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Abstrak

Biosensor DNA elektrokimia bagi pengesanan jujukan DNA porsin berasaskan kompleks rutenium (II) sebagai label aktif redoks
telah dibangunkan. Sistem biosensor difabrikasi berdasarkan elektrod bercetak skrin (SPE) terubahsuai dengan zarah nano emas
(AuNPs) sebagai transduser yang dipegunkan bersama mikrosfera poli (n-butilakrilat-N-akriloksisuksnimida) dan jujukan DNA
prob terikat melalui ikatan kovalen. Kompleks interkalator rutenium (II), [Ru(bpy),PIP]*" dan (bpy = bipiridina, PIP = 2-
fenillimidazo[4,5-1[1,10-fenantrolina] digunakan dalam pengesanan DNA porsin. Pengukuran dan pengoptimuman biosensor
telah dilakukan dengan menggunakan voltammetrik siklik (CV) dan voltammetrik denyutan pembezaan (DPV). Interaksi antara
[Ru(bpy),PIP]** dengan beberapa jenis jujukan DNA telah dikaji iaitu, i) bebenang tunggal DNA prob, ii) selepas penghibridan
DNA sasaran dan iii) selepas penghibridan dengan DNA bukan sasaran. Keputusan menunjukkan bahawa interaksi antara
[Ru(bpy),PIP]*" dengan DNA sasaran yang telah terhibrid memberikan rangsangan yang paling tinggi. Prestasi biosensor adalah
dipengaruhi oleh beberapa faktor antaranya ialah kepekatan [Ru(bpy),PIP]>" dan DNA prob, masa pemegunan dan penghibridan
DNA prob, pH, kekuatan ion, kepekatan larutan penimbal dan suhu juga dikaji untuk menilai prestasi biosensor. Hasil kajian
menunjukkan kepekatan kompleks [Ru(bpy),PIP]*" dan DNA prob, masing-masing adalah 50 pM dan 2 pM. Masa yang
optimum bagi pemegunan DNA prob dan penghibridan DNA sasaran adalah 7 jam dan 60 minit. Keadaan optimum bagi pH,
kekuatan ion, kepekatan larutan penimbal dan suhu, masing-masing adalah pH 7.0, 1.0 M NacCl, 0.05 M potassium fosfat pada
suhu 25°C. Julat linear bagi kepekatan DNA sasaran yang berbeza adalah antara 1.0 x 10™* M to 1.0 x 10"® M. Kajian ini adalah
yang pertama melaporkan tentang penggunaan [Ru(bpy),PIP]*" bagi pengesanan DNA porsin

Kata kunci: biosensor, DNA porsin, kompleks rutenium bipiridina

Abstract
Electrochemical DNA biosensor for detection of porcine oligonucleotides based on ruthenium (II) as label redox complex has
been developed. The system of biosensor is based on the modified screen printed carbon electrode (SPE) with goldnanoparticles
(AuNPs) as transducer immobilized with poly(n-butylacrylate-N-acryloxysuccinimide) microsphere and porcine DNA probe
sequences was attached onto it via the covalent bond. The ruthenium(II) complex, [Ru(bpy),PIP]** PIP = 2-phenylimidazo[4,5-
f[1,10-phenanthroline] intercalator has been been used to determine prcine DNA. The biosensor was measured and optimized by
cyclic voltammetry (CV) and differential pulse voltammetry (DPV). The interaction of [Ru(bpy),PIP]*" with various DNA with
different sequences, i) single stranded probe DNA, ii) after hybridization with its complementary DNA and iii) after
hybridization with mismatch complementary DNA were studied. The results indicated that the interaction of [Ru(bpy),PIP]*"
with hybridized complementary DNA gave the highest response. Thus, development of porcine DNA biosensor and influences of
many factors such as [Ru(bpy),PIP]*>" complex and DNA probe concentration, DNA probe immobilization and hybridization
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time, pH, ionic strength, buffer concentration and temperatures were also studied to evaluate the performance of biosensor. The
concentration of [Ru(bpy),PIP]** complex and DNA probe were found to be optimal at 50 uM and 2 pM, respectively. The
optimal time for DNA probe immobilization and hybridization were 7 hours and 60 minutes, accordingly. The optimal condition
of pH, ionic strength, buffer concentration and temperatures were at pH 7.0, 1.0 M NaCl, 0.05 M of Na-phosphate buffer and 25
°C, respectively. The linear range of different concentration complementary DNA was within the range between 1.0 x 10 M to
1.0 x 10 M. This study was first reported the used of [Ru(bpy),PIP]** for detection of porcine oligonucleotides

Keywords: biosensor, porcine DNA, ruthenium bypyridine complex

Pengenalan

Asid deoksiribonukleik (DNA) merupakan suatu bahan biomolekul yang penting dalam organisma sebagai asas
kepada ekspresi gen [1]. DNA membawa maklumat genetik organisma dan maklumat yang wujud dalam DNA
adalah lebih banyak daripada protein disebabkan oleh kemerosotan kod genetik yang berlaku apabila DNA
mengalami perubahan bentuk daripada DNA kepada protein [2]. Pada masa kini, pengesanan DNA adalah satu
bidang yang menarik minat penyelidik kerana aplikasinya yang meluas dalam bidang Kklinikal, forensik,
farmaseutikal dan pemprosesan makanan [3]. Selain daripada itu, penggunaan DNA dalam bidang biosensor
mempunyai pelbagai manfaat seperti kebolehannya dalam pengesanan molekul secara semulajadi [4]. Pengesanan
urutan-urutan spesifik dalam asid nukleik dengan menggunakan kaedah biosensor ini dapat mengatasi masalah
penyediaan sampel yang rumit, kaedah analisis yang memakan masa yang lama, penggunaan bahan kimia yang
berbahaya dan instrumentasi yang mahal [5].

Biosensor DNA secara elektrokimia memberikan hasil yang menarik kerana teknik elektrokimia mempunyai
kelebihan mengatasi alat yang sedia ada. Kebiasaannya, teknik elektrokimia yang digunakan oleh penyelidik ialah
transduksi voltammetri siklik (CV) dan voltammetri pembezaan denyutan (DPV) sebagai alat menganalisis interaksi
larutan penunjuk redoks dengan DNA. Teknik elektrokimia ini juga ringkas dan mempunyai kos yang rendah [6].
Kaedah pengesanan penghibridan DNA berdasarkan kepada penggunaan penunjuk redoks menawarkan cara yang
lebih menarik dan digemari para penyelidik berbanding pengesanan secara label bebas. Maka, pembangunan
penunjuk elektrokimia yang lebih peka adalah penting untuk digunakan dalam biosensor DNA [3]. Kompleks logam
polipiridil seperti ruthenium(II), rhodium(II), kuprum(Il) dan sebagainya sering digunakan di dalam interaksi DNA
bagi menghasilkan prob DNA elektrokimia, pemecahan kimia dan reagen biomedikal. Kini, kompleks ruthenium(II)
pula telah digunakan secara meluas dalam kajian pengikatan DNA disebabkan oleh kestabilannya dari segi kimia,
elektrokimia, geometri dan enantiomer serta kepekaan sifat — sifat fotofizikalnya kepada interaksi pengikatan
dengan DNA [7]. Hal ini dilapor dengan kajian literatur yang dilakukan oleh Arockiasamy et al. [8] bahawa
keupayaan kompleks logam polipiridil seperti ruthenium(Il) mempunyai sifat pengikatan yang baik sebagai
interkalator pada DNA.

Penggunaan kaedah — kaedah konvensional bagi pengesanan DNA seperti tindak balas rantai pempolimeran (PCR)
dan southern blot mempunyai kekurangan seperti penyediaan sampel yang rumit, prosedur analisis yang banyak dan
memakan masa yang lama serta instrumentasi mahal. Oleh kerana itu, kaedah biosensor DNA yang lebih praktikal
ini mampu mengatasi masalah yang dihadapi pada kaedah-kaedah konvensional. Pembangunan biosensor DNA
menghasilkan alat yang kecil, mudah alih, berkos rendah dan mudah dikendalikan [9].

Bahan dan Kaedah
Bahan kimia
Bahan kimia yang digunakan di dalam eksperimen ini seperti 1, 10 —fenontralina, ruthenium (III) klorida, 2, 2-
bipiridina, benzaldehid, DNA sintetik porsin, DNA sasaran, DNA sintetik bos Taurus, DNA sintetik gallus didapati
daripada Sigma Aldrich. kepekatan asid sulfurik 30% dan kepekatan asid nitric 10% dibeli daripada Sigma Aldrich
dan garam natrium klorida dan garam natrium hidroksida daripada Fluka. Air nyahion yang digunakan diperoleh
daripada daripada alat penyahion (Milipore).

Pengukuran fizikal

Spektrum NMR ('H and C NMR) bagi kompleks ruthenium direkod menggunakan Bruker /AVANCE III 600
MHz Fourier 600 MHz. Spektrum Inframerah direkodkan menggunakan dis KBr (FTIR Perkin-Elmer GX Model).
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Alat potentiostat Autolab dilengkapi dengan peranti General Purpose Electrochemical System (GPES) digunakan
untuk pengukuran keupayaan biosensor.

Sintesis dan pencirian kompleks [Ru(bpy),PIP|**

Kompleks logam polipiridil [Ru(bpy),PIP]*" adalah tindak balas antara rutenium bipiridina diklorida dengan ligan
pembantu, PIP, 2-fenilimidazo[4,5-f[1,10-fenantrolina] seperti yang dilaporkan oleh Li et al. [10]. Gambarajah
umum penyediaan kompleks ini ditunjukkan pada Rajah 1 di bawah.
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Rajah 1. Sintesis penghasilan komples [Ru(bpy),PIP]*"

Penyediaan elektrod bercetak skrin (SPE) terubah suai

Pemegunan zarah nano emas (AuNPs) dan mikrosfera poli(n-butilakrilat-N-akriloksisuksimida)

Elektrod karbon bercetak skrin (SPE) diubahsuai dengan pemendapan 0.1 mg zarah nano emas (AuNPs) dan 0.1 mg
mikrosfera poli(n-butilakrilat-N-akriloksisuksimida) ke atas SPE. 0.1 mg zarah nano emas (AuNPs) yang telah
dilarutkan methanol itu dikeringkan selama 20 minit. Mikrosfera akrilik yang digunakan di dalam kajian ini adalah
seperti yang dilakukan oleh Ulianas et al. [11].

Pencirian larutan [Ru(bpy),PIP]**

Kajian voltammetri siklik (CV) terhadap larutan [Ru(bpy) ZPIPIZ+

Elektrolit yang digunakan ialah 0.05 M larutan penimbal K-fosfat pH 7.0. Kajian voltammetri siklik bagi larutan
penunjuk redoks [Ru(bpy),PIP]*" pada kepekatan 30 uM dijalankan dengan menggunakan kadar imbasan 100 mV/s.
Kitaran voltammetrik siklik diimbas pada julat keupayaan 0.85 V hingga 1.2 V. Kajian voltammetri siklik
dijalankan dalam keadaan statik.

Pencirian interaksi antara [Ru(bpy),PIP]*" dengan DNA porsin terpegun

Kesan kepekatan DNA prob

Kesan kepekatan DNA prob dikaji dengan memegunkan pelbagai kepekatan DNA prob (1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 uM)
ke atas SPE yang telah terubah suai dengan AuNPs dan mikrosfera akrilik. SPE terubah suai direndamkan di dalam
larutan yang mengandungi prob DNA dan 0.05 M larutan penimbal K-fosfat pH 7.0.

Kesan masa pemegunan dan penghibridan DNA

Kajian kesan masa pemegunan DNA prob dilakukan pada sela masa 1 jam sehingga 24 jam manakala kajian
terhadap masa penghibridan DNA sasaran dilakukan dengan pelbagai masa penghibridan antara 0.5 hingga 3.0 jam.
Pemegunan 5.0 uM DNA prob dilakukan dalam larutan penimbal K-fosfat 0.05M (pH 7.0) manakala penghibridan
dengan 2.0 uM DNA sasaran di dalam 0.05 M penimbal Na-fosfat (pH 7.0) yang juga mengandungi 30 uM larutan
penunjuk redoks [Ru(bpy),PIP]*" dan kekuatan ion Na* 1.5 M.

Kesan pH dan kepekatan penimbal terhadap penghibridan DNA
Kajian kesan pH dilakukan dengan menyediakan larutan DNA sasaran 2.0 uM dalam larutan penimbal Na-fosfat
0.05 M pada pH yang berbeza (6.0 hingga 8.0). Kesan kepekatan penimbal pula dilakukan dengan menyediakan 2.0
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UM larutan DNA sasaran dalam penimbal Na-fosfat pada pH 7.0 dengan kepekatan penimbal yang berlainan (0.02
M hingga 0.25 M). Proses penghibridan DNA sasaran dilakukan dengan kehadiran 30 pM [Ru(bpy),PIP]*" dan 1.5
M Na' ion.

Kesan kekuatan ion terhadap penghibridan DNA
Kesan kekuatan ion dikaji dengan menyediakan larutan 2.0 uM DNA sasaran dalam penimbal Na-fosfat 0.05 M (pH
7.0) yang mengandungi 30 pM [Ru(bpy),PIP]** dan kekuatan ion yang berbeza iaitu 0.05 M hingga 2.0 M.

Kebolehasilan biosensor DNA

Kajian kebolehasilan terhadap interaksi 30 uM [Ru(bpy),PIP]*" dengan DNA sasaran ditentukan dengan melakukan
pengukuran arus puncak secara berturutan dengan menggunakan lima SPE yang sama keadaan. SPE yang telah
terubah suai itu mengandungi kuantiti AuNPs, mikrosfera akrilik, kepekatan prob dan DNA sasaran, masa
pemegunan dan penghibridan DNA serta kepekatan larutan penimbal fosfat dan kekuatan ion Na*

Keselektifan biosensor DNA pada DNA sasaran

Kajian keselektifan biosensor DNA sasaran porsin diuji dengan menggunakan jenis — jenis DNA sasaran yang
berbeza iaitu DNA gallus (ayam), DNA bos taurus (daging lembu) dan DNA bukan sasaran porsin manakala DNA
prob porsin dijadikan sebagai pengosong.

Julat rangsangan linear
Pelbagai kepekatan DNA sasaran daripada 1.0 x 10" uM schingga 1.0 x 10~ uM telah digunakan bagi menentukan
julat rangsangan linear.

Keputusan dan Perbincangan

Sintesis dan pencirian kompleks ruthenium (II), [Ru(bpy)zPIP]2+

Analisis spektroskopi inframerah bagi kompleks [Ru(bpy),PIP]*" dilakukan bagi mengenal pasti kumpulan
berfungsi yang terdapat pada kompleks ruthenium (II) ini. Data NMR ('H dan °C) adalah bersamaan dengan data
yang didapati pada kajian literatur. Spektroskopi infra merah menunjukkan kewujudan ligan 2-fenilimidazo[4,5-
f[1,10-fenantrolina] dalam kompleks [Ru(bpy),PIP]*". Di dalam spektrum ini, terdapat jalur penyerapan pada
3369.77 cm™ yang berpunca daripada regangan N-H pada kumpulan imidazol dalam ligan. Ciri — ciri gelang 2,2-
bipiridina dalam kompleks logam [Ru(bpy),PIP]*, iaitu regangan —~N=C aromatik, regangan C=C aromatik, getaran
C-N aromatik dan bengkokkan =C-H (luar satah) juga dapat dikesan masing-masing pada 2373.61 cm™, 1604 cm™,
1314.5 cm™ dan 763.1 cm™.

Pencirian kompleks [Ru(bpy),PIP]*" dengan menggunakan kaedah spektroskopi resonans magnet nukleus (RMN)
'H dan C (Rajah 2) dilakukan dengan melarutkan sampel dalam pelarut dimetilsulfoksida terdeuterat. Anjakan
kimia bagi pelarut dimetilsulfoksida terdeuterat dapat dilihat pada spektrum RMN '"H masing-masing pada 2.50 dan
3.50 ppm. Spektrum RMN 'H menunjukkan terdapat lapan isyarat proton yang dapat dikesan pada julat 7.32 — 8.00
ppm. Isyarat dalam julat 7.32 hingga 8.00 ppm adalah dikenalpasti daripada proton-proton yang terdapat pada
gelang benzena, 1,10-fenantrolina dan 2,2-bipiridina dalam kompleks [Ru(bpy),PIP]*".

Sifat voltammetri siklik larutan penunjuk redoks, [Ru(bpy),PIP]*

Rajah 3 menunjukkan voltammetrik siklik bagi 1 mM [Ru(bpy),PIP]*" dalam larutan penimbal K-fosfat pada pH 7.0
menggunakan SPE yang tidak diubahsuai. Keupayaan puncak anodik (E,,) dan keupayaan puncak katodik (E,)
dapat dilihat pada voltammogram siklik masing-masing pada 1.0 V dan 1.1 V dan nilai ini adalah menyamai
keupayaan yang dilaporkan dalam kajian — kajian lepas oleh Erdem et al. [12] dan Johnston et al. [13].
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Rajah 2. Data spektroskopi RMN 'H bagi kompleks ruthenium [Ru(bpy),PIP]*"
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Rajah 3. Voltammogram siklik bagi 1.0 mM [Ru(bpy),PIP]*" pada kadar imbasan 50 mV/s dalam larutan penimbal
0.05 M K-fosfat, elektrod rujukan Ag/AgCl, 3M KCl

Kajian voltammetri pembezaan denyutan (DPV) bagi [Ru(bpy),PIP]** dengan DNA

Disebabkan oleh isyarat yang kurang jelas ditunjukkan daripada voltammogram siklik di atas, kajian interaksi antara
kompleks ruthenium(Il) ini dengan pelbagai DNA dikaji dengan menggunakan voltammetri pembezaan denyutan
(DPV) kerana DPV lebih sensitif dan peka berbanding CV. Rajah 4 menunjukkan interaksi antara [Ru(bpy),PIP]*"
dengan a) prob DNA porsin sahaja, b) DNA bukan sasaran selepas penghibridan dan c¢) DNA sasaran porsin selepas
penghibridan. Daripada hasil kajian interaksi di atas, terdapat peningkatan arus DPV apabila kompleks
[Ru(bpy),PIP]*" berinteraksi dengan baik secara interkalasi dengan DNA prob yang mengalami penghibridan
dengan DNA sasarannya. Ini menyokong dapatan kajian yang telah dilakukan pada kajian sebelum ini oleh Xiong
and Ji [14] di mana melaporkan bahawa kebanyakan kompleks logam polipiridil ruthenium(II) berinteraksi dengan
DNA secara interkalasi.
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Rajah 4. Voltammogram pembezaan denyutan (DPV) bagi interaksi antara [Ru(bpy),PIP]*" dengan a) prob DNA
sahaja (bebenang tunggal), b) DNA bukan sasaran selepas penghibridan dan ¢) DNA sasaran selepas
penghibridan

Pembangunan biosensor DNA porsin berdasarkan elektrod bercetak skrin (SPE) terubahsuai zarah nano
emas (AulNPs), mikrosfera akrilik dan interkalator, [Ru(bpy)zPIP]2+

Kaedah bagi penyediaan SPE terubahsuai AuNPs-mikrosfera akrilik ini adalah seperti yang telah dijelaskan pada
bahagian bahan dan kaedah. Kehadiran kumpulan berfungsi NH pada DNA adalah bagi membentuk ikatan kovalen
kepada mikrosfera akrilik suknimida yang digunakan. Ini membuatkan mikrosfera akrilik itu seolah —olah
memegang DNA prob dalam keadaan tegak, memudahkan proses penghibridan DNA sasaran dan interkalator
menyelit ke dalam pasangan-pasangan bes DNA. Rangsangan biosensor DNA porsin diuji dengan voltammetrik
siklik (CV) dan voltammetrik pembezaan denyutan (DPV) pada keupayaan 0.85 V sehingga 1.10 V di dalam larutan
penimbal K-fosfat pada pH dan kepekatan tertentu.

Kesan kepekatan prob DNA porsin

Rajah 5 menunjukkan kesan kepekatan prob DNA yang terpegun pada SPE yang terubahsuai dengan 0.025 mg
zarah nanoemas (AuNPs) dan 0.1 mg mikrosfera akrilik terhadap rangsangan biosensor DNA porsin. Rangsangan
DPV bagi interkalator [Ru(bpy),PIP]*" meningkat pada kepekatan prob DNA 1.0 uM sehingga 2.0 uM, kemudian
selepas itu tiada perubahan ketara pada rangsangan yang dihasilkan sehingga kepekatan prob DNA 5 pM.
Peningkatan rangsangan ini adalah disebabkan oleh peningkatan kepekatan prob DNA yang terpegun di atas SPE
kerana semakin tinggi kepekatan prob DNA yang digunakan, semakin tinggi peluang prob DNA terpegun di atas
SPE. Peningkatan kuantiti prob DNA yang terpegun pada bahan penyokong jika kepekatan prob DNA ditingkatkan
adalah sama seperti yang dilaporkan oleh kajian — kajian lepas [15] yang menggunakan elektrod karbon berkaca
(GCE) dan [16] elektrod emas terubahsuai sebagai tapak pemegunan prob DNA. Hasil kajian ini mendapati bahawa
kepekatan prob DNA porsin yang optimum ialah 2.0 uM.

Kesan masa pemegunan prob DNA porsin

Dalam tindak balas kimia, masa tindak balas memberi kesan terhadap kuantiti hasil tindak balas. Oleh itu, kajian
kesan masa pemegunan dan penghibridan perlu dijalankan seperti yang pernah dilaporkan oleh Ping et al [17]. Ini
bertujuan untuk menentukan masa optimum pemegunan prob DNA dan penghibridan DNA sasaran. Rajah 6
menunjukkan kesan masa pemegunan 2.0 uM prob DNA porsin terhadap SPE terubahsuai.
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Rajah 5. Kesan kepekatan prob DNA terhadap rangsangan biosensor DNA. Penghibridan dilakukan dalam larutan
penimbal Na-fosfat 0.05 M pada pH 7.0 yang mengandungi 1 M NaCl dan [Ru(bpy),PIP]**
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Rajah 6. Kesan masa pemegunan 2 pM prob DNA porsin ke atas SPE-AuNPs-mikrosfera terhadap rangsangan
biosensor. Pemegunan dilakukan dalam 0.05 M penimbal K-fosfat pH 7.0 manakala penghibridan pula
dilakukan dalam penimbal Na-fosfat 0.05 M pH 7.0 yang mengandungi 1.0 M NaCl dan 30 uM
[Ru(bpy),PIP]**

Peningkatan rangsangan DPV interkalator [Ru(bpy),PIP]*" direkodkan berlaku pada 1 jam sehingga 6 jam prob
DNA dipegunkan ke atas mikrosfera akrilik. Ini kerana berlakunya peningkatan kuantiti prob DNA yang terpegun
ke atas SPE terubahsuai (SPE-AuNPs-mikrosfera). Selepas 6 jam, didapati tiada perubahan yang ketara pada arus
DPV dan ia menjadi malar sehingga mencapai 24 jam. Ini menunjukkan bahawa semua tapak pemegunan
mikrosfera akrilik (0.1 mg) telah terpegun dengan prob DNA (2 uM) pada masa pemegunan 6 jam. Oleh itu, tiada
penambahan kuantiti prob DNA yang terpegun direkodkan selepas 6 jam sehingga jam ke 24. Hasil kajian
mendapati masa yang optimum bagi pemegunan prob DNA pada permukaan mikrosfera akrilik adalah 6 jam.

Kesan masa penghibridan DNA sasaran porsin

Rajah 7 pula menunjukkan kesan masa penghibridan DNA terhadap rangsangan biosensor. Masa penghibridan
DNA daripada 0.5 sehingga 1 jam telah meningkatkan penghibridan DNA, namun setelah masa penghibridan
dipanjangkan sehingga 2.5 jam, rangsangan DPV [Ru(bpy)zl’IP]2+ tidak menunjukkan peningkatan yang ketara. Ini
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kerana pada 1 jam penghibridan semua prob DNA yang terpegun ke atas SPE-AuNPs-mikrosfera oleh DNA
sasaran. Hasil kajian ini mendapati bahawa masa optimum bagi penghibridan DNA sasaran adalah optimum setelah
1 jam.

12

10
o N

inA
*

0.5 1 1.5 2 2.5

Masa/jam

Rajah 7. Kesan masa penghibridan DNA sasaran porsin terhadap rangsangan biosensor. Penghibridan dilakukan
dalam 0.05 M penimbal Na-fosfat pH 7.0 yang mengandungi 1.5 M NaCl dan 30 pM [Ru(bpy),PIP]*"

Kesan pH dan kepekatan larutan penimbal terhadap penghibridan DNA

Rajah 8 menunjukkan kesan pH terhadap rangsangan biosensor DNA. Arus DPV [Ru(bpy),PIP]*" meningkat
daripada pH 6.0 sehingga 7.0 dan kemudian menurun sehingga pH 8.0. Peningkatan rangsangan biosensor DNA ini
menunjukkan bahawa penghibridan DNA sasaran semakin meningkat dengan peningkatan pH di dalam larutan.
Sebaliknya penurunan rangsangan DPV [Ru(bpy),PIP]*" menunjukkan kuantiti penghibridan DNA semakin kurang
pada julat 7.5 hingga 8.0. Ini menjelaskan bahawa kadar tindak balas penghibridan DNA boleh dipengaruhi oleh pH
larutan seperti yang dilaporkan oleh kajian literatur [18]. Pada keadaan berasid berlaku tindak balas pemprotonan
rantai fosfodiester DNA. Pemprotonan rantai fosfodiester akan menurunkan kelarutan molekul DNA [19]. Kelarutan
yang menurun boleh mengganggu dan menurunkan kadar tindak balas penghibridan DNA.

10
9.5 -

8.5 -

iful

6.0 6.5 7.0 7.5 8.0

pH

Rajah 8. Kesan pH terhadap penghibridan DNA porsin. Penghibridan dilakukan dalam penimbal 0.05 M Na-fosfat
yang mengandungi 1.5 M NaCl dan 30 pM [Ru(bpy),PIP]*

Rajah 9 pula adalah rangsangan biosensor DNA porsin dengan pelbagai kepekatan penimbal. Rangsangan DPV
[Ru(bpy),PIP]*" meningkat daripada 0.002 M sehingga 0.05 M dan kemudian mulai merosot. peningkatan
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rangsangan DPV [Ru(bpy),PIP]*" menunjukkan berlakunya peningkatan kuantiti penghibridan DNA. Ini disebabkan
oleh meningkatnya kuantiti ion Na" (kekuatan ion) jika kepekatan penimbal meningkat. Hasil kajian ini mendapati
bahawa kepekatan penimbal Na-fosfat 0.05 M adalah optimum untuk penghibridan DNA porsin.

0.002 0.1 0.05 0.1 0.25

[Na-PBS]/M

Rajah 9. Kesan kepekatan penimbal terhadap penghibridan DNA. Penghibridan dilakukan dalam pelbagai
kepekatan penimbal Na-fosfat pH 7.0 yang mengandungi 1.5 M NaCl dan 30 pM [Ru(bpy),PIP]**

Kesan kekuatan ion terhadap penghibridan DNA sasaran porsin

Kajian kesan kekuatan ion terhadap penghibridan DNA sasaran telah dilakukan dengan pelbagai kepekatan ion Na*
daripada 0.05 M sehingga 2.0 M di dalam larutan penimbal Na-fosfat 0.05 M pada pH 7.0. Rajah 10 menunjukkan
kesan kekuatan ion terhadap rangsangan biosensor. Rangsangan DPV [Ru(bpy),PIP]*" meningkat jika kekuatan ion
meningkat dari 0.05 M hingga 1.5 M. Kekuatan ion berkesan menurunkan penolakan elektrostatik molekul DNA
dan memberi kesan terhadap penghibridan DNA. Kadar tindak balas penghibridan meningkat dengan bertambahnya
kepekatan garam. Kepekatan garam yang tinggi boleh menstabilkan bebenang dubel DNA (dsDNA) [20]. Kekuatan
ion yang didapati daripada hasil kajian ini mencapai keadaan optimum pada 1.5 M ion Na" dalam larutan penimbal
Na-fosfat 0.05 M dengan nilai pH 7.0.

0.0
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8.0 4
7.0

6.0 -
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4.0

3.0

2.0
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0.0 - . .
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Rajah 10. Kesan kekuatan ion Na+ terhadap penghibridan DNA. Penghibridan dilakukan dalam penimbal 0.05 M
Na-fosfat pada pH 7.0 yang mengandungi 30 uM [Ru(bpy),PIP]*"
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Kebolehasilan biosensor DNA porsin

Rajah 11 menunjukkan rangsangan DPV [Ru(bpy),PIP]*" untuk setiap kepekatan DNA sasaran. Ia menjelaskan
tiada perbezaan yang ketara prestasi setiap biosensor dengan nilai RSD, masing-masing ialah 1.93 % dan 3.97 %
(n = 5) bagi kepekatan 1 x 107 (a) dan 1 x 10” (b) uM. Nilai RSD yang diperolehi di dalam kajian ini adalah lebih
rendah berbanding dengan kajian yang dilaporkan oleh kajian literatur seperti Erdem et al. [12] dan Wang et al. [21]
iaitu masing-masing mencapai 10.13 % dan 10.12 %. Hal ini membuktikan bahawa interaksi antara kompleks logam
[Ru(bpy),PIP]*" dengan DNA adalah lebih baik daripada kajian literatur yang menggunakan penunjuk redoks,
[Ru(bpy)s]** dan [Co(phen)s]*".

M Kepekatana M Kepekatanb
10.50

10.00

9.50
9.00 -
8.50
8.00 -
7.50 A
7.00 4
6.50
6.00 + T T T
1 2 3 4 5

Bil. Sensor

uA/i

Rajah 11. Kebolehasilan biosensor DNA porsin dengan pelbagai kepekatan DNA sasaran dengan masa
penghibridan selama 1 jam pada suhu bilik

Julat rangsangan linear bagi biosensor DNA porsin

Hasil kajian mendapati rangsangan DPV [Ru(bpy),PIP]*" berkadar terus dengan kepekatan DNA sasaran pada julat
kepekatan 1 x 107" sehingga 1 x 10° pM (Rajah 12). Menurut Kerman et al. [6] rangsangan biosensor DNA ini
dengan menggunakan kompleks logam ini mempunyai had pengesanan yang baik. Hasil yang lebih baik ini adalah
disebabkan oleh sifat hidrofobik dan peningkatan luas satah permukaan struktur 2,2-bipiridina dan 1,10-fenantrolina
yang terdapat pada kompleks ruthenium ini. Ia meningkatkan sifat keafinan kompleks logam [Ru(bpy),PIP]*"
berinteraksi dengan DNA.

Keselektifan biosensor DNA pada DNA sasaran

Rajah 13 menunjukkan rangsangan DPV bagi interaksi antara [Ru(bpy),PIP]*" dengan prob DNA porsin tanpa
penghibridan, DNA bukan sasaran, DNA bos taurus (daging), DNA gallus (ayam) dan DNA sasaran porsin. Setiap
satu DNA sasaran yang diuji mempunyai jujukan DNA yang berbeza. Hasil kajian menunjukkan bahawa
rangsangan DPV yang paling tinggi terhasil daripada interaksi antara [Ru(bpy),PIP]* tersebut dengan penghibridan
DNA sasaran yang berpadanan dengan prob porsin itu. Manakala, didapati rangsangan DPV bagi penghibridan
DNA prob dengan DNA bukan sasaran, DNA gallus (ayam) dan DNA bos taurus (daging) adalah lebih rendah
daripada penghibridan dengan DNA sasaran (cDNA) dan interaksi kompleks [Ru(bpy),PIP]** dengan prob DNA
sahaja tanpa dihibrid menunjukkan rangsangan DPV yang paling rendah. Namun begitu, perbezaan rangsangan
DPV antara penghibridan dengan DNA sasaran (cDNA) dengan DNA bukan sasaran yang lain tidak begitu ketara
iaitu masing — masing, 10.9 uA (100%) dengan 8.74 uA hingga 9.12 uA (80 — 83.67 %). Hal ini menunjukkan
biosensor DNA ini tidak dapat menghasilkan hasil keselektifan yang baik.
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Rajah 12. Kesan pelbagai kepekatan DNA sasaran terhadap rangsangan biosensor DNA porsin. Penghibridan
dilakukan dalam larutan penimbal K-fosfat 0.05 M pada pH 7.0 yang mengandungi 30 pM larutan
[Ru(bpy),PIP]*" dan 1.5 M NaCl.
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Rajah 13. Keselektifan biosensor DNA terhadap DNA sasaran porsin dan pelbagai jenis DNA tidak berpadanan.
Penghibridan dilakukan dalam larutan penimbal K-fosfat 0.05 M pH 7.0 yang mengandungi 30 pM
[Ru(bpy),PIP]*" dan 1.5 M NaCl

Hal ini berlaku dijangkakan kerana berlaku deposit kompleks [Ru(bpy),PIP]** ke dalam permukaan karbon elektrod
skrin bercetak (SPE) semasa proses penghibridan prob DNA dengan DNA sasaran (cDNA). Apabila kompleks
logam ruthenium tersebut telah diserap terlebih dahulu ke dalam permukaan elektrod, maka apabila penghibridan
DNA berlaku atau tidak, ia tetap memberikan rangsangan pada arus DPV kerana redoks berlaku dengan kehadiran
kompleks logam [Ru(bpy),PIP]*" iaitu dioksidakan kepada [Ru(bpy),PIP]*" dan diturunkan kembali kepada
[Ru(bpy),PIP]*".

Justeru itu, kajian diteruskan dengan mengubahsuai permukaan elektrod iaitu daripada menggunakan mikrosfera
akrilik suksinimida ditukar kepada menggunakan silika nanosfera (SiO,). Signifikan pengubahsuaian ini adalah
kerana SiO, yang mempunyai cas positif, di mana ia akan menolak tarikan dengan kompleks interkalator
[Ru(bpy),PIP]*".
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Rajah 14 menunjukkan rangsangan DPV bagi [Ru(bpy),PIP]*" pada elektrod yang terubahsuai yang berbeza-beza
iaitu, a) SPE yang dipegunkan dengan 50 pL zarah nanoemas (AuNPs) koloid, b) SPE yang dipegunkan dengan 20
pL (1 mg/350 uL EtOH), c) SPE yang dipegunkan dengan mikrosfera akrilik 10 pL (1 mg/1000 pL EtOH) dan d)
SPE yang dipegunkan dengan 2 pL (6 mg/500 uL EtOH). Ini bagi mengkaji punca sebenar deposit kompleks
ruthenium (II) ke atas elektrod. Walau bagaimanapun, hasil kajian mendapati tiada perbezaan signifikan terhadap
rangsangan DPV [Ru(bpy),PIP]* pada SPE yang terubahsuai. Justeru itu, ia dapat disimpulkan bahawa penggunaan
SiO, juga tidak dapat menyelesaikan masalah ini. Maka, kajian lanjutan perlu dilakukan bagi memastikan
pembangunan biosensor DNA porsin ini mampu menghasilkan keselektifan yang tinggi. Kajian masa hadapan yang
boleh dilakukan adalah dengan memberi tumpuan kepada fabrikasi biosensor sendiri. Kajian lanjutan menggunakan
beberapa elektrod juga adalah wajar. Walaubagaimanapun, hasil kajian ini telah membuktikan bahawa penggunaan
ruthenium kompleks memberikan rangsangan yang tinggi dalam pengesanan DNA porsin.
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2.50E-06

2.00E-06 =3} SPE-AuNPs-koloid
P 1.50E-06
= 1.00E-06

5.00E-07

0.00E400 =} SPE-AUNPs-5i nanosfera

S00E07 9 02 04 06 P8 1 2 14

-1.00E-06

-1.50E-06

b SPE-AuNPs-serbuk
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Rajah 14. Rangsangan DPV bagi [Ru(bpy),PIP]* pada SPE terubahsuai berlainan

Kesimpulan
Secara keseluruhannya, hasil kajian menunjukkan bahawa elektrod skrin bercetak (SPE) yang telah terubahsuai
dengan menggunakan zarah nanoemas dan mikrosfera akrilik yang dihubungkan dengan voltammetri pembezaan
denyutan (DPV) adalah sesuai untuk mengesan DNA porsin pada kepekatan rendah. Kaedah ini adalah mudah,
kebolehpercayaannya tinggi dan memerlukan penggunaan sampel yang kecil. Kelebihan utama biosensor DNA ini
adalah ia tidak memerlukan penggunaan bahan kimia beracun dan modifikasi asid nukleik. Selain itu, pengesanan
DNA terpegun pada permukaan elektrod juga dapat dilakukan dengan cepat.
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