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Abstract   The development of analytical UV-Vis  spectrophotometric method for 
the determination of cholesterol is explained. The assay performed by enzymatic 
catalytic reaction using cholesterol oxidase (COx) to oxidise cholesterol into 
cholestenon and hydrogen peroxide followed by catalytic reduction of hydrogen 
peroxide with o-dianicidine by using enzyme peroxidase (POx) to produce red 
colour reduced o-dianicideine that can be measured at λ 520 nm. The modified 
method gave sensitive response to cholesterol, where the detection linearity to 
cholesterol lies between 0.01–5.0 mM cholesterol, slope 0.158 au/mM cholesterol, 
and the detection limit of 0.01 mM cholesterol. The method has been applied for the 
determination of cholesterol in traditional food samples, where the concentrations of 
cholesterol in food are lies between 0.052-0.799 mM cholestero) 
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Pendahuluan 
Penentuan kolesterol di dalam makanan 

tradisionil sangat diperlukan karena 

diketahui kehadiran kolesterol pada kadar 

tertentu di dalam makanan dapat 

menyebabkan penyakit. Kehadiran kolesterol 

di dalam makanan sering tidak dapat 

dihindarkan, terutama pada beberapa jenis 

makan tradisionil yang diolah dari bahan 

baku yang mengandung kolesterol. 

Informasi yang akurat terhadap kehadiran 

kolesterol di dalam makanan sangat penting 

bagi konsumen untuk mempermudah 

konsumen dalam memilih makanan yang 

sesuai dengan diet yang diperlukan. 

Keberadaan kolesterol pada kadar tertentu 

memiliki resiko besar terhadap kesehatan 

karena ada korelasi positif antara kadar total 

kolesterol dengan penyakit jantung koroner 

(Sniderman dan Cianflone, 1999). Di dalam 

analisis klinis diketahui bahwa kadar 

kolesterol serum tinggi merupakan indikator 

ketidak-normalan metabolisme lemak, dan 

apabila metabolisme kolesterol terganggu, 

kolesterol serum terakumulasi dalam bentuk 

kolesteril ester pada dinding arteri yang 

dapat mengakibatkan penyakit arterischlerosis 

dan darah tinggi (Gaziano, dkk., 1999; 

Assmann, dkk., 1999). Kehadiran kolesterol 

di dalam tubuh tidak hanya dari konsumsi 

makanan dan minuman, tetapi dapat juga 

berasal dari metabolisme dan dari konsumsi 

makanan. Provinsi Sumatera Utara didiami 

banyak etnik seperti Melayu, Batak Toba, 

Batak Mandailing, Batak Karo, Batak 

Simalungun, Batak Pakpak, Nias, Padang, 

Jawa, Aceh, Tionghoa, dan lain sebagainya. 

Masing-masing etnik memiliki makananan 

tradisionil yang telah dikenal sejak lama, dan 

sebagian besar telah menjadi makanan 

nasional yang dapat ditemukan di berbagai 

rumah makan..  

Makanan tradisionil umumnya diolah 

secara khas berdasarkan etnis menggunakan 

bumbu tradisionil, sehingga bahan baku 

makanan yang sama dapat menghasilkan
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makanan dengan citarasa bervariasi sesuai 

dengan nama makanan tradisionil. 

Walaupun makanan tradisionil dikonsumsi 

secara meluas oleh masyarakat, akan tetapi 

informasi ilmiah tentang nutrisi penyusun 

makanan belum banyak yang 

terdokumentasi, terutama kadar kolesterol. 

Untuk memberikan informasi tentang 

kualitas makanan tradisionil maka perlu 

dilakukan analisis terhadap keberadaan 

senyawa tertentu penyusun makanan, 

khususnya senyawa kolesterol.   

Permasalahan yang dihadapi dalam 

analisis makanan tradisionil adalah sulitnya 

mendapatkan instrumen analisis yang 

akurat, selektif dan sensitif terhadap 

kolesterol sehingga kontrol kualitas makanan 

dan minuman sulit dilakukan secara reguler 

terhadap makanan yang banyak dikonsumsi 

masyarakat di Indonesia. Beberapa metode 

analisis yang dipergunakan untuk 

menentukan kolesterol di laboratorium 

diantaranya metode kolorimetri (Park, 1999), 

metode spektrofotometri (Amundson dan 

Zhou, 1999), metode kromatografi (Emara, 

dkk. 1999; Botsoglou, dkk.1998), dan metode 

elektroanalisis (Brahim, dkk. 2001, Singh, 

dkk, 2004; Situmorang, dkk. 1998, 

Situmorang dan Nurwahyuni, 2001), dan 

menggunakan quartz crystal acoustic wave 

sensor (Martin, dkk. 2003). Metode analisis 

kromatografi seperti HPLC diketahui 

memiliki sensitifitas yang sangat baik karena 

dapat menentukan kadar kolesterol sampai 

pada konsentrasi sangat rendah (5 µM), akan 

tetapi instrumen HPLC relatif mahal, biaya 

analisis tinggi, dan harus dikerjakan oleh 

orang yang sangat terampil sehingga tidak 

ekonomis untuk dipergunakan sebagai 

instrumen analisis untuk analisis kolesterol 

di makanan tradisionil. Metode analisis 

kolorimetri dan spektrofotometri banyak 

dipergunakan dalam penentuan kolesterol, 

akan tetapi dua metode analisis ini rentan 

terhadap pengaruh pengganggu 

(interference), terutama senyawa berwarna 

yang terdapat di dalam sampel 

mengakibatkan hasil analisis kurang akurat.  

Penentuan secara spektrofotometri relatif 

kurang selektif dibanding metode analisis 

lain, karena pengukuran spektrofotometri 

memberi respon terhadap senyawa berwarna 

mengakibatkan hasil analisis cenderung 

tidak akurat. Akan tetapi, sampai saat ini 

metode analisis standar yang dipergunakan 

untuk penentuan kolesterol masih 

menggunakan metode spektrofotometri UV-

Vis. Permasalahan lain analisis 

spektrofotometri adalah pengukuran yang 

kurang sensitif karena sulit memilih senyawa 

kimia pengabsorbsi yang tepat. Di samping 

itu, senyawa kimia pengabsorbsi kebanyakan 

bersifat karsinogenik sehingga kurang aman 

bagi analis. Analisis kolesterol secara 

spektrofotometri umumnya sangat lambat 

dan proses pelaksanaannya juga sangat 

kompleks, yaitu melalui tahapan perlakuan 

sampel dengan menggunakan zat-zat kimia 

mahal sebelum dianalisis menggunakan 

instrumen optik (Situmorang, dkk., 2009). 

Hal ini disebabkan karena keterulangan 

analisis dan ketersediaan instumen analisis 

relatif terjangkau di berbagai laboratorium, 

sehingga metode analisis yang lebih baik 

seperti HPLC cenderung sulit dilakukan 

pada beberapa laboratorium. Ketersediaan 

alat spektrofotometer pada hampir semua 

laboratorium menjadikan spektrofotometri 

lebih dapat diaplikasikan untuk penentuan 

kolesterol. Dengan demikian perlu dilakukan 

modifikasi metode analisis spektrofotometri 

untuk meningkatkan selektifitas analisis. 

Untuk mengatasi permasalahan ini perlu 

dikembangkan metode spektrofotometri 

menggunakan senyawa pengabsorbsi yang 

relatif aman, menggunakana pengabsorbsi o-

dianisisdin seperti dikembangkan untuk 

penentuan asam urat (Situmorang, dkk, 

2008) dan penentuan glukosa (Situmorang, 

dkk, 2010). Penganalisisan menggunakan 

pengabsorbsi o-dianisisdin sangat baik 

dikombinasikan dengan reaksi enzimasi 

sehingga daya analisis lebih selektif, dan 

hasil analisis akurat. Tujuan penelitian ini 

adalah mengembangkan metode 

spektrofotometry sebagai instrumen analisis 

yang sensitif, selektif, akurat, sederhana dan 

cepat melalui reaksi enzimasi dengan 

menggunakan pengabsorbsi o-dianisidin 
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untuk penentuan kolesterol di dalam 

berbagai makanan tradisional.  

Penelitian yang dikembangkan dalam 

studi ini adalah pengembangan metode 

analisis melalui reaksi enzimasi yang 

dideteksi secara spektrofotometri untuk 

penentuan kolesterol di dalam makanan 

tradisionil yang terdapat di Sumatera Utara 

sehingga hasil yang diperoleh dapat 

memberikan informasi kepada masyarakat 

terhadap makanan tradisionil yang 

mengandung kolesterol tinggi. Prinsip dasar 

reaksi enzimasi diperlihatkan pada 

persamaan reaksi reaksi (1) - (3). Kolesterol 

ester yang terdapat di dalam sampel diubah 

menjadi kolesterol bebas dan asam lemak 

oleh kehadiran enzim koleterol esterase (CE) 

(Persamaan reaksi 1). Selanjutnya kolesterol 

bebas dioksidasi menjadi kolestenon dan 

hidrogen peroksida melalui reaksi enzimasi 

dengan katalis kolesterol oksidase (COx) 

(Persamaan reaksi 2). Penentuan kuantitatif 

dilakukan melalui reaksi hidrogen peroksida 

dengan senyawa o-dianisidin dengan katalis 

peroksidase (POx) menghasilkan o-dianisidin 

terreduksi berwarna merah (Persamaan 

reaksi 3), yang dapat mengabsorbsi sinar 

pada 520 nm (Situmorang, dkk 2009). 

Besarnya intensitas (absorbansi) yang 

dihasilkan dari terbentuknya o-dianisidin 

terreduksi adalah setara dengan konsentrasi 

kolesterol yang terdapat di dalam sampel. 

Apabila yang ditentukan adalah kolesterol 

total maka diperlukan penambahan enzim 

CE di dalam reaksi enzimasi (Persamaan 

reaksi 1).  

 

 

Kolesterol ester + H2O 
CE

 Kolesterol bebas + Asam lemak (1) 

Kolesterol bebas + O2 + 2H2O 
COx

 4-Kolesten-3-on + 2H2O2  (2) 

 
O
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POx + H2O

O-dianisidin
(Tidak berwarna)

O-dianisidin terreduksi
(Merah)

H2O2   +

      (3) 

Metode Penelitian 

Penelitian dilakukan di Laboratorium 

Kimia FMIPA Universitas Negeri Medan 

Tahun 2011. Metode penelitian meliputi 

penyediaan zat dan bahan, peralatan, dan 

prosedur penelitian (Situmorang, dkk, 2011). 

Bahan kimia yang dipergunakan 

diantaranya kolesterol (99%+), kalium 

klorida, isopropanol, Triton X-100, 

kolesterol oksidase (COx) 33 unit/mg dari 

pseudomonash (E.C.1.1.3.6), dan peroksidase 

(POx) 175 unit/mg dari horse radish 

(E.C.1.11.1.7.2) diperoleh dari Sigma Chem. 

Co. Berbagai jenis zat lain diperoleh dari 

Merk. Bahan lain adalah sampel makanan 

tradisionil yang diambil secara random dari 

restoran di kota Medan, Sumatera Utara. 

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 thermostat. 

Prosedur Penelitian 

Penelitian dilakukan mengikuti prosedur 

yang dijelaskan Situmorang, dkk., (2011) 

meliputi penyediaan larutan, perlakuan 

sampel, dan analisis sampel. Larutan enzim 

kolesterol oksidase dibuat dengan cara 

melarutkan COx di dalam air. Larutan 

buffer fosfat 10 mM dibuat dari 

KH2PO4.10H2O dan pH diatur 

menggunakan NaOH mengikuti prosedur 

Situmorang, dkk., (2010). Teknik pembuatan 

larutan kolesterol dijelaskan secara 

terperinci pada studi sebelumnya 

(Situmorang, dkk., 2007; Situmorang dan 

Nurwahyuni, 2001; dan Situmorang, dkk. 

1998) dengan cara melarutkan kolesterol di 

dalam isopropanol dan Triton X-100 (4%). 

Stok kolesterol standar (10 mM) disimpan di 

dalam kulkas (4 oC) dan selalu dihangatkan 
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di dalam air mendidih sampai larutan 

terlihat homogen apabila akan 

dipergunakan. Larutan o-Dianisidin 5 mM 

dibuat dengan melarutkan o-Dianisidin di 

dalam akuades mengikuti prosedur yang 

dijelaksan Situmorang, dkk., (2010).  

Sampel makanan tradisionil sebanyak 

±100 g dikeringkan dalam oven pada suhu 

±60 oC, digerus sampai homogen, kemudian 

sebanyak ±10 gram sampel dilarutkan di 

dalam akuades, dan diekstraksi dalam 

corong pisah menggunakan kloroform, 

dipisahkan, dikeringkan. Selanjutnya 

ekstrak kolesterol dilarutkan di dalam 

pelarut isopropanol dan Triton X-100 (4%), 

dan dijadikan sebagai larutan yang siap 

untuk dianalisis, larutan ini disebut sebagai 

larutan sampel untuk analisis secara 

spektrometri UV-Vis. Untuk mendapatkan 

kondisi optimum dilakukan optimasi sistem 

spektrofotometri seperti dijelaskan pada 

penelitian sebelumnya (Situmorang, dkk. 

2008, dan Situmorang, dkk. 2011) 

menggunakan larutan standar kolesterol 

untuk mendapatkan absorbsi panjang 

gelombang optimum dan waktu inkubasi 

reaksi enzimasi. Analisis kolesterol di dalam 

larutan standar dan sampel dilakukan 

sebagai berikut. Ke dalam mikropipet 

dimasukkan 90 µL larutan buffer fosfat (10 

mM, pH 6,0) dilanjutkan dengan 

penambahan 50 µl standar kolesterol yang 

dilarutkan di dalam 4% isopropanol-triton-

X-100, kemudian ditambahkan 5 µL enzim 

COx (1 unit/mL) dan 5 µl POx (5 unit/mL), 

kemudian diaduk, diinkubasi selama 10 

menit dan dimasukkan ke dalam 

spektrofotometri UV-Vis. Absorban diukur 

pada λ520 nm pada larutan standar seri 

(0,01–5 mM kolesterol). Dengan prosedur 

yang sama dilakukan penentuan kolesterol 

di dalam sampel yang sudah diekstrak dan 

dilarutkan di dalam 4% isopropanol-Triton 

X-100 dengan cara memasukkan 90 µl 

larutan buffer fosfat (10 mM, pH 6,0) ke 

dalam mikropipet, dilanjutkan dengan 

penambahan 50 µl sampel yang sudah 

diperlakukan, kemudain ditambahkan 5 µL 

enzim COx (1 unit/mL) dan 5 µL POx (5 

unit/mL) selanjutnya diaduk dan diinkubasi 

selama 10 menit dan dimasukkan ke dalam 

spektrofotometri UV-Vis, diukur pada λ520 

nm.  

 

Hasil Dan Pembahasan 

Spektofotometri Penentuan Kolesterol 

Menggunakan O-dianisidin 

 

Penggunaan senyawa o-dianisidin 

sebagai senyawa pengabsorbsi dalam 

penentuan secara spektrofotometry dalam 

reaksi enzimasi telah berhasil dilakukan 

untuk penentuan asam urat (Situmorang, 

dkk. 2008) dan senyawa glukosa 

(Situmorang, dkk 2010). senyawa o-

dianisidin bersenyawa dengan hidrogen 

peroksida sangat baik karena pengubahan 

warna o-dianisidin (tidak berwarna) 

menghasilkan senyawa o-dianisidin 

tereduksi yang berwarna merah muda 

melalui reaksi katalisasi enzimasi 

peroksidase (POx) sangat cepat, dan daya 

serap sinar pada panjang gelombang 

penentuan sangat stabil. Dalam reaksi 

enzimasi perubahan kolesterol menjadi 

kolestenon oleh kehadiran enzim COx 

dihasilkan hidrogen peroksida yang 

bereaksi dengan o-dianisidin menghasilkan 

o-dianisidin tereduksi yang dapat dideteksi 

pada panjang gelombang optim λ520 nm. 

Intensitas warna hasil reaksi enzimasi antara 

hidrogen peroksida dengan o-dianisidin 

berbanding lurus dengan konsentrasi 

kolesterol. Bentuk kurva optimasi absorbsi 

reaksi enzimasi penentuan kolesterol dan 

kurva kalibrasi larutan standar kolesterol 

diperlihatkan pada Gambar 1.  

Beberapa parameter yang dioptimasi 

diantaranya penentuan panjang gelombang 

maksimum, reaksi enzimasi, dan waktu 

inkubasi enzim. Optimasi masing-masing 

parameter dilakukan dengan mempertahan-

kan kondisi optimum parameter yang lain 

sampai semua parameter telah dioptimasi. 

Penentuan panjang gelombang maksimum 

untuk larutan standar 1 mM kolesterol pada 

λ450-550 nm dan serapan maksimum 

diperoleh pada λ520 nm seperti 

diperlihatkan pada Gambar 1a. 
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Gambar 1(a) Absorbsi hasil reaksi enzimasi 

1 mM kolesterol pada panjang gelombang 

450-550 nm, dan, (b) Kurva kalibrasi 

larutan standar kolesterol pada λ520 nm. 

Reaksi enzimasi mengguanakan enzim 

COx dan POx, dengan pengabsorbsi 5 mM 

o-dianisidin diinkubasi selama 10 menit.  

 

Hasil ini secara konsisten optimum pada 

λ520 nm sama seperti pada panantuan asam 

urat (Situmorang, dkk., 2008) dan 

penentuan glukosa (Situmorang, dkk., 2011). 

Hasil ini meyakinkan bahwa hasil reaksi 

enzimasi kolesterol dengan pengabsorbsi o-

dianisidin seperti diperlihatkan pada 

persamaan reaksi (2) dan (3) berlangsung 

secara sempurna. Optimasi waktu inkubasi 

enzim juga dilakukan untuk melihat waktu 

yang sangat baik untuk terjadinya reaksi 

enzimasi secara sempurna menggunakan 1 

mM kolesterol pada variasi waktu 1-20 

menit, dan waktu inkubasi reaksi enzimasi 

yang optimum diperoleh selama 10 menit. 

Dalam kondisi optimum, dilakukan analisis 

kolesterol menggunakan larutan standar 

kolesterol standar dan diperoleh kurva 

kalibrasi larutan standar kolesterol (Gambar 

1b).  

Penentuan Kolesterol Dalam Makanan 

Tradisionil 

Metode analisis spektrofotometry hasil 

pengembangan telah dipergunakan untuk 

penentuan kolesterol yang di duga 

mengandung kolesterol dalam berbagai 

jenis makanan tradisional yang terdapat di 

Sumatera Utara. Makana tradisionil yang 

dianalisis adalah jenis makanan yang 

banyak dikonsumsi masyarakat dan 

diperjualbelikan di berbagai restoran di 

Kota Medan. Jenis makanan tradisionil dan 

hasil pengukuran terhadap kadar kolesterol 

yang terkandung di dalam makanan yang 

diperoleh dari rata-rata dari 3 kali 

pengukuran dirangkum pada Tabel 1. Dari 

seluruh sampel yang dianalisis 

menunjukkan kadar kolesterol yang 

bervariasi, yaitu berada pada skala 0,051 

mM-0,835 mM kolesterol. Hasil analisis 

kadar kolesterol menggunakan metode 

analisis spektrofotometry dengan 

pengabsorbsi o-dianisidin menunjukkan 

hasil yang baik, yaitu hampir semua jenis 

makanan dapat dianalisis menggunakan 

metode analisisis yang dikembangkan 

dalam studi ini. Kehadiran pewarna yang 

terdapat pada makanan tradisional masih 

mempengaruhi terhadap akurasi hasil 

pengukuran. Akan tetapi, karena proses 

perlakuan sampel seperti ekstraksi 

kolesterol menggunakan kloroform telah 

dapat mengurangi kehadiran zat warna di 

dalam sampel. Di samping itu, oleh 

kehadiran enzim COx dalam proses analisis 

penentuan kolesterol dapat meningkatkan 

selektifitas analisis menggunakan metode 

spektrofotometry. Sedangkan penggunaan 

pengabsorbsi o-dianisidin di dalam langkah 

analisis secara spektrofotometry telah dapat 

meningkatkan sensitifitas penganalisisan 

karena kehadiran enzim POx dalam reaksi 

katalisis hidrogen peroksida dengan 

senyawa pengabsorbsi sangat sensitif dan 

memberikan warna merah yang kontras 

yang dapat dideteksi pada panjang 

gelombang 520. 
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Tabel 1. Kadar kolesterol di dalam sampel makanan tradisionil secara biosensor dan 

Spektrofotometri (mM per 10 gram sampel kering). Angka merupakan hasil rata-rata dari 3 kali 

pengukuran). 

 

Suku dan 

Daerah Asal 

(Tradisi) 

Nama Makanan 

Metode Analisis 

spektrofotometri 

(Mm) 

 

Suku dan 

Daerah Asal 

(Tradisi) 

Nama Makanan 

Metode Analisis 

spektrofotometri 

(Mm) 

Batak Toba 

Naniura 0,229  

Padang 

Rendang daging 0,742 

Saksang 0,468  Dendeng sapi 0,672 

Ayam napinadar 0,234  Gulai asam pade 0,354 

Tanggo-tanggo 0,467  Gulai hati 0,104 

Arsik 0,173  Gulai kikil 0,498 

Batak Karo 

B panggang karo 0,331  Cincang 0,409 

Cipera 0,515  Gulai usus 0,385 

Kidu-kidu 0,588  Babat 0,799 

Batak 

Mandailing 

Rendang belut 0,100  Gulai kakap 0,155 

Gulai asam 

aporas 0,139  
Sate Padang 

0,279 

Gulai ikan sale 0,206  

Sunda 

Gepuk iga 0,803 

Batak 

Angkola 

Holat 
0,276  

Ayam goreng 

Bogor 0,398 

Gulai mas sale 0,347  

Cina 

Cha sio bak 0,316 

Batak 

Simalungun 
Manuk binatur 

0,571  
Mie pansit 

0,307 

Pakpak Pelleng Pakpak 0,660  Mie tiaw 0,052 

Dairi Pelleng Dairi 0,117  

Aceh 

Gulai itik 0,685 

Nias Babi kuah 
0,794  

Gulai ikan 

ke’eng 0,255 

Melayu 

Gulai asam 

manis 0,055  India 
Fish curry 

0,324 

Soto daging 0,136  Matton curry 0,337 

Jawa 

Semur ayam 0,255  

Pecel lele 0,410  

Bakso 0,389  

Ayam penyet 0,328  

 

Dari hasil studi ini diketahui bahwa metode 

analisis spektrofotometry hasil pengembangan 

memiliki sensitifitas tinggi, yaitu dapat 

menentukan kolesterol di dalam sampel pada 

konsentrasi sangat rendah 0,01 mM kolesterol, 

sehingga dapat diaplikasikan untuk penentuan 

kolesterol pada sampel makanan dan minuman 

yang mengandung kadar kolesterol rendah. 

Akan tetapi, kecepatan analisis menggunakan 

metode spektrofotometry  hasil pengembangan 

masih tergolong lambat karena membutuhkan 

perlakuan yang sangat lama dan prosedur 

yang kompleks sehingga analisis sulit 

dilakukan oleh tenaga analis yang kurang 

berpengalaman.  

Kesimpulan dan Saran 

Metode analisis spektrofotometry UV-Vus 

menggunakan pengabsorbsi o-dianisidin telah 

berhasil dikembangkan dengan cara 

mengintegrasikan enzim COx dan POx 

sebagai katalis dalam penentuan kolesterol. 

Metode analisis memberikan respon sensitif 

dan selektif terhadap kolesterol, linearitas 

pengukuran berada pada skala konsentrasi 

0,01–5,0 mM kolesterol, dan batas deteksi 0,01 

mM kolesterol. Metode analisis telah 

diaplikasikan untuk penentuan kolesterol di 
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dalam berbagai jenis makanan tradisionil di 

Sumatera Utara. Kadar kolesterol yang 

terdapat di dalam makanan tradisionil berada 

pada pada 0,052-0,799 mM kolesterol. Metode 

spektrofotometri hasil pengembangan masih 

masih tergolong lambat karena membutuhkan 

perlakuan yang sangat lama dan prosedur 

yang kompleks, sehingga perlu 

pengembangan lebih lanjut untuk 

meningkatkan kesederhanaan analisis. 
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