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ABSTRACT

The development of a biosensor as instrumental analysis for the
determination of cholesterol in traditional food is explained. The biosensor is
constructed by immobilizing of enzyme cholesterol oxidase (COx) in deposited
polytiramine (Pty) that is attach onto platinized glassy carbon electrode (GC/PT).
Cholesterol biosensor (GC/Pt/Pty/COx) developed in this study gave sensitive
response to cholesterol, where the detection linearity lies between 0.01-1.0 mM
cholesterol, slope 0.180 pA/mM cholesterol, and the detection limit of 0.01 mM
cholesterol. The biosensor has been applied for the determination of cholesterol in
various types of North Sumatera traditional foods. The contents of the cholesterol
in food samples are lies between 0.051-0.835 mM cholesterol. Cholesterol
analysis with biosensor has agreed with standard spectrophotometric method for
cholesterol (R* = 0.979).

Kata kunci: Analisis, biosensor, polytyramin, enzyme, kolesterol, makanan
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PENDAHULUAN

Pencarian instrumen analisis untuk penentuan kadar kolesterol di dalam
makanan sangat mendesak karena diketahui kolesterol dapat menyebabkan
penyakit sehingga kehadiran senyawa ini pada kadar tertentu di dalam makanan
harus dihindarkan. Instrumen analisis yang memiliki daya analisis akurat, selektif,
sensitif, cepat dan sederhana untuk penentuan kolesterol di dalam makanan
tradisionil dapat memberikan informasi terhadap kehadiran senyawa yang dapat
menyebabkan penyakit, sehingga memudahkan bagi konsumen untuk memilih
makanan yang layak dikonsumsi sesuai dengan kebutuhan dan kondisi konsumen

yang membutuhkan diet terhadap senyawa kolesterol.

Telah diketahui korelasi positif antara kadar total kolesterol dengan penyakit

jantung koroner, dan kadar kolesterol serum tinggi merupakan indikator ketidak-



normalan metabolisme lemak (Sniderman dan Cianflone, 1999). Apabila
metabolisme kolesterol terganggu, kolesterol serum terakumulasi dalam bentuk
kolesteril ester pada dinding arteri yang dapat mengakibatkan penyakit
arterischlerosis dan darah tinggi (Nunes dan Silva, 2009; Gaziano, dkk. 1999;
Assmann, dkk.1999).

Permasalahan yang dihadapi adalah sulitnya mendapatkan instrumen analisis
yang akurat, selektif dan sensitif terhadap kolesterol sehingga kontrol kualitas
makanan dan minuman sulit dilakukan pada makanan tradisionil secara reguler
yang banyak dikonsumsi oleh masyarakat di Indonesia. Instrumen analisis yang
sering dipergunakan untuk penentuan kolesterol di dalam makanan dan minuman
adalah kolorimetri dan spektrofotometri. Dua metode analisis ini rentan terhadap
pengaruh senyawa pengganggu (interference), sehingga hasil analisis kurang
akurat. Untuk itu diperlukan instrumen analisis yang baik dengan biaya analisis
relatif murah, yaitu menggunakan biosensor kolesterol. Tujuan penelitian ini
adalah mengembangkan biosensor sebagai instrumen analisis yang sensitif,
selektif, akurat, sederhana dan cepat untuk dipergunakan menguji kolesterol di

dalam makanan tradisionil.

Beberapa metode analisis yang sering dipergunakan untuk menentukan
kolesterol diantaranya metode kolorimetri (Park, 1999), kromatografi (Emara,
dkk. 1999; Botsoglou, dkk.1998) dan metode spektrofotometri (Amundson dan
Zhou, 1999). Umumnya penentuan kolesterol dilakukan menggunakan reaksi
enzimasi dengan kolesterol oksidase menghasilkan hidrogen peroksida yang dapat
bereaksi dengan senyawa pengabsorbsi seperti 0-dianisidin menghasilkan senyawa
berwarna yang dapat ditentukan dengan UV-Vis (Situmorang, 2010; Martin, dkk.
2003, Singh, dkk, 2004, Brahim, dkk. 2001).

Pengembangan biosensor dengan menggunakan komponen biologi untuk
penentuan kolesterol sangat menarik untuk diaplikasikan pada sampel makanan
tradisionil karena komposisi kolesterol yang terpat di dalam makanan tradisionil
perlu diketahui untuk memberikan informasi yang tepat terhadap konsumen yang

membutuhkan diet kolesterol. Biosensor merupakan instruman analisis yang baik



karena mempunyai daya analisis selektif dan sensitif terhadap analit sehingga
dapat menentukan kadar senyawa pada konsentratsi sangat rendah (Situmorang,
dkk. 2007). Penelitian yang dilakukan adalah mengembangkan biosensor sebagai
instrumen analisis untuk penentuan kolesterol. Prinsip dasar biosensor kolesterol

adalah berdasarkan reaksi enzimasi pada persamaan reaksi 1-3.

Kolesterol ester + H,O —E . Kolesterol bebas + Asam lemak (1)

O

Kolesterol bebas + O, + 2H,O —cox 4-Kolesten-3-on + 2H,0, (2)

GC/Pt

H,0, » 2H + O, + 2¢ (3)

Kolesterol ester diubah menjadi kolesterol bebas dan asam lemak oleh kehadiran
enzim kolesterol esterase (CE). Selanjutnya kolesterol dioksidasi menjadi
kolestenon dan hidrogen peroksida (H,O;) oleh kehadiran enzim kolesterol
oksidase (COx). Selanjutnya hidrogen peroksida dioksidasi pada permukaan
elektroda karbon gelas terplatinasi menghasilkan arus yang setara dengan

konsentrasi kolesterol di dalam sampel makanan tradisionil.
METODE PENELITIAN
Zat dan Bahan

Bahan kimia yang dipergunakan adalah senyawa proanalis (PA) diantaranya
kolesterol (99%+), kalium ferosianida, kalium klorida, isopropanol, Triton X-100,
kolesterol oksidase (COx) 33 unit/mg dari pseudomonash (E.C.1.1.3.6) diperoleh
dari Sigma Chem. Co. Berbagai jenis zat lain diperoleh dari Merk dan BioLab.

Peralatan

Peralatan yang dipergunakan adalah Potentiostat (BAS, USA), elektroda
karbon glas (GC) dan Ag/AgCl (BAS) dirangkai dengan mikrokomputer.
Peralatan pendukung adalah water bath thermostat, dan jarum suntik mikro
(Hamilton Co.).

Prosedur Penelitian

Prosedur penelitian meliputi penyediaan larutan, pembuatan biosensor,

perlakuan sampel dan analisis menggunakan biosensor kolesterol. Larutan enzim



dibuat dengan cara melarutkannya di dalam air sesuai dengan unit yang
dibutuhkan. Teknik pembuatan larutan kolesterol dan larutan buffer untuk reaksi
enzimasi penentuan kolesterol dijelaskan secara terperinci pada studi sebelumnya
(Situmorang, dkk., 2007; Situmorang dan Nurwahyuni, 2001; dan Situmorang,
dkk. 1998). Pembuatan biosensor kolesterol secara berturut-turut dilakukan
dengan cara (1) pembuatan matriks polityramin secara elektrokimia, (2)
immobilasi enzim COx, dan POx pada matriks polityramin, dan (3) integrasi
instrumentasi untuk analisis penentuan kolesterol. Prosedur selengkapnya

dijelaskan dalam laporan penelitian (Situmorang, dkk., 2011).

Penentuan kolesterol secara elektrokimia dilakukan menggunakan potensial
aplikasi konstan pada 0,6 V vs Ag/AgCl. Larutan standar kolesterol disuntikkan
ke dalam larutan buffer (0,01 M, pH 6,0), lalu aduk selama 5 detik, dimatikan, dan
respon elektroda yang dihasilkan dalam reaksi enzimasi diamati. Setelah diperoleh
arus yang konstan maka dilakukan penambahan larutan kolesterol standar secara
seri, mulai dari konsentrasi yang rendah sampai yang tinggi. Signal arus (i) yang
dihasilkan diplot terhadap waktu dan membentuk amperogram untuk pengukuran
kolesterol. Penentuan kolesterol di dalam sampel dilakukan menggunakan

biosensor dan metode standar spektrofotometri sebagai pembanding.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Respon Biosensor Kolesterol

Biosensor kolesterol yang dikembangkan telah dipergunakan untuk
penentuan kolesterol standar, dan bentuk respon biosensor kolesterol diperlihatkan
pada Gambar la. Biosensor menunjukkan respon yang baik dan sensitif terhadap
kolesterol. Signal biosensor (arus, i) yang dihasilkan semakin meningkat setara
dengan peningkatan konsentrasi kolesterol yang ditambahkan ke dalam sel
elektrokimia. Signal yang dihasilkan dalam biosensor kolesterol masih tergolong
kecil (skala nA). Akan tetapi, signal elektroda yang dihasilkan dalam biosensor
yang dikembangkan dalam penelitian ini masih lebih baik dari yang dilaporkan
Situmorang, (2007) dalam hal stabilitas biosensor. Kurva kalibrasi larutan standar

kolesterol (Gambar 1b) menunjukkan linieritas yang baik, yaitu pada skala



konsentrasi 0,01 — 0,1 mM kolesterol, slop 0,180 uA/mM kolesterol, dan batas
deteksi 0,005 mM kolesterol, sehingga dapat diaplikasikan untuk penentuan

kolesterol konsentrasi rendah di dalam sampel makanan tradisionil.
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Gambar 2. (a) Respon biosensor terhadap kolesterol, berturut-turut (a) (0,0 mM,
(b) 0,01 mM, (c) 0,1 mM, (d) 0,2 mM, (e) 0,3 mM, (f) 0,4 mM, (g) 0,5
mM, (h) 0,6 mM, (i) 0,7 mM, (j) 0,8 mM, (k) 0.9 mM, dan (1) 1,0 mM
kolesterol, dan (b) Kurva kalibrasi larutan kolesterol standar yang
dianalisis menggunakan biosensor. Pengukuran dilakukan pada
potensila konstan 0,6 V vs Ag/AgCl di dalam buffer fosfat (0,01 M, pH
6,0). Matriks polityramin dibuat dibuat secara CV sebanyak 5 sweep
cycle.

Optimasi Biosensor Kolesterol

Untuk mendapatkan kondisi optimum biosensor maka dilakukan optimasi
pada beberapa parameter seperti pengaruh pH larutan buffer, dan pengaruh
ketebalan matriks polityramin. Larutan buffer fosfat (0,01 M) yang mengandung
elektrolit 1 mM KCI, kemudian pH divariasi pada kondisi pH fisiologis enzim
COx pH 4,5 — 8,0. Respon biosensor pada kondisi pH yang berbeda memberikan
sensitivitas pengukuran yang berbeda. Sensitivitas biosensor di dalam larutan
buffer fosfat pH 6,0 — 7,0 relatif hampir sama, dan sensitivitas berkurang di dalam
larutan buffer pH 4,5 dan pH 8,0. Kondisi terbaik diperoleh pada larutan buffer
fosfat 0,01 M pH 6,0, yaitu memberikan sensitivitas yang baik dan memiliki nois

yang relatif sangat kecil.

Matriks polimer polityramin diperlukan untuk mengikat enzim secara

kovalen karena memiliki gugus amina yang dapat berikatan dengan gugus



karboksil yang terdapat di dalam enzim sehingga stabilitas enzim dapat terjaga dan
tidak lepas ke dalam larutan pada saat penggunaan. Pengaruh ketebalan membran
polityramin dalam biosensor telah dipelajari melalui variasi elektrodeposit 1-10
kali. Linearitas dan slop masing-masing biosensor dengan meningkatnya jumlah
deposisi secara siklik voltametri dirangkum pada Tabel 1.

Tabel 1. Pengaruh ketebalan membran polityramin terhadap sensitivitas dan
linearitas biosensor kolesterol.

No Jumlah Linearitas Deteksi Slop,
Voltamogram CV (LA/mM)
1 | 1 kali elektrodeposisi | 0,01-0,08 mM kolesterol (R2 = 0,9786) 0,2032
2 | 3 kali elektrodeposisi | 0,01-0,08,0 mM kolesterol (R2 = 0,9786) 0,1903
3 | 5 kali elektrodeposisi | 0,01-1,0 mM kolesterol (R2 = 0,9786) 0,1802
4 | 7 kali elektrodeposisi | 0,01-1,3 mM kolesterol (R2 = 0,9954) 0,1261
5 | 10 kali elektrodeposisi| 0,01-1,5 mM kolesterol (R2 = 0,9975) 0,1043

Semakin banyak polityramin yang dideposit pada permukaan elektroda maka
akan semakin lebar skala linearitasnya. Untuk itu diperlukan kompromi antara
sensitifitas dan lebarnya skala lineraitas maka dipilih elektroda pada biosensor
dengan 5 kali elektrodeposisi, sehingga diperoleh 0,180 pA/mM. Biosensor
dengan yang dibuat dengan 5 kali elektrodeposisi menunjukkan sensitivitas yang
baik dan juga membran pada permukaan elektroda sudah memadai untuk menjaga

elektroda dari pengaruh senyawa penggaggu (interferen).
Penentuan Kolesterol Dalam Makanan Tradisionil

Biosensor dipergunakan untuk penentuan kolesterol dalam berbagai jenis
makanan tradisional Sumatera Utara yang di duga mengandung kolesterol.
Makanan tradisionil yang dianalisis adalah jenis makanan yang banyak
dikonsumsi masyarakat di berbagai jenis restoran tradisionil di Sumatera Utara.
Semua sampel dapat dianalisis menggunakan biosensor dan metode standar
spektrofotometri UV-Vis. Kadar kolesterol di dalam sampel berada pada skala
0,051 mM - 0,835 mM kolesterol. Penentuan kolesterol menggunakan biosensor
menunjukkan hasil yang baik, yaitu temuan kadar kolesterol di dalam sampel
hampir sama dengan kadar kolesterol di dalam sampel menggnakan metode
spektrofotometri (93-130%). Untuk beberapa sampel, hasil analisis biosensor

lebih tinggi di banding dengan metode standar, kemungkinan disebabkan oleh



keakuratan analisis menggunakan metode biosensor lebih baik dibanding metode
spektrofotometri, terutama pada sampel yang memiliki warna khas yang
mempengaruhi pengukuran spektrofotometry sehingga penentuan kolesterol
menjadi kurang akurat. Hasil analisis kolesterol menggunakan biosensor sangat
selektif sehingga kehadiran senyawa pewarna yang terdapat pada makanan
tradisional tidak mempengaruhi hasil pengukuran. Perbandingan hasil analisis
untuk kedua metode analisis diperlihatkan pada Gambar 2, yaitu hasil analisis dua
jenis metode sangat identik (R* = 0,979).

y =0,9972x - 0,0095
R?=0,9793

0,50 A

o
w
o

Metode Spektrofotometri (mM)
=
N
o

0,10 A

0,00 T T T T T T T T d
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90

Metode Biosensor (mM)

Gambar 2. Hasil analisis kadar kolesterol di dalam sampel makanan tradisionil
ditentukan dengan menggunakan Metode Biosensor dan Metode
Spektrofotometri secara reaksi enzimasi. Hasil adalah dari rata-rata 2
kali pengukuran.

Metode analisis biosensor memiliki sensitifitas tinggi, yaitu dapat
menentukan kolesterol di dalam sampel pada konsentrasi 0,01 mM kolesterol,
sehingga tidak diperlukan prekonsentrasi sampel pada sampel makanan dan
minuman yang mengandung kadar kolesterol rendah. Metode Biosensor juga
mempunyai kecepatan analisis tinggi, hanya membutuhkan 1 menit untuk

menentukan kadar kolesterol di dalam satu sampel setelah perlakuan.
KESIMPULAN

Biosensor kolesterol memberikan respon baik terhadap kolesterol, linearitas
pengukuran berada pada skala konsentrasi 0,01-1,0 mM kolesterol, slop 0,180
LA/mM kolesterol, dan batas deteksi 0,01 mM kolesterol. Biosensor telah

diaplikasikan untuk penentuan kolesterol di dalam berbagai jenis makanan



tradisionil Sumatera Utara. Kadar kolesterol yang terdapat di dalam makanan

tradisionil berada pada skala 0,051 mM-0,835 mM kolesterol.
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