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Kata kunci: ABSTRAK. Hiperglikemia merupakan ciri diabetes melitus, sekelompok penyakit metabolik yang
disebabkan oleh kelainan sekresi insulin, kerja insulin, atau keduanya. Hiperglikemia dapat menyebabkan
kerusakan jangka panjang, disfungsi, dan kegagalan berbagai organ, terutama jantung, mata, saraf,
pembuluh darah, dan ginjal. Oleh karena itu, diagnosis dan pemantauan rutin kadar glukosa darah sangat
penting dilakukan. Hemoglobin terglikasi (HbAlc) adalah hemoglobin yang berikatan dengan glukosa
dalam darah dan ditetapkan menjadi biomarker hiperglikemia yang dapat mengindikasikan diabetes atau
prediabetes. Akan tetapi, pengukuran HbAlc di laboratorium klinis membutuhkan instrumen yang canggih
dan mahal, tenaga ahli khusus dan waktu lama. Oleh karena itu, biosensor elektrokimia kemudian mulai
dikembangkan untuk mendeteksi kadar HbAlc karena mudah digunakan, hasil cepat, dan harga yang
murah. Ulasan ini membahas biosensor elektrokimia untuk mendeteksi HbAlc dan metode imobilisasi
bioreseptor.
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Keywords: ABSTRACT. Electrochemical Biosensor for Monitoring Glycated Hemoglobin (HbAlc) Levels in
Diabetes Mellitus. Hyperglycemia is a hallmark of diabetes mellitus, a group of metabolic diseases caused
by defects in insulin action, insulin secretion, or both. Hyperglycemia can cause long-term damage,
dysfunction, and failure of various organs, especially the heart, blood vessels, eyes, nerves, and kidneys..
Therefore, routine diagnosis and monitoring of blood glucose levels are very important. Glycated

biosensors;
diabetes mellitus;
electrochemical,

HbAlc. hemoglobin (HbAlc) is hemoglobin that binds to glucose in the blood and is established as a biomarker of
hyperglycemia that may indicate diabetes or prediabetes. However, measurement of HbA1c in the clinical
laboratory requires large and expensive instruments, specialized experts, and takes a long time. Therefore,
an electrochemical biosensor began to be developed to detect HbAlc levels because it is easy to use and
has fast results at lower prices. This review discusses electrochemical biosensors for detecting HbAlc and
the immobilization of bioreceptors.
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PENDAHULUAN

Diabetes Melitus (DM) adalah penyakit yang menjadi masalah kesehatan masyarakat global. Menurut
laporan International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC) terdapat 463 juta
penderita diabetes di seluruh dunia, di mana 47% penderitanya tidak menyadari penyakitnya atau tidak
terdiagnosa. DM ditandai dengan peningkatan kadar glukosa darah secara terus menerus melebihi normal atau
disebut hiperglikemia. Tidak ada kesepakatan universal tentang tes skrining diabetes yang paling akurat.
Pengukuran Glukosa Darah Puasa (GDP) dan Tes Toleransi Glukosa Oral (TTGO) adalah dua tes skrining yang
umum digunakan. Kedua tes ini melibatkan pengukuran glukosa darah. Dalam pengukuran TTGO dan GDP pasien
harus berpuasa semalaman atau setidaknya selama 8 jam. Keakuratan TTGO dan GDP dapat berkurang dengan
ketidakpatuhan pasien terhadap puasa, kesalahan laboratorium, atau penggunaan obat-obatan tertentu
(Jagannathan et al., 2020).

Pada pasien diabetes terdapat peningkatan fraksi hemoglobin minor yang diketahui sebagai HbAlc. Hal ini
pertama kali dilaporkan oleh Rahbar et al. (1969) yang menemukan adanya komponen hemoglobin Alc tidak
terkontrol pada penderita diabetes, studi menunjukkan kemungkinan adanya glukosa yang berikatan dengan
hemoglobin Alc pada penderita diabetes (Sherwani et al., 2016). Pada tahun 2010 American Diabetes Association
(ADA) merekomendasikan penentuan kadar HbAlc untuk diagnosis diabetes dan kontrol gula darah pada pasien
atau orang yang mungkin menderita pra-diabetes (Paputungan and Sanusi, 2014). HbAlc menjadi pilihan skrining
yang menjanjikan karena memiliki stabilitas yang baik pada suhu kamar dan dapat diuji pada sampel darah kapiler
yang tidak puasa (Lim et al., 2018).

Berbagai teknik yang telah dilakukan untuk mendeteksi HbAlc dalam darah yaitu, dengan kromatografi ion-
exchange (Rukmini et al., 2017), kromatografi afinitas boronat (Xu et al., 2021), immunoassay (Lakshmy and
Gupta, 2009), dan elektroforesis kapiler (Gilani et al., 2020). Meskipun metode-metode tersebut memberikan
presisi dan akurasi untuk pengukuran HbAlc, namun pengukurannya membutuhkan waktu, biaya tinggi,
kebutuhan instrumen canggih, tenaga profesional untuk mengoperasikan, dan preparasi sampel yang khusus
(Almusharraf et al., 2018).

Alternatif yang dapat digunakan untuk mendeteksi HbAlc adalah biosensor yang telah menarik banyak
perhatian karena memiliki potensi besar menjadi perangkat analitik dengan sensitifitas tinggi, biaya rendah,
kesederhanaan, kemungkinan untuk miniaturisasi, mudah dioperasikan dan hemat biaya, tetapi cukup kuat untuk
penggunaan Klinis. Dalam ulasan ini, kami merangkum kemajuan terbaru dalam pengembangan biosensor

elektrokimia HbAlc serta pengembangan teknik imobilisasi bioreseptor dalam biosensor elektrokimia.

PEMBAHASAN
Diabetes Melitus

DM merupakan kelompok penyakit metabolik yang ditandai dengan hiperglikemia. Hiperglikemia kronis
akibat diabetes dapat menyebabkan disfungsi dan kegagalan berbagai organ, terutama jantung, mata, saraf,
pembuluh darah, dan ginjal (Association American Diabetes, 2005). DM juga merupakan contoh penyakit yang
berkaitan dengan penurunan fungsi mitokondria pada sel B-pankreas (DM tipe 2) (Maksum, 2020). DM
diklasifikasikan berdasarkan proses patogenik yang menyebabkan hiperglikemia, terdiri atas: (1) DM tipe 1
disebabkan oleh tidak diproduksinya insulin oleh sel beta pankreas akibat proses autoimun maupun idiopatik; (2)
DM tipe 2 disebabkan oleh ketidakmampuan reseptor insulin untuk merespon insulin atau disebabkan oleh faktor
genetik yang diwariskan secara maternal (Maksum et al., 2013); (3) DM Gestasional terjadi pada masa kehamilan,
di mana adanya produksi hormon-hormon antagonis insulin, antara lain: estrogen, progesteron, kortisol, dan
human placenta lactogen yang dapat menghambat kerja insulin; (4) DM tipe lain yang disebabkan dari penyakit
lain yang mengganggu kerja atau produksi insulin. Resistensi insulin terjadi ketika reseptor insulin terhadap insulin
terganggu, mengakibatkan adanya penurunan pemanfaatan glukosa yang dimediasi insulin di jaringan perifer,
sehingga terjadi kondisi hiperglikemia (Muhammad, 2018).

Gejala DM dapat dilihat dengan adanya keluhan seperti polifagia, poliuria, penurunan berat badan, dan
poldipsia, atau kondisi lainnya terkait hiperglikemia seperti pandangan kabur, mudah mengantuk dan kelelahan,
dan kebas-kebas khususnya pada ekstemitas bawah (Bhatt et al., 2016). Komplikasi jangka panjang yang dapat
terjadi adalah nefropati diabetik yang menyebabkan gagal ginjal, retinopati dengan potensi kehilangan penglihatan,
neuropati otonom yang menyebabkan gejala gastrointentestinal dan kardiovaskular serta disfungsi seksual, juga
neuropati perifer dengan risiko ulkus kaki (American Diabetes Association, 2014). Namun, banyak pasien DM
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menunjukkan asimtomatik dan tidak terdiagnosa selama bertahun-tahun (Siregar, 2017). Diagnosis dini DM dan
monitoring kadar gula darah menjadi sangat penting untuk mencegah terjadinya komplikasi. Metode dan teknik
yang telah dilakukan untuk diagnosis DM adalah dengan pengukuran kadar gula darah dengan kriteria yang
ditampilkan dalam Tabel 1.

Tabel 1. Kriteria diagnonsis DM.

Glukosa Darah Toleransi Glukosa  Glukosa Darah HbAlc (%)
Sewaktu (mg/dL) terganggu (mg/dL)  Puasa (mg/dL)
Diabetes >200 >200 >126 >6,5
Prediabetes N/A 140 - 199 100 - 125 57-64
Normal N/A <140 <100 <57

Sumber: Konsensus Pengendalian dan Pencegahan DM di Indonesia 2015 (Indonesia, 2015).

Pra-diabetes atau prediabetes adalah kondisi yang menunjukkan kondisi gula darah berada di atas kadar
normal tetapi tidak cukup tinggi untuk dikategorikan ke dalam diabetes. Berdasarkan Tabel 1 diatas, metode
pemeriksaan kadar glukosa terdiri atas pemeriksaan glukosa darah sewaktu yang dapat dilakukan kapan saja, kadar
gula darah >200 mg/dL. Selanjutnya, Tes Toleransi Glukosa Oral (TTGO) dilakukan untuk mengukur kemampuan
tubuh dalam menyerap glukosa. Tes ini melibatkan pengambilan sampel darah sebelum dan setelah pasien
mengonsumsi cairan glukosa 75 g. Selanjutnya, pemeriksaan glukosa darah puasa akan menunjukkan kadar
glukosa darah ketika tubuh tidak memiliki suplai glukosa dari makanan. Adanya persiapan khusus, seperti puasa
8 jam menyebabkan pemeriksaan ini sulit dilakukan berulang-ulang. Pada tahun 2010, American Diabetes
Sociation (ADA) menambahkan metode baru yaitu pemeriksaan hemoglobin terglikasi Alc atau HbAlc yang
dilakukan untuk menilai kadar gula darah rata-rata selama tiga bulan terakhir.

Hemoglobin Terglikasi (HbAlc)

Hemoglobin (Hb) merupakan protein dalam sel darah merah yang berfungsi mengangkut oksigen ke seluruh
tubuh. Struktur hemoglobin terdiri dari empat sub unit dengan masing-masing memiliki rantai polipeptida dan satu
senyawa porfirin yang mengandung besi (heme) (Marengo-Rowe, 2006). Terdapat tiga jenis hemoglobin pada
manusia normal, yaitu hemoglobin dewasa (HbA) sekitar 97%; HbA2 2,5%; dan hemoglobin fetal (HbF) sekitar
0,5% (Sacks, 2012). Hemoglobin dewasa atau hemoglobin adult (HbA) merupakan hemoglobin yang disintesis
setelah kelahiran. Pada hemoglobin dewasa terdiri atas dua jenis rantai polipeptida, yaitu rantai alfa (a) dan rantai
beta (B), keduanya memiliki panjang yang sama tetapi berbeda dalam urutan asam amino. Hemoglobin di dalam
darah dapat mengalami reaksi glikasi yang dipengaruhi oleh kadar glukosa dalam tubuh. Pada orang sehat, sekitar
94% HbA tidak terglikasi, sedangkan 6% terglikasi (Lenters-Westra et al., 2013).

Hemoglobin Fraksi HbA1 dari hemoglobin dewasa dapat mengalami glikasi membentik HbAla dan HbAlb
dalam jumlah kecil (~1%) dan HbAlc (komponen utama ~5%) (Nitin, 2010). Ketiga jenis hemoglobin terglikasi
ini dibedakan berdasarkan jenis karbohidrat yang terikat ke hemoglobin (Kilpatrick et al., 1994). Struktur HbAla
terdapat fruktosal,6-difosfat atau glukosa 6-fosfat yang masing-masing terikat pada ujung NH, dari rantai 8
hemoglobin. Pada HbA1b mengandung asam piruvat pada N-terminal dari B hemoglobin (Sacks, 2012).
Sedangkan HbAlc (atau disebut hemoglobin Alc, A1C, HbAl, Hblc, HGBALC) merupakan protein terglikasi di
mana glukosa berikatan dengan residu valin pada N-terminal amino valin dari rantai B hemoglobin. HbAlc
terbentuk melalui reaksi non-enzimatik (Ogawa et al., 2019; Park et al., 2008).

HbAlc dianggap dapat mengukur konsentrasi glukosa plasma rata-rata selama jangka waktu lama. Seperti
yang ditunjukkan pada Gambar 1. Tahap pertama dari pembentukan HbAl1c adalah gugus amino valin pada N-
terminal rantai § hemoglobin yang berinteraksi dengan gugus aldehid glukosa untuk membentuk ikatan aldimin
yang disebut basa Schiff dan tahap kedua yang bersifat irreversibel di mana terjadi penataan ulang (rearrangement)
basa Schiff menjadi ketoamin yang lebih stabil (Sherwani et al., 2016). Nilai pKa dari gugus amino serta muatan
dan efek sterik residu mempengaruhi kemungkinan glikasi. Secara umum, nilai pKa gugus amino residu valin pada
N-terminal (mendekati 7), lebih rendah daripada gugus amino residu Lys di Hb (Lin and Yi, 2017). Tingkat
pembentukan protein terglikasi secara langsung berhubungan dengan konsentrasi glukosa dalam darah sehingga
dapat digunakan untuk menilai kontrol glikemia dan diagnosis diabetes (Duanghathaipornsuk et al., 2021). Ketika
kadar glukosa dalam darah tinggi, semakin banyak glukosa yang berikatan dengan hemoglobin, sehingga kadar
HbAlc akan meningkat (Suryathi, 2015). Persentase HbAlc dalam darah manusia menunjukkan konsentrasi
glukosa plasma rata-rata selama 3 bulan sesuai dengan masa hidup eritrosit (Abass et al., 2017; Chen et al., 2012).
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Gambar 1. Pembentukan hemoglobin terglikasi (HbA1c). Sumber (Sherwani et al., 2016) dengan lisensi CC BY -
NC 3.0.

Metode Pengukuran HbAlc

Berbagai teknik yang telah dilakukan untuk mendeteksi HbAlc pada laboratorium Klinis yaitu dengan
Kromatografi cair kinerja tinggi, immunoassay, dan elektroforesis. Pengukuran kromatografi memisahkan molekul
HbAl1c dari molekul hemoglobin lain menggunakan HPLC dengan kolom penukar ion atau afinitas boronat.
Kolom penukar ion memisahkan HbA1c yang bermuatan lebih negatif dengan hemoglobin non glikasi berdasarkan
perbedaan muatan keduanya (Rukmini et al., 2017). Sedangkan kolom afinitas boronat memisahkan komponen
berdasarkan strukturnya, di mana gugus cis-diol pada HbA1c akan berikatan spesifik dengan asam boronat pada
resin, sehingga hal inilah yang akan membedakan HbA1c dengan Hb (Xu et al., 2021). Kandungan HbAlc diukur
berdasarkan rasio area puncak HbAlc terhadap area puncak hemoglobin non-glikasi (Chauhan, 2017). Pada
metode immunoassay atau turbidimetry immunoassay memanfaatkan interaksi antigen-antibodi untuk menentukan
HbAlc dalam darah secara langsung. Antibodi pada partikel lateks akan mengaglutinasi antigen spesifik,
kemudian jumlah aglutinasi diukur sebagai absorbansi yang berbanding lurus dengan jumlah HbAlc yang terserap
ke permukaan partikel lateks (Lakshmy and Gupta, 2009). Metode yang juga umum digunakan adalah
elektroforesis kapiler yang memisahkan berdasarkan perbedaan tingkat migrasinya dalam sebuah medan listrik.

Pemisahan HbAlc dengan hemoglobin non-glikasi terjadi karena perbedaan muatan yang berasal dari
eliminasi satu gugus amino bermuatan positif dalam molekul HbAlc melalui pengikatan dengan glukosa
(Chauhan, 2017). Selain itu pada elektroforesis dapat digunakan buffer tetraborat sebagai elektrolit. Adanya anion
borat ini akan berinteraksi dengan gugus cis-diol pada HbAlc sehingga dapat dipisahkan dari hemoglobin non-
glikasi (Koval et al., 2011). Meskipun metode-metode tersebut memberikan presisi dan akurasi untuk pengukuran
HbAl1c, namun memerlukan biaya tinggi, kebutuhan instrument khusus, dan tenaga ahli untuk mengoprasikan
(Ahmadi et al., 2020). Adanya gangguan variasi hemoglobin lain yang juga terukur dapat menjadi masalah saat
menganalisis HbAlc, sehingga memberi efek pada keakuratan pengukuran HbA1c seperti memberi false normal
(Gilani et al., 2020; Wang et al., 2021). Selain itu, pengukuran dengan instrumen tidak cocok untuk on-site

monitoring (Almusharraf et al., 2018).

Klasifikasi Biosensor

Alternatif yang dapat digunakan untuk memonitor level HbAlc adalah biosensor. Biosensor adalah perangkat
penginderaan kimia yang mengubah hasil reaksi biokimia menjadi sinyal terukur. Kelebihan dari biosensor adalah
instrumen yang sederhana, kecepatan pengukuran, memiliki sensitivitas, selektivitas, dan stabilitas yang baik
dibandingkan metode diagnostik lainnya, dan murah (Dorledo de Faria et al., 2019; Sheikholeslam et al., 2011).
Komponen utama dari biosensor adalah bioreseptor dan transduser. Bioreseptor adalah biomolekul yang
mengenali secara khusus analit yang diinginkan. Peristiwa pengikatan kemudian diterjemahkan oleh transduser
menjadi sinyal yang dapat terukur (Jaiswal and Tiwari, 2017). Biosensor dapat diklasifikasikan dalam dua cara,
yaitu berdasarkan (1) transduser atau (2) jenis bioreseptor (Goode et al., 2015).
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Biosensor Berdasarkan Transduser
Transduser merupakan komponen biosensor yang memiliki peran penting dalam proses deteksi sinyal.

Transduser berperan dalam mengubah sinyal yang dihasilkan dari interaksi antara bioreseptor dengan analit
menjadi sinyal lain yang dapat dibaca (Karunakaran et al., 2015). Biosensor dapat diklasifikasikan berdasarkan
transduser yang digunakan, yaitu metode deteksi optik, elektrokimia, piezoelektrik, dan termal (Morrison et al.,
2007). Pada prinsipnya biosensor optik memanfaatkan interaksi bidang optik dengan elemen biorecognition.
Kelemahan dari biosensor optik adalah umumnya memerlukan penambahan reagen penanda atau label fluoresen
(Goode et al., 2015). Biosensor piezoelektrik didasarkan pada pengukuran perubahan massa yang kecil yang
disebabkan oleh adanya ikatan kimia dengan kristal piezoelektrik sebagai osilator. Pengikatan analit yang
diinginkan akan meningkatkan massa kristal dan akan mengubah frekuensi osilasinya sesuai dengan efek
piezoelektrik, yang kemudian dapat diukur secara elektrik (Pohanka, 2017). Biosensor termal mengukur adanya
perubahan suhu dalam reaksi spesifik molekul enzim dengan analitnya. Perubahan suhu ini dikorelasikan dengan
produk yang terbentuk (Morrison et al., 2007). Biosensor elektrokimia mengukur arus yang dihasilkan dari reaksi
reduksi ddan oksidasi. Arus yang dihasilkan berbanding lurus dengan konsentrasi elektroaktif yang ada.

Biosensor elektrokimia adalah salah satu perangkat penginderaan berdasarkan transduksi peristiwa biokimia
menjadi sinyal listrik (Cho et al., 2020). Metode elektrokimia semakin populer dalam biosensor karena kemudahan
fabrikasi dan integrasi sel elektrokimia, juga menawarkan platform deteksi sederhana, cepat, dan mudah dengan
tingkat selektivitas dan sensitivitas yang tinggi (Hartati, et al., 2020a; Lim et al., 2010). Skema biosensor
elektrokimia ditunjukkan oleh Gambar 2.
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Gambar 2. Skema biosensor elektrokimia.

Pengukuran dilakukan berdasarkan adanya perubahan arus, potensial, impedansi, dan konduktansi dapat
dibaca dengan metode: (1) Voltametri yang merupakan suatu metode elektroanalitik berdasarkan prinsip dasar
elektrolisis. Biosensor voltametri mendeteksi analit dengan mengukur arus selama variasi potensial yang
ditetapkan (Harvey, 2020). Keuntungan dari sensor ini termasuk pengukuran yang sangat sensitif dan deteksi
simultan dari beberapa analit (Naresh and Lee, 2021), sedangkan (2) biosensor amperometri mengukur perubahan
arus yang disebabkan oleh oksidasi dan reduksi senyawa elektroaktif dalam reaksi biokimia pada potensial konstan
(Grieshaber et al., 2008). (3) Biosensor potensiometri adalah perangkat yang digunakan untuk mengukur
perubahan potensial yang terakumulasi di permukaan elektroda kerja pada arus sama dengan nol. Potensiometri
memberikan informasi tentang aktivitas ion dalam reaksi elektrokimia (Grieshaber et al., 2008). (4) Biosensor
impedimetrik mengukur impedansi listrik yang dihasilkan pada permukaan sensor ketika sinyal eksitasi
gelombang sinus kecil diterapkan (Kim et al., 2019; Naresh and Lee, 2021). Spektroskopi Impedansi Elektrokimia
(EIS) adalah teknik yang digunakan untuk karakterisasi permukaan dalam biosensor. Pengukuran EIS didasarkan
pada penerapan potensial konstan dengan gangguan kecil, biasanya 5 atau 10 mV, pada rentang frekuensi yang
luas. Hasilnya kemudian diplot dalam plot Nyquist (Mollarasouli et al., 2019). (5) Konduktometri mengukur
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perubahan konduktivitas listrik dapat diukur karena adanya reaksi yang menghasilkan atau mengkonsumsi elektron
(Nirschl et al., 2011).

Elektrokimia yang dikombinasi dengan teknik biosensor lainnya adalah Elektro-chemiluminescence (ECL).
ECL memproduksi cahaya melalui reaksi transfer elektron antara reagen yang diproduksi secara elektrokimia,
biosensor berbasis ECL menggunakan interaksi biologis spesifik untuk mengenal analit dan menghasilkan sinyal
luminescence. Biosensor ECL bersifat selektif, sederhana, sensitif dan memiliki batas deteksi yang rendah (Gross
et al., 2016). Ahmadi et al. pada tahun 2021 mengembangkan biosensor untuk mendeteksi HbAlc dengan
kombinasi pengukuran ECL dan CV untuk memvalidasi mekanisme pendaran yang mungkin dari Zr-
MOF/Fe304(TMC) pada permukaan SPE berbasis kertas. Hasilnya menunjukkan rentang linear 2% — 18% dan
batas deteksi yang rendah (LoD = 0,072%) (Ahmadi et al., 2021). Selain itu, biosensor ECL untuk mendeteksi
HbAl1c telah dibuat dengan menggunakan elektroda GCE yang dimodifikasi oleh mesoporous polidopamin
(MPDA) dan Ru(bpy)s?* sebagai reagen chemiluminescence. TPA digunakan sebagai koreaktan yang dapat
meningkatkan reaksi ECL dari Ru(bpy)s®* secara efektif. Aptamer HbAlc termodifikasi karboksilat digunakan
sebagai bioreseptor yang kemudian diimobilisasi melalui reaksi amidasi dengan MPDA. Adanya interaksi aptamer
dengan HbA1c akan menurunkan sinyal ECL dari Ru(bpy)s?* karena halangan transfer elektron. Aptasensor ini
memiliki sensitivitas dan selekttivitas yang tinggi dengan rentang linier dari 0,1% — 18,5% dan batas deteksi (LoD)
0,015% (Zhang et al., 2020).

Biosensor Berdasarkan Jenis Bioreseptor

Keberhasilan sensor secara langsung tergantung pada afinitas dan spesifisitasnya yang tinggi. Penggunaan
dan imobilisasi bioreseptor yang sesuai menjadi penting pada pengembangan biosensor. Umumnya, biokomponen
yang digunakan pada pengembangan biosensor adalah enzim, antibodi, aptamer, atau DNA untai tunggal yang
mengikat secara spesifik pada molekul yang diinginkan (Ahmadi et al., 2020). Namun aptamer dan
antibodi/antigen adalah bioreseptor yang sering digunakan pada berbagai jenis biosensor.

1. Aptasensor

Biosensor yang menggunakan aptamer sebagai molekul pengenal atau aptasensor sering di desain sederhana
dan tidak membutuhkan instrumentasi yang mahal dan mudah digunakan. Aptamer merupakan urutan
oligonukleotida DNA atau RNA beruntai tunggal (sSDNA atau ssSRNA) yang secara khusus disintesis untuk
mengikat suatu molekul target dan telah muncul sebagai alternatif pengganti antibodi (Yuce et al., 2015). Aptamer
dipilih dari perpustakaan oligonukleotida melalui proses yang disebut SELEX (Systematic Evolution of Ligands
by Exponential Enrichment) dengan proses berulang untuk mendapatkan urutan aptamer dengan afinitas tinggi
(Khan and Song, 2020). Aptamer telah dipilih untuk berbagai target, diantaranya ion logam, molekul organik kecil,
peptida dan protein (Song et al., 2008). Aptasensor elektrokimia banyak digunakan karena sensitivitasnya yang
relatif lebih tinggi dan biaya yang relatif rendah karena tidak diperlukan perangkat optik yang canggih (Li et al.,
2016).

Aptamer DNA yang memiliki selektivitas terhadap HbAlc dan Hb telah ditemukan oleh Eissa et al. (2019)
dengan nilai Kd masing-masing 2,8 nM dan 2,7 nM yang dihasilkan melalui proses SELEX. Aptamer tersebut
kemudian digunakan dalam biosensor elektrokimia. Perangkat biosensor ini dibuat dengan memodifikasi Screen
Printed Carbon Electrode (SPCE) dengan nanopartikel emas melalui elektroreduksi emas klorida. Penggunaan
nanopartikel bertujuan untuk meningkatkan sensitivitas dan menurunkan batas deteksi (Hartati et al., 2020b)
Nanopartikel memiliki luas permukaan yang besar, dapat meningkatkan stabilitas dan imobilisasi bioreseptor, serta
berfungsi untuk meningkatkan transfer elektron antara bioreseptor dan permukaan elektroda sehingga
menghasilkan penguatan sinyal yang signifikan (Dridi et al., 2017). Aptamer termodifikasi gugus tiol (—SH)
kemudian diimobilisasi pada permukaan elektroda. Gugus tiol menunjukkan afinitas yang kuat terhadap
permukaan logam mulia yang memungkinkan pembentukan ikatan kovalen antara atom belerang dan emas (Gaffar
et al., 2017). Imobilisasi ini akan membentuk ikatan kovalen antara sulfur pada gugus tiol dengan permukaan
AuNp (Fazrin et al., 2020) Selanjutnya diinkubasi menggunakan MCH (mercapto-1-hexanol) untuk menutupi sisi
aktif pada permukaan SPCE sehingga dapat mengurangi adsorpsi nonspesifik pada permukaan elektroda. Adanya
pengikatan HbA1c pada biosensor ditunjukkan oleh penurunan arus puncak reduksi [Fe(CN)s]*"* pada pengukuran
voltametri gelombang persegi (SWV). Hal ini terjadi karena efek pemblokiran protein terikat. Aptasensor
voltametri ini menunjukkan sensitivitas tinggi dengan batas deteksi masing-masing 0,2 dan 0,34 ng/mL untuk
HbA1c dan Hemoglobin total (Eissa and Zourob, 2017).
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Aptamer termodifikasi gugus tiol juga dapat diimobilisasi pada hanokomposit Reduce Graphene Oxide (r-
GO) dan emas di atas permukaan elektroda Graphite Sheet (GS). Penggunaan nanokomposit dapat meningkatkan
luas permukaan elektroda, sehingga lebih banyak aptamer yang terimobilisasi. Tahap pertama pembuatannya
adalah r-GO diteteskan pada permukaan GS, kemudian nanopartikel emas diendapkan di atas GS/GO melalui
elektrodeposisi. Selanjutnya aptamer DNA termodifikasi gugus tiol sebagai bioreseptor diimobilisasi pada
permukaan elektroda. Elektroda kemudian diinkubasi dalam larutan 11-mercapto-1-undecanol (MU) untuk
mencegah adanya ikatan nonspesifik. Pada tahap selanjutnya ditambahkan HbAlc yang akan berikatan dengan
aptamer untuk selanjutnya dilakukan pengukuran dengan Differential Pulse Poltammetry (DPV) dengan probe
redoks [Fe(CN)e]*”-. Transfer elektron [Fe(CN)s]*"* dapat dihambat dengan adanya HbAlc yang terikat oleh
aptamer pada permukaan elektroda. Penurunan arus sebanding dengan konsentrasi HbAlc. Biosensor ini
menunjukkan rentang linier 1 nM — 13,83 mM dan batas deteksi 1 nM (Jaberi et al., 2019).

Aptasensor amperometri telah dikembangkan untuk mendeteksi hemoglobin total dan HbAlc dalam satu
microfluidik sekali pakai. Screen Printed Carbon Electrode (SPCE) dimodifikasi dengan poli(2,2":5",5"-
tertiofena-3-p-asam benzoat) dan komposit Multi-Walled Carbon Nanotubes (MWCNT) untuk menghasilkan
probe sensor yang stabil dan sensitif karena memiliki konduktivitas listrik tinggi, dan efisiensi transfer elektron.
Polimer tertiofena ini digunakan karena struktur karboksilatnya (—-COOH) yang kemudian akan menjadi situs
pengikatan dengan aptamer termodifikasi amina dan TBO (Toluidin Blue O) melalui pembentukan ikatan amida
(Moon et al., 2017).
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Gambar 3. Skema imobilisasi aptamer HbAlc termodifikasi amina.

Elektroda termodifikasi pTBA@MWCNT diinkubasi dengan EDC/NHS untuk mengaktifkan gugus asam
benzoat dari lapisan pTBA. Kemudian TBO diimobilisasi melalui ikatan amida untuk sensor Hb dan aptamer
diimobilisasi untuk sensor HbAlc. Tahapan imobilisasi aptamer HbAlc dapat dilihat pada Gambar 3. Adanya
penggunaan TBO digunakan sebagai mediator redoks untuk meningkatkan sinyal elektrokimia karena Hb dan
HbA1c merupakan protein heme dengan laju transfer elektron sangat lambat. Deteksi Hb dan HbAlc dirangsang
oleh aktivitas katalitik TBO. Pada sensor Hb, TBO akan mengkatalisis reduksi elektrokimia Hb dan pada sensor
HbA1c didasarkan katalitik TBO pada proses reduksi HbAlc yang ditangkap secara selektif oleh aptamer.

Aptasensor ini kemudian dievaluasi melalui pengukuran Hb dan HbAlc dalam 20 sampel darah. Analisis Hb
dan HbA1c dilakukan lima kali untuk setiap sampel, kemudian dihitung persentase HbAlc. Persentase HbAlc
selanjutnya dibandingkan dengan hasil pengukuran menggunakan HPLC. Nilai rata-rata HbAlc (%) dari kedua
metode menunjukkan variasi kecil dan ketidakakuratan rendah; slope = 0,987+0,036; intercept = 0,11+0,28%; r =
0,976; standar deviasi <8,4%. Pengukuran menggunakan aptasensor ini memiliki kelebihan dalam penggunaan
sampel darah yang sedikit (1 pL), sederhana, akurat, mudah digunakan, dan biaya rendah (Moon et al., 2017).

Penggunaan nanomaterial karbon pada aptasensor elektrokimia telah menarik perhatian beberapa tahun
terakhir karena konduktivitasnya yang tinggi dan luas permukaan yang besar. Eissa et al. (2019) kemudian
melakukan studi perbandingan nanomaterial karbon yang berbeda untuk aplikasi aptasensor HbAlc. Nanomaterial
karbon tersebut di antaranya karbon, graphene (G), graphene oxide (GO), multi walled carbon nanotube
(MWCNT), single walled carbon nanotube (SWCNT), dan carbon nanofiber (CNT). Imobilisasi aptamer
dilakukan dengan adsorpsi fisik pada permukaan elektroda nanomaterial karbon. Interaksi yang terjadi pada
aptamer dengan permukaan elektroda merupakan non-kovalen melalui interaksi pi-stacking antara nukleobasa
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DNA dan permukaan material karbon. Respon aptasensor kemudian diukur dengan square wave voltametry
(SWV) dengan probe redoks [Fe(CN)s]*">. Adanya aptamer yang terimobilisasi ditunjukkan dengan penurunan
arus katoda karena terjadi halangan untuk transfer elektron. Hal ini dikaitkan dengan tolakan elektrostatik antara
anion [Fe(CN)e]*”* dengan tulang punggung fosfat dari aptamer DNA yang bermuatan negatif. Namun setelah
pengikatan HbAlc pada aptamer, arus puncak reduksi [Fe(CN)s]**- meningkat. Kenaikan arus ini dikaitkan
dengan desorpsi aptamer dari permukaan sehingga memungkinkan akses molekul redoks yang lebih banyak ke
permukaan sehingga meningkatkan transfer elektron. Hasilnya menunjukkan penggunaan SWCNT paling
responsif dalam mendeteksi HBAlc dengan LOD 0,03 pg/mL. Aptasensor juga tidak menunjukkan selektivitas
dengan protein nonspesifik yang umum ditemukan pada serum darah (CFTR, SMN, STAT3, dan DOCKS) (Eissa
et al., 2019).

2. Imunosensor

Imunosensor merupakan biosensor berbasis antibodi sebagai bioreseptor yang mengukur sinyal berdasarkan
interaksi antara antigen dan antibodi spesifik yang diimobilisasi pada permukaan transduser. Interaksi antigen-
antibodi ini menjadikan imunosensor dengan selektivitas dan sensitivitas yang tinggi. Target yang diukur dapat
berupa antibodi (Ab) atau antigen (Ag) (Mollarasouli et al., 2019). Penggunaan imunosensor elektrokimia dapat
dilakukan dengan cepat dan sederhana. Imunosensor elektrokimia dibuat melalui imobilisasi bioreseptor (antigen
atau antibodi) pada permukaan elektroda. Pengukuran bergantung pada perubahan arus atau tegangan yang
dihasilkan dari respon pengikatan antigen-antibodi. Imunosensor telah popular digunakan di bidang diagnosis
klinis. Keuntungan dari imunosensor elektrokimia adalah batas deteksi rendah, volume kecil, instrumentasi
sederhana, dan sistem miniatur yang dapat diintegrasi dalam biochip (Hartati et al., 2020b). Penentuan kuantitatif
HbA1c dihitung dengan menganalisis perubahan intensitas sinyal arus dari probe redoks setelah reaksi antigen-
antibodi terjadi pada elektroda.

Immunosensor elektrokimia untuk mendeteksi HbAlc telah dikembangkan oleh Lan et al., Antibodi anti-
HbA1c diimobilisasi pada komposit polipirol(PPy)-nanopartikel emas (AuNP). Penggunaan polimer polipirol
(PPy) telah dianggap sebagai metode yang berguna untuk aplikasi imunosensing karena stabilitas yang tinggi, dan
kompatibilitas dengan imunoaktif yang digunakan. Komposit ini terdistribusi secara merata pada permukaan
elektroda dengan prosedur yang sederhana. Berdasarkan metode ini. imobilisasi antibodi anti-HbA1 pada elektroda
menjadi lebih kuat teradsorpsi dalam jumlah besar karena terdapat banyak pori dan ruang untuk molekul antibodi
menjadi tidak bergerak. Elektropolimerisasi kompostit PPy-HAuUCIls pada permukaan elektroda kerja emas
dilakukan dengan lima hingga sepuluh siklus potensial 0 — 0,8 V pada 50 mVs* dalam larutan pirol. Hasilnya telah
menunjukkan bahwa komposit PPy-AuNp dapat memberikan peningkatan imobilisasi antibodi anti-HbAlc dan
sensitivitas yang lebih tinggi. Rentang pengukuran dari imunosensor ini 5% — 20% HbA1c (Lan et al., 2009).

Antiboddi anti-HbAlc juga dapat diimobilisasi pada permukaan elektroda emas melalui 3-
Mercaptopropionic (MPA) secara kovalen. Molekul MPA terdiri atas gugus fungsi tiol di salah satu ujung untuk
berikatan dengan elektroda emas melalui self assembly monolayer (SAM), dan di ujung lainnya terdapat gugus
karboksilat yang akan berikatan dengan anti-HbAlc secara kovalen melalui ikatan peptida. Namun diperlukan
penambahan EDC-NHS untuk mengaktivasi gugus karboksilat MPA dengan membentuk ester suksinamida yang
reaktif. Pengukuran dilakukan menggunakan differential pulse voltammetry (DPV) dengan Ks[Fe(CN)g] sebagai
probe redoks. Semakin besar konsentrasi HbAlc yang terikat, sinyal arus yang dihasilkan oleh reaksi transformasi
[Fe(CN)g]*/[Fe(CN)g]* akan semakin menurun akibat adanya penghambatan transfer elektron dari antigen
(HbAlc) yang ditangkap pada permukaan elektroda emas terimobilisasi anti-HbAlc. Biosensor menunjukkan
rentang linier 7,5 — 20 pg/mL. Pengukuran antigen HbAlc dalam serum darah yang tidak diencerkan juga diukur
dan menghasilkan rentang linier 0,10 — 0,25 mg/mL (Molazemhosseini et al., 2016).

Li et al. pada tahun 2021 mengembangkan imunosensor dengan menggabungkan konduktivitas yang baik
dari nanomaterial dan sifat antifouling dari struktur biologis 3D. Matriks antifouling ini dapat mencegah adanya
inaktivasi elektroda yang disebabkan oleh sampel biologis kompleks dan dapat meningkatkan transfer elektron
pada permukaan biosensor. Matriks 3D terdiri atas bovine serum albumin (BSA) yang secara fisik teradsorpsi ke
permukaan carbon multiwalled nanotube (MWCNT) melalui interaksi hidrofobik, kemudian dihubungkan dengan
glutaraldehid (GA) melalui cross-linking. Antibodi HbAlc dan asam 3-aminofenilboronal (APBA) kemudian
diimobilisasi pada matriks berpori 3D tersebut. Sifat elektrokimia diamati menggunakann voltametri siklik dan
impedansi untuk menunjukkan efisiensi permukaan. Dihasilkan rentang linier 2 — 15% dengan LOD 0,4% (Li et
al., 2021). Hasilnya menunjukkan lapisan 3D BSA/MWCNT/GA dapat dikembangkan untuk meningkatkan
efiseiensi transfer elektron dan kemampuan antifouling pada permukaan biosensor. Lapisan ini dapat menyimpan
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92% dan 88% sinyal asli dalam 1% BSA dan serum manusia setelah paparan 1 bulan. Strategi biosensor ini
memiliki potensi besar untuk pengembangan perangkat POCT (Li et al., 2021).

Imunosensor potensiometri juga dapat digunakan untuk mendeteksi HbAlc. Metode pengukuran ini
didasarkan pada sandwich immunoassay yang menggabungkan antibodi anti-Hb dan anti-HbAlc berlabel enzim.
Antibodi anti-Hb menangkap hemoglobin total (Hb dan HbA1c) dalam serum darah, kemudian antibodi anti-
HbAlc berlabel enzim secara selektif hanya mengikat HbAlc. Situs pengikatan HbAlc untuk antibodi anti-HbA1c
berada di dalam struktur lipatan antibodi, sehingga menghasilkan sensitivitas yang rendah. Pada penelitian ini
kemudian dilakukan denaturasi HbAlc dengan 0,2% dodesiltrimetilamonium bromida untuk meningkatkan
sensitivitas.

mw m‘“m
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Streptavidin Antibodi Hb berlabel biotin "' Sampel HbAlc v""\ Antibodi HbAlc berlabel enzim

Gambar 4. Skema imunosensor elektrokimia untuk mendeteksi HbAlc.

Teknik imobilisasi antibodi yang digunakan pada imunosensor ini didasarkan pada interaksi streptavidin-
biotin. Interaksi streptavidin-biotin ini telah menarik banyak perhatian dan banyak digunakan dalam aplikasi
biosensor karena ikatannya memiliki afinitas tinggi dan merupakan ikatan non kovalen terkuat yang diketahui
melampaui pengikatan antara ligan dan protein (Kd = 1,3 x 10" M) (Haugland and You, 2008). Streptavidin dapat
diimobilisasi pada permukaan elektroda dengan mudah melalui adsorpsi fisik. Pada penelitian ini, streptavidin
diimobilisasi pada permukaan SPCE. Selanjutnya antibodi-Hb berlabel biotin dapat terikat pada streptavidin
kemudian sampel diinkubasi pada permukaan elektroda, sehingga memungkinkan Hb dan HbA1c untuk berikatan
dengan antibodi. Selanjutnya, antibodi anti-HbAZ1c berlabel enzim ditambahkan dan hanya akan mengikat HbAlc
secara selektif. Terakhir, aktivitas enzim diukur dengan pengukuran potensiometri. Adanya interaksi antara
antibodi anti-HbA1c berlabel enzim dengan HbAlc akan menghasilkan perubahan potensial. Rentang linier yang
didapatkan adalah 5,6% — 10,6% (Tanaka et al., 2018). Representasi skema dari langkah-langkah fabrikasi
biosensor ini ditunjukkan oleh Gambar 4.

Inovasi terbaru dalam biosensor HbAlc telah dikembangkan oleh Ponsanti et al. pada tahun 2022. Penelitian
ini menyajikan metode deteksi HbAlc menggunakan elektroda MWCNT/AuUNP/SPCE. Komposit
MWCNT/AuNP ideal untuk di aplikasikan dalam biosensor karena memiliki biokompatibilitas dan elektrokatalitik
yang baik dari AuNP dan konduktivitas yang tinggi dari carbon nanotubes (CNT) sehingga dapat meningkatkan
sensitivitas biosensor terhadap analit. Modifikasi elektroda dilakukan dengan meneteskan komposit pada
permukaan SPCE, kemudian pengukuran respon terhadap Hb dan HbAlc menggunakan SWV. Respon elektroda
MWCNT/AuUNP/SPCE pada Hb menunjukkan posisi puncak oksidasi pada 0,3 V dan respon terhadap HbAlc
menunjukkan puncak oksidasi pada -0,89 V. Selanjutnya dilakukan pengukuran terhadap variasi konsentrasi Hb
dan HbAlc, hasilnya didapatkan regresi linier masing-masing adalah IP (pA) = 1,228 C + 21,287 dan IP (nA) =
8,6488 C + 11,122.

Deteksi HbAlc juga dilakukan dalam sampel darah manusia. Sampel darah mula nya dicampurkan dengan
reagen hemolisis untuk melepaskan hemoglobin total (Hb) dan HbAlc dari sel darah merah, kemudian diteteskan
pada elektroda dan dilakukan SWV untuk mengukur respon. Menggunakan kurva kalibrasi yang telah ditetapkan
sebelumnya, konsentrasi HbAlc dan total Hb dapat ditetapkan. Analisis sampel darah dalam skala besar (120
sampel darah orang sehat) juga telah dilakukan dan dibandingkan dengan hasil analisis HPLC untuk mengevaluasi
biosensor ini. Hasil kedua metode menunjukkan variasi dan ketidakakuratan yang kecil. Hal ini menyatakan bahwa
penginderaan elektrokimia dapat diterapkan pada pengujian sampel klinis dan dapat menjadi strategi alternatif
untuk mendeteksi HbA1c pada pasien diabetes (Ponsanti et al., 2022). Berikut adalah tabel rangkuman mengenai
biosensor elektrokimia untuk mendeteksi HbAlc yang telah dikembangkan oleh beberapa peneliti yang
ditunjukkan pada Tabel 2.
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Tabel 2. Biosensor elektrokimia untuk mendeteksi HbAlc.

Elektroda/ Metode Bio Sinyal Rentang LOD Referensi
Material Deteksi reseptor Proba Linier
SPCE/AuUNP SWV Aptamer  [Fe(CN)e]* - 0,2 (Eissa and
EIS ng/mL Zourob, 2017)
SPCE/pTBA@ Amperometri  Aptamer - 0,006 — 3,7nM (Moon et al.,
MWCNT/TBO EIS 0,74 2017)
pmol/L
GS/rGO-Au DPV Aptamer  [Fe(CN)g]* 1nM-13 1nM (Jaberi et al.,
cVv UM 2019)
EIS
Elektroda SWV Aptamer  [Fe(CN)e]* - 0,03 (Eissa et al.,
Nanomaterial Ccv pg/mL 2019)
Karbon
GCE/ ECL Aptamer  KsFe(CN)®/ 0,1% — 0,015% (Zhang et al.,
Ru(bpy)s>*@MP cv KsFe(CN)® 18,5% 2020)
DA EIS
MWCNT/AuNP/ cv - KsFe(CN)® 0,186 — 0,186 (Ponsanti et al.,
SPCE DPV 2,044 g/dL gldL 2022)
SPCE/PPy-AuNp  Potensiometri  Anti- NaCl 4-18 - (Lanetal.,
HbAlc pg/mL 2009)
GC/AU/OEG- Amperometri  Anti- Ru(NH3)s>*/ 0% — 23,3 - (Liu et al.,
COOH/GPP EIS HbAlc Ru(NH3)s 2* % 2013)
AUu/MPA/EDC- DPV Anti- [Fe(CN)g]* 7,5-20 - (Molazemhosse
NHS EIS HbAlc pg/mL ini et al., 2016)
ERGO/GCE DPV Anti- [Fe(CN)g]* 1% — 25% - (Karasalli and
cv HbAlc Zeybek, 2020)
EIS
BSA/MWCNT/ Y Anti- KsFe(CN)®/ 2% —15% 0,4%  (Lietal., 2021)
GA EIS HbAlc KsFe(CN)®
SPCE- Potensiometri  Anti- [Fe(CN)g]* 5,6% — - (Tanaka et al.,
PET/Streptavidin HbAlc 10,6% 2018)
Polypyrole (Ppy)-  Potensiometri ~ Anti- - 4-18 - (Lanetal.,
AuUNP HbAlc pgram/mL 2009)
GC/AuNp-aryl EIS Anti- Ru(NH3)s**/ 0% -23,3 1ng/mL (Liu et al.,
diazonium HbAlc Ru(NH3)s 2 % 2013)
Au- ECL Anti- NaClO4 2% —18%  0,072%  (Ahmadi et al.,
SPE/rGO/APBA CcVv HbAlc TEA 2021)
KESIMPULAN

HbA1c dapat digunakan untuk mengontrol kadar glikemik dan mendiagnosis DM. Pengukuran HbA1c perlu
dilakukan secara rutin, sehingga metode yang digunakan harus terjangkau, cepat, memiliki sensitivitas, dan
spesifisitas yang setara atau lebih tinggi dari standar metode diagnostik saat ini. Pengembangan aptasensor dan
imunosensor masih merupakan strategi popular untuk mengembangkan sensor HbA1c. selain mempertimbangkan
stabilitas, pertimbangan khusus untuk desain antarmuka penginderaan dengan kedua komponen bioreseptor ini
perlu dipertimbangkan hingga memungkinkan sensor bekerja dengan andal dalam sampel darah utuh. Beberapa
kelemahan biosensor elektrokimia ini di antaranya reprodusibilitas dan akurasi yang masih rendah. Akan tetapi
dari beberapa yang telah dilaporkan dalam lima tahun terakhir, inovasi-inovasi untuk menyempurnakan suatu
produk biosensor terus dikembangkan. Misalnya dengan penggunaan nanomaterial yang dapat meningkatkan
sensitivitas biosensor, serta pengujian validasi perangkatnya terhadap sampel klinis yang lebih besar (>100
sampel), dengan dibandingkan terhadap metode kromatografi cair Kinerja tinggi, telah menunjukkan jika
pendeteksian secara elektrokimia ini dapat menjadi strategi alternatif untuk mengatasi masalah biaya pengujian,
kemudahan, kecepatan, dan biaya. Dari beberapa yang telah dilaporkan, akurasi dan reprodusibilitasnya semakin
meningkat. Prospek ke depan menjadi fokus riset penentuan HbA1c ini menjadi suatu perangkat yang portabel dan
diminiaturisasi, sehingga biosensor elektrokimia menjadi kandidat yang menjanjikan untuk pengembangan Point
of Care (POC) deteksi HbAlc.
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