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Abstrak

Modifikasi elekroda enzim dengan senyawa organik macrophotoiniferter pada permukaan
membrane PVC telah dilakukan. Senyawa organik sebagai macrophotoiniferter digunakan

adalah 2-ethylhexyl metacrylate (EHM) dan

4-Vinylbenzyl N,N-dietyldithiocarbamate

(VBDC). Sensitifitas elektroda enzim lipase diukur pada rentang berbagai pH dan suhu

dengan minyak olive sebagai substrat.

Sistem biosensor yang digunakan dengan

mengembangkan elektroda DO meter yang dimodifikasi menjadi elektroda enzim. Hasil
penelitian menunjukkan rentang kerja biosensor didapatkan pada pH 6,5 hingga 7,0 dan
rentang suhu adalah 30-40°C. Modifikasi elektroda enzim dengan senyawa organik
macrophotoiniferter pada permukaan membrane PVC dapat digunakan digunakan dalam

sistem biosensor pada alat DO meter.
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1. Pendahuluan

Biosensor menjadi andalan dalam
analisis gliserida dalam darah, karena cepat
dan murabh. Hal ini disebabkan
meningkatnya gliserida dalam darah dapat
menyebabkan resiko arterikoroniari (CAD,
Coronary artery diseasis) (Klotzsch and
Namara, 1990). Trigliserida total dalam
serum darah sebagai indikator
ketidaknormalan metabolisme lipid, pada

tubuh seseorang ada kecenderungan
terkena  penyakit arteroklerosis  dan
hipertensi  (Wallach, 1996). Sejumlah

metode yang telah diterapkan, seperti
secara kimia (Handel and Zipersmit, 1957).
Pengukuran dengan metode enzimatis
(Fosatti and Prensipe, 1982); Flourometri
(Voysey and Wilto, 1994); Bioluminisense
(Lowry, 1951); Kromatografi (Bjorkhem et
al., 1989). Metode-metode ini tidak populer,
sebab presisinya sangat rendah, peralatan
yang digunakan sangat mahal,
membutuhkan  pretreatment  (perlakuan
awal) dan derivatisasi analit yang relatif
besar. Sehingga biosensor  menjadi
primadona  dalam  analisis  gliserida.
Biosensor yang digagas adalah dengan
menggunakan gabungan enzim lipase
termostabil yang di-co-immobilized.(
Herrera-LOpez EJ. 2012).

Teknik co-immobilized ini dapat
digunakan lebih dari satu kali, sehingga
dapat menurunkan biaya. Oleh karena itu
penggunaan beberapa bahan pendukung
imobilisasi enzim terus dikembangkan untuk
analisis gliserida dalam darah, seperti
dengan menggunakan akylamine glass

bead (Minaksi and Pundir, 2005). Penelitian
untuk co-immobilised dengan berbagai
membran terus dijajagi (Bhambi et al.,
2006), Penggunaan PVC dan Zeolit alam
telah dilakukan, lipase termostabil isolat
Banyuwedang dapat digunakan untuk
membuat elektroda enzim untuk biosensor
(Tika, dkk, 2008).

Enzim lipase yang diamobil
kemudian digabungkan dengan enzim
Gliserol Kinase (GK), dan Gliseraldehida-3-
Fosfat Oksidase (GFO). Penjajagan pada
waktu respon 10 detik dilakukan untuk
konsentrasi 0,5 mM-1,5 mM, gliserida
standar dengan konsumsi oksigen 5 mg/L.
Kondisi  ini  masih  belum  optimal.
Penggunaan enzim lipase dalam rangkaian
biosensor untuk analisis gliserida darah
mengikuti alur mekanisme reaksi enzimatis,
yang dapat diuraikan sebagai berikut
tirgliserida yang terkandung dalam darah
akan dipecah oleh enzim lipase menjadi
asam lemak dan gliserol. Gliserol yang
dihasilkan dengan bantuan ATP kemudian
dipecah oleh enzim gliserol kinase (GK)
menjadi gliserol-3-fosfat  dan ADP,
selanjutnya gliserol 3-fosfat dan O, dengan
kerja enzim gliserol-3-fosfat oksidase (GPO)
diubah menjadi dehidroksiaseton fosfat
(DHAP) dan H,O, berkurangnya kelarutan
oksigen dalam sistem reaksi diukur sebagai
parameter penting dalam biosensor. Titik
krits  menggunakan rangkaian enzim
sebagai elektroda enzim terletak pada
membran yang digunakan. PVC sebagai
solid support untuk lipase, GK, GFO
memiliki kelebihan, yakni murah tidak
beracun dan memiliki daya ikat yang tinggi
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(Tika, dkk, 2008), namun penggunaan
lipase termostabil untuk kenaikan suhu
tertentu, ternyata PVC menurunkan aktivitas
lipase, sehingga kepekaan elektroda
gabungan enzim berkurang. Penelitian
untuk  mengaplikasikan enzim lipase
termostabil isolat Banyuwedang dalam
kesehatan menarik untuk terus dikaji.

Dalam  paper ini dibahas
mengetahui faktor (suhu dan pH ) untuk
dalam pengukuran elektroda enzim, yang
dimodifikasi pada membran PVC telah
dilapisi dengan senyawa organik
(macrophotoiniferter). Untuk respon optium
hubungan linear antara  konsentrasi
trigliserida (TG) dengan konsentrasi oksigen
(mg/mL) yang terbentuk oleh rangkaian
lipase termostabil yang dikaitkan dengan
membran PVC vyang dilapisi senyawa
organik macrophotoiniferters.

2. Metode Penelitian
Bahan

Semua bahan yang digunakan
memiliki tingkat proanalisis dan tingkat
biologik, kecuali bila disebutkan khusus
dalam teks. NH,CI, Tris (Hidroksimetil)-
amino metan dan HCI (Asam klorida) DTT,
EDTA, EGTA, PSMF (phenylmethylsulfonyl
fluoride), pepstatin dan leupeptin (Sigma,
USA). Natrium pirofosfat (Sigma, USA), TCA
(Sigma, USA), etanol 70%. Uiji protein
menggunakan kit reagen Bio-rad). Isolat
lipase dari Bacillus BYW?2 (Isolat Air panas
Banyuwedang) yang memiliki suhu optimum
0°C. EGTA(Sigma) dan minyak olive, enzim
gliserol kinase (GK) dan enzim gliserol-3-
fosfat oksidase (GPO).Senyawa organik
Macrofotoiniferter : 2-ethylhexyl metacrylate
(EHM) + 4-Vinylbenzyl N,N-
dietyldithiocarbamate (VBDC)
Pembuatan membran PVC

Membran yang diujicobakan dalam
penelitian ini adalah membran yang
diujicobakan dalam penelitian ini adalah
PVC. PVC sebanyak 0,06 g dan 150 mL
isopropil miristat dilarutkan dalam 5 mL
tetrahidrofuran (THF). Larutan polimer
ditempatkan dalam Petri dish (diameter 9
cm). Larutan polimer diratakan pada
permukaan petri untuk mendapatkan
distribusi polimer yang merata. Larutan
polimer ditutupi dengan gelas sehingga
terjadi penguapan pelan-pelan, sehingga
dihasilkan yang tipis, kemudian dilapisi
dengan senyawa organik
macrophotoiniferter. Membran PVC yang
diperoleh dipotong dengan bentuk batang-
batang kecil (2x1 cm) dicuci dengan air dan
diaktivasi dengan glutaraldehida 2,5%.
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Setelah membran diaktivasi, kelebihan
glutaraldehida didekantasi, lalu membran
dicuci dengan buffer Natrium Fosfat 0,1 M
(pH 7,0), sampai air cucian pH 7,0.
Amobilisasi Lipase

Membran PVC dicuci dengan air
dan batang-batang kecil kemudian dipotong
dan diaktivasi dengan glutaraldehida 2,5%.
Setelah membran diaktivasi, kelebihan
glutaraldehida didekantasi, lalu membran
dicuci dengan buffer Natrium fosfat 0,1 M
(pH 7,0), sampai air cucian pH 7,0.
Sebanyak 1 mL enzim lipase termostabil
Banyuwedang ditambahkan untuk
mengaktivasi membran dan disimpan pada
suhu 4°C. Enzim vyang tidak terikat
didekantasi dan diuji untuk menentukan
kadar protein sesuai prosedur yang
dikembangkan oleh Voysey dan Wilton
(1994) dan Lowry (1951). Membran dicuci 3-
4 klai dengan menambahkan bufer (Na-
fosfat 0,1 M; pH 7) sampai tidak ada
aktivitas yang terdeteksi pada air cucian.
Karakterisasi enzim amobil

Untuk karakterisasi  amobil
menggunakan metode yang dikembangkan
oleh Dutcher, 1993. yaitu dibuat substrat
minyak olive dalam berbagai pH kemudian
aktivitas ditentukan sesuai dengan prosedur
B. Setelah diketahui pH optimum kerja
enzim amobil dilakukan pengujian pada
suhu optimum inkubasi. Inkubasi dilakukan
dalam berbagai suhu: 45; 50; 55; 60; 65; 70;
75; 80°C
Penyiapan Elektroda

Setelah enzim diamobilisasi
(immobilized)  dikarakterisasi  dilakukan
pembutan elektroda enzim. Zeolit -enzim
dicampur dengan gel kemudian ditempelkan
pada salah satu elektroda dari Voltameter.
Elektroda enzim disimpan dalam buffer
reaksi 0,1 M Natrium Fosfat (pH 7,0) pada
suhu 4°C bila tidak digunakan. Penggunaan
kembali elektroda, melalui proses pencucian
terlebih dahulu elektroda dengan air
destilasi pada suhu kamar dan dilanjutkan
dengan bufer reaksi, selanjutnya
dikeringkan dengan tisu.
Konstruksi dan Pengujian Biosensor

Elektroda enzim yang telah
dihubungkan denga alat Voltameter siap
digunakan. Dipepet sebanyak 1,8 mL Na-
Fosfat (0,1 M pH 7) kedalam gelas kimia.
Ditambahkan 0,1 mL campuran minyak olive
ditambahkan ke dalam buffer reaksi.
Kelarutan hidrolisis gliserida dapat dideteksi
dengan mencelupkan elektroda enzim.
3. Hasil Dan Pembahasan

Lipase dengan gabungan enzim
yang lain (GK dan GPO) diko-amobilisasi
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dengan PVC yang dilapisi dengan senyawa
organik macrophotoiniferter pada berbagai
konsentrasi, aktivitas elektroda
menunjukkan bahwa pada konsentrasi
lug/mL memiliki aktivitas 1,2 g/mL,
konsentrasi 2 pg/mL memiliki aktivitas 1,4
pg/mL, dan konsentrasi optimum
ditunjukkan pada konsentrasi 4 pg/mL yaitu
sebesar 5,1 g/mL, dan peningkatan
konsentrasi menjadi 5 pg/mL kadar oksigen
yang terukur sebesar 4,3 g/mL. Artinya
terjadi penurunan kemampuan enzim terikat
pada membrane yang dilapisi senyawa
organik  (Gambar  1). Kondisi ini
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menunjukkan bahwa kenaikan senyawa
macrofotoiniferter tidak seklaigus
meningkatkan konsentrasi oksigen terukur.
Membran PVC vyang dilapisi dengan
senyawa organik macrofotoiniferter itu
jenuh dan berpengaruh pada kerja enzim.
Penelitian ini paralel dengan penelitian Song
et al. (2010), yaitu kejenuhan terjadi pada
matrik pengikat enzim sehingga
menyebabkan konformasi yang padat.
Kondisi ini akan menggagu aktivitas
gabungan enzim sehingga aktivitas berantai
gabungang enzim menjadi menurun (Cui L.
et al., 2010)

6

5

Kadar Oksigen terukur (g/mL)
w

5,1
4,3

4 35
2

1,2 1,4
1 . .
] T T T T

1 2 3 4 5

Konsentrasi senyawawa macroinfiter (mikrogram/mL)

Gambar 1. Pengaruh penambahan senyawa macofoinferter terhadap konsumsi oksigen.

Macrofotginiferter : 2-athylhexyl
metacrylate (EHM | + A-Vinylbenzyl M N-
dietyidithiccarbamate {VEDC)

Elektroda-Enzim

Lipase termostakbil

enzim GFO

Enzim GK

Gambar 2. Model modefikasi elektroda dengan VPC yang dilapisi dengan senyawa Macrofotoiniferter : 2-ethylhexyl
metacrylate (EHM) dan 4-Vinylbenzyl N,N-dietyldithiocarbamate (VBDC)

Karakteristik elektroda enzim yang
menggunakan membran PVC telah dilapisi
dengan senyawa organik
(macrophotoiniferter) dilakukan terhadap
terhadap pengaruh pH dan perubahan suhu
pengukuran. Karakteritik elektroda enzim
menunjukkan aktivitas 0,2 mg/mL pada pH
5, meningkat 5 kali lipat pada pH 7, dan
menjadi 9 kali lipat pada pH 7,5. pH 7.5
adalah pH optimum kinerja elektroda enzim
yang diamobil dengan PVC (gambar 2). Hal

ini dapat dijelaskan bahwa semakin
mendekati kondisi  basa, donor proton
semakin berkurang sehingga meningkatkan
aktivitas enzim, artinya aktif site enzim
didominasi asam amino yang bersifat asam,
sehingga terjadi peningkatan muatan pada
pH basa. Kondisi ini sesuai dengan temuan
pada gabungan enzim vyang dilakukan
Bhambi et al., (2006),
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Gambar 3. Pengaruh pH terhadap kinerja elektroda-enzim.

Penentuan rentang kerja elektrode pada berbagai pH
Tabel 1. Rentang Kerja Elektrode-Enzim pada Berbagai pH

Ph Kor;)trr)(r)‘i () Eksperimen (y) ppm
6,0 5.46 5.32
6,5 5.56 5.40
7,0 5.52 5.31
7,5 5.44 5.20
8,0 5.54 5.28
Data hasil pengukuran rentang Kkerja Berdasarkan data hasil pengukuran

elektrode kontrol dan eksperimen pada
berbagai pH serta konsumsi oksigen yang
digunakan dapat dilihat pada Tabel 1. Tabel
tersebut menunjukkan bahwa ada kenaikan
konsumsi oksigen secara praktik dari pH 6,0
hingga pH 8,0. Penentuan Rentang Kerja

pH adalah dengan melihat konsumsi
oksigen  terendah antara  kelompok
eksperimen dan kontrol. Penurunan

terkecil konsumsi oksigen adalah rentang
6,0-7,0. Hal ini menunjukkan rentang kerja
yang paling dileransi adalah pada rentang
tersebut. Kondisi ini sesuai dengan temuan
Narang J and Pundir CS ( 2011)

Salah satu variabel yang digunakan
dalam menentukan rentang kerja dari
biosensor yaitu pH. Pada penelitian ini
digunakan variasi pH yaitu 6,0; 6,5; 7,0; 7,5;
dan 8,0 (Bhambi et al., 2006). Variasi pH ini
diujikan pada dua jenis elektrode yang
berbeda vyaitu elektrode yang hanya
menggunakan membran PVC tanpa
menggunakan enzim (Elektrode Kontrol)
dan elektrode yang menggunakan membran
PVC serta enzim yang teramobil pada
membran (Elektrode Eksperimen). Semua
perlakuan tersebut dilakukan pada suhu
kamar.

dengan menggunakan elektrode kontrol dan
elektrode eksperimen seperti pada Tabel 1.
dapat terlihat konsentrasi kelarutan oksigen
yang terukur pada elektrode kontrol dan

elektrode  eksperimen. Jika  diamati
konsentrasi  kelarutan  oksigen pada
pengukuran menggunakan elektrode

eksperimen mengalami penurunan dari hasil
pngukuran menggunakan elektrode kontrol.
Penurunan ini disebabkan oleh bereaksinya
emulsi minyak olive dengan enzim-enzim
yang terdapat pada membran PVC, dimana
enzim-enzim tersebut akan mengubah
oksigen pada larutan menjadi hidrogen
peroksida seperti reaksi pada Gambar 5.
Berubahnya oksigen menjadi hidrogen
peroksida dinyatakan sebagai oksigen
terkonsumsi. Besarnya konsumsi oksigen ini
dapat dihitung dengan mengurangkan hasil
pengukuran elektrode kontrol dengan hasil
pengukuran pada elektrode eksperimen.
Adapun konsumsi oksigen yang diperoleh
terlihat pada Tabel

Penentuan Rentang Kerja Elektrode Pada
Berbagai Suhu

Data hasil pengukuran rentang Kkerja
elektrode kontrol dan eksperimen pada
berbagai suhu disajikan pada Tabel 2.
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Tabel 2. Rentang Kerja Elektrode pada Berbagai Suhu

Suhu (°C) pH Kontrol (x) ppm Eksperimen (y) ppm

10 7,0 6.32 5.97

20 7,0 5.86 5.57

30 7,0 5.52 5.31

40 7.0 4.96 4.79

50 7,0 3.87 3.73

60 7,0 1.94 1.82

70 7,0 1.24 1.14
Data hasil pengukuran rentang kerja adalah rentang  30-40°C. Hal ini
elektrode kontrol dan eksperimen pada menunjukkan rentang kerja yang paling
berbagai suhu serta konsumsi oksigen yang dileransi adalah pada rentang tersebut.

digunakan dapat dilihat pada Tabel 1. Tabel
tersebut menunjukkan  bahwa terjadi
penurunan konsumsi oksigen secara praktik
mulai dari suhu 10°C hingga suhu 70°C.
Penurunan terkecil konsumsi oksigen

Kondisi ini sesuai dengan temuan Narang J
and Pundir CS (2011)

Adapun reaksi yang terjadi pada
saat pengukuran menggunakan elektrode
eksperimen adalah  sebagai  berikut:

Trigliserida + H,O [ Hpﬁ—» 3 Asam Lemak + Gliserol
2+
Gliserol + ATP U ﬂ(éM%D)—» Gliserol-3-Posfat + ADP

Gliserol-3-Posfat + O, [ %’ﬁ)—» DHAP + H,0,
Gambar 5. Reaksi-reaksi yang terjadi pada elektrode Eksperimen

Seperti terlihat dalam reaksi pada
Gambar 5. ada tiga jenis enzim vyang
digunakan vyaitu lipase yang berasal dari
Isolat Banyuwedang yang berfungsi
mengubah trigliserida menjadi asam lemak
dan gliserol. Kemudian gliserol yang
dihasilkan akan diubah menjadi gliserol-3-
posfat dan ADP oleh enzim Gliserol Kinase
(GK) dengan prekursor Mgz+ dimana pada
proses tersebut terlebih dahulu ditambahkan
ATP. Kemudian proses terakhir adalah
pengubahan gliserol-3-posfat menjadi DHAP
dan H,0, oleh enzim GPO (gliserol-3-posfat
Oksidase). Reaksi tersebut mengakibatkan
berkurangnya konsentrasi kelarutan oksigen
yang terukur pada elektrode eksperimen jika
dibandingkan dengan elektrode kontrol.
Berkurangnya konsentrasi kelarutan oksigen
disebabkan karena oksigen dalam larutan
berubah membentuk H,0,. Jika hasil
pengukuran konsentrasi oksigen terlarut dari
elektrode kontrol (elektrode membran PVC-
tanpa enzim) dikurangi hasil pengukuran
konsentrasi oksigen terlarut dari elektrode
eksperimen (elektrode membran PVC-
enzim) maka akan diperoleh konsentrasi
oksigen yang berkurang karena berubah
menjadi H,0O, (konsumsi oksigen).
Berdasarkan Tabel 3. diperoleh kenaikan
konsumsi oksigen seiring bertambahnya
volume emulsi minyak olive yang digunakan.
Semakin besar volume emulsi minyak olive

yang digunakan maka semakin besar pula
konsumsi oksigen.

4. Kesimpulan

Berdasarkan hasil pembahasan di atas
dapat disimpulkan bahwa rentang kerja
biosensor didapatkan pada pH 6,5 hingga
7,0 dan rentang suhu adalah 30-40°C.
Modifikasi elektroda enzim dengan senyawa

organik macrophotoiniferter pada

permukaan membrane PVC dapat

digunakan  digunakan dalam  sistem

biosensor pada alat DO meter.
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