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gluconic acid and

catalysis of peroxidase (POx) was then reacted with o-dian

reduced o-dianicidine which was detected

peroxide (H20z), where the H:0: under the enzymatic
icidine to produce red color of
ometrically at 3520 nm. The

method has been applied for the determination of glucose in fruit samples, and

the results obtained are compared with biosensor analytical method. The concentration of Kata kunci:
glucose in fruit samples were found between 0.33-5.71 mg glucosely samples. [THE UV-Vis
DEVELOPMENT OF SPECTROPHOIOMETRY ANALYTICAL METHDOS USING ENZYMATIC ~ Spectrophotometry,

REACTION FOR THE DETERMINATION OF GLUCOSE IN FRUIT SAMPLES] (J. Sains Slucose, o-dianicidine,

Indon,, 34(2): 49 - 54, 2010) .

Pedahuluan

Pengembangan metode analisis untuk
penentuan glukosa di dalam buah-buahan sangat

perlu dilakukan karena instrumen analisis yang
sensitif, akurat dan cepat untuk penentuan analit
sangat penting karena keberadaan senyawa kimia
tertentu di dalam makanan memiliki korelasi
positif dengan penyakit yang diderita konsumen
(Renard, dkk., 2010). Informasi yang akurat dan
lebih dini terhadap kehadiran glukosa di dalam
buah-buahan akan menolong  konsumen
terhindar dari penyakit diabetes militus (He, 2011:
Thorens, 2008; Ghanim, dkk., 2007). Penyakit
diabetes mellitus dikarenakan ketidakmampuan
pankreas dalam menyuplai hormone insulin
dalam jumlah normal sehingga peningkatan gula
darah melebihi nilai normal dan hanya sedikit
glikogen hati yang terbentuk (Montonen, dkk,
2007; Suzuki, dkk, 2007; Platas, dkk, 2009).
Permasalahan yang dihadapi adalah sulitnya
mendapatkan instrumen analisis yang akurat,
selektif, terhadap glukosa, sehingga kontrol
kualitas sulit dilakukan secara regular (Dassau,
dkk, 2008; Ercolano, dkk, 2008; Flood, dkk,
2008). Tujuan penelitian ini adalah mengem-
analisis alternatif untuk penentuan kadar glukosa
di dalam buah-buahan.

Pengembangan metode analisis untuk
mendapatkan instrumen analisis yang dapat

fruit samples -

dipergunakan menguji kualitas buah-buahan
perlu mendapat perhatian, terutama instrumen
analisis yang dapat dipergunakan untuk menge-
tahui komponen-komponen penting senyawa
kimia penyusun makanan dan minuman (Kim,
dkk., 2010; Peris, 2002). Berbagai metode analisis
telah dikembangkan untuk penentuan glukosa
seperti elektroanalisis (Situmorang, dkk, 2009;
Zimndan]u,zmﬁ;WangdanZhafg.m;
Situmorang, dkk., 2001; Situmorang, dkk., 1999;
Situmorang, dkk., 1998; Situmorang dan Nur-
wahyuni, 199), kromatografi cair kinerja tinggi
(Brotas, dkk., 2007; Abbasi, dkk., 2005). Metode
analisa menggunakan flow injeksi analisis, FIA
juga telah dipergunakan untuk menentukan
glukosa (Guémas, dkk., 2000; Saito, dkk., 2008),
Pengunaan metode spektrofotometri dalam
analisis sangat menarik karena kesederhanaan
analisis yang dapat dilakukan dengan mengguna-
kan instrumen yang sudah tersedia di laboratori-
um (Harvey, dkk, 2009; Poledniok, 2007; Lee,
dkk., 2000). Metode analisa secara spektrofoto-
metri dengan menggunakan berbagai jenis
senyawa pengabsorbsi telah dilakukan untuk
penentuan glukosa di dalam berbagai sampel.
Aplikasi metode spektrofotometri untuk penentu-
an berbagai analit telah banyak yang berhasil
seperti penentuan lemak pada susu (Forcato,
dkk, 2005), penentuan senyawa glutenin and
dliadin di dalam tepung (Suchy, dkk, 2007),
penentuan vitamin C dalam buah-buahan dan
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sayuran (Pfendt, dkk, 2003), senyawa aromatic
hydroxylation (Kluge, dkk., 2007), senyawa amina
alifatis dalam sampel biologi (Varma, dkk,, 2008),
figmen pada rambut (Shekar, dkk. 2008), dan
penentuan galanthamine di dalam obat-obatan
(Mittal, dkk., 2010).

Metode spektrofotometri masih tergolong
sebagai metode analisis standar untuk penentuan
kadar glukosa. Didukung dengan ketersediaan
alat spektrofotometer pada hampir semua
laboratorium menjadikan spektrofotometri lebih
' sermgdlgmukan,akantetaplpe:mhhmsenyawa
pengabsorbsi  sering menjadi kendala dalam
keakuratan pengukuran. Peneliti melakukan

metode analisis melalui reaksi
enzimasi yang dideteksi secara spekirofotometri
untuk penentuan glukosa dalam buah-buahan
untuk memberikan informasi kepada masyarakat
terhadap buah-buahan yang kadar glukosa tinggi.
Prinsip dasar reaksi enzimasi diperlihatkan pada
persamaan reaksi reaksi (1) dan (2). Glukosa di
dalam sampel melalui reaksi enzimasi dengan
katalis glokosa oksidase (GOx) diubah menjadi
glukonolakton dan  hidrogen  peroksida
(Persamaan reaksi 1), dan selanjutnya hidrogen
peroksida bereaksi dengan senyawa o-dianisidin
dengan katalis peroksidase (POx) menghasilkan
o-dianisidin  terreduksi berwarna merah
(Persamaan reaksi 2), yang dapat mengabsorbsi
sinar pada A520 nm (Situmorang, dkk 2009).
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Besamya intensitas (absorbansi dalam

tometer) yang dihasilkan dari reaksi O-

ianisidin dengan hidrogen peroksida yang

dihasilkan dari hasil reaksi oksidasi glukosa oleh

kehadiran enzim sebagai katalis pada persamaan

reaksi (2) adalah setara dengan konsentrasi
glukosa yang terdapat di dalam sampel.

Metode Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kimia
FMIPA Universitas Negeri Medan tahun 2009.

Metode penelitian meliputi penyediaan zat dan
bahan, peralatan, dan prosedur penelitian seperti
dijelaskan dalam Situmorang, dkk, (2009). Zat
kimia yang dipergunakan dalam penelitian ini
senyawa proanalis (PA) diantaranya D-glukosa,
o-dianisidin, kalium klorida, NaHCO3, enzim
100000 unit/mg Gox (EC 1.134) dari Aspergillus
niger (type VII-S), peroksidase (POx) 175 unit/mg
dari horse radish (E.C.1.11.172) diperoleh dari
buahan diambil secara random dari pasar
tradisional dan modem di kota Medan
Sedangkan peralatan yang diperlukan terdiri atas
spektrofotometer (UV-Vis) Spektronik 21 Milton
Roy, pengolah signal Powerlab 2/20
(ADInstrumen) yang dilengkapi dengan software
Scope, jarum suntik mikro (Hamilton Co), dan
gelas-gelas kimia. Peralatan pendukung adalah
water bath thermostal
Prosedur Penelitian. Prosedur penelitian
dilakukan mengikuti prosedur yang dijelaskan
pada Situmorang, dkk., (2009) meliputi penyedi-
aan larutan, perlakuan sampel, dan analisis secara
Larutan enzim dibuat dengan cara melarutkan-
nya di dalam air sesuai dengan unit yang
dibutuhkan. Larutan buffer fosfat 10 mM dibuat
dari KH:PO.10H:O dilarutkan dalam
dan pH diatur menggunakan KOH. Larutan
glukosa standar dibuat melarutkan D-
glukosa di dalam akuades. Stok glukosa standar
disimpan di dalam kulkas (4 oC) bila tidak
digunakan, dan dibiarkan beberapa saat pada
suhu kamar apabila akan dipergunakan. Larutan
o-Dianisidin 5 mM dibuat dari senyawa o
Dianisidin dan melarutkannya di dalam akuades.
Sam dari berbagai jenis buah-buahan
seban}faidimgdikerh\gkan]u;almwmpada
suhu + 600C dan digerus sampai homogen,
kemudian dilarutkan dengan akuades dalam
tabung reaksi, setelah itu disentrifusi. sehingga
wﬁh sentrifugat yang siap untuk dianalisis,
tan ini disebut sebagai larutan sampel
akan dianalisis secara i UV%E
Untukmdapaﬂ:ankmﬂstnphnmdﬂahtm
optimasi sistem spektrofotometri upuh dqelas«
kan pada penelitian sebelumnya (Situmoran
dkk. Zﬂlﬁ}nmgglmkanmmglukm
untuk mendapatkan absorbsi panjang gelombang
optimum dan waktu inkubasi resksi enzimasi.
Analisis glukosa di dalam larutan standar dan
sampel di berikut. Ke dalam
e
t
penambahan 50 pF; standar glukosa, kemudian
ditambahkan 5 uL enzim GOx (5 unit/mL) dan 5
ul POx (10 unit/mL) dan diaduk dan diinkubasi
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selama 10 menit dan dimasukkan ke dalam
tometri UV-Vis, absorban diukur pada
A520 nm pada larutan standar seri (0,1-50 mM
glukosa). Dengan prosedur yang sama dilakukan
penentuan asam urat dalam sampel dengan cara
memasukkan 90 pl larutan h.lﬁerptfisfat (10 mM,
pH 6,0) ke dalam mikropipet, dilanjutkan dengan
penambahan 50 pl sampel daging sudah
diperlakukan, kemudampdd:tamha}mg 5 pL
enzim GOx (10 unit/mL) dan 5 puL POx (5
unit/mL) selanjutnya diaduk dan diinkubasi
selama 10 menit dan dimasukkan ke dalam

spektrofotometri UV-Vis, diukur pada A520 nm.

Hasil dan Pembahasan

Optimasi Spektofotometri Penentuan Glukosa.
Penggunaan senyawa. o-dianisidin  sebagai
senyawa pengabsorbsi sangat, baik karena daya
serap sinar pada panjang gelombang penentuan
sangat stabil, dan reaksi pengubahan warna
sangat cepat menghasilkan senyawa baru
(Situmorang, dkk. 2008). Prinsip pendeteksian
didasarkan pada pengubahan senyawa o
dianisidin (tidak berwarna) menjadi o-dianisidin
tereduksi yang berwarna merah muda setelah
bereaksi hidrogen peroksida yang
dihasilkan dari reaksi enzimasi dengan kehadiran
peroksidase (POx) sebagai katalisator, diukur
pada panjang gelombang maksimum A520 nm.
Intensitas perubahan wamna yang dihasilkan di

030 -
‘gm-
2018
T
20
000 —————r—
O/ N0 N W W W
Panjang gelambang (nm)
Gambar 1(a)
larutan standar glukosa pada A520 nm. Reaksi enzimasi

panhﬂax{PCh,dmgmpmgdmrﬁstﬁmMa—dummﬂmdz

Analisis penentuan glukosa secara spektrofo-
tometri telah dilakukan untuk penentuan kadar
glukosa di dalam berbagai jenis sampel buah-
buahan yang bertujuan untuk memberikan
informasi yang akurat terhadap kandungan

dalam larutan berbanding lurus dengan konsen-
trasi glukosa dalam sampel. Beberapa parameter
yang dioptimasi diantaranya penentuan panjang
gelombang maksimum, reaksi enzimasi, dan
waktu inkubasi enzim. Optimasi masing-masing
parameter dilakukan dengan mempertahankan
kondisi optimum parameter yang lain sampai
semua parameter telah dioptimasi. Penentuan
panjang gelombang maksimum dilakukan
menggunakan larutan standar 10 mM glukosa
pada A480560 nm dan serapan maksimum
diperoleh pada A520 nm seperti diperlihatkan
pada Gambar la. Hasil ini secara konsisten
optimum pada AS20 nm sama seperti pada
panantuan asam urat (Situmorang, dkk., 2008).
Optimasi  waktu inkubasi enzim juga
dilakukan untuk melihat waktu yang sangat baik
untuk terjadinya reaksi enzimasi secara sempuma
menggunakan 10 mM glukosa pada variasi
waktu 1-20 menit, dan waktu inkubasi reaksi
enzimasi yang optimum diperoleh selama 10
menit. Dalam kondisi optimum, dilakukan
analisis glukosa menggunakan larutan standar
glukosa pada skala konsentrasi 1-20 m glukosa,
bertujuan untuk mengetahui linearitas pengukur-
an. Kurva kalibrasi larutan standar glukosa
diperlihatkan pada Gambar 1b. Skala linearitas ini
sudah mencukupi untuk menganalisis glukosa di
dalam sampel buah-buahan, yaitu dapat dipergu-
nakan untuk sampel yang memiliki kadar
glukosa rendah sampai kadar glukosa tinggi.

b B
7 040
& 030
2
Fon
o 02 e+ 02
2 010 B = 03504
0,00 v ’ —
00 50 100 150 200
Gluknsa (M)

Optimasi absorbsi IﬂmMquanpndnpm:!muggﬂmnbmgﬁﬂ-Séﬂmdm,(ijmwwibmﬁ

i_ghdmsa oksidase (GOx) dan
[ selama 10 ment

glukosa pada buah-buahan yang dikonsumsi oleh
masyarakat dan diperdagangkan secara luas.
Buah-buahan disampling oleh mahasiswa secara
secara acak dari berbagai pasar tradisionil dan
supermarket di kota Medan, dengan asumsi
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bahwa sampel yang diambil diduga mengandung
glukosa dan menjadi konsumsi masyarakat. Hasil
analisis glukosa di dalam sampel makan secara
spektrofotometri UV-Vis secara reaksi enzimasi
dengan pengabsorbsi “o-dianisidin. Hasil analisis
kadar glukosa di dalam buah-buahan dengan
menggunakan metri UV-Vis dirang-
kum pada Tabel 1. Sebagai pembanding, analisis
buah-buahan dilakukan juga dengan mengguna-
kan metode biosensor. Plot antara hasil analisis
terhadap kadar glukosa di dalam sampel buah-
buahan cair yang dianalisis dengan mengguna-
kan biosensor dan standar spektrofotometri UV-
VIS diperlihatkan pada Gambar 2.

-
B

=
B

-
B

am

sampel buah-

Slukosa di
buahan secara spektrofotometri LIV-VI
nakan biosensor. Plot adalah koefisen horegglduajems
metode analisis,

Hasil analisis yang diperlihatkan pada
Gambar 1 secara umum dapat dinyatakan bahwa
penentuan kadar glukosa secara spektrofotometri
memiliki korelasi yang positif dengan hasil yang
dianalisis secara biosensor (R2=0,797). Beberapa
jenis buah-buahan yang dikonsumsi oleh
masyarakat dan di secara luas di
pasar tradisional dan modemn di kota Medan di
analisis seperti buah-buahan seperti alpukat,
pisang, kelapa, mangga, kuini, belimbing, duku,
kelengkeng, jeruk, terong belanda, anggur,
markisa, apel merah, apel fuji, apel hijau, pear,
timun, kentang, wortel, tomat, salak, sunkist,
nenas, pepaya, kedondong, melon, jambu biji, dan
bmgkmng. Penentuan kadar glukosa di dalam
beberapa jenis sayur-sayuran dan buah-buahan

biosensor dan standar spektrofoto-
metri UV-Vis di rangkum pada Tabel 1. Hasil
analisis sampel dengan metode analisis
spektrofotometry yang dikembangkan dalam
penelitian ini diketahui bahwa kadar glukosa di
dalam sampel buah-buahan dapat ditentukan
secara kuantitatif.

Tabel 1. Penentuan glukosa di dalam berbagai jenis
buah-buahan mietode
metri UV-Vis dan biosensor. Angka adalah rata-

rata 3 kali pengukuran.
Clukosa dalam sampel

Berat Berat
Basah Kering UV- Biosen

NamaSampel  (g)  (g) Vis* -sor™
Alpukat M&ﬂ?ﬁiﬁ%

Pisang 2888 789 571 58 12
Mangga 269% 643 452 479 013
Kuini 4872 T7HB4 1% 341 <145
Belimbing 4720 38 072 08 41
Duku 4786 936 340 4% -5
Kelengkeng 2631 430 227 18 039
Jeruk 4823 318 099 05 043
Terongbelanda 4881 645 141 23 089
Anggur 216 78 208 38 -19
Markisa 445 B13 37 4@ 05
Apel merah 3790 543 28 21 07
Apel fuji 4?_,?9 620 1% 217 023
Apel hijau 4952 657 148 235 08
Pear 4935 433 104 102 Q02
Salak 3028 65% 278 38 106
Sunkist 964 735 23 294 066
Nenas 374 458 1% 18 034
Pepaya 3862 439 198 13 065
Kedondong 3w 27 033 048 01
Melon 4113 133 041 041 0
Jambu biji 3164 300 176 19 06
cang 2797 3 078 086
n ciliakaadertin rien o-diartsidin AS20 rmm
“Penentuan dilakadam potensial konstan E=060 V vs
AglAgCl di dalam larutan buffer fosfat
Kesimpulan

Metode analisis spekirofotometri  melalui
reaksi enzimasi dengan menggunakan o-
dianisidin telah berhasil di untuk
menentukan kadar di dalam sampel
buah-buahan. Kadar glukosa di dalam sampel
buah-buahan berada pada 033 - 571 mg
glukosa/gram sampel. Kadar glukosa tertinggi
terdapat pada buah pi (571 mg
glukosa/gram sampel) dan terrendah
pada buah kedondong (0,33 mg glukosa/gram
sampel). Hasil analisis secara
memiliki korelasi yang positif dengan hasil
analisis menggunakan biosensor. Perlu kehati-
hatian dalam penggunaan senyawa
o-dianisidin dalam prosedur itian karena
senaywa o-dianisidin turunan senyawa
aromatis terindikasi bersifat karsinogenik.

HmmeerimuKasﬂ:
jmigmm Ti Pﬂrﬁdﬂmn
i i mﬂaﬂwﬂw
tmeﬂrmSmmeMTm‘&;xf-
2008, den, i

o %wmay
Penelition Nomor: 334/5,
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