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The presence of high concentrations of heavy metals in the river impedes daily activities
and damages the surrounding aquatic ecosystem. Continuous monitoring should be
implemented to prevent continuous discharge resulting in increased levels of pollution over
fime. This study aims to determine the sensitivity of Monopterus albus muscle ChE to metal
ions. Priorly, ChE was purified from M. albus muscle tissue using the ion exchange matrix,
DEAE, with the yield percentage of 42.16% with the purification fold of 2.17. PTC was

selected as a specific synthetic substrate with the highest concentration and lowest
f biomolecular constant at 145838 + 7533 pM.min.-1mg.-1 and 0.26 mM, while opfimal assay
parameters were obtained at pH 7.5 at 20 ° C. Inhibition studies of metal ions involving Cr,
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Cd, Ag. As, Hg, Pb, Ni and Cu at the concentration of 10 mg/L. The activity of M. albus ChE

65 was 56.61% inhibited by Hg?* and the highest recorded compared to the other metals ion

55 arranged in declining order; Cr <Cd = Ni <Cu <Pb <As <Ag. Overall, purified ChE from M.
s albus muscle has proven its ability to be applied as a biosensor that can be used for
B environmental monitoring programs.
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Kewujudan logam-logam berat yang berkepekatan tinggi dalam sungai merosakkan
aktiviti harian serta merosakkan ekosistem akuatik sekeliingnya. Pemantauan yang
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berterusan wajar diteruskan bagi menghalang pelepasan yang berterusan menyebabkan
tahap pencemaran meningkat dari semasa ke semasa. Matlamat kajian ini adalah untuk
menentukan kesensitifan ChE dari otot Monopterus albus ke atas ion-ion logam. ChE telah
ditulenkan dari tisu otot M. albus menggunakan matrik pertukaran ion, DEAE sefaros
dengan perafusan hasil sebanyak 42.16% dengan jumlah gandaan penulenan sebanyak
2.17. PTC dipilih sebagai substrat sintetik spesifik dengan halaju maksimal tertinggi dan
pemalar biomolekul masing-masing pada 145838 + 7533 uM.min.'mg.' dan 0.26 mM,
sementara asai parameter optimum diperoleh pada pH 7.5 pada suhu 20 ° C. Kagjian
perencatan ion logam yang melibatkan Cr, Cd, Ag, As, Hg, Pb, Ni dan Cu berkepekatan
10 mg/L. Aktiviti M. albus ChE telah direncatkan sebanyak 56.61 % oleh Hg?* dan tertinggi

direkodkan berbanding

logam vyang lain disusun dalam furutan menurun;

Cr<Cd=Ni<Cu<Pb<As<Ag. Tuntasnya, ChE yang telah ditulenkan dari otot M. albus telah
membuktikan kemampuannya untuk diaplikasikan sebagai biopenderia yang mampu
digunakan untuk program pemantauan alam sekitar.

Kata kunci: Pencemaran, logam berat, biopenderia, kolinesteres, asai optimum
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1.0 PENGENALAN

Pencemaran sungai adalah fenomena yang tidak
lagi biasa malah semakin meruncing dari hari ke hari.
tambahan, masalah ini  menyumbang kepada
kekurangan sumber air bersin dan berkemungkinan
besar semakin sukar untuk dirawat dan disalurkan
kepada penduduk setempat. Jabatan Alam Sekitar
Malaysia [1] melaporkan bilangan sungai-sungai
tercemar semakin meningkat, malah pada tahun
2016 mencatatkan sebanyak 253 sungai-sungai yang
tercemar melebihi sungai-sungai yang bersih iaitu
sekitfar 224 sahagja. Hal ini demikion apabila
pembangunan industri dari pelbagai sektor yang
meningkat  secara  pesat dan  memdadak
menyumbang kepada pembuangan sisa secara
sengaja atau fidak, mengalir terus ke sumber air
yang berdekatan, sungai dan seterusnya lautan.
Oleh kerana berterusan tidak terkawal, sumber air
tersebut boleh dianggap tercemar kerana
kewujudan bahan-bahan asing yang memberi
impak kepada kemerosotan kudaliti kebersihan dan
keselamatan untuk kegunaan harian. Bahan-bahan
asing seperti sisa-sisa organik dan tidak organik,
xenobiotikk dan logam berat mempengaruhi
perkembangan mikrorganisma yang memerlukan
banyak oksigen untuk proses penguraian, dan
secara tidak sengaja mempengaruhi kemandirian
ekosistem akuatik.

Logam berat secara semulajadinya wujud di
alam sekitar dalam bentuk garam atau sebagai
sebatian komplekas yang mejadikan sumber ion
logam surih untuk digunakan oleh tumbuhan dalam
memberikan mengawal atur sistem biologi. Selain itu,
ion logam mampu berfungsi secara berganda
seperti bertindak  sebagai kofactor  untuk
memudahkan  pembentukan  kompleks enzim-
substrat [2], mengawal atur tindak balas tekanan
oksidatif [3] dan perkembangan emibrio/janin [4].
Secara amnya, logam berat boleh dikategorikan
sebagai toksik apabila kepekatannya berada pada

tahap yang sangat tinggi melebih kepekatan asal
yang hadir dalam sesuatu organisma ferutama pada
bahagian organ-organ penting seperti hati, otak dan
ginjal [5]. lon logam mempunyai kecenderungan
yang tinggi memberi kesan negatif atau foksik ke
atas beberapa akfiviti  biologi melalui  proses
biopengumpulan sama ada termendak di organ
dalaman atau interaksi pada bahan terlarut semasa
proses peredaran darah. Antara contoh keupayaan
unfuk membentuk ikatan pada tapak aktfif atau
tfapak allosterik enzim melalui interaksi asid amino
berkumpulan -OH dan -SH lalu mengubah sifat
asalnya, lalu merencat metabolisasi enzim.

Pelbagai  kaedah  diimplemintasikan  bagi
memelihara kebersihan sungai yang merupakan
sumber air utama. Antaranya, kaedah fizikal yang
melibatkan proses pemendapan, pengapungan,
penjerapan diikuti penapisan dengan menggunakan
rak bar, skrin, penapis bola manik penuh dan
membran. Selain itu, rawatan kimia turut digunakan
melibatkan proses-proses seperti pemendakan kimia,
pembekuan kimia, pengoksidaan kimia dan
pengoksidaan lanjutan. Berbeza dengan kaedah
biologikal di mana mikroorganisma yang berpotensi
akan dieksploitasikan  untuk  mengdegradasikan
bahan toksik atau mengubah sifat bahan tersebut
menjadi tidak toksik, atau kurang berbahaya. Walau
bagaimanapun, dari perspektif berbeza, kaedah-
kaedah tersebut masih lagi mempunyai beberapa
kekangan yang tidak dapat dielak. Tidak dinafikan
kos operasi untuk kaedah rawatan tersebut adalah
sangat tinggi di samping penggunaan kawasan
rawatan yang lebih luas unfuk dilaksanakan.
Tambahan, kerisauan pembentukan metabolit
sekunder yang kemungkinan bersifat toksik, serta
proses remediasi memerlukan jangka masa yang
panjang. Sememangnya kaedah rawatan tersebut
menggunakan teknologi berprestasi tinggi serta
pengendaliannya masih memerlukan tenaga kerja
yang mahir dan berkepakaran finggi [6].
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Secara alternatif, beberapa penyelidik
memperkenalkan kaedah yang lebih murah, pantas
dan mudah dikendalikan iaitu pemantauan alam
sekitar awalan menggunakan biopenderia
berasaskan enzim sebelum pemantauan sekunder;
kromatografi  cecair prestasi  tinggi, plasma
berpasangan indukfif, dan kromatografi gas,
diperlukan. Shukor et al., [7] membukiikan
pengunaan asetilkolinesteres dari  Electrophorus
electricus untuk pemantauan masa nyata terus
pada sungai untuk selang masa yang berlainan dan
terbukti keberkesanannya secara semi kuanfitatif
pada aktiviti enzim tersebut, dan disahkan secara
kuantitatif  menggunakan plasma berpasangan
induktif. Sabullah et al., [6] turut membuktikan
keupayaan asetilkolinesteres dari otak ikan belacak,
Periophtholmodon schlorsseri  dalam memantau
kebersinan beberapa Sungai antaranya Sungai Juru;
Pulau pinang, Sungai Melaka; Melaka, Sungai Kuyuh;
Selangor, dan Air terjun Taman Negeri Johor. Berbeza
dengan Baskaran ef al., [8] menggunakan enzim
protease dari ketumbar, Coriandrum sativum L. serta
membuktikan kesensitifan terhadap ketoksikan zink
dan merkuri. Urease pegun juga mampu mengesan
kehadiran ion logam seperti kadmium, kuprum dan
plumbum [9].

Penggunaan kolinesteres, ChE dianggap sesuai
oleh kerana jenis pengesan yang luas terutamanya
kehadiran ion logam dalam sampel. Terdapat
beberapa kolinesteres dari sumber ikan tempatan
yang telah direkodkan potensinya sebagai
biopenderia contohnya dari ofak ikan patin;
Pangasius pangasius [10], hati ikan siakap; Lates
calcarifer [11] dan otftak ikan puyu; Anabas
testudineus [12]. Walau bagaimanapun, tiada rekod
kolinesteres yang diekstrak dari tisu otot atau daging
ikan untuk kegunaan pengesan biologi. Maka,
dalom kajian ini daging ikan belut sawah,
Monopterus albus dipilih  untuk diekstrak lalu
ditulenkan, seterusnya ditentukan keadaan assai
optium sebelum dinilaikan keupayaannya sebagai
biopenderia alternatif melalui kajian perencatan
terhadap ion logam yang terpilin.

2.0 METODOLOGI
2.1 Penyediaan Specimen

Specimen diperolehi dari pasar basah berdekatan,
dibawa hidup-hidup ke makmal dan diaklimatisasi
selama dua hari sebelum dikorban dengan cara
ditfanam di dalam kumpulan ais (Rajah 1). Hanya
ikan belut yang bebas penyakit atau tiada luka
luaran dipilih. 5 gram daging telah dihiris dan
dihancurkan menggunakan lesung dan antan
kemudian dicampur dengan penimbal nafrium fosfat
pH 7.5, 0.1 M pada nisbah 1:4 [berat/isipadu] diikufi
penghomogenan menggunakan UliraTurax  T25.
Ekstrak diempar pada kelajuan 10,000 x g selama 10
minit pada suhu dingin, 4 ©°C. Supernatan

dikumpulkan untuk disimpan atau diteruskan untuk
proses penulenan.

’________‘,_____.—-——l-'

Rajah 1 M. albus: Panjang 72-75 cm, berat 330 - 350 g

2.2 Penulenan Enzim, Penentuan Aktiviti dan Protein

200 uL supernatan telah dimuatkan ke dalam kolum
yang mengandungi DEAE-Sephadex yang
berdimensi 15 mm dan berketinggian 40 mm.
Langkah pencucian dilaksanakan dengan
memuatkan 5 mL penimbal natrium fosfat 25 mM, pH
7.5 dikuti  proses pengelutan menggunakan
penimbal yang sama fetapi  mengandungi
kepekatan nafriom klorida yang berbeza-beza
dimulai 5 mL kepekatan NaCl pada 0.2 M, seterusnya
0.4 M, 0.6 M, 0.8 M dan 1.0 M. Sefiap titisan dari
langakah pembersihnan dan pengelutan dikumpul
sebanyak 1 mL fraksi dengan kadar pengaliran
dikawal antara 0.25 - 0.3 mL per minit. Setfiap fraksi
fersebut disimpan pada keadaan dingin sebelum
ditentukan akfiviti ChE menggunakan kaedah Ellman
et al. [13]. 200 p L penampan nafrium fosfat [0.1 M,
pH 7.0], 20 L DINB (0.1 mM), dan 10 uL ChE
dimasukkan ke dalom telaga mikroplat dan
dinkubasi selama 15 minit. Kemudian, 20 ulL
asetilfiokolin iodide; ATC [2.5 mM] ditambah pada
campuran dan diinkubasi selama 10 minit. Aktiviti
ChE dinyatakan sebagai jumlah substrat [z M]
dipecahkan oleh ChE per minit [U] dengan pekali
pemupusan 13.6 mM-T.cm' manakala aktiviti tertentu
diberikan sebagai u mole.min''.mg'. Protein atau U.
mg! protein. Penentuan kandungan protein diukur
menggunakan kaedah yang dibangunkan oleh
Bradford, [14]. Bovin serum albumin digunakan
sebagai piawai bagi penentuan kuantiti protein.
Kesemua ujian telah dilakukan keadaan gelap serta
peniga data direkodkan. Fraksi yang menunjukkan
aktiviti enzim ChE yang tinggi akan dikumpulkan dan
dinyahgaram melalui pengemparan menggunakan
VivaSpin.

2.3 Penentuan Keadaan Assai Optimum

Tiga jenis parameter ditentukan icitu spesifik substrat,
pH dan suhu inkubasi. Penentuan spesifik substrat
unfuk M. albus ChE ditentukan dalam penampan
natrium fosfat (0.1 M, pH 7.0), pada suhu bilk
menggunakan substrat sintetik yang berbeza, iaitu
ATC, butitiltiokolin iodida; BTC, dan propioniltiokolin
iodida; PTC, pada kepekatan antara 0.5 hingga 2.5
mM. Keluk Michaelis-Menten telah diplotkan untuk
menentukan halaju aktiviti maksima (Vmax) ChE dan
pemalar biomolekul (Km) menggunakan perisian
GraphPad Prism versi 5. Suhu opfimum ChE
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ditentukan dengan menginkubkan campuran reaksi
dalam suhu yang berbeza antara 15 hingga 50 ° C.
Lebinh dari suhu ujikaji ini, ChE dianggap telah
ternyahasli. Untuk penentuan inkubasi pH yang
sesuai untuk ChE diinkubasikan menggunakan sistem
penampan  berfindih  yang ferdiri  daripada
penampan 0.1 M asetat (pH 3 hingga 5.5),
penampan 0.1 M natrium fosfat (pH 5.5 hingga 8),
dan penampan 0.1 M tris-HCI (pH 7 hingga 10).
Peniga data direkodkan untuk kesemua ujikaiji ini.

2.4 Kesan Logam Berat

Kesan lapan ion logam, iaitu argentum; Ag?*, arsenic;
As>*, cadmium; Cd?*, kromium; Cré¢*, kuprum; Cu?*,
merkuri; Hg?*, dan plumbum; Pb2* ke atas M. albus
ChE telah diuji. Logam-logam ini dipilih kerana
keupayaannya menyebabkan  kesan  negatif
kepada alam sekitar serta kebolehupayaan untuk
bioakumulasi  dalam system biologi. Campuran
findak balas mengandungi 150 pL penampan
natrium fosfat [0.1 M, pH 7.5], 50 uL ion logam
dengan kepekatan akhir 5 mg/L, 20 pL DINB (0.1
mM), dan 10 plL daripada sampel ChE. Campuran
diinkubasi selama 15 minit sebelum 20 uL substrat
dimasukkan ke dalam campuran diikuti oleh 10 minit
inkubasi. Penyerapan dibaca pada akhir masa
inkubasi pada panjang gelombang 405 nm dan
aktiviti ChE diteriemahkan dalam betuk peratusan
perencatan.

2.5 Analisis Statistik

Min  + sisihan piawai (SE) dianalisis dengan
menggunakan GraphPad Prism versi 5.0.
Perbandingan antara dua atfau lebih kumpulan
diukur berdasarkan ujian f-test atau andlisis varians
safu arah (ANOVA) dengan analisis post hoc oleh

ujian Tukey dan P<0.005 dianggap signifikan secara
statistik.

3.0 KEPUTUSAN DAN PERBINCANGAN
3.1 Profil Penulenan

Supernatan yang diperolehi daripada hati M. albus
telah digunakan untuk  proses penulenan
menggunakan tfeknik kromatografi pertukaran ion
dimana DEAE sefaros sebagai ligan pengikat.
Berdasarkan kepada profil penulenan (Rajah 2),
aktiviti ChE pada fraksi ke-6 hingga 16 menunjukkan
ketinggi melebihi 1500 U. Walau bagaimanapun,
bagi mengurangkan kontaminasi protein pada
sampel ChE, fraksi ke-10 hingga 12 digunakan bagi
meneruskan proses seterusnya memandangkan
pengiraan akfiviti  spesifik  yang sangat tinggi
berbanding fraksi yang lain (data tfidak dimasukkan).

Akdiviti ChE (U)
Kepekatan Protein (pg)

=8 Aldiviti Enzim  =—0=—Protein

Rajah 2 Profil penulenan ChE dari hati ikan belut. Bar ralat
mewakili sisihan piawai untuk min bagi peniga data

Berdasarkan kepada Jadual 1, ChE telah berjaya
ditulenkan sebanyak 4.86 kali dengan hasil enzim
sebanyak 30.32% diikuti  aktiviti  spesifik  yang
meningkat kepada 272565.90 U mg'. Enzim yang
terhasil sebanyak ini adalah perbandingan dengan
hasil peratusan dari homogenat mentah. Akfiviti
spesifik  separa  penulenan ditenfukan  dengan
pmol.min-'.mg! protein atau U.mg! protein.

Table 1 Jadual Penulenan pada sefiap peringkat
penulenan diakhiri dengan sampel yang ditulenkan
menggunakan DEAE sefaros

Akdtiviti Gandaan Peratusan
Prosedur Spesifik Penulenan Hasil
[U.mg-T]* [7e]**
Homogenat 5,4 o, i 100
mentah
Supernatan 32440.13 1.28 72.85
DEAE Sefaros 54891.80 2.17 30.71

*Pengiraan berdasarkan kepada jumlah aktiviti ChE dibahagikan
dengan jumlah protein
**Pengiran peratusan perbandingan dengan jumlah aktiviti ChE.

Secara teori, penulenan protein diperlukan dalam
kagjion yang berkaitan dengan penentuan fungsi
biokimia, penentuan jisim molekular, pengecaman
dan pengenalpastian struktur protein sasaran dan
analisis individu bagi medapatkan kajiaan yang jitu
[15].

Dalam kajian ini, penulenan protein diperlukan
untuk meningkatkan kadar kesensitifan ChE ke atas
foksikan dengan menyingkirkan protein asing yang
akan mengganggu tindak balas enzim [11].
Keputusan yang didapati menunjukkan  sasaran
enzim adalah ChE telah terpisah dari ligan dan
dielusi  keluar bersama-sama penimbal  elusi.
Seterusnya, jenis ChE ditentukan berdasarkan
kepada keputusan dari kajian parameter spesifik
substrat.
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3.1 Parameter Enzim
3.1.1 Pemilihan Substrat Spesifik

Profil separa penulenan spesifik substart diperoleh
dengan menggunakan tiga substrat yang berbeza
iaifu ATC, BTC dan PTC dengan julat kepekatan yang
digunakan adalah dari 0.1 mM hingga 2.5 mM.
Berdasarkan kepada Rajah 3, separa penulenan
enzim menunjukan keafinan kepada substrat PTC
secara kasarnya.

120000

90000

60000+

30000

Aktiviti Spesifik (U.mg™)

T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Kepekatan (mM)
-- ATC - BTC —+— PTC

Rajah 3 Keluk akfiviti spesifik ChE unfuk tiga jenis substrat
berbeza; ATC, BTC dan PTC. Setiap nilai adalah purata + SD
untuk tiga replikasi

Parameter kinetik ChE ke atas ATC, BTC dan PTC
ditentukan dengan pengiraan Vmax dan Km. Vmax
adalah ukuran bagi menentukan kelgjuan enzim
dalom bertindak balas dimana Ketinggiannya
mencerminkan ikatan enzim dan kecekapan enzim
bertindak ke atftas substrat. Km yang rendah
menunjukkan affiniti enzim yang finggi ke atas
substart. Jadual 2 menunjukkan hasil Vmax dan Km
yang dijana dengan menggunakan perisian Graphic
Prism.

Jadual 2 Perbandingan Km dan Vmax akfiviti ChE M. albus
antara ATC, BTC dan PTC

Min % Sisihan Piawai

ATC BTC PTC
Vmax 51155 49999 145838
[MM/min/mg] +1078 + 250 +7533

2.10 0.35 0.26

Km [mM] £0.73 £0.02 £0.01

Kecekapan
katalitik 24.36 142.85 560.92
[[Vmax/Km]x103]

Menurut Tecles dan Ceron, [16] enzim ChE
mempunyai kebolehubahan untuk dfiniti substrat
sintefik. Oleh hal demikian, perbandingan kinetik
anfara substrat yang berbeza wajar diloksanakan

bagi pemilihan yang bersesuaian dengan sampel
ChE M. albus. Secara jelasnya, PTC menunjukkan nilai
Kecekapan katalitik yang tertinggi diikuti oleh BTC
dan ATC iaitu masing-masing pada 560.92 x 105,
142.85 x 103 dan 24.36 x 103 Vmax.Km!, dan ini
menunjukkan PTC dipilih sebagi substrat dan terus
digunakan untuk penentuan optimum pH dan suhu
inkubasi. Selain itu, oleh kerana secara katalitiknya
PTC lebih tinggi dari substrat sintetik yang lain, maka
sampel yang ditulenkan mengandungi banyak ChE
jenis  propionilkolinesteres;  PChE, dan  turut
mengandungi sedikit butrilkolinesteres dan
asetilkolinesteres memandangkan kaedah
penulenan yang dijalankan hanyalah sekali dan
perlu digandingkan dengan proses penulenan yang
lain.

3.1.2 Profil Kesan Suhu ke atas Aktiviti ChE

Profil suhu untuk separa penulenan enzim ditentukan
dengan inkubasi secara berasingan pada suhu yang
berbeza bermula dari 15 °C hingga 35 °C (Rajah 4).
Berdasarkan kepada Rajah 3, akfiviti enzim separa
penulenan meningkat pada suhu 20 dan kemudian
menyusut secara mendadak selepas suhu ini. Hal ini
demikian kerana suhu yang tinggi mampu memberi
kesan signifikan pada stuktur konformasi protein
menyebabkan pembentukan kompleks enzim-
substrat tidak akan berlaku. Malah, pada suhu yang
lebih tinggi dikuti masa inkubasi yang terlalu lama
menyebabkan ChE akan ternyahasli dan hilang
fungsi asalnya. Namun begitu, suhu optimum adalah
berbeza mengikut spesis ikan dan organ ikan yang
diuvji. Sebagai contohnya, enzim ChE yang terdapat
pada fisu hati P. javanicus mencapai suhu yang
optimum pada julat 25 — 35 °C [17], dan suhu
optimum bagi enzim ChE yang disepara tulenkan
dari tisu hati A. testudineus ialah pada 40 °C [11].
Suhu optimum bag enzim ChE dari tisu buah
pinggang L. calcarifer adalah 25 °C [18].

0.036 1
T 003
£
£ 0.024 1
g
0.018 1
0.012 . ! . .
15 20 25 30 35
suhu (°C)

Rajah 4 Profil suhu ke atas aktiviti enzim ChE M. albus. Setiap
nilai adalah purata = SD untuk tiga replikasi

3.1.3  Profil Kesan pH ke atas Aktiviti ChE

Aktiviti ChE memaparkan kesan yang pelbagai pada
julat pH yang berbeza. Sistem penimbal sangat
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penting bagi memastikan pH yang opfimum bagi
memaksimakan kecekapan ChE unfuk berfindak
balas dengan substrat. Oleh kerana setiap penimbal
mempunyai kapasiti pH yang berbeza, maka sistem
penimbal bertindih digunakan. Rajah 5 menunjukkan
akfiviti optimum ChE pada pH 7.5 untuk kedua-dua
penimbal frissHCI dan  natrium  fosfat.  Walau
bagaimanapun, penimbal 0.1 M ftris-HCI pH 7.5
digunakan untuk ujian seterusnya.

0.04 -

0.03 -

0.02

OD405nm.min-1

0.01

—e— Asetat ——Sodium Fosfat  —mTris-HCI

Rajah 4 Profil pH ke atas aktiviti enzim ChE M. albus. Sefiap
nilai adalah purata + SD untuk figa replikasi

Pada pH yang rendah, ChE tidak efekfif kerana
kepekatan ion hidrogen mengganggu ikatan ionik
ChE dan memberi kesan kepada perubahan bentuk
enzim. Tambahan, asid amino berimidazola seperti
histidin dan friptofan pada tapak enzim mengalami
protonasi menyebabkan kehilangan sifat mangkin.
Manakala pada pH yang tinggi, imidazola akan
kehilangan proton kerana pembentukan ion
imidazolat di samping kepekatan ion hidroksida
memenuhi permukaan sama ada enzim  dan
substrat. Secara jelasnya pada kedua-dua keadaan
tersebut mengagalkan pembentukan ikatan antara
substrat dan ChE [17, 18].

3.1.4 Ujian Kesan Perencatan lon Logam

Ujikaji kesan perencatan adalah sangat penting
menilai kecekapan atau kepekaan ChE M. albus
terhadap kehadiran ion logam. Terdapat lapan ion
logam berat yang berbeza disediokan pada
kepekatan 10 mg/L diuji ke atas akfiviti ChE (Rajah 5).
Logam - logam berat ini dipilih kerana keperluannya
yang sangat kerap dalam pelbagai industri seperti
pembuatan komponen elektrik dan elektronik,
automatif, kimpalan dan lain-lain, manakala di sektor
pertanian ianya menjadi unsur surih untuk baja
fanaman mahupun racun perosak. Tambahan,
kewujudan ion logam ini di dalam sungai walaupun
berkepekatan yang rendah, ianya mampu
memberikan impak yang negatif kepada organisma
yang terdedah di mana kesan buruknya berlaku dari
peringkat biomolekular, sellular hingga fisiologikal [é].

Maka, kepekatan 10 mg/L ion logam dipilih bagi
penentuan kesensitifan ke atas aktiviti ChE M. albus
serta potensi sebagai biopenderia seperti yang
pernah dilakukan oleh Khalidi et al., [20].

Secara keseluruhan, hampir kesemua ion logam
mampu  memberi  kesan kepada  peratusan
perencatan akftiviti PChE dalam lingkungan antara
32 hingga 55 peratus di mana Hg?" direkodkan
perencatan fertinggi sebanyak 56.61 % diikuti oleh
Cr2t, Cd?*, Niz*, Cu?*, Pb?*, As*, dan Ag?. Hg?
menunjukkan kesan perencatan yang tinggi kerana
keaffinitionnya yang finggi pada kumpulan sulfur
yang ferdapat pada ChE [19]. Keputusan ini
bertepatan dengan kajian yang telah dilakukan oleh
beberapa orang penyelidik bahawa raksa dan
kuprum mempunyai kesan perencatan yang tinggi
kepada aktiviti ChE ikan seperti Pomatoschistus
microps, Puntius javanicus, Anabas tfestudineus, dan
Clarias gariepinus [1, 5, 21].

65 -

55 4

45 4

35 1

Perencatan
Aktiviti (75)

25 A

15

o k3 x 3 o
FSESFSS

lon Logam (10 mg/L)

b 3 b 3
é{\f Q‘Ow

Rajah 5 M. albus diinkubasi secara berasingan dengan
larutan — larutan ion logam yang berbeza berkepekatan 10
mg/L. Data diteriemahkan dalam bentuk peratusan akfiviti
ChE yang telah terencat. Setfiap nilai adalah purata + SD
untuk tiga replikasi

lon-ion logam turut mampu bertindak balas
dengan kumpulan R asid amino. Antara confoh,
Yamauchi et al., [22] memaklumkan interaksi ion
logaom pada asid amino bercas negatif
mengandungi kumpulan karboksil seperti glutamat
dan aspartat yang wujud pada friad pemangkin
kolinesteres justeru mengubah struktur tapak aktifnya.
Selain itu, kumpulan imidazole pada histidin
membekalkan tarikan cation-m yang kuat untuk
berinteraksi dengan kation bernitfrogen pada substrat
atau ion logam bebas. Walau bagaimanapun, unfuk
kgjian ini, hanya kesan tunggal ion logam ke atas
aktiviti M. albus ChE dijalankan. Jika dibandingkan
dengan kajian yang dijalankan oleh Sabullah et al.,
[17] menunjukkan kombinasi berpasangan antara
ion logam yang berbeza mampu memberi kesan
sinergistik kepada akfiviti enzim. Secara logiknya, sisa-
sisa industri  yang mencemari sungai  yang
berdekatan mengandungi ion logam yang
pelbagai. Ini  dibuktikan melalui  kajian  yang
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dijalankan oleh Baskaran et al., [8] ke atas sampel
Kawasan Perindustrian Bukit Tengah, Pulau Pinang
menunjukkan kewujudan beberapa ion logam yang
berkepekatan tinggi seperti Znz* dan Hg?*. Shukor et
al., [7] turut merekodkan ketinggian kepekatan Cu,
Ag dan Hg dalam sampel sungai berdekatan
Kawasan Perindustriaon  Prai. Sabullah et al., [6]
mengekploitasikan  asetilkolinesteres  dari  ikan
belacak, Periopthalmodon schlorsseri untuk
memantau beberapa lokasi di sungai-sungai yang
tercemar di Malaysia menunjukkan kemampuannya
sebagai biopenderia.

Dibandingkan kajian ini, fidak banyak kajian
menggunakan fisu otof ikan. Hayat et al., [11]
sebagai confoh membandingkan dan menilai
kemampuan insang ikan siakap, Lates calcarifer
lebih  sensitif kepada beberapa ion logam
berbanding otot ikan tersebut. Berdasarkan kajian ini
walaupun satu kaedah penulenan dijalankan tetapi

kesensitifan  terhadap  kesemua  ion  logam
berkepekatan 10 mg/L boleh diterima dan
berpotensi untuk menjadi sumber untuk

digembangkan sebagai bahan biopenderia untuk
memantau kebersinan sungai-sungai di Malaysia
serta diaplikasikan alternatif asas rujukan sejajar
dengan kebergantung kepada standard di Malaysia
yang telah diperkenalkan sebagai Index Qualiti Air
bagi mengkelaskan kualiti sungai-sungai di Malaysia.

4.0 KESIMPULAN

ChE yang diekstrak dari daging M. albus telah
berjaya diseparatulenkan dengan menggunakan
DEAE sefaros sebagai matriks melalui pertukaran ion.
Kajian terhadap substrat  spesifik  menunjukkan
bahawa PTC merupakan substrat sintetik yang
sangat spesifik kepada ChE M. albus berdasarkan
pembuktian nisbah kecekapan katalitik yang finggi
berbanding BTC dan ATC. Tambahan, keadaan asai
yang paling optimum telah ditentukan pH dan suhu
inkubasinya iaitu masing-masing pada pH 7.5 dan
20°C. Hasil gabungan parameter tersebut telah diuji
terhadap setiap ion logam yang berbeza
bekepekatan 10 mg/L dan keputusannya posifif
dimana kesemuanya mampu merencat aktiviti enzim
pada peratusan yang berbeza menunjukan
perbezaan dari segi kesensitifannya. ChE M. albus
telah membuktikan kesensitifannya dan untuk
menentukan kecekapan penuh ChE sebagai
biopenderia, kajian lanjutan hendaklah dilaksanakan
dengan proses penulenan penuh serta menguiji lain-
lain xenobiotik yang bersifat foksik.
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