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ABSTRACT
The use of gold nanoparticles (AuNP) is an appropriate one in the development of biosensors because it has
a unique, strong adsorption, high biocompatibility, and large surface area. AUNPs can be synthesized by
various methods with the same synthesis principle by reducing Au®** to Au. This review explains the various
methods of AuNP synthesis and their characteristics, the interaction of AuNP with biomolecules including
DNA, and the application of AUNP-DNA bioconjugates in biosensors. Several applications of AUNP-DNA
bioconjugates as electrochemical biosensors in the past two years are proposed in this review.

Keywords: AuNP, AuNP-DNA bioconjugate, electrochemical biosensor.

[ABSTRAK] Penggunaan nanopartikel emas (AuNP) merupakan suatu pendekatan yang tepat dalam
pengembangan biosensor karena memiliki karakteristik unik, adsorpsi yang kuat, biokompatibilitas tinggi,
dan luas permukaan yang besar. Dalam perkembangannya AuNP dapat disintesis dengan berbagai macam
metode dengan prinsip sintesis yang sama yaitu dengan mereduksi ion logam Au®* menjadi Au. Ulasan ini
menjelaskan berbagai metode sintesis AuNP dan karakterisasinya, mekanisme interaksi AuNP dengan
biomolekul termasuk DNA, dan aplikasi biokonjugat AUNP-DNA dalam biosensor. Beberapa aplikasi
biokonjugat AuNP-DNA sebagai biosensor elektrokimia dalam dua tahun terakhir ini dilaporkan dalam
ulasan ini.

Kata kunci: AuNP, biokonjugat AUNP-DNA, biosensor elektrokimia.

1. PENDAHULUAN produksi dan modifikasinya yang relatif

Penggunaan nanopartikel merupakan salah
satu pendekatan yang tepat dalam pengembangan
biosensor. Nanopartikel adalah suatu partikel
logam maupun polimer dalam ukuran skala 1-100
nm. Fungsi nanopartikel dalam biosensor adalah
untuk meningkatkan amobilisasi biomolekul,
katalis reaksi elektrokimia, pelabelan molekul
dan meningkatkan transfer elektron (Pingarron et
al., 2008). Terdapat beberapa jenis nanopartikel
logam mulia yang digunakan dalam aplikasi
biosensor namun AuUNP memiliki fitur yang
cocok dalam meningkatkan sensitifitas dan
selektifitas dari biosensor karena memiliki
biokompatibilitas, sifat optik, elektronik,
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sederhana (Biju, 2014).

Karena memiliki  banyak kelebihan,
penggunaan AuNP dari tahun ke tahun semakin
meningkat. Hal ini membuat metode sintesis
AUNP pun beragam dan terus mengalami
modifikasi untuk menghasilkan suatu AuNP yang
stabil. Untuk mengetahui suatu partikel telah
berhasil disintesis atau tidak maka dilakukan
karakterisasi. Karakterisasi AUNP bertujuan
untuk mengetahui distribusi ukuran partikel dan
morfologinya dimana dalam nanopartikel kedua
parameter tersebut sangatlah penting dalam
karakterisasi ~ nanopartikel. ~ AuNP  dapat
dikarakterisasi dengan menggunakan
Spektroskopi UV-VIS, Transmission Electron
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Microscopy  (TEM), Electron

Microscopy (SEM).

Scanning

Kemampuan AuNP dalam berinteraksi
dengan sel telah mendorong para peneliti untuk
mengkonjugasikan  berbagai senyawa dan
makromolekul biologis dalam upaya
meningkatkan fungsionalitas karena AuNP
berpotensi dapat menstabilkan dan melindungi
DNA, Aptamer, RNA, dan Kkonjugat lain.
Konjugasi AuNP dengan makromolekul biologis
disebut dengan Biokonjugat (Delong et al., 2010).
Konjugasi DNA dengan AuNP memiliki peran
penting dalam biosensing karena memiliki sifat
optik yang sangat baik dari AuNP dan fungsi
pengenalan molekul DNA. Dalam biosensor
berbasis elektrokimia, penambahan biokonjugat
merupakan suatu upaya yang tepat karena dapat
meningkatkan sensitivitas, batas deteksi yang
rendah serta uji deteksinya berlangsung cepat dan
sederhana (Emami et al., 2014). Pada review ini
dijelaskan mengenai penggunaan AuNP yang
dikonjugasikan dengan DNA, sintesis dan
karaterisasi AuUNP, dan aplikasinya terhadap
biosensor elektrokimia dalam dua tahun terakhir.

2. SINTESIS DAN KARAKTERISASI AuNP

AUNP merupakan material berukuran kecil,
tetapi ketersediannya dalam jumlah besar menjadi
penting karena banyak diperlukan untuk aplikasi
komersial dan industri (Baer, 2013). Keadaan
oksidasi emas meliputi Au*! (aurous), Au*
(auric/aurat), dan yang tidak teroksidasi adalah
AuC. Au® adalah kondisi akhir yang diinginkan
untuk nanopartikel. Jadi, langkah utama yang
melibatkan sintesis AUNP adalah mereduksi Au*
atau Au*™® menjadi Au® dengan menambahkan
donor elektron (agen reduksi) dalam reaksi.
Prekursor pilihan bagi sebagian besar peneliti
adalah asam kloroaurat, HAuUCI4 dengan emas
dalam tingkat oksidasi Au*? (Baer, 2013).

Menurut  Zeng et al  sintesis AuNP
pertama kali dilakukan oleh Turkevich pada tahun
1951 dimana metode tersebut paling umum
digunakan. Pada metode ini, Pendekatan umum
dalam pembuatan larutan emas koloid adalah
sintesis partikel dari garam emas (HAuClys)
menggunakan zat pereduksi. Penggunaan natrium
sitrat menghasilkan larutan koloid yang memiliki
stabilitas yang sangat baik dan ukuran partikel
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dengan diameter 20 nm. Dalam metode ini,
larutan HAuUCIl,  dipanaskan kemudian
ditambahkan trisodium sitrat dihidrat dengan
cepat di bawah pengadukan yang kuat. Setelah
beberapa menit, warna larutan berubah dari
kuning muda menjadi merah anggur. Dalam
teknik ini, ion sitrat berfungsi sebagai agen
penstabil dan pereduksi dan menghasilkan AUNP
yang memiliki ukuran sekitar 22 nm (Hu et al.,
2006, Turkevich et al, 1951). Beberapa
penelitian menggunakan metode Turkevich untuk
mensintesis AuNP diantaranya: Kimling et al
mengatakan konsentrasi sitrat yang tinggi lebih
cepat menstabilkan AuNP dengan ukuran yang
lebih kecil, sementara konsentrasi sitrat yang
kecil akan menyebabkan agregasi partikel-
partikel kecil menjadi partikel yang lebih besar.
Babaei et al menggunakan metode “inversed
Turkevich” dalam penelitiannya. Menurutnya,
metode tersebut dapat digunakan sebagai metode
sederhana untuk mensintesis AUNP ukuran besar
hingga 51 nm dengan monodispersitas tinggi
dalam satu langkah. Zhang et al menyiapkan
AUNP Dberair, dengan menambahkan 4 mL
natrium sitrat 1% menjadi 100 mL larutan
HAUCI: mendidih 0,01%. Campuran diaduk
sampai warna anggur merah tua diperoleh,
menunjukkan pembentukan suspensi AuNP
dengan ukuran 10 nm.

Brust-Schiffrin pada  tahun 1994
mengembangkan metode Turkevich yang
selanjutnya dinamakan dengan metode Brust-
Schiffrin. Metode ini memiliki pendekatan yang
mudah untuk sintesis AuNP agar stabil secara
termal dengan ukuran yang dapat dikontrol dan
kemampuan disperse yang rendah. Dalam teknik
ini, AuCl, dipindahkan ke fase toluena dari
larutan berair menggunakan tetraoctylammonium
bromide (TOAB) sebagai agen transfer fase, dan
direduksi oleh NaBH., dengan adanya
dodecanethiol. Penambahan zat pereduksi
menyebabkan perubahan warna fase organik, dari
jingga ke coklat tua yang menunjukkan AuNPs
telah terbentuk (Hu et al., 2006, Turkevich et al.,
1951).

Shon et al (2009) menggunakan metode
Brust-Schiff rin dalam penelitiannya yaitu 0,39 g
(1,0 mM) HAuCI4 dilarutkan dalam 40 mL H20
nanopure dan 1,09 g (2,0 mM) TOAB dalam 160
mL toluena ditambahkan ke dalam labu reaksi.
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Campuran reaksi diaduk selama 10 menit
sebelum penambahan 0,38 g (10 mM) NaBHA4.
Solusi yang dihasilkan mengandung TOAB-
AUNPs dengan 3,4 nm menunjukkan warna ungu
/ merah yang kuat. Kim et al menambahkan 120
mL larutan HAuCI4 (1,6 g, 4,0 mM) ke TOAB
(5,5 ¢, 10,0 mM) yang dilarutkan dalam toluena
(240 mL) dan diaduk selama 2 menit.
Chlorobenzenemethanethiol (0,32 g, 2,0 mM)
dilarutkan dalam toluena ditambahkan diikuti
oleh natrium borohidrida (0,8 g) dalam air (50
mL). Larutan campuran diaduk selama 3 jam, fase
toluena dipisahkan dan volume larutan dikurangi
menjadi 30 mL. Produk kotor diendapkan
menjadi metanol (500 mL), dan kemudian
disaring dan dicuci dengan metanol (400 mL).
Ukuran partikel akhir adalah antara 3 dan 4 nm.

Sintesis AUNP secara elektrokimia pertama
kali dipelajari oleh Reetz et al pada tahun 1994
(Hu et al., 2006, Turkevich et al., 1951). Dalam
penelitiannya menunjukkan bahwa skala nano
ukuran partikel logam transisi dapat diatur secara
elektrokimia menggunakan garam tetra alkil
amonium sebagai stabilisator kluster logam dalam
media yang tidak mengandung air. AuUNP pada
permukaan karbon multi-dinding nanotube
dengan elektroda karbon kaca dapat disiapkan
menggunakan teknik sintesis elektrokimia (Song
et al., 2013). AuNP dibuat secara elektrokimia
menggunakan sel dua elektroda sederhana,
dengan oksidasi anoda dan reduksi katoda
(Herizchi et al., 2016).

Metode yang umum juga untuk sintesis
AuUNP adalah metode kimia. Pada metode ini,
AuNP dapat disintesis melalui proses reduksi
kimia dengan menggunakan agen pereduksi
seperti borohidrida, aminoboran, formaldehida,
hidrazin, hidroksilamin, poliol, asam sitrat dan
oksalat, gula, hidrogen peroksida, karbon
monoksida, tes sulfi, hidrogen, asetilena. Selain
dengan agen pereduksi dapat juga dilakukan
stabilisasi menggunakan suatu zat, misalnya
trisodium sitrat  dihidrat, ligan belerang
(khususnya tiolat), ligan fosfor, ligan berbasis
oksigen, ligan berbasis nitrogen (termasuk
senyawa heterosiklik), dendrimer, polimer dan
surfaktan (khususnya, cetyltrimethylammonium
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bromide) (CTAB). Untuk menghindari agregasi
partikel, beberapa jenis zat penstabil biasanya
ditambahkan (Zhao et al., 2013) (Herizchi et al.,
2016). Secara garis besar sintesis nanopartikel
dilakukan dengan metode top-down (fisika) dan
metode bottom-up (kimia). Pada metode top-
down padatan logam dibuat menjadi ukuran nano
secara mekanik, sedangkan dengan metode
bottom-up, logam dilarutkan dengan agen
pereduksi dan penstabil untuk merubahnya ke
dalam  bentuk nano  (Khairurrijal  dan
Mikrajuddin, 2009). Tetapi, metode-metode
tersebut memiliki banyak masalah yang
mencakup penggunaan pelarut yang beracun,
limbah yang berbahaya dan konsumsi energi yang
tinggi (Thakkar et al, 2011). Metode green
synthesis yang menggunakan ekstrak tanaman
sebagai reduktan dan zat penstabil untuk sintesis
nanopartikel logam telah banyak diminati di
bidang penelitian dalam 3 tahun belakangan.
Pendekatan sintesis hijau memberikan kemajuan
dibandingkan metode lain karena hemat biaya,
sederhana, ramah lingkungan dan dapat
diproduksi ulang. Prinsip metode green synthesis
nanopartikel  logam ialah  memanfaatkan
tumbuhan atau mikroorganisme sebagai agen
pereduksi. Mikroorganisme yang digunakan
seperti bakteri, jamur dan khamir. Hal ini
didasarkan pada kemampuan tumbuhan dalam
menyerap ion logam dari lingkungan, lebih aman
dan ramah lingkungan dibandingkan dengan
penggunaan bahan-bahan kimia anorganik
(Handayani, 2011). Jenis tumbuhan yang
mengandung bahan reduktor ini cukup melimpah
dan mudah didapatkan di wilayah Indonesia.
penambahan volume bioreduktor yang semakin
besar menyebabkan semakin banyak pula ion
AUt yang tereduksi menjadi Au®. Hal tersebut
disebabkan oleh tumbukan partikel antara
bioreduktor dan ion Au®** yang semakin sering
terjadi. Penambahan volume bioreduktor yang
semakin  besar menyebabkan  absorbansi
maksimum yang dihasilkan semakin besar pula.
Hal tersebut membuktikan bahwa semakin
banyak AuNP yang dihasilkan (Sovawi, 2016).
Beberapa penelitian sintesis AuNP dengan
metode green synthesis dalam dua tahun terakhir
disajikan dalam Tabel 1.
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Tabel 1. Beberapa metode green synthesis AUNP dalam dua tahun terakhir

No Nama Tumbuhan Agen pereduksi Ukuran Referensi
7, Sargassum Ekstrak 25-200 nm (Ouano et al., 2018)
crassifolium
o Artemisia dracunculus  Ejstrak 35-50 nm (Wactawek et al.,
' 2018)
3. Diospyros kaki Ekstrak daun 45-65 nm (Oyar et al., 2018)
4. Annona squamosa Ekstrak kulit 2-11 nm (Gangapuram et al., 2018)
5. Acacia Senegal Gum Arabic 22 nm g%slléa;ndarl-NOJehdehl etal,
6. Elaeis guineensis Ekstrak daun 35-75nm (Ahmad et al., 2018)
(kelapa sawit)
Dalbergia 4 methylenedioxyis (Umamaheswari et al.,
7. . oflavone ~10.5nm
coromandeliana - 2018)
(Dalspinin)
Ekstrak de-oiled
8. Jatropha curcas jatropha waste ~14 nm (Kanchi et al., 2018)
(DIW)
9. Indigofera tinctorial Ekstark daun 9-26 nm (Vijayan et al., 2018)
10. Thyme Ekstrak 35nm (Hamelian et al., 2018)
11. Nerium oleander ekstrak kulit batang  20-40 nm (Chandan Barai et al., 2018)
12. Cannabis sativa ekstrak air batang 12-20 nm (Singh et al., 2019)
Carrageenan
13. Alga merah oligosaccharide 8-35nm (Chen et al., 2018)
(CAO)
14. Backhousia citriodora  Ekstrak daun 8.40 nm (Khandanlou et al., 2018)
15. Ziziphus ziziphus Ekstrak daun 30-50 nm (Aljabali et al., 2018)
16. Limbah sayuran Ekstrak limbah 7-60 nm (Mythili et al., 2018)
sayuran
17 Pistacia Atlantica Ellj;;c]rak daun dan 50-60 nm (Hamelian et al., 2018)
18. Coffea arabica Ekstrak benih 16-64 nm (Bogireddy et al., 2018)
19. Punica granatum Ekstrak kulit 5,4-13 nm (Biao et al., 2018)
20. Agaricus bisporus Ekstrak 25 nm g%siléa)mdarl—NOJehdehl etal,
21. Pterocarpus Santalinus  Ekstrak kulit 13-26 nm %igi;avamurthy etal,
22. Juglans regia Ekstrak buah 3-19 nm (Izadiyan et al., 2018)
23. Medicago sativa Ekstrak benih 66 nm (Keshavarzi et al., 2018)
24. Origanum vulgare Ekstrak daun ~40 nm (Benedec et al., 2018)
25. Rh_yn_chotechum Ekstrak daun 8,3nm (Chaudhuri et al., 2018)
ellipticum
26. Salvia officinalis Asam rosmarinat 30.46 nm (Lim & Park, 2017)
27. S. nodiflora Ekstrak daun 18,91 nm (Vijayan et al., 2018)
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35.
36.
37.
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39.
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54,
55.
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Palm oil fronds (POFs)

Muntingia calabura

Padina tetrastromatica

Olax nana
Alpinia nigra

Ricinus communis

Croton bonplandianum

Arctium lappa
Punica Granatum

Mangifera indica

Alternanthera
bettzickiana

Syzygium cumini
Prosopis farcta

Dillenia indica

Kulit kacang
Macadamia mentah

Hibiscus sabdariffa

Citrus sinensis

Anacardium
occidentale
Croton Caudatus
Geisel

Bauhinia purpurea

Fusarium oxysporum

Sansevieria
roxburghiana

Solanum nigrum
Ricinus communis
Morus nigra
Dunaliella salina
Tribulus terrestris
Vitex negundo

Buah Naga

Ekstrak Palm oil
fronds (POFs)

Ekstrak buah
Ekstrak
Ekstrak daun
Ekstrak daun
Ekstrak daun
Ekstrak daun
Ekstrak akar
Ekstrak buah
Ekstrak benih
Ekstrak daun
Ekstrak benih
Ekstrak daun
Ekstrak daun
limbah kulit kacang
Ekstrak daun
Ekstrak buah
Ekstrak daun
Ekstrak daun

Ekstrak daun

Fusarium
oXysporum

Ekstak daun
Ekstak daun
Ekstak daun
Ekstak daun
Ekstrak air

Ekstrak buah
Ekstak daun
Ekstrak buah

32-79 nm
27 nm

11,4 nm
~47 nm
21.52 nm
2.5-10,5nm
~79 nm
24,7 nm
40-100 nm
46,8 nm
80-120 nm
20,52 nm
25 nm

5nm - 50 nm
50nm - 2um
7nm
1.75nm

10nm - 60 nm

20 nm - 50 nm.

50 nm

25-30 nm

2nm

9-26.5 nm

2.5-10.5 nm

16-51.5 nm

22.4 nm

7 —55nm

20-70 nm
10-20 nm
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(Usman et al., 2018)

( Kumar et al., 2018)
(Princy & Gopinath, 2018)
(Ovais et al., 2018)
(Baruah et al., 2018)
(Abdelghany et al., 2019)
(Vijay Kumar et al., 2018)
(Nguyen et al., 2018)
(Gubitosa et al., 2018)
(Vimalraj et al., 2018)
(Nagalingam et al., 2018)
(Kadiyala et al., 2018)
(Miri et al., 2018)

(Huang et al., 2019)
(Dang et al., 2019)

(Mohd Taib et al., 2019)
(Yang et al., 2019)
(Sunderam et al., 2018)
(Vijaya Kumar et al., 2019)
(Vijayan et al., 2019)
(Naimi-Shamel et al.,2019)
(Kumar et al., 2019)
(Asnag et al., 2019)
(Asnag et al., 2019)
(Asnag et al., 2019)
(Singh et al., 2019)
(Gopinath etal., 2019)
(Veena et al., 2019)
(Divakaran et al., 2019)
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57. kelapa sawit Ekstrak daun 2%37 - 1123 (Usman et al., 2019)

58. ganggang merah Agarosa 5-10 nm (Szcs etal., 2019)

59. Scutellaria barbata tanaman Scutellaria 30 - 40 nm (Wang etal., 2019)
barbata matang

60. Solanum melongena ekstrak kulit 29 nm (Das & Bhuyan et al., 2019)

61. Coleus aromaticus Ekstrak daun 80 nm (Boomi et al., 2019)

62. Eucalyptus globulus Ekstrak daun igg :m dan (Dzimitrowicz et al., 2019)

63. Rosmarinus officinalis  R. officinalis 206$ Em dan (Dzimitrowicz et al., 2019)

64. Abies spectabilis Ekstrak tanaman 51 nm (Dzimitrowicz et al., 2019)
dengan polifenol

65. Cornus Mas dari ekstrak Cornus 19 nm (Filip et al., 2019)
Mas

66. =SCIN. g“k.os'da Escin 5-20 nm (Shamprasad et al., 2019)

triterpenoid

67. Lonicera japonica Ekstrak bunga 10-40 nm (Patil, Bayaraa, et al., 2019)

68. Gracilaria verrucose Ekstrak daun 20-80 nm (Chellapandian et al., 2019)

69. Lignosus rhinocerotis Ekstrak daun ggi hr:g]gga (Katas et al., 2019)

70. alcea rosea Ekstrak daun 4-95 nm (Khoshnamvand et al.,

2019)

71. Agrimonia Pilosa Ekstrak ba_glan 20-50 nm (Patil et al., 2019)
udara A. Pilosa

72. VISRl Ekstrak daun 50 nm (Mariychuk et al., 2019)

communis L.

73. Alternanthera Sessilis Ekstrak daun 30-50 nm (Qian et al., 2019)

74. Madu larutan maduyang ¢ ;4 (Boldeiu et al., 2019)
dimurnikan

75. Cressa cretica ekstrak air daun 15-22 nm g%zilga)subramaman etal,

76. fam'”'a mangostana gy qirak buah 20-40 nm (Nishanthi et al., 2019)

77. Parmelia sulcate ekstrak lichen 54 nm (Gandhi et al., 2019)

78. eucalyptus globulus Ekstrak daun 14.5nm (Zayadi etal., 2019)

79. Lycium chinense Ekstrak buah 20-100 nm (Chokkalingam et al., 2019)

Tahap  selanjutnya  setelah  sintesis Microscopy  (TEM),  Scanning  Electron

nanopartikel adalah mengkarakterisasi ukuran
dan morfologinya. Pada umumnya, AuNP
dikarakterisasi dengan menggunakan
Spektroskopi UV-VIS, Transmission Electron

https://ejournal.unib.ac.id/index.php/pendipa

Microscopy (SEM).

Dasar spektroskopi UV-Vis adalah serapan
cahaya, radiasi cahaya atau elektromagnet dapat
dianggap menyerupai gelombang. Bila cahaya
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jatuh pada senyawa, maka sebagian dari cahaya
diserap oleh molekul-molekul sesuai dengan
struktur dari molekul senyawa tersebut. Serapan
cahaya oleh molekul dalam daerah spektrum UV-
Vis bergantung pada struktur elektronik dari
molekul (Underwood, 2002). Interaksi AuNP
dengan cahaya sangat ditentukan oleh
lingkungan, ukuran dan dimensi fisiknya. Medan
listrik berosilasi dari berkas cahaya yang
merambat di dekat partikel nano koloid
berinteraksi dengan elektron bebas menyebabkan
pergerakan bersama muatan elektron yang
beresonansi dengan frekuensi cahaya tampak.
Osilasi resonansi ini dikenal sebagai plasmon
permukaan. Untuk AuNP monodisperse kecil (~
30nm), fenomena resonansi plasmon permukaan
menyebabkan penyerapan cahaya pada bagian
biru-hijau dari spektrum (~ 450 nm) sementara
cahaya merah (~ 700 nm) dipantulkan,
menghasilkan warna merah. Dengan
meningkatnya  ukuran  partikel,  panjang
gelombang penyerapan resonansi plasmon
permukaan bergeser ke panjang gelombang yang
lebih panjang dan lebih merah. Cahaya merah
kemudian diserap, dan cahaya biru dipantulkan,
menghasilkan larutan dengan warna biru pucat
atau ungu. Variasi warna yang menunjukkan
perbedaan ukuran partikel AuNP ditunjukkan
pada Gambar 1. Ketika ukuran partikel terus
meningkat, panjang gelombang resonansi
plasmon permukaan bergerak ke daerah spektrum
infra merah dan warna berubah sesuai panjang
gelombangnya.

HEEEN

Gambar 1. Variasi warna yang timbul pada
sintesis AuNP dengan makin meningkatnya
ukuran partikel (Wang, dkk., 2011)

Identifikasi terbentuknya AuNP melalui
analisis spektrofotometri UV-Vis ditunjukkan
dengan adanya panjang gelombang maksimum
sekitar 500-600 nm bergantung pada ukuran
partikel. ~ Pergeseran  panjang  gelombang
maksimum dipengaruhi oleh ukuran partikel
sebagaimana disajikan melalui Gambar 2.
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Gambar 2. Pengaruh ukuran nanopartikel pada
spektrofotometer UV-Vis (Fatimah, 2014).

Transmission  Electron  Microscopy
(TEM) dan Scanning Electron Microscopy (SEM)
secara luas dianggap sebagai standar yang baik
untuk mengkarakterisasi nanopartikel. TEM
adalah sebuah mikroskop elektron dengan cara
kerjanya mirip proyektor slide, dimana elektron
ditembuskan ke dalam obyek pengamatan dan
pengamat mengamati hasil tembusannya pada
layar (Karlik, 2001). Karakterisasi dengan TEM
digunakan untuk menentukan ukuran partikel dan
distribusinya. Partikel dengan ukuran beberapa
nanometer dapat diamati dengan jelas
menggunakan TEM karena resolusinya yang
sangat tinggi. Penggunaan high resolution TEM
(HR-TEM) dapat membantu dalam menentukan
lokasi atom-atom dalam sampel seperti
ditunjukkan pada Gambar 3 (Egerton, 2010).

Snm 30nm 60nm 100nm 250nm 400nm

‘ A . ‘fw”'-

Gambar 3. Ukuran AuNP mulai dari 5 nm (Kiri)
hingga 400 nm (kanan) hasil proyeksi TEM,
dengan koefisien variansi <8% (Egerton, 2010).

SEM adalah jenis mikroskop elektron yang
mencitrakan permukaan sampel oleh pemindaian
dengan pancaran tinggi elektron. Elektron yang
berinteraksi dengan atom yang membentuk
sampel menghasilkan sinyal yang berisi informasi
tentang sampel dari permukaan topografi,
komposisi dan sifat lainnya sepertidaya konduksi
listrik (Kutchko & Kim, 2006)..

Rohiman et al menjelaskan mengenai
pengaruh penambahan natrium sitrat dalam
sintesis AUNP yang dapat mempengaruhi bentuk
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AUNP yang dihasilkan. Semakin banyak natrium
sitrat yang ditambahkan maka seharusnya akan
semakin banyak AuCI* yang tereduksi menjadi
AU® dengan ukuran kecil, karena natrium sitrat
berfungsi sebagai agen pereduksi. Akan tetapi,
berdasarkan data hasil karakterisasi SEM,
diameter AuNP malah semakin besar seiring
dengan penambahan natrium sitrat, seperti
tampak pada Gambar 4. Hal ini terjadi
kemungkinan karena kelebihan natrium sitrat
dapat berfungsi sebagai penstabil selain sebagai
agen pereduksi, sehingga akan melindungi AuUNP
seperti halnya konsep pembentukan misel pada
sabun (surfaktan) dengan kotoran/noda. Oleh
karena itu, AuNP yang dihasilkan membentuk

3. KONJUGASI AuNP
BIOMOLEKUL (BIOKONJUGAT)

DENGAN

Konjugasi AuNP-biomolekul dapat
menyatukan sifat dan fungsi unik fisikokimia dari
AUNP (misalnya, pita serapan plasmon yang kuat
dan hamburan cahaya) dengan kemampuan
molekul biologis untuk mencapai pengikatan
dengan spesifisitas yang tinggi. Kombinasi antara
AuNP dan biomolekul menghasilkan efek
sinergis atau kooperatif. AUNP dapat memberikan
peningkatan stabilitas pada protein dan kapasitas
multivalen tambahan pada biomolekul yang
terikat (Garc, 2013).

Menurut Delong et al. fungsionalisasi pada
nanopartikel bertujuan untuk meningktakan
stabilitas, fungsionalitas, dan
biokompatibilitasnya. Namun terdapat tujuan
utama dalam fungsionalisasi yaitu untuk
menstabilkan sifat-sifat AuNP dan molekul
biologi yang terikat. Dengan hal lain, molekul
biologis dapat lebih stabil dan mampu
mempertahankan sifat biorekognisinya
sedangkan AUNP dapat mempertahankan sifat
uniknya seperti pita serapan plasmon yang kuat,
hamburan cahaya. Beberapa biomolekul yang
telah dikonjugasikan dengan AuNP diantaranya
protein, DNA, lipid dan karbohidrat seperti yang
ditunjukkan pada Gambar 5.
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kelompok atau unit yang dilingkupi oleh sitrat
sehingga yang teramati pada foto SEM,
berdiameter lebih besar.

a):0,06 gram ~

b). 0:3 gram: .~
. ” A e

Gambar 4. Foto SEM yang menunjukkan
pengaruh penambahan massa natrium sitrat
terhadap ukuran diameter AuNPs yang terbentuk
(Rohiman et al., 2014
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Gambar 5. Konjugasi AUNP dengan biomolekul
(biokonjugat)

Proses pengikatan AuUNP dengan biomolekul
diantaranya melalui interaksi elektrostatik antara
AUNP dan molekul biologis. Cara ini adalah salah
satu cara termudah untuk memfungsikan dan
menstabilkan  biokonjugasi AuNP. Sebagai
contoh, ketika AuUNP bermuatan positif akan
terikat melalui interaksi ionik yang stabil ke
bagian bermuatan negatif dan nukleofilik.
Molekul biologis yang mengandung gugus asam
dan basa simultan (misalnya, protein) efisien
dalam menstabilkan AuNP. Secara umum,
stabilisasi AuNP oleh molekul biologis terjadi
melalui adsorpsi molekul biologis secara pasif ke
permukaan nanopartikel oleh elektrostatik dan
interaksi hidrofobik (Mirau et al., 2017).
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Gambar 6 menelaskan interaksi molekul
biologis (protein) pada permukaan AUNP.
Penambahan protein ke dalam larutan AuNPs
yang tertutup sitrat akan menghasilkan adsorpsi
spontan protein ini pada permukaan AuNP karena
elektrostatik, hidrofobik, dan interaksi Van der
Waals (Garc et al., 2013).

Gambar 6. Representasi skematis dan strategi
umum untuk menghubungkan antibodi dengan
AUNP (a) Adsorpsi antibodi melalui interaksi
elektrostatik, hidrofobik dan Van der Waals. (b)
Aktivasi kelompok terminal karboksilat dari NP
(merah) dan penggabungan ke amina primer dari
Antibodi (c) Fungsionalisasi NP dengan protein
(pA atau pG) yang memiliki afinitas pengikatan
tinggi untuk wilayah Antibodi. (d) Oksidasi rantai
oligosakarida Antibodi untuk penambahan gugus
fungsi (violet) dan reaksi dengan gugus fungsi
dalam NP (orange) (Garc, 2013).

Selain dengan DNA dan protein, AuNP telah
dikonjugasikan  juga dengan lipid dan
karbohidrat. Gambar 7 menunjukkan penggunaan
asam lemak oleat dan fosfatidilkolin untuk
melapisi AUNP membentuk biokonjugat dalam
aplikasi biosensor surface plamon resonance
(SPR). Terdapat tiga jenis interaksi nanopartikel
dengan membran lipid yakni elektrostatik,
dimana nanopartikel terikat pada permukaan
membran oleh gaya elektrostatik sederhana,
interaksi van der Waals, dan interaksi melibatkan
partikel hidrofobik yang tertanam ke dalam inti
membran seperti yang dijelaskan pada Gambar 7
(Cai, 2015).
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Gambar 7. Proses pelapisan lipid. (a) AuNP
dilapisi sitrat. (b) AuNP dilapisi oleat dengan
penambahan natrium oleat. (c) AuNP dilapisi
dengan fosfatidilkolin dengan penambahan PC30.
(d) propanatiol meresap melalui lapisan
fosfatidilkolin dan melapisi nanosfer emas.

(A) (B) ©)

Gambar 8. Interaksi antara lipid dengan

nanopartikel: (@) Interaksi  elektrostatik,
nanopartikel terikat pada permukaan membran
oleh gaya elektrostatik sederhana. (b) interaksi
Van der Waals dan efek hidrofobik (c) melibatkan
kombinasi kompleks (a) dan (b), nanopartikel
berpartisi ke dalam kedua lapisan (bilayers) tetapi
dilepaskan ke sisi lain (Derrien, 2009)

4. KONJUGASI AuNP DENGAN DNA

Asam nukleat adalah polimer nukleotida yang
tersusun secara sistematis dari gula-basa nitrogen-
fosfat. Fungsi utamanya untuk menyimpan,
mereplikasi dan mentransmisikan informasi
genetik dalam sistem biologis (Niu et al., 2018).
Jenis polinukleotida ini di antaranya DNA
(deoxyribonucleic acid), RNA (ribonucleic acid),
dan juga aptamer. Aptamer merupakan
oligonukleotida RNA atau DNA rantai tunggal
sintetik yang diseleksi melalui metode in vitro
yang dikenal sebagai Systematic Evolution of
Ligands by Exponential enrichment (SELEX).

DNA, RNA, maupun aptamer, telah banyak
dikonjugasikan dengan AuUNP dan digunakan
dalam aplikasi analisis, diagnosis, maupun
teurapetik. Pada saat nukleotida terkonjugasi
dengan AuNP, stabilitas dan efisiensi absorpsi
keduanya meningkat. Contohnya aptamer—AuNP
cocok untuk aplikasi  biomedis  seperti
antikoagulasi, antikanker, antibakteri, dan
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antivirus. Begitupula DNA-AuUNP maupun RNA-
AUNP, telah banyak dilaporkan berbagai macam
aplikasinya. Ketiga jenis oligonukleotida ini
berinteraksi dengan AuNP melalui berbagai cara
pengikatan.

Sebagian besar konjugasi DNA-AuNP
dicapai melalui ikatan Au-Sdengan cara DNA
dimodifikasi dengan menambahkan gugus tiol
pada ujung 5' atau 3'nya. Konjugasi DNA-AUNP
pertama dilaporkan oleh Mirkin et al. [111]
Mereka merancang dua jenis AuNP, masing-
masing terkonjugasi dengan oligonukleotida untai
tunggal yang berbeda yang saling melengkapi
satu sama lain. Berdasarkan hibridisasi dari dua
oligonukleotida, perakitan AUNP mengarah pada
emisi yang diinduksi agregasi dalam warna merah
sebagai  output sinyal. Pendekatan ini
memberikan batas deteksi hingga tingkat
nanomolar untuk deteksi DNA, bahkan dengan
resolusi untuk mengenali ketidaksesuaian basa
tunggal. Stabilitas dan efisiensi hibridisasi DNA-
AuUNP sangat bergantung pada kepadatan
permukaan DNA. Ketika kepadatan DNA pada
permukaan AuNPs terlalu tinggi, hilangnya
fungsi biologis mungkin terjadi sebagai akibat
dari efek sterik. Dengan demikian, kepadatan
permukaan ligan DNA pada AuNP harus
dioptimalkan. Untuk mendapatkan DNA-AuUNP
yang stabil, perendaman garam dengan 100 mm
NaCl direkomendasikan. Selain itu, DNA yang
terdiri dari basa pengenalan dan basa terminal
seperti polythymine  disarankan untuk
memberikan efisiensi hibridisasi yang lebih tinggi
dan meminimalkan efek permukaan (Wang et al.,
2016; Sutter et al., 2019; Torabi & Lu, 2014;
Delong et al., 2010; Liu & Liu, 2017). Liu & Liu,
2017 menjelaskan mengenai fungsionalisasi
AUNP dengan DNA yang tertiolasi seperti yang
ditunjukkan pada Gambar 9 (Liu & Liu, 2017).
DNA dengan AuNP: (a) Kerapatan DNA yang
rendah cenderung membungkus permukaan Au,
dan DNA tidak dapat berhibridisasi. (b) Proses
penambahan garam melibatkan adsorpsi DNA
awal, dan peningkatan konsentrasi NaCl secara
bertahap. (c) Pemasangan DNA dengan adanya
ligan  penstabil (mis., Surfaktan) untuk
meningkatkan stabilitas koloidal AuNPs. (d)
Penaggunaan pH rendah membutuhkan DNA
yang mengandung blok poli untuk berkumpul
menjadi dupleks paralel. (e) Metode pembekuan
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tidak memerlukan reagen tambahan. (f) Penahan
poli (A) yang mengandung DNA nonthiolasi pada
AUNP dengan kepadatan terkontrol; blok poli (a)
yang lebih panjang menghasilkan kepadatan
DNA yang lebih rendah (Liu & Liu, 2017).

Gambar 9. metode dalam pengkonjugasian

Selain menggunakan linker gugus tiol,
konjugasi AuNP-DNA juga dapat dilakukan
melalui penambahan linker streptavidin-biotin
seperti yang dilakukan oleh (Poturnayova et al.,
2019; D’Agata et al., 2017; Liu et al., 2012).
Dalam penelitiannya, D’Agata et al. JM7
menggunakan biokonjugat AuNP-aptamer yang
terbiotinilasi  dengan  menggunakan  linker
streptavidin.  Adanya  streptavidin  akan
meningkatkan daya ikat pada biokonjugat dan
meningkatkan kestabilan AuUNP. Streptavidin
akan berikatan dengan AuNP secara adsorpsi
dimana muatan negative AuNP yang distabilkan
oleh natrium sitrat akan berikatan dengan muatan
positif yang ada pada residu asam amino
streptavidin. AuUNP yang telah terikat streptavidin
akan berikatan dengan DNA yang terbiotinilasi
dimana ikatan streptavidin dan biotin ini sangat
spesifik seperti protein dan ligan. Ilustrasi dari
biokonjugat ini dapat dilihat pada Gambar 10.

-_

Sueptavidin [ | -
awe == aue B 27 aune 5
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Aptamer-Biotin
-

Gambar 10. Pembentukan biokonjugat AuNP-
Apt-biotin-streptavidin (D’ Agata et al., 2017).
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5. APLIKASI BIOKONJUGAT AuNP — DNA
DALAM BIOSENSOR ELEKTROKIMIA

Metode elektrokimia telah menarik banyak
perhatian dalam bidang diagnostik klinis karena
cepat, sederhana, sensitif, deteksi biaya rendah,
serta memberikan kemudahan dalam
miniaturisasi (Charbgoo et al., 2017). Strategi
biokonjugasi yang cocok dan stabilisasi
biomolekul pada elektrode sangat penting untuk
pengembangan biosensor yang baru dan layak
secara komersial (Li & Drago, 2016). Aptamer
DNA telah digunakan sebagai elemen pengenal
dalam sensor dengan interaksi antara molekul
DNA dan logam. Konduktivitas yang sangat baik,
luas permukaan yang tinggi dan sifat katalitik
AuNP menjadikannya kandidat utama untuk
deteksi elektrokimia dari berbagai analit. Karena
sensitivitasnya yang tinggi, respons yang cepat,
dan ketahanannya, deteksi elektrokimia berbasis
aptasensor semakin menarik perhatian. Dari sejak
1990-an, aptamer telah digunakan sebagai elemen
pengenal untuk biosensor elektrokimia. DNA
terfungsionalisasi AuNP (DNA-AuUNP) telah
menunjukkan potensi besar untuk biosensing
karena memiliki sifat optik yang sangat baik dari
AUNP dan fungsi pengenalan molekul DNA
(Rashid & Yusof, 2017).

Aspek yang paling banyak dipelajari dari
interaksi DNA-AUNP adalah kinetika adsorpsi
dan termodinamika strands-DNA dengan AuNP.
Terdapat beberapa pendapat mengenai interaksi
adsorpsi  DNA vyang menyimpulkan bahwa
prosesnya didominasi oleh interaksi hidrofobik
dan interaksi hidrofilik. Interaksi aptamer dengan
AUNP sangat kompleks karena interaksi
keduanya menggunakan struktur terlipat sebagian
dengan loop dan untai ganda yang dilipat menjadi
struktur tiga dimensi. Dengan perubahan struktur
yang terjadi dapat meningkatkan pengikatan
target yang tidak mewakili baik ss-DNA atau ds-
DNA (Mirau et al., 2017) .

Dalam dua tahun terakhir terdapat beberapa
peneliti yang menggunakan biokonjugat AuNP-
DNA sebagai pendekatan dalam pendeteksian
target menggunakan biosensor elektrokimia. Pada
tahun 2019, Dai et al. melakukan suatu pengujian
berbasis aptamer kompetitif untuk deteksi
S.typhimurium dibuat dengan menggabungkan
UiO-67/GR dan probe cDNA dengan
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nanopartikel aptamer-emas (AuNPs) (Apt-
AUNPs-HRP). DNA komplementer parsial
terminal (cDNA) aptamer dimodifikasi secara
kovalen pada elektrode melalui koordinasi yang
kuat antara gugus fosfat dan Zr-OH dari UiO-67.
Aptamer akan mengikat erat dengan S.
typhimurium  untuk  membentuk  kompleks
aptamer-AuNPs-HRP/S. typhimurium. Dengan
demikian, nanoprobe Apt-AuNPs-HRP tidak
mampu memuat pada elektrode yang dimodifikasi
sehingga membuat respon yang tertangkap
sedikit. Dengan tidak adanya S. typhimurium,
aptamer tertiolasi yang diimobilisasi pada AuNPs
akan berhibridisasi dengan cDNA capture probe.
Jumlah HRP pada permukaan elektroda kemudian
meningkat, dan sinyal elektrokimia besar
diperoleh dengan katalisis HRP dalam sistem HQ
+ H0,. Nilai sensitivitas tinggi yang dihasilkan
berasal dari sifat luar biasa dari probe amplifikasi
sinyal UiO-67/GR dan Apt-AuNPs-HRP. Dalam
hal ini menunjukkan bahwa pendekatan aplikasi
prospektif komposit UiO-67/GR dalam pengujian
berbasis aptamer dapat meningkatkan nilai
sensitivitas pada pendeteksian S. typhimurium
terdeteksi dalam rentang linier 2 x 10%-2 x 10 8
cfu/mL, dengan batas deteksi lebih rendah dari 5
cfu/mL. Gambar 11 menunjukkan penggunaan
biokonjugat aptamer-AuNP dalam biosensor
elektrokimia untuk mendeteksi S. typhimurium

\ ) —\/
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"

Hoono:?

2 A~~~ Capture probe -~ Aptamer
R, — X
@Au nanoparticle .S typhimurium $HRP

Scheme 1 \chmatx: diagram of the competiive apcmer hasad asay for § pAimurrm detecton

Gambar 11. Pengupan berbasis aptamer
kompetitif untuk S. typhimurium (Dai et al., 2019)

Biokonjugat AuNP-DNA pada biosensor
elektrokimia juga telah dikembangkan oleh
Hartati et al. yang menggunakan DNA tertiolasi
(DNA-SH) yang akan teradsorpsi oleh AuNP
membentuk Self Assembled monolayer (SAM)
yang dapat mengontrol permukaan AuNP.
Biokonjugat AuNP-DNA-SH akan terbentuk
melalui interaksi kovalen yang kuat antara sulfur
pada gugus tiol dengan permukaan AUNP.
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Dengan  menggunakan  biokonjugat  ini
pendeteksian akan lebih selektif dan respon yang
didapatkan baik. Sensor elektrokimia yang
digunakan adalah elektroda SPCE dengan
modifikasi emas. Proses imobilisasi biokonjugat
AUNP-DNA pada permukaan SPCE melibatkan
MPA sebagai penghubung. Kelompok thiol (-
SH) MPA digunakan sebagai situs pengikatan
ikatan kovalen dengan nanopartikel logam,
sedangkan kelompok karboksilat (—COOH)
digunakan untuk bereaksi secara kovalen dengan
gugus fosfat dalam DNA untuk mencapai
imobilisasi yang efektif. Kelompok karboksilat
MPA diaktifkan oleh EDC dan NHS sehingga
terbentuk ester suksinimida yang digunakan
untuk amobilisasi biokonjugat pada permukaan
SPCE. DNA target diamati berdasarkan sinyal
indikator MB.

& | AuNP-DNA probe
Bioconjugate

Methylene | ... Methylene | ...
blue (MB) |*° blue (MB) |+
o & o 6 B
2" % 2
\l///

— Bioconjugates
= Complementary DNA

Gambar 12. Skema biosensor DNA berdasarkan
biokonjugat AUNP-DNA probe pada permukaan
SPCE-Emas, dengan deteksi menggunakan
metilen biru (Hartati et al., 2019).
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Sinyal elektrokimia MB yang terikat pada
dsDNA ditentukan oleh jarak transfer elektron
dari molekul MB ke elektroda. Pendeteksian ini
menghasilkan nilai LoD sebesar 0,58 ug / mL dan
Recoverynya  adalah 101,74%. Skema
keseluruhan biosensor elektrokimia dengan
menggunakan biokonjugat AuNP-DNA ini
ditunjukkkan pada Gambar 12. Penggunaan
biokonjugat AuUNP-DNA dalam aplikasinya
sebagai biosensor elektrokimia yang dilaporkan
dalam dua tahun terkahir ditunjukkan dalam
Tabel 2.

6. KESIMPULAN

Aplikasi AuNP telah berkembang pesat dalam
dekade ini karna terbukti bahwa penggunaan
nanopartikel emas merupakan suatu pendekatan
yang sangat baik. Dari data yang kami
kumpulkan, peningkatan publikasi yang cepat
dalam tiga tahun terakhir adalah sintesis
nanopartikel emas dengan metode biologi.
Nanopartikel emas juga memiliki kemampuan
yang sangat baik dalam berkonjugasi dengan
DNA karena dalam aplikasinya terhadap
biosensor elektrokimia dapat meningkatkan nilai
sensitivitas dan selektifitas.
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Tabel 2. Penggunaan biokonjugat AUNP-DNA dalam biosensor elektrokimia pada tahun 2018-2019

Judul Biokonjugat Target LoD Refrensi
Approaching single DNA molecule AuUNPs-CoP- single nucleotide 4.8 x 10-17  (Kaur et
detection with an ultrasensitive SSDNA polymorphism mM al., 2018)
electrochemical genosensor based on gold (SNP)
nanoparticles and Cobalt-porphyrin DNA
conjugates
A Gold Nanoparticle—- DNA Bioconjugate—  AuNP-DNA probe  Sus scrofa  0.58 uyg/mL  (Hartati
Based Electrochemical mtDNA et al.,
Biosensor for Detection of Sus scrofa 2019)
mtDNA in Raw and Processed
Meat

An ultrasensitive electrochemical biosensor ~ AuNP-DNA strand polynucleotide 7.76 x 104  (Cui et
for polynucleotide kinase assay based on 2 kinase U/mL al., 2018)
gold nanoparticle-mediated lambda

exonuclease cleavage-induced signal

amplification

A Novel Electrochemical Aptamer AuNP@AgNP- Hg?* 0.006 pg/L

Biosensor Based on DNAzyme Decorated DNAzyme (Zhao &
Au@Ag Xie, et
Core-Shell Nanoparticles for Hg2+ al., 2018)
Determination

Electrochemical determination of Salmonella 5 cfu/mL (Dai et
Salmonella typhimurium typhimurium (based on al., 2019)
by using aptamer-loaded gold nanoparticles  Apt-AuNPs-HRP S/N=3)

and a composite
prepared from a metal-organic framework
(type UiO-67) and grapheme

Aptamer-Functionalized and Gold Apt/AuNPs- CTC 4and 3 (Dou et
Nanoparticle Array-Decorated Magnetic Fe304-GS (Circulating (cells/mL) al., 2019)
Graphene Nanosheets Enable Multiplexed Tumor Cells)

and Sensitive Electrochemical Detection of
Rare Circulating Tumor Cells in Whole
Blood
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