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ABSTRAK

Aflatoxin merupakan metabolit bersifat racun berbahaya, aflatoxin ditemukan diberbagai bahan pangan,
untuk aflatoxin B1 banyak ditemukan di bahan pangan tumbuhan dan bersifat karsinogenik apabila
dikonsumsi oleh manusia. Paparan aflatoxin terhadap manusia tidak menimbulkan gejala spesifik yang
mudah dideteksi. Sehingga diperlukan metode yang tepat untuk mendeteksinya. Banyak metode telah
dikembangkan untuk mendeteksi metabolit ini. Salah satunya adalah immunoassay yang memiliki
keuntungan lebih cepat, mudah, dan murah, dibandingkan dengan metode konvensional.

Kata kunci: aflatoxin, deteksi, immunoassay.

ABSTRACT

Aflatoxin is a dangerous toxic metabolite, aflatoxin is found in various foodproducts, aflatoxin B1 found in
many plants, and have carsinogenic effect for humans who consume it. Aflatoxin exposure to humans does
not cause any specific symptoms that could be easily detected. So the right method needed to detect it. Many
methods have been developed to detect this metabolite. One of them is immunoassay which has a faster,
easy, and cheaper advantage, compared to conventional methods.

Keywords: aflatoxin, detection, immunoassay.

PENDAHULUAN

Aflatoxin merupakan metabolit sekunder
besifat racun yang diproduksi oleh Aspergillus
flavus dan A. parasiticus. Terdapat berbagai
aflatoxin yang telah diteliti dan diketahui, salah
satunya adalah aflatoxin B1 (AFB) yang masuk
dalam agen karsinogenik grup | yang dibuat oleh
Agen Internasional Penelitian pada Kanker (Lee,
et al.,2004).

Secara metabolik, AFB akan diaktifkan
oleh sitokrom P450 monooksigenase menjadi
AFB1-8-9 epoksida yang merupakan hasil produk

karsinogenik dan mutagenic. Selain itu, AFB1

juga dapat terhidroksilasi menjadi aflatoxin M1
yang  bersifat  kurang  toksik  apabila
dibandingangkan dengan AFB1, namun ketika
sudah berubah menjadi aflatoxin M1 sifatnya
akan berubah menjadi bentuk yang stabil
meskipun sudah melalui proses pemanasan.
Contohnya adalah pada produk susu yang tetap
mengandung aflatoxin M1 meskipun susu sudah
dipasteurisasi (J.C., 2013). Batas maksimum
konsumsi AFB1 yang telah diizinkan oleh
undang-undang komunitas Eropa adalah 1mg/kg,
konsumsi lebih dari batas tersebut berpotensi

menimbulkan aflatoksikosis dan bila dikonsumsi
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20-120pg/kg bb perhari dapat menyebabkan
kematian (WHO, 2018).

Sulitnya deteksi aflatoxin pada manusia
dan hewan disebabkan oleh banyaknya gejala
klinik yang timbul sehingga tidak spesifik dan
faktor faktor lain seperti turunnya sistem imun
akibat penyakit infeksi. Umumnya deteksi
aflatoxin pada manusia menggunakan urin,
namun hanya dapat terdeteksi 24 jam setelah
paparan pertama. Cara lainnya adalah dengan
menggunakan serum darah yang dapat
mendeteksi setelah paparan lebih dari seminggu
hingga bulanan (WHO, 2018).

Akibat sulitnya deteksi,
dikembangkanlah ~ banyak  metode  untuk
mendeteksi metabolit ini (Li, et al., 2011). Suatu
metode yang sensitif dan sederhana untuk
mendeteksi kadar AFB1 karena jumlahnya yang
relative rendah dan memiliki matriks yang
kompleks. Untuk saat ini alat yang biasa
digunakan adalah kromatografi konvensional,
yaitu HPLC dan GLC (Cigic dan Helena, 2009),
yang baru-baru ini digabungkan dengan
spektrofotometer massa (Cavalier, et al., 2007),
immunokromatografi (Ren, et al., 2014), strip uji
aliran lateral (Anfossi, et al., 2013), ELISA (Li, et
al., 2013), dan elektrokimia imunoanalisis (Tang,
et al., 2009). Meskipun sensitif dan akurat,
kebanyakan kromatografi membutuhkan alat
yang mahal dan tahapan yang lebih banyak.
Immunoassay memberikan keuntungan lebih
banyak dibandingkan dengan kromatografi yaitu
lebih cepat dan murah. Contoh pengembangan
immunoassay adalah magnetic-based kolorimetri
immunoassay (Wang, et.al., 2014), photothermal

immunoassay (Li, et al., 2019), nanobody and
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mimotope based immunoassay (Zhao, et al.,
2018), dan photoelectrochemical aptasensor
(Chen, et al., 2019).

Review ini bertujuan untuk membantu
menentukan berbagai metode immunoassay yang

cocok untuk identifikasi aflatoxin B1.

METODE

Metode pencarian sumber review dengan
mencari melalui  googlescholar.com dengan
keywords “immunoassay detection for aflatoxin
B1” hasil yang keluar sebanyak 23000 artikel,
dibuka sebanyak 150 artikel dan dipilih dengan
menggunakan system eksklusi inklusi. Kemudian
dilakukan pencarian pada google.com dengan
keyword “aflatoxin b1 detection’’ dan didapatkan
satu buku, dan satu buah sumber dari website
WHO vyang membahas mengenai deteksi
aflatoxin dan metode immunoassay aflatoxin B1.

Digunakan 34 sumber dengan rincian
inklusi, artikel yang telah dipublish dan
berhubungan dengan immunoassay sebanyak 31
artikel, website dengan pembahasan yang sama
sebanyak satu website, dan dua buah buku dengan
bahasan yang sama. Selain itu artikel yang masuk
eksklusi sebanyak 118 sumber digunakan rincian
artikel yang dipublish kurang sebelum tahun 2004
sebanyak 60 artikel, prosiding seminar sebanyak
empat artikel, dan 54 lainnya yang tidak
berhubungan dengan topik bahasan.

Artikel yang dipilih memiliki prinsip
yang sederhana dan mudah dipahami yakni

sebanyak 31 artikel, dua buku, dan satu website.

POKOK BAHASAN
Pada Tabel 1. telah disatukan berbagai

cara identifikasi aflatoxin B1 dengan berbagai
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mentode immunoassay. Prinsip secara sederhana
dan kelebihan dibandingkan dengan metode

lainnya.

Tabel 1. Metode Deteksi Aflatoxin

No Sumber Cara ldentifikasi Prinsip Kelebihan
1.  (Wang, Magnetic Bead- %1 Sederhana,
etal., Based Colorimetric @ Q‘E;SA/\FE/\/\EZWD = Q praktis,
2014) Immunoassay untuk FesOs AFBBSA  AFBBSATeO, cepat, dan
Aflatoxin B1 tidak ada
Menggunakan w O + — ) syarat khusus
Nanoparticles Emas ones anti.AFB antibody Ab-GNPs pengunaan
instrumen
yang mahal

w Y B
SO R

dan sulit
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Gambar 1. Prinsip magnetic beads dengan
nanopartikel emas
2. (Li, et Photothermal Soft _ Alat berupa
al., Nanoballs - ) ’ thermometer
2019) Developed by mudah
Loading Plasmonic Ko didapat
Cu2-xSe a
Nanocrystals into
Liposomes for
Photothermal
Immunoassay of S
Aflatoxin B1 ot = \f
96-well Plate Unit ——f:i = —————— Thermocouple Probe
uw««—ﬁ - R
Gambar 2. MI;rinsip Photothermal
Softnanoballs
3. (Zhao, A novel nanobody Cepat dan
etal.,  and mimotope based mudah
2018) immunoassay for digunakan
rapid analysis of
aflatoxin B1
L
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O Adaizzn E Hanzhadh

Gambar 3. Prinsip Nanobody dan Mimotope
(He, et al., 2014)
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4, (Chen, Fabrikasi Mudah
et al., fotoelektrokimia dilakukan,
2019) aptasensor untuk biaya rendah,
deteksi sensitif dan
aflatoksin B1 sensitivitas
dengan cahaya tinggi

tampak yang
digerakan oleh

BiOBr/nitrogen-
doped graphene
nanoribbons

Gambar

4,
Aptasensor

Prinsip  Photoelektrokimia

Menurut Wang, et al., ditahun 2014,
kelebihan,

instrumennya

kolorimetri ~ memiliki  banyak
sederhana, praktis, cepat, dan

mudah didapat di laboratorium pada umumnya.
Sementara gold nanoparticles (GNPs) digunakan
dalam metode ini dikarenakan sifat fisik dan
kimianya, seperti preparasi yang mudah,
kesederhanaan modifikasi dan sifat katalitik yang
unik (Jans & Huo, 2012). Sebagai contoh, GNPs
akan berperan sebagai pembawa dan mengangkut
biomolekul aktif seperti enzim dan DNAzyme
buatan untuk amplifikasi sinyal yang dikatalisis
oleh enzim (Lai, et al., 2014; Zhou, et al., 2009).
GNPs dapat mengkatalisasi dekomposisi pewarna
organik seperti metil oranye (Li, et al., 2013) dan
metilen biru (Li, et al., 2014) untuk menghasilkan
sinyal kolorimetri.
tinggi,
dengan cara mengembangkan warna-warna baru.
DNA

Meskipun sensitivitasnya

perlu ditingkatkan kompleksitasnya

Pengembangan uji ini untuk deteksi
menggunakan probe GNPs dan MB (Magnetic
beads) untuk mengenali dan menangkap DNA
yang
langsung

solusi
tidak terikat

target di  mana supernatan
mengandung GNPs
diserahkan ke pengukur absorbansi (Jans, et al.,

2011).

Pada penelitian Li, et al., 2019, memiliki
prinsip dengan radiasi sinar, agen fototermal, atau
struktur nano seperti PtSNBs (photothermal soft
nanoballs) terdapat ketergantungan pada jumlah
target melalui strategi pengikatnya, dapat
mengubah cahaya yang diberikan menjadi panas
melalui fototermal konversi cahaya ke panas.
Jadi, ketika

termometer untuk mengukur suhu sebagai sinyal

suhu dinaikkan, penggunaan
pembacaan
dilaksanakan (Zhang, et al., 2018).

PtSNBs

menciptakan efek photothermal dari Cu2-xSe

untuk mengukur target dapat

dikembangkan untuk
NCs yang dibungkus dengan liposom yang
memiliki lapisan fosoflipid ganda dan dapat
bertindak sebagai pembawa Cu2-xSe NCs (Zhou,
et al., 2015; Zhou, et al., 2013; Xing et al., 2016).
PtSNBs, dimana aptamer target AFB1 dirakit dan
dapat menginduksi amplifikasi sinyal karena
tingginya kandungan reagen photothermal yakni
Cu2-xSe NCs, selektivitasnya tinggi karena

terbentuk  struktur antara aptamer pada
permukaan PtSNBs dengan antibodi (He, et al.,
2006; Zhang, et al., 2013; Liu, et al., 2009; Tang,
et al., 2016). Setelah dicuci dengan larutan buffer
dan direndam pada larutan substrat, struktur yang

telah berikatan akan melepaskan panas yang
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berasal dari PtSNBs yang ketika disinari dengan
radiasi NIR mengkonversi cahaya ke panas.
Peningkatan suhu akan berbanding lurus dengan
kandungan target AFB1 yang akan dianalisis (Li,
etal., 2019).
Zhao, et al., ditahun
2018 melakukan  pengembangan  ELISA
kompetitif dengan MB-dcELISA (magnetic bead-
direct competitive ELISA) untuk AFB1
berdasarkan nanobody aflatoksin dan mimotope
Aflatoksin ~ nanobody  Nb28
digunakan sebagai immunomagnetic beads (He,
etal., 2014). Mimotope peptide dari ME17 dipilih

dan disintesis kemudian dipasangkan dengan

peptidanya.

HRP untuk membentuk HRP-labelled mimotope.
ELISA kompetitif dibentuk pada Nb28
Immunomagnetic beads dan HRP-labelled
mimotope (Zhao, et al., 2018).

Dalam pengembangan
nanobody dan mimotop berbasis MB-dcELISA
untuk AFBL1, baik nanobody Nb28 dan mimotope
MEL17 diperoleh dengan teknologi display fage.
Nanobody dengan urutan asam amino yang
diketahui, lebih mudah dan lebih ekonomis untuk
disiapkan  dibandingkan  dengan  antibodi
monoklonal. Mimotope dengan sekuens asam
amino yang diketahui dapat diperoleh dalam
jumlah besar melalui sintesis peptida komersial
yang hemat biaya, dan mimotop dapat membuat
immunoassay jauh lebih aman ketimbang
menggunakan antigen toksik kemosintesis. MB-
dcELISA memiliki keunggulan cepat, sederhana,
dan menunjukkan hasil yang lebih baik dalam
studi validasi. Semua dalam semua, kombinasi
MB-ELISA dari nanobody dan mimotope

memberikan ide baru untuk mendeteksi senyawa-
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senyawa lainnya dengan berat molekul Kkecil
(Zhao, et al., 2018).

Pada tahun 2019, Chen
et al., mengembangkan suatu metode yang
dinamakan aptasensor photoelectrochemical
(PEC) selektif dan sensitif untuk deteksi AFB1
deteksi  dalam  sampel dibuat dengan
memperkenalkan  BiOBr / nitrogen-doped
graphene nanoribbons (N-GNRs) sebagai
antarmuka fotoaktif. BiOBr digunakan karena
posisi pita energi yang tepat dan sifat fotokimia
yang sangat baik (Li, et al., 2014). Namun Kinerja
fotokimia dari BiOBr sendiri masih dibatasi oleh
tingkat rekombinasi yang tinggi dari adanya
pasangan lubang elektron fotogenerasi (Di, et al.,
2013). Didesainlah suatu kompleks hibrida
berbasis BiOBr yang digabungkan dengan
komponen fungsional lainnya yag memiliki
mobilitas yang cepat. Diantaranya, nanoribbon
graphene yang didoping nitrogen (N-GNRs),
sebagai bahan karbon baru, telah banyak
digunakan dalam oksigen reaksi reduksi (ORR)
dan perangkat konversi / penyimpanan energi
(Chen, et al., 2015). Dibandingkan dengan bahan
karbon satu dimensi, N-GNR menunjukkan lebih
banyak situs aktif kimia, transfer elektron yang
lebih cepat, dan adanya peningkatan Kkinerja
(Meng, et al., 2015). Selain itu, N-GNR memiliki
tepi yang lebih lurus dan keteraturan permukaan
yang lebih ideal daripada lembaran graphene acak
(Higginbotham, et al., 2010). Dengan sifat baik,
N-GNR dapat berfungsi sebagai pendukung yang

menjanjikan untuk bahan nano, dan berlaku untuk
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meningkatkan kinerja elektroda (Li, et al., 2015).
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Gambar 5. Grafik PEC (Chen, et al., 2019)
PEC (photoelectrochemical) aptasensor

yang khusus dibuat untuk deteksi AFB1 dengan
mengunakan sinyal PEC stabil dari BiOBr / N-
GNRs. Gambar 5A menunjukkan intensitas PEC
dari proses pembuatan aptasensor PEC ‘sinyal
mati’. Iradiasi cahaya BiOBr/N-GNRs/ITO (a)
menunjukkan sinyal yang tinggi karena adanya
peningkatan efisiensi pemisahan muatan. Namun
intensitas PEC dari elektroda yang telah
dimodifikasi dengan aptamer AFB1 (b) menurun
karena adanya halangan sterik dari aptamer 38.
Respon PEC menurun ketika aptasensor memiliki
reaksi spesifik dengan AFB1 (c). hal ini
menunjukkan bahwa perubahan pada permukaan
elektroda akan menahan transportasi electron
fotogenerasi (Chen, et al., 2019).

Pada Gambar 5C tersebut juga dapat
dilihat bahwa seiring dengan peningkatan AFB1,
sinyal PEC mengalami penurunan. Pada Gambar
5D terdapat kurva kalibrasi untuk baku AFB1
dengan konsentrasi sampel berkisar antara 5pg/ml
— 15ng/ml, menghasilkan suatu persamaan regresi
| = 0.4268 -0.0186 [C AFB1 (pg mL-1)], dengan
R2=0.9973. Dari regresi dapat dsimpulkan bahwa
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pernyataan pada gambar 4C benar yakni
peningkatan konsentrasi AFB1 akan diikuti
dengan penurunan sinyal PEC (Chen, et al.,
2019).

KESIMPULAN
Artikel review ini membahas
mengenai berbagai metode immunoassay yang
dapat dilakukan untuk deteksi aflatoxin B1, yaitu

magnetic-based  kolorimetri  immunoassay,

photothermal immunoassay, nanobody and

mimotope based immunoassay, dan

photoelectrochemical aptasensor. Keempatnya
memiliki kelebihan lebih cepat dan mudah
dibandingkan dengan metode ELISA umumnya
atau dengan metode konvensional tanpa

immunoassay.
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