodium
hidroksida, akuademineralisasi dan gas
nitrogen.

Prosedur Penelitian

Pembuatan Membran Selulosa Asetat
Membran selulosa asetat dibuat dengan
menggunakan metode inversi fasa, yang terdiri
dari selulosa asetat, aseton-DMSO dan dimetil
ftalat dengan koagulan campuran aseton-air.
Selulosa asetat dengan berat 1,1 gram
dilarutkan dalam 6,8 mL DMSO, 2,3 mL
aseton (Paseton = 0,79 g/mL) dan dimetil ftalat
(Pomp = 1,19 gram/mL) sebanyak 0,5 mL
kemudian diaduk dengan stirer sampai larutan
homogen. Larutan dicetak dan bak koagulasi
terdiri dari : aseton-air 0:100 %, 1:99 %, 3:97
%, 5:95 % dan pada setiap membran dilakukan
uji permeabilitas. Uji permeabilitas dilakukan
dengan melewatkan glukosa 0,01 M pada
setiap membran yang ditempatkan pada sel
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permeabilitas. Larutan glukosa yang telah
melewati membran dianalisis konsentrasinya
menggunakan metode Nelson-Somogyi dan
membaca  absorbansinya pada  panjang
gelombang 690 nm.

Pembuatan Biosensor Glukosa

Membran optimum yang diperoleh kemudian
dipotong dengan ukuran 3 x 3 cm, ukuran ini
disesuaikan dengan elektroda kerja. Membran
selulosa asetat yang telah dipotong kemudian
ditetesi dengan larutan buffer phosphat 0,1 M
pH 7 yang mengandung 2,5 x 10° unit/L
glukosa oksidase kemudian didiamkan selama
24 jam di dalam lemari es. Serbuk grafit
sebanyak 0,1 g dicampur dengan 1,2 mg GOXx,
ferrocene (0,4; 0,8; 1,2; 1,6 mg), dan
ditambahkan parafin cair hingga terbentuk
pasta karbon yang tidak terlalu cair. Kemudian
pasta karbon dimasukkan ke body elektroda
(tabung kaca) dan dihubungkan dengan kawat
tembaga. Membran selulosa asetat-GOx yang
telah dibuat ditempelkan pada permukaan
bawah body elektroda pasta karbon dan diikat
menggunakan O-ring.

HASIL dan PEMBAHASAN

Permeabilitas Membran Selulosa Asetat
Permeabilitas membran merupakan
kemampuan suatu membran dalam melewatkan
suatu  permeat atau analit. Penentuan
permeabilitas membran dilakukan dengan
menempatkan membran selulosa asetat diantara
sel permeabilitas. Sel permeabilitas tersebut
mempunyai dua tempat larutan yang akan diisi
dengan larutan glukosa 0,01 M dan air. Sel
didiamkan selama 1 jam agar terjadi difusi
glukosa  melewati membran, kemudian
konsentrasi glukosa yang melewati membran
ditentukan menggunakan metode Nelson-
Somogyi pada panjang gelombang 690 nm.
Komposisi aseton-air dalam bak koagulasi
yang optimum adalah komposisi aseton-air
0:100 % yang mampu melewatkan glukosa
dengan prosentase berat sebesar 50 %.
Komposisi aseton-air 0:100 % mampu
melewatkan konsentrasi glukosa lebih besar
dari komposisi aseton-air yang lain karena
proses pemadatan membran yang terjadi karena
interaksi pendesakan pelarut (aseton) dan non
pelarut (air) berlangsung cepat atau terjadi
proses instantaneous demixing yang
menyebabkan terbentuknya pori membran yang
lebih besar, tetapi dengan adanya komposisi
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Tabel 1. Data konsentrasi glukosa yang melewati membran

Komposisi Glukosa yang Melewati Membran
Aseton-air Absorbansi Glukosa
(%) Ul U2 U3 Rata-rata Prosentase Berat (%)
0:100 0,256 0,25 0,247 0,251 50
1:99 0,162 0,16 0,160 0,161 32
3:97 0,157 0,159 0,197 0,171 34
5:95 0,219 0,225 0,177 0,207 41

lain yang ada dalam bak koagulasi yaitu aseton
(komposisi aseton-air dalam bak koagulasi 1:99
%, 3:97 %, 5:95 %) maka proses pemadatan
sesaat atau instantaneous demixing tidak akan
terjadi.

Aktivitas Enzim Glukosa Oksidase Bebas
dan Terimmobilisasi

Perbedaan antara enzim bebas dan enzim
terimmobilisasi terletak pada penempatan
enzim, enzim bebas dilarutkan secara langsung
pada larutan elektrolit sedangkan enzim
terimmobilisasi  dijebak dalam membran
dengan cara adsorpsi serta dicampur di dalam
pasta karbon. Aktifitas enzim bebas dan
terimmobilisasi dapat ditentukan melalui nilai
Km yang menyatakan affinitas enzim atau
kecenderungan enzim untuk membentuk
kompleks enzim-substrat.
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Gambar 2. Grafik Linneweaver-Burk pada
Enzim Glukosa Oksidase Bebas
dan Glukosa Oksidase
Terimmobilisas

Berdasarkan perhitungan didapatkan nilai Km
untuk enzim bebas sebesar 0,004001 mM
sedangkan  nilai  Km  untuk  enzim
terimmobilisasi sebesar 0,04221 mM.

Nilai Km enzim terimmobilisasi lebih
besar dari pada nilai Km enzim bebas, hal ini
menunjukkan ~ bahwa  aktivitas  enzim
terimmobilisasi lebih kecil dari pada enzim
bebas. [EI;Iilai Km didapat dari persamaan
_ LEl[s] ;
= s’ sehingga Km

nilai akan

berkebalikan dengan kecenderungan enzim
membentuk kompleks enzim-substrat. Nilai
Km yang terukur pada bentuk enzim
terimmobilisasi menunjukkan bahwa ada
enzim yang terimmobilisasi dalam biosensor
meskipun terjadi  pengurangan aktivitas
dibandingkan dengan enzim bentuk bebas.

Berdasarkan perhitungan didapatkan nilai Km
untuk enzim bebas sebesar 0,004001 mM
sedangkan  nilai Km  untuk  enzim
terimmobilisasi sebesar 0,04221 mM. Nilai Km
enzim terimmobilisasi lebih besar dari pada
nilai Km enzim bebas, hal ini menunjukkan
bahwa aktivitas enzim terimmobilisasi lebih
kecil dari pada enzim bebas. Nilai Km didapat

_ LEl=]
[E

dari persamaan Km q° sehingga nilai Km

akan berkebalikan dengan kecenderungan
enzim membentuk kompleks enzim-substrat.
Nilai Km yang terukur pada bentuk enzim
terimmobilisasi menunjukkan bahwa ada enzim
yang  terimmobilisasi dalam  biosensor
meskipun terjadi  pengurangan  aktivitas
dibandingkan dengan enzim bentuk bebas.

Potensial Oksidasi Optimum Ferrocene (Fc)

Biosensor Fc, GOx, CP/GOx/CA
menggunakan ferrocene sebagai mediator
transfer elektron, disini ferrocene akan
teroksidasi  lebih  dahulu  menjadi ion
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ferricinium (Fe") sebelum manangkap elektron
dari hasil oksidasi glukosa oleh enzim GOx.
Penentuan  potensial  oksidasi  optimum
ferrocene dilakukan menggunakan metode
voltametri siklik dengan potensial 0,1-1,3 V,
scanrate 5 mV/s dan 2 kali siklik.
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£

&
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Gambar 3. Voltamogram Siklik Penentuan
Potensial Oksidasi Optimum
Fc 0,0012 g  dengan
Menggunakan Enzim GOx dan
Membran CA dengan

Gambar 3. menampilkan voltamogram siklik
berwarna biru dan merah, warna biru adalah
arus dari glukosa sedangkan warna merah
adalah arus dari NaCl. Pemberian potensial
antara 0,1-1,3 V akan membuat ferrocene
teroksidasi menjadi ion ferricinium (Fc").
Pemberian potensial 0,773 V menyebabkan
terjadinya kenaikan arus, hal ini disebabkan
karena proses oksidasi ferrocene akan melepas
elektron sehingga penambahan elektron dari
proses ini akan terukur sebagai arus yang naik.
Arus ini semakin bertambah hingga mencapai
puncaknya di potensial 0,959 V. Nilai potensial
ini disebut sebagai potensial oksidasi optimum,
dimana ferrocene teroksidasi paling banyak.

Jumlah Optimum Ferrocene (Fc)

Optimasi jumlah ferrocene dilakukan untuk
memperoleh jumlah ferrocene optimum pada
biosensor Fc,GOx,CP/GOx/CA yang
digunakan untuk pengukuran selanjutnya.
Optimasi jumlah ferrocene dilakukan dengan
potensial optimum 0,959 V dengan variasi
0,0004; 0,0008; 0,0012 dan 0,0016 g ferrocene.

Jumlah enzim GOx yang diimmobilisasi dan
jumlah larutan glukosa yang digunakan pada
optimasi jumlah ferrocene adalah sama, maka
enzim akan mengoksidasi substrat dengan
jumlah yang sama pula, sehingga jumlah
elektron yang harus di transfer oleh ferrocene
ke elektroda kerja juga sama besarnya.
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Gambar 4 Penentuan Jumlah Fc dengan 2 mM
Glukosa, 0,5 M NaCl dalam 0,1 M
Buffer Phosphat pH 7, Potensial
0,959V vs Ag/AgCl dan sweeprate
SmV/s

Dari gambar 5 dapat terlihat kenaikan arus dari
Fc 0,0004 g ke Fc 0,0008 g, hal ini
menyatakan bahwa jumlah Fc 0,0004 g masih
belum cukup untuk mentransfer semua
elektron yang dihasilkan dari oksidasi glukosa
oleh GOx ke elektroda kerja. Pada Fc 0,0008 g
didapatkan kenaikan arus optimum sebesar 9,3
pA, hal ini menyatakan bahwa pada titik
tersebut elektron dapat ditransfer secara
keseluruhan ke elektroda kerja. Fc 0,0008 g
adalah jumlah optimum ferrocene sehingga
jumlah ferrocene diatasnya seharusnya mampu
mentransfer seluruh elektron dari hasil
oksidasi glukosa ke elektroda kerja, namun
arus yang didapat dari Fc 0,0012 g dan 0,0016
g mengalami penurunan. Penurunan arus yang
dihasilkan disebabkan semakin banyaknya
jumlah ferrocene yang digunakan akan
menghasilkan ion ferricinium yang banyak
pula, sedangkan jumlah elektron yang
dihasilkan dari reaksi oksidasi glukosa
cenderung tetap sehingga akan terjadi
persaingan antar ion ferricinium dalam
mentranfer elektron, hambatan ini yang
menyebabkan arus yang dibaca semakin kecil.
Dari gambar 5. dapat disimpulkan bahwa Fc
0,0008 g adalah jumlah optimum ferrocene
dan akan dipakai dalam pengukuran
selanjutnya.

Karakteristik Biosensor F¢, GOx, CP /GOx /CA

Kemampuan dari Dbiosensor Fc, GOx,
CP/GOx/CA dalam mendeteksi glukosa
dikarakteristik berdasarkan kelinieran kurva,
limit deteksi, sensitivitas, reprodusibilitas dan
lifetime pada kondisi optimum biosensor.
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Gambar 5. Kurva Kalibrasi  Biosensor

Fc,GOx,CP/GOx/CA  dilakukan  dengan
0,0008 g Fc, 0,5 M NaCl dalam 0,1 M
Buffer Phosphat pH 7, Potensial 0,959 V vs
Ag/AgCl dan sweep rate 5 mV/s.

Berdasarkan gambar 6. diketahui bahwa
arus meningkat sesuai dengan peningkatan
konsentrasi glukosa. Hubungan linier ini
menunjukkan bahwa konsentrasi sebanding
dengan kenaikan arus yang terukur. Semakin
tinggi konsentrasi glukosa maka semakin tinggi
kenaikan arus yang dihasilkan karena glukosa
yang dioksidasi oleh enzim GOx semakin
banyak, dan elektron yang ditransfer selama
pengukuran  menjadi semakin  besar,
ditunjukkan dengan arus yang semakin tinggi.
Koefisien regresi yang diperoleh. adalah
sebesar 0,996, artinya + 99,6 % perubahan arus
dipengaruhi oleh perubahan konsentrasi
glukosa, sedangkan + 0,4 % dipengaruhi oleh
faktor lain.

Limit deteksi suatu metode pengukuran
adalah konsentrasi terkecil dari analit yang
dapat diukur oleh alat dengan baik. semakin
kecil konsentrasi yang bisa dideteksi maka
semakin baik karakteristik sensor tersebut.
berdasarkan kurva kalibrasi diperoleh limit
deteksi pada 0,01 mm. konsentrasi terkecil

yang  bisa diukur ~ oleh  biosensor
fc,gox,cp/gox/ca adalah 0,01 mm.
Sensitivitas  biosensor Fc,GOx,CP/GOxCA

ditentukan berdasarkan nilai slope/kemiringan
dari kurva kalibrasi. Sensitivitas merupakan
rasio perubahan sinyal tiap unit perubahan
konsentrasi analit. Berdasarkan gambar 6.
kurva kalibrasi biosensor Fc,GOx,CP/GOx/CA
didapatkan nilai sensitivitas sebesar 0,989
PA/mM, nilai tersebut menyatatakan bahwa
dengan pemberian konsentrasi analit 2 mM,
biosensor dapat menghasilkan arus sebesar
1,978 pA. Nilai sensitivitas yang semakin besar

menunjukkan semakin sensitiv metode analisis
tersebut.
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Gambar 6. Penentuan Reprodusibilitas Biosensor
Fc, GOx, CP/GOx/CA dilakukan
dengan 0,0008 g Fc, 0,5 M NaCl
dalam 0,1 M Buffer Phosphat pH 7,
Potensial 0,959 V vs Ag/AgCl dan
sweep rate 5 mV/s.

Reprodusibilitas merupakan kemampuan
biosensor menghasilkan output yang sama
ketika diberikan input yang tetap  tanpa
mereset ulang sistem. Reprodusibilitas yang
dinyatakan dengan Kv (koevisien variasi)
menunjukkan tingkat kesalahan pengukuran
akibat pengulangan. Reprodusibilitas sensor
dalam memberikan respon dikatakan baik
apabila nilai koevisien variasinya (Kv) kurang
dari 5 %. Gambar 7. menunjukkan
reprodusibilitas pengukuran kenaikan  arus
rata-rata biosensor Fc,GOx,CP/GOx/CA. Nilai
Kv terendah sebesar 0,07 % didapatkan pada
saat pengukuran larutan glukosa 2,5 mM
sedangkan Kv tertinggi sebesar 0,3 %
didapatkan pada pengukuran larutan glukosa 1
mM. Nilai Kv sebesar 0,07 - 0,3 %
mengindikasikan bahwa setiap 100 kali
pengukuran terdapat 0,07 sampai 0,3 kali
kesalahan.
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Gambar 8. Penentuan Lifetime Biosensor
Fc,GOx,CP/GOx/CA dilakukan

dengan 0,0008 g Fc, 0,5 M NaCl
dalam 0,1 M Buffer Phosphat pH 7,
Potensial 0,959 V vs Ag/AgCl dan
sweep rate 5 mV/s.

Penentuan lifetime biosensor
Fc,GOx,CP/GOx/CA dilakukan dengan
potensial optimum 0,959 V dan jumlah Fc
optimum 0,0008 g. Pengukuran dilakukan satu
kali setiap hari dengan menggunakan elektroda
yang sama. Biosensor Fc¢,GOx,CP/GOx,CA
bila tidak digunakan akan disimpan dalam
buffer phosphate pH 7 dengan temperatur 4
9C. Berdasarkan gambar 8. penentuan [lifetime
biosensor Fc,GOx,CP/GOx/CA dapat
diketahui bahwa pada hari ke 2 dan ke 3
biosensor mengalami penurunan respon arus
glukosa lebih dari 5 % dibandingkan dengan
hari pertama, sehingga dapat disimpulkan
bahwa lifetime biosensor Fc,GOx,CP/GOx/CA
adalah 1 hari.

KESIMPULAN

Komposisi aseton-air dalam bak koagulasi
untuk membran selulosa asetat agar bekerja
optimum adalah 0:100 %. Jumlah ferrocene
optimum yang digunakan biosensor
Fc,GOx,CP/GOx/CA adalah 0,0008 g. Hasil
karakterisasi biosensor Fc,GOx,CP/GOx/CA
terhadap glukosa: koefisien regresi sebesar
0,996 dengan linier range 0,1-3 mM; limit
deteksi sebesar 0,01 mM; sensitivitas sebesar
0,989 pA/mM; reprodusibilitas sebesar 0,07-
0,3 %; lifetime 1 hari.
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