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Pengaruh Jumlah Organofosfat Hidrolase dan Luas Elektroda
terhadap Kinerja Biosensor Konduktometri untuk Mendeteksi
Residu Pestisida Diazinon dan Malathion Berbasis SPCE-
Kitosan

ABSTRAK

Jumlah organofosfat hidrolase (OPH) berpengaruh terhadap
laju hidrolisis pestisida organofosfat sehingga secara tidak langsung
dapat mempengaruhi kinerja biosensor. Secara konduktometri, luas
permukaan elektroda dapat berpengaruh terhadap daya hantar larutan
yang diukur, sehingga berpengaruh terhadap kepekaan biosensor.
Oleh karena itu, jumlah OPH dan luas permukaan elektroda
dipelajari pada penelitian ini. OPH merupakan hasil isolasi
Pseudomonas putida. Jumlah OPH didasarkan pada penggunaan
konsentrasi OPH yang berbeda. Konsentrasi OPH yang diamobilkan
adalah 142 pg/mL dan 177 ng/mL. Elektroda adalah Screen Printed
Carbon Electrode (SPCE) yang dilapisi dengan membran kitosan
dengan ukuran 3 mm’, 5 mm®,dan 7 mm’. OPH diamobilkan secara
pengikat silang menggunakan larutan glutaraldehid 0,5%. Larutan uji
adalah larutan diazinon dan malathion dalam buffer tris-asetat 0,05
M pada pH 8,5 dengan kisaran konsentrasi 0 sampai 0,1 ppm. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa kinerja biosensor optimum dihasilkan
pada jumlah OPH 177 pg dengan luas elektroda 5 mm®. Biosensor
dapat digunakan untuk mengukur kadar diazinon dan malathion pada
kisaran konsentrasi 0 sampai 0,1 ppm dengan kepekaan terhadap
diazinon sebesar 162 pS/ppm dan malathion 144 pS/ppm. Batas
deteksi diazinon sebesar 0,06 ppm dan malathion sebesar 0,04 ppm.

Kata kunci: biosensor konduktometri, diazinon dan malathion,
organofosfat hidrolase, screen printed carbon
electrode
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The influence of Concentration of Organophosphate Hydrolase
and Electrode Area on Performance Biosensor Conductometric
to Detect Diazinon and Malathion Residue Pesticide Based
SPCE-Chitosan

ABSTRACT

Concentration of organophosphate hydrolase (OPH)
affecting to the rate of organophosphate pesticide, indirectly that
affected to the performances of biosensor. Conductometrically,
electrode surfaces area affected to the conductivity of solution that
effect to biosensor’s sensitivity. Therefore, concentration of OPH
and electrode surfaces area was studied in this research. OPH was
isolated Pseudomonas putida result. Concentration of OPH was 142
ug/mL and 177 pg/mL. The electrode is Screen Printed Carbon
Electrode (SPCE) which was coated by chitosan membrane using 3
mm?, 5 mm% and 7 mm’ surfaces electrode area. OPH was
immobilizated on surface electrode with glutaraldehyde 0.5% by
cross linked. The sample solution was diazinon and malathion
solution in tris-acetate buffer 0.05 M pH 8.5 on range 0 ppm until 0.1
ppm. The result show that the optimal performance of biosensor
would be obtained in 177 pg of concentration of OPH with 5 mm®
of surface electrode area. The biosensor can used to measure the
diazinon and malathion in 0 ppm until 0.1 ppm with sensitivity of
diazinon was 162 uS/ppm and malathion was 144 uS/ppm. Detection
limit of diazinon was 0.06 ppm and malathion was 0.04 ppm.

Keywords: conductometric biosensor, diazinon and malathion,
organophosphate hydrolase, screen printed carbon
electrode



KATA PENGANTAR

Puji syukur penulis panjatkan kepada Allah SWT atas rahmat
dan karunia-Nya sehingga penulis dapat menyelesaikan skripsi ini
dengan tepat waktu. Penelitian yang berjudul Pengaruh Jumlah
Organofosfat Hidrolase dan Luas Elektroda terhadap Kinerja
Biosensor Konduktometri untuk Mendeteksi Residu Pestisida
Diazinon dan Malathion berbasis SPCE-Kitosan ini bertujuan untuk
membantu masyarakat dalam menentukan hasil pertanian yang layak
untuk dikonsumsi berdasarkan jumlah pestisida yang terkandung
dalam sayuran. Dalam menyelesikan skripsi ini, penulis dibantu oleh
berbagai pihak. Oleh karena itu, penulis mengucapkan terimakasih
kepada Dr. Ani Mulyasuryani, MS, selaku dosen pembimbing I, Drs.
Sutrisno, M.Si, selaku dosen pembimbing II, kedua orang tua, dan
teman-teman yang senantiasa memberikan semangat kepada penulis
untuk menyelesaikan skripsi ini.

Penulis menyadari bahwa skripsi ini masih memiliki banyak
kekurangan ,akan tetapi penulis berharap penelitian ini dapat
memberikan manfaat bagi perkembangan ilmu pengetahuan dan
teknologi terutama dalam bidang biosensor untuk memberikan
alternative baru yang cepat dan akurat dalam menentukan sayuran
yang layak untuk dikonsumsi. Semoga skripsi ini tidak hanya
bermanfaat bagi penulis semata, tetapi juga bagi semua yang
membaca.

Malang, Januari 2014

Penulis

vi



DAFTAR ISI

HALAMAN JUDUL ....oooiiiiiiiiieee e i
LEMBAR PENGESAHAN SKRIPST ......ccooviiiiiiiieeieeeeeeeeees ii
LEMBAR PERNYATAAN. ...ttt iii
ABSTIRIAK ... a S8R W B T RK BB 200 EBDF - .4 v
ABSTRACTRAS, = SRR W ¥ - B PS8 0 S %
KATA PENGANTAR .....oooiiiiieeeeeeeeeeeee e vi
RDAEBARSISTS .o G50 A% WF o REWAHR Y _ad Wt NSNY . vii
DAFTAR GAMBAR ........ooiiiiieiiieeciieeeeeeee e ix
DAFTAR TABEL ......ooiiiiiiiieeccii et X
DAFTAR LAMPIRAN .....coiiiiiiiiiiiiiieie ettt Xi
BAB I PENDAHULUAN.......oottttitiiiiiiiiiiieeteeeeeeeeeeeeesseeeeessasseeeeees 1
1.1 Latar Belakang...........ccccoeovevieeieniieeiieiieneesee et 1
1.2 Rumusan Masalah............ccccoooovvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 3
1.3 Batasan Masalah .............cccoooveiiiiviiiiiiiiieeeceee e 3
1.4 Tujuan Penelitian .........ccccooeeeiieniesiniiniieseeieseecee e 3
1.5 Manfaat Penelitian.............c.oooiiiiiieiiiiinien e, 4
BAB II TINJAUAN PUSTAKA .....ooovieiiiiiiieieieeiiiiiieeesiveeevieeenians 5
2.1 BIOSEINSOT ...veeiiiviieieeiieeeeeciieeeeeeaeeeeeeneeeeeeneeeeenaneeeeenanneees 5
2.2 Transduser KonduKtometri............coovuveeeevueeeeeineeeeennnnn.. 6
2.3 Laju Reaksi ENZimatis.........cccceooveiienveeieeiieieeieeieesieans 7
2.4 Biosensor Organofosfat............ccccveeriuiiiieiciiecieenieeneenienn, 9
BAB III METODE PENELITTAN .....cccciiiiiiiiiiiiiieeecieeeeeeeeaeens 13
3.1 Tempat dan Waktu Penelitian ............ccccoceveinencnniannene. 13
3.2 Alat dan Bahan Penelitian..............ccccccvveeeiieieeiieneennen. 13
3.2.1 Alat Penelitlan........cc.ccooviveneiiviieie i 13
3.2.2 Bahan Penelitian.....................0ccc oo, 13
3.3 Tahapan Penelitian..............ccooeiiiiiniiiiiiiiien e, 13
3.4 Prosedur Penelitian..............cccviiiiiiiieiiinie i, 14

3.4.1 Amobilisasi Organofosfat Hidrolase....................... 14
3.4.2 Penentuan  Pengaruh  Jumlah  Organofosfat
Hidrolase terhadap Kinerja Biosensor
KonduKtometri.........cocoviiiineniiniiieniciin e 14
3.4.3 Penentuan Pengaruh Luas Elektroda terhadap
Kinerja Biosensor Konduktometti......................... 14
BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN......cccoiviiiiiiiien 17

il



4.1 Pengaruh Jumlah Organofosfat Hidrolase terhadap
Kinerja Biosensor Konduktometri.. Y

4.2 Pengaruh Luas Elektroda terhadap Kmerja Blosensor
KonduKtometri. ... ...cceeceeveririininieieneeicnieneeic e

4.3 Batas Deteksi

Malathion.....

Biosensor Konduktometri Diazinon dan

5.1 Kesimpulan.........coovviiini e

5.2 Saran............

DAFTAR PUSTAKA

viii

17

18

21
25
25
25
27
31



Gambar 2.1.
Gambar 2.2.

Gambar 2.3.

Gambar 2.4.

Gambar 2.5.

Gambar 2.6.

Gambar 4.1.

Gambar 4.2.

Gambar 4.3.

Gambar 4.4.

Gambar L.3.1.

DAFTAR GAMBAR

Prinsip kerja biosensor ...........ccceeveevveevieenieennnnns
Migrasi ion dalam larutan dan konduktivitas
clekoN@ S Y. o RS Q& a8 § F70
Pengaruh konsentrasi substrat terhadap
kecepatan reaksi enzimatis ...........cccceeeveeeennenn
Metode  amobilisasi  pengikat  silang
menggunakan glutaraldehid...................cc.cc......
Reaksi hidrolisis diazinon oleh organofosfat
hidrolase ..o
Reaksi hidrolisis malathion oleh
organofosfat hidrolase ............ccccceeevvevieeiniennnnne
Hubungan jumlah enzim organofosfat
hidrolase terhadap kepekaan biosensor ............
Kurva pengukuran daya hantar organofosfat
pada kisaran konsentrasi 0 sampai 30 ppm
menggunakan jumlah oph 177 pg............c.....
Kurva hubungan antara luas permukaan
elektroda terhadap kepekaan biosensor
menggunakan jumlah enzim organofosfat
hidrolase 177 [ ...ccvccveeveeeciieiieeieeieeereesieesieens
Kurva hubungan konsentrasi organofosfat

terhadap daya hantar..............ccccooeviininciiennens

Kurva ~ hubungan antara  konsentrasi
organofosfat terhadap daya hantar....................

X



Tabel 4.1.

Tabel 4.2.

Tabel L.3.1.

Tabel L.3.2.

Tabel L.3.3.

Tabel L.3.4.

Tabel L.3.5.

Tabel L.3.6.

DAFTAR TABEL

Pengaruh luas permukaan elektroda terhadap

Kinerja bioSensor.......ccccvvevveeieeiieeieecieeeieeseve e

Batas deteksi organofosfat pada biosensor

konduktometri organofosfat.............cccceeeurennennen.

Data hasil pengukuran daya hantar diazinon
dan  malathion = menggunakan  jumlah

organofosfat hidrolase 142 pg..........ccccevvevveennenn.

Data hasil pengukuran daya hantar diazinon
dan  malathion  menggunakan  jumlah

organofosfat hidrolase 177 Ug ......c.covveveeviennnn.

Data hasil pengukuran daya hantar diazinon

pada berbagai luasan elektroda............................

Data hasil pengukuran daya hantar malathion

pada berbagai luasan elektroda ..............ccocceeeeee.

Hasil olah standar deviasi blanko (Sg= Sy/x )

QIAZINOM. ..o e se e

Hasil olah standar deviasi blanko (Sg= Sy/x )

Malathion........cooovvviiiiiiiiiiee e



DAFTAR LAMPIRAN

Lampiran. 1 Diagram Alir Tahapan Penelitian.. ¥ oo B R3]
L.1.1 Diagram Alir Amobilisasi Organofosfat H1dr01ase ......... 31
L.1.2 Diagram  Alir Penentuan  Pengaruh  Jumlah

Organofosfat Hidrolase terhadap Kinerja Biosensor

KonduKtometri........ccueeeeviiriieeiie e 32
L.1.3 Diagram Alir Penentuan Pengaruh Luas Elektroda

terhadap Kinerja Biosensor Konduktometti .................... 32
Lampiran. 2 Pembuatan Larutan..........cccceeeevveniieecieeenieecieenne, 33
L.2.1 Pembuatan LarutanTris 0,05 M ccc...coovvviiiveiieiiiiiieeeennen, 33
L.2.2 Pembuatan Larutan Asam Asetat 0,8% ........ooevvvevennnnnnnn. 33
L.2.3 Pembuatan Larutan Asam Asetat 0,5 M ........cccceoeeuneen... 34
L.2.4 Pembuatan Larutan Asam Asetat 0,25 M .........cc..cco....... 34
L.2.5 Pembuatan Larutan Buffer Tris-asetat 0,05 M pH 8,5..... 34
L.2.6 Pembuatan Larutan Diazinon 40 ppm............cccecvvrrueennnne 35
L.2.7 Pembuatan Larutan Malathion145 ppm........c..cccevveeneee 35

L.2.8 Pembuatan Larutan Uji Diazinon dan Malathion 0
sampai 0,1 ppm Dalam Buffer Tris-asetat pH 8,5

L. 2.10Pembuatan Larutan Uji Diazinon dan Malathion 0
sampai 30 ppm Dalam Buffer Tris-asetat pH 8,5

o N Nkl | . 37
L.2.10.1 Pembuatan Larutan Uji Diazinon 0 sampai 30 ppm

Dalam Buffer tris-asetat pH 8,5 0,05 M .......cccevveviviennenne 37
L.2.10.2 Pembuatan Larutan Uji Malathion 0 sampai 30ppm

Dalam Buffer Tris-asetat pH 8,5 0,05 M.......c.cccoevienene 38
Lampiran.3 Data HasilPenelitian ............cccovcieienininniniinenne. 39

L.3.1 Data Pengukuran Daya Hantar Diazinon dan
Malathion Menggunakan Biosensor  Enzim
Organofosfat Hidrolase ........c..coccovevieencniiniiniincennnn. 39

L.3.2 Data Pengukuran Daya Hantar Diazinon dan
Malathion Menggunakan Biosensor Konduktometri
Enzim Organofosfat Hidrolase dengan Jumlah 177 pg
pada Optimasi Luas Elektroda SPCE terhadap Kinerja
BIOSENSOT ..c.cviiiiriieiiit ettt s 41



BAB1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diazinon dan malathion adalah jenis pestisida organofosfat
yang dirckomendasikan oleh Departemen Pertanian Republik
Indonesia. Batas maksimum residu yang diperbolehkan untuk
diazinon pada beras yakni 0,1 ppm dan pada sayuran 0,5 ppm
sedangkan malathion memiliki batas maksimum residu sebesar 0,5
ppm pada sayuran umbi dan kubis[1]. Residu pestisida yang
terakumulasi dalam tubuh manusia dapat menginhibisi enzim
acetilcholinesterase sehingga menyebabkan transmisi impuls syaraf
terganggu[2]. Oleh karena itu diperlukan suatu metode analisis untuk
menentukan kadar residu pestisida. Metode baku yang digunakan
untuk menganalisis residu organofosfat diazinon dan malathion
adalah Kromatografi Gas (KG) dan Kromatografi Cair Kinerja
Tinggi(KCKT)[3]. Akan tetapi, kedua metode tersebut masih
memiliki waktu analisis yang lama dan batas deteksi yang cukup
besar sehingga belum dapat diterapkan pada beras maupun
sayuran[4]. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, residu
pestisida organofosfat yang dianalisis menggunakan metode KG
diperoleh batas deteksi 2,16 x 10~ppm sampai 0,22 ppm sedangkan
pada metode KCKT diperoleh batas deteksi 0,02 ppm sampai 1,7
ppm [5,6,7,8]. Oleh karena itu, diperlukan suatu metode analisis
yang lebih cepat dan akurat untuk menganalisis residu pestisida
organofosfat pada beras maupun sayuran. Salah satu metode dengan
keunggulan tersebut adalah biosensor.

Biosensor adalah alat yang mampu mendeteksi suatu analit
dengan menggunakan biomolekul sebagai bioaktif yang bekerja
secara spesifik terhadap substrat yang digabungkan dengan suatu
transduser[9]. Biosensor yang telah dikembangkan untuk
menganalisis residu pestisida organofosfat adalah biosensor
potensiometri, biosensor amperometri, dan biosensor konduktometri.
Biosensor potensiometri  yang telah  dikembangkan untuk
menganalisis residu diazinon menggunakan enzim
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butilcholinesterase menghasilkan batas deteksi sebesar 3,39 x 107 M
dengan waktu respon 280 detik[9]. Biosensor amperometri malathion
telah dilaporkan oleh Gahlaut, dkk.[10], menghasilkan batas deteksi
5 x 10° M. Kedua hasil penitian tersebut menunjukkan bahwa
biosensor masih batas deteksi yang besar sehingga belum dapat
diaplikasikan pada sayuran. Biosensor konduktometri diazinon yang
telah dikembangkan memiliki batas deteksi yang lebih rendah yakni
22,3 ppm dengan waktu respon 90 detik[11,12]. Namun demikian,
batas deteksi yang dihasilkan masih cukup besar sehingga diperlukan
suatu pengembangan biosensor konduktometri diazinon dan
malathion lebih lanjut untuk meningkatkan kinerja biosensor agar
dapat diaplikasikan dalam analisis residu diazinon dan malathion
pada hasil pertanian terutama beras dan sayuran.

Biosensor residu pestisida organofosfat didasarkan pada reaksi
hidrolisis organofosfat pada permukaan elektroda yang dikatalis oleh
organofosfat hidrolase. Organofosfat hidrolase (OPH) dihasilkan dari
isolasi Pseudomonas putida, yang mampu bekerja secara optimal
pada pH 8,5[12,13]. Pada kondisi tersebut OPH dapat mengkatalisis
reaksi hidrolisis malathion menjadi ion H', O,0 dimetil fosforotioat
dan 1,2-bis(etoksikarbonil)etil-1-sulfida serta diazinon menjadi ion
0,0 dietil fosforotioat dan 2-isopropil-6-metil pirimidin-4-ol serta
ion H[14]. Ion H" yang dihasilkan dari reaksi hidrolisis tersebut
dan mencapai elektroda kerja diukur secara konduktometri[ 15].

Kinerja biosensor konduktometri organofosfat dipengaruhi
oleh jumlah enzim OPH yang teramobilkan. Dalam penelitian ini,
jumlah enzim yang teramobilkan didasarkan pada penggunaan
konsentrasi enzim yang berbeda saat proses amobilisasi secara
pengikat silang. Berdasarkan persamaan Michaelis-Menten jumlah
enzim berbanding lurus dengan kecepatan reaksi. Peningkatan
jumlah enzim menyebabkan laju reaksi enzimatis berjalan dengan
cepat. Ketika konsentrasi organofosfat tetap, pembentukan hasil
hidrolisis dipengaruhi oleh jumlah enzim yang digunakan[16].
Dengan demikian, secara tidak langsung jumlah enzim berpengaruh
terhadap kinerja biosensor. Penelitian yang telah dilakukan oleh
Adetama [11] menunjukkan bahwa jumlah enzim OPH yang lebih
tinggi yakni 10,05 mg memiliki kepekaan yang lebih tinggi (1,635
nmho/ppm) dibandingkan jumlah enzim OPH pada 6,15 mg yang
hanya menghasikan kepekaan sebesar 1,106 nmho/ppm.



Secara konduktometri, kinerja biosensor juga dipengaruhi oleh

luas permukaan elektroda yang digunakan. Menurut Gunzler,dkk.
[17], luas permukaan sel daya hantar berpengaruh terhadap daya
hantar larutan. Luas permukaan elektroda sebanding dengan daya
hantar larutan. Pada penelitian ini pengaruh jumlah organofosfat
hidrolase dan luas permukaan elektroda dipelajari lebih lanjut untuk
meningkatkan kinerja biosensor konduktometri dalam menganalisis
residu organofosfat diazinon dan malathion.

1.2 Rumusan Masalah

1.

2.

Bagaimana pengaruh jumlah organofosfat hidrolase terhadap
kinerja biosensor?
Bagaimana pengaruh luas permukaan elektroda SPCE terhadap
kinerja biosensor?

1.3 Batasan Masalah

N —

PN g1 5 &2

Organofosfat yang digunakan adalah diazinon dan malathion.
Organofosfat hidrolase berasal dari hasil isolasi Pseudomonas
putida dengan konsentrasi 142 pg/mL dan 177 pg/mL.

Larutan amobilisasi yang digunakan adalah kitosan.

Konsentrasi glutaraldehid yang digunakan adalah 0,5% (v/v).
Luas elektroda karbon adalah 3 mm?, 5 mm?®, dan 7 mm®.
Biosensor yang digunakan adalah biosensor konduktometer
organofosfat.

Parameter kinerja biosensor yag dipelajari adalah batas
deteksi,dan kepekaan.

1.4 Tujuan Penelitian

1.

2.

Mempelajari pengaruh jumlah organofosfat hidrolase terhadap
kinerja biosensor.

Mempelajari pengaruh luas permukaan elektroda karbon
terhadap kinerja biosensor.



1. Memberikan solusi baru untuk mendeteksi organofosfat dengan
cepat, akurat, dan praktis.

1.5 Manfaat Penelitian
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BAB1II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Biosensor

Biosensor merupakan instrumen yang mampu mendeteksi
analit dengan cara mengkombinasikan biomolekul seperti enzim, sel,
jaringan, dan asam nukleat dengan transduser. Dari Gambar 2.1
dijelaskan bahwa biosensor terdiri atas tiga komponen utama yakni
biomolekul, transduser, dan detektor. Biomolekul merupakan
komponen yang berfungsi sebagai bioaktif yang bekerja secara
spesifik terhadap analit. Transduser adalah komponen yang berfungsi
mengubah sinyal non elektrik menjadi sinyal eletrik sebagai hasil
interaksi antara bioaktif dan analit. Detektor merupakan komponen
yang  berfungsi untuk merekam sinyal elektrik  dari
transduser[18,19,20]. Melalui biosensor ini hasil analisis sampel
yang diperoleh memiliki selektifitas tinggi[9].

Transduser yang umum digunakan pada biosensor adalah
transduser elektrokimia. Transduser elektrokimia terbagi atas
potensiometri, amperometri, dan konduktometri. Transduser
potensiometri didasarkan pada pengukuran potensial analit saat arus
nol, sedangkan amperometri didasarkan pada pengukuran arus saat
terjadi reaksi oksidasi atau reduksi analit pada elektroda kerja dengan
potensial tetap. Pada transduser konduktometri, pengukuran
didasarkan perubahan konduktansi akibat perubahan komposisi ion
dalam larutan [15].
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Gambar 2.1. Prinsip kerja biosensor[20]



2.2 Transduser Konduktometri

Konduktometri adalah metode pengukuran analit yang
didasarkan pada perubahan daya hantar dari suatu larutan akibat
pergerakan ion dalam larutan yang dipengaruhi oleh medan listrik.
Gambar 2.2 menunjukkan mekanisme pergerakan ion dalam larutan
yakni ketika dua buah elektroda dimasukkan ke dalam suatu larutan
dan dialiri oleh beda potensial listrik maka akan timbul medan listrik
dalam larutan elektrolit. Hal ini mengakibatkan terjadi pergerakan
ion menuju elektroda yang memiliki muatan berlawanan yaitu anion
menuju anoda yang bermuatan positif sedangkan kation meuju
katoda yang bermuatan negative. Pergerakan ion-ion tersebut akan
menghantarkan arus listrik di sekitar elektroda[15].

Laguran slekdnk pande

Ratods

Gambar 2.2 Migrasi ion dalam larutan dan konduktivitas
elektrolit[11]

Daya hantar larutan berbanding terbalik dengan hambatan.
Daya hantar (G) dinyatakan dengan satuan “Siemens(S)”. Daya
hantar larutan bergantung pada konduktivitas spesifik (k = S cm™),
luas permukaan sel daya hantar (A = cm®), dan jarak antar elektroda
({ = ¢m) yang dihubungkan pada persamaan 2.1[ 17].

R:k i 2.1)



Dari persamaan 2.1 dapat dijelaskan bahwa ketika nilai
konduktivitas spesifik ion dan jarak antar elektroda tetap, maka daya
hantar hanya dipengaruhi oleh luas permukaan sel daya hantar. Luas
permukaan sel daya hantar sebanding dengan daya hantar larutan
sehingga secara tidak langsung berpengaruh pada kepekaan
biosensor. [17].

2.3 Laju Reaksi Enzimatis

Enzim adalah biokatalis yang mampu mempercepat reaksi
kimia dengan cara menurunkan energi aktivasi pembentukan
kompleks enzim-substrat. Mekanisme dasar kinetika reaksi enzim
ditunjukkan pada persamaan 2.2[21]:

k, ks

ES —> E+P 22)

E+S

S}

Dari persamaan 2.2, mekanisme kinetika reaksi enzim dapat
dijelaskan dalam dua tahapan yakni reaksi pembentukan kompleks
enzim-substrat secara reversibel dan reaksi pembentukan produk.
Substrat (S) akan berikatan dengan sisi aktif enzim (E) membentuk
komplek enzim-substrat(ES) dengan tetapan laju pembentukan
enzim-substrat (k;). Komplek enzim-substrat dapat berlangsung
reversibel yakni dapat terurai kembali menjadi enzim dan substrat
dengan tetapan laju disosiasi komplek enzim-substrat (k) atau
menghasilkan produk dan enzim kembali dengan tetapan laju
pembentukan produk (k3)[22].

Aktivitas enzim didefinisikan sebagai jumlah substrat yang
diubah menjadi produk oleh enzim per satuan waktu pada pH dan
temperatur tetap[23]. Karakteristik enzim ditunjukkan pada nilai Ky,
dan Vy. Nilai K, adalah Konstanta Michaelis-Menten yang
menunjukkan konsentasi substrat saat kecepatan reaksi mencapai
setengah kecepatan reaksi, [ES]. Persamaaan Michaelis-Menten
diberikan pada persamaan 2.3[16].



d[P] [S]
T Tdat - M Ky+ls] (23)
Vm = ks [E,] 2.4)
Berdasarkan persamaan 2.4 yang disubtitusi ke dalam
persamaan 2.3 maka kecepatan reaksi berbanding lurus dengan
konsentrasi substrat dan konsentrasi enzim. Gambar 2.3
menunjukkan bahwa penambahan konsentrasi substrat akan
meningkatkan laju reaksi enzim sampai batas maksimum hingga laju
reaksi enzim akan konstan. Dengan demikian, ketika konsentrasi
substrat tetap, peningkatan konsentrasi atau jumlah enzim akan
sebanding dengan pembentukan hasil reaksi [16,22,23].

Vm

Y2 Vi

Kwu [S]
Gambar 2.3. Pengaruh konsentrasi substrat tehadap kecepatan
reaksi enzimatis[23]

Metode amobilisasi merupakan faktor yang dapat
mempengaruhi  kinerja biosensor. Metode amobilisasi yang
digunakan dalam penelitian ini adalah metode amobilisasi pengikat
silang. Metode pengikat silang merupakan metode amobilisasi yang
melibatkan ikatan kimia antara enzim dengan material pendukung
menggunakan senyawa pengikat silang. Material pendukung yang
digunakan pada penelitian ini adalah kitosan sedangkan senyawa
pengikat silang adalah glutaraldehid (OHC-(CH,);-CHO). Gugus
aldehid yang terdapat pada struktur glutaraldehid dapat mengikat
gugus amino yang terdapat pada kitosan dan protein enzim secara
kovalen. Dengan demikian, ikatan silang yang terbentuk antara
kitosan, glutaraldehid, dan enzim menjadi lebih kuat. Reaksi ikatan
silang yang terjadi mampu mengubah struktur dan pori membran dari
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kitosan yang akan berpengaruh pada jumlah enzim yang
teramobilkan[12]. Namun demikian, metode ini menyebabkan
halangan ruang sehingga substrat sulit berikatan pada sisi aktif
enzim. Selain itu, terkadang metode ini dapat merusak enzim
sehingga menyebabkan penurunan respon[16]. Gambar 2.4
menunjukkan reaksi pembentukan ikatan silang antara kitosan,
glutaraldehid, dan protein enzim.

Ensis vang
Mamobilkis pada
elekiroda vang ddapisi — =Lt /b i
mmalriks peidukung
: ™
- Tkatan slang
®  mtramsdekular

Dkatam silamg &
mirrmalekular
Thatan vilawg antare
enzim dezsgan
malriky peadukng

Gambar 2.4. Metode amobilisasi pengikat silang menggunakan
glutaraldehid [24]

2.4 Biosensor Organofosfat

Organofosfat adalah jenis pestisida yang mengandung atom
fosfor sebagai atom pusat dengan ikatan rangkap pada sulfur atau
oksigen(ikatan fosfoester). Pestisida ini banyak ditemukan sebagai
herbisida dan insektisida. Organofosfat memiliki nilai toksisitas akut
atau Lethal Dose 50% (LDsp) yang bersifat neurotoksik terhadap
serangga. L.Dsy menunjukkan nilai dosis yang bisa mematikan 50%
binatang uji dan merupakan indikator daya racun pada pestisida
untuk menimbulkan efek samping seperti iritasi mata, kanker, cacat
bahkan kematian langsung pada hewan tingkat tinggi termasuk
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manusia. Penggunaan pestisida organofosfat yang berlebihan dapat
menyebabkan keracunan bagi makhluk hidup. Paparan dari residu
organofosfat dapat menyebabkan kerusakan pada sistem syaraf
karena pestisida ini menghambat kerja dari enzim cholinesterase
dalam syaraf[2,25].

Diazinon dan malathion adalah contoh jenis pestisida
organofosfat yang bekerja dengan cara berikatan pada enzim
acetilcholinesterase dalam darah sehingga sistem syaraf hewan target
terganggu[2]. Diazinon dengan nama I[UPAC O,O-dietil O-(2-
isopropil-6-metilpirimidin-4-il)-fosforotioat adalah cairan tidak
berwarna dengan kelarutan dalam air sebesar 40 mg/L — 60 mg/L
pada temperatur 20°C, dan nilai LDs, sebesar 108 mg/kg pada tikus.
Batas maksimum residu diazinon yang diperbolehkan pada sayuran
kubis adalah 0,5 ppm dan 0,1 ppm pada beras. Malathion adalah
jenis insektisida organofosfat dengan nilai LDs, sebesar 1.300 mg/kg
pada  tikus. Malathion dengan nama [UPAC  S-1,2-
bis(etoksikarbonil)etil O,0-dimetil fosforoditioat mempunyai nilai
kelarutan dalam air sebesar 145 mg/L pada temperatur 25°C dan
batas maksimum residu yang diperbolehkan pada sayuran kubis dan
umbi sebesar 0,5 ppm[1,2,26,27].

Dalam penentuan residu diazinon dan malathion, enzim OPH
didasarkan pada reaksi katalitik hidrolisis organofosfat diazinon dan
malathion. Dalam reaksi katalitik organofosfat oleh OPH, dua proton
dilepaskan selama reaksi hidrolisis. Pada kondisi pH dan temperature
optimum OPH akan menghidrolisis malathion menjadi ion H;O",
0,0 dimetilfosforothioat dan 1,2-bis(etoksikarbonil)etil-1-sulfida
dan diazinon menjadi ion O,O dietil fosforotioat dan 2-isopropil-6-
metil pirimidin-4-ol serta ion H'. Secara stoikiometri reaksi hidrolisis
organofosfat oleh OPH dapat dituliskan sebagai berikut[14]:

I\, Y

+
\ \ \P/Ov \7N I P o T 2H
7R 1 %
\_S/‘ 0/\ A H3CH200/ “OCH,CH;
H,0 \
Diazinon 2-isopropil-6- metilpirimidin-4-0l (0,0 dietil fosforotioat
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Gambar 2.6. Reaksi hidrolisis diazinon oleh organofosfat
hidrolase[14]

N\ ENERTEREAD o
Ps ¢ COGH —» AR + 2H

/ \ A CH
CH:O ZCOZCZHS
: ) CHCO.CAHs QLo

HO 0,0-dimetilfosforothioat 1,2-bis(etoksikarbonil)etil-1
Malathion -sulfida

Gambar 2.7. Reaksi  hidrolisis malathion oleh organofosfat
hidrolase[14]

Biosensor organofosfat yang telah dikembangkan adalah
biosensor potensiometri, biosensor amperometri, dan biosensor
konduktometri[15]. Mekanisme kerja biosensor potensiometri
didasarkan pada deteksi ion H' hasil hidrolisis organofosfat dengan
menggunakan elektroda pH, dengan batas deteksi yakni 3,32 x 10'M
[9]. Biosensor amperometri telah dikembangkan pula oleh Dan
du,dkk., untuk mendeteksi malathion menggunakan enzim
acetilcholinesterase  yang  diamobilkan pada polipirol dan
polianilin[28]. Batas deteksi residu malathion yang dihasilkan
sebesar 1 ppb. Mekanisme kerja dari biosensor ini didasarkan pada
hasil hidrolisis pestisida malathion dalam bentuk reaksi oksidasi
thiocholine yang dikatalisis oleh enzim acetilcholinesterase.
Perubahan bentuk oksidasi dari malathion membutuhkan waktu
inkubasi yang lama sechingga menyebabkan biosensor ini kurang
efisien digunakan[28§].

Metode kerja biosensor yang telah menghasilkan kinerja yang
cukup baik adalah  biosensor = konduktometri. Biosensor
konduktometri didasarkan perubahan kondutivitas dari larutan akibat
pergerakan ion yang dipengaruhi oleh medan listrik[15]. Biosensor
konduktometri organofosfat menggunakan organofosfat hidrolase
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yang diamobilkan menggunakan BSA-glutaraldehid secara adsorpsi
yang dilapiskan pada Screen Printed Carbon Electrode atau SPCE
juga telah dikembangkan oleh Prayoga untuk mendeteksi residu
pestisida diazinon[14]. Mekanisme kerja didasarkan pada reaksi
hidrolisis organofosfat yang dikatalisis oleh enzim organofosfat
hidrolase. Jumlah ion H'dari hasil hidrolisis menjadi nilai ukur
pengukuran konduktivitas organofosfat. Metode ini memiliki batas
deteksi residu yang rendah yakni 0,19 ppm dan telah t diaplikasikan
pada sayuran dan memiliki waktu respon tinggi pada 15 detik. Akan
tetapi biosensor ini masih memiliki kepekaan yang cukup rendah
yakni 22,89 uS/ppm. Oleh karena itu, perlu dikembangkan metode
biosensor  konduktometri  organofosfat lebih lanjut untuk
meningkatkan sensitivitas dan batas deteksi dari kinerja biosensor.
Pengembangan biosensor konduktometri organofosfat dalam
penelitian ini menggunakan organofosfat hidrolase yang diamobilkan
pada membran kitosan secara metode pengikat silang. Metode
pengikat silang mampu mereduksi enzim yang lepas dari material
pendukung karena ikatan kimia yang terbentuk antar enzim sangat
kuat dibandingkan adsorpsi. Selain itu lama pemakaian metode
adsorpsi hanya bertahan dalam waktu 1 hari sedangkan metode
pengikat silang memiliki jangka waktu tahan yang lebih lama yakni
sekitar 1 bulan[16].

Pada rangkaian biosensor konduktometri yang dikembangkan,
biosensor terdiri atas dua elektroda karbon SPCE yaitu elektroda
kerja dengan enzim amobil dan elektroda pembanding tanpa enzim
amobil. Sepasang elektroda karbon berfungsi dalam pengukuran
daya hantar. Metode biosensor konduktometri ini didasarkan pada
pengukuran daya hantar dari ion H' yang dihasilkan dari reaksi
hidrolisis organofosfat dan mencapai elektroda kerja[15].
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BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kimia Analitik dan
Biokimia, Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya, Malang pada selama
kurang lebih tiga bulan 2013.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi seperangkat
alat gelas, pH meter Schoot-Gerate tipe CG 820, neraca analitik
Mettler tipe AE 50, magnetic stirer, diazinon meter, oven,
microplate, refrigerator, dan Screen Printed Carbon Electrode
(SPCE) dengan luas permukaan 3 mm®, 5 mm”, dan 7 mm’.

3.2.2 Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain
organofosfat hidrolase(OPH) hasil isolasi dari bakteri Pseudomonas
putida dengan konsentrasi enzim 142 pg/mL dan 177 pg/mL,
pestisida organofosfat malathion (Rider)dan diazinon(Diazinon 60
EC), padatan tris, kitosan, larutan asam asetat glasial 99,7%(Merck),
akuades, larutan glutaraldehid 0,5% (v/v).

3.3 Tahapan Penelitian

3.3.1 Amobilisasi Organofosfat Hidrolase

3.3.2 Penentuan Pengaruh Jumlah Organofosfat Hidrolase
Terhadap Kinerja Biosensor Konduktometri

3.3.3 Penentuan Pengaruh Luas FElektroda Terhadap Kinerja
Biosensor Konduktometri
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3.4 Prosedur Kerja Penelitian
3.4.1. Amobilisasi Organofosfat Hidrolase

SPCE dibuat dengan luas 3 mm’, 5 mm’, dan 7 mm’.
Kemudian, sebanyak 10 uL larutan kitosan dilapiskan pada masing-
masing elektroda dan dikeringkan selama 30 menit pada temperatur
50°C. Setelah kering, elektroda dilapisi dengan enzim organofosfat
hidrolase( 142 pg/mL) sebanyak 25 pL dan glutaraldehid 0,5%
sebanyak 10 pL, lalu dikeringkan dalam refrigerator selama 24 jam.
Dilakukan tahapan yang sama untuk enzim organofosfat hidrolase
dengan konsentrasi ( 177 pg/mL).

3.4.2 Penentuan Pengaruh Jumlah Organofosfat Hidrolase
(OPH) terhadap Kinerja Biosensor Konduktometri

SPCE dihubungkan pada biosensor konduktometer. Jarak
antar elektroda diatur kurang lebih 0,1 cm. Kemudian elektroda
dicelupkan ke dalam masing-masing konsentrasi larutan uji diazinon
dan malathion dengan kisaran konsentrasi 0 sampai 30 ppm secara
bergantian. Diukur daya hantar masing-masing larutan uji
organofosfat menggunakan biosensor konduktometer. Pengukuran
ini dicatat setiap 10 detik( selama 1 siklus). Pengukuran masing-
masing konsentrasi diazinon dan malathion dilakukan sebanyak 5
kali dengan elektroda baru. Setiap kali selesai pengukuran, elektroda
dibilas dengan buffer tris-asetat pH 8,5. Lalu dibuat kurva hubungan
daya hantar terhadap konsentrasi diazinon dan malathion.

3.4.3 Penentuan Pengaruh Luas Elektroda SPCE terhadap
Kinerja Biosensor Konduktometri

SPCE dihubungkan pada biosensor konduktometer. Jarak
antar elektroda diatur kurang lebih 0,1 cm. Kemudian elektroda
dicelupkan ke dalam masing-masing konsentrasi larutan uji diazinon
dan malathion dengan konsentrasi O sampai 30 ppm secara
bergantian. Diukur daya hantar masing-masing larutan uji
organofosfat menggunakan biosensor konduktometer. Pengukuran
ini dicatat setiap 10 detik( selama 1 siklus). Pengukuran masing-
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masing konsentrasi diazinon dan malathion dilakukan sebanyak 5
kali dengan elektroda baru. Setiap kali selesai pengukuran, elektroda
dibilas dengan buffer tris-asetat pH 8,5. Lalu dibuat kurva hubungan
daya hantar terhadap konsentrasi diazinon dan malathion. Dilakukan
proszedur yang sama untuk luas permukaan elektroda 5 mm?® dan 7
mm".
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Jumlah Organofosfat Hidrolase (OPH) terhadap
Kinerja Biosensor Konduktometri

Mengacu pada data lampiran L[.3.1 dan L.3.2, hasil
pengukuran daya hantar menggunakan biosensor dengan jumlah
OPH yakni 142 pg dan 177 pg yang diukur pada konsentrasi
organofosfat 0 sampai 30 ppm ditunjukkan pada Gambar 4.1 berikut
ini:

2 —
~
g 15 -
e,
53 1
> _ ..
2 ® diazinon
~ .
205 - B malathion
S
=
% 0 ~ 0 ¥ 1 o
\Z 77

Jumlah Organofosfat Hidrolase ( ng)

Gambar 4.1. Hubungan jumlah enzim organofosfat hidrolase
terhadap kepekaan biosensor

Pada konsentrasi organofosfat yang tetap, jumlah enzim
berpengaruh terhadap kecepatan reaksi enzimatis[16]. Gambar 4.1
menunjukkan bahwa jumlah OPH 177 ug memiliki kepekaan 4,9
kali lebih tinggi dibandingkan jumlah OPH 142 pg. Hal ini
disebabkan oleh jumlah OPH 177 pg memiliki jumlah enzim lebih
tinggi dibandingkan jumlah OPH 142 pg. Peningkatan jumlah OPH
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menyebabkan reaksi hidrolisis berlangsung cepat sehingga hasil
hidrolisis yang terbentuk yakni ion H™ dan mencapai permukaan
elektroda menjadi lebih banyak. Ion-ion H' yang berdifusi ke
permukaan elektroda berpengaruh terhadap kepekaan biosensor.
Dengan demikian, secara tidak langsung peningkatan jumlah OPH
dapat meningkatkan kepekaan biosensor sehingga kinerja biosensor
yang dihasilkan menjadi lebih optimal.

Berdasarkan Gambar 4.1, peningkatan jumlah OPH tidak
berpengaruh terhadap deteksi residu diazinon. Hal ini disebabkan
oleh struktur diazinon yang terstabilkan oleh efek konjugasi,
sehingga menyebabkan jumlah OPH yang digunakan belum cukup
untuk menghidrolisis diazinon sehingga kepekaan yang dihasilkan
cenderung tidak memberikan perubahan. Namun demikian, jumlah
organofosfat hidrolase 177 pg telah menunjukkan kinerja biosensor
yang optimum. Kinerja biosensor yang optimum ditunjukkan oleh
kepekaan biosensor malathion yang meningkat 6,3 kali lebih tinggi
dibandingkan kepekaan biosensor menggunakan jumlah OPH 142
pg. Oleh sebab itu, jumlah organofosfat hidrolase 177 pg
merupakan jumlah yang optimum dan akan digunakan pada saat
penentuan pengaruh luas permukaan elektroda terhadap kinerja
biosensor.

4.2 Pengaruh Luas Permukaan Elektroda terhadap Kinerja
Biosensor Konduktometri

Pada penentuan pengaruh jumlah organofosfat hidrolase
terhadap kinerja biosensor konduktometri, daya hantar organofosfat
diukur pada kisaran konsentrasi 0 sampai 30 ppm. Berdasarkan hasil
pengukuran daya hantar yang ditunjukkan pada Tabel L.3.1,
kepekaan biosensor yang diperoleh realtif ~rendah. Hal ini
disebabkan oleh jumlah organofosfat hidrolase yang digunakan
belum cukup untuk menghidrolisis organofosfat pada konsentrasi
tinggi. Pada pengukuran daya hantar diazinon, kepekaan biosensor
yang paling baik dihasilkan pada kisaran konsentrasi 0 hingga 2 ppm
saja sehingga pada penentuan pengaruh luas permukaan elektroda
terhadap kinerja biosensor, daya hantar organofosfat diukur kembali
pada kisaran konsentrasi 0 sampai 0,1 ppm. Kurva hubungan antara
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konsentrasi organofosfat terhadap daya hantar ditunjukkan pada
Gambar 4.2 berikut:

1010 ~ o
1000 - ¢ diazinon 0-2 ppm
— ‘
] 99 r- B diazinon 4-15
T 980 -
£ 970 | diazinon 15-30
s i m
= 328 xmalathion 0- 10
> i m
8 940 - Malathion 15-30
930 4 ppm
920 . .
0 20 40
Konsentrasi Organofosfat (ppm)

Gambar 4.2. Kurva pengukuran daya hantar organofosfat pada
kisaran konsentrasi 0 sampai 30 ppm menggunakan
jumlah OPH 177 pg

Hasil dari kurva hubungan antara kepekaan biosensor
terhadap luas permukaan elektroda yang diukur pada kisaran
konsentrasi 0 sampai 0,1 ppm dapat dilihat pada Tabel 4.1 berikut:

Tabel 4.1. Pengaruh luas permukaan elektroda terhadap
kinerja biosensor

(a) Diazinon

Biosensor Diazinon dengan Luas
Parameter permukaan Elektroda
3 mm’ 5 mm’ 7 mm’

Kisaran Konsentrasi ~ 0-0,1 ppm 0-0,1 ppm 0-0,1 ppm
Persamaan regresi y=93xf y=1l62x+ y=T72x+
S = i1 981 1004

Kepekaan 53 uS/ppm 162 uS/ppm 72 S/ppm
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(b) Malathion

Biosensor Malathion dengan Luas

Parameter permukaan Elektroda
3 mm’ 5 mm’ 7 mm’
Kisaran Konsentrasi 0-0,1 ppm 0-0,1 ppm 0-0,1 ppm
Persamaan regresi y=59x+ y=144x+ y=87x+
790 951 983
Kepekaan 59 uS/ppm 144 uS/ppm 87 uS/ppm

Mengacu pada Tabel L.3.1 dan L.3.2, peningkatan luas
elektroda dapat menghasilkan sinyal daya hantar yang tinggi pula.
Hasil pengukuran daya hantar yang diperoleh telah menunjukkan
bahwa luas permukaan elektroda berpengaruh terhadap harga daya
hantar organofosfat. Berdasarkan hubungan antara luas permukaan
elektroda terhadap daya hantar yang ditunjukkan persamaan 2.1 pada
sub bab 2.2, dinyatakan bahwa luas permukaan sel daya hantar
berbanding lurus terhadap harga daya hantar larutan[15]. Akan
tetapi, hasil pengukuran daya hantar pada kisaran luas permukaan
elektroda yang diperoleh tidak sebanding dengan kepekaan biosensor
yang dihasilkan. Hal ini ditunjukkan pada Tabel 4.1, diketahui bahwa
luas permukaan elektroda 5 mm’ memiliki kepekaan lebih tinggi
dibandingkan biosensor dengan luas permukaan 7 mm® Hal ini
disebabkan oleh jumlah OPH yang dilapisi pada elektroda kurang
tersebar merata dan kemampuan alat biosensor yang kurang
maksimal untuk mengukur sinyal daya hantar diatas 1000 pS
sehingga kepekaan yang dihasilkan pada luas permukaan elektroda 7
mm’ menjadi lebih rendah. Berdasarkan kepekaan biosensor yang
diperoleh, luas permukaan elektroda 5 mm’® merupakan luas
permukaan elektroda yang optimum untuk meningkatkan kinerja
biosensor sehingga luas permukaan ini dijadikan acuan untuk
menentukan batas deteksi biosensor.

Berdasarkan Gambar 4.3 yang mengacu pada hasil
pengukuran daya hantar pada Tabel L.3.3 dan L.3.4, biosensor
malathion memiliki kepekaan lebih tinggi dibandingkan biosensor
diazinon. Kepekaan biosensor dizinon yang rendah disebabkan oleh
struktur diazinon mengandung senyawa aromatik yakni pirimidin
yang terstabilkan oleh efek konjugasi. Selain itu pada ikatan
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fosfoester diazinon, atom oksigen yang terikat pada atom fosfor
cenderung memiliki reaktivitas lebih tinggi dibandingkan atom sulfur
pada ikatan fosfoester malathion. Reaktivitas atom oksigen
dipengaruhi oleh tingkat energi atom oksigen yang terletak pada
orbital 3s, sedangkan atom sulfur terletak pada orbital 4s. Hal ini
menyebabkan daya tarik atom oksigen terhadap atom fosfor
cenderung lebih kuat dibandingkan atom sulfur. Oleh sebab itu,
reaksi hidrolisis diazinon lebih sulit terjadi dibandingkan malathion
sehingga laju hidrolisis diazinon menjadi lambat.

200 A
£
£ 150 -
7
2
= 100 - o
g =——diazinon
<
2 50 ——malathion
-5}
o
O T T T 1
0 2 4 6 8
Luas permukaan elektroda ( mm?)

Gambar 4.3. Kurva hubungan antara luas permukaan elektroda
terhadap kepekaan biosensor menggunakan jumlah
enzim organofosfat hidrolase 177 pg

4.3. Batas Deteksi Biosensor Konduktometri Organofosfat

Parameter yang digunakan untuk mengetahui kinerja
biosensor konduktometri diazinon dan malathion dapat dipelajari
dari batas deteksi pengukuran daya hantar organofosfat. Batas
deteksi biosensor merupakan konsentrasi analit terkecil dalam
sampel yang masih dapat dideteksi oleh biosensor dan masih
memberikan sinyal daya hantar 3 kali dari sinyal blanko[16]. Batas
deteksi diperoleh dari kurva hubungan antara daya hantar terhadap
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konsentrasi organofosfat pada Gambar 4.4. Hasil pengolahan batas
deteksi biosensor dapat ditunjukkan pada Tabel 4.3:

1000 -
¢ diazinon

o

® B

S 3
1

2

B malathion

’ 1

Daya Hantar pS)
O
~
el

0 0,05 0,1 0,15
Konsentrasi Organofosfat(ppm)

Gambar 4.4. Kurva hubungan konsentrasi organofosfat terhadap
daya hantar

Tabel 4.2. Batas  deteksi  organofosfat pada  biosensor
konduktometri organofosfat

Organofosfat Batas deteksi (ppm)

Diazinon 0,06
Malathion 0,04

Dari Tabel 4.2 dapat diketahui bahwa kinerja biosensor dalam
mendeteksi diazinon dan malathion menghasilkan batas deteksi lebih
rendah dari batas maksimum residu organofosfat yang diperbolehkan
yakni diazinon sebesar 0,06 ppm dan malathion sebesar 0,04 ppm.
Hal ini mengacu pada sub bab 2.4, bahwa batas maksimum residu
organofosfat yang diperbolehkan pada hasil pertanian untuk diazinon
0,5 ppm pada kubis dan 0,1 ppm pada beras dan malathion adalah
0,5 ppm untuk sayuran kubis dan umbi.
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa kinerja biosensor
konduktometri yang optimum diperoleh dari jumlah OPH 177 pg
dengan luas permukaan elektroda 5 mm®. Dari penentuan batas
deteksi biosensor yang diukur pada kisaran konsentrasi 0 sampai 0,1
ppm dalam rentang waktu 10 detik diperoleh batas deteksi diazinon
0,06 ppm dan malathion sebesar 0,04 ppm dengan kepekaan masing-
masing sebesar 162 uS/ppm dan 144 uS/ppm. Dengan demikian
dapat disimpulkan bahwa metode biosensor konduktometri telah
menghasilkan kinerja yang lebih baik dan dapat digunakan untuk
mendeteksi residu diazinon dan malathion pada sampel sayuran.
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BAB YV
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Jumlah OPH dan luas permukaan elektroda berpengaruh
terhadap kinerja biosensor konduktometri. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa kinerja biosensor optimum dihasilkan pada
jumlah OPH 177 pg dengan luas elektroda 5 mm’. Biosensor dapat
digunakan untuk mengukur kadar diazinon dan malathion pada
kisaran konsentrasi 0 sampai 0,1 ppm dengan kepekaan terhadap
diazinon sebesar 162 pS/ppm dan malathion 144 pS/ppm. Batas
deteksi diazinon sebesar 0,06 ppm dan batas deteksi malathion
sebesar 0,04 ppm.

5.2. Saran

Penelitian ini perlu dikembangkan lebih lanjut untuk
mendeteksi residu pestisida diazinon dan malathion secara langsung
pada sayuran dan beras.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Diagram Alir Tahapan Penelitian

Persiapan alat dan bahan
Penelitian

Pengukuran dan optimasi
biosensor konduktometri
diazinon dan malathion

\ 4

Pengolahan data untuk menentukan kisaran
konsentrasi, batas deteksi dan kepekaan biosensor

L.1.1. Diagram Alir Amobilisasi Organofosfat Hidrolase

Screen Printed Carbon Electrode dengan luas elektroda 3
mm?, 5 mm?, dan 7 mm?

Dilapisi dengan 10 uL larutan kitosan
Dikeringkan selama kurang lebih 30 menit ( T= 50°C)

Dilapisi dengan 25 pL Organofosfat Hidrolase dengan
jumlah 142 pL dan 10 puL glutaraldehid 0,5%
Dikeringkan dalam refrigerator selama 24 jam

Dilakukan langkah yang sama untuk organofosfat

hidrolase dengan jumlah 177 g

Organofosfat hidrolase terlapis pada Screen Printed
Carbon Electrode
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L.1.2. Diagram Alir Penentuan Pengaruh Jumlah Organofosfat
Hidrolase terhadap Kinerja Biosensor Konduktometri

Screen Printed Carbon Electrode

y

dihubungkan pada biosensor konduktometer

diatur kurang lebih 0,1 cm

dicelupkan ke dalam larutan uji diazinon dan malathion
diukur daya hantar masing-masing larutan uji
orgaofosfat menggunakan biosensor konduktometer
secara bergantian

dicatat setiap 10 detik (1 siklus)

dilakukan pengukuran sebanyak 5 kali dengan elektroda
baru

dibilas dengan larutan buffer Tris-Asetat pH 8,5 0,05 M
dibuat kurva hubungan daya hantar terhadap konsentrasi
diazinon dan malathion

Pengaruh jumlah organofosfat hidrolase terhadap kinerja
biosensor konduktometri

L.1.3 Diagram Alir Penentuan Pengaruh Luas Elektroda

terhadap Kinerja Biosensor Konduktometri

SPCE dengan luas masing-masing 3 mm’, 5 mm?, dan 7 mm”

dihubungkan pada biosensor konduktometer

diatur kurang lebih 0,1 cm

dicelupkan ke dalam larutan uji diazinon dan malathion
diukur daya hantar masing-masing larutan uji
orgaofosfat menggunakan biosensor konduktometer
secara bergantian

dicatat setiap 10 detik (1 siklus)

dilakukan pengukuran sebanyak 5 kali dengan elektroda
baru
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- dibilas dengan larutan buffer Tris-Asetat pH 8,5 0,05 M
- dibuat kurva hubungan daya hantar terhadap konsentrasi
diazinon dan malathion

Pengaruh luas elektroda terhadap kinerja biosensor
konduktometri

Lampiran 2. Pembuatan Larutan
L.2.1 Pembuatan Larutan Tris 0,05 M

Sebanyak 6,057 g padatan tris ditimbang dan dilarutkan
dengan sedikit akuades dalam gelas kimia. Kemudian larutan
tersebut dipindahkan ke dalam labu takar 1000 mL dan ditambahkan
akuades hingga tanda batas.

BM Tris=121, 14%; Volume Tris 1000 mL; Konsentrasi Tris 0,1 M
mo

mol Tris = [Tris] x Volume Tris
mol
=0,05 TX 1 L= 0,05 mol

massa Tris =mol Tris x BM Tris

=0,05 mol x 121, 14i=6,057 g
mol

L.2.2 Pembuatan Larutan Asam Asetat 0,8%

Larutan asam asetat glasial 99,7% dipipet sebanyak 80 uL
menggunakan mikropipet. Setelah itu dilarutkan dengan sedikit
akuades dalam gelas kimia. Lalu dipindahkan ke dalam labu takar 10
mL dan ditambahkan akuades hingga tanda batas serta dikocok
hingga homogen.

e 08%
99,7%

x 10 mL=0,08 mL=80 pL
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L.2.3 Pembuatan Larutan Asam Asetat 0,5 M

Larutan asam asetat glasial 99,7% dipipet sebanyak 29 mL
menggunakan pipet ukur. Setelah itu dilarutkan dengan sedikit
akuades dalam gelas kimia. Lalu dipindahkan ke dalam labu takar
1000 mL dan ditambahkan akuades hingga tanda batas serta dikocok
hingga homogen.

A K p x 10 x %kadar
Mr

1,0505x 10 x 99,7
60,05 g/mol
VCH;COOH yang dipipet=

M =17,433 M=17,43 M

0,5M
17,43 M

x 1000mL= 28,69 mL=29 mL

L.2.4 Pembuatan LarutanAsam Asetat 0,25 M

Larutan asam asetat 0,5 M dipipet sebanyak 500 ml. dilarutkan
dengan sedikit akuades dalam gelas kimia dan dipindahkan ke dalam
labu takar 1000 mL. Kemudian ditambahkan akuades hingga tanda
batas dan dikocok hingga homogen.

V CH3COOH yang dipipet= == x 1000 mL = 500 mL

M

L.2. 5 Pembuatan Larutan Buffer Tris-asetat 0,05 M pH 8,5

Larutan tris 0,05 M diambil sebanyak 948 ml, kemudian
ditambahkan 52 mL larutan asam asetat 0,25 M sambil diaduk. Lalu
diukur pH larutan dengan pH meter yang telah dikalibrasi hingga pH
mencapai 8,5.

Larutan tris = 0,05 M (x) x +y = 1000 mL; x=1000-y
Larutan asam asetat = 0,25 M (y)

[OH]=Kb (mol tris-mol asetat)

mol asetat
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) (0,05 x-0,25 y)
10°°=1,2 x100 >——"""
. 025y

3,16x10° 0,05x-0,25 y

1,2x10°° 0,25y
0,658 y=0,05x-0,25y
0,658y + 0,25 y=0,05 ( 1000 —y)
0,9083 y=50-0,05y
0,9583 y =50
y=52,2 mL=52mL
x +y=1000 mL
x =1000-y
x=1000 - 52 mL
X =948 mL

L.2.6 Pembuatan Larutan Diazinon 40 ppm

Larutan pekat diazinon dipipet sebanyak 33 pL menggunakan
mikropipet. Setelah itu, dilarutkan dengan akuades dalam gelas
kimia. Kemudian dipindahkan dalam labu takar 500 mL dan
ditambahkan akuades hingga tanda batas serta dikocok hingga
homogen.

" 40 ppm a o
V diazinon= 500,000 ppm X 500 mL = 0,03 mL =33 uLL

L.2.7 Pembuatan Larutan Malathion 145 ppm

Larutan pekat malathion dipipet sebanyak 145 pupL
menggunakan mikropipet. Setelah itu dilarutkan dengan akuades
dalam gelas kimia. Kemudian dipindahkan dalam labu takar 100 mL
dan ditambahkan akuades hingga tanda batas serta dikocok hingga
homogen.

145 ppm

V malathion= —————
500.000 ppm

x 500 mL = 0,145 mL = 145 puL
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L. 2.8 Pembuatan Larutan Uji Diazinon dan Malathion dalam
Buffer Tris-Asetat pH 8,5 0,05 M

Larutan diazinon dan malathion 10 ppm dipipet menggunakan
mikropipet sesuai volume berikut :

Konsentrasi organofosfat ~ Volume yang dipipet (nL)

(ppm)

0 0
0,005 12,5
0,01 25
0,025 62,5
0,05 125
0,075 187,5

0,1 250

Kemudian dilarutkan dengan sedikit akuades dan dipindahkan ke
dalam labu takar 25 mL, ditambahkan buffer tris-asetat 0,05 M pH
8,5 sampai tanda batas dan dikocok hingga homogen.

L.2.9 Pembuatan Larutan Kitosan

Sebanyak 1 g kitosan ditimbang dan ditambahkan 0,08 mL
larutan asam asetat 0,8%, kemudian diaduk selama 24 jam pada
temperature kamar. Setelah itu, dipindahkan ke dalam botol
kaca[12].
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L.2.10 Pembuatan larutan Uji Diazinon dan Malathion dalam
Buffer Tris-Asetat pH 8,5 0,05 M

L.2.10.1 Pembuatan Larutan Uji Diazinon 0 sampai 30 ppm
dalam Buffer Tris-Asetat pH 8,5 0,05 M

Larutan diazinon 40 ppm dipipet menggunakan pipet ukur
sesuai volume berikut :
Konsentrasi organofosfat

Volume yang dipipet (mL)

(ppm)

0 0

2 5

4 10
6 15
8 20
10 25
15 38
20 50
25 63
30 75

Kemudian dilarutkan dengan sedikit akuades dan dipindahkan ke
dalam labu takar 100 mL, ditambahkan buffer tris-asetat 0,05 M pH
8,5 sampai tanda batas dan dikocok hingga homogen.
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L.2.10.2 Pembuatan Larutan Uji Malathion 0 sampai 30 ppm
dalam Buffer Tris-Asetat pH 8,5 0,05 M

Larutan Malathion 145 ppm dipipet menggunakan pipet ukur
10 mL dan 1 mL sesuai volume berikut :
Konsentrasi organofosfat  Volume yang dipipet (mL)

(ppm)
0 0
2 1
4 3
6 4
8 6
10 7
15 10
20 14
25 17
30 21

Kemudian dilarutkan dengan sedikit akuades dan dipindahkan ke
dalam labu takar 100 mL, ditambahkan buffer tris-asetat 0,05 M pH
8,5 sampai tanda batas dan dikocok hingga homogen.
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Lampiran3. Data Hasil Penelitian

L.3.1 Data Pengukuran Daya Hantar Diazinon dan Malathion
Menggunakan Biosensor Enzim Organofosfat Hidrolase

Tabel L.3.1 Data hasil pengukuran daya hantar diazinon dan
malathion menggunakan biosensor enzim organofosfat
hidrolase dengan jumlah 142 pg pada kisaran
konsentrasi 0-30 ppm

Konsentrasi Daya Hantar Organofosfat ( uS)
Organofosfat (ppm) Diazinon Malathion
0 954 939
2 959 948
4 960 951
6 962 951
8 964 960
10 960 955
15 962 953
20 961 952
25 946 951
30 938 956
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Tabel L.3.2 Data hasil pengukuran daya hantar diazinon dan
malathion menggunakan biosensor enzim organofosfat
hidrolase dengan jumlah 177 ug pada kisaran
konsentrasi 0-30 ppm

Konsentrasi Daya Hantar Organofosfat ( uS)
Organofosfat
(ppm) Diazinon Malathion

0 985 925

2 990 934

4 989 943

6 994 949

8 994 953

10 994 963

15 995 964

20 995 969

25 988 971

30 966 983
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L.3.2 Data Pengukuran Daya Hantar Diazinon dan Malathion
Menggunakan  Biosensor Konduktometri Enzim
Organofosfat Hidrolase dengan Jumlah 177 pg pada
Optimasi Luas Elektroda SPCE terhadap Kinerja
Biosensor

Tabel L.3.3. Data pengukuran daya hantar diazinon menggunakan
biosensor konduktometri organofosfat hidrolase
dengan jumlah 177 pg pada berbagai luasan elektroda
dengan kisaran konsentrasi 0-0,1 ppm

Daya hantar dari Luas Permukaan

Konsentrasi Diazinon elektroda SPCE (mmz)

(ppm)

3 mm’ 5 mm’ 7 mm’

0 703 977 1002
0,005 704 980 1005
0,01 706 984 1005
0,025 707 989 1007
0,05 708 990 1008
0,075 708 993 1009
0,1 709 995 1011
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Tabel L.3.4.

Data pengukuran daya hantar malathion
menggunakan biosensor konduktometri enzim
organofosfat hidrolase dengan jumlah 177 pg pada
berbagai luasan elektroda dengan kisaran
konsentrasi 0-0,1 ppm

Konsentrasi Malathion = Daya hantar dari Luas Permukaan

(ppm) elektroda SPCE (mm®)
3 mm’ 5 mm’ 7 mm’

0 789 949 981
0,005 790 951 983
0,01 791 953 985
0,025 792 957 986
0,05 793 960 989
0,075 795 963 989
0,1 796 964 992

Batas deteksi dapat ditentukan dari 3 kali standar deviasi
blanko dibagi dengan kepekaan biosensor. kepekaan biosensor
ditunjukkan dari slope atau kemiringan yang diperoleh dari Gambar

L.3.1:
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1000 -
y=162x + 981

z 01 e R? = 0,843

:" 980 - y =144x + 951

g R2=0,923 o diazi

£ 970 - iazinon

==

X -

5 960 B malathion

2950

940 T T T 1
0 0,05 0,1 0,15
Konsentrasi Organofosfat(ppm)
Persamaan Regresi Y ..
Organofosfat . . Linieritas (R?)
Linier
Diazinon y=162x + 981 0,843
Malathion y = 144x + 951 0,923
Gambar L.3.1. Kurva hubungan antara konsentrasi organofosfat
terhadap daya hantar
Perhitungan:
X; = x ke i ( konsentrasi organofosfat (ppm ))
Vi = vy ke i (hasil pengukuran daya hantar) ( uS)
VB = sinyal daya hantar blanko ( diperoleh dari titik potong
yang melalui x,y = intersept) (uS)

N4 = ¥ ke i (dengan cara memasukkan x; ke persamaan

regresi yang diperoleh dari kurva hubungan antara daya
hantar terhadap konsentrasi organofosfat) (uS)

n = jumlah titik

= standar deviasi blanko ( = Sy/x)

w2
@
|
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b = slope/kemiringan yang menunjukkan kepekaan dari
biosensor dan diperoleh dari kurva hubungan antara
daya hantar terhadap konsentrasi organofosfat

KV = koefisien varians pada tingkat kepercayaan 95%
dengan derajat kebebasan (a) = 5%

y = sinyal daya hantar biosensor yang berbeda signifikan
dengan 3 kali sinyal blanko (penjumlahan antara 3 kali
Sp dengan yp) (1S)

Rumus Standar Deviasi Blanko [29]

S (L.3.1)
Vo _ [2wi-g )?
X OB [ Taz

Rumus Penentuan Batas Deteksi [29]

LOD =222 (L3.2)
Rumus koevisien varians
tx S
KV= "WB (L.3.3)

Tabel L.3.5 Hasil olah standar deviasi blanko ( Sg= Sy/x ) diazinon

X Yi y Ly;-91 (}’i'}A’)2
0 977 982 5 25
0,005 980 982 2 4
0,01 984 983 1 1
0,025 989 986 3 9
0,05 990 989 1 1
0,075 993 993 0 0
0,1 995 997 2 4
total 44
standar deviasi 2,97
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Perhitungan batas deteksi diazinon:

y =(3xSp)tys

=(3x2,97)+ 981

=8,91 + 981

=989,91 pS
Subtitusi ke persamaan regresi yang diperoleh dari Gambar L.3.1:
y =162 x +981
989,91 =162x + 981
989,91 -981 =162x
8,91 =162x

=891

162
X = 0,06 ppm(batas deteksi diazinon)
Perhitungan koefisien varians pada diazinon
2,571X 291
V7

KV =283

Tabel L.3.6 Hasil olah standar deviasi blanko ( Sg= Sy/x ) malathion

X Yi y ly;-91 (Yi-ff)z
0 949 951 2 4
0,005 951 952 1 1
0,01 953 953 0 0
0,025 957 955 2 4
0,05 960 958 2 4
0,075 963 962 1 1
0,1 964 966 2 3
total 18
standar deviasi 1,89

Perhitungan batas deteksi diazinon:

y =(3xSp) +ys
=(3x1,89)+951
=5,67 +951
=956,67 pS
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