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ABSTRAK

Metode potensiometri merupakan metode mengukur beda-potensial keseimbangan
antara elektroda indikator dan elektroda referens tanpa mempertentangkan sel
elektrokimia. Metode potentiometri bermanfaat sebagai alat uji klinik dan analisis
biologi. Karakteristik potensial elektroda dilakukan dengan mendeteksi potensial dari
molaritas dan pH larutan buffer menggunakan enzim urease melalui injeks ureapada
konsentrasi rendah, volume injeksi urea dan penentuan reaks larutan apakah reversibel
atau irreversibel. Bahan yang digunakan untuk larutan adalah buffer tris-HCI, buffer
fosfat, KCI dan enzim urease sebabal analit urea. Hasil karakterisasi urea dalam larutan
mempunyai respon terbaik pada volume injeksi dan molaritas urea (0.3 mL 0.001 M)
untuk buffer trissHCI pH 5.5 dan buffer fosfat pH 7.5, sedangkan (0.4 mL 0.001 M)
daam KCI 0.01 M. Kurva kalibrasi larutan buffer trissHCl dan fosfat serta KCl
tergolong reversibel perbedaan potensial (tegangan) lebih besar 100 mV.

Kata Kunci: Urea, KCL, Enzim Urease, Buffer TrissHCL dan Buffer Fosfat.

PENDAHULUAN

Metode potentiometri bermanfaat sebagai alat uji klinik dan analisis biologi. Uji
Klinik dalam penelitian ini uji urea sebaga anlit urea dari sel potensiometri. Sel
potensiometri memerlukan bahan larutan elektrolit yang terdiri dari buffer, enzim
sebagal analit dengan komposis tertentu agar diperoleh hasil yang optimum. Buffer
yang dikarakterisasi yaitu buffer trissHCl dan buffer fosfat yaitu molaritas dan pH
bercampur dengan 0.01 KCl. Karakterisasinya menurut (Lue dkk, 2011) urea dalam
buffer apakah memiliki respon rendah, tinggi atau jenuh dan (Rajesh dkk, 2014) apakah
ada interferen atau pengganggu dalam larutan campuran buffer. Respon waktu
bergantung pada tegangan sel potensiometri dalam selang waktu penggunaan. Selain itu

juga diperlukan respon volume dan waktu injeks urea
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BAHANDAN METODE

Bahan kimia yang dipergunakan dalam penelitian ini adalah senyawa proanalis
(PA) diantaranya amonia standar, KClI, buffer potasium phosphat KH,PO,, buffer trisma
HCI, platicizer KTpCIPB, tetra hydro furon (THF), PVA (poly vinyl acohol)
(CH2CH(OH)-n), semua diperoleh dari Sigma Chem. Co. Enzim yang digunakan dalam
penelitian adalah Uriase, EC 3.5.1.5 (Urea) U4002, 50 - 100 ku tipe ix. Berbagal jenis
zat lain yang tidak diperinci diperoleh dari Sigma Chem. Co., Ajac Chem., Merle dan
BioLab.

Pembuatan buffer fosfat, KH,PO, 0.0342 g + KCl 0.1491 g dilarutkan dalam
aquades di labu ukur 250 mL menghasilkan KH,PO,4 0,001 M dan KCI 0.01 M untuk
mendapatkan buffer phosphat pH 4.5 tambahkan NaOH 0.1 M demikian setrusnya
hingga diperoleh pH 5, pH 5.5, pH 6, pH 6.5, pH 7, pH 7.5. Dengan cara yang sama
dilakukan juga untuk pembuatan buffer tris-HCI (Trisma HCI 0.0390 g + KCI 0.1860 g
+ Aquades 250 mL) sehingga menghasilkan pH 5.5, pH 6.Untuk analisis urea, standar
kalibrasi (10-1000 mM) disiapkan oleh pengenceranlarutan stok urea (1.0 mM) dalam
100 mM buffer fosfat pH 7,2 (Mishradkk, 2014).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh molaritas urea 0.001 M, 0.002 M, 0.003 M dan 0.004 M dalam buffer
trisma HCI pH 5.5 10 mL ditambah enzim urease 10 uL hasilnya dapat dilihat pada
gambar 1. Respon waktu terhadap tegangan output diukur dalam 0-30 mM urea (Lue
dkk, 2011) dalam tiga klasifikas respon rendah, respon menengah dan wilayah saturasi
dapat dilihat pada gambar 2.

Buffer trissHCI berasal dari 0,0390 g ditambah KCI 0,1860 g dilarutkan dalam
aquades 250 mL kemudian diukur pH nya dengan pH meter, untuk menaikkan pH
ditambahkan NaOH 0,1 M hingga diperoleh pH 5.5. Larutan buffer trisma HCI pH 5.5
diambil 10 mL ditambahkan enzim urease 10 yL diaduk dengan stirer dalam gelas ukur
yang sudah dilengkapi elektroda refens RE-5B Ag/AgCl MF-2052 dan elektroda
indikator wolfram kemudian diukur tegangan potensiometer sebagai fungsi waktu
selama 45 menit melalui injeksi urea0.001 M, 0.002 M, 0.003 M, 0.004 M.
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Gambar 1. Respon Waktu Urea menggunakan enzim dalam larutan buffer trisma HCI
pH 5.5

Pengaruh molaritas urea 0.1 M, 0.01 M, 0.05 M, 0.001 M, 0.005 M, 0.0005 M dan

0.00001 M dalam buffer fosfat pH 7.5 10 mL ditambah enzim urease 10 pL hasilnya

dapat dilihat pada gambar 2. Metode analisis injeksi merupakan metode yang digunakan

untuk menentukan lebar puncak (Ohura and Imato, 2011). Hubungan antara AE dan

oksidas tergantung pada rasio konsentrasi, elektroda redoks menunjukkan respons

Nernstian oleh potensial buffer pada konsentrasi rendah 10> M (Ohura and Imato,
2011).

Gambar 2. Respon Waktu Urea menggunakan enzim dalam larutan buffer fosfat pH 7.5

Gambar 3. Respon waktu terhadap tegangan output diukur dalam 0-30 mM urea.

Konsentrasi urea sesuai gambar 3 menurut (Lue dkk, 2011) dapat dimaknai
menurut katergori respon rendah, respon tinggi dan respon jenuh. Gambar 1 mempunyai
respon tinggi pada konsentrasi 0.001 M urea dalam buffer trisma HCI pH 5.5demikian
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juga dengan gambar 2 mempunyai respon tinggi pada konsentrasi 0.001 M buffer fosfat
pH 7.5 dilihat menurut gambar 3.

Menurut metode enzim aktif oleh (Lin dkk, 2015), pH buffer tris-HCldapat
ditingkatkan ditambah NaOH hingga diperoleh pH 5.5 dan pH 6bercampur dengan
larutan enzim 10 pL, kemudian buffer dioptimasi untuk enzimatik aktif dan waktu
inkubasi.

Buffer pH 5.5, pH 6 diinjeksi urea 0.001 M, 0.002 M, 0.003 M, dan 0.004 M
dalam selang waktu 45 menit hasilnya dapat dilihat pada gambar 3, demikian juga
buffer phosphat pH 4.5, pH 5, pH 6, pH 7, dan pH 7.5 diijeks urea secara berurutan 1
M, 05M, 0.3M, 025 M, 0.2 M dan 0.125 M dalam selang waktu 45 menit hasiinya
dapat dilihat pada gambar 4.

Berdasarkan gambar 2 digunakan larutan buffer fosfat0,001 M berasal dari 0.0342
g KH,PO, ditambah KCI 0.149 g dalam aguades 250 mL, untuk menaikkan pH
tambahkan NaOH 0,1 M hingga diperoleh pH 4.5 -9.5. Larutan buffer KH,PO, pH 4.5
diambil 10 mL ditambahkan enzim urease 10 yL diaduk dengan stirer dalam gelas ukur
yang sudah dilengkapi elektroda refenss RE-5B Ag/AgClI MF-2052 dan elektroda
indikator wolfram kemudian diukur tegangan potensiometer sebagai fungsi waktu
selama 45 menit seperti terlihat pada gambar 4 melalui injeks urea setiap injeksi 0.1 M,
0.01 M, 0.05 M, 0.001 M, 0.005 M, 0.0005 M dan 0.00001 M, ada pengaruh pH buffer
dan molaritasinjeks (Garciadkk ,2011).

Gambar 4. Respon waktu larutan buffer Trisma HCI pH 5.5 dan pH 6 menggunakan
enzim urease 10 pL dalam selang waktu 45 menit injeksi urea secara
berurutan 1 mM, 2 mM, 3 mM, dan 4 mM.

Efek pH pada potensial elektroda dengan berbagai konsentrasi dipelgjari dengan
menambahkan larutan 1 M HCI (menurunkan pH) atau 1 M NaOH (meningkatkan pH)
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(Baharuddin dkk, 2014). Pada penelitian yang digunakan 0.1 M NaOH dilakukan
pengenceran 1 M NaOH.

Rajesh dkk (2014) respon potensiometri terhadap 1 mM urea di dalam buffer Tris-
HCI denganpenambahan 1 mM asam askorbat dan juga setelah penambahan berikutnya
100 mM NaCl dan 5 mM KCI dilihat pada gambar 6. Konsentrasi NaCl dan KCI ini
dipilih berdasarkan tingkat normal konsentrasi yang ada dalam darah manusia
danserum.

Berdasarkan gambar 3 dan gambar 6, buffer tris HCl pH 5.5pada gambar 4
memiliki respon potensiometri bagus, tetapi ada pengaruh gangguan buffer tris-HCI
bercampur larutan enzim 10 pL dan KCI, sedangkan pH 6 tidak terdapat gannguan
hanya tinggi puncaknya rendah dibandingkan pH 5. Demikian juga gambar 5 buffer
fosfatpH 7.5 yang memiliki respon tinggi pada pH 7.5 sedangkan respon jenuh pada pH
9.5 dan respon rendah pada pH 9.

Gambar 5. Respon waktu larutan larutan buffer KH,PO, dengan variasi pH 4.5~ 9.5
menggunakan enzim urease 10 pL injeksi urea secara berurutan 0.1 M, 0.01
M, 0.05 M, 0.001 M, 0.005 M, 0.0005 M dan 0.00001 M dalam selang
waktu 10 menit.

E/mV

Gambar 6. Pengaruh interferenasam askorbat (1 mM), NaCl(100 mM), dan konsentrasi
KCI (5 mM)pada potensiometri (Rajesh dkk, 2014).
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Ohura dan Imato (2011), Potensial larutan buffer terdiri dari pasangan redoks
menggunakan metode elektrokimia reversible dan memmenuhi persamaan Nernst.
Karakteristik potensial elektroda mendeteksi komposisi potensial larutan buffer melalui
injeks urea yaitu 1) respon potensiad dasar adalah stabil adalah direproduksi
(reproducible) dalam larutan bufferpada konsentrasi rendah, 2) perubahan komposisi
larutan buffer adalah perubahan potensial yaitu tingginya puncak sebanding dengan
konsentrasi dari sampel, 3) rentang konsentrasi dapat diukur melalui konsentrasi larutan
buffer yang digunakan. Metode potentiometri melibatkan pendeteksian perubahan
keseimbangan potensial atau potensial transien.

Ulianas dkk (2011), effek pH larutan enzim urease dalam larutan buffer phosphate
dari pH 6.5 sd 8 dengan modifikas larutan enzim urease pada 0.5 mL dalam tiap 10
menit sebelum bercampur dengan 2.5 mL larutan urea 1 M.

Efek pH dari buffer trissHCI 0.001 M pH 5.5 dan pH 6 dapat dilihat pada gambar
3, terpilih 0.001 M buffer trissHCI pH 5.5 molaritas jauh lebih kecil dibandingkan
dengan (Zhang dkk, 2013) 0.05 M buffer tris-HCI, sedangkan efek pH buffer phosphate
dari pH 4.5 - 9.5 dapat dilihat pada gambar 4 punya respon yang baik terpilih buffer
phosphat pH 7.5 dalam larutan enzim urease 10 pL, jauh lebih kecil dari (Ulianas dkk,
2011) larutan enzim urease pada 0.5 mL.

Beaker gelas masing-masing berisi(1) buffer Trisma HCl 0.001 M pH 6 dan KCI
0.01 M, (2) buffer phosphat 0.001 M pH 6 dan KCI 0.01 M serta enzim urease 10 L,
dalam selang waktu 45 menit dilakukan injeksi urea secara berurutan 100 pL, 200uL,
300 pL, 400 pL, 500 pL dan 800 pL, hasilnya dapat dilihat pada gambar 7.

Gambar 7. Respon volume dan waktu injeksi urea dalam larutan buffer Trisma HCI
0.001 M pH 6 dan KCI 0.01 M menggunakan enzim urease 10 pL injeksi
urea secara berurutan 100 pL, 200uL, 300 pL, 400 uL, 500 uyL dan 800 pL
terbaik dalam selang waktu 60 menit volume 300 L.
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Volume injeksi maksimum 300 pL(0.3 mL) dari buffer Trisma HCI 0.001 M pH 6
dalam selang waktu 60 menit. Gambar 8volume injeksi maksimum 300 pL(0.3
mL)buffer phosphat 0.001 M pH 6 dalam selang waktu 30 menit. Gambar 9volume
injeksi maksimum 400 pL (0.4 mL)untuk KCI 0.01 M dalam selang waktu 10 menit.
Berdasar data di atas ada pengaruh volume dan waktu injeksi urea dalam buffer dan KCl
menggunakan enzim.

Gambar 8. Respon volume dan waktu injeksiurea dalam larutan buffer phosphat 0.001
M pH 6 menggunakan enzim urease 10 pL injeksi urea secara berurutan 100
pL, 200uL, 300 pL, 400 pL, 500 pL dan 800 L terbaik dalam selang waktu
10 menit volume 300 pL.

Gambar 9. Respon volume dan waktu injeksiurea dalam larutan KCI 0.01 M
menggunakan enzim urease 10 pL injeksi urea secara berurutan 100 pL,
200puL, 300 pL, 400 pL, 500 pL dan 800 pL terbaik dalam 10 menit volume
400 L.

Kondis optimallgju air 0.5 mL / menit, volume sampel 0.1 mL respon waktu 90
detik dalam 100 mMbuffer fosfat (PB) pH 7,2 (Mishra dkk, 2014). Larutan stok urea
(1.000 mM) disiapkan sebagai injeksi dalam 100 mL PB (100 mM, pH 7,2). Perubahan
respon volume CI” 0,04 mL dari 0,1 M KCI hingga 100 mL 1,0 x 103 M KCI terdeteksi
oleh elektroda EIMES-30 (Wang dkk, 2016).

Selama reaks redoks analit dengan buffer berpotensial sebagai perantara,
penentuan analit yang sangat sensitif dapat dicapai, asalkan substansi dalam sistem FIA
dapat dideteks (Ohura dkk, 2011) Potensial dari dari ISE biosensor urea mengikuiti
persamaan Nearst (Ismaiel dkk, 2014) :
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E. =E, +5lk C (1.1)
Respon tegangan AE dari ISE biosensor urea berubah menjadi :
E. —-E, =5k C (1.2)
A =Sk C (1.3)

Kurva kalibras dibuat dalam hubungan log konsentrasi M terhadap tegangan
potensiometer (Chey dkk, 2012) dan konsentrass M (Mishra dkk, 2014), sedangkan
(lsmail dan Adeloju, 2010) kurvakalibrasi dalam log konsentrasi pH terhadap tegangan
potensiometer.

Berdasarkan eksperimen ini kalibrasi dalam log konsentrasi M terhadap tegangan
potensiometer digunakan untuk buffer trissHCI 0.001 M, 0.002 M, 0.003 M, 0.004 M,
hasiInya dapat dilihat pada gambar 10untuk pH 5.5 dan gambar untuk 11 pH 6.Kalibrasi
buffer phosphat dalam log konsentrasi pH terhadap tegangan potensiometer dapat
dilihat pada gambar 12, demikian juga dengan KCI 0.01 M pH 6 dapat dilihat pada
gambar 13 masing-masing menunjukkan kurva kalibras memiliki kemiringan 508.02
mV/decade buffer trissHCI pH 5.5, 490.52 mV/decade buffer trisHCI pH 6, 124.16
mV/decade buffer phosphat pH 6, 0.1827 mV/decade KCI 0.01 M pH 6.

Gambar 10. Kurvakalibrasi urea dalam larutan buffer tris-HCI pH 5.5.

Tegangan antara puncak oksidasi dan reduksi (Rahman dkk, 2008) secara teoritis
59 mV untuk suatu reaksi dapat balik (reversible), dalam praktek secara khas 70-100
mV. Perbedaan potensial (tegangan) lebih besar 100 mV merupakan puncak oksidasi
dan reduksi nonsymmetricmenunjukkan reaksi nonreversible(irreversible). Menurut
(Rahman dkk, 2008), buffer trissHCl pH 5.5, pH 6, buffer phosphat pH 6 bersifat
irreversible, KCI 0.01 M pH 6 bersifat reversible.
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Gambar 11. Kurvakalibrasi urea dalam larutan buffer tris-HCI pH 6.

Gambar 12. Kurvakalibrasi urea dalam larutan buffer phosphat pH 4.5 - pH 7.

Gambar 13. Kurva kalibrasi larutan KCl 0.01 M pH 6 menggunakan enzim urease 10
ML injeksi urea secara berurutan 1 M, 0.5 M, 0.3 M, 0.25 M, 0.2 M dan
0.125 M.

Gambar 14.Kurvakalibrasi biosensor FIA-ET menurut (Mishra dkk, 2014)
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Kurva kalibrasi buffer dan KCI gambar 10-13 untuk sel potensiometriyang terdiri
dari elektroda indikator dan elektroda referenss masih diperlukan pengembangan
perbaikannya seperti terlihat gambar 14 sudah menggunakan biosensor.

KESIMPULAN
Larutan buffer beserta enzim urease bersifat reversibel artinya tidak dapat
digunakan dalam waktu lama sebagai analit urea.
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