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The use of acetylcholinesterase to detect insecticides such as carbamate and 

organophosphate is well known. However, new sources of AChE are constantly being 

sought since the most crucial preparation of AChE rarely is sensitive to all 

insecticides. At the same time, literature data shows that certain AChEs are sensitive 

to heavy metals and by searching new sources, AChE can be applied for the detection 

of heavy metals as well. In this work, an inhibitive assay for insecticide and heavy 

metals was developed using partially purified fraction of AChE from Osteochilus 

hasselti using Procainamid Sephacryl S-1000 with a purification fold of 8.1 and a 

recovery yield of 55.3% were obtained. The partially purified fraction showed optimal 

activity at pH 7.0 and optimal temperature in the range of 25
o
C to 30

o
C. 

Acetylthiocholine iodide (ATC) was chosen as specific substrate with higher maximal 

activity (Vmax) of 742.43 µmole/min and the lowest Michaelis Constant (Km) at 

0.0086 mM followed by Propionylthiocholine Iodide (PTC) and Butyrylthiocholine 

Iodide (BTC). All of the carbamate groups such as carbaryl, bendiocarb, carbofuran, 

methomyl and propoxur, and several oxonated OPs such as chlorpyrifos, diazinon, 
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malathion and parathion showed significant inhibition more than 50% of AChE 

activity. Partially purified AChE was not inhibited by tricholrfon, dimethoate and 

acephate. ANOVA analysis showed that all of the inhibition seen was significant 

compared to control (p<0.05) in the absence of insecticide. The carbamates; carbaryl, 

and the oxonated OPs; diazinon showed significantly lower IC50s in O. hasselti 

compared to E. electricus while parathion and diazinon showed overlapped IC50s. 

Chromium, copper and mercury inhibited 80%, 61.3% and 35% of AChE activity, 

respectively. The heavy metals exhibited exponential decay type inhibition curves 

with calculated IC50 for copper, and chromium at 0.198 and 0.076 mg l
-1

, respectively. 

The effect of sample matrix in detecting insecticides using tap water, sea water and 

waters from two pristine rivers samples spiked with carbamate showed no significant 

differences amongst each other (p>0.05) indicating no matrix effect. Among all the 

vegetable samples studied, chili shows the presence of insecticide and validated by 

HPLC analysis. Sungai Juru exhibited higher inhibition proved by ICP-OES high with 

amount of chromium and copper while other river samples showed low inhibition 

except for Endau Rompin national water park sample. It can be summarized that O. 

hasselti AChE is a new alternative source as biosensor to detect contaminant because 

the sensitivity of this enzyme is almost similar compare to other commercialize 

AChE. For further studies, it is recommended that full purification should be carried 

out to understand the fundamental differences between this AChE and other AChEs to 

further understand the mechanism of heavy metals and insecticides inhibition. 
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MOHD KHALIZAN BIN SABULLAH 

 

Ogos 2011 

 

 

Pengerusi:  Prof. Madya Mohd. Yunus Bin Abdul Shukor, PhD 

 

Fakulti     : Biotechnologi and Sains Biomolekul 

 

Penggunaan asetilkolinesteres untuk mengesan karbamat dan organofosfat telah 

diketahui ramai. Walaubagaimanapun, sumber AChE terbaru masih dikaji kerana 

penyediaan penting AChE adalah amat jarang sekali dapat mengesan kesemua jenis 

racun serangga. Pada masa yang sama, data literatur menunjukkan AChE tertentu 

adalah sensitif dalam mengesan logam berat dan dengan mencari sumber terbaru, 

AChE juga boleh diaplikasikan sebagai pengesan logam berat. Dalam kajian ini, satu 

asai perencatan untuk racun serangga dan logam berat telah pun dibangunkan 

menggunakan fraksi penulenan separa AChE dari Osteochilus hasselti menggunakan 

Prosainamida Sephacryl S-1000 dengan penulenan sebanyak 8.1 kali ganda dan hasil 

perolehan sebanyak 55.3% telah pun diperoleh. Fraksi separa tulen menunjukkan 

aktiviti AChE adalah optimum pada pH 7 dan suhu optima pada jarak 25
o
C hingga 

30
o
C. Asetiltiokolin Iodida (ATC) telah dipilih sebagai substrat spesifik dengan 

kelajuan maksima tertinggi (Vmax) iaitu 742.43 µmole/min dan pekali Michaelis (Km) 

terendah iaitu 0.0086mM diikuti Propioniltiokolin Iodida (PTC) dan Butiriltiokolin 

Iodida (BTC). Kesemua kumpulan karbamat seperti karbaril, bendiokarb, karbofuran, 
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methomil dan propoxur, dan beberapa organofosfat oxon seperti klorpirifos, diazinon, 

malathion and parathion menunjukkan perencatan ketara melebihi 50% pada aktiviti 

AChE. AChE separa tulen tidak direncatkan oleh triklorfon, dimethoat dan asefat. 

Analisis ANOVA menunjukkan kesemua perencatan adalah ketara berbanding dengan 

kawalan (p<0.05) tanpa kehadiran racun serangga. Karbamat; carbaryl dan OP oxon; 

diazinon menunjukkan IC50 rendah yang ketara dalam O. hasselti  berbanding dengan 

E. electricus manakala parathion dan diazinon menunjukkan pertindihan IC50. 

Kromium, kuprum dan merkuri telah merencat 80%, 61.3% dan 35% aktiviti AChE, 

masing-masing.  Apabila diuji pada kepekatan yang berbeza, logam berat 

menunjukkan lekuk kemerosotan eksponan dengan pengiraan IC50 untuk kuprum dan 

kromium pada 0.198 dan 0.076 mg l
-1

, masing-masing. Kesan sampel matrik untuk 

mengesan racun serangga menggunakan air paip, laut dan sungai tidak tercemar yang 

telah ditambah bersama karbamat menunjukan masing-masing tiada perbezaan ketara 

(p>0.05) yang menunjukan tiada kesan matrik. Daripada kajian sampel sayur-sayuran, 

cili menunjukan kehadiran racun serangga dan dibuktikan melalui analisis HPLC. 

Sungai Juru menunjukkan perencatan tinggi dimana menunjukkan kepekatan yang 

tinggi bagi kromium dan kuprum dibuktikan melalui ICP-OES sementara sampel 

sungai lain menunjukkan perencatan yang rendah kecuali sampel dari Taman Negara 

Endau Rompin. Ini boleh disimpulkan bahawa AChE O. hasselti merupakan alternatif 

terbaru pengesan biologi untuk pencemaran kerana kesensitifan enzim ini hampir 

sama berbanding AChE komersil yang lain. Bagi kajian akan datang, adalah 

disyorkan untuk menjalankan penulenan penuh untuk memahami perbezaan prinsip 

antara AChE ini dan AChE yang lain bagi kefahaman lebih lanjut tentang mekanisma 

perencatan logam berat dan racun serangga. 
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