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Abstract

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are natural biodegradable and biocompatible plastic
materials which potentially have a wide range of applications. The potential commercial
value of these polyesters prompts a demand for intensive studies to maximise their
production and applications. Generally, PHAs are produced and accumulated intracellular
by numerous bacteria as energy storage. The accumulation of medium-chain-length (mcl)
PHA in bacteria is dependent on the type of carbon source available to the bacteria. It has
been reported that palm oil, palm kernel oil and their derivatives were suitable carbon
source for the production of mcl-PHA. However, there are few bacteria strains that are able
to synthesis PHA by utilising oil because they can produce lipase enzyme. This study
describes the construction of a recombinant strain of Escherichia coli that is able to digest
palm oil for the biosynthesis of PHA. A lipase gene (lip) from Pseudomonas fluorescens
and a PHA synthase gene (phaC1) from Pseudomonas putida were cloned, separately and
together, into fab B™ E. coli using the pBAD-TOPO vector. The constructed fab B E. coli
strain LS pT-phaCl which harboured the phaCl gene only, and fab B E. coli strain
LS M3 which harboured both the lip and phaC1 genes were tested for the accumulation of
PHA. The results revealed that up to 7.8% cell dry weight of PHA was detected in fab B* E.
coli strain LS_M3 when it was cultivated in medium containing palm kernel oil (PKO) as
the sole carbon source. No PHA was detected in fab B E.coli strain LS _pT-phaC1 grown
with PKO as the sole carbon source. This showed that both the lip and phaC1 genes were

successfully cloned and expressed in the fab B™ E. coli strain LS_M3.



Abstrak

Polihidrosialkanoat (PHA) merupakan plastik semulajadi yang dapat dibiodegradasikan dan
dapat digunakan secara serasi dalam sistem biologi. PHA mempunyai pelbagai aplikasi dan
nilai komersial yang tinggi. Oleh itu, penyelidikan dalam bidang penghasilan dan
penggunaan PHA telah menarik banyak perhatian. Pada umumnya, PHA dihasilkan oleh
pelbagai jenis bakteria dalam sel-sel sebagai simpanan tenaga. Penghasilan polimer
berantai sederhana (mcl-PHA) dalam bakteria bergantung kepada jenis bekalan karbon
yang boleh didapati oleh bakteria tersebut. Minyak kelapa sawit dan hasil sampingannya
telah dilaporkan sesuai untuk digunakan sebagai sumber karbon dalam penghasilan mcl-
PHA. Namun demikian, hanya terdapat beberapa jenis bakteria yang boleh menghasilkan
PHA dengan menggunakan minyak sebagai substrak kerana bakteria-bakteria ini mampu
menghasilkan enzim lipase. Kajian ini menghuraikan pembinaan strain rekombinan
Escherichia coli yang berkemampuan mencerna minyak kelapa sawit dan menggunakannya
dalam penghasilan PHA. Gen lipase (lip) daripada Pseudomonas fluorescens dan gen PHA
sintase (phaC1l) daripada Pseudomonas putida telah diklonkan ke dalam fab B E. coli
dengan menggunakan vektor pBAD-TOPO. Strain LS _pT-phaCl merupakan rekombinan
fab B E. coli yang mengandungi gen phaC1l sahaja, manakala strain LS M3 merupakan
rekombinan fab B E. coli yang mengandungi kedua-dua gen lip dan gen phaCl.
Penghasilan PHA dalam kedua-dua strain rekombinasi tersebut telah diuji. Sebanyak 7.8%
berat kering sel PHA telah dihasilkan daripada strain LS_M3 apabila ditumbuhkan dalam
medium yang mengandungi minyak isi kelapa sawit atau “palm kernel oil” (PKO) sebagai
sumber karbon tunggal. Ini menunjukkan bahawa kedua-dua gen lip dan gen phaC1 telah

berjaya diklonkan dan diekspreskan dalam strain LS M3 tersebut.
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