
1Lf5616 

4000005660 

PENGASINGAN DAN AKTIVITI PERENCAl ISOCITRATE LYASE 
(JCL) EKSTRAK KASAR AKTINOMISET TERHADAP 

MYCOBACTERIUM HADIAH J _ 

TAY CHIEW HONG 

TESIS INI DIKEMUKAKAN UNTUK MEMENUHI 
SEBAHAGlAN DARIP ADA SY ARA T MEMPEROLEHI IJAZAH 

SARJANA MUDA SAINS DENGAN KEPUJIAN 

PROGRAM BIOTEKNOLOGI 
SEKOLAH SAINS DAN TEKNOLOGI 

UNIVERSITI MALAYSIA SABAI-I 

2004 

PERPUSTAKAAN UMS 

II III II~I II I I III IIIII II I~ IIIII II III I IIIIIIIIII IIII II III III 
1400005660 

1 

UMS 
UNIVERSITI MAlJ\YSIA SABAH 



PUMS99:1 
UNIVERSlTI MALAYSIA SABAH 

' . BORANG PENGESAHAN STATUS TESIS@ 

/!"<f- .I·/'-""':~·"'> O~A(.f,A. f:::r.t'J''''''1 Ijazah: ___ - __________ ~_\ __ · ______________________________________________ _ 

.;J{)O 1/0.::1 
SF .... <;( PENGAJlAN: _____ _ 

-I' It-v /.., H [ &W Ifo f'{ .:r Saya ____ ~I~ ______________________________________________________ __ 

I (HURUF BESAR) 
mcngil~"U mcmbeoarkan rcsis (LPSlSarjanalDolctor Falsafah)· ini.d.i5impan di Perpusta1.:aan Universiti 

I Malaysia Sabah deng'flQ syarat-syarat kegunaan scperti beril.-ut 

II. Tests adalah ha~lik U~vecsi~i Mala~i.a Sabah. 
2. Perpustakaan Universiti Malaysia Sabah dibcnman membuat satinan untuk tujuan pengajian sabaja. 
3. Pcrpustakaao dibcnarl.:ao. membuat salina.n tcsis ini sebagai balun pcrtukaran antal'll institusi pengajian 

tinggi . 

4. "Sila tandalcan ( / ) 

o SULIT 

o TERHAD 

[Z] TIDAK TERHAD 

{t'~;;f . 
(TAND/\. T/\.NGAN PENULTS) 

~ ;14' ~/"""''''''' .e,-/.d t 1(' I A I am.'l. t l C tap :--=--:---'-______ -:-__ _ 
• y.;n (>t. f' .I-"r.- ,'J 't /'1. ::,' 

.~ 

Tarikh: 1:1/,], t4 . ----~------------------

CAT A T Al'i: .. Potong yang tidak bcd:cnun . 

(Mcogmdungi makLurnat yang berdaIjah keselarnatan atau 

Icepcoti!lgan Malaysia seperti yang termaktub di dalam 
AKTA:RAUSIA RASMI 1972) 

(Mcngandungi mak:lumat TERHAO yang tcbh ditentukao 
oLch organisasilbad.an di mana penyclidikan dijalankan) 

Disahkan eleh 

(TANDATANGAN PUSTAKAWA~1 

?Nl 0". m (.4'( Ct-.c re.f 

Nama Penyc1ia 

Tarikh: __ l_.;t!..,./:>...:.,' I_D_t ____ _ 

•• Iih Icsis ini SUUT atau TERHAD, Silll lampirbn SlJral daripada pihak bcfkua.wo(ganis~i 
hcrlc:cnUf' dcng31l menyatllkin se\caJi sebab dan tcmpoh Icsis ini perlu dilcelaskan scbagai SULIT 
dan TERHAD. 

@ Tesis dimaksudkan scbagai tcsis bagi Ija7~h Doktor Falsa!'<lh dan Sarjana sc:cara penyelidil:an, a!3U 

discrtasi ba~ pcnCJjian scc:ara Iccrja \cursus dan pa1yclidikul. alau Laporan Projck SlIjana Muda 
(LPSM). 

<UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



ii 

PENGAKLJAN 

Saya akui katya ini adalah hasil kelja sendiri kecuali nukilan dan ringkasan di mana 

tiap-tiap satunya telah dijelaskan sumbemya. 

13 Februari 2004 

TAY CHlEW HONG 
HS2001-1313 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



111 

DIPERAKUKAN OLEH 

Tandatangan 

1. PENYELlA 

(PROF. DR. HO COY CHOKE) 

2. PEMERlKSA 1 

(PROF DR. PERUMAL RAMASAMY ) 

3. PEMERIKSA 2 

( DR. CHARLES S. V AlRAPP AN ) 

4. DEKAN 

(PROF. MADY A DR. AMRAN AHMED) 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



iv 

PENGHARGAAN 

Terlebih dahulu, saya ingin mengambil kesempatall ini lmtuk mengucapkan terima 

kasih kepada SekoJab Sains Dan TeknoJogi, U11iversiti Malaysia Sabah yang telab 

menyediakan pelbagai kemudahan peralatan dan peluang kepada saya untuk 

menyiapkan projek tahun akhir ini dengan jayanya. 

Saya juga ingin mengucapkan setinggi-tinggi penghargaan kepada penyelia 

projek saya, Prof. Dr. Ho Coy Choke yang telah banyak berkorban masa, tunjuk ajar 

dan nasihat kepada saya untuk menjayakan projek ini. 

Tidak lupa juga nbllliI1 teriIna kasih kepada Cik puah, Cik Hew, Encik Foo 

Encik Simon dan Encik Chong. Mereka banyak memberi batuan dan nasibat kepada 

saya sepanjang projek ini. Saya ingin mengatakan terima kasih sekali lagi kepada Cik 

Hew kerana banyak mengorbankanmasa lmtuk memberi tunjuk ajar kepada saya. Di 

samping im, saya juga amat meI1ghargai dan sokongan moral yang telah ruben oJeh 

rakan-rakan sepeljuangan sepanjang projek dijalal1kan, khasnya Ng Li Wei, Lau Hui 

Chong, Phang Chee Y ong, Yeoh Chin Keong dan Yeoh Seok Har. 

Segala keljasama dan bantuan kalian amatlah saya hargai. Semoga semua 

piha!< serttiasa bercida dalam keadaan sihat belaka. Sekian, terima kasih. 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



v 

ABSTRAK 

Fokus kajiim ini adalah untuk l'nengkaji kebolehan strain H8602 dalfun aktiviti 

perencatan terhadap isocit:rate lyase (ICL) daripada Mycobacterium tuberculosis. 

Bakteria H8602 disahkan sebagai aktinomiset melalui pewarnaan gram. Media 

oatmeal digunakan utuk pertumbuhan strain H8602 untuk tujuan penulenan 

aktinomiset. Aktinomiset yang dipetlcilkan ditwnbuhkan di medium mannitol-pepton 

secaI'a aerobik untuk meI1ghasilKan metabolit seklillder yang kemudian dieksfrak 

dengan penan1bahan asetoll. Ujian penyaringan perencat ICL dilakukan dengan 

menggunakan M. smegmatis jenis liar dan transfonnant i'Jic/ M smegmatis yang 

telah ditransfortnaikan dengan gen iel M. luberculosis. Didapati eksfrak ini toksik 

terhadap M. smegma tis kerana terdapat zon perencatan pada kedua-dua piring asetat 

dan glukosa. Ekstrak ini disejatkan dan dikering-beku untuk mendapat hasil dalam 

bentuk serbuk yang berwarna ktming. Serbuk ekstrak ini dilarutkan dalam air suling 

lUltuk menjalankan kromatografi lapisan nipis. Pemisahan komponen dalam ekstrak 

in.i dicapai dengan menggunakan sistem pelarut metanol-air dengan nisbah 99: 1. Dua 

spot didapat. KOmp0fien-komponen dalam ekstrak dianalisiskan dengan HPLC 

dengan jarak gelombang yang berbeza dan masa yang tmtentu. Didapati sistem 

pelamt metanol-air dengan nisbah 20:80 membeti pemisahan yang terbaik. Lapan 

puncak didapatkan tennasuk pl.mcak pelarut organik. Hasil daripada HPLC dengan 

retention time (tR) yang berlainan dik'Utip dan digunakan dalam penyaringan terhadap 

perencar ICL. Terdapat zan perencatan dala.m kedua-dua piring asetat dan glukosa. lni 

1i1eiluIijukkart ekstrak H8602 adaIah toksik terhadap M. smegmatis. 
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ISOLATION AND ACTIVITY OF INHIBITORS ISOCITRATE LYASE (ICL) 

CRUDE EXTRACT ACTINOMYCETE AGAINST MYCOBACTERIUM 

ABSTRACT 

The focus of this study was to find out the potential of strain actinomycetes H8602 in 

inhibitory activity against isocitrate lyase (lCL) from Mycobacterium tuberculosis. 

H8602 was identified as an actinomycete by gram staining. The bacteria were grown 

on oatmeal agar by preparing the media with pH 7.2 for 3 days. The isolated 

actinomycetes were growD in mannitol-peptone medium aerobicalJy to produce 

second metabolite. The second metabolite then extracted by acetone. Screening of 

inhibitors ICL was done by using wildtype M. smegmalis and transformant LJic! M. 

smegma tis which transformed with plasmid inserted normal icZ gene from M. 

tuberculosis. Glucose and acetate as the carbon sources in screening of ICL. The 

results show that the compounds in the extract toxic to M smegma/is. Then, the 

extracts was evaporated at 56° C and freeze-dJied to produce extract in yellow powder 

form. Then the powder was dissolved in distilled water for the purpose of running thin 

layer chromatography with silica gel plate. Best separation of the compounds in 

extract H8602 was obtained with solvent system methanol-water with ratio 99: 1 . Two 

spot was obtained. Screening was repeated to ensure the inhibition activity. HPLC 

was used to separate and analysis the compotmds in the extract second metabolite 

H8602 by different wavelength (A) and time. The solvents system, which was used in 

the HPLC analysis, depends on the system used in thin layer chromatography. The 

best peaks I get found in solvent system methanol-water 20: 80 detected by 220A. 

There are 8 peaks with different retention time (tR) were obtained include the solvent 

peak. Screening was repeated to test the every compoWld with different tR- Inhibition 

zone was found in acetate and glucose petri dish, which the fl"action was collected 

from the peaks between at 4 minutes. It is toxic to M smegmatis. Further test and 

conformation should be carried out to confirm the potential of this extract in 

inhibitory activity against leL. 
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BAB1 

PENDAHULUAN 

1.1 PENGENALAN 

Tuberculosis (rB) adalah sejenis penyakit yang sangat penting dalam sejarah masyarakat 

manusia. Tuberculosis dianggap sabagai satu bimbangan kesihatan yang serius di seluruh 

dunia dengan lebih daripada satu pertiga penduduk dari seluruh dunia telah dijangkiti 

oleh Mycobacterium tuberculosis secara pendam (Zahrt dan Deretic, 2001). Kira-kira 

20,000 kes tuberculosis dilaporkan di United Slate setiap tahun (Madigan et al. 2000). Di 

seluruh dunia, tuberculosis masih dilaporkan hampir 3 million kes kematian setiap tahlm 

iaitu kira-kira 5% daripada kematian keseluruhan. Tuberkulosis merupakan pembunuh 

pertama di Malaysia pada awal abad ke-14 dan ke-15 . Pada tabun 1961, program kawalan 

tuberculosis negara telah dijalankan di Malaysia. Dengan adanya rancangan aktiviti 

tuberculosis yang berkesan seperti penvaksinan BeG serta rawatan yang SeslllU, 

kedudukan tuberculosis sebagai pembunuh pertama telah digantikan. 

Tuberculosis boleb disebarkan daripada satu individu kepada individu yang lain 

melalui udara. Mycobacterium tuberculoSis yang menyebabkan tuberculosis mempakan 

sejenis asid-fast bakteria yang berbentuk rod dan aerobik. Struktur dinding sel jenis 

bakteria ini adalah berbeza dengan bakteria lain. Bakteria ini boleb menyerang mana-
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mana bahagian badan manusia terutamanya pepatu. Bakteria ini boleh menjakiti kita 

secara ak1:if atau terpendarnllaten. Pesakit yang dijangkiti secara aktif boleh dirawat tetapi 

orang yang dijangkiti secara laten boleh mangambil ubat untuk mengelakkan menjadi 

pesakit yang sebenar. OIeh sebab risiko pengaktifan semula TB semasa hayat adaIah 

15%, kira-kira 50-200 juta daripada pesakit yang dijangkiti secara terpendam akhirnya 

akan berkembang menjadi pesakit TB yang sebenar (Bloom dan McKirmey, 1999) 

Barn-barn ini, isocitrate lyase (lCL) atau threo-ds-isocitrate-glyoxylate-Iyase, 

sejenis enzim dalam kitaran glyoxylate, telah ditunjukkan bahawa ianya diperlukan oleh 

Mycobacterium tuberculosis untuk hidup dalam macrophages in vitro dan semasa 

jangkitan berterusan in vivo, melibatkan pengantara metabolisme ketika masa 

kependaman (Zahrt dan Deretic, 2001). lCL berfungsi untuk menukarkan isocitrate 

kepada suksinat dan glyoxylate dan penting dalam metabolisme asid lemak. leL 

membolehkan jaringan karbon didapatkatl dengan pesongan acetyl-CoA daripada ~-

pengoksidaan asid Iemak ke dalam laluan glyoxylate (Sharma, 2000). la berpotensi 

sebagai satu ubat terhadap penyakit tuberculosis. Menurut kajian, laIuan glyoxylate tidak 

akan berfungsi dengan sempurna jika ekstrak daripada metabolit sekunder aktinomiset 

dapat menyaringkan aktiviti ICL. Yang berikutnya, ia boleh mengurangkan penerusan 

dan virulen bakteria tanpa mempengaruhi pertumbuhan bakteria itu (McKinney, 2000). 

lni akan menyebabkan Mycobacterium tuberculosis tidak dapat hidup dan satu ubat barn 

boleh dikembang dengan berkesan. 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



3 

1.2 OBJEKTIF 

Objektif utama projek ini adalah Wltuk menentukan identiti strain bakteria H8602 dan 

mengkaji potensinya dalam menjadi perencat isocitrate lyase yang berkemungkinan 

menjadi harapan dalam menerokai ubat antituberkulosis. Seterusnya, perencat bactelia 

terhadap ICL ini akan dikaji sifat-sifat aktiviti kimia dan biologinya. 

K~jian morfologi strain bacteria H8602 adalah bertujuan untuk pengelasan 

bakteria. Pengelasan bakteria boleh dilakukan dengan dengan pewarnaan gram. Jenis 

bacteria ini menunjukkan warna yang berlainan melalui pewarnaan gram. Bakteria gram 

positif menWljukkan warna biru-keWlguan dan bacteria gram negatif menunjukkan wama 

merah di bawah mikroskop. 

Selepas menentukan identity bacteria ini, koloni bacteria ini dipencilkan dan 

ditulenkan dan seterusnya difermentasikan secara aerobik. Kemudian, metabolit sekunder 

akan diekstrakkan. lui adalah kerana kebanyakkan metabolit sekunder merupakan 

antibiotik yang mungkin boleh menjadi harapan dalam perkembangan ubat 

antituberkulosis. 

Ekstrak metabolit sekunder diperlukan untuk penyaringan perencat ICL. Tujuan 

penyaringan ini adalall untuk mencari perellcat ICL yang mungkin merupakall Salall satu 

komponen dalam ekstrak metabolit sekunder H8602. Ini adalah kerana perencat ICL ini 

dapat menyebabkan kitar glyoxylate tidak dapat bernmgsi dengan lengkap dan setemsnya 

menghentikan virulence bakteria tanpa menggangu pertumbuhan bakteria Jadi, 

Mycobacterium tuberculosis tidak dapat hidup. 
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Ekstrak lni pertu dlanallsiskan dan komponennya pertu diplsahkan. Pemisahan 

komponen ini boleh dicapai melalui krormtografi lapisan nipis dan high performance 

liquid kromatografi. Tujuan pemisahan komponen dalam ekstrak adalah untuk 

memastikan komponen dengan retention time yang manakah boleh merencatkan aktiviti 

ICL semasa penyatmgan. 

Seterusnya, komponen-komponen yang yang telah dipisahkan melalui HPLC 

akan dikutip dan digunakan untuk penyaringan. Komponen yang memberi keputusan 

positif dalatn penyaringatl akan dikaji dengan sifat-sifat aktiviti kimia dan biologi.llya. lui 

membolehkan kita mengetahui tentang cirri-ciri dan struktur kimianya. 

Selain itu, tu.juan utama projek ini dijalankan adalall supaya dapat mempelajari 

dan berpe.llgetahuan menjalankan pellyaringan enzim ICL llltuk mencari perencat ICL. 

Ini adalah kerana 10ta harap boleh mencari ubat antibakteria yang berkesan dalam 

rawatan penyakit tuberculosis. Tambahan pula, projek ini memberi peluang untuk 

mempelajari dan memahami peraiatan-peralatan canggih berkenaan projek seperti High 

Perfonnance Liquid Chromatography (HPLC). 
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BAB2 

lJLASAN LITERATUR 

2.1 PENGENALAN 

Penyakit tuberculosis merupakan sejenis penyakit yang boleh menjangkiti paru-panl 

manusia melalui udara s~jak beberapa abad dahulu. Sebingga tabun 1940 dan 1950-an, 

masib tiada satu ubat yang dapat mengubati TB. Oleh itu, metabolit sekunder daripada 

aktinomycetes telah menjadi tumpuan saintis-saintis dan doktor-doktor dari seluruh 

dllllia. lni adalah disebabkan metabolit sekunder yang diekstrakkan daripada aktinomiset 

boleh digunakan secara luas dalam bidang perubatan sebagai antibiotik-antibiotik yang 

sesuai bagi pellyakit tertentu. Sebagai contoh, rifampin telab dikembangkan sabagai satu 

antibiotik dalam pengawalan dan rawatan penyakit tuberculosis. Rifampin adalab satu 

metabolit sekunder streptomycetes yang diekstrakkan daripada Streptomyces 

mediterranei. Selain itu, metabolite sekunder daripada aktinomiset termasuk juga 

perencat-perencat enzim. Perencat enzim illi biasanya mempunyai nilai komersial yang 

tinggi. 
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2.2 TUBERKULOSIS 

Tuberkulosis adalah sejenis penyakit kuno yang berkenaan dengan jangkitan di pant-pam 

manusia sejak beberapa abad dahulu. Penyakit ini telab didapati dalam rangka seorang 

lllumia paderi Mesir yang telah meniuggal dunia kira-kira 3,400 B. C. 

Pada masa itu, lllanusia tidak tabu bakteria TB boleh menjangkiti seseorang 

lllelalui udara. Menurut kajian daripada saintis-saintis, penyakit ini adalab disebabkan 

oleh sejeois asid-fast bakteria iaitu Mycobacterium tuberculosis. Walaupun pertumbullan 

bakteria adalab rendah tetapi bakteria ini boleh bertoleransi terhadap ubat yang dimakan 

dan kewujudan strain-strain yang resistan terbadap ubat. Sehingga tabun 1950an, saintis-

saintis masih tidak dapat mencari ubat-ubat atau cara-cara untuk merawat TB. Pada masa 

itu, kebanyakan orang yang telah dijangkiti oleh bakteria ini mati kerana tiada ubat yang 

boleb mengubati merek.a. Selain itu, kejayaan Mycubacterium tuberculosis sebagai satu 

patogen adalah disebabkan kebolebannya hidup dalam macrophages dengan tempoh yang 

panjang, jangkitan berterusan dalam sel asaluya semasa waktu kawalan dengan kekalisan 

sel pengantara (Zahrt dan Deretic, 2001). 

Pada tahlm 1881, seorang saintis bakteriologi dari Jennan telab mengatakan 

bahawa satu per tujuh daripada semua manusia yang mati adalah disebabkan oleh 

tuberkulosis (Brock, 1970). Pada masa itu, apakah yang menyebabkan penyakit ini masih 

tidak diketahui. Beliau telah menggunakan pelbagai cara untuk mencari penyebabnya 

seperti penggunaan mikroskop, tisu staining, pengasingan kultur tulen dan penytmtikan 

animal. Akhirnya, pada tahlm 1882, Koch telah mengumumkan peIjumpaanya tentang 
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basili tubercle semasa kullahya di Berlin. Beliau telah mengumumkan bakteria 

Mycobacterium tuberculosis sebagai penyebab tuberculosis. 

Tuberkulosis adalah sejenis penyakit yang dahsyat. la boleh muncul dalam dua 

jenis jangkitan dalanl badan manusia. Penyakit ini boleh dijangkiti secara aktif atau laten. 

Orang yang dijangkiti secara aktif dipanggil sebagai pesakit TB. Mereka memerlukan 

rawatan daripada doktor. Mereka akan mati jika keadaannya terJalu serius. Orang yang 

yang dijangkiti dengan TB laten adalah berbeza daripada pesakit TB. Mereka tidak akan 

berasa sakit, tidak akan mel1yebarkan TB kepada orang lain melalui udara dan tiada 

sebarang simptom atas mereka. Tetapi ia mungkin akan menjadi tenat pada masa depan. 

Barn-barn ini, isocitrate lyase, satu enZlID dalam kitar giyoxylate, telah 

ditunjukkan bahawa ial1ya diperlukan oleh M. tuberculosis untuk hidup dalam 

macrophage in vitro dan semasa tempoh jangkitan in vivo, melibatkan pengantara 

metabolisme semasa tempoh laten (Zahrt dan Deretic, 2001). Enzim ini telah dianggap 

sebagai satu sasaran penyelidikan oleh saintis-saintis untuk memperkembangkan ubat 

alltituberkulosis yang lebih berkesan. 

2.3 MlKOBAKTERlA 

MikobakteJ1a adalah sejenis alkohol-fast dan asid-fast bakteria yang berbentuk rod. 

Saiznya biasanya berada dalam 0.2-D·6 x 1.0-10 J.UIl. Mikobakteria juga adalah aerobik. 

Mikobakteria adalah berbeza dengan bakteria lain dengan sifat asid-fast itu. ' Asid-fast' 

bermaksud kebolehan sesuatu organisma untuk menahan carbolfuchsim stain walaupun 

kemudiannya dirawat dengan canlpuran asid etanol-hidroklorik. lni adalah disebabkan 
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