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ABSTRAK 

Kajian ini adalah bagi menghasilkan sebuah biosensor potensiometrik bagi penentuan 

pestisid organophosphate. Satu bioelektrod bienzim klasik dihasilkan dengan 

menyekat gerak enzim asid phosphatase (AP) dan glukosa oksidase (GOD) pada 

membran yang seterusnya akan diletakkan pada hujung sebuah elektrod 

potensiometrik. Nilai V maks bagi tindak balas bienzimatik di antara enzim asid 

phosphatase dan glukosa oksidase ialah 13.97 mV min-l dan nilai Km ialah 3.673 mM. 

Biosensor bienzim ini boleh mengesan substrat glukosa-6-phosphate dari 5.0 x 10-5 -

3.3 x 10-3 M. Pestisid organofosfat mempunyai kadar perencatan yang tinggi terhadap 

enzim asid phosphatase. Dengan itu, unsur organofosforus yang terkandung dalam 

sesuatu sampel boleh ditentukan dengan mengkaji tindak balas yang berlaku hasil 

penambahan sampel ke dalam larutan tindak balas yang mengandungi substrat 

glukosa-6-phosphate. Tindak balas yang berlaku iaitu perubahan bacaan pada potensi 

elektrod direkodkan dan dianalisa. Tindak balas dijalankan pada kepekatan substrat 

O.OOIM, pH 6.0 dan suhu bilik (27°C). Had pengesanan bioesensor bienzimatik asid 

phosphatase dan glukosa oksidase terhadap unsur organofosforus adalah sehingga 

serendah 0.9 J...lg rl . 
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ABSTRACT 

This work presents a new potentiometric bioelectrodes for the determination of 

organophosphorous type of pesticides. A classical bienzymatic electrode is obtained 

by immobilization of purified acid phosphatase (AP) and glucose oxidase (GOD) on 

the tip of a potentiometric pH electrode. The V males for the bienzymatic reaction 

between acid phosphatase and glucose oxidase is 13.97 mV min-I and the Km value is 

3.673 mM. This bienzymatic biosensor can selectively detect glucose-6-phosphate, in 

5.0 x 10-5 
- 3.3 X 10-3 M. Organophosphorous pesticides has high inhibition power 

towards acid phosphatase, so detection of organophosphorous compound can be made 

possible by evaluating the reaction produced by adding the sample stepwise to a 

buffered solution of glucose-6-phosphate and recording the corresponding current 

change. The reactions are carried out using O.OOIM substrate concentration, pH 6.0 

and room temperature (27°C). This bienzymatic biosensor can detect as low as 

0.9 f..I.g I-I organophosphorous compound. 
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PENDAHULUAN 

Pestisid merupakan agen yang digunakan untuk memusnahkan serangga perosak pada 

tanaman. Penggunaannya secara berleluasa telah menjadikan pestisid sebagai salah 

satu agen pencemar yang boleh dijumpai dalam tanah, air dan juga atmosfera. Sebagai 

agen pencemar, pestisid boleh mendatangkan kemudaratan kepada tumbuhan, haiwan 

dan manusia khususnya. 

Pestisid yang dipilih untuk menyempurnakan kajian ini adalah pestisid 

organofosfat. Pestisid ini dipilih kerana ia mengandungi kandungan toksik yang sangat 

tinggi berbanding dengan pestisid lain. Hampir kesemua pestisid dari kumpulan ini 

adalah lamt dalam lemak. Oleh itu, ia boleh meresap masuk merentasi kulit dan 

seterusnya meresap ke semua bahagian atau organ dalam badan. 

Antara kesan-kesan yang boleh diakibatkan oleh kedua-dua pestisid ini ialah ia 

boleh menyebabkan kerosakan pada mata, kem andul an, menjejaskan sistem saraf 

manusia, sekaligus boleh mengakibatkan kelumpuhan. 
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Melihat kepada kesan-kesan yang boleh diakibatkan oleh pestisid, pelbagai 

kaedah bagi penentuan pestisid telah dihasilkan. Antara kaedah-kaedah yang biasanya 

digunakan untuk mengesan pestisid ialah spektroskopi-UV, kromatografi cecalr, 

kromatografi gas serta kombinasi kaedah-kaedah ini. 

Walau bagaimanapun, terdapat beberapa faktor penghad kepada pengunaan 

kaedah-kaedah ini. Dimana, aplikasi kaedah-kaedah ini mernerlukan pekerja rnahir 

dan berpengalarnan. Selain daripada itu, kos operasi bagi kaedah-kaedah ini juga 

adalah sangat tinggi dan tidak sesuai bagi pengaplikasian di kawasan kajian. 

Faktor-faktor ini telah mendorong kepada penciptaan biosensor. Biosensor 

merupakan satu alat yang terdiri daripada lima elemen utama iaitu tindak balas 

biokatalis, pengesanan tindak balas yang berlaku, penukaran tindak balas yang berlaku 

kepada isyarat elektrik, pemprosesan output dan akhimya rnernberikan bacaan. 

Dalam kajian ini, satu bioelektrod potensiometrik yang berasaskan tindak balas 

bienzim di antara asid phosphatase dan glukosa oksidase akan dihasilkan. Bioelektrod 

potensiornetrik ini akan menentukan kadar penghasilan ion hidrogen ataupun kadar 

penghasilan asid yang berlaku akibat perencatan aktiviti enzim. Dimana, pestisid akan 

merencat aktiviti enzim sekaligus memberikan perubahan pada nilai voltan yang 

terhasil akibat pengaliran ion pada elektrod. 
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Antara kelebihan-kelebihan yang terdapat pada biosensor ini berbanding 

dengan kaedah-kaedah yang sedia ada adalah pengendaliannya yang tidak 

memerlukan pekerja mahir serta kos yang tinggi dan ia juga sesuai untuk 

pengaplikasian di kawasan kajian. Selain daripada itu, ia juga sesuai digunakan dalam 

proses pengawalan paras ketoksikan ketika sesuatu operasi sedang dijalankan. 

Kelebihan bioelektrod bienzim ini berbanding dengan bioelektrod berasakan 

enzim kolinesterase pula terletak pada tindak balas enzim terbabit. Dimana, tindak 

balas bienzim yang berlaku di antara enzim asid phosphatase dan glukosa oksidase 

adalah berbalik. Oleh itu, proses pengaktifan semuala enzim tidak di perl ukan. 1ni 

sekaligus dapat menurunkan kos operasi bagi penggunaan bioelektrod bienzim ini. 

Dalam pembinaan bioelektrod ini, kedua-dua enzim akan disekat gerak pada 

membran dan diletakkan pada hujung elektrod pH. Elektrod ini akan disambungkan 

kepada meter pH atau pengesan potensiometrik. Perubahan nilai potensi yang berlaku 

adalah akibat penghasilan produk yang berlaku dalam tindak balas bienzim tersebut. 

Antara parameter-parameter yang diuji untuk menentukan keberkesanan 

bioelektrod bienzim ini adalah tahap kesensitifan elektrod ini dalam pengesanan 

pestisid (sensitivity), kadar tindak balas enzim dengan substrat (selectivity) dan jangka 

hayat bagi bioelektrod bienzim ini (time factors). 
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Adalah dijangkakan bahawa bioelektrod yang dihasilkan ini mampu mengesan 

glukosa-6-phosphate pada kepekatan 5.0 x 10-5 M hingga 3.3 x 10-3 M, untuk 

membolehkan penentuan pestisid organofosfat dapat dijalankan. 

Objektif kajian ini adalah untuk menghasilkan satu bioelektrod bienzim kJasik 

bagi penentuan pestisid. Bioelektrod bienzim ini adalah terdiri daripada tindak balas di 

antara dua enzim iaitu Acid Phosphatase (E.C.3.1.3.2 dari Wheat germ) dan Glucose 

Oxidase (E.c. 1. 1.3.4 dari Aspergillus niger). 

Pada bahagian pertama, model biosensor yang akan digunakan hendaklah diuji 

keberkesannya terlebih dahulu. Kemudian, pada bahagian kedua parameter-parameter 

bagi tindak balas ini akan ditentukan. Antara parameter-parameter yang dietentukan 

adalah seperti kepekatan enzim, pH optimum, suhu optimum serta kepekatan substrat 

yang sesuai bagi tindak balas bienzim ini. Seterusnya pada bahagian ketiga, kedua-dua 

enzim akan disekat gerak terlebih dahulu pada membran dan model biosensor bienzim 

asid phosphatase dan glukosa oksidase bagi penentuan pestisid organofosfat akan 

dihasilkan. Pengesanan atau penentuan pestisid akan dijalankan berdasarkan kadar 

perencatan aktiviti enzim asid phosphatase yang berlaku semasa penambahan sam pel 

kepada larutan tindak balas. 

Selain daripada objektif yang dinyatakan di atas, kajian ini juga diharapkan 

dapat meningkatkan pengetahuan serta pemahaman mengenai konsep biosensor dan 

juga mengenai konsep bagi tindak balas bienzim. 
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Skop kajian ini adalah untuk menentukan ciri-ciri bioelektrod bienzim asid 

phosphatase dan glukosa oksidase. Dimana, pengesanan kadar tindak balas di antara 

bioelektrod bienzim dengan substrat glukosa-6-phosphate akan diukur pada 

parameter-parameter tertentu untuk mendapatkan satu lengkung standard (standard 

curve) bagi tindak balas pengesanan unsur organofosforus dengan menggunakan 

model biosensor bienzim yang dihasilkan. 

Konsep yang ada pada biosensor membolehkan pengesanan pestisid dilakukan 

dengan mudah tanpa melibatkan kos yang tinggi . Biosensor berasaskan tindak balas di 

antara dua enzim yang diaplikasikan dalam kajian ini. Dalam bidang bioteknologi, 

konsep biosensor boleh diadaptasikan ke dalam pelbagai fungsi berdasarkan kajian 

yang dijalankan. 

Penghasilan satu alat bagi tujuan pengawalan penggunaan pestisid adalah 

sangat penting pada masa kini. Penggunaan pestisid secara berleluasa boleh 

mendatangkan kemudaratan kepada manusia sekiranya dikawal. Memandangkan 

kaedah yang sedia ada adalah terhad dan memerlukan kemahiran serta kos yang tinggi 

maka penciptaan satu kaedah altematif bagi penentuan pestisid adalah sangat 

diperlukan. 
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Kepelbagaian enzim yang ada membolehkan pemilihan tindak balas dipilih 

mengikut kesesuaian dalam pembinaan sesebuah biosensor. Tindak balas bienzim asid 

phosphatase dan glukosa oksidase pada biosensor yang dihasilkan akan direncat oleh 

pestisid organofosfat. Ini sekaligus membolehkan penentuan pestisid dibuat oleh 

biosensor bienzim ini. 
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ULASAN LITERA TUR 

2.1 KONSEP BIOSENSOR 

Biosensor merupakan satu teknik pengesan analitis yang mengandungi bahan biologi 

seperti enzim, multienzim, antibodi, bakteria, tisu dan sel. Dalam sesebuah biosensor, 

bahan biologi akan disekat gerak dan disambungkan kepada alat fisio-kimia yang akan 

menentukan aktiviti yang berlaku akibat perubahan kimia pada substrat yang 

dianalisis. Perubahan kimia ini akan ditukarkan kepada perubahan fizikal seperti 

isyarat elektrik atau isyarat wama. 

Tindak balas dalam sesebuah biosensor bermula dengan tindak balas 

biokatalis, dimana ia menukarkan substrat kepada produk. Tindak balas ini seterusnya 

akan dikesan oleh transducer. Transducer ini akan menukarkan tindak balas yang 

berlaku kepada isyarat elektrik. Seterusnya, output daripada transducer akan diproses 

dan akhimya memberikan bacaan bagi tindak balas yang berlaku (Rajah 2.1). 
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READINGS 

Reference 

Rajah 2.1 Konsep asas pembinaan sesebuah biosensor (a) tindak balas biokatalis, 

(b) pengesanan tindak balas yang berlaku, (c) penukaran tindak balas yang berlaku 

kepada isyarat elektrik, (d) pemprosesan output dan (e) bacaan. (Sumber; 

http://www.sbu.uk) 

Menurut Rinken dan Tenno pada tahun 2001, "sesebuah biosensor akan 

menghasilkan satu isyarat yang berkadar langsung dengan kepekatan bahan yang diuji. 

Isyarat output yang terlibat terdiri daripada kesan yang akan terjadi akibat tindak balas 

yang berlaku dan berkait rap at dengan degradasi bahan kimia yang berlaku pada 

substrat" . 

Dalam kajian ini, bahan biologi yang digunakan adalah asid phosphatase dan 

glukosa oksidase. Kedua-dua enzim ini akan disekat-gerak pada satu membran 

sebelum diletakkan pada elektrod. Seterusnya, elektrod ini akan bertindak balas 

menghasilkan ion H202 dan asid glukonik sebagai hasil akhir. 
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Elektrod bienzim ini akan disambungkan kepada meter pH untuk mengesan 

perubahan yang berlaku hasil tindak balas. Dalam kajian ini, perubahan bacaan potensi 

elektrod yang terhasil akan dianalisa. 

2.2 KOMPONEN-KOMPONEN PADA BIOSENSOR 

2.2.1 Tindak balas biokatalis 

Dalam pembinaan sesebuah biosensor, perkara utama yang perlu diambil kira adalah 

bahan yang ingin dikenal pasti atau ditentukan. Ini membolehkan pemilihan biokatalis 

yang sesuai dibuat. Biokatalis ini akan menukarkan substrat kepada hasil. 

Dalam kajian ini, bahan yang hendak ditentukan adalah pestisid organofosfat. 

Kumpulan pestisid ini merencat aktiviti asetilkolinesterase. Umumnya, kehadiran 

pestisid akan merencat aktiviti sesuatu enzim. Ini menyebabkan tindak balas di antara 

asid phosphatase dengan glukosa-6-phosphate mengalami perencatan. Ini 

membolehkan sesebuah biosensor itu mengesan perubahan kadar tindak balas yang 

berlaku sebelum dan selepas penambahan pestisid. 

Duajenis pestisid organofosfat komersil yang digunakan dalam kajian ini ialah 

pestisid chlorpyrifos dan pestisid malathion. Berikut merupakan komponen aktif bagi 

kedua-dua pestisid ini. 
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a. Chlorpyrifos (20% w/w) 

a 

a 

Rajah 2.2 Struktur kimia bagi Chlorpyrifos. (Sumber; 

http://www.abcbirds.org/pesticides/Profiles/chlorpyrifos.htm) 

b. Malathion (57% w/w) 

s 

II 
(CH30)2P SCH CH2 CO2 CH2 CH3 

I 

CO2 CH2 CH3 

Rajah 2.3 Struktur kimia bagi Malathion (Sumber; 

http://www.abcbirds.org/pesticides/Profiles/malathion.htm) 
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