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INTISARI

Produk gelatin sering menjadi perhatian karena status kehalalannya sehingga
diperlukan metode yang praktis dan akurat untuk mengurangi kekhawatiran
masyarakat terhadap penggunaan bahan dasar babi pada gelatin. Salah satu metode
deteksi gelatin babi yang dapat dikembangkan adalah metode imunokromatografi
yang menggabungkan prinsip imunologi dengan teori kromatografi dalam tes
sederhana secara kualitatif. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
pengaruh parameter keasaman media (pH) saat konjugasi dan konsentrasi antibodi
yang dikonjugasikan dengan nanopartikel emas terhadap stabilitas konjugat
antibodi-nanopartikel emas.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang menggunakan
metode Rancangan Acak Lengkap 2 faktorial, yaitu kombinasi antara kondisi pH
saat konjugasi dan konsentrasi antibodi poliklonal yang dikonjugasikan dengan
nanopartikel emas pada strip uji. Larutan nanopartikel emas pada kondisi pH 6; pH
7; pH 8 dikonjugasikan dengan antibodi poliklonal yang didapatkan dari imunisasi
gelatin babi ke kelinci. Kondisi optimal larutan konjugat diidentifikasi secara visual
dengan melihat perubahan warna pada larutan konjugat setelah penambahan NaCl
10%. Pengujian strip uji pada larutan gelatin dan sampel juga diidentifikasi dengan
melihat adanya bercak merah pada titik kontrol dan/atau titik uji pada strip secara
visual.

Berdasarkan hasil penelitian dengan melihat perubahan warna pada larutan
konjugat secara visual, kondisi optimum yang digunakan saat konjugasi
antibodi-nanopartikel emas adalah pada pH 8 dan konsentrasi antibodi 75,31 ng/mL
yang menunjukkan tidak ada perubahan warna akibat agregasi. Namun hasil
pengujian strip uji pada kontrol maupun sampel belum menunjukkan hasil yang
valid.

Kesimpulan penelitian ini adalah pada kondisi optimum yang dipilih tersebut
ternyata belum mampu mengidentifikasi antigen babi pada gelatin dan produk
berbahan gelatin dengan baik.

Kata kunci: Imunokromatografi, babi, gelatin, konjugasi antibodi-nanopartikel
emas.
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BAB |
PENDAHULUAN
1.1. Latar Belakang

Indonesia merupakan negara dengan penduduk muslim terbesar di dunia.
Pada akhir tahun 2021, tercatat ada sekitar 237,53 juta penduduk muslim di
Indonesia dan akan terus meningkat setiap tahun (Bayu, 2022). Besarnya
populasi umat muslim inilah yang menyebabkan permintaan produk halal pun
juga tergolong besar. Hal tersebut juga yang mendorong pemerintah
mengeluarkan UU No. 34 Tahun 2014 tentang Jaminan Produk Halal yang
berfungsi untuk melindungi masyarakat dalam menggunakan produk-produk
yang sesuai syariat Islam. Berdasarkan data dari BPJPH (Badan Penyelenggara
Jaminan Produk Halal) melalui Sistem - Informasi Halal (SiHALAL),
disebutkan bahwa terdapat 749.971 produk yang telah tersertifikasi halal pada
periode tahun 2019-2022 (BPJPH, 2022). Pada 5 tahun terakhir, total produk
yang telah mendapatkan izin edar dari BPOM adalah 804.646 produk sehingga
berdasarkan data tersebut, sekitar 93% produk telah mendapatkan sertifikat
halal dan akan terus meningkat setiap tahun (BPOM, 2023).

Salah satu produk yang sering menjadi perhatian terkait dengan status
kehalalannya adalah gelatin. Gelatin merupakan produk hasil hidrolisis
kolagen dari tulang, kulit, atau jaringan ikat hewan seperti sapi dan babi yang
banyak digunakan sebagai thickener, pengemulsi, pembentuk busa, edible film,
stabilizer dalam pembuatan es krim, permen, dan mayones. Gelatin juga

digunakan dalam industri farmasi sebagai bahan pembuat kapsul (Fasya et al.,



2018). Berdasarkan data Badan Pusat Statistik, impor gelatin pada tahun 2020-
2021 berturut-turut sebesar 1.290.306 kg dan 1.891.100 kg yang berasal dari
beberapa negara seperti Australia, Brazil, Cina, Jerman, India, dan Amerika
Serikat. Angka tersebut akan meningkat setiap tahunnya untuk memenuhi
kebutuhan gelatin dalam negeri (Badan Pusat Statistik, 2022).

Sekitar 46% gelatin di luar negeri diproduksi dari bahan baku babi dan
sisanya menggunakan bahan baku sapi atau bahan lainnya (Khirzin et al.,
2019). Hal inilah yang menjadi masalah bagi masyarakat muslim khususnya di
Indonesia karena angka impor gelatin dari luar negeri yang masih tinggi dan
keraguan akan sumber jenis hewan yang digunakan dalam produksi gelatin.
Proses produksi di luar negeri juga belum sepenuhnya menerapkan konsep
halal yang sesuai dengan syariat Islam. Hal tersebut yang menjadikan
pemerintah Indonesia lebih peduli terhadap kehalalan produk yang beredar di
pasaran. Namun dalam proses sertifikasi halal di Indonesia, proses telusur
dokumen administrasi masih- sangat mendominasi dibandingkan dengan
pemeriksaan sampel secara langsung seperti pemeriksaan laboratorium yang
hanya dilakukan jika terdapat bahan tertentu yang diragukan kehalalannya,
padahal pemeriksaan laboratorium tentunya harus selalu dilakukan pada tiap
proses produksi dalam rangka menjamin produk tersebut halal dari awal proses
produksi hingga menjadi barang siap jual (Karimah, 2018).

Metode deteksi yang cepat, mudah, dan praktis akan membantu
masyarakat dalam mengurangi kekhawatiran terhadap produk pangan yang

terkontaminasi hal-hal haram, khususnya cemaran babi. Salah satu metode



deteksi yang dapat dikembangkan untuk mempersingkat waktu uji dan
mengurangi biaya pengujian adalah metode imunokromatografi. Aplikasi
metode deteksi imunokromatografi murah dan cepat, serta terbukti sama atau
bahkan lebih sensitif dibandingkan dengan metode deteksi lainnya (Masiri et
al., 2016). Imunokromatografi merupakan metode analisis kualitatif berbasis
ikatan antigen-antibodi berbentuk lateral flow test yang dapat mendeteksi
adanya target dalam sampel tanpa menggunakan alat khusus, sehingga metode
ini juga sangat user friendly (Kuswandi et al., 2017).

Pemilihan parameter dalam penggunaan suatu metode sangat penting
untuk meningkatkan kualitas Kinerja metode. Berdasarkan penelitian yang
dilakukan oleh Safenkova et al. (2012), metode imunokromatografi sandwich
telah digunakan untuk mendeteksi virus PVX (potato virus X). Penelitian
tersebut menjelaskan bahwa terdapat beberapa parameter atau faktor yang
dapat mempengaruhi batas deteksi dari strip imunokromatografi diantaranya
adalah ukuran nanopartikel emas, konsentrasi antibodi, pH konjugasi, dan
karakteristik membran yang digunakan. Pada penelitian tersebut didapatkan
pemilihan pH pada saat konjugasi dapat mempengaruhi kekuatan pengikatan
antibodi dengan nanopartikel emas. Penelitian tersebut melakukan konjugasi
antibodi yang dihasilkan dari hewan uji tikus ke dalam 6 kondisi pH yang
berbeda dan melihat kestabilan konjugat tanpa adanya presipitasi atau
flokulasi. Pada perubahan pH 7,5 ke pH 10, terjadi penurunan konsentrasi
antibodi pada kurva flokulasi dari 11 g/mL menjadi 6 g/mL, sehingga pada

penelitian tersebut disimpulkan bahwa penggunaan pH yang tinggi pada saat



1.2.

1.3.

konjugasi akan menghasilkan konjugat antibodi-nanopartikel emas yang lebih
stabil dalam jangka waktu yang lebih lama. Konsentrasi antibodi yang
dikonjugasikan juga dapat mempengaruhi batas deteksi dari strip
imunokromatografi. Pada penelitian tersebut didapatkan bahwa jika tingkat
cakupan nanopartikel emas terhadap antibodi meningkat, maka situs
pengikatan antigen dengan nanopartikel juga akan meningkat sehingga dapat
menurunkan batas deteksi. Berdasarkan penjelasan tersebut, pemilihan pH saat
konjugasi dan penggunaan konsentrasi sangat penting dalam pembuatan
konjugat antibodi-nanopartikel emas dan dapat mempengaruhi batas deteksi
pada strip uji. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan untuk melihat pengaruh
kondisi keasaman media (pH) saat konjugasi dan konsentrasi antibodi
poliklonal kelinci terhadap stabilitas konjugat antibodi-nanopartikel emas yang
akan diaplikasikan pada strip uji imunokromatografi (Halal Test Kit)..
Perumusan Masalah

Berdasarkan uraian latar belakang, didapatkan rumusan masalah sebagai
berikut: “Bagaimana pengaruh keasaman media dan konsentrasi antibodi
terhadap stabilitas konjugat antibodi-nanopartikel emas (GNPs)?”
Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan umum

Mengetahui pengaruh parameter keasaman media (pH) saat
konjugasi dan konsentrasi antibodi yang dikonjugasikan dengan
nanopartikel emas terhadap stabilitas konjugat antibodi-nanopartikel

emas.
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Tujuan khusus

1. Mengetahui parameter keasaman atau nilai pH yang tepat dan sesuai
pada saat konjugasi serta mengetahui parameter konsentrasi optimal
antibodi  poliklonal hasil induksi ke kelinci yang dapat
dikonjugasikan dengan nanopartikel emas terhadap stabilitas
konjugat antibodi-nanopartikel emas yang diaplikasikan pada strip
imunokromatografi (Halal Test Kit).

2. Mengetahui kemampuan strip imunokromatografi (Halal Test Kit)
untuk mendeteksi cemaran babi pada larutan kontrol gelatin dan

larutan sampel secara spesifik.

1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1.

1.4.2.

Manfaat Teoritis

Penulisan ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah
mengenai pengaruh berbagai kondisi keasaman media saat konjugasi
dan konsentrasi antibodi yang dikonjugasikan dengan nanopartikel
emas untuk melihat stabilitas konjugat antibodi-nanopartikel emas.
Manfaat Praktisi

Hasil penulisan ini dapat dijadikan sebagai acuan dalam
menggunakan strip imunokromatografi pada saat pengujian, serta
diharapkan juga dapat meningkatkan perhatian dan kewaspadaan
masyarakat terhadap kehalalan produk-produk yang digunakan dalam

kehidupan sehari-hari, terutama gelatin.
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2.1. Imunokromatografi

2.1.1.

2.1.2.

Definisi Imunokromatografi

Imunokromatografi adalah metode deteksi antigen atau antibodi
spesifik pada sampel yang memanfaatkan prinsip reaksi imunologis,
yaitu adanya ikatan antigen dan antibodi. Prinsip ini sama seperti
ELISA sandwich, hanya saja reaksi imunologis terjadi sepanjang
membran kapiler dengan bergantung pada migrasi mikro/nano partikel
sepanjang membran kapiler sehingga dapat diaplikasikan dalam bentuk
strip test (Jayalie et al., 2016). Immunokromatografi biasa digunakan
sebagai perangkat pengujian berdasarkan reaksi imunologi (interaksi
antigen-antibodi) dan kromatografi (aksi kapiler) dari analit berlabel
(nanopartikel emas) melalui beberapa membran, termasuk bantalan
sampel, bantalan konjugat, bantalan deteksi dan bantalan penyerap
(Srisrattakarn et al., 2020).
Prinsip Imunokromatografi

Prinsip imunokromatografi didasarkan pada reaksi antigen-
antibodi pada membran nitroselulosa yang ditunjukkan oleh perubahan
pita warna yang terpasang pada nanopartikel emas. Antibodi akan
digabungkan dengan nanopartikel emas melalui proses adsorpsi
elektrostatik untuk membentuk konjugat antibodi-nanopartikel emas

atau antibodi berlabel emas. Antigen akan disemprotkan pada garis uji



dan antibodi akan disemprotkan pada garis kontrol. Ketika antigen
berikatan dengan antibodi, maka garis uji akan menjadi berwarna.
Sebagaimana pada Gambar 2.1, larutan sampel ditambahkan ke
bantalan sampel, mengalir ke arah bantalan penyerap, dan melewati
bantalan konjugat yang mengandung antibodi berlabel nanopartikel
emas. Jika larutan sampel mengandung zat yang akan diuji, maka
antibodi berlabel emas akan bereaksi dengan antigen pada garis uji dan

garis uji menjadi berwarna merah (Jiang et al., 2018).
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Gambar 2.1. Prinsip strip imunokromatografi tipe lateral flow
(Kuswandi et al., 2017)

Secara  umum,  terdapat dua  format dasar dalam
imunokromatografi yaitu format sandwich dan format kompetitif,
tergantung dari ukuran dan sifat molekul yang ditargetkan. Pada format
sandwich biasa digunakan untuk menguji analit yang berukuran besar
dan memiliki beberapa situs antigenik, sedangkan format kompetitif
digunakan untuk menguji analit yang lebih kecil dan hanya memiliki

satu situs antigenik saja, sehingga tidak dapat mengikat dua antibodi
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secara bersamaan (Kuswandi et al., 2017). Dalam imunokromatografi
terdapat beberapa tahapan yang dilakukan untuk mendeteksi zat
uji/analit pada sampel, yaitu (i) persiapan antibodi terhadap analit
target, (ii) persiapan label, (iii) pelabelan molekul antibodi, (iv)
perakitan semua komponen ke plat penopang, (v) aplikasi sampel dan
mendapatkan hasil (Sajid et al., 2015).
Komponen Imunokromatografi

Secara umum, imunokromatografi memiliki membran
nitroselulosa sebagai membran kapiler, antibodi/antigen spesifik yang
difiksasi pada garis uji T (test line), protein rekombinan/antibodi lain
yang difiksasi di garis kontrol C (control line), dan antibodi yang

dilabel dengan pewarna (Jayalie et al., 2016).
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Gambar 2.2. Skema komponen strip imunokromatografi
(Nuntawong et al., 2022)



Imunokromatografi biasanya terbuat dalam bentuk strip yang
dirakit dari beberapa komponen, sebagaimana pada Gambar 2.2,
diantaranya yaitu:

a. Backing card atau plat penopang
Backing card atau plat penopang berfungsi untuk
menyatukan komponen-komponen lain dari strip
imunokromatografi sehingga strip lebih kokoh dan memungkinkan
penggunaan strip menjadi lebih mudah. Backing card biasanya
terbuat dari plastik polimer seperti polivinil klorida atau
polisterena. Biasanya pada backing card yang dijual khusus untuk
pembuatan strip lateral flow assay telah dilengkapi dengan perekat
agar memudahkan pengguna untuk menempelkan komponen-
komponen lain pada plat tersebut (Nuntawong et al., 2022).
b. Bantalan sampel atau sample pad
Bantalan sampel atau sample pad adalah komponen yang
berfungsi untuk menempatkan sampel. Sample pad biasanya
terbuat dari selulosa atau serat kaca. Bantalan sampel harus mampu
mengangkut sampel dengan baik dan homogen (Sajid et al., 2015).
Ukuran pori pada bantalan sampel harus homogen dan dilakukan
preparasi terlebih dahulu (jika perlu) untuk mengontrol laju aliran

dan mengurangi waktu pengujian (Nuntawong et al., 2022).
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d. Bantalan konjugat atau conjugate pad

Bantalan konjugat atau conjugate pad berfungsi sebagai
tempat terakumulasinya molekul antibodi reporter yang siap
dilepaskan jika ada cairan sampel yang melewatinya. Bantalan
konjugat ini biasanya terbuat dari serat kaca, selulosa, atau bahan
lainnya. Bahan bantalan konjugat harus dapat segera melepaskan
konjugat antibodi yang berlabel setelah kontak dengan cairan
sampel. Sifat bahan bantalan konjugasi memiliki efek pada
pelepasan antibodi berlabel dan sensitivitas pengujian (Nuntawong
etal., 2022; Sajid et al., 2015).

Daftar bahan yang dapat digunakan sebagai label dalam
imunokromatografi sangat banyak contohnya nanopartikel emas,
partikel magnetik, nanopartikel karbon, nanopartikel selenium,
nanopartikel perak, fluorofor organik, pewarna tekstil, enzim,
liposom dan lain sebainya. Bahan apa pun yang digunakan sebagai
label harus dapat dideteksi pada konsentrasi yang sangat rendah dan
harus mempertahankan sifat-sifatnya pada saat konjugasi dengan
molekul antibodi. Selain itu, kemudahan dalam kojugasi dengan
antibodi dan stabil dalam periode waktu tertentu juga merupakan
kriteria label yang baik (Sajid et al., 2015). Salah satu label yang
biasa digunakan dalam mengidentifikasi keamanan makanan
adalah nanopartikel emas (gold nanoparticles). Nanopartikel emas

memiliki sifat fisikokimia yang baik dan biokompatibel dengan
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berbagai senyawa. Diameter nanopartikel emas yang digunakan
dalam immunoassay bervariasi dari 1 hingga 100 nm, namun yang
paling umum digunakan dalam kisaran 20-40 nm. Penggunaan
nanopartikel emas juga dapat memangkas biaya menjadi lebih
murah. Nanopartikel emas dapat disintesis menggunakan metode
Turkevich-Frens dengan mereduksi asam kloroaurat (HAUCI4)
pada 100 °C dengan natrium sitrat (Mirica et al., 2022).
Membran nitroselulosa

Membran nitroselulosa merupakan tempat terjadinya reaksi
antara antigen dan antibodi. Ukuran pori membran nitroselulosa ini
sangat mempengaruhi sensitivitas strip karena berhubungan dengan
laju aliran kapilernya. Apabila laju alirnya rendah maka
kemungkinan reaksi antigen dan antibodi menjadi lebih tinggi
(Nuntawong et al., 2022). Garis uji dan garis kontrol berada bagian
membran ini. Pemberian bioreagen yang tepat, pengeringan dan
pemblokiran berperan dalam meningkatkan sensitivitas pengujian
(Sajid et al., 2015).
Bantalan penyerap atau absorbent pad

Bantalan penyerap atau absorbent pad berfungsi sebagai
wadah untuk menahan kelebihan cairan dari sistem agar laju aliran
dapat berjalan dengan baik tanpa adanya cairan yang kembali ke

komponen sebelumnya (Nuntawong et al., 2022).
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Keuntungan Penggunaan Imunokromatografi
Terdapat beberapa keuntungan dari metode pengujian
menggunakan imunokromatografi yaitu memberikan hasil dalam
waktu yang relatif cepat (15-20 menit), stabil dalam jangka panjang,
dan relatif murah untuk diproduksi. Keunggulan tersebut membuat
pengujian imunokromatografi cocok diaplikasikan langsung di tempat
karena mudah digunakan dan tidak memerlukan bantuan instrumentasi
khusus (Jayalie et al., 2016; Kuswandi et al., 2017).
Faktor Yang Dapat Mempengaruhi Kinerja Imunokromatografi
Parameter dalam strip imunokromatografi yang dapat
mempengaruhi kualitas kinerja metode, antara lain:
1) ukuran nanopartikel emas (GNPs/ gold nanoparticles),
2) kondisi konjugasi antibodi dengan nanopartikel emas,
3) konsentrasi antibodi di zona penangkap,
4) efek penggunaan zat penghambat/ blocking substances dan buffer
kimia yang berbeda dalam preparasi strip (Amini et al., 2020).
Ukuran  nanopartikel — merupakan  faktor  kritis  yang
mempengaruhi  sensitivitas metode jika menggunakan label
nanopartikel emas, terutama akan mempengaruhi warna intensitas garis
pada strip (Mirica et al., 2022). Ukuran nanopartikel emas
mempengaruhi sifat optik partikel, interaksi antara nanopartikel emas
dengan antibodi, dan ikatannya dengan antigen yang dapat

menyebabkan perubahan batas deteksi yang juga berpengaruh pada
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sensitivitas metode (Safenkova et al., 2012). Ketika nanopartikel emas
disintesis, warna larutan HAuCls berubah dari kuning menjadi merah
anggur. Semakin besar ukuran nanopartikel emas maka warna larutan
akan menjadi lebih gelap. Penggunaan nanopartikel emas dengan
ukuran besar akan meningkatkan sensitivitas metode, namun konjugat
menjadi kurang stabil (Amini et al., 2020).

Selain ukuran nanopartikel emas, kondisi konjugasi antibodi-
nanopartikel emas juga dapat mempengaruhi  kinerja
imunokromatografi. Dalam proses preparasi konjugat, pH nanopartikel
emas dan jumlah antibodi memegang peranan penting agar kualitas
kinerja metode tetap terjaga dengan baik. pH optimum untuk konjugasi
adalah pH isoelektrik, karena di bawah titik ini, antibodi bermuatan
positif akan bereaksi terhadap nanopartikel bermuatan negatif sehingga
nanopartikel akan terakumulasi dan mempengaruhi kualitas pelepasan
konjugat. Apabila pH dikondisikan di atas titik isoelektrik, antibodi
bermuatan negatif akan menolak nanopartikel dan konjugasi tidak akan
terjadi. Oleh karena itu, metode pengendapan yang diinduksi garam
digunakan untuk menentukan pH nanopartikel emas yang optimal dan
jumlah antibodi yang sesuai untuk pembuatan konjugat antibodi-
nanopartikel emas yang stabil. Ketika pH nanopartikel emas berada
pada titik isoelektrik, antibodi akan diserap ke permukaan nanopartikel
emas melalui reaksi ionik dan hidrofobik sehingga dengan penambahan

garam konsentrasi tinggi maka tidak akan terjadi aglomerasi. Muatan
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di sekitar nanopartikel akan semakin negatif dengan meningkatnya pH
dan toleransi nanopartikel emas terhadap garam juga akan meningkat.
Akibatnya antibodi tidak dapat mengikat nanopartikel dengan baik dan
menyebabkan pengendapan nanopartikel pada tahap pembentukan
konjugat sehingga konjugat yang dihasilkan tidak akan stabil. (Amini
et al., 2020).

Konjugasi antara antibodi dan nanopartikel emas dapat terjadi
melalui cross-linker atau adsorpsi langsung. Antibodi terikat kuat pada
permukaan nanopartikel emas karena adanya gaya elektrostatik dari
nanopartikel emas yang bermuatan negatif dan antibodi yang
bermuatan positif. Adsorpsi langsung antibodi ke permukaan
nanopartikel emas tergantung pada pH, titik isoelektrik, dan
konsentrasi protein. Titik isoelektrik antibodi adalah sekitar 7 sehingga
antibodi dapat mempertahankan konfigurasi dan bioaktivitasnya pada
kondisi pH yang dekat dengan titik isoelektriknya. Kondisi koloid
nanopartikel emas dengan pH 7 merupakan kondisi keasaman optimum
untuk adsorpsi protein (Suherman et al., 2020).

Spesifisitas dan sensitivitas metode adalah parameter yang sangat
penting dalam penggunaan imunokromatografi sebagai metode deteksi
cemaran babi pada produk makanan. Spesifisitas metode
imunokromatografi dipengaruhi oleh karakteristik dari antibodi yang
digunakan, sedangkan sensitivitas dipengaruhi oleh karakteristik

komponen strip yang berhubungan dengan laju aliran dari sistem. Laju
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aliran pada strip imunokromatografi dikontrol oleh ukuran pori,
hidrofilisitas, dan perlakuan awal dari bahan yang digunakan,
khususnya pada komponen sample pad (bantalan sampel) dan
membran nitroselulosa yang berperan besar dalam mengontrol laju

aliran sistem strip imunokromatografi (Nuntawong et al., 2022).

2.2. Antibodi Poliklonal

2.2.1. Definisi Antibodi Poliklonal

2.2.2.

Antibodi adalah protein alami yang berfungsi sebagai entitas
pengikat antigen pada membran sel limfosit B, yang juga disekresikan
oleh sel plasma. Antibodi yang disekresikan berfungsi untuk melawan
infeksi virus dan zat patogen lainnya. Ketika antigen masuk ke dalam
tubuh, sistem kekebalan berperan untuk menghasilkan banyak antibodi
yang dapat menargetkan antigen tersebut. Antibodi poliklonal adalah
beberapa imunoglobulin. yang merespon epitop yang berbeda pada
molekul antigen. Antibodi poliklonal biasa diterapkan untuk melacak
berbagal pencemaran pada bahan pangan serta hasil olahannya (Cruse
& Lewis, 2010; Fusvita et al., 2016).

Produksi Antibodi Poliklonal

Produksi antibodi merupakan ciri khas dari respon imun adaptif.
Antibodi diproduksi untuk menetralisir atau menghilangkan antigen
atau patogen. Antibodi diproduksi oleh limfosit B setelah
berdiferensiasi menjadi sel plasma. Produksi antibodi poliklonal

umumnya dilakukan pada mamalia dari proses imunisasi. Kriteria
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pemilihan hewan model untuk meningkatkan produksi antibodi
poliklonal didasarkan pada dua variabel penting yaitu tujuan
penggunaan antibodi poliklonal dan jumlah antiserum yang
dibutuhkan. Jika volume atau jumlah antiserum diperlukan dalam
jumlah besar, maka hewan yang lebih besar atau hewan perah dapat
dipilih sebagai hewan produksinya. Hewan yang sering digunakan
sebagai produksi antibodi poliklonal diantaranya kambing, kuda,
marmut, kelinci, hamster, tikus, domba, dan ayam. Kelinci dan mencit
merupakan hewan laboratorium yang paling umum digunakan sebagai

produksi antibodi (Fusvita et al., 2016; Singh et al., 2013).
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Gambar 2.3. Tahapan produksi antibodi poliklonal
(Singh et al., 2013)

Prinsip produksi antibodi poliklonal adalah hewan harus dipapar

atau diimunisasi dengan antigen tertentu atau antigen yang telah
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dimurnikan. Tahapan produksi antibodi poliklonal dapat terbagi

menjadi empat langkah, sebagaimana tercantum pada Gambar 2.3.

Tahapan produksi antibodi yaitu:

a) Persiapan antigen, dimana antigen harus disiapkan menggunakan
FCA (Freund’s Complete Adjuvant) atau FIA (Freund’s Incomplete
Adjuvant);

b) Imunisasi, dimana hewan disuntikkan antigen yang tersedia secara
subkutan dan diberikan dosis booster pada interval waktu tertentu;

c) Titrasi antibodi, dimana proses ini akan memberikan informasi
untuk menentukan dosis booster dan waktu pengumpulan antibodi;

d) Permurnian, dimana proses tersebut yang dilakukan jika pada
antibodi masih terdapat protein serum atau plasma yang dapat
mengganggu hasil sintesis (Singh et al., 2013).

Penggunaan larutan FCA (Freund’s Complete Adjuvant) atau

FIA (Freund’s Incomplete Adjuvant) sebagal adjuvan berfungsi untuk

memperlambat pengeluaran antigen dari tubuh sehingga produksi

antibodi akan semakin bertambah. Larutan Freund’s Adjuvant terdiri
dari minyak mineral, zat pengemulsi, dan Mycobacterium tuberculosis
yang telah dimatikan. Perbedaan antara larutan FCA (Freund’s

Complete Adjuvant) dengan FIA (Freund’s Incomplete Adjuvant)

terletak pada ada atau tidaknya bakteri. Antigen yang dimasukkan atau

diimunisasikan ke dalam hewan uji akan merangsang produksi antibodi

oleh sel B sehingga serum darah yang diambil dari hewan uji akan
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menghasilkan banyak antibodi yang akan bereaksi dengan antigen.
Setelah diimunisasi dan dilakukan pengambilan darah terakhir,
didapatkan serum darah kelinci yang mengandung banyak antibodi.
Antibodi yang dihasilkan akan dievaluasi secara kualitatif dan
kuantitatif dengan menggunakan teknik seperti imunodifusi,
hemaglutinasi, imunoelektroforesis, SDS-PAGE, western blot, dot
blot, atau ELISA. Kemudian dilakukan purifikasi atau pemurnian
menggunakan metode seperti ion exchange, kromatografi afinitas,
pengendapan dengan amonium sulfat, atau menggunakan metode asam
kaprilat untuk menghilangkan protein-protein lain dalam darah
sehingga didapatkan protein spesifik yaitu imunoglobulin G atau IgG.
IgG merupakan antibodi yang merespon bakteri dan virus yang
memiliki konsentrasi paling tinggi dalam serum dan biasa digunakan
sebagai bahan uji laboratorium (Bunyamin et al., 2015; Sohrabi et al.,
2011).
Karakteristik Antibodi Poliklonal

Struktur dasar antibodi terdiri dari dua rantai polipeptida yang
berbeda. Idealnya setiap antibodi mengandung dua salinan identik dari
rantai berat (55 kb) dan rantai ringan (28 kb). Rantai berat dan rantai
ringan disatukan oleh ikatan disulfida serta interaksi non-kovalen
lainnya (Singh et al., 2013). Imunoglobulin G atau 1gG merupakan
salah satu antibodi yang berperan penting dalam kekebalan tubuh

karena merupakan antibodi utama dalam darah dan cairan ekstraseluler
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(Agustina, 2017). Berat molekul 1gG berkisar antara 150-160 kDa
(Fusvita et al., 2016).
Keuntungan Penggunaan Antibodi Poliklonal
Penggunaan antibodi poliklonal dalam immunoassay memiliki
keuntungan yaitu lebih sensitif dibandingkan antibodi monoklonal. Hal
ini dikarenakan antibodi poliklonal memiliki kemampuan pengikatan
heterogen yang dapat mengikat target antigen atau epitop yang lebih
beragam. Selain itu antibodi poliklonal lebih mudah larut dan mudah
disimpan karena antibodi poliklonal bersifat lebih resisten terhadap
perubahan lingkungan (suhu dan pH) dibandingkan dengan antibodi
monoklonal (Ascoli & Aggeler, 2018). Proses produksi antibodi
poliklonal juga lebih mudah dibandingkan dengan proses produksi
antibodi -monokional yang membutuhkan waktu yang lebih lama
karena proses imunisasi yang lebih kompleks dan memerlukan
peralatan yang canggih sehingga membutuhkan biaya yang lebih besar
(Nugroho et al., 2021).
Faktor yang Mempengaruhi Produksi Antibodi Poliklonal
Beberapa faktor yang penting untuk diperhatikan pada proses
produksi antibodi poliklonal adalah sebagai berikut:
a. Persiapan antigen
Kualitas dan kuantitas antigen yang akan digunakan
merupakan hal penting dalam produksi antibodi. Apabila terdapat

senyawa lain atau senyawa pengotor dalam antigen walaupun
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hanya berjumlah sangat sedikit (<1%) akan menyebabkan hasil
antibodi yang memiliki aktivitas imun melawan senyawa pengotor
dibandingkan dengan antigen yang diinginkan, sehingga perlu
dilakukan pemurnian antigen agar antibodi yang dihasilkan benar-
benar spesifik terhadap antigen (Leenaars & Hendriksen, 2005).
. Pemilihan hewan uji

Pemilihan hewan uji dalam produksi antibodi penting untuk
mempertimbangkan hal-hal berikut:
1) jumlah antibodi yang diperlukan,
2) kemudahan dalam memperoleh sampel darah,
3) hubungan filogenetik antara antigen dan spesies hewan,
4) tujuan penggunaan antibodi.
Penggunaan hewan uji yang telah dewasa juga sangat dianjurkan
karena memiliki respon imun tubuh yang kuat dibandingkan hewan
dengan usia muda dan tua. Selain itu, status kesehatan hewan uji
pun juga harus dipertimbangkan. Penggunaan hewan yang bebas
penyakit akan mengurangi terjadinya reaktivitas silang terhadap
antigen lain (Leenaars & Hendriksen, 2005).
Pemilihan dan persiapan adjuvan

Adjuvan digunakan untuk menginduksi respon imun yang
lebih efektif untuk memproduksi antibodi. Adjuvan yang biasa
digunakan dalam produksi antibodi poliklonal adalah Freund’s

Complete Adjuvant (FCA), Freund’s Incomplete Adjuvant (FIA),
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garam alumunium (seperti Al(OH)3, AIPOgs), Quil A, Iscoms,
Montanide, TiterMax™, and RIBI™, FCA sangat banyak
digunakan dalam produksi antibodi karena dapat menginduksi
banyak antibodi dengan berbagai tipe antigen (Leenaars &

Hendriksen, 2005).

. Protokol imunisasi

Protokol imunisasi dapat dilakukan berbeda berdasarkan
hewan uji dan adjuvan yang digunakan. Pemilihan rute imunisasi
juga didasarkan pada karakteristik dan volume antigen yang akan
diinjeksikan. Rute injeksi yang sering digunakan untuk produksi
antibodi poliklonal adalah: subkutan (s.c.), intradermal (i.d.),
intramuskular (i.m.), intraperitoneal (i.p.), dan intravena (i.v.).
Pemilihan rute imunisasi dipengaruhi oleh hewan uji yang
digunakan, misalnya pada hewan uji pengerat seperti tikus, mencit,
hamster tidak direkomendasikan ~melalui rute intradermal,
sedangkan pada hewan uji kelinci tidak direkomendasikan
pelimihan rute intraperitoneal. Pemilihan rute injeksi intravena dan
intraperitoneal juga tidak direkomendasikan untuk imunisasi
booster karena dapat meningkatkan risiko shock anafilaksi pada
hewan. Pemilihan volume antigen yang diinjeksi juga harus
diperhatikan. Penggunaan antigen dengan volume kecil sangat
dianjurkan dalam produksi antibodi (Leenaars & Hendriksen,

2005).
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e. Pengamatan setelah imunisasi
Setelah imunisasi, hewan harus dipantau setiap hari dan
diperiksa untuk efek samping tertentu minimal tiga kali per minggu
(Leenaars & Hendriksen, 2005).
Antigen
Antigen merupakan agen infeksi berupa mikroorganisme, partikel, sel,
atau molekul yang dapat memicu respon imun. Secara khusus, antigen atau
imunogen adalah zat yang mampu merangsang sel B, sel T, atau keduanya dari
respon imun tubuh. Antigen dapat diartikan juga sebagai zat yang bereaksi
dengan produk respon imun yang dirangsang oleh imunogen spesifik, termasuk
antibodi dan/atau reseptor limfosit T (Cruse & Lewis, 2010).
Gelatin
2.4.1. Definisi Gelatin
Kata gelatin berawal dari bahasa latin “gelatus” yang berarti kaku
atau beku. Gelatin adalah produk turunan kolagen yang diperoleh
dengan hidrolisis dari kulit, tulang, dan jaringan ikat hewan yang
bersifat transparan, tidak berasa, serta tidak berwarna (Rehman et al.,
2016).
2.4.2. Sumber Gelatin
Bahan baku produksi gelatin umumnya berasal dari bahan
hewani, seperti sapi, babi, beberapa ikan, unggas, unta, atau bahkan
hewan amfibi seperti katak dan juga salamander. Umumnya 29,4%

berasal dari kulit sapi, 46% produksi gelatin berasal dari kulit babi,
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sekitar 23,1% berasal dari campuran tulang babi dan sapi, dan sisanya
1,5% berasal dari ikan. Adapun gelatin nabati atau gelatin yang berasal
dari tumbuhan juga dapat digunakan sebagai alternatif gelatin hewani.
Contoh gelatin nabati antara lain adalah konjak (yang biasa digunakan
dalam masakan Jepang), yam atau ubi rambat, agar rumput laut,
karagenan, pektin, pati jagung, dan sebagainya (Alipal et al., 2019).
Macam Gelatin

Secara umum, terdapat dua jenis gelatin berdasarkan cara
pembuatannya, yaitu gelatin tipe A dan gelatin tipe B. Gelatin tipe A
merupakan gelatin yang diproses melalui pre-treatment asam sebelum
didenaturasi dan memiliki titik isoelektrik pada pH 6-9. Gelatin tipe A
biasanya berasal dari kulit babi atau ikan. Gelatin Tipe B adalah gelatin
yang melalui proses pre-treatment alkali dan memiliki titik isoelektrik
pada pH 4,7-5,5. Gelatin tipe B berasal dari kulit sapi (Alipal et al.,
2019; Noor et al., 2021). Selain berbeda dari segi bahan baku
pembuatan Kkolagen, kedua tipe gelatin tersebut juga mengandung
komponen ikatan a, ikatan 8, dan ikatan y dengan berat molekul yang
bervariasi dari 10-400 kDa. Berat molekul ikatan/ rantai o berkisar
antara 80-125 kDa, ikatan/ rantai  berkisar antara 160-250 kDa, dan
ikatan/ rantai y berada pada kisaran 250-300 kDa (Panjaitan, 2016;
Pertiwi et al., 2018). Hal tersebut juga mempengaruhi kekuatan gel
antara kedua tipe gelatin. Gelatin tipe A memiliki distribusi fraksi berat

molekul yang lebih luas (10-200 kDa) dengan ukuran peptida yang
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lebih kecil dibandingkan dengan Tipe B. Adapun pada gelatin tipe B,
sebagian besar fraksi berat molekul berada pada kisaran 100 kDa yang
berkontribusi pada kekuatan pembentuk gel yang tinggi pada gelatin
tipe B (Noor et al., 2021; Rehman et al., 2016).
Karakteristik Gelatin

Gelatin dapat berbentuk lembaran, kepingan, atau serbuk
tergantung ukuran partikel pembentuknya. Gelatin stabil saat kering,
namun mudah terurai mikroba jika sudah dilarutkan atau dalam
keadaan lembab (Aris et al., 2020). Sifat fisik gelatin tergantung pada
sifat kimianya, seperti distribusi berat molekul dan komposisi asam
aminonya. Gelatin dengan kandungan asam amino glisin dan prolin
yang tinggi akan memiliki kekuatan gel atau viskositas yang tinggi
(Cahyaningrum et al., 2021). Secara fisik, gelatin tidak berasa,
transparan atau bening, dan tidak berwarna atau berwarna kuning
pucat. Gelatin dapat menyerap banyak air sekitar 5-10 kali dari
beratnya. Gelatin dapat larut dalam air panas dan akan membentuk gel
jika didinginkan. Karakteristik yang dimiliki gelatin bergantung pada
jenis asam amino penyusunnya. Gelatin tersusun dari 18 asam amino
yang saling terikat satu sama lain. Susunan asam amino gelatin sendiri
berupa triplet peptida, yaitu Glisin-X-Y, dimana X adalah asam amino

prolin dan Y adalah asam amino hidroksiprolin (Suryani et al., 2009).
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Produksi Gelatin

Gelatin dihasilkan dari hidrolisis kolagen secara parsial
menggunakan bantuan larutan asam atau basa dan juga pemanasan.
Penggunaan larutan asam atau basa dalam pembuatan gelatin
menyebabkan pemotongan ikatan silang protein pada kolagen sehingga
strukturnya menjadi putus dan mudah larut dalam air. Potongan rantai
protein yang larut air tersebutlah yang akan menjadi gelatin (Aris et al.,
2020). Adapun tahapan yang dilakukan untuk produksi kolagen adalah
proses pre-treatment dengan mengeliminasi kalsium (demineralisasi),
protein non-kolagen (deproteinizing), dan lemak (defatting), kemudian
diekstraksi serta dilakukan pemurnian gelatin (Wardhani et al., 2017).
Pemanfaatan Gelatin

Gelatin banyak dimanfaatkan dalam berbagai industri baik
industri pangan maupun. non pangan. Gelatin sering dimanfaatkan
sebagal bahan pembentuk busa, pengental, stabilizer, pembentuk gel
dalam produk marsmallow, jeli, permen, dan es krim (Febryana et al.,
2018). Dalam industri farmasi, gelatin umumnya dimanfaatkan sebagai
bahan cangkang kapsul untuk obat dan juga sebagai bahan penyalut
(coating agent) untuk melapisi produk farmasi yang kurang stabil (Aris
etal., 2020). Gelatin juga digunakan dalam industri non-pangan seperti
industri kosmetik. Gelatin digunakan untuk menstabilkan emulsi dan

pengental dalam produk shampo, lotion, sabun, masker wajah, lipstik,
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krim wajah, dan cat kuku (Andela et al., 2019; Aris et al., 2020;
Febryana et al., 2018).
2.5. Validasi Metode
Validasi metode adalah penilaian terhadap suatu parameter tertentu pada
percobaan laboratorium untuk membuktikan bahwa parameter tersebut telah
memenuhi persyaratan dan tujuan penggunaannya (Harmono, 2020). USP

(United States Pharmacopeia) telah menerbitkan pedoman khusus mengenai

prosedur validasi setiap parameter analitis dan membagi metode menjadi

empat kategori berdasarkan penggunaannya dalam bab 1225. Kategori tersebut
adalah sebagai berikut berikut:

1. Kategori I: Prosedur analitis untuk kuantisasi komponen utama atau bahan
aktif (termasuk pengawet) dalam produk farmasi.

2. Kategori H: Prosedur analitis untuk penentuan pengotor dalam obat atau
senyawa yang terdegradasi dalam produk farmasi. Prosedur ini meliputi uji
kuantitatif dan uji batas.

3. Kategori Ill: Prosedur analitis untuk penentuan karakteristik kinerja
(misalnya: disolusi, pelepasan obat, uji sterilitas).

4. Kategori IV: Uji identifikasi (Lopez et al., 2011).

Berdasarkan ketentuan validasi prosedur analitis yang dikeluarkan oleh

ICH (International Conference of Harmonization), terdapat 4 karakteristik

atau parameter kinerja yang utama pada metode yang digunakan untuk

mengevaluasi kinerja prosedur analitis. Karakteristik atau parameter kinerja

tersebut adalah sebagai berikut:
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1. Spesifisitas/ selektivitas.

2. Batas range kinerja (batas deteksi dan batas kuantifikasi).
3. Akurasi dan presisi.

4. Ketahanan (robustness) (ICH, 2022).

Pada penelitian yang dilakukan Masiri et al. (2016), validasi metode
dilakukan pada lateral flow device (LFD) adalah dengan menentukan
sensitivitas (LOD), rentang dinamis pengujian, dan spesifisitas (analisis reaksi
silang). Pada penelitian tersebut, penentuan LOD dilakukan menggunakan
ekstrak campuran daging babi dan sapi dalam larutan garam 0,9% yang
dilarutkan dalam larutan buffer. Pengujian dilakukan hingga 60 kali sampai
sinyal warna mulai terlihat jelas. Hasil pengujian didapatkan bahwa pada
kontaminasi 0,001% daging babi dalam daging sapi, tidak ada strip uji yang
terbaca positif atau menunjukkan sinyal. Namun pada kontaminasi 0,01%
didapatkan hasil positif 100% mengandung cemaran daging babi. Hasil
pengujian dikonfirmasi dengan mengulangi tes hingga sebanyak dua puluh
kali. Berdasarkan hasil tersebut, LOD yang didapatkan adalah 0,01% berupa
kontaminasi daging babi mentah pada sampel daging sapi. Pengujian spesifitas
metode dilakukan dengan mencampur daging babi dengan daging dari hewan
lain seperti ayam, kalkun, sapi, domba, kambing, dan kuda lalu diekstraksi dan
dievaluasi menggunakan strip imunokromatografi yang dibuat. Berdasarkan
hasil tersebut, tidak terdeteksi adanya reaktivitas silang dari semua spesies

hewan yang dicampurkan dalam sampel daging, sehingga terlihat bahwa
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metode tersebut spesifik untuk mendeteksi kontaminasi daging babi (Masiri et
al., 2016).
Spesifisitas Metode

Spesifisitas menunjukkan kemampuan metode analisis untuk
menentukan analit tertentu pada sampel secara spesifik dan tidak terpengaruh
olen adanya pengotor. Pengujian spesifisitas dapat dilakukan dengan
menggunakan hasil pengukuran sampel yang ditambahkan pengotor atau
eksipien lain yang dibandingkan dengan hasil pengukuran sampel tanpa
penambahan apapun. Spesifisitas metode ditunjukkan dengan derajat
kesesuaian dari kedua hasil pengukuran tersebut (Ramadhan & Musfiroh,
2021). Pada pengujian spesifitas, metode dapat dilihat dari reaktivitas silang
(cross-reactivity) yang terjadi selama pengujian. Pada penelitian Masiri et al.
(2016) yang mengidentifikasi kontaminasi daging babi yang telah dicampur
dengan berbagai daging dari hewan lainnya, didapatkan hasil bahwa tidak
terdeteksi adanya reaktivitas silang dari semua spesies hewan yang
dicampurkan dalam sampel daging. Pengujian menggunakan serum albumin
babi juga didapatkan hasil tidak terjadi reaksi silang, sehingga terlihat bahwa
metode tersebut spesifik untuk mendeteksi kontaminasi daging babi.
Konsep Halal dan Haram

Dalam ajaran Islam disebutkan bahwa semua umat muslim diwajibkan
untuk menggunakan dan mengkonsumsi produk atau makanan yang berasal
dari bahan yang halal. Halal berarti diperbolehkan dalam bahasa Arab. Namun

dalam Al-Qur’an dan hadist, halal tidak hanya diartikan sebagai produk yang
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disiapkan dengan prosedur dan bahan yang sesuai dengan hukum Islam, tetapi

juga bermanfaat bagi tubuh secara fisik maupun psikis dan membawa kebaikan

(thayyib) (Aransyah et al., 2019).

Al-Qur’an telah menjelaskan bahan-bahan atau makanan yang halal
(boleh dikonsumsi) dan yang haram (tidak boleh dikonsumsi). Terdapat lima
parameter kehalalan untuk memastikan produk yang kita konsumsi atau
gunakan, khususnya produk makanan, antara lain:

1) tidak mengandung babi atau turunannya,

2) tidak mengandung anggur, alkohol, atau zat terkait lainnya,

3) produk yang berasal dari daging harus disembelih berdasarkan tata cara
dalam syariat Islam,

4) tidak mengandung zat terlarang yang dianggap najis, seperti bangkai,
segala jenis darah, organ manusia, sampah, dan lain-lain,

5) proses penyimpanan, penjualan, pengolahan, @ pengelolaan, dan
pengangkutan pangan halal tidak menggunakan alat yang digunakan untuk
babi atau barang haram lainnya (Firdaust et al., 2020).

Hubungan antara Keasaman Media dan Konsentrasi Antibodi yang

Digunakan dengan Stabilitas Konjugat Antibodi-Nanopartikel Emas

Optimalisasi parameter uji pada metode imunokromatografi sangat
penting dilakukan agar hasil deteksi yang didapatkan baik dan akurat. Salah
satu parameter yang dapat dioptimalkan untuk mendapatkan kualitas deteksi
yang baik adalah kondisi konjugasi antibodi dengan nanopartikel emas (GNPs)

(Amini et al., 2020). Keberhasilan konjugasi sangat penting dalam pembuatan
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strip imunokromatografi. Konjugat yang stabil dapat membantu
meminimalkan pengikatan nonspesifik dan meningkatkan keakuratan hasil
sehingga perlu untuk mengoptimalkan kondisi dalam pembuatan konjugat
yang stabil (Momeni et al., 2022).

Dalam proses konjugasi, diperlukan interaksi antara antibodi dan
nanopartikel emas agar molekul antibodi dapat menempel dan berikatan
dengan permukaan nanopartikel emas sehingga terbentuk konjugat antibodi
dan nanopartikel emas. Interaksi yang terjadi dapat berupa interaksi fisik dan
interaksi kimia. Interaksi fisik antara antibodi dan nanopartikel emas
bergantung pada: (1) daya tarik ionik antara nanopartikel emas yang bermuatan
negatif dan antibodi yang bermuatan positif; (ii) daya tarik hidrofobik antara
antibodi dan permukaan nanopartikel emas; dan (iii) ikatan kovalen antara
keduanya. Interaksi kimia dapat tercapai dengan beberapa cara diantaranya
adalah (i) melalui kemisorpsi dengan bantuan turunan tiol; (ii) melalui
penggunaan penghubung bifungsional; dan (iii) menggunakan bantuan
molekul adaptif (Jazayeri et al., 2016). Pembentukan kompleks protein
(antibodi) dan nanopartikel emas bergantung pada beberapa interaksi,
diantaranya adalah: (i) daya tarik elektronik antara nanopartikel emas yang
bermuatan negatif dan situs bermuatan positif pada molekul protein, (ii)
pengikatan protein terhadap permukaan nanopartikel emas secara hidrofobik,
dan (iii) pengikatan nanopartikel emas dengan atom sulfhidril, oksigen, atau
nitrogen melalui pasangan elektron tidak terbagi yang membentuk ikatan datif

(Hermanson, 2013), sebagaimana pada Gambar 2.4 berikut.
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Tkatan datif \ Interaksi ionik
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Gambar 2.4. Interaksi protein dan partikel emas
(Hermanson, 2013)

Antibodi dapat secara fisik berkonjugasi pada permukaan nanopartikel
emas dengan interaksi elektrostatik. Antibodi yang terprotonasi pada kondisi
pH yang optimum akan membentuk ikatan ionik dengan nanopartikel emas
yang bermuatan negatif. Pada saat proses konjugasi, apabila campuran
nanopartikel emas dan antibodi tidak jenuh, larutan akan berubah warna dari
merah menjadi biru-ungu kehitaman ketika ditambahkan larutan garam. Hal
tersebut menunjukkan ketidakstabilan konjugat sehingga terjadi agregasi pada
nanopartikel emas (Fan et al., 2016). Agregasi pada nanopartikel emas juga
bergantung pada konsentrasi antibodi. Biasanya konsentrasi minimum antibodi
dipilih untuk mencegah agregasi nanopartikel karena adanya kelebihan garam.
Namun selama larutan konjugat berubah warna menjadi biru-ungu kehitaman,
keadaan tersebut mengindikasikan bahwa jumlah antibodi yang ditambahkan
belum cukup untuk menstabilkan nanopartikel emas. Apabila cakupan antibodi
pada permukaan nanopartikel emas tinggi, maka jumlah situs pengikatan
konjugat dengan antigen pun juga semakin tinggi, sehingga batas deteksi dapat

diminimalkan (Safenkova et al., 2012).
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Pada penelitian yang dilakukan Lou et al. (2012) dijelaskan bahwa
stabilitas konjugat antibodi dan larutan nanopartikel emas dipengaruhi oleh
perbedaan pH dan konsentrasi antibodi. Perubahan warna larutan konjugat
setelah ditambahkan larutan NaCl 1% mengindikasikan bahwa perbedaan pH
dan konsentrasi antibodi menyebabkan efek yang berbeda pada hasil
konjugasi. Penelitian tersebut menggunakan 4 ukuran nanopartikel berbeda
(14; 16; 35; dan 38 nm) yang masing-masing memiliki kondisi konjugasi yang
berbeda-beda. Apabila pengaturan pH saat konjugasi kurang optimal maka
larutan konjugat akan berubah warna dari merah menjadi biru karena adanya
agregasi yang menyebabkan larutan konjugat menjadi tidak stabil saat
digunakan dalam pengujian. Hasil penelitian tersebut menyebutkan bahwa
semakin kecil ukuran nanopartikel akan membutuhkan kondisi pH yang lebih
tinggi untuk melakukan konjugasi dibandingkan dengan nanopartikel yang
berkuran lebih besar.

Pada penelitian Byzova et al. (2017) yang dilakukan untuk menentukan
konsentrasi minimal antibodi untuk sintesis konjugat yang memiliki aktivitas
penangkapan antigen yang terbaik. Terdapat dua jenis antibodi yang
digunakan, yaitu antibodi monoklonal untuk deteksi bakteri H. pylory dan
antibodi poliklonal untuk deteksi 1gG tikus. Hasilnya menyatakan bahwa
konsentrasi antibodi monoklonal untuk konjugasi dapat diturunkan hingga
sekitar 6 kali dari konsentrasi optimal. Namun pada antibodi poliklonal,
konsentrasi yang digunakan untuk konjugasi merupakan konsentrasi antibodi

yang optimal untuk menstabilkan larutan nanopartikel emas. Konsentrasi
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tersebut dapat bervariasi tiap pengujian sesuai dengan hasil kurva flokulasinya.
Penggunaan konsentrasi antibodi di bawah konsentrasi optimal untuk
konjugasi tidak biasa digunakan pada pengujian yang menggunakan metode
sandwich karena peningkatan konsentrasi reaktan dapat menyebabkan
peningkatan batas deteksi.

2.9. Kerangka Teori

Gelatin Haram

A 4

Metode Deteksi

JV A\ 4 v A

ELISA PCR Imunokromatografi Spektroskopi
v
Kondisi o Stabilitas Konjugat | Konsentrasi
keasaman media Antibodi-GNPs antibodi
(PH)
\4
Validasi Test Kit

PEENON |

Spesifik Sensitif

Gambar 2.5. Kerangka teori
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Kerangka Konsep

- Kondisi pH saat konjugasi

Stabilitas konjugat

v

- Konsentrasi antibodi yang antibodi-GNPs
dikonjugasikan dengan
nanopartikel emas

Gambar 2.6. Kerangka konsep

Hipotesis

Hipotesis pada penelitian ini adalah penggunaan konsentrasi antibodi
yang rendah dan pH yang basa membuat konjugat antibodi-GNPS
(nanopartikel emas) stabil sehingga menghasilkan intensitas warna pada
garis uji yang lebih kuat serta tidak adanya reaktivitas silang (cross-

reactivity) saat pengujian pada sampel uji.



BAB I11
METODE PENELITIAN
3.1. Jenis dan Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen (experimental), yang
digunakan untuk mencari pengaruh perlakuan tertentu terhadap yang lain
dalam kondisi yang terkendali atau terkontrol. Penelitian ini menggunakan
rancangan acak lengkap dengan faktorial 2 faktor, yaitu kombinasi antara
kondisi keasaman media (pH) saat konjugasi dan konsentrasi antibodi
poliklonal yang dikonjugasikan dengan nanopartikel emas pada strip
imunokromatografi (Halal Test Kit).
3.2. Variabel dan Definisi Operasional
3.2.1. Variabel
3.2.1.1. Variabel Bebas
Kondisi keasaman media (pH) saat konjugasi dan
konsentrasi antibodi poliklonal yang dikonjugasikan dengan
nanopartikel emas pada strip imunokromatografi (Halal Test
Kit).
3.2.1.2. Variabel Terikat
Stabilitas konjugat antibodi dan nanopartikel emas
(GNPs) yang digunakan pada strip kromatografi (Halal Test

Kit).
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3.2.2. Definisi Operasional

3.2.2.1.

3.2.2.2.

SR

Keasaman media saat konjugasi adalah kondisi pH pada saat
proses sintesis konjugat antibodi-nanopartikel emas. Nilai pH
yang digunakan adalah 6; 7; 8.

Skala data: interval.

Konsentrasi antibodi adalah konsentrasi antibodi poliklonal
anti-Swine IgG yang diambil dari plasma darah kelinci yang
telah diproses sebelumnya yang akan dikonjugasikan dengan
nanopartikel emas (dalam satuan ng/mL).

Skala data: rasio.

Stabilitas konjugat antibodi dan nanopartikel emas adalah
kemampuan konjugat untuk mempertahankan ikatan antara
antibodi dan nanopartikel emas sehingga tidak terjadi
agregasi dengan mengevaluasi secara visual intensitas warna
larutan dan berdasarkan nilai absorbansi.

Skala data: ordinal.
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3.3. Populasi dan Sampel Penelitian

3.3.1.

3.3.2.

Populasi Penelitian

Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah strip
imunokromatografi yang dibuat dengan ukuran 6 cm x 0,5 cm.
Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah strip
imunokromatografi yang dibuat dengan mengkondisikan strip dalam
berbagai variasi pH atau keasaman media pada saat konjugasi (6;7;8)
dan variasi konsentrasi antibodi poliklonal yang dikonjugasikan

dengan nanopartikel emas.

3.4. Instrumen dan Bahan Penelitian

3.4.1.

Instrumen Penelitian

Instrumen yang digunakan dalam penelitian ini adalah cellulose
fiber sample pad yang dibeli dari Merck Millipore (Billerica, MA, AS),
glass fiber conjugated pad yang dibeli dari Merck Millipore
(Darmstadt, Jerman), Hi-Flow™ Plus 120 membrane cards yang dibeli
dari Merck Millipore (Burlington, MA, AS), mikropipet yang memiliki
kapasitas 0-10 pL; 10-100 pL; 100-1000 pL yang diproduksi oleh
DLAB Scientific (Beijing, China), 96-well microplate yang diproduksi
oleh Greiner Bio-One GmbH (Kremsmdinster, Austria), alat
sentrifugasi 24 lubang dengan kapasitas 1,5-2 mL (dengan range
kecepatan 200-15.000 rpm dan range suhu yang dapat diatur mulai dari

-20 °C sampai 40 °C) yang diproduksi oleh Hermle Labortechnik
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(Jerman), ELISA reader (dengan range panjang gelombang
monokromator 200-1000 nm dan kecepatan deteksi menggunakan
96-well plate adalah +6 detik) yang diproduksi oleh Thermo
Scientific™ (Goteborg, Swedia), lemari pendingin (LG, Korea
Selatan), microtube, mikrotip, strip indikator pH universal produksi
Merck Millipore (Darmstadt, Jerman), gelas ukur, labu ukur, dan
batang pengaduk produksi Pyrex Glassware, pipet tetes produksi
OneMed, tabung reaksi produksi Iwaki LabWare, penggaris berukuran
30 cm, gunting.
Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah larutan
nanopartikel emas 40 nm yang diproduksi oleh Sigma-Aldrich
(Jerman), antibodi poliklonal rabbit anti-swine 1gG yang diperoleh dari
hasil imunisasi gelatin babi pada kelinci, antibodi poliklonal goat anti-
rabbit 19gG produksi ABclonal (Woburn, MA, AS), kalium karbonat
(K2CO0Os3), natrium klorida (NaCl), Tween-20, dan natrium azida (NaN3)
produksi Merck Millipore (Darmstadt, Jerman), bovine serum albumin
(BSA) produksi HiMedia (Kennet Square, PA, AS), akuades, larutan
buffer Tris-HCI, larutan phosphate buffer saline (PBS), ELISA kit yang
diproduksi oleh Fine Test (Wuhan Fine Biotech, China), gelatin sapi
produksi Sigma (St. Louis, MO, AS), gelatin babi produksi Sigma

Aldrich (St. Louis, MO, AS), produk jelly yang ada di pasaran.
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3.5.1. Pembuatan Reagen Halal Test Kit

3.5.1.1.

Pengambilan antibodi poliklonal

Antibodi poliklonal diproduksi oleh kelinci yang
diimunisasi dengan gelatin babi. Kelinci disuntik secara
intradermal menggunakan 10 mg gelatin babi yang dilarutkan
dengan 0,2 mL larutan PBS (Phosphat Buffer Saline) dan 0,2
mL larutan FCA (Freund’s Complete Adjuvant) selama 3 hari
berturut-turut. Imunisasi kedua dilakukan setelah 7 hari
Imunisasi  pertama dengan  disuntik - secara subkutan
menggunakan 10 mg gelatin babi yang dilarutkan dalam 0,5
mL larutan PBS dan 0,5 mL larutan FIA (Freund’s
Incomplete Adjuvant). Pengambilan darah dilakukan setiap 2
hari setelah imunisasi pertama dan dilakukan pada sinus
orbitalis mata kelinci. Darah yang telah diambil diendapkan
dalam microtube yang telah berisi larutan EDTA 10% (10 gr
EDTA dilarutkan ke dalam akuades hingga 100 mL di dalam
labu ukur) dengan perbandingan 1 mL darah : 0,01 mL
EDTA 10% selama kurang lebih 1 jam. Setelah itu, microtube
disentrifugasi dengan kecepatan 1000 rpm selama 150 menit
pada suhu ruang untuk mendapatkan plasma. Permurnian

antibodi dilakukan menggunakan metode presipitasi dan
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dialisis. Kadar antibodi diukur menggunakan ELISA reader
pada panjang gelombang 450 nm.

Proses penelitian ini telah mendapatkan lulus uji etik
atau ethical clearance dari Komisi Etik Penelitian Kedoteran/
Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan
Agung Semarang dengan nomor dokumen No.
441/X1/2022/Komisi Bioetik.

3.5.1.2. Sintesis konjugat antibodi poliklonal-nanopartikel emas
3.5.1.2.1. Preparasi larutan antibodi
Antibodi poliklonal (konsentrasi tertinggi dari hasil
imunisasi gelatin babi terhadap kelinci) diencerkan
menggunakan larutan antibody dilution buffer hingga 8
kali pengenceran pada 8 microtube yang berbeda.
Pengenceran dilakukan dengan mencampurkan 120 pL
antibodi dan larutan antibody dilution buffer sebanyak
120 pL. Larutan antibodi tersebut dimasukkan ke dalam
microtube |. Kemudian dari microtube I, larutan diambil
sebanyak 120 pL, dimasukkan ke dalam microtube 11, dan
diencerkan kembali menggunakan larutan antibody
dilution buffer sebanyak 120 pL. Pengenceran tersebut
dilakukan terus menerus hingga 8 kali pengenceran dan
didapatkan 8 microtube dengan konsentrasi antibodi yang

berbeda.
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Perhitungan konsentrasi antibodi dengan metode ELISA
Larutan standar rabbit 1gG sebanyak 100 puL dimasukkan
ke dalam plate sumuran. Larutan antibodi yang telah
dipreparasi pada poin 3.5.1.3.1 dimasukkan ke dalam
sumuran masing-masing 100 pL. Sumuran kemudian
ditutup dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 90 menit.
Sumuran dicuci tiga kali menggunakan wash buffer dan
didiamkan selama satu menit. Kemudian HRP-
conjugated goat anti-rabbit IgG ditambahkan pada
sumuran masing-masing 100 pL, kemudian sumuran
ditutup dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit.
Setelah diinkubasi, sumuran dicuci lima kali dengan wash
buffer dan didiamkan selama 1-2 menit. Larutan 3,3',5,5'-
tetramethylbenzidine (TMB) lalu ditambahkan ke dalam
sumuran masing-masing 90 uL dan diinkubasi pada suhu
37°C selama kurang lebth 10-20 menit. Sumuran
kemudian ditambahkan stop solution masing-masing 50
pL. Pembacaan kadar dilakukan pada panjang gelombang
450 nm menggunakan ELISA reader.

Pengenceran antibodi

Antibodi poliklonal (IgG kelinci yang telah diinduksi
gelatin babi) sejumlah 40 pL dimasukkan ke dalam

lubang sumuran pada 96-well microplate dan
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ditambahkan 40 pL larutan PBS lalu dihomogenkan.
Campuran tersebut diambil sebanyak 40 pL lalu
dimasukkan ke dalam lubang sumuran pada baris
selanjutnya dan ditambahan larutan PBS sebanyak 40 pL
kemudian dihomogenkan. Pengenceran dilakukan terus
menerus hingga baris terakhir pada microplate (baris H)
dan direplikasi pada kolom 2 dan 3. llustrasi gambaran
pengenceran antibodi pada well microplate tersaji pada

Gambar 3.1.

KOLOM

40 pl Antibodi
+40 pl PBS

w / w ' w Mt \»/v\/k/[

OOOQOOOO! -

OOOQOOQON -
OOOQOOOO)

Gambar 3.1. llustrasi pengenceran antibodi
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3.5.1.2.4. Penentuan pH dan konsentrasi antibodi yang optimum
Sebanyak 2 mL larutan GNP (gold nanoparticles)
dimasukkan dalam 3 microtube dan ditambahkan larutan
K2COs untuk mengatur pH 6 (3 pL) pada microtube I, pH
7 (6 pL) pada microtube II, dan pH 8 (12 pL) pada
microtube IlIl. Nilai pH dipastikan menggunakan
indikator pH universal. Masing-masing larutan
dimasukkan sebanyak 200 pL ke dalam sumuran 96-well
microplate yang telah diberi antibodi pada poin 3.5.1.3.3
sebelumnya dan dihomogenkan. Larutan GNP dengan pH
6 dimasukkan ke lubang sumuran kolom ke 1, larutan
GNP dengan pH 7 dimasukkan ke lubang sumuran kolom
ke 2, dan larutan GNP dengan pH 8 dimasukkan ke lubang
sumuran kolom ke 3. Pada kolom ke 4 yang kosong (tanpa
antibodi), larutan GNP berbagai pH dimasukkan ke 3
lubang ~sumuran berbeda sebagai kontrol atau
pembanding. Larutan konjugat tersebut kemudian
didiamkan selama sekitar 15 menit pada suhu ruang.
Kemudian setiap sumuran ditambahkan 40 pL larutan
NaCl 10% (10 gr NaCl dilarutkan ke dalam 100 mL
akuades) dan ditunggu hingga larutan berubah warna.
Jumlah antibodi dalam menstabilkan nanopartikel emas

dalam Dberbagai pH tersebut dievaluasi dengan
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pengamatan perubahan warna larutan dari merah menjadi
ungu atau biru. Kemudian dibaca absorbansinya pada
panjang gelombang 580 nm. Berikut Gambar 3.2
merupakan gambaran ilustrasi penentuan kondisi

optimum saat konjugasi pada microplate.

pH

Kontrol/
pembanding

OO0 -

H

OO0V ~ |~
OOV OODO) « |[=

Konsentrasi antibodi hasil pengenceran
w)
OIOOOOOO0 - |[-

Gambar 3.2. llustrasi penentuan kondisi optimum saat konjugasi

3.5.1.2.5. Pembuatan konjugat antibodi poliklonal-nanopartikel
emas dengan pH dan konsentrasi antibodi yang telah
optimum
Sebanyak 50 pL antibodi dengan kondisi optimal hasil
pengujian pada poin 3.5.1.3.3 dilarutkan menggunakan

larutan GNP sebanyak 0,5 mL di dalam microtube.
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Larutan konjugat didiamkan pada suhu ruang selama 45

menit. Larutan BSA 1% ditambahkan sebanyak 0,5 mL

kemudian didiamkan selama 15 menit pada suhu ruang.

Campuran lalu disentrifugasi dengan kecepatan 9000xg

selama 20 menit pada suhu 4 °C. Supernatan dibuang dan

pelet dilarutkan kembali dalam 50 pL larutan Tris buffer.

3.5.2. Preparasi Komponen Strip Halal Test Kit

Bantalan sampel dibuat dengan ukuran 15 x 5 mm dipreparasi
menggunakan larutan buffer borat 50 mM dengan pH 7,4, yang
mengandung 1% BSA, 0,5% Tween-20, dan 0,05 % natrium azida (1
gr BSA; 0,05 gr natrium azida; 0,5 mL Tween-20 dilarutkan ke dalam
100 mL larutan buffer borat) pada suhu kamar selama kurang lebih 24
jam. Bantalan konjugat dibuat dengan ukuran 8 x 5 mm dan dipreparasi
dengan larutan konjugat - antibodi-nanopartikel emas (gold
nanoparticles) sebanyak 50 pL, lalu dikeringkan pada suhu kamar
selama kurang lebih 24 jam. Antibodi poliklonal yang telah disiapkan
diteteskan ke membran nitroselulosa sebagai reagen penangkap pada
garis uji (test line) dan antibodi poliklonal goat anti-rabbit IgG sebagai
reagen penangkap pada garis kontrol (control line), lalu dikeringkan

pada suhu ruang.
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3.5.3. Perakitan Strip Halal Test Kit
Komponen strip yang telah dipreparasi sebagaimana pada poin
3.5.2 dipasang pada lapisan plat plastik sebagai strip dengan ukuran 6
cm x 5 mm. Setiap komponen dibuat tumpang tindih sebesar kira-kira
2 mm untuk memastikan larutan bermigrasi dengan baik selama

pengujian. Strip uji yang dibuat tersaji pada Gambar 3.3.

Adsorbent pad/ bantalan penyerap

Membran nitroselulosa - |

'} Conjugated pad/ bantalan konjugasi

Sample pad/ bantalan sampel {

Gambar 3.3. Skema strip uji
3.5.4. Validasi Metode Halal Test Kit

Validasi metode yang diujikan adalah parameter spesifisitas
dengan melihat kemampuan strip uji untuk mendeteksi cemaran babi
pada larutan kontrol yaitu larutan gelatin babi murni dan larutan gelatin
sapi murni. Serbuk gelatin babi dan sapi masing-masing ditimbang
sebanyak 5 gr, kemudian dilarutkan ke dalam akuades sebanyak 10 mL
dan dipanaskan hingga meleleh dan tercampur sempurna. Kemudian
sebanyak 1 mL larutan sampel dipindahkan ke dalam microtube untuk

mempermudah pencelupan. Bantalan sampel pada strip dicelupkan ke
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dalam larutan sampel sampai batas, lalu ditunggu 10-15 detik agar
cairan sampel menyerap sempurna. Kemudian strip uji diangkat dan
diletakkan di atas permukaan rata dan steril, ditunggu 2-10 menit
supaya sampel akan bermigrasi hingga ke ujung strip lainnya, lalu
dievaluasi secara visual. Jika terdapat garis berwarna pada garis T (test
line) dan garis C (control line) maka sampel menunjukkan adanya
komponen babi. Namun jika hanya muncul garis berwarna tunggal
pada garis C maka sampel menunjukkan tidak adanya komponen
daging babi. Apabila tidak ada garis warna yang muncul atau adanya
garis warna tunggal pada garis T maka pengujian dianggap tidak valid

dan harus diulang, sebagaimana pada Gambar 3.4.

|
Bantalan penyerap —

- :

a b c d
. ! 1
. ' t— (ans C b= ¥ i
Membran nitroseluloss |
Garis T e

Bantalan korjugat. -

Bantalan sampel ol =y Tidak valid

—

Gambar 3.4. Interpretasi hasil warna strip imunokromatografi
(Kuswandi et al., 2017)

Aplikasi Pengujian Sampel Menggunakan Halal Test Kit

Sampel uji yang digunakan berupa beberapa produk jelly yang
beredar di pasaran. Sampel sebanyak 5 gr dihancurkan lalu dilarutkan
ke dalam akuades sebanyak 10 mL dan dipanaskan hingga meleleh dan

tercampur sempurna. Kemudian sebanyak 1 mL larutan sampel
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dipindahkan ke dalam microtube untuk mempermudah pencelupan.
Bantalan sampel pada strip dicelupkan ke dalam larutan sampel sampai
batas, lalu ditunggu 10-15 detik agar cairan sampel menyerap
sempurna. Kemudian strip uji diangkat dan diletakkan di atas
permukaan rata dan steril, ditunggu 2-10 menit supaya sampel akan
bermigrasi hingga ke ujung strip lainnya, lalu dievaluasi secara visual.

3.6. Alur Penelitian

Pengambilan antibodi poliklonal
dari plasma darah kelinci

A\ 4

Pembuatan reagen Halal Test Kit

Y

Preparasi komponen strip

Y

Perakitan strip Halal Test Kit

\4

Validasi metode Halal Test Kit

l

Aplikasi pengujian sampel
menggunakan Halal Test Kit

Y

Analisis Hasil

Gambar 3.5. Alur penelitian
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Tempat dan Waktu
3.7.1. Tempat
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biologi Fakultas
Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang.
3.7.2. Waktu
Penelitian ini dilaksanakan selama kurun waktu 4 bulan, dimulai
pada bulan Februari hingga Mei 2023.
Analisis Hasil
Data hasil penelitian dianalisis secara kualitatif dengan melihat
perubahan warna pada larutan konjugat setelah penambahan larutan garam
(NaCl 10%) untuk menentukan kondisi optimum konjugat sebelum digunakan
pada strip uji dan menilai spesifisitas strip dengan melihat adanya titik merah
di titik kontrol dan/ titik uji pada strip imunokromatografi untuk mendeteksi

cemaran babi pada sampel.



BAB IV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN
4.1. Hasil Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biologi Fakultas Kedokteran
Universitas Islam Sultan Agung Semarang dalam kurun waktu 4 bulan, yaitu
Februari - Mei 2023.
4.1.1. Perhitungan Kadar Antibodi dengan Metode ELISA
Berdasarkan hasil analisis kadar antibodi dengan metode ELISA
didapatkan bahwa konsentrasi menurun seiring dengan pengenceran
yang dilakukan, kecuali pada pengenceran ke 3 yang mengalami
peningkatan konsentrasi. Data hasil analisis kadar antibodi IgG tersaji
pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1. Hasil Kadar 1gG Pada Setiap Pengenceran Antibodi dengan
Metode ELISA

Seri Pengenceran ke-  Absorbansi Kadar 1gG (ng/mL)

1 3,4731 84,48
2 3,3323 79,91
3 - - 81,94
4 3,2896 78,54
5 3,2626 77,68
6 3,1881 75,31
7 3,1799 75,05
8 3,1419 73,85

Keterangan: 1= 0 kali pengenceran; 2= 2 kali pengenceran; 3= 4 kali pengenceran;
4=8 kali pengenceran; 5= 16 kali pengenceran; 6= 32 kali pengenceran;
7= 64 kali pengenceran; 8= 128 kali pengenceran.

50



51

4.1.2. Penentuan pH dan Konsentrasi Antibodi Optimum saat Konjugasi

Gambar 4.1 menunjukan kondisi awal konjugat sebelum

ditambahkan larutan NaCl 10%, Gambar 4.2 menunjukkan kondisi

konjugat 20 menit (A) setelah penambahan larutan NaCl 10%, dan

Gambar 4.3 menunjukkan kondisi konjugat kurang lebih 2 jam (B)

setelah penambahan larutan NaCl 10%.

Kolom; pH

6 7 8 Kontrol

Baris; Konsentrasi antibodi hasil pengenceran

Gambar 4.1. Sebelum penambahan

NaCl 10%

Kolom; pH

Kontrol

Baris; Konsentrasi antibodi hasil pengenceran

Gambar 4.2. Sesudah penambahan

NaCl 10% (A)
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Kolom; pH Kontrol

Baris; Konsentrasi antibodi hasil pengenceran

Gambar 4.3. Sesudah penambahan NaCl 10% (B)

Pada Gambar 4.2 dan Gambar 4.3 terlihat bahwa pada saat
penambahan larutan NaCl 10% terjadi perubahan warna larutan
nanopartikel emas yang awalnya berwarna merah muda menjadi ungu
pada beberapa sumuran. Pada Kolom 4 (baris paling kanan) yang
merupakan larutan nanopartikel emas tanpa antibodi terlihat perubahan
warna yang sangat signifikan yaitu dari merah muda menjadi ungu
(setelah 20 menit penambahan NaCl 10%) dan hampir tidak berwarna
(setelah 2 jam penambahan NaCl 10%). Hal tersebut menunjukkan
terjadinya agregasi pada nanopartikel emas karena tidak adanya
antibodi yang berikatan dengan nanopartikel.  Berbeda dengan
perubahan warna pada Baris D-F; Kolom 2 dan 3 di Gambar 4.3,

larutan menunjukkan perubahan warna merah gelap setelah 2 jam
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penambahan larutan NaCl 10% yang mengindikasikan pada kondisi
tersebut larutan konjugat lebih stabil.

Hasil pengukuran absorbansi pada panjang gelombang 580 nm
yang dilakukan pada Baris D-F yang memiliki warna merah yang stabil
tersaji pada Tabel 4.2. berikut.

Tabel 4.2. Data Absorbansi pada Panjang Gelombang 580 nm

pH 6 pH 7 pH 8
D 0,1195 0,1208 0,1203
E 0,1244 0,1226 0,1231
= 0,1291 0,1285 0,1325

Berdasarkan data, nilai absorbansi tertinggi terdapat pada Kolom
3; Baris F sebesar 0,1325. Nilai absorbansi tersebut menunjukkan
kemampuan antibodi untuk menstabilkan sejumlah nanopartikel emas
dan tidak adanya koagulasi (perubahan warna). Kondisi yang dipilih
sebagai kondisi optimum untuk pembuatan konjugat antibodi dan
nanopartikel emas berdasarkan hasil tersebut adalah pada pH 8 (Kolom
3) yang menjadi pH yang optimum dengan konsentrasi antibodi
sebanyak 75,31 ng/mL (Baris F) yang menjadi konsentrasi optimum.
Validasi Halal Test Kit

Validasi Halal Test Kit dilakukan pada kelompok kontrol yang
terdiri dari gelatin sapi murni dan gelatin babi murni. Hasil pengujian
tersebut dievaluasi berdasarkan adanya warna merah pada kedua titik/
garis, yaitu titik uji dan titik kontrol pada strip. Pada kontrol gelatin
sapi murni, hasil uji yang didapatkan invalid, karena pada strip R1, R2,

dan Rs terdapat “ghost line” pada titik uji, namun tidak ada bercak
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warna merah pada titik kontrol (control line) sebagaimana tersaji pada

Gambar 4.4.

R1 R» R3

Titik kontrol

| Murni

urnl hasil uji
Jhanya terdapat
2 tidak ada bercak

‘

control (control line)

mbar 4. ,.
UNISSULA /|
f"d"-'ﬂl.l’ 'gebm-wh» V//

T J

Titik kontrol

Gambar 4.5. Hasil Uji Kontrol Gelatin Babi Murni
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4.1.4. Aplikasi Pengujian Sampel Menggunakan Halal Test Kit
Pengujian Halal Test Kit dilakukan pada kelompok sampel yang
terdiri dari 4 sampel jelly yang dijual di pasaran. Hasil pengujian
tersebut dievaluasi berdasarkan adanya warna merah pada kedua titik/
garis, yaitu titik uji dan titik kontrol. Pada sampel A, didapatkan hasil
uji yang invalid; karena tidak ada bercak warna merah pada titik uji

(test line) maupun titik kontrol (control line) sebagaimana tersaji pada

Gambar 4.6.

Titik kontrol

Gambar 4.6. Hasil Uji Sampel A

Begitu pula pada hasil uji Sampel B, C, dan D yang menyatakan
hasil invalid. Pada sampel B, bercak warna pada titik uji hanya terdapat
pada strip R1 dan R2, sedangkan pada strip Rs tidak ada bercak warna
merah pada titik uji (test line) maupun titik kontrol (control line). Hasil
uji sampel B tersaji pada Gambar 4.7. Pada sampel C, terdapat “ghost
line” di titik uji pada strip R1, Rz, dan Rs, namun tidak ada bercak warna

merah pada titik kontrol (control line). Hasil uji sampel C tersaji pada
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Gambar 4.8. Pada sampel D, dari ketiga strip yang diuji tidak ada
bercak warna merah yang terlihat pada titik uji (test line) maupun titik

kontrol (control line). Hasil uji sampel D tersaji pada Gambar 4.9.

Titik kontrol

Gambar 4.9. Hasil Uji Sampel D
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4.2 Pembahasan Penelitian

4.2.1.

4.2.2.

Perhitungan Kadar Antibodi dengan Metode ELISA

Kadar antibodi poliklonal yang didapatkan dari kelinci yang
diimunisasi oleh gelatin babi dianalisis menggunakan metode ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) dan diperoleh hasil absorbansi
menggunakan ELISA reader dengan panjang gelombang 450 nm.
Metode ELISA sering digunakan untuk mengidentifikasi keberadaan
dan konsentrasi molekul pada cairan biologis, termasuk antibodi IgG
karena spesifisitas dan sensitivitasnya yang tinggi (Santoso et al.,
2021). Produksi antibodi poliklonal pada hewan uji memiliki proses
dan tahapan yang rumit, serta memerlukan waktu yang cukup lama.
Interval waktu- yang dibutuhkan untuk produksi antibodi poliklonal
adalah sekitar 2-4 minggu setelah imunisasi pertama sehingga proses
penentuan kadar optimal antibodi yang dihasilkan dari imunisasi
antigen, dalam hal ini adalah gelatin babi ke kelinci telah dilakukan
pada penelitian sebelumnya (Stills, 2012).
Penentuan pH Optimum saat Konjugasi

Proses konjugasi larutan nanopartikel emas dengan antibodi
merupakah langkah yang penting dalam metode immunoassay. Hasil
konjugat yang stabil akan membantu meminimalkan pengikatan non
spesifik dan mengurangi hasil positif palsu sehingga diperlukan
optimalisasi kondisi atau parameter yang dapat mempengaruhi kualitas

konjugat yang dihasilkan. Pembentukan kompleks protein (antibodi) dan
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nanopartikel emas bergantung pada beberapa interaksi, diantaranya
adalah: (i) daya tarik elektronik antara nanopartikel emas yang bermuatan
negatif dan situs bermuatan positif pada molekul protein, (ii) pengikatan
protein terhadap permukaan nanopartikel emas secara hidrofobik, dan (iii)
pengikatan nanopartikel emas dengan atom sulfhidril, oksigen, atau
nitrogen melalui pasangan elektron tidak terbagi yang membentuk ikatan
datif (Hermanson, 2013). Salah satu parameter yang dapat dioptimalkan
adalah pH larutan nanopartikel emas pada saat konjugasi. Kondisi pH
saat konjugasi harus dioptimalkan sehingga molekul antibodi dapat
berikatan sempurna dengan nanopartikel emas (Momeni et al., 2022).

Metode yang digunakan untuk melihat stabilitas konjugat
antibodi dan nanopartikel emas pada penelitian ini adalah metode salt-
induced precipitation. Metode tersebut dilakukan dengan melihat
reaksi agregasi dari larutan konjugat antibodi dan nanopartikel emas
yang terjadi akibat pemberian garam seperti NaCl (natrium klorida).
Pemberian larutan garam akan mengganggu stabilitas koloid
nanopartikel emas dengan menyaring sebagian ion negatif di sekitar
nanopartikel sehingga menyebabkan agregasi dan sedimentasi yang
ireversibel (Christau et al., 2017). Reaksi agregasi konjugat dapat
diidentifikasi dengan perubahan warna konjugat secara langsung.
Larutan nanopartikel emas yang stabil berwarna merah akan berubah
menjadi ungu kehitaman setelah ditambahkan larutan garam (Verdiani

etal., 2023).
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Berdasarkan hasil penelitian, pada pH 6 (Kolom 1) terjadi
perubahan warna merah muda menjadi ungu pada larutan setelah
penambahan NaCl, sedangkan pada pH 7 (Kolom 2) dan 8 (Kolom 3)
beberapa sumuran yang berubah warna menjadi ungu. Warna larutan
berubah menjadi merah gelap pada Baris D dan stabil hingga Baris F;
Kolom 2 dan 3 (pH 7 dan 8). Hal tersebut menandakan bahwa pada pH
rendah, nanopartikel emas menjadi kurang stabil setelah penambahan
antibodi sehingga interaksi antara nanopartikel-antibodi terganggu dan
terjadi agregasi. Nanopartikel emas lebih rentan mengalami agregasi
pada nilai pH yang rendah karena adanya protonasi gugus karboksil ion
sitrat pada permukaan nanopartikel yang juga berakibat pada
melemahnya gaya tolak antarpartikel setelah ditambahkan larutan
garam. Nanopartikel emas lebih stabil pada pH > 7 karena gaya tolak
antarpartikel menjadi lebih besar akibat adanya deprotonisasi ion sitrat
sehingga pH 8 dipilih sebagai pH optimum untuk proses konjugasi
berdasarkan hasil perubahan warna setelah penambahan larutan garam
(NaCl 10%) yang menghasilkan warna merah gelap yang lebih stabil
(Momeni et al., 2022).

Kondisi pH yang optimum untuk konjugasi adalah pH isoelektrik
atau sedikit lebih tinggi dari titik tersebut, karena pada pH yang terlalu
rendah, antibodi yang bermuatan positif dan nanopartikel yang
bermuatan negatif akan bereaksi akibat adanya tarikan elektrostatis

kuat sehingga menyebabkan akumulasi partikel yang dapat
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mempengaruhi Kkualitas pelepasan konjugat. Penggunaan pH tinggi
atau sedikit di atas titik isoelektrik antibodi yang diharapkan (biasanya
~pH 6,5-9) akan memberikan antibodi muatan negatif sederhana yang
tidak cukup besar untuk mengganggu adsorpsi antibodi pada partikel
emas bermuatan negatif dan dapat meningkatkan stabilitas karena
interaksi elektrostatis yang tolak-menolak antar konjugat. Hal ini
menunjukkan bahwa tolakan elektrostatik pada pH tinggi cukup untuk
menstabilkan nanopartikel emas. Namun pada kondisi pH yang terlalu
tinggi akan menyebabkan antibodi bermuatan negatif akan menolak
berikatan dengan nanopartikel yang juga bermuatan negatif sehingga
konjugasi tidak dapat terjadi (Amini et al., 2020; Geng et al., 2016).
Pada kondisi optimum, semua partikel antibodi saling berikatan
dengan nanopartikel emas sehingga tidak ada nanopartikel emas yang
bebas. Namun, jika kondisi saat konjugasi belum optimum maka
nanopartikel emas yang bebas (tidak berikatan dengan antibodi) akan
bereaksi dengan natrium klorida (NaCl) sehingga menghasilkan reaksi
agregasi (Sukumaran et al., 2021). Perubahan stabilitas nanopartikel
emas terjadi akibat perubahan muatan pada permukaan nanopartikel
yang menyebabkan penurunan gaya elektrostatik dari nanopartikel
emas, sehingga terjadi penurunan jarak antar partikel dan terbentuknya
agregat nanopartikel. Ukuran partikel yang membesar akibat agregasi
tersebut menyebabkan pergeseran pita plasmon yang mengakibatkan

larutan nanopartikel emas berubah warna dari merah menjadi ungu
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kehitaman (Verdiani et al., 2023). Berikut Gambar 4.10 adalah ilustrasi

agregasi dan konjugasi pada nanopartikel emas dan antibodi.

O .. NaCl %

Gambar 4.10. Hustrasi agregasi dan konjugasi pada nanopartikel
emas dan antibodi (Pires et al., 2017)

Kondisi pH yang optimal untuk antibodi harus ditentukan dengan
pengukuran pl relatif dari imunoglobulin. Akan tetapi, sebagian besar
antibodi dapat berikatan dengan baik pada pH 8-9 (Hermanson, 2013;
Zhang et al., 2020). Penambahan garam (NaCl) juga membuat
nanopartikel emas menjadi tidak stabil dan meningkatkan
kecenderungan antibodi untuk berkumpul menarik satu sama lain.
Ketika garam ditambahkan ke dalam larutan nanopartikel emas yang
mengandung antibodi, molekul air tidak bereaksi mengelilingi molekul
protein melainkan bereaksi dengan ion Na+ sehingga terjadi agregasi
karena adanya daya tarik antar antibodi melalui zona hidrofobik
(Momeni et al., 2022).

Penentuan Konsentrasi Antibodi Optimum saat Konjugasi
Agregasi pada nanopartikel emas juga bergantung pada

konsentrasi antibodi. Pada konsentrasi 73,85 dan 75,05 ng/mL terjadi
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perubahan warna merah muda menjadi ungu yang disebabkan oleh
jumlah nanopartikel emas yang lebih banyak dibandingkan dengan
jumlah antibodi sehingga terbentuk agregat. Pada konsentrasi 84,48;
79,91; dan 81,94 ng/mL juga terjadi perubahan warna merah muda
menjadi ungu yang disebabkan oleh kepadatan imobilisasi antibodi
yang tinggi sehingga antibodi cenderung akan berinteraksi dengan
antibodi lain yang terdekat dan tidak berikatan dengan permukaan
nanopartikel emas (Byzova et al., 2017). Larutan konjugat yang telah
berubah warna menjadi ungu lama kelamaan berubah warna menjadi
tidak berwarna atau bening akibat desorpsi antibodi dari permukaan
nanopartikel emas (Momeni et al., 2022).

Stabilitas. konjugat juga dapat dilihat berdasarkan nilai
absorbansinya pada panjang gelombang 580 nm. Nilai absorbansi pada
panjang gelombang tersebut dapat menunjukkan kemampuan antibodi
untuk menstabilkan sejumlah nanopartikel emas setelah penambahan
garam (NaCl 10%). Biasanya konsentrasi minimum antibodi dipilih
untuk mencegah agregasi nanopartikel karena adanya kelebihan garam.
Namun, selama larutan konjugat berubah warna menjadi biru-ungu
kehitaman, keadaan tersebut mengindikasikan bahwa jumlah antibodi
yang ditambahkan belum cukup untuk menstabilkan nanopartikel emas
dan ditandai dengan penurunan absorbansi pada panjang gelombang
580 nm. Ketika konsentrasi antibodi yang ditambahkan cukup untuk

menstabilkan nanopartikel emas dan larutan konjugat tidak berubah
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warna (stabil), nilai absorbansi pada 580 nm pun juga meningkat
(Safenkova et al., 2012; Zvereva et al., 2020). Konsentrasi antibodi
yang mampu menstabilkan larutan nanopartikel emas berdasarkan hasil
perubahan warna dan nilai absrobansi adalah kadar 75,31 ng/mL yang
dipilih menjadi konsentrasi optimum untuk pembuatan konjugat
antibodi dan nanopartikel emas.
Validasi Halal Test Kit

Deteksi keberadaan antigen babi pada gelatin sapi dan babi murni
dievaluasi berdasarkan hasil uji pada strip imunokromatografi. Larutan
gelatin yang terserap pada bantalan sampel akan mengalir menuju
bantalan konjugat dan berakhir pada bantalan penyerap. Analit target
berupa antigen babi yang melewati bantalan konjugat akan berikatan
pada bagian spesifik antibodi anti-babi berlabel nanopartikel emas.
Selanjutnya antigen yang terikat pada antibodi anti-Swine berlabel
nanopartikel emas akan bermigrasi menuju membran nitroselulosa
karena adanya kapilaritas membran. Antibodi anti-Swine yang berada
di garis uji menangkap antigen yang terikat pada antibodi anti-babi
berlabel nanopartikel emas, hasilnya sinyal warna merah teramati di
garis uji. Kompleks antigen dan antibodi anti-Swine berlabel
nanopartikel emas yang tidak tertangkap di garis uji akan melewati
garis kontrol dan ditangkap oleh antibodi sekunder. Garis kontrol akan
selalu menunjukkan sinyal warna merah sebagai tes validasi

sebagaimana tersaji pada Gambar 4.11 (Banerjee et al., 2023).
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Berdasarkan hasil pengamatan strip secara visual, hasil strip pada
kontrol gelatin sapi dan gelatin babi murni menunjukkan hasil yang

invalid yang diidentifikasi dengan tidak ditemukannya bercak merah

pada garis kontrol yang menjadi parameter validasi pada strip uji.

1. Bantalan sampel; 2. Bantalan konjugat; 3. Garis uji; 4. Garis kontrol; 5. Bantalan penyerap

V' Analit target Konjugat nanopartikel Antibodi. primer \\14 Antﬂ)odi. sek'under
(antibodi babi) emas—antibodi primer (ann?bodl poliklonal (antl_"bodx pohldonal goat
rabbit anti-swine 1gG) anti-rabbit 1gG)

Gambar 4.11. lustrasi proses perubahan warna pada strip
(Banerjee et al., 2023)

4.2.5. Aplikasi Pengujian Sampel Menggunakan Halal Test Kit

Hasil strip uji Halal Test Kit pada penelitian ini diinterpretasikan
dengan terbentuknya titik berwarna merah pada membran
nitroselulosa. Apabila sampel mengandung babi, maka antigen akan
berikatan dengan antibodi yang berlabel nanopartikel emas (konjugat
antibodi-nanopartikel emas) pada bantalan konjugat dan membentuk
kompleks antigen dan konjugat. Kompleks antigen-konjugat tersebut
akan berpindah ke titik uji pada membran nitroselulosa dengan gaya

kapilaritas yang mengakibatkan reaksi antara kompleks tersebut
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dengan antibodi anti-Swine (babi) yang menyebabkan terbentuknya
titik merah pada titik uji. Kompleks antigen-konjugat yang berlebih
kemudian bermigrasi mencapai titik kontrol. Pada titik kontrol,
kompleks antigen-konjugat akan ditangkap oleh antibodi goat
anti-rabbit dan muncul titik merah kedua pada membran nitroselulosa
sebagai validasi pengujian. Hasil negatif diinterpretasikan jika hanya
muncul warna merah pada titik uji dan jika warna merah tidak muncul
pada titik kontrol baik ada atau tidaknya warna merah pada titik uji,
maka hasil pengujian dianggap tidak valid (Lukman et al., 2018).
Pada semua hasil pengujian sampel A dan sampel D dinyatakan
hasilnya tidak valid karena sama sekali tidak terdapat titik merah pada
titik uji maupun titik kontrol. Pada beberapa hasil pengujian yaitu pada
kontrol gelatin babi murni (R1) dan sampel B (R: dan R2) juga
dinyatakan tidak valid karena memperlihatkan adanya warna merah
samar pada titik uji tetapi tidak ada warna pada titik kontrol. Hal
tersebut disebabkan karena antigen menjadi penghalang sterik sehingga
menghalangi tempat pengikatan antibodi sekunder yang ada pada titik
kontrol. Sedangkan pada hasil pengujian pada kontrol gelatin sapi
murni dan sampel C terdapat “ghost line” atau keadaan dimana latar
belakang pada membran nitroselulosa berwarna merah melingkari titik
putih tempat ditambahkannya antibodi pada titik uji. Kemunculan
“ghost line” pada pengujian diidentifikasikan sebagai hasil dari

konsentrasi tinggi antibodi penangkap pada garis uji yang menolak
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untuk berikatan dengan konjugat antibodi-nanopartikel emas yang ikut
bermigrasi dari bantalan konjugat (conjugate pad) ke garis uji pada
strip (Seele et al., 2023).
Keterbatasan Penelitian

Keterbatasan pada penelitian ini adalah terbatasnya ELISA kit
yang digunakan sehingga tidak dilakukan replikasi dan tidak
dilakukannya identifikasi ikatan antara antibodi dan nanopartikel emas
sehingga tidak diketahui jenis ikatan antibodi yang berikatan dengan
nanopartikel emas secara rinci. . Ukuran nanopartikel emas yang
digunakan pada penelitian ini juga berpengaruh terhadap proses
konjugasi antibodi dan nanopartikel emas. Jumlah nanopartikel emas
yang digunakan pada penelitian ini lebih banyak dibandingkan dengan
jumlah antibodi poliklonal yang didapatkan, serta ukuran nanopartikel
emas yang terlalu besar menyebabkan kebutuhan antibodi untuk
berikatan pada permukaan nanopartikel emas semakin tinggi. Hal
tersebut yang menyebabkan larutan konjugat menjadi mudah
teragregasi setelah penambahan larutan garam. Ukuran gelatin juga
dapat mempengaruhi validitas strip uji. Gelatin yang berukuran besar
akan sulit bermigrasi ke titik uji dan titik kontrol pada strip sehingga
diperlukan antigen yang berukuran kecil dan lebih spesifik agar hasil

pengujian valid.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN
5.1. Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang dilakukan, dapat disimpulkan bahwa:
a. Kondisi optimum yang digunakan saat konjugasi antibodi-nanopartikel
emas berdasarkan kestabilan warna konjugat setelah ditambahkan larutan
NaCl 10% dan nilai absorbansi pada panjang gelombang 580 nm adalah
pada pH 8 dan konsentrasi antibodi 75,31 ng/mL.
b. Hasil pengujian strip uji pada kontrol maupun sampel belum memenuhi
persyaratan spesifisitas.
5.2. Saran
a. Perlu dilakukan identifikasi jenis ikatan antara antibodi dan nanopartikel
emas pada konjugat antibodi-nanopartikel emas secara rinci agar proses
konjugasi berjalan lebih sempurna.
b. Perlu dilakukan pemilihan antigen yang lebih spesifik dengan ukuran yang
lebih kecil agar hasil pengujian pada strip yang didapatkan valid.
c. Ukuran nanopartikel yang digunakan sebaiknya disesuaikan dengan jumlah
antibodi yang digunakan agar hasil konjugat menjadi lebih stabil dan hasil

strip uji yang didapatkan valid.
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