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MOTTO 
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 tanpa kita bekerja keras ” 

(Gelang) 

 

“ Hidup adalah seni menggambar tanpa penghapus ” 

(John. W. Gardner) 

 

  

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


v 

 

PERNYATAAN 

 

Saya yang bertanda tangan di bawah ini : 

Nama : Stevanus Ary Pratama 

NIM : 142210101002 

menyatakan dengan sesungguhnya bahwa karya ilmiah yang berjudul: Pengembangan 

Biosensor Elektrokimia untuk Pestisida Berbasis Inhibisi Asetilkolinesterase pada 

Sampel Sayuran adalah benar-benar hasil karya sendiri, kecuali kutipan yang sudah 

saya sebutkan sumbernya, belum pernah diajukan pada institusi manapun, serta bukan 

karya jiplakan. Saya bertanggung jawab atas keabsahan dan kebenaran isinya sesuai 

dengan sikap ilmiah yang harus dijunjung tinggi. 

Demikian pernyataan ini saya buat dengan sebenarnya, tanpa ada tekanan 

dan paksaan dari pihak manapun serta bersedia mendapat sanksi akademik jika 

ternyata di kemudian hari pernyataan ini tidak benar. 

 

Jember, 12 Juli 2018 

Yang menyatakan, 

 

 

 

Stevanus Ary Pratama 

NIM 142210101002 

 

  

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


vi 

 

SKRIPSI 

 

PENGEMBANGAN BIOSENSOR ELEKTROKIMIA UNTUK 

PESTISIDA BERBASIS INHIBISI ASETILKOLINESTERASE 

PADA SAMPEL SAYURAN  
 

 

 

 

 

 

 

Oleh : 

 

Stevanus Ary Pratama 

NIM 142210101002 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pembimbing 

Dosen Pembimbing Utama : Prof. Drs. Bambang Kuswandi,M.Sc., Ph.D. 

Dosen Pembimbing Anggota : Ari Satia Nugraha, S.F.,GdipSc,M.Sc-Res,Ph.D.,Apt. 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


vii 

 

PENGESAHAN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


viii 

 

RINGKASAN 

 

Pengembangan Biosensor Elektrokimia untuk Pestisida Berbasis Inhibisi 

Asetilkolinesterase pada Sampel Sayuran; Stevanus Ary Pratama, 142210101002; 

2018; 104 halaman; Fakultas Farmasi Universitas Jember. 

 

Pestisida adalah bahan beracun dan berbahaya yang di dalamnya terdapat zat 

kimia dan bahan lain serta jasad renik dan virus yang digunakan untuk membunuh 

atau mengendalikan hama dan beberapa jasad penggangu lainnya. Dalam bidang 

pertanian, penggunaan pestisida selama dua dekade terakhir mengalami peningkatan. 

Peningkatan ini disebabkan karena adanya serangan hama yang tidak dapat diprediksi 

dan banyak menimbulkan kerugian sehingga memicu petani untuk menggunakan 

pestisida sebagai upaya dalam mengendalikan serangan hama. 

Berdasarkan data BKPD Provinsi Sulawesi Selatan pada tahun 2012 yang 

diambil dari beberapa kabupaten/kota di Provinsi Sulawesi Selatan menyebutkan 

bahwa terdapat residu pestisida yang berasal dari golongan organofosfat, karbamat, 

organoklorin dan piretroid di dalam sayuran terong, sawi, kangkung, wortel, kentang 

dan cabe rawit.  

Adanya residu pestisida dari senyawa organofosfat dan karbamat cukup 

membahayakan karena dapat menyebabkan kematian. Hal ini disebabkan oleh 

senyawa organofosfat dan karbamat yang dapat menghambat kerja dari enzim 

Asetilkolinesterase. Enzim Asetilkolinesterase merupakan enzim yang berperan 

dalam penerusan rangsangan saraf. Kematian dapat terjadi karena adanya gangguan 

dalam fungsi susunan saraf yang disebabkan oleh kerja senyawa organofosfat dan 

karbamat. 

Sebagai upaya mengetahui tingkat toksisitas serta resiko yang ditimbulkan 

pestisida terhadap makhluk hidup dan lingkungan maka perlu dilakukan analisis 

residu pestisida dalam bahan pangan dan lingkungan. Gas Chromatography (GC) dan 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) merupakan metode yang sering 
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digunakan dalam analisis pestisida. Namun kelemahan yang dimiliki oleh metode ini 

yaitu membutuhkan perlakuan ekstraksi dan pemurnian di laboratorium yang 

membutuhkan waktu analisis lebih lama dan biaya analisis yang cukup mahal. Untuk 

mengatasi kelemahan tersebut, saat ini dikembangkan analisis pestisida dengan 

menggunakan sensor. Dengan teknologi sensor memungkinkan untuk dapat 

dilakukan pemantauan dan pengukuran secara otomatis. 

Dalam penelitian ini dikembangkan biosensor elektrokimia untuk analisis 

residu pestisida dari golongan karbamat dengan menggunakan metode voltametri 

(Differential pulse voltametry (DPV)). Elektroda yang digunakan adalah screen 

printed electrode (SPE) berbasis karbon yang bekerja secara adsorpsi pada sampel 

untuk kemudian bereaksi secara enzimatis menghasilkan sinyal-sinyal analisis 

terukur.  

Pada biosensor elektrokimia ini, linieritas yang didapat meliputi rentang 

konsentrasi 0,01–33 ppm dengan persamaan regresi yang diperoleh adalah                  

y = 0,085x + 0,547 dan nilai koefisien korelasi atau r = 0,9884. Biosensor 

elektrokimia ini tidak akan terganggu dengan adanya komponen pengganggu berupa 

kuersetin dengan perbandingan kadar standar karbosulfan dan kuersetin sebesar 

1:100. Nilai Batas Deteksi (LOD) yang diperoleh adalah 0,01 ppm sedangkan nilai 

Batas Kuantitasi (LOQ) adalah 0,03 ppm. Pada perhitungan presisi diperoleh nilai 

RSD = 9,603 %. Untuk penentuan akurasi dengan metode biosensor elektrokima 

diperoleh % recovery rata-rata sebesar 98,70%. 

Berdasarkan hasil aplikasi sampel, metode biosensor elektrokimia sebagai 

sensor pestisida dapat digunakan sebagai metode alternatif untuk mengetahui 

kandungan residu pestisida pada sampel sayuran yang beredar di pasaran.  
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Indonesia merupakan salah satu negara yang memiliki perkembangan  pesat 

dalam bidang pertanian. Badan Ketahanan Pangan Nasional tahun 2016 melaporkan 

bahwa pada tahun 2012 hingga 2016 terjadi fluktuasi dan penurunan pada beberapa 

komoditas sayur dan buah yang sering dikonsumsi oleh masyarakat seperti bayam, 

kubis, sawi, tomat dan anggur. Penurunan ini disebabkan karena adanya serangan 

hama yang tidak dapat diprediksi dan banyak menimbulkan kerugian sehingga 

memicu petani untuk menggunakan pestisida sebagai upaya dalam mengendalikan 

serangan hama.  

Menurut Arif (2017) pestisida adalah bahan beracun dan berbahaya yang di 

dalamnya terdapat zat kimia dan bahan lain serta jasad renik dan virus yang 

digunakan untuk membunuh atau mengendalikan hama dan beberapa jasad 

penggangu lainnya. Pestisida dapat digolongkan ke dalam kelas insektisida, fungisida 

dan herbisida. Dalam bidang pertanian, penggunaan pestisida organofosfat dan 

karbamat selama dua dekade terakhir mengalami peningkatan. Organofosfat dan 

karbamat merupakan salah satu contoh dari kelas insektisida  (Syarfiah, 2015). 

Berdasarkan data BKPD Provinsi Sulawesi Selatan pada tahun 2012 yang 

diambil dari beberapa kabupaten/kota di Provinsi Sulawesi Selatan menyebutkan 

bahwa terdapat residu pestisida yang berasal dari golongan organofosfat, karbamat, 

organoklorin dan piretroid di dalam sayuran terong, sawi, kangkung, wortel, kentang 

dan cabe rawit (Herdariani dkk., 2013). 
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Adanya residu pestisida dari senyawa organofosfat dan karbamat cukup 

membahayakan karena dapat menyebabkan kematian. Hal ini disebabkan oleh 

senyawa organofosfat dan karbamat yang dapat menghambat kerja dari enzim 

Asetilkolinesterase. Enzim Asetilkolinesterase merupakan enzim yang berperan 

dalam penerusan rangsangan saraf. Kematian dapat terjadi karena adanya gangguan 

dalam fungsi susunan saraf yang disebabkan oleh kerja senyawa organofosfat dan 

karbamat (Sudewa dkk., 2009). 

Selain dikaitkan dalam bidang kesehatan, penggunaan pestisida juga 

memberikan dampak negatif terhadap kerusakan lingkungan. Beberapa diantaranya 

adalah munculnya resistensi serangga, peledakan hama kedua, memberikan pengaruh 

negatif terhadap organisme bukan sasaran, residu dalam makanan dan pengaruh 

langsung terhadap pengguna  (Herdariani dkk., 2013).  

Untuk mengontrol dampak negatif penggunaan pestisida terhadap lingkungan 

dan kesehatan, diatur batas maksimum residu pestisida terutama karbamat 

berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Mutiatikum (2009) yang menyebutkan 

bahwa batas konsentrasi total pestisida karbamat yang diperbolehkan tidak melebihi             

0,01 mg/kg/hari, berdasarkan penelitian yang dilakukan ditemukan residu 

penggunaan pestisida karbamat sebesar 0,0296-0,0755 mg/kg.  

Sebagai upaya mengetahui tingkat toksisitas serta resiko yang ditimbulkan 

pestisida terhadap makhluk hidup dan lingkungan maka perlu dilakukan analisis 

residu pestisida dalam bahan pangan dan lingkungan. Gas Chromatography (GC) dan 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) merupakan metode yang sering 

digunakan dalam analisis pestisida. Namun kelemahan yang dimiliki oleh metode ini 

yaitu membutuhkan perlakuan ekstraksi dan pemurnian di laboratorium yang 

membutuhkan waktu analisis lebih lama dan biaya analisis yang cukup mahal. Untuk 

mengatasi kelemahan tersebut, saat ini dikembangkan analisis pestisida dengan 

menggunakan sensor. Dengan teknologi sensor memungkinkan untuk dapat 

dilakukan pemantauan dan pengukuran secara otomatis (Azis, 2011). Jenis sensor 
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yang saat ini berkembang salah satunya adalah biosensor (Velasco-Garcia dan 

Mottram, 2003). 

Biosensor adalah piranti analitis yang menggunakan interaksi biologi untuk 

menghasilkan sinyal baik secara kualitatif atau kuantitatif (Kuswandi, 2010). 

(Mashuni, 2012) mendefinisikan biosensor adalah penggabungan antara komponen 

biologi (enzim) dan transduser fisika untuk mendeteksi suatu senyawa target. Dalam 

hal ini digunakan enzim yang dapat bereaksi secara selektif dengan substrat. 

Keunggulan dari biosensor yaitu memiliki sensitivitas dan selektivitas yang tinggi, 

respon yang cepat, mudah dalam pengoperasian, dan dapat digunakan dalam 

mendeteksi komponen kimia dan biologi, obat-obatan, makanan dan monitoring 

lingkungan (Baeumner, 2003). 

Dalam penelitian ini dikembangkan biosensor elektrokimia untuk analisis 

residu pestisida dari golongan karbamat dengan menggunakan metode voltametri 

(Differential pulse voltametry (DPV)). Elektroda yang digunakan adalah screen 

printed electrode (SPE) berbasis karbon yang bekerja secara adsorpsi pada sampel 

untuk kemudian bereaksi secara enzimatis menghasilkan sinyal-sinyal analisis 

terukur. Penelitian ini diharapkan mampu mendeteksi adanya residu pestisida dengan 

lebih mudah dan efisien. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

1. Bagaimana fabrikasi dan kondisi optimal biosensor elektrokimia untuk 

mendeteksi residu pestisida pada sampel sayuran? 

2. Bagaimana karakteristik biosensor elektrokimia untuk deteksi residu pestisida 

meliputi linieritas, selektivitas, LOD & LOQ, presisi dan akurasi? 

3. Apakah biosensor elektrokimia dapat diaplikasikan untuk deteksi residu 

pestisida jenis karbamat pada sampel sayuran? 
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1.3 Tujuan Penelitian 

1. Untuk mengetahui fabrikasi dan kondisi optimal biosensor elektrokimia dalam 

mendeteksi residu pestisida pada sampel sayuran. 

2. Untuk mengetahui karakteristik biosensor elektrokimia dalam mendeteksi 

residu pestisida meliputi linieritas, selektivitas, LOD & LOQ, presisi dan 

akurasi. 

3. Untuk mengetahui kemampuan pengaplikasian biosensor elektrokimia dalam 

mendeteksi residu pestisida. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

1. Dapat mengembangkan biosensor elektrokimia sebagai deteksi residu 

pestisida pada sayuran. 

2. Dapat mengaplikasikan langsung pengetahuan di bidang biosensor untuk 

mendeteksi residu pestisida pada sayuran. 

 

1.5 Batasan Masalah 

1. Jenis pestisida yang dideteksi adalah golongan karbamat (karbosulfan). 

2. Sayuran yang dipakai kangkung, kubis, sawi, selada dan tomat sebagai sampel 

model. 
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2. BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Pestisida 

Menurut Arif (2017) pestisida adalah bahan beracun dan berbahaya yang di 

dalamnya terdapat zat kimia dan bahan lain serta jasad renik dan virus yang 

digunakan untuk membunuh atau mengendalikan hama dan beberapa jasad 

penggangu lainnya. Berdasarkan Peraturan Menteri Pertanian Republik Indonesia 

NOMOR 107/PERMENTAN/SR.140/9/2014 tentang pengawasan pestisida 

disebutkan bahwa pestisida dapat digunakan untuk : 

a. Memberantas atau mencegah hama dan penyakit yang dapat merusak tanaman, 

bagian tanaman dan hasil pertanian. 

b. Memberantas rerumputan. 

c. Mematikan daun dan mencegah pertumbuhan yang tidak diinginkan. 

d. Mengatur dan merangsang pertumbuhan tanaman atau bagian tanaman tetapi 

bukan termasuk pupuk. 

e. Memberantas atau mencegah hama luar pada hewan peliharaan dan ternak. 

f. Memberantas atau mencegah hama air. 

g. Memberantas atau mencegah binatang-binatang dan jasad-jasad renik dalam 

rumah tangga, bangunan dan dalam alat-alat pengangkutan. 

h. Memberantas atau mencegah binatang yang dapat menyebabkan penyakit pada 

manusia atau binatang yang perlu dilindungi dengan penggunaan pada tanaman, 

tanah dan air. 
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2.1.1 Jenis Pestisida 

Berdasarkan cara kerjanya, pestisida dibagi dalam tiga golongan yaitu 

insektisida, fungisida dan herbisida (Soemirat, 2010). Pestisida menurut struktur 

kimianya dibagi menjadi beberapa golongan senyawa yaitu golongan organoklorin, 

organofosfat, karbamat, dinitrofenol, piretroid, fumigan, petroleum dan antibiotik. 

Organofosfat dan karbamat temasuk dalam kelas insektisida, dimana organofosfat 

dan karbamat merupakan golongan yang selama dua dekade terakhir mengalami 

pertumbuhan yang meningkat dalam penggunaan pestisida di bidang pertanian 

(Syarfiah, 2015). 

 

2.1.2 Tinjauan tentang insektisida karbamat 

Berdasarkan Soemirat (2010) penggunaan insektisida golongan karbamat 

sangat banyak digunakan. Golongan karbamat memiliki sifat yang hampir sama 

dengan insektisida golongan organofosfat baik dari segi aktivitas maupun daya 

racunnya. Insektisida golongan karbamat memiliki residu yang tidak  dapat bertahan 

lama di alam. Senyawa karbamat merupakan turunan dari asam karbamik HO-CO-

NH2, senyawa ini juga mampu menghambat kerja enzim Asetilkolinesterase. 

Pada tahun 1951 Ciba Geigy yang berasal dari Swiss berhasil menemukan 

insektisida golongan karbamat. Beberapa contoh produk pestisida yang mengandung 

golongan karbamat adalah Karbofuran, Baygon, Bayrusil,  Karbaril dan Tiodikarb. 

Proses absorpsi insektisida golongan karbamat umumnya melalui kulit, udara dan 

oral dalam jumlah kecil. Gejala keracunan yang dapat timbul akibat golongan 

karbamat berlangsung lebih singkat dibandingkan dengan golongan organofosfat  

karena lebih cepat terurai di dalam tubuh dan efek keracunan yang dihasilkan bersifat 

reversible (dapat pulih) serta durasinya singkat. 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


7 

 

 

Salah satu bahan aktif pestisida dari golongan karbamat adalah karbosulfan. 

Berikut ini adalah struktur dari karbosulfan 

OH3C

H3C

O N

O

CH3

S
N

CH3

CH3

 

Gambar 2.1 Struktur kimia karbosulfan 

Nama IUPAC  : 2,3-dihydro-2,2-dimethylbenzofuran-7yl 

 (dibutylaminothio)methylcarbamate 

Rumus umum  : C20H32N2O3S 

BM   : 380.5 

 

2.1.3 Resiko Pestisida  

Penggunaan pestisida memberikan dampak negatif bagi kesehatan dan 

lingkungan. Ketidaktepatan penggunaan pestisida dapat menyebabkan pencemaran 

lingkungan, membahayakan kesehatan dan membunuh mikroorganisme non target 

(Yuantari dkk., 2015). Resistensi populasi hama terhadap pestisida dapat terjadi 

apabila penggunaan pestisida berlebih atau tidak tepat aturan. Dampak lain yang 

dihasilkan dapat menyebabkan peningkatan biaya pengendalian, peningkatan 

kematian organisme non target dan penurunan kualitas lingkungan (Laba, 2010). 

 

2.2 Biosensor 

Biosensor merupakan sebuah perangkat analisis yang menggunakan material 

biologi atau biomolekul (misalnya jaringan, organel, sel, enzim, antibodi, DNA dan 

sebagainya) secara terintegrasi dengan sebuah transduser fisika-kimia (optik, 

elektrokimia, termometrik, piezoelektrik atau magnetik) yang dapat menghasilkan 

sinyal elektronik yang proporsional dengan jumlah suatu analit atau kelompok analit 

tertentu (Kuswandi, 2010). Secara umum, prinsip kerja biosensor adalah molekul 
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yang secara spesifik dan selektif hanya bereaksi dengan analit tertentu  untuk 

menghasilkan sinyal yang baik secara kualitatif maupun kuantitatif.  

Bagian-bagian penting yang terdapat dalam biosensor untuk dapat bekerja 

secara optimal meliputi : 

a. Bagian pengenal biologis (pendeteksian secara biomolekul/biokimia). Pada 

bagian inilah biasanya biomolekul atau bioelemen (misalnya enzim, antibodi, 

DNA atau sel) ditempatkan atau diintegrasikan, sering pula disebut diimobilisasi 

pada permukaan sensor. 

b. Bagian transduksi (pengubah menjadi sinyal). Bagian ini biasanya dapat berupa 

transduksi elektrokimia atau optik. 

c. Bagian pemrosesan sinyal (signal processing) yang kemudian ditampilkan dalam 

bentuk tampilan atau data display. Bagian ini biasanya berupa sirkuit elektronik 

yang mengubah atau memproses sinyal menjadi sinyal listrik yang kemudian 

dilakukan penguatan untuk meningkatkan sensitivitas kerja suatu biosensor, yang 

kemudian pula dapat diberikan dalam bentuk tampilan dari suatu sinyal listrik 

(display pada monitor/data) (Kuswandi, 2010). Secara singkat bagian-bagian 

tersebut dapat dilihat pada Gambar 2.2. 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.2 Prinsip kerja biosensor (Kuswandi, 2010) 

Analit 
R 

Reagen 

Produk 

Transduser Elektronik 

Sensor 

elemen 
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2.2.1 Penggunaan Biosensor 

Salah satu teknologi yang saat ini berkembang pesat adalah biosensor. 

Dengan adanya teknologi biosensor ini dapat dimungkinkan untuk dilakukan 

pemantauan dan pengukuran secara otomatis dengan tingkat keakuratan dan 

kepresisian yang baik (Hiskia, 2007). Beberapa contoh pengaplikasian biosensor 

meliputi bidang kesehatan seperti pemanfaatan biosensor amperometri untuk deteksi 

glukosa (Asnawati dkk., 2013), dalam bidang lingkungan seperti pemanfaatan 

biosensor untuk mengukur kadar BOD5 dalam air, bidang pangan dan industri farmasi 

(Kuswandi, 2010).  

2.2.2 Biosensor Enzim 

Biosensor enzim merupakan suatu perangkat analisis yang menggunakan 

enzim sebagai elemen pensensoran dengan sebuah transduser untuk menghasilkan 

sinyal yang proporsional dengan konsentrasi dari target analit (substrat, inhibitor dan 

aktivator). Sinyal ini dapat dihasilkan dari perubahan konsentrasi proton, 

dihasilkannya atau dikonsumsinya gas-gas tertentu (seperti NH3, O2 atau CO2), 

cahaya emisi, reflektansi, absorpsi, perubahan panas, massa dan sebagainya. Sinyal 

tersebut kemudian dikonversi menjadi sebuah respon sinyal yang dapat diukur baik 

dalam bentuk arus, tegangan, absorpsi cahaya, perubahan temperatur atau massa 

melalui transduksi elektrokimia, piezoelektrik, optik, ataupun termometrik. Setelah 

itu sinyal tersebut diproses lebih lanjut untuk dapat dianalisis (Kuswandi, 2010). 

Biosensor enzim untuk mendeteksi pestisida didasarkan pada pengukuran inhibisi 

enzim atau pada pengukuran langsung dari senyawa yang terlibat dalam reaksi 

enzimatik (Sassolas dkk., 2012). 

 

2.3 Tinjauan Voltametri sebagai Metode Transduksi Biosensor 

2.3.1 Deteksi dan pengukuran AChEi 

Metode transduksi secara elektrokimia merupakan salah satu metode yang 

telah banyak dikembangkan dalam biosensor enzim (Kuswandi,2010). Voltametri 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


10 

 

 

merupakan teknik analisis yang sering digunakan dalam bidang kimia analitik. Pada 

teknik voltametri, arus dari elektroda kerja diukur sebagai fungsi dari potensial. Hasil 

dari pengukuran tersebut digambarkan dalam bentuk voltamogram. Teknik voltametri 

memiliki keuntungan yaitu memiliki sensitivitas yang tinggi untuk rentang 

konsentrasi yang besar, baik untuk spesi organik maupun anorganik (Mahendra,  

2012). 

Biosensor voltametri didasarkan pada sistem enzim yang secara katalis 

mengubah analit non-aktif menjadi produk yang dapat dioksidasi atau direduksi pada 

elektroda kerja. Secara umum, arus yang dihasilkan dari reaksi ini linier atau 

proporsional dengan konsentrasi produk elektroaktif, yang mana konsentrasi produk 

ini juga proporsional dengan konsentrasi substrat enzim yang non-elektroaktif 

(Tavakoli dan Ghourchian, 2010). 

 

2.3.2 Differential Pulse Voltammetry (DPV) 

Differential pulse voltammetry (DPV) merupakan teknik yang digunakan 

untuk pengukuran bahan organik maupun anorganik dalam jumlah yang kecil karena 

memiliki limit deteksi yang rendah. DPV memiliki sinyal potensial yang bersifat 

tetap (konstan) pada amplitudo yang kecil (10-100 mV) serta terlapisi oleh perubahan 

basis potensial yang rendah (Andriani, 2007). Metode lain yang dapat digunakan 

dalam analisis elektrokimia adalah Linear Sweep Voltammetry, Cyclic Voltammetry, 

Square Wave Voltammetry, Normal (and Reverse) Pulse Voltammetry, Stripping 

Voltammetry, Pulse Amperometry dan Multi Pulse Voltammetry. 

Differential Pulse Voltammetry (DPV) adalah metode elektrokimia yang 

sering digunakan pada analisis kimia lingkungan terutama analisis kandungan AChEi 

pada sampel pertanian contohnya pestisida. Keunggulan dari metode DPV adalah 

memiliki performa analisis yang tinggi, selektivitas dan sensitivitas yang tinggi, 

analisis data yang mudah serta data yang dihasilkan tidak dipengaruhi oleh warna dan 
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turbiditas sampel (matriks atau pengganggu non-analit dalam sampel herbal cukup 

besar) (Kuswandi, 2010). 

Berikut ini adalah contoh bentuk voltamogram yang dihasilkan dari 

pengukuran menggunakan metode DPV. 

 

Gambar 2.3 Voltamogram Differential Pulse Voltammetry (He dkk., 2007) 

 

2.3.3 Screen Printed Electrode (SPE) 

Beberapa tahun terakhir telah banyak dikembangkan tinta karbon konduktif 

dalam SPE, terutama digunakan sebagai elektroda biosensor. Strategi yang dilakukan 

yaitu dengan cara menempatkan (mengimobilisasi) suatu enzim pada elektroda kerja 

dan menghasilkan peningkatan respon elektrokimia analit dalam sampel (Murti, 

2013). 

Beberapa jenis SPE yang sering digunakan adalah SPE berbasis karbon dan 

SPE berbasis elektroda referensi AgCl. Perbedaan dari kedua jenis SPE tersebut 

adalah pada bahan tinta yang digunakan untuk fabrikasi elektroda. Tinta karbon 

konduktif digunakan sebagai bahan dasar untuk menyablon (printing) elektroda kerja 

pada jenis SPE berbasis karbon, sedangkan SPE berbasis elektroda referensi AgCl 

menggunakan Ag/AgCl sebagai bahan dasar pembuatan elektroda referensi. Selain 

kedua jenis tersebut, terdapat jenis-jenis SPE lainnya seperti SPE berbasis emas, 

platina, perak dan karbon nanotube (Murti, 2013). Berikut ini adalah contoh gambar 

SPE berbasis elektroda karbon. 
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Gambar 2.4 Elektroda pada konfigurasi SPE (Sanllorente-Méndez dkk., 2010) 

 

  

 

 

 

 

Gambar 2.5 Bagian-bagian Elektroda SPE yang terdiri dari Working Electrode (WE), 

Auxilary Electrode (AE) dan Reference Electrode (RE) (Sanllorente-Méndez dkk., 2010) 

 

2.3.4 Prinsip Pendeteksian AChEi dengan SPE 

Menurut Sanllorente-Méndez (2010) penentuan kondisi optimum pada 

imobilisasi enzim menggunakan biosensor AChE dalam SPE beberapa diantaranya 

telah dilakukan penelitian. Biosensor AChE dalam SPE akan menghasilkan sinyal 

voltametrik dimana sinyal tersebut sensitif terhadap konsentrasi Asetilkolinklorida. 

Prinsip pengukurannya didasarkan pada efek inhibisi AChEi yang terdapat dalam 

sampel terhadap aktivitas enzim AChE yang terimobilisasi dalam elektroda SPE. 
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O N
R2

R1

O

AChESer  
Asetilkolinklorida + H2O    Tiokolinklorida + Asam asetat………….(2.1) 

Asam asetat sebagai produk reaksi enzimatis Asetilkolinesterase memiliki 

sifat elektroaktif. Asam Asetat akan mengalami oksidasi pada anoda sehingga 

memberikan sinyal yang cukup untuk mendeteksi senyawa-senyawa AChEi. Dengan 

adanya  interaksi antara senyawa AChEi dengan AChE untuk menginaktivasi enzim, 

tiokolin akan berkurang jumlahnya dan nilai arus yang dihasilkan dari proses oksidasi 

akan diterjemahkan kedalam fungsi konsentrasi AChEi yang terdapat pada sampel 

analisis (di bawah kondisi analisis yang sama) (Sanllorente-Méndez dkk., 2010).  

  

2.4 Tinjauan tentang Enzim 

Enzim adalah suatu  protein yang berfungsi sebagai katalisator reaksi- reaksi 

kimia dalam sistem biologis. Enzim memiliki daya katalitik yang tinggi sehingga 

mampu meningkatkan kecepatan reaksi hingga satu juta kali lebih cepat dibandingkan 

reaksi-reaksi tanpa enzim. Tidak hanya mampu mengkatalis reaksi-reaksi dalam 

sistem biologis, enzim juga mampu mengkatalis reaksi-reaksi luar sistem biologis 

asalkan dipaparkan pada kondisi yang sesuai. Kemampuan suatu enzim untuk 

mengkatalis suatu reaksi dapat dilihat melalui aktivitasnya (Kusumadjaja dan Dewi, 

2005). Menurut Suhara (2008) faktor-faktor yang mempengaruhi kerja enzim adalah : 

a. Suhu  

Enzim sangat dipengaruhi oleh suhu lingkungannya. Setiap terjadi kenaikan suhu 

10˚C, kecepatan enzim akan menjadi dua kali lipat, sampai batas suhu tertentu. 

Enzim dan protein pada umumnya dinonaktifkan pada suhu tinggi. 
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b. pH  

Semua enzim sangat peka terhadap perubahan pH, enzim akan menjadi nonaktif 

ketika berada pada lingkungan dengan pH sangat rendah (asam kuat) dan pH tinggi 

(basa kuat). 

c. Konsentrasi enzim, substrat dan kofaktor 

Apabila pH dan suhu konstan, dan jumlah substrat berlebihan, maka laju reaksi 

sebanding dengan jumlah enzim yang ada. Sebaliknya jika pH, suhu dan konsentrasi 

enzim konstan, maka laju reaksi sebanding dengan jumlah substrat.  

d. Inhibitor  

 Inhibitor adalah senyawa yang dapat menghambat aktivitas suatu enzim. 

Inhibitor digolongkan menjadi 2 jenis utama yaitu inhibitor yang bekerja secara 

irreversible (tidak dapat balik) dan yang bekerja secara reversible (dapat balik). 

 

2.5 Tinjauan tentang Enzim Asetilkolinesterase (AChE) 

Enzim Asetilkolinesterase adalah salah satu enzim yang terlokalisasi pada 

jaringan otak manusia. Enzim Asetilkolinesterase mengendalikan transmisi impuls 

saraf pada sinaps neuron kolinergik dan sel kolinoseptif (analog dengan sel eritrosit 

pada mamalia) dengan menghidrolisis transmitter asetilkolin (ACh) pada sistem saraf 

sentra dan perifer. Mekanisme kerja enzim dijelaskan pada gambar 2.7. Mekanisme 

hidrolisis ACh berlangsung secara bertahap melalui mekanisme asilenzim yang 

melibatkan serin nukleofilik dari sisi esteratik AChE. Dengan adanya penghambatan 

ini mampu meningkatkan konsentrasi ACh dan menyebabkan peningkatan aktivasi 

reseptor nikotinik dan sinaps muskarinik yang merupakan molekul target untuk 

insektisida organofosfat dan karbamat. Mekanisme ini berlangsung secara tepat 

dengan kecepatan katalis yang bergantung pada kecepatan difusi (diffusion rate) 

antara substrat dan enzim dengan waktu penggantian sekitar 100 mikrosekon (Kamal 

dan Al-Jafari, 1999). 
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Gambar 2.6 Reaksi hidrolisis asetilkolin oleh AChE 

 Prinsip kerja AChE adalah dengan mengubah neurotransmitter asetilkolin 

menjadi bentuk esternya (asam asetat dan kolin). Nitrogen yang bermuatan positif 

dalam molekul asetilkolin akan berikatan dengan bagian anionic molekul enzim dan 

terjadinya hidrolisis dikatalis oleh ikatan ester antara serin dengan –O karbonil pada 

asetilkolin (Badawy dan El-Aswad, 2014).  

 

2.6 Inhibisi Enzim dengan Karbamat 

Pestisida karbamat merupakan inhibitor kolinesterase. Senyawa karbamat 

memiliki beberapa struktur yang hampir sama dengan asetilkolin (ACh) yang 

merupakan substrat alami dari kolinesterase. Mekanisme inhibisi yang terjadi 

berlangsung dalam dua tahap : pembentukan secara reversible kompleks enzim 

inhibitor (Kd = K-1/K1) dan (K2) yang menghasilkan enzim yang tidak aktif. 

Ser
AChE N

R2

R1

RO

O

+
K1

OH O N

R1

R2

O

Ser AChE
K3

H2O

OH

Ser
AChE + HNR1R2

+ CO2

 

 

Gambar 2.7 Inhibisi AChE oleh karbamat 

 Karena terjadinya reaksi karbamilasi AChE relatif cepat, karbamat dapat 

dianggap sebagai inhibitor reversibel.  Struktur kimia dari karbamat akan berubah 

ketika menghambat AChE karena pada karbamat terjadi pergantian gugus nukleofilik 

yang akan berikatan secara kovalen dengan sisi serin pada enzim (Marrs, 2004). 

 

Asetilkolinklorida 

 

Asam Asetat Tiokolin 

Carbamate Carbamoylated 

AChE 

Reactivated 

AChE 
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2.7 Teknik Imobilisasi Enzim 

Sebuah biosensor agar dapat memiliki performansi yang sangat baik, maka 

biomolekul/bioreseptor yang menentukan biodeteksi terhadap target analit harus 

selalu terikat secara permanen pada permukaan sensor atau transduser. Imobilisasi 

dari biomolekul memegang peranan penting dalam menentukan performansi secara 

keseluruhan dari sebuah biosensor (Kuswandi, 2010). 

Tantangan utama dalam imobilisasi biomolekul seperti enzim, antibodi, 

protein atau DNA pada permukaan sensor atau transduser adalah menentukan atau 

mempertahankan gugus fungsi yang akan digunakan dalam ikatan imobilisasi, 

sementara membiarkan gugus aktif dari biomolekul tersebut dapat bekerja dengan 

baik dan optimal. Teknik imobilisasi yang tepat dari biomolekul akan menghasilkan 

stabilitas dan sensitivitas yang tinggi pada sebuah sistem biosensor (Kuswandi, 

2010).  

Menurut Kuswandi (2010) imobilisasi biomolekul pada permukaan sensor 

dapat dilakukan dengan beragam cara dan teknik yang telah dikembangkan. Secara 

umum imobilisasi reagen terbagi menjadi dua jenis metode yaitu fisika, yang meliputi 

proses penyerapan (adsorpsi), pemerangkapan (entrapment), pengkapsulan 

(encapsulasi), dan interaksi elektrostatik, serta metode kimia yang meliputi 

pembentukan ikatan kovalen dan crosslinking. 

 

2.7.1 Metode Fisika 

a. Penyerapan (Adsorpsi) 

Metode adsorpsi merupakan metode yang paling mudah dan sering digunakan 

karena dapat mengikat berbagai macam reagen dari material organik maupun 

anorganik. Namun, adesi dari reagen dari fase padat lebih lemah karena ikatan 

yang terbentuk selama proses adsorpsi tidak mudah ditentukan. Teknik ini 

biasanya melibatkan ikatan hidrogen van der waals. Adsorpsi biasanya digunakan 

untuk proses dimana reagen diserap oleh material pendukung (adsorben). 
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Terdapat 3 (tiga) jenis adsorben yang biasa digunakan dalam imobilisasi, antara 

lain polimer berpori, material karbon dan material organik (Kuswandi, 2010). 

Berikut merupakan gambar metode adsorpsi:  

 

 

Gambar 2.8 Metode Adsorpsi (Kuswandi, 2010) 

b. Pengkapsulan (Encapsulasi) 

Teknik ini disebut juga teknik mikroenkapsulasi. Teknik pengkapsulan 

menggunakan membran semipermeable untuk memerangkap reagen kimia pada 

permukaan sensor. Material membran yang sering digunakan misalnya PVC 

(polyvinylchloride), cellulose acetat, polycarbonate, dan polytetrafluoroethylene 

(teflon). Teknik ini dapat bertahan terhadap perubahan kondisi misalnya 

perubahan suhu, pH, kekuatan ion dan komposisi kimia (Kuswandi, 2010). 

Berikut merupakan gambar metode pengkapsulan (encapsulasi): 

  

  

  

 

Gambar 2.9 Metode pengkapsulan (Encpsulasi) (Kuswandi, 2010) 

c. Pemerangkapan (Entrapment) 

Teknik pemerangkapan melibatkan pencampuran antara reagen dengan 

sebuah larutan monomer, yang kemudia mengalami polimerisasi membentuk 

membran baik berupa gel maupun lapisan tipis film, sehingga reagen dapat 

terperangkap di dalamnya (Kuswandi, 2010). Berikut adalah gambar metode 

pemerangkapan (Entrapment): 
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Gambar 2.10 Metode pemerangkapan (Entrapment) (Kuswandi, 2010) 

d. Metode Interaksi Elektrostatik 

Interaksi elektrostatik atau ionik biasanya digunakan untuk reagen yang 

mempunyai muatan negatif dengan fase pendukung yang bermuatan positif atau 

sebaliknya. Fase pendukung yang biasa digunakan dalam teknik ini adalah resin 

penukar ion (Kuswandi,2010). Berikut ini adalah gambar metode interaksi 

elektrostatik: 

 

 

 

Gambar 2.11 Metode Interaksi Elektrostatik (Kuswandi, 2010) 

 

2.7.2 Metode Kimia 

a. Ikatan Kovalen 

Ikatan kovalen melibatkan ikatan antara molekul reagen dengan fase 

pendukungnya. Reaksi kimia yang biasa digunakan untuk imobilisasi ini adalah 

sililasi (silylation) dimana reagendiikatkan secara ikatan kovalen pada material 

pendukung secara langsung, misalnya untuk material bersilika. Dan reaksi 

Mannich, dimana reagen dengan atom hidrogen aktif diikat secara kovalen pada 

resin gelas pendukung (Kuswandi, 2010). Berikut ini adalah gambar metode 

pembentukan ikatan kovalen: 
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Gambar 2.12 Metode pembentukan ikatan kovalen (Kuswandi, 2010) 

b. Crosslinking 

Crosslinking adalah metode yang menggunakan senyawa kimia yang 

memiliki dua gugus fungsi yang dapat mengikatkan reagen pada membran. 

Kekurangan dari metode ini adalah kerusakan pada spesifikasi reagen dan hasil 

crosslinking merupakan senyawa yang sangat kaku (Eggins, 1996). Berikut ini 

adalah gambar metode crosslinking: 

 

 

 

 

Gambar 2.13 Metode crosslinking (Kuswandi, 2010) 

 

2.8 Karakteristik Biosensor 

 Beberapa hal yang harus diperhatikan dalam pengembangan biosensor adalah 

performansi atau unjuk kerja dari biosensor tersebut dalam mendeteksi suatu analit. 

Menurut (Kuswandi, 2010) performansi suatu biosensor meliputi: 

a. Linieritas  

Linieritas merupakan kemampuan metode analisis yang memberikan respon 

secara langsung atau dengan bantuan transformasi matematik yang baik dan 

proporsional terhadap konsentrasi analit dalam sampel. Linieritas dinyatakan 

dalam istilah variansi sekitar arah garis regresi yang dihitung berdasarkan 
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persamaan matematik data yang diperoleh dari hasil uji analit dalam sampel 

dengan berbagai konsentrasi analit yang digunakan (Harmita, 2004). 

Dalam praktik, digunakan satu seri larutan standar yang berbeda 

konsentrasinya antara 50-150 % kadar analit dalam sampel. Di dalam pustaka, 

sering digunakan rentang konsentrasi antara 0-200 %. Jumlah sampel yang 

dianalisis sekurang-kurangnya delapan buah sampel blangko. Sebagai parameter 

adanya hubungan linier digunakan koefisiensi korelasi r pada analisis regresi linier 

Y = bX + a dan nilia Vx0. Hubungan linier yang ideal dicapai dengan nilai r = +1 

atau -1 bergantung dengan arah garis (Harmita, 2004) dan nilai Vx0 <5 % (Ermer, 

2005). 

b. Selektivitas 

Selektivitas atau spesifisitas merupakan kemampuan suatu metode yang hanya 

mengukur zat tertentu saja secara cermat dan seksama dengan adanya komponen 

lain yang mungkin ada dalam matriks sampel (Harmita, 2004). Parameter ini 

adalah karateristik yang paling penting dari sebuah biosensor karena merupakan 

suatu penentu apakah metode yang digunakan bebas dari adanya senyawa 

pengganggu yang terkandung dalam sampel. Karena tidak ada metode analisis 

yang terjamin bebas dari adanya senyawa pengganggu, seperti ion-ion yang dapat 

mengganggu analisis (Kuswandi, 2010). 

c. Sensitivitas 

Sensitivitas dapat dinyatakan dalam Limit of Detection (LOD) dan Limit of 

Quantitation (LOQ). LOD merupakan jumlah terkecil analit dalam sampel yang 

dapat dideteksi dan mampu memberikan respon signifikan dibandingkan dengan 

blangko. Sedangkan batas kuantitasi (LOQ) adalah parameter pada analisis yang 

diartikan sebagai kuantitas terkecil analit dalam sampel yang masih dapat 

terdeteksi (Harmita, 2004). Biosensor biasanya memiliki sensitivitas yang berkisar 

submilimolar (µM) hingga pada konsentrasi yang sangat rendah yaitu femtomolar 

(10-15) (Kuswandi, 2010).  
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Menurut Harmita (2004) pada analisis instrumen batas deteksi dapat 

dihitung dengan mengukur respon blangko beberapa kali lalu dihitung simpangan 

baku respon blangko dan formula seperti persamaan 2.2 dibawah ini : 

  Q = 
K x Sb

S1
..........................................(2.2) 

Keterangan : 

Q   = LOD (batas deteksi) atau LOQ (Batas kuantitasi) 

k    = 3 untuk LOD atau 10 untuk LOQ 

Sb  = simpangan baku respon analitik dari blangko 

S1  = arah garis linier dari kurva antara respon terhadap konsentrasi = slope  

Simpangan baku respon (Sb) dapat dihitung dengan persamaan 2.3 berikut : 

Sb =√∑(y-yi)𝟐

n-2
...................................(2.3) 

dengan yi = a + bx 

d. Presisi 

Presisi merupakan keterdekatan respon biosensor untuk analit yang sama. 

Pada umumnya dinyatakan dengan standar deviasi (s), baik standar deviasi relatif 

(RSD) maupun koefisien variasi (CV) (Skoog, 2017). Presisi biosensor terhadap 

analit dapat dikatakan baik apabila ada kesesuaian antara satu respon dengan 

respon lainnya yang dinyatakan dengan standar deviasi relatif (RSD) < 5% 

(Kuswandi, 2010).  Kriteria penerimaan koefisien variasi pada uji presisi dapat 

dilihat pada Tabel 2.1. 

 

 

 

Tabel 2.1 Rentang kesalahan yang diijinkan pada setiap konsentrasi analit pada 

sampel 
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Analit pada matrik sampel 

(%) 

Unit RSD (%) 

100 100 % 1,3 

≥10 10 % 2,8 

≥1 1 % 2,7 

≥0,01 0,1 % 3,7 

0.01 100 ppm 5,3 

0.001 10 ppm 7,3 

0.0001 1 ppm 11 

0,00001 100 ppb 15 

0,000001 10 ppb 21 

 

e. Akurasi  

Akurasi atau kecermatan adalah ukuran yang menunjukkan derajat kedekatan 

hasil analisis dengan kadar analit yang sebenarnya. Kecermatan dinyatakan 

sebagai persen perolehan kembali (% recovery) analit yang ditambahkan (Harmita, 

2004). Biosensor biasanya memiliki akurasi (% recovery) yang baik yaitu dibawah 

± 5%. Perhitungan % recovery yang diijinkan pada setiap konsentrasi analit pada 

matriks dapat dilihat pada tabel 2.4. 

% recovery = 
Konsentrasi hasil percobaan

konsentrasi teoritis
 x 100 %.................(2.4) 

Tabel 2.2 Persen recovery analit pada konsentrasi yang berbeda 

Analit pada matrik sampel 

(%) 

Unit Rata-rata yang diperoleh 

100 100% 98-102 

≥10 10% 98-102 

≥1 1% 97-103 

≥0,01 0,1% 95-105 

0.01 100 ppm 90-107 

0.001 10 ppm 80-110 

0.0001 1 ppm 80-110 

0,00001 100 ppb 80-110 

0,000001 10 ppb 60-115 

0,0000001 1 ppb 40-120 

Sumber : (Huber, 2007) 

Sumber : (Huber, 2007) 
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2.9 Tinjauan Uji Residu Pestisida dengan Metode High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) adalah teknik pemisahan 

pada proses analisis senyawa yang paling banyak digunakan, selain pemisahan HPLC 

dapat digunakan untuk mengidentifikasi dan mengkuantifikasi komponen campuran 

dalam fase larutan. Pada komponen yang padat, perlu dilakukan preparasi menjadi 

larutan terlebih dahulu. HPLC dapat digunakan untuk analisis senyawa yang tidak 

mudah menguap, termolabil dan memiliki berat molekul yang tinggi. Perbedaan 

afinitas antara komponen fase diam dan fase gerak merupakan dasar dari proses 

pemisahan. Komponen yang ditahan oleh fase gerak memiliki tingkat pergerakan 

yang lebih lambat daripada komponen yang ditahan oleh fase diam. Fase cair 

dipompa dengan laju yang konstan pada kolom yang diselubungi oleh fase diam. 

Sebelum memasuki kolom, sampel analisis disuntikkan dalam aliran pembawa. Saat 

mencapai kolom komponen sampel secara selektif akan berinteraksi sesuai dengan 

sifat fisika kimia (Arora dan Bhanot, 2014) 

Penetapan residu pestisida secara kuantitatif dapat dilakukan dengan metode 

HPLC. Penetapan kadar pestisida dilakukan pada suhu rendah karena salah satu sifat 

pestisida yang termolabil. Kondisi analisis yang sering digunakan pada penetapan 

kadar residu pestisida dengan HPLC adalah dengan menggunakan eluen asetonitril 

dan air. Panjang gelombang yang digunakan adalah 275 nm (Yusiasih, 2009). 
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3. BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN 

 

3.1 Jenis Penelitian 

Jenis penelitian ini adalah penelitian experimental laboratories. 

 

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini bertempat di Laboratorium Kimia dan Biosensor, Bagian Kimia 

Farmasi, Fakultas Farmasi, Universitas Jember. Penelitian ini dilaksanakan mulai 

bulan Februari 2018 sampai selesai. 

 

3.3 Rancangan Penelitian 

3.3.1 Rancangan Operasional 

Penelitian ini dilakukan melalui beberapa tahap sebagai berikut : 

a. Optimasi biosensor elektrokimia meliputi optimasi volume dan konsentrasi 

enzim, optimasi volume sampel yang dibutuhkan, optimasi konsentrasi 

substrat, optimasi potensial kerja dan optimasi waktu inhibisi enzim oleh 

pestisida. 

b. Karakterisasi biosensor meliputi linieritas, selektivitas, sensitivitas (LOD dan 

LOQ), presisi dan akurasi.  

c. Aplikasi biosensor elektrokimia pada sampel sayuran 
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3.3.2 Diagram Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Diagram Alur Penelitian 

Optimasi biosensor elektrokimia (volume dan konsentrasi enzim, 

volume sampel, konsentrasi substrat, potensial kerja dan waktu 

inhibisi enzim oleh pestisida ) 

 

Imobilisasi enzim AChE, substrat dan pestisida pada elektroda kerja 

SPE dengan metode adsorpsi  

 

Karakterisasi biosensor elektrokimia 

 

Preparasi alat dan bahan 

 

Selektivitas Linieritas LOD dan LOQ 

Akurasi  Presisi  

Penentuan kadar pestisida pada sampel sayuran 

 

Biosensor 

elektrokimia 

Hasil pengukuran yang diperoleh dibandingkan dengan 

menggunakan T-Test 

 

HPLC 
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3.4 Alat dan Bahan 

3.4.1 Alat 

Alat yang dibutuhkan pada penelitian ini adalah screen printed electrode 

(SPE) dari EDAQ® , EmStat PalmSens® versi 1.8, perangkat lunak PSTrace versi 5.3 

PalmSens®, laptop, pH meter, beaker glass, gelas ukur, lemari es, labu ukur, pipet 

volume, pipet tetes, neraca analitik, mikropipet, ball filler, batang pengaduk, tabung 

eppendorf, botol semprot, vial, stopwatch, penyaring Buchner, membran penyaring, 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (Shimadzu). 

3.4.2 Bahan 

Bahan-bahan yang dibutuhkan dalam penelitian ini adalah substrat 

Asetilkolinklorida (AChCl) (Sigma Aldrich), enzim Asetilkolinesterase (AChE) (EC. 

3.1.1.7, Electrophorus electricus, 518 U/mg solid) (Sigma Aldrich), standar pestisida 

karbosulfan 11 gram/L, Tris-base (Merck), larutan buffer pH 7,5, HCl 0,1 N, akuades,  

asetonitril, metanol, sampel sayuran. 

 

3.5 Prosedur Penelitian 

3.5.1 Preparasi Bahan 

a. Pembuatan larutan buffer 

Larutan buffer tris (7,5 mM) dengan pH 7,5 dibuat dari larutan tris 

(hidroxymethyl) aminometan dan HCL masing-masing dengan konsentrasi 7,5 mM 

dengan jumlah yang tepat (diuji dengan pH meter). 

b. Pembuatan larutan Asetilkolinklorida 

Pembuatan larutan Asetilkolinklorida dengan menimbang 0,02 gram 

Asetilkolinklorida (CH3COOH2N
+(CH3)Cl-) dalam buffer tris 7,5 mM pH 7,5 (yang 

diperoleh dari hasil 3.5.1) hingga mencapai 1 ml untuk mendapatkan larutan 

Asetilkolinklorida 20.000 ppm. 
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c. Pembuatan larutan Asetilklorinesterase 

Pembuatan larutan Asetilkolinesterase dengan menimbang 1 mg 

Asetilkolinesterase dalam buffer tris 7,5 mM pH 7,5 hingga mencapai 1 ml untuk 

mendapatkan larutan Asetilkolinesterase 1.000 ppm. Dimana dalam 1.000 ppm 

mengandung 518 unit/mg.  

d. Pembuatan larutan standar karbosulfan  

Larutan induk karbosulfan 11 g/L (11.000 ppm) diencerkan dengan buffer tris 

7,5 mM (pH 7,5) dalam labu ukur 10 ml untuk mendapatkan konsentrasi karbosulfan 

mulai dari 0,11-1.100 ppm 

 

3.6 Optimasi biosensor elektrokimia 

3.6.1 Optimasi volume enzim Asetilkolinesterase(AChE) 

Optimasi volume AChE dilakukan untuk menetukan volume enzim yang 

optimal untuk diimobilisasikan pada elektroda SPE. Optimasi dilakukan dengan cara 

meneteskan enzim AChE sebanyak 2 μl, 4 μl, 8 μl dan 12 μl pada plat tetes lalu 

menambahkan Asetilklorinklorida (AChCl) dengan volume 2 μl pada masing-masing 

sumuran enzim pada plat tetes. Setelah 5 menit, masing-masing sumuran diuji dengan 

kertas lakmus biru dan diamati perubahan warna lakmus (dari biru ke merah) yang 

paling signifikan secara visual dari keempat volume tersebut.  

 

3.6.2 Optimasi potensial kerja 

Penentuan potensial kerja dilakukan dengan menguji nilai arus pada 

voltamogram yang menunjukkan lonjakan arus paling signifikan pada satu titik 

potensial tertentu dengan menggunakan metode DPV. Puncak ini dapat dilihat pada 

voltamogram yang dihasilkan dari beberapa titik potensial kerja. Potensial kerja yang 

dipilih adalah potensial kerja yang memberikan nilai arus yang tinggi dengan syarat 

mempunyai nilai koefisien korelasi (r) yang memenuhi persyaratan dari seri 

konsentrasi standar yang dibuat.    
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3.6.3 Optimasi konsentrasi enzim Asetilkolinesterase(AChE) 

Optimasi konsentrasi Asetilkolinesterase (AChE) dilakukan untuk mengetahui 

konsentrasi optimal AChE yang akan digunakan sebagai konsentrasi kerja enzim 

dalam pengukuran inhibisi enzim. Optimasi dilakukan dengan menggunakan metode 

DPV untuk mengetahui arus yang dihasilkan oleh AChE pada nilai konsentrasi 100 

dan 1.000 ppm. Kondisi optimum apabila arus yang dihasilkan dari kedua konsentrasi 

tersebut menghasilkan arus lebih besar dan memiliki reprodusibilitas yang baik. 

3.6.4 Optimasi konsentrasi Asetilkolinklorida 

Optimasi konsentrasi Asetilkolinklorida (AChCl) dilakukan untuk mengetahui 

konsentrasi optimal AChCl yang akan digunakan sebagai konsentrasi kerja substrat 

dalam pengukuran inhibisi enzim. Optimasi ini dilakukan menggunakan metode DPV 

dengan nilai konsentrasi pengukuran 10.000 ppm, 20.000 ppm dan 30.000 ppm. 

Kondisi optimum apabila menghasil nilai arus yang lebih besar pada potensial kerja 

terpilih.  

3.6.5 Optimasi volume sampel 

Volume sampel ditentukan dengan memipet larutan akuades sebanyak 1µl,      

2 µl, 3 µl dan 4 µl hingga memenuhi elektroda SPE secara optimal. Kondisi optimum 

volume sampel ditentukan dengan melihat elektroda SPE yang berisi akuades dengan 

jumlah sesuai hasil optimasi volume enzim dan substrat terisi semua dengan larutan 

akuades yang diteteskan. 

 

3.6.6 Optimasi waktu inhibisi 

Optimasi waktu inhibisi merupakan waktu yang dibutuhkan untuk pestisida 

agar dapat menginhibisi Asetilkolinesterase. Waktu inhibisi ditentukan dengan 

meneteskan pestisida dengan konsentrasi 0,1 ppm pada area kerja elektroda yang 

terdapat enzim,  kemudian diteteskan substrat sebanyak 2 μl. Selanjutnya dilakukan 

pengukuran arus pada elektroda kerja SPE dengan metode DPV dan dilihat arus yang 
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dihasilkan selama 5, 10, 15, 20 dan 25 menit. Waktu inhibisi ditentukan dengan 

menghitung % inhibisi melalui persamaan 3.1. 

% inhibisi= 
Arus blanko - ∆ arus 

arus blanko
 x 100 % (Zuhra dkk., 2008)  ……………..(3.1) 

Dimana : arus blanko = respon sebelum diinhibisi 

     ∆ arus = respon setelah diinhibisi 

 

3.7 Preparasi Sampel 

Sampel sayur yang diperkirakan mengandung residu pestisida yang tinggi 

seperti kangkung, kubis, sawi, selada dan tomat yang diperoleh dari salah satu pasar 

tradisional yang terletak di Kabupaten Jember. Masing-masing sampel dihancurkan 

menggunakan mortir dan stamper, kemudian ditimbang sebanyak 0,5 g. Selanjutnya 

sampel sayur diadkan dengan akuades sampai tepat 10 ml, kemudian diultrasonik 

selama 15 menit. Cairan tersebut selanjutnya disentrifugasi selama 15 menit dengan 

kecepatan 3.000 rpm. Filtrat yang didapat kemudian digunakan untuk mendeteksi 

residu pestisida dengan menggunakan biosensor elektrokimia. 

 

3.8 Pengukuran Analit dengan Metode Biosensor Elektrokimia 

Pengukuran analit dengan metode biosensor elektrokimia diawali dengan 

proses imobilisasi enzim yang dilakukan dengan metode adsorpsi. Dua mikroliter 

AChE diteteskan pada elektroda kerja (working electrode/WE) SPE kemudian 

didiamkan selama 20 menit hingga enzim terimobilisasi sempurna. Sampel sejumlah 

dua mikroliter kemudian diteteskan pada permukaan elektroda (working 

electrode/WE, auxillary electrode/AE dan reference electrode/RE) lalu didiamkan 

kembali 20 menit. Kemudian diteteskan substrat AChCl sebanyak dua mikroliter 

pada elektroda SPE. Elektroda SPE dihubungkan dengan Laptop dan EmStat 

PalmSens® yang sudah dirangkai sesuai dengan prosedur. Kemudian arus diukur 

dengan metode DPV seperti pada diagram 3.4. 
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Penentuan dengan metode DPV dilakukan dengan cara merangkai laptop dan 

EmStat PalmSens® sesuai dengan prosedur. Perangkat lunak PalmSens® dibuka dan 

dikoneksikan dengan cara meng-klik connect sehingga muncul tanda found EmStat 

(Gambar 3.2.). Pengukuran voltamogram dilakukan secara DPV dengan cara meng-

klik Technique-Differential Pulse. Langkah berikutnya adalah pengisian kondisi 

analisis yang meliputi (E condition, t condition, E deposition, t deposition, t 

equilibrium, E begin, E end, E step, E pulse, t pulse dan scan rate) sesuai nilai yang 

diperlihatkan pada Gambar 3.3. 

 

 

 

 

Gambar 3.2 Koneksi EmStat dengan perangkat komputer (laptop) 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.3 Kondisi analisis pada pengukuran menggunakan metode DPV 

Arus pengukuran berada pada rentang arus 10 nA-10 μA. Setelah semua 

pengaturan kondisi analisis selesai, dilakukan pengukuran sesuai prosedur. 

Pengukuran dilakukan dengan cara meng-klik start atau tanda panah berwarna hijau 

pada display dan ditunggu hingga pengukuran selesai (menghasilkan voltamogram) 
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Gambar 3.4 Diagram penentuan arus dengan metode DPV 

Didiamkan 20 menit 

Didiamkan 20 menit 

Elektroda SPE dihubungkan 

dengan laptop dan EmStat 

PalmSens® yang sudah dirangkai 

sesuai dengan prosedur  

Penentuan arus dengan metode 

DPV 
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3.9 Karakteristik Biosensor 

3.9.1 Penentuan Linieritas 

Penentuan daerah linier dilakukan dengan mengukur potensial arus setiap 

konsentrasi larutan standar  yaitu 0,01 ppm, 0,05 ppm,  0,11 ppm, 0,55 ppm, 1,1 ppm, 

11 ppm, 22 ppm dan 33 ppm yang direaksikan dengan AChE sehingga terjadi efek 

inhibisi saat ditambahkan substrat (AChCl) pada rentang arus 10 nA-10 μA. 

Pengukuran dilakukan setelah enzim terimobilisasi dengan baik dalam elektroda kerja 

SPE. Hasil yang didapat lalu dianalisis sehingga diperoleh persamaan linieritas dan 

daerah linear untuk tiap standar yang sekaligus dapat digunakan juga sebagai kurva 

kalibrasi. Data yang diperoleh pada pengujian linieritas dapat dikatakan linier apabila 

memiliki nilai koefisien korelasi (r) mendekati +1 atau -1 (Harmita, 2004) dan nilai 

Vx0 <5% (Ermer, 2005). 

 

3.9.2 Penentuan Selektivitas 

Penentuan selektivitas dilakukan dengan cara menggunakan standar 

karbosulfan 0,1 ppm yang kemudian ditambah dengan kuersetin yang diasumsikan 

sebagai komponen pengganggu yang banyak terkandung dalam sayuran (Koirewoa 

dkk., 2012). Preparasi sampel dapat dilihat pada bab 3.7. Penentuan selektivitas 

dilakukan dengan membuat perbandingan konsentrasi antara standar dan sampel 1:1, 

1:10 dan 1:100. Penentuan selektivitas dilakukan dengan mengukur nilai % inhibisi, 

langkah selanjutnya adalah membandingkan nilai % inhibisi dari standar karbosulfan 

0,1 ppm yang yang tidak mengandung komponen pengganggu dengan nilai % inhibisi 

standar kalbosulfan 0,1 ppm yang telah diberi komponen pengganggu. Selektivitas 

suatu metode analisis terhadap analit dapat digolongkan baik jika % interferensi < 

5%. Nilai % interferensi dihitung berdasarkan perasamaan 3.2. 

 

% Interferensi = 
% inhibisi standar dengan pengganggu - % inhibisi standar 

% inhibisi standar
 x 100.......(3.2) 
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3.9.3 Penentuan sensitivitas (LOD dan LOQ) 

Sensitivitas ditentukan melalui parameter LOD dan LOQ. Penentuan batas 

deteksi dan batas kuantitasi dilakukan dengan membuat sejumlah larutan standar 

pestisida dengan konsentrasi terkecil dari rentang pengujian linieritas. Data yang 

diperoleh kemudian dianalisis menggunakan program Validation Method of 

Analysis.exe sehingga diperoleh kurva linieritas konsentrasi berbanding dengan         

% inhibisi. Dari hasil analisis data akan diperoleh Xp, dimana nilai tersebut 

menunjukkan nilai LOD dihitung dari persamaan regresi (Wulandari, 2012). Untuk 

nilai LOQ dapat dihitung melalui persamaan 3.3.  

LOQ = 
10

3
 LOD………………………………………….(3.3) 

 

3.9.4 Penetuan presisi (repeatability) 

Presisi diukur dengan melakukan pengulangan untuk tiap-tiap konsentrasi uji 

pada setiap analit. Jumlah pengulangan yang digunakan adalah 6 pengulangan 

(replikasi) pada biosensor yang berbeda. Penentuan presisi dilakukan dengan 

menimbang sampel kubis sebanyak 6 kali replikasi dan dipreparasi seperti pada bab 

3.7. Selanjutnya dilakukan pengukuran analit pada biosensor elektrokimia seperti 

pada bab 3.8. Presisi sensor terhadap analit dapat digolongkan baik apabila memenuhi 

kriteria penerimaan presisis konsentrasi yang berbeda dapat dilihat pada tabel 2.1. 

3.9.5 Penentuan akurasi 

Penentuan akurasi dilakukan dengan metode penambahan standar adisi yaitu 

dengan persen recovery dari tiga kali penambahan analit sebesar 30, 45 dan 60 % dari 

konsentrasi sampel hasil pengukuran presisi. Penentuan akurasi dilakukan dengan 

melakukan preparasi sampel sayur kubis seperti pada bab 3.7. Kemudian ditambah     

1 ml standar adisi dalam labu ukur 10 ml. Larutan kemudian diteteskan pada 

elektroda kerja SPE yang mengandung enzim dan diamati nilai arus. Nilai arus yang 

didapat kemudian digunakan untuk menghitung nilai % inhibisi. Nilai % inhibisi hasil 

pengukuran kemudian dimasukkan ke dalam persamaan regresi sehingga diperoleh 
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konsentrasi pestisida dalam sampel. Dari konsentrasi pestisida yang diperoleh akan 

dapat ditentukan massa pestisida yang terdapat dalam sampel. Massa pestisida hasil 

pengukuran tersebut dibandingkan dengan massa pestisida secara teoritis, sehingga 

dapat ditentukan harga % recovery.  

Nilai % recovery dihitung berdasarkan persamaan : 

% recovery = 
Konsentrasi hasil percobaan

konsentrasi teoritis
 x 100 % ............................(3.4) 

 

Kriteria penerimaan % recovery untuk konsentrasi yang berbeda dapat dilihat 

pada Tabel 2.2. 

 

3.10 Pengukuran Analit dengan Menggunakan Metode High Performance 

Liquid Chromatography (HPLC) 

3.10.1 Preparasi sampel 

Sampel sayur yang diperkirakan mengandung residu pestisida yang tinggi 

seperti kangkung, kubis, sawi, selada dan tomat yang diperoleh dari salah satu pasar 

tradisional yang terletak di Kabupaten Jember. Masing-masing sampel dihancurkan 

menggunakan mortir dan stamper, kemudian ditimbang sebanyak 0,5 g. Selanjutnya 

sampel sayur diadkan dengan metanol sampai tepat 10 ml, kemudian diultrasonik 

selama 15 menit. Cairan tersebut selanjutnya disentrifugasi selama 15 menit dengan 

kecepatan 3.000 rpm. Filtrat yang didapat kemudian disaring menggunakan membran 

penyaring. Hasil yang diperoleh digunakan untuk analisis residu pestisida dengan 

metode HPLC. 

3.10.2 Pembuatan kurva kalibrasi standar karbosulfan pada HPLC 

Kurva kalibrasi standar karbosulfan pada HPLC dibuat dengan membuat seri 

konsentrasi sebesar 1,1 ppm, 2,2 ppm, 5,5 ppm, 8,8 ppm dan 11 ppm. Sehingga dapat 

diperoleh persamaan regresi yang dapat digunakan dalam penetapan kadar analit 
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dalam sampel sayuran. Dalam pembuatan kurva kalibrasi dipilih kondisi analisis 

sesuai optimasi yang dilakukan. Kondisi analisis HPLC dapat dilihat pada tabel 3.1. 

Tabel 3.1 Kondisi Analisis HPLC 

Pelarut Metanol 

Eluen Asetinitril : H2O (80:20) ml 

Fase diam  Kolom RPC-18 25 cm 

Panjang gelombang 275 nm 

Laju alir 1 ml/ menit 

 

3.11 Aplikasi Metode Biosensor Elektrokimia Dibandingkan dengan Metode 

HPLC 

Sampel nyata berupa sayuran yang diperkirakan mengandung residu pestisida 

yang diambil dari salah satu pasar tradisional di Kabupaten Jember. Sampel sayuran 

yang digunakan adalah kangkung, kubis, sawi, selada, tomat. Selanjutnya dilakukan 

pengujian dengan menggunakan biosensor elektrokimia dengan melakukan preparasi 

sampel seperti pada bab 3.7. Pengujian menggunakan biosensor elektrokimia 

dilakukan dengan cara meneteskan 2 μl AChE pada elektroda kerja SPE kemudian 

didiamkan selama 20 menit hingga enzim terimobilisasi sempurna. Sampel sejumlah 

2 μl kemudian diteteskan pada permukaan elektroda (working electrode/WE, 

auxillary electrode/AE dan reference electrode/RE) lalu didiamkan kembali              

20 menit. Kemudian diteteskan substrat AChCl sebanyak dua mikroliter pada 

elektroda SPE. Didapatkan nilai arus yang dapat digunakan untuk menghitung nilai   

% inhibisi. Nilai % inhibisi yang didapat kemudian digunakan untuk mengukur kadar 

analit dalam sampel sayuran.  Pada pengujian dengan menggunakan metode HPLC 

dilakukan dengan mengukur area dari sampel pada panjang gelombang yang telah 

ditentukan. Dari nilai area yang diperoleh dapat ditentukan konsentrasi analit dalam 

sampel. Hasil konsentrasi yang diperoleh dari kedua metode dibandingkan dengan 

menggunakan metode T-Test program spss.16. Kedua metode dapat dikatakan tidak 

berbeda signifikan apabila nilai signifikansi dari uji T-Test >0,05 (Dahlan, 2006).
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BAB 5. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Dari penelitian yang telah dilakukan diperoleh beberapa kesimpulan sebagai 

berikut : 

1. Fabrikasi dan kondisi optimum analisis biosensor elektrokimia meliputi :

a. Elektroda yang digunakan adalah jenis screen printed electrode (SPE) dari

EDAQ® yang berbasis karbon yang bekerja secara adsorpsi pada sampel

untuk kemudian bereaksi secara enzimatis menghasilkan sinyal-sinyal analisis

terukur.

b. Proses imobilisasi reagen. Enzim Asetilkolinesterase diimobilisasi dalam

elektroda kerja, kemudian diteteskan sampel pestisida dan substrat

Asetilkolinklorida untuk mengetahui adanya reaksi enzimatis dan inhibisi.

c. Kondisi optimum dalam analisis inhibisi enzim dengan bioreagen AChE

teradsorpsi dalam eletroda kerja SPE adalah sebagai berikut :

• Range arus yang digunakan 10 nA – 10 μA dengan potensial kerja terpilih

adalah -0,5 V.

• Volume optimum sampel yang digunakan adalah sebesar 2 μl.

• Pelarut yang digunakan adalah Buffer Tris-HCl pH 7,5.

• Konsentrasi AChCl optimum adalah 20.000 ppm dan konsentrasi enzim

sejumlah 1.000 ppm.

2. Karakterisasi biosensor elektrokimia sebagai sensor pestisida meliputi :

a. Linieritas diperoleh dari kurva kalibrasi antara log konsentrasi vs % inhibisi.

Persamaan regresi yang didapat adalah y = 0,085x + 0,547 dengan nilai

koefisien korelasi (r) = 0,9884. Hasil tersebut telah memenuhi persyaratan

validasi yaitu  mendekati (+1) atau (-1).

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


51 

 

 

 

b. Biosensor elektrokimia tidak akan terganggu dengan adanya komponen 

pengganggu berupa kuersetin dengan perbandingan kadar standar karbosulfan 

dan kuersetin sebesar 1:100, sehingga biosensor elektrokimia dapat dikatakan 

selektif. 

c. Nilai batas deteksi (LOD) biosensor elektrokimia adalah 0,005 ppm 

sedangkan nilai batas kuantitasi (LOQ) adalah 0,015 ppm. 

d. Nilai RSD yang diperoleh dari pengukuran metode biosensor elektrokimia 

telah memenuhi persyaratan RSD <11 % yaitu 9,603 %.  

e. Metode biosensor elektrokimia sebagai sensor pestisida memenuhi parameter 

akurasi dengan % recovery rata-rata sebesar 98,70%. 

f. Metode biosensor elektrokimia sebagai sensor pestisida dapat digunakan 

sebagai metode alternatif untuk mengetahui kandungan pestisida pada sampel 

sayuran yang beredar di pasaran. 

5.2 Saran 

 Penelitian mengenai pengembangan biosensor elektokimia berbasis inhibisi 

Asetilkolinesterase untuk mendeteksi residu pestisida dalam sampel sayuran perlu 

dikembangkan dengan beberapa saran sebagai berikut : 

1. Mengembangkan metode biosensor elektrokimia dalam mendeteksi residu 

pestisida pada golongan selain karbamat untuk mengetahui residu pestisida 

lain yang ada di pasaran.   

2.  Melakukan pengujian residu pestisida pada sampel sayuran yang lain dan  

dapat dikembangakan pada sampel buah-buahan. 

3.  Mengembangakan penilaian validasi yang lebih luas, seperti ketangguhan 

metode ( ruggedness) dan kekuatan (robustness). 
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6. LAMPIRAN 

Lampiran A. Foto Alat 

  
A.1 Em-Stat PalmSense® A.2 Laptop 

  
A.3 Kabel konektor Em-Stat PalmSense®dengan 

elektroda 

A.4 Kabel konektor Em-Stat PalmSense®dengan laptop 
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A.5 Screen printed electrode (SPE) dari EDAQ® A.6 Timbangan analitik 

  
A.7 pH meter A.8 Alat- alat gelas 
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A.9 Vial A.10 Ultrasonik Homogenizer 

  
A.11 Sentrifuse A.12 HPLC 
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A.13 Filter holder dan spuit A.14 Lemari pendingin 

 

Lampiran B. Foto Bahan 

 

 

B.1 Enzim Asetilkolinesterase (AChE) B.2 Substrat Asetilkolinklorida (AChCl) 
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B.3 Pestisida Karbosulfan B.4 Sampel Sayuran 
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Lampiran C. Korelasi konsentrasi vs % inhibisi untuk penentuan potensial 

kerja 

C.1. Penentuan potensial pada -0,4 V 

Konsentrasi log Konsentrasi Rata-rata  arus ∆ arus % inhibisi 

0,01 -2 0,826 2,564 24,37% 

0,05 -1,3 1,15 2,24 33,92% 

0,11 -1 1,295 2,095 38,20% 

0,55 -0,25 1,485 1,905 43,81% 

1,1 0,04 1,698 1,692 50,09% 

11 1,04 1,942 1,448 57,29% 

22 1,342 2,018 1,372 59,53% 

33 1,518 2,171 1,219 64,04% 
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C.2. Penentuan potensial pada -0,5 V 

Konsentrasi log Konsentrasi Rata-rata  arus ∆ arus % inhibisi 

0,01 -2 1,3 2,09 38,55% 
0,05 -1,3 1,49 1,9 44,02% 
0,11 -1 1,52 1,87 44,67% 
0,55 -0,25 1,85 1,54 54,67% 
1,1 0,04 1,94 1,45 57,36% 
11 1,04 2,12 1,27 62,66% 

22 1,342 2,2 1,19 64,79% 
33 1,518 2,38 1,01 70,11% 

 

 

 

y = 0.037ln(x) + 0.547
r = 0.9884
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y = 0.085x + 0.547
r = 0.9884
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Lampiran D. Perhitungan Optimasi Waktu Inhibisi 

D.1. Hasil Optimasi Waktu Inhibisi 

Waktu Arus ∆ arus % inhibisi 

Blanko 3,39 - - 

5 0,655 2,73 19,23% 

10 0,865 2,52 25,44% 

15 1,245 2,13 36,98% 

20 1,541 1,84 45,56% 

25 1,540 1,84 45,56% 

 

D.2. Contoh Perhitungan % Inhibisi 

I= 
(Arus blanko - ∆ arus)

Arus blanko
 x 100 %  

I = 
(3,39 – 1,84)

3,39
 x 100 %  

  = 45,56 % 
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Lampiran E. Data dan Perhitungan Linieritas 

E.1. Data Konsentrasi Standar Pestisida 

Standar 

(ppm)  

Blanko Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rata-rata  

arus 

SD RSD ∆arus %inhibisi 

0,01 3,39 1,23 1,34 1,34 1,30 0,066 5,12% 2,08 38,555% 

0,05 3,39 1,46 1,54 1,49 1,49 0,039 2,66% 1,89 44,024% 

0,1 3,39 1,54 1,52 1,15 1,52 0,014 0,93% 1,87 44,675% 

0,55 3,39 1,73 1,90 1,94 1,85 0,112 6,04% 1,53 54,675% 

1,1 3,39 1,93 1,95 1,96 1,94 0,017 0,88% 1,44 57,367% 

11 3,39 2,12 2,13 2,13 2,12 0,008 0,38% 1,26 62,663% 

22 3,39 2,09 2,25 2,26 2,20 0,095 4,34% 1,19 64,793% 

33 3,39 2,25 2,44 2,45 2,38 0,112 4,74% 1,01 70,118% 

  

 

E.2.  Kurva Hasil Penentuan Linieritas 

 
 

 

 

y = 0.085x + 0.547
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E.3. Voltamogram Penetuan Linieritas 
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Lampiran F. Data dan Perhitungan Hasil Uji Selektivitas 

F.1. Tabel Hasil Uji Selektivitas 

Perbandingan Bahan  Nilai arus (μA) Rata-rata 

arus 

∆ arus % Inhibisi %interferensi 

 Rep 1 Rep 2 Rep 3  

- Standar 0,1 ppm 1,540 1,526 1,517 1,527 1,87 44,83 % - 

1:1 0,1 ppm standar + 0,1 

ppm kuersetin 

1,547 1,551 1,553 1,550 1,84 45,72 % 1,985 % 

1:10 0,1 ppm standar + 1 

ppm kuersetin 

1,561 1,544 1,563 1,556 1,834 45,89 % 2,364 % 

1:100 0,1 ppm standar + 10 

ppm kuersetin 

1,568 1,569 1,569 1,568 1,821 46,28 % 3,234 % 

 

F.2. Perhitungan Selektivitas 

 a. Pestisida 0,1 : kuersetin 0,1 ppm 

▪ Pestisida 0,1 ppm 

1 ml/10 ml x 11.000 = 1.100 ppm 

1 ml/10 ml x 1.100 = 110 ppm 

1 ml/10 ml x 110 = 11 ppm 

1 ml/10 ml x 11 = 1,1 ppm 

1 ml/10 ml x 1,1 = 0,11 ppm 

 

▪ Kuersetin 0,1 ppm 

1 ml/ 100 ml x 1.000 = 10 ppm 

1 ml/ 10 ml x 10 = 1 ppm 

1 ml/ 10 ml x 1= 0,1 ppm  
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b. Pestisida 0,1 : kuersetin 1 ppm 

▪ Pestisida 0,1 ppm 

1 ml/10 ml x 11.000 = 1.100 ppm 

1 ml/10 ml x 1.100 = 110 ppm 

1 ml/10 ml x 110 = 11 ppm 

1 ml/10 ml x 11 = 1,1 ppm 

1 ml/10 ml x 1,1 = 0,11 ppm 

 

▪ Kuersetin 0,1 ppm 

1 ml/ 100 ml x 1.000 = 10 ppm 

1 ml/ 10 ml x 10 = 1 ppm 

 

c. Pestisida 0,1 : kuersetin 10 ppm 

▪ Pestisida 0,1 ppm 

1 ml/10 ml x 11.000 = 1.100 ppm 

1 ml/10 ml x 1.100 = 110 ppm 

1 ml/10 ml x 110 = 11 ppm 

1 ml/10 ml x 11 = 1,1 ppm 

1 ml/10 ml x 1,1 = 0,11 ppm 

 

▪ Kuersetin 0,1 ppm 

1 ml/ 100 ml x 1.000 = 10 ppm 

 

F.3. Perhitungan % Interferensi 

   % Interferensi = 
% inhibisi standar dengan pengganggu - % inhibisi standar 

% inhibisi standar
 x 100 % 

(1 : 1) = 
45,72 % - 44,83 %

44,83 %
 x 100 % =  1,985 % 

(1 : 10) = 
45,89 - 44,83 %

44,83 %
 x 100 % =  2,364 % 

(1 : 100) = 
46,28 % - 44,83 %%

44,83 %
 x 100 % =  3,234 % 
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F.4. Voltamogram Penentuan Selektivitas  

 
 

 

Lampiran G. Perhitungan nilai LOQ 

LOQ    = 
10

3
 x 0,005 

 = 0,015 
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Lampiran H. Data dan Perhitungan Hasil Pengujian Presisi 

Persamaan regresi : y = 0,085x + 0,547 

H.1. Hasil Pengujian Repeatabilitas Presisi  

▪ Hasil Uji Presisi Hari Pertama 
Sampel Nilai arus ∆ arus % inhibisi Konsentrasi 

(ppm) 

Kadar b/b (%) 

1 1,64 1,75 48,38 % 0,1778 0,000356 

2 1,63 1,76 48,08 % 0,1659 0,000332 

3 1,65 1,74 48,67 % 0,1954 0,000391 

4 1,64 1,75 48,38 % 0,1778 0,000356 

5 1,65 1,74 48,67 % 0,1954 0,000391 

6 1,65 1,74 48,67 % 0,1954 0,000391 

Rata- rata 0,1846 0,000369 

SD 2,51 x 10-5 

% RSD 6,80 % 

 

▪ Hasil Uji Presisi Hari Kedua  

Sampel Nilai arus ∆ arus % inhibisi Konsentrasi 

(ppm) 

Kadar b/b (%) 

1 1,65 1,74 48,67 % 0,1954 0,000391 

2 1,66 1,73 48,97 % 0,2116 0,000423 

3 1,64 1,75 48,38 % 0,1778 0,000356 

4 1,67 1,72 48,26 % 0,2292 0,000458 

5 1,66 1,73 48,97 % 0,2116 0,000423 

6 1,66 1,73 48,97 % 0,2116 0,000423 

Rata- rata 0,2062 0,000412 

SD 3,48 x 10-5 

% RSD 8,44 % 
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▪ Hasil Uji Presisi Hari Ketiga 

Sampel Nilai arus ∆ arus % inhibisi Konsentrasi 

(ppm) 

Kadar b/b (%) 

1 1,64 1,75 48,38 % 0,1803 0,000391 

2 1,64 1,75 48,38 % 0,1803 0,000423 

3 1,66 1,73 48,97 % 0,2116 0,000356 

4 1,63 1,76 48,08 % 0,1665 0,000458 

5 1,67 1,72 49,26 % 0,2292 0,000423 

6 1,63 1,76 48,08 % 0,1665 0,000423 

Rata- rata 0,1891 0,000378 

SD 5,13 x 10-5 

% RSD 13,569 % 

 

H.2. Contoh Perhitungan % b/b  

▪ Kadar sampel 

y= 0,085x + 0,547 

   0,4838= 0,085x + 0,547 

            x= -0,743 

antilog x=  0,1778 ppm (dalam 10 ml sampel) 

 

▪ Massa analit  

0,1778 x 10 = 1,778 ppm 

1,778 μg/ml = 0,001778 mg/ml 

 

▪ % b/b = 
massa analit

massa sampel
 x 100 % 
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% b/b = 
0,001778

500 mg
 x 100 % = 0,000356 % 

 

H.3. Contoh Perhitungan SD dan % RSD   

% b/b (%) x - x  (x - x )2 

0,000356 -0,000013 1,69 x 10-10 

0,000332 -0,000037 1,36 x 10-9 

0,000391 0,000022 4,84 x 10-10 

0,000356 -0,000013 1,69 x 10-10 

0,000391 0,000022 4,84 x 10-10 

0,000391 0,000022 4,84 x 10-10 

= 0,000369 ∑(x - x )2 3,15x10-9 

 SD 2,51 x 10-5 

 %RSD 6,80 % 

 

H.4. Hasil Uji Presisi Antara ( pada 3 Hari Berbeda) 

  

Hari ke- Kadar b/b (%) RSD (n=6)(%) 

1 0,000369 6,80 % 

2 0,000412 8,44 % 

3 0,000378 13,56 % 

Rata-rata RSD/CV 9,603 % 
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H.5. Penentuan Konsentrasi Hasil Uji Presisi 

  
Hari Konsentrasi ( ppm) 

1 0,1846 

2 0,2062 

3 0,1891 

Rata-rata 0,193 

 

H.6. Voltamogram Penentuan Presisi 
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Lampiran I. Data dan Perhitungan Hasil Pengujian Akurasi 

Persamaan regresi : y = 0,085x + 0,547 

I.1. Hasil Pengujian Akurasi 

Adisi 

30 % 

Nilai  

arus 

∆ arus % Inhibisi Konsentrasi 

percobaan 

(ppm) 

Massa 

percobaan 

(mg) 

Massa teoritis 

(mg) 

% 

recovery 

REP 1 1,679 1,711 49,53% 0,244 0,00244 2,48 x 10 -3 98,39% 

REP 2 1,674 1,716 49,38% 0,238 0,00238 2,48 x 10 -3 95,97% 

REP 3 1,679 1,711 49,53% 0,244 0,00244 2,48 x 10 -3 98,39% 

REP 4 1,680 1,71 49,56% 0,264 0,00248 2,48 x 10 -3 100,00% 

REP 5 1,676 1,714 49,44% 0,238 0,00238 2,48 x 10 -3 95,97% 

Rata-rata % recovery 97,74% 

SD 0,0175 

RSD 1,79 % 

  Adisi 
45 % 

Nilai  
arus 

∆ arus % Inhibisi Konsentrasi 
percobaan 

(ppm) 

Massa 
percobaan (mg) 

Massa teoritis 
(mg) 

% 
 Recovery 

REP 1 1,696 1,694 50,03% 0,279 0,00279 2,73 x 10 -3 102,20% 
REP 2 1,689 1,701 49,82% 0,265 0,00265 2,73 x 10 -3 97,07% 
REP 3 1,695 1,695 50,00% 0,279 0,00279 2,73 x 10 -3 102,20% 

REP 4 1,692 1,698 49,91% 0,272 0,00272 2,73 x 10 -3 99,63% 
REP 5 1,690 1,700 49,85% 0,272 0,00272 2,73 x 10 -3 99,63% 

Rata-rata % recovery  100,15% 

SD 0,0214 

RSD 2,14 % 
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Adisi 
60 % 

Nilai  
arus 

∆ arus % Inhibisi Konsentrasi 
percobaan 

(ppm) 

Massa 
percobaan (mg) 

Massa teoritis 
(mg) 

%  
Recovery 

REP 1 1,709 1,681 50,41%                                                                                                                                                                                                                                                                                                                0,00313 3,03 x 10 -3 103,30% 
REP 2 1,703 1,687 50,24% 0,289 0,00289 3,03 x 10 -3 95,38% 
REP 3 1,699 1,691 50,12% 0,287 0,00287 3,03 x 10 -3 94,72% 
REP 4 1,708 1,682 50,38% 0,304 0,00304 3,03 x 10 -3 100,33% 
REP 5 1,705 1,685 50,29% 0,295 0,00295 3,03 x 10 -3 97,36% 

Rata-rata % recovery 98,22% 

SD 0,0358 

RSD 3,65 % 
 

I.2. Contoh Perhitungan % recovery 

 % recovery =  
Massa Hasil Percobaan 

Massa Hasil Teoritis 
 x 100 % 

 % recovery Rep 1=  
0,00244

0,00248 
 x 100 % = 98,39% 

I.3. Perhitungan Pembuatan Sampel Adisi 

▪ Konsentrasi rata- rata hasil uji presisi pada 0,5 gram sampel yang dilarutkan dalam aquadest ad 10 ml = 0,193 ppm 

▪ Perhitungan penambahan sampel adisi 

30 % = 30 % x 0,193 = 0,055 

45 % = 45 % x 0,193 = 0,08 

60 % = 60 % x 0,193 = 0,11 

▪ Pengeceran standar karbosulfan (11 g/L = 11.000 ppm ) 

1 ml/10 ml x 11.000 = 1.100 ppm 
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1 ml/10 ml x 1.100 = 110 ppm 

1 ml/10 ml x 110 = 11 ppm 

1 ml/10 ml x 11 = 1,1 ppm (untuk sampel adisi 60 %) 

5 ml/10 ml x 1,1 = 0,55 ppm (untuk sampel adisi 30 %) 

3 ml/4 ml x 1,1 = 0,8 ppm ( untuk sampel adisi 45 %) 

▪ Perhitungan sampel teoritis 

- Sampel adisi 30 % 

- 0,5 gram sampel diadkan dalam 10 ml aquadest, diultrasonik, disentrifugasi dan filtrat yang diperoleh + 

1 ml standar pestisida 0,55 ppm dilarutkan dalam aquadest ad 10 ml. 

- Konsentrasi teoritis = 0,193 + 0,055 = 0,248 ppm 

- Massa teoritis = 
0,248

1000
 x 10 = 2,48 x 10 -3 mg 

- Sampel adisi 45 % 

- 0,5 gram sampel diadkan dalam 10 ml aquadest, diultrasonik, disentrifugasi dan filtrat yang diperoleh + 

1 ml standar pestisida 0,8 ppm dilarutkan dalam aquadest ad 10 ml  

- Konsentrasi teoritis = 0,193 + 0,08 = 0,273 ppm 

- Massa teoritis = 
0,273

1000
 x 10 = 2,73 x 10 -3 mg 

- Sampel adisi 60 % 

- 0,5 gram sampel diadkan dalam 10 ml aquadest, diultrasonik, disentrifugasi dan filtrat yang diperoleh + 

1 ml standar pestisida 1,1 ppm dilarutkan dalam aquadest ad 10 ml  

- Konsentrasi teoritis = 0,193 + 0,11 = 0,303 ppm 
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- Massa teoritis = 
0,303

1000
 x 10 = 3,03 x 10 -3 mg 

I.4. Voltamogram Penambahan Sampel Adisi 

 

Lampiran J. Data dan Perhitungan Penetapan Kadar Pestisida dalam Sayuran dengan Metode 

BiosensorElektrokimia 

J.1. Hasil Penetapan Kadar Sampel 

Sampel Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rata-rata 

arus 

∆ arus % inhibisi Konsentrasi 

( ppm) 

Kubis 1,759 1,752 1,762 1,758 1,633 51,84% 0,45 

Sawi 1,781 1,788 1,796 1,788 1,602 52,75% 0,58 

Selada 1,542 1,555 1,547 1,548 1,842 45,66% 0,08 

Kangkung 1,742 1,754 1,757 1,751 1,639 51,65% 0,43 

Tomat 1,599 1,594 1,596 1,596 1,794 47,09% 0,12 

 

1.45

1.5

1.55

1.6

1.65

1.7

1.75

-0.6 -0.4 -0.2 -1E-15 0.2 0.4 0.6

Arus (μA)

potensial (V)

adisi 30 %

adisi 45 %

adisi 60 %
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J.2. Perhitungan Kadar Sampel 

 Persamaan regresi y = 0,085x + 0,547 

▪ Kubis  

y = 0,085x + 0,547 

     0,518 = 0,085x + 0,547 

            x = -0,34  

antilog x = 0,45 ppm   

▪ Sawi  

y = 0,085x + 0,547 

     0,527 = 0,085x + 0,547 

            x = -0,23  

antilog x = 0,58 ppm 

▪ Selada  

y = 0,085x + 0,547 

     0,456 = 0,085x + 0,547 

            x = -1,07  

antilog x = 0,08 ppm   

▪ Kangkung 

y = 0,085x + 0,547 

     0,516 = 0,085x + 0,547 

            x = -0,36  

antilog x = 0,43 ppm 
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▪ Tomat  

y = 0,085x + 0,547 

     0,470 = 0,085x + 0,547 

            x = -0,9  

   antilog x = 0,12 ppm 

J.3 Voltamogram Sampel Sayuran 

 

Lampiran K. Analisis Pestisida dalam Sampel Sayuran dengan Metode HPLC 

Parameter Hasil 

Linieritas y = 152679,4886x + 201088,0054 

r = 0,9995 

LOD dan LOQ LOD = 0,854 

LOQ = 2,562 

 

 

1

1.2

1.4

1.6

1.8

2

-0.6 -0.4 -0.2 -1E-15 0.2 0.4 0.6

arus (μA)

Potensial (V)

KUBIS

SAWI

SELADA

KANGKUNG

TOMAT
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K.1. Kromatogram Standar Pestisida Konsentrasi 1,1 ppm, 2,2 ppm, 5,5 

ppm, 8,8 ppm dan 11 ppm 

 

K.2. Kurva Kalibrasi Standar Pestisida 
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K.3. Hasil Penentuan LOD dan LOQ  
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K.4. Penambahan Sampel Adisi 

▪ Masing-masing sayuran hasil preparasi sampel diadisi dengan 

menggunakan standar pestida sebesar 1,5 ppm.  

▪ Perhitungan penambahan adisi :  

4 ml

5 ml
 x 11 ppm = 8,8 ppm 
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1.000 μl

3.000 μl 
 x 8,8 ppm = 3 ppm  

Kemudian sampel diambil sebanyak 500 μl dan ditambah dengan standar 3 

ppm sebanyak 500 μl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

K.5. Kromatogram Penetapan Kadar Sampel  
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K.6. Perhitungan Penetapan Kadar Sampel dengan Metode HPLC 

Persamaan regresi y = 152679,4886x + 201088,0054 

▪ Kangkung 

y = 152679,4886x + 201088,0054 

  481273 = 152679,4886x + 201088,0054 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


 

84 

 

x = 1,83 ppm  

      1,83 – 1,5 = 0,33 ppm 

▪ Kubis  

y = 152679,4886x + 201088,0054 

  519656 = 152679,4886x + 201088,0054 

x = 2,086 ppm  

       2,086 – 1,5 = 0,586 ppm 

▪ Sawi  

y = 152679,4886x + 201088,0054 

  495371 = 152679,4886x + 201088,0054 

x = 1,927 ppm  

       1,927 – 1,5 = 0,427 ppm 

▪ Selada  

y = 152679,4886x + 201088,0054 

  441925 = 152679,4886x + 201088,0054 

x = 1,577 ppm  

       1,577 – 1,5 = 0,077 ppm 

▪ Tomat  

y = 152679,4886x + 201088,0054 

  466701 = 152679,4886x + 201088,0054 

x =  1,739 ppm  

       1,739 – 1,5 = 0,239 ppm 
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Lampiran L. Hasil Uji T-Test 

Tests of Normality 

 Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

 Statistic Df Sig. Statistic df Sig. 

BIOSENSOR .272 5 .200* .877 5 .297 

HPLC .114 5 .200* 1.000 5 1.000 

a. Lilliefors Significance Correction    

*. This is a lower bound of the true significance.   

 

 

Paired Samples Test 

  Paired Differences 

t df 

Sig. (2-

tailed) 

  

Mean 

Std. 

Deviation 

Std. Error 

Mean 

95% Confidence 

Interval of the 

Difference 

  Lower Upper 

Pair 

1 

BIOSENSOR – 

HPLC 

.00020

0 
.128525 .057478 -.159385 .159785 .003 4 

.997 
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