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Graphical abstract Abstract

In this article, the latest discoveries in the development of biosensors based
on enzyme inhibition are reviewed. Due to their excellent selectivity and
sensitivity, they represent a significant alternative method to conventional
analytical methods; which is a method of analysis that only relies on the
generation of instrumentation data without any preliminary screening.
Basically, biosensors are able to convert biological activity info a
quantifiable signal. These enzyme inhibition-based biosensors have a wide
range of applications in the fields of environmental safety, food safety, and
clinical analysis since toxic substances containing heavy metals and
pesticides are the most effective inhibitors of enzymes. This paper is aimed
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Abstrak

Dalam artikel ini, penemuan terkini dalam pembangunan biopenderia
berdasarkan perencatan enzim diuvlas. Oleh kerana kepilihan dan
kepekaan yang sangat baik, ia mewakili kaedah alternatif penting kepada
kaedah analisis konvensional; iaitu kaedah menganalisis yang hanya
bergantung pada penjanaan data instrumentasi tanpa sebarang saringan
awalan. Secara amnya biopenderia berkemampuan dalam menukar
aktiviti biologi kepada isyarat yang boleh diukur. Biopenderia berasaskan
perencatan enzim ini mempunyai pelbagai aplikasi dalam bidang
keselamatan alam sekitar, keselamatan makanan, dan analisis klinikal
kerana bahan - bahan toksik yang mengandungi logam berat dan racun
perosak adalah perencat enzim yang paling berkesan. Kertas kerja ini
bertujuan untuk meneroka kaedah yang digunakan dan kepekaan
terhadap pelbagai perencat untuk biosensor berdasarkan perencatan
enzim seperti glukosa oksidase, urease, tyrosinase, kolinesterase, dan enzim
lain.

Kata kunci: Biopenderia, perencat berbalik, perencat tidak berbalik, enzim,
plot lineweaver burk
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1.0 PENGENALAN

1.1 Pengaplikasian Biopenderia

Kaedah pemantauan menggunakan biopenderia
menjadi pilihan dalam pelbagai bidang seperti
pertanian, perubatan, industri makanan, sumber air,
dan lain-lain dimana selain fungsinya yang mampu
menjana data dengan cepat, kestabilon dan
kesensitifannya turut dipercayai setanding dengan
kaedah tradisi. Tambahan, frend penggunaan
biopenderia berasaskan perencatan enzim semakin
meningkat kerana kelebihannya sebagai alat analisis
yang mempunyai  akfivii - pemangkin,  yang
menguatkan isyarat dan meningkatkan sensitiviti
biopenderia disamping kepilihan yang finggi terhadap
substrat dimana mampu meminimumkan gangguan
daripada sebatian lain dalam sampel [1]. Sejajar
dengan ciri — ciri tersebut menjadikan biopenderia ini
berjaya digunakan dalam pelbagai aplikasi, fermasuk
pemantauan alam sekitar dan keselamatan makanan
[2, 3].

Pemantauan alam sekitar dan keselamatan
makanan adalah saing berkait rapat antara satu
sama lain. Hal ini demikian kerana dengan memantau
alam sekitar dan mengesan sumber pencemaran
yang berpotensi, pengeluar makanan  boleh
mencegah pencemaran silang produk makanan,
penyakit bawaan makanan dan  memastikan
keselamatan pengguna. Pemantauan alam sekitar
selalunya diperlukan oleh panduan industri, program
pensijlon dan perundangan. Pematuhan terhadap
peraturan ini adalah penting untuk memastikan
keselamatan dan kualiti produk makanan terjamin.

1.2 Prinsip Biosensor Berasaskan Enzim

Biopenderia ialah peranti yang berpotensi unfuk
mengesan kehadiran bahan atau analit tertenfu

dalam sesuafu medium dengan kekhususan dan
kesensitifan yang tinggi. Kebanyakan biosensor
mampu mengukur kepekatan analit dalam larutan
akueus, secara amnya menghasilkan isyarat yang
dianggap berkadar dengan kepekatan analit dalam
julat  pengukurannya. Biopenderia pertama yang
pernah diterbitkan pada tahun 1962 telah dibangun
oleh Clark dan Lyons menggunakan glukosa oksidase
pegun pada amperometrik elektrod oksigen [4]. Sejak
itu, pelbagai penderia berasaskan enzim felah
dibangunkan dan kini digunakan dalom beberapa
bidang, seperti kawalan kualiti dan proses, bioreactor,
pemantauan kebersihan alam sekitar, kebersinan
sumber air dan makanan, pertanian, diagnostik,
perubatan, pengeluaran ubat, ketenteraan, dan lain-
lain. Tindak balas biosensor dicapai dengan sama ada
mengukur melalui penggunaan substrat bersama atau
jumlah  produk yang terhasil. Situasi ini dipanggil
Pemantauan langsung analit seperti yang dilaporkan
dalam penentuan urea [5], kolesterol [6], dan glukosa
[71.

Terdapat  figa komponen penting dalom
penciptaan biopenderia iaitu 1) unsur
biopengecaman yang terhasil daripada findakbalas
antara analit dan bioreseptor yang ferdiri daripada
biomolekul seperti asid nukleik, gula, enzim, antibodi,
dan lain-lain, 2) franduser fiziko-kimia yang menukar
findak balas tenaga, daya atau gelombang kepada
isyarat lain, dimana untuk kes ini kemampuan
menukar tindak balas biologi kepada isyarat boleh
diukur seperti pH, arus, haba, warna dan lain-lain), dan
3) fungsi pengesan yang mengenal pasti isyarat
tersebut. Pembentangan skematik biopenderia enzim
ditunjukkan dalam Rajah 1. Walaupun biopenderia
mempunyai  kelebihan sebagai konfigurasi  yang
ringkas, murah, mudah alih dan dikendalikan serta
mampu beroperasi secara berterusan, kaedah ini
mempunyai beberapa batasan, apabila digunakan
pada pemantauan alam sekitar [8]. Kelemahan
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utama terdiri daripada kepekatan dan kepelbagaian
pencemar alam sekitar yang boleh bertindak sebagai
substrat untuk enzim dan mengehadkan pengesanan
yang tinggi serta kesensitifan yang rendah.
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Rajah 1 Pengoperasian biosensor. Tranduser menjejak isyarat
biopengecaman hasil interaksi bioreseptor dan analit unfuk
menyampaikan output yang boleh dibaca. Paparan
menunjukkan isyarat yang terhasil berkadar ferus dengan
jumlah kehadiran analit yang disasarkan

Sebagai Langkah alternatif, pemantauan tidak
langsung merujuk kepada penilaian bahan atau
perencat yang secara khusus untuk berinteraksi
dengan enzim dan menghalang sifat biokatalitiknya.
Perencat tersebut berinteraksi secara spesifik kepada
enzim lalu membentu kompleks enzim-perencat dan
seterusnya mengganggu tindak balas enzim. Aspek
berfaedah pemantauan tidak langsung ialah
kebanyakan enzm mudah terdedoh kepada
kepekatan perencat yang sangat rendah, sekaligus
meningkatkan sensitiviti biopenderia [9].

Biopenderia enzimatik terdiri daripada enzim, yang
mengecam dan kemudian bertindak balas dengan
analit sasaran menghasilkkan isyarat kimia, seterusnya
fransduser mengubah kepada isyarat fizikal daripada
kimia  itu, dan penguat  elekironik,  yang
mengkondisikan dan kemudian menguatkan isyarat
tersebut. Enzim ialah unsur biopengecaman yang
paling kerap digunakan, manakala biopenderia yang
paling banyak digunakan adalah berdasarkan
fransduksi elekirokimia. Kebiasannya, dua pendekatan
berbeza boleh digunakan dalam pengukuran analit
melalui biosensor enzimatik: (i) analit sasaran ialah
substrat untuk enzim dan hasil tindak balas enzim
diukur; (i) analit sasaran bertindak sebagai perencat
enzim dan penurunan pembentukan produk enzim
diukur dan dikaitkan dengan kepekatan analit
sasaran. Walaubagaimanapun, proses perencatan
boleh berlaku sama ada berbalik, iaitu pengikatan
perencat boleh diterbalikkan dengan mengurangkan
kepekatan perencat, atau tidak dapat dipulihkan, di

mana pengikatan perencat adalah kekal justeru
mengakibatkan perencatan berterusan akfiviti enzim
[7].

Pengaplikasian biopenderia berdasarkan prinsip
perencatan enzim kini telah digunakan untuk
pelbagai jenis analit penting seperti racun perosak
karbamat (CB), organofosforus (OP), organoklorin,
logam berat dan ubatan [5,8-10]. Pemilihan sistem
enzim/analit adalah berdasarkan fakta bahawa analit
toksik ini menghalang fungsi enzim normal. Secara
amnya, pembangunan sistem biopenderiaan ini
bergantung pada pengukuran kuantitatif aktiviti enzim
sebelum dan selepas pendedahan kepada analit
sasaran. Biasanya peratusan perencatan enzim yang
berlaku berkaitan dengan kepekatan perencat (iaitu
analit) dan juga masa pendedahan. Akibatnya,
aktiviti  enzim akan berkadar songsang dengan
peningkatan kepekatan perencat, atau masa
inkubasi. Pengiroan yang biasa dilakukan adalah
berdasarkan formula dibawah:

E, — E
1% = (7)}( 100
Eq
Dimana Eo = akfiviti enzim tanpa perencat; Ei = aktiviti
enzim dengan perencat, and | % = peratusan aktiviti
yang direncatkan oleh bahan toksik/perencat.
Walaubagaimanapun, formula diatas hanya
diutamakan unfuk perencatan tidak boleh balik, di
mana perencat menyahaktitkan enzim secara kekal.
Sebaliknya, dalam perencatan boleh balik, enzim
yang diduduki boleh kembali ke keadaan aktif selepas
perencat berpisah daripada enzim. Ini menunjukkan
formula tersebut tidak boleh digunakan secara
lansung melainkan penggunaan model kinetik untuk
menerangkan kesan perencatan boleh balik pada
akfiviti enzim. Model ini selalunya melibatkan pemalar
kadar untuk pengikatan dan pemisahan perencat
untuk menerangkan secara kuantitatif hubungan
antara aktiviti enzim dan kepekatan perencat.

2.0 KATEGORI PERENCATAN ENZIM
2.1 Perencatan Tidak Berbalik

Perencatan tidak berbalik ialah proses di mana
perencat membentuk ikatan pada tapak aktif enzim
sama ada secara bukan kovalen atau kovalen
seterusnya menghalang proses metabolisasi substrat.
Kebiasaannya, perencatan tidak berbalik perencat
mengambil masa yang sangat lama untuk berpisah
daripada enzim, atau boleh dikatakan
perencatannya adalah kekal. Istilah tidak berbalik
furut  dimaksudkan dengan penguraian kompleks
perencat enzim mengakibatkan pemusnahan enzim,
cth. hidrolisis, pengoksidaan, dll [14]. Siddiqui et al. [15]
telah menyebut perencat jenis tidak berbalik adalah
proses penyahaktifan yang bergantung kepada
masa. Ini dibuktikan oleh Han et al. [16] yang telah
menyiasat keatas peroksidase oleh merkuri dimana
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lima saat pertama adalah fasa perencatan berbalik,
dan inkubasi melebihi dari tfempoh itu merupakan
tidak berbalik.

Walau bagaimanapun, oleh kerana perencatan
boleh balik berlangsung selama beberapa saat
sahaja, adalah sukar untuk menjalankan pengukuran
akfiviti baki dalam selang itu. Oleh itu, perencatan
tidak dapat dipulihkan perlu ditangani dalam kes di
mana  masa inkubasi yang lebih  lama  mesti
digunakan. Sebagai langkah penyelesaian,
pengukuran dijalankan apabila berlakunya model
fenomena resapan yang meramalkan bahawa tahap
peratusan perencatan enzim berdasarkan perafusan
enzim tanpa perencat, sebelum atau selepas
pendedahan kepada perencat, serta perkaitan
secara linear dengan kedua-dua kepekatan perencat
[I] bersama masa separa hayat (t1/2) pengeraman [17,
18].

2.2 Perencatan Berbalik

Perencat hadir dari pelbagai sumber sama ada
racun, dan baja dari aktiviti agrikultur, pelepasan sisa
industri berat dan pembakaran bahan bakar fosil
yang mengandungi logam berat yang tinggi,
Perencatan berbalik ialah proses interaksi antara
perencat dan enzim membentuk ikatan secara bukan
kovalen dan mampu berpisah daripada enzim
dengan sangat mudah. Walau bagaimanapun, tindak
balas enzim mungkin berbeza-beza dengan setiap
vjian kerana beberapa akftiviti enzim hilang selepas
setiap langkah  perencatan-penjanaan  semula.
Biopenderia berasaskan perencatan enzim boleh
berbalik yang ferkini dibangunkan telah dilaporkan
seperti penentuan logam berat [16-18], pengawet
makanan seperti asid koji, asid benzoik dan natrium
azida [22], agen saraf seperti karbamat dan
organofosfat [8, 23], ubat-ubatan seperti relenza dan
moklobemida [24, 25], sebatian fenol [26].
Berdasarkan mekanisme untuk menghalang aktiviti
enzim, atau pembentukan kompleks enzim-substraf,
beberapa perencat boleh diklasifikasikan lagi kepada
tiga jenis iaitu perencat berpersaingan, perencat tak
bersaing, dan perencat tak bersaingan. Untuk tindak
balas bermangkin enzim, kesan perencatan yang
berbeza pada garis kadar kepekatan berbanding
substrat ditunjukkan dalam bentuk plot Lineweaver—
Burk pada Rajah 2. Plot begini menyediakan kaedah
grafik yang sangat berguna untuk menganalisis
persamaan Michaelis-Menten, kerana sukar untuk
menentukan halaju maksimum; Vmax, dan pemalar
biomolekul; Km, dengan tepat ke atas tindak balas
yang dimangkinkan enzim. Vmax ialah kadar tindak
balas maksimum atau haloju tindok balas yang
dimangkinkan secara enzimatik apabila enzim tepu
dengan substratnya. Km ialah kepekatan substrat di
mana halaju tindak balas adalah 50% daripadad Vmax.
Enzim dengan nilai Km yang rendah mempunyai
keafinitian tinggi untuk substratnya, dimana hanya
memerlukan kepekatan substrat yang sedikit unfuk
mencapai Vmax, dan betigulah disebaliknya. Hayat ef
al. [27] mengaplikasikan penggunaan nisbah Vmax dan

Km bagi menentukan beberapa substrat sintetik yang
paling effektif keatas ekstrak enzim kolinesterase dari
Lates calcarifer.

T 1 T 1 1 T T T T 1 T V[S]

Rajah 2 Plot Lineweaver Burk untuk analisis kinetik perencatan
enzim. Garisan merah mewakili akfiviti enzim tanpa perencat.
Garisan ungu, hijau dan biru masing — masing adalah enzim
yang direncatkan secara berpersaingan, tidak bersaing, dan
tidak bersaingan. V. adalah halaju awal manakala [S]
adalah kepekatan substrat

Plot salingan berganda ini dikenali sebagai plot
Lineweaver-Burk dan sering dijumpai dalam literatur
tentang pengiraan  kinetik enzimdan  substrat
menghasilkan produk yang dikesan menggunakan
kromogen tertentu. Sementara fiub yang
mengandungi campuran  substrat  dan  perencat
hanya menhasikan warna biru  cair, manakala
kehadiran perencat yang lebih finggi menyebabkan
tiada warna terhasili menunjukkan enzim telah
direncat sepenuhnya.

3.1 Perencatan Protease

Protease ialah enzim yang memangkinkan profeolisis,
memecahkan protein kepada polipeptida yang lebih
kecil atau asid amino tunggal, dan merangsang
pembentukan produk protein baru. Shukor et al. [28]
antara yang terawal memperkenalkan
pengaplikasian protease iaitu papain; E.C. 3.4.22.2,
sebagai biopenderia ke atas logam berat. Secara
asasnya, ujian protein dilakukan menggunakan kasein
sebagai substrat, serta kebergantung keupayaan
reagen pengikat pewarna Bradford untuk mewarnai
polipeptida dengan berat molekul kurang daripada 2
kDa.

Kasein adalah protfein besar dengan saiz molekul
yang berbeza-beza  dari monomer  hingga
kebeberapa bentuk polimer [26]. Casein diwarnai oleh
reagen pengikat pewarna Bradford yang memberikan
warna biru. Walaubagaimanapun, hasil degradasinya
fidak diwarnai oleh reagen malah larutan kekal
berwarna coklat. Dengan kehadiran logam berat
yang menghalang aktiviti protease, kasein tidak
dapat dicerna dan warna selepas pengeraman akan
kekal biru. Di sinilah  terletaknya  kelebihan
menggunakan  sistem  protease-kasein  pengikat
pewarna Bradford sebagai ujian untuk logam berat.

Papain terdiri daripada 212 protein rantai asid
amino funggal yang mengandungi tujuh residu sistein
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dengan enam daripada residu membentuk tiga
ikatan disulfida manakala baki sistein-25 menyediakan
tapak aktif unfuk kumpulan tiol [29, 30]. Logam berat
seperti argentum dan merkuri telah menunjukkan
kemampuan unfuk mengikat kumpulan sulfhidril [31,
32]. Lai ef al. [31] telah mengkaji untuk meningkatkan
kesensitifan ke atas merkuri dengan menggabungkan
penggunaan papain bersama 2,6-
pyridinedicarboxylic acid yang merupakan ligand
pengkelatan. Bromelin juga mempunyai kesensitifan
ke atas merkuri dan kuprum, dan pengecualian agen
pelindung sulfhidrl dan efilenadiaminetetraasetik
daloam ujian asal meningkatkan sensitiviti kepada
logam berat ke beberapa kali ganda [32]. Baskaran et
al. [33] mengunckan protease mentah daripada
Coriandrum sativum dimana menunjukkan potensi
yang baik untuk pembangunan ujian inhibitif yang
cepat, sensitif dan ekonomi untuk biopemantauan
Hg?" dan Zn?** dalam persekitaran akuatik. Uba et al.
[36] memanfaatkan  penggunaan  metodologi
permukaan tindak balas; RSM, reka bentuk komposit
pusat; CCD, berjaya mengoptimumkan ujian pengikat
pewarna protease ficin untuk merkuri, perak dan
tembaga, menghasilkan penentuan yang lebih sensitif
bagi ion merkuri, argentum dan kuprum dimana had
pengesanan dan ICso yang terhasil adalah lebih baik
daripada nilai yang diperoleh dengan pendekatan
kaedah satu faktor pada satu masa; OFAT.
Penggunaan protease sebagai biopenderia
mempunyai kelebihan sebagai enzim yang paling
tahan lasak dengan julat pH yang luas, kestabilan
suhu tinggi dan kebal terhadap detergen dan
penyahaktifan pelarut [37].

3.2 Perencatan Kolinesteres

Kolinesteres merupakan hidrolase serine  yang
tergolong diantara keluarga esterase/lipase dalom
superfamili a/b-hydrolase, dimana fungsi utamanya
memangkinkan hidrolisis ester berasaskan kolin, iaitu
beberapa daripadanya berfungsi sebagai
neurofransmitter [38, 39]. Kajian keatas enzim ini
sangat berperanan dalam beberapa bidang penting,
seperti neurobiologi, farmakologi dan tfoksikologi.
Kebiasaan vertebrata dan in vertebra, terdapat tiga
enzim, yang biasanya ditakrifkan sebagai
cholinesterases: asefilkolinesterase; AChE,
butirilkolinesterase; BChE, dan propionilkolinesterase;
PChE. BChE dan PChE juga dikenali sebagai
pseudokolinesterase [40]. AChE memainkan peranan
penting dalam sinaps otak  kolinergik  dan
persimpangan neuromuskular. la mengamobil
bahagian dalam penamatan impuls kolinergik melalui
hidrolisis neurotransmitter cholinergik asetilkolin (ACh).
AChE didapati dalom fisu pengalir dan dalam
membran  sel darah  merah. BChE ditemui
terutamanya dalom hati  dan  fungsinya fidak
ditakrifkan dengan jelas [41]. Walaubagaimanapun,
Smith et al. [40] mengulas fungsi BChE yang mampu
nyahtoksik organofosfat dan kokin. la boleh mampu
menghidrolisis ACh pada frekuensi yang berbeza serta
ester kolin lain (butyrylcholine) dan substrat sintetik lain

(butiriltiokoline iodide, propioniltiokolon iodide dan 4-
aminofenil asetat).

Biopenderia berasaskan kolinesterase
kebiasaannya digunakan unfuk mengesan agen saraf
seperti karbamat dan organofosfat. Karbamat dan
organofosfat akan merencatkan separa akfiviti biologi
kolinesterase masing - masing melalui proses
karbamilasi dan fosforilasi pada subtapak kumpulan
serind dan disini  bergantung dengan prinsip
biopenderia yag bergantung kepada pengesanan
fiokolin, pembentukan hydrogen peroksida dan
perubahan pada pH semasa findak balas berlaku
[43]. Logam berat juga mampu dikesan oleh
biopenderia kolinesteres dimana kebarangkalian
perencatan berloku pada tapak aktif atau tapak
allosteric enzim.

Analisis kolorimetrik berdasarkan kaedah Ellman et
al. [42], 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) atau DTNB
dikenali sebagai reagen Ellman dimana sebagai
penanda kehadiran aktiviti kolinesteres. Warna kuning
tersebut terbentuk apabila fiokolin berfungsi untuk
menurunkan DTNB dan membentuk asid 5-thio-2-nitro
benzoik berwarna kuning. Sebaliknya, kolinesteres
yang terencat penuh menunjukkan tiada aktiviti
terhasil, manakala untuk akfiviti enzim yang separa
terencat, hanya warna kuning pucat akan terhasil.
Biosensor amprometrik berasaskan kolinesteres turut
digunakan untuk mengesan kehadiran racun
serangga dan logam dalam sesuatu sampel [45].

3.3 Perencatan Tirosinase

Tirosinase merupakan enzim dari kumpulan oksidase
berperanan dalam mengehadkan kadar untuk
mengawal  penghasian  melanin.  Enzim  yang
mengandungi  kuprum ini  terdapat dalam  fisu
tumbuhan dan  haiwan  yang memangkinkan
penghasilan melanin dan pigmen lain daripada firosin
melalui  pengoksidaan. Dalam beberapa tahun
kebelakangan ini, banyak  biosensor  felah
dibangunkan berdasarkan perencatan akfiviti enzim
tirosinase oleh perencat yang kebanyakkannya
adalah racun perosak [44-48].

Berbanding dengan biopenderia kolinesterase,
selain kemampuannya mengasan kehadiran racun
serangga seperti organofosfat dan karbamat [51],
tyrosinase mampu mengesan  kumpulan  racun
perosak yang lebih luas. Sok dan Fragoso, [52]
membuktikan kesensitifan tyrosinase keatas racun
herba bernama glifosat berdasarkan analisis keatas
tindak balas amprometrik. Campanella et al. [53] juga
menguji  keatas racun herba  triazink  and
benzotriazinik. Haddaoui  and Raoudfi, [47]
menunjukkan kebolehan firosinase yang dijerapkan
pada elekirod cetakan skrin gandingan karbon yang
distrukturkan secara elektrokimia oleh nanopartikel
InO, dimana kemampuan mengesan racun herba
klortoluron pada tahap sebahagian per billion; ppb.

Dari perspektif berbeza, firosinase juga mampu
mengesan kehadiran pencemaran fluoride didalam
air menggunakan findak balas amperometrik keatas
kesan perencatan enzim tersebut [54]. Tambahan,
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pencemaran sebatian fenol turut dapat dikesan
menggunakan  kaedah Tirosinase pegun pada
grafin/nanozarah/kitosan emas pada jarak kepekatan
dari 0.05 sehingga 15 uM. Kelemahan enzim ini adalah
secara semula jadi tidak  stabil  disamping
memendekkan jangka hayat dan kebolehgunaannya
[55]. Walaubagaimanapun,  tfirosinase  mampu
bertahan pada suhu tinggi dan pelarut organik yang
digunakan untuk melarutkan racun perosak [54,55].

3.4 Perencatan Urease

Ureases merupakan enzim kebergantungan nikel
dimana secara fungsional tergolong dalam superfamili
amidohidrolase dan fosfotriesterases iaitu enzim yang
memangkinkan hidrolisis urea, iaitu sisa nitrogen utama
hasil tindakan biologi lalu membentuk ammonia dan
karbon dioksida. Enzim ini terdapat banyak dalam
bakteria, kulat, alga, tumbuhan, dan beberapa
invertebrate. Beberapa biopenderia dengan pelbagai
jenis transduser yang berbeza telah dilaporkan
berdasarkan  perencatan  aktiviti  enzim  urease
terutaomanya dalam mengesan kehadiran perencat
logam berat seperti kuprum, kadmium, kromium,
plumbum, dan merkuri. Kaur et al. [58] telah
membezakan penggunaan  biopenderia  urease
secara  kolorimetrik  dan  potfentiometric  bagi
mengesan kehadiran Pb2* dalam susu. Kaedah ini ini
sangat berkesan dari segi tindak balas yang lebih
pantas, had pengesanan yang rendah, dan boleh
dijona semula dengan mudah. Model kinetik
perencatan tidak berbalk bagi ion merkuri dan
plumbum pada biopenderia urease secara
amperometri telah dicadangkan oleh Do dan Lin, [59]
dimana kepekatan masing - masing mampu
ditentukan sehingga 0.45 ppm dan 8.67 ppm. Rigo et
al. [60] memperkenalkan biopenderia nano julur;
cantilever nanobiosensors, yang mampu menentukan
kehadiran ion logam yang lebih banyak seperti P2+,
Ni2t, Cd?, 1In?*, Co% dan AP, disamping
kebolehbalikan berfungsi dengan enzim urease
kepada tiga kali kitaran pendedahan kepada larutan
Pb2*, Urease sol-gel-pegun menggunakan
pendekatan konduktometrik biopenderia pernah
digunakan dalam menentukan kehadiran logam
berat dimana kesensitifan disusun secara menurun
seperti berikut; Hg?* > Cu2 > Cd?* > Pb2* [61].

3.5 Perencatan Alkalina Fosfatase

Alkalina fosfatase; ALP, merupakan enzim yang
terdapat terutamanya dalam hati, tulang, usus, dan
buah pinggang berfungsi untuk memangkinkan ftindak
balas hidrolisis ester fosfatase. Enzim ini paling kerap
diuji untuk diagnosis apabila terdapat tanda-tanda
kemungkinan masalah hati, seperti loya dan muntah,
jaundis, sakit perut, atau penurunan berat badan
yang tidok dapat dielaskan. Selain itu, ianya juga
digunakan untuk menentukan keberkesanan
pempasteuran pada produk tenusu seperti susu dan
keju. Pembangunan biosensor yang mengeksploitasi
perencatan ALP untuk menentukan kepekatan

bahan-bahan toksik seperti racun dalam sesuatu
medium.

Shyuan et al. [62] membangunkan biopenderia
elekfrokimia berasaskan pemegunan alkaline
fosfatase dengan  sol-gel/kitosan  disalut  pada
permukaan elektrod bercetak skrin, dan kaedah ini
berjaya mengesan kehadiran pestisid asid  2,4-
diklorofenoksiasetik sehingga 80 ppm. Kaedah
pengesanan secara fluorimetri keatas racun karbamat
turut diperkenalkan oleh Besombes et al. [63] dimana
had pengesanan sehingga 2 uM. Kaedah yang sama
turut digunakan oleh Garcia Sdnchez et al. [64]
dengan pengesanan bahan toksik yang lebih luas
dan pelbagai seperti racun organofosfatf, organoklorin
dan karbamat, logam berat seperti plumbum, dan
sianida. Permerhatian adalah berdasarkan
perencatan aktiviti ALP pegun yang berkadar terus
dengan kepekatan perencat. Perencatan akfiviti ALP
pegun pada permukaan elektrod pes serbuk
nanokarbon telah dieksploitasi untuk penentuan
kehadiran karbofuran dalom air dan cili melalui
pengesanan secara tindak balas amperometrik [65].

Gianvittorio et al [66] membangunkan
biopenderia ALP hasil fabrikasi permukaan elektrod
kaca bergelos; GCE, dengan campuran nanotiub
karbon  berbilang dinding; Multi-Walled-Carbon-
Nanotubes; MWCNTs, dan grafin  oksida yang
diturunkan secara elekirokimia; Electrochemically-
Reduced-Grapene-Oxide; ERGO, diikuti
mempegunkan enzim dengan menghubungkan
silangkan albumin serum bovin dan glutaraldehid. 2-
fosfo-L-askorbik sebagai substrat enzimatik manakala
biopenderia tersebut diuji pada racun herba 2,4-D,
malation,  parathion, dan  metil-paration  dari
kepekatan 0.02-14 nM. Keputusan menunjukkan
kesensitifan biopenderia berasaskan perencatan ALP
adalah tinggi sehingga nilai had pengesanan adalah
pada saiz unit pM. Berbeza dengan Dong et al. [[67]]
menggunakan kaedah penderia pendaflour dimana
perencatan ALP oleh kepekatan klorpirifos berkadar
songsang dengan keamatan pendaflor yang terhasil
daripada pembentukkan 3-(1,2-dihidrosietil)furo[3,4-
b]quinoxalin-1(3H)-one (DFQ) hasil findakbalas substrat
asid askorbik dengan o-fenilendiamin. Kesensitifan
biopenderiac pada racun klorpirifos agak finggi
standing dengan biopenderia
ALP/MWCNTs/ERGOGCE.

3.6 Perencatan Lakase

Lakase ialah enzim oksidase yang mengandungi
kuprum yang terdapat dalam banyak
mikroorganisma, tumbuhan, dan kulat. Kebiasaan
penggunan enzim ini dalam menentukan kehadiran
sebatian fenolik. Walaubagaimanapun,
penggunaannya sebagai biopenderia racun telah
dikenal paosti. Zapp et al. [68] membangunkan
biosensor menggunakan lakase untuk pengesanan
sebataian  karbamat icitu  metomil. Lakase dari
Aspergillus oryzae dipegunkan pada nanopartikel
platinum yang fersebar dalam 1-butil-3-
methylimidazolium tetrafluoroborate sebagai cecair
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ionik. Enzim ini diuji pada lobak dan tomato yang
masing — masing mengandungi 0.251 dan 0.055 mg.L"!

metomil. Kesensitifan turut diverifikasikan
menggunakan HPLC dengan ralat relafive yang
sangat kecil.

Oliveira et al., [69] menbangunkan biopenderia
berasaskan elekirod tampalan karbon nanotubes
berbilang dinding yang diubah suai dengan lakase
dari Trametes versicolor untuk mengesan dan

penenfuan  kuanfiti  racun perosak  pirimicarb.
Kesensitifan enzim ini dikenal pasti pada jarak
9.90x107 to 1.15%x10% mol.Ll"!, dengan had

pengesanan pada 1.8x10~7 mol.L™" iaitu 0.04 mg.kg™!
keatas beras asas sayur segar. Dicarzol merupakan
perencat AChE turut diuji dengan menggunakan
lakase/AUNPs/AUE pegun. Biopenderia yang
dibangunkan telah berjaya digunakan  untuk
penentuan agen saraf tersebut dalom mangga dan
anggur. Had pengesanan yang dicapai ialah 9.5 x
108 £ 95 x 10710 M (0.02 £ 2.6 x 10 mg/kg
berdasarkan berat buah segar) [70].

4.0 FAKTOR - FAKTOR YANG MEMPENGARUHI
KESENSITIFAN BIOPENDERIA

Salah satu  foktor kritikal  yong mengehadkan
kesensitifan biopenderia ialah hubungan atau interaksi
bioreseptor keatas analit [71]. Ini merujuk kepada
tahap pengikatan analit kepada bioreseptor, yang
boleh menjejaskan kestabilan biopenderia. Selain itu,
faktor lain yang fterlibat ialah had pengesanan
dipengaruhi oleh anjakan fasa terkecil yang boleh
dikesan [72]. Ini bermakna biosensor mesti mampu
mengesan  walaupun  perubahan  kecil  dalam
kepekatan analit untuk dianggap sensitif. Tambahan
pula, transduser yang digunakan dalam biopenderia

juga merupakan faktor pengehad dalam
keberkesanannya. Pembangunan sistem
mikroelektromekanikal kepekaan finggi telah
meningkatkan  kesensitifan  biopenderia  dengan

ketara. Walaubagaimanapun, kesensitifan transduser,
ditambah dengan interaksi dan pertalian bioreseptor,

akhirnya menentukan kepekaan keseluruhan
biosensor.
Faktor  luaran  furut menyebabkan  fungsi

bioreseptor seperti enzm yang memberi kesan
kepada kurangnya kesensitifan biopenderia.
Antaranya ialah  suhu yang terlalu  rendah
menyebabkan kegagalan pembentukan kompleks
enzim-substrat  manakala  suhu  terlalu  tinggi
menyebabkan  perubahan  struktur  enzim  lalu
terdegradasi. pH turut memberikan kesan kepada
fungsi optimum biopenderia dimana menyediakan
keadaan yang baik bagi pembetukan kompleks
enzim-susbstrat lalu menghasilkan produk. Perubahan
pH boleh mengubah cas dan bentuk enzim,
mengagalkan penghasilan produk. Kesan yang sama
turut terjadi pada pendedahan kepada cahaya
boleh menyebabkan enzim kehilangan akfivitinya
kerana kerosakan fotokimia yang boleh berlaku

dalam molekul enzim. Begitu juga dengan oksigen
atmosfera yang boleh bertindak balas dengan enzim
unfuk membentuk spesies oksigen reaktif (ROS), yang
memberi kesan kerosakan oksidatif kepada struktur
enzim [73, 74]. Jadi, memahami kewujudan faktor-
faktor tersebut membolehkan penyelidik atau
penguna biopenderia untuk lebih berhati — hati dalam
pengendalian supaya jangka hayat peranfi yang
digunakan akan bertahan lebih lama.

Tidak dinafikan penggunaan enzim pegun
memberikan impak positif  kepada  fungsi  enzim
sebagai biopenderia. Penggunaan enzim pegun
seperti dalam filem sol-gel, silika atau kalsium alginat
berperanan  penting untuk  memastikan  dan
meningkatkan meningkatkan kestabilan,
meningkatkan sensitiviti, mengurangkan gangguan,
meningkatkan kebolehgunaan semula dan
memudahkan pengesanan disamping jangka hayat
yang lebih panjang. Faedah ini menjadikan imobilisasi
enzim sebagai teknik yang berharga unfuk
meningkatkan  prestasi  dan  kebolehpercayaan
biopenderia dalam pelbagai aplikasi, termasuk
pemantauan alam sekitar dan keselamatan makanan
[75].

5.0 KESIMPULAN

Biopenderia telah dilaporkan bagi mengesan
kehadiran racun perosak dan bahan kimia industri
yang biasa digunakan berpotensi untuk mencemari
sumber air dan makanan yang terdedah. Dalam
sesetengah kes terdapat keperluan unfuk
penambahbaikan dari segi kesensitifan dan jangka
hayat kerana teknik konvensional boleh mengatasi
prestasi biopenderia dalam aspek ini pada masa ini.
Sebilangan besar aplikasi biopenderia untuk analisis
dan biopemantauan alam sekitar masih belum lagi
memberi kesan komersial yang ketara.
Walaubagaimanapun,  fungsinya jelas  sebagai
longkah awalan bagi menentukan fakat cemar
sesuatu kawasan. Contohnya, saringan awal unfuk
pemantauan alam  sekitar, biopenderia akan
digunakan untuk situasi di mana sebatian pencemar
diketahui, atau telah dikenal pasti, tetapi data yang
dijana adalah lebih laju dan mampu dktentukan
tahap cemar pada jangka masa yang singkat.
Seterusnya saringan sekunder menggunakan teknik
analisis konvensional seperti kromatografi gas dan
kromatografi cecair tekanan tinggi mempunyai
kelebihnan kerana dapat mengenalpasti  dan
mengkuantifikasikan bahan cemar. Pemantauan
berterusan kompaun kemudiannya boleh dilakukan
dengan murah dan boleh dipercayai. Aplikasi yang
sesuai adalah untuk memantau aktiviti pertanian dan
efluen kilang yang produk buangannya telah
dikenalpasti. Pelepasan melebihi had undang-undang
kemudiannya boleh dikesan pada asas masa nyata.
Dengan kepelbagaian sumber biopenderia yang
telah dibincangkan, kaedah ini boleh dikembangkan
menggunakan sumber - sumber tempatan serta
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menyumbang ke arah kemajuan memantau operasi
pembersinan selepas tumpahan bahan kimia tertentu
yang mencemari alam sekitar. Sejgjar itu, perlu
difahami kesensitifan biopenderia dihadkan oleh
beberapa faktor, termasuk pertalian bioreseptor, had
pengesanan dan kepekaan ftransduser. Selain itu,
fungsi bioreseptor akan berubah sekiranya terdapat
tekanan luaran seperti pH, suhu, cahaya dan oksigen
atmosfera. Memahami faktor-faktor ini adalah penting
dalam membangunkan biosensor dengan kepekaan
dan ketepatan yang lebih besar untuk pelbagai
aplikasi dalam penyelidikan saintifik. Adalah jelas

bahawa  bidang pemantauan alam  sekitar
menunjukkan beberapa peluang khusus dimana
biopenderia boleh dieksploitasi secara
menguntungkan.
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