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ABSTRAK 

Dalam kajian ini, jenis lipid dan asid lemak yang berlainan telah digunakan untuk 

bertindak sebagai sumber karbon yang utama untuk pertumbuhan Msmegmatis jenis liar 

(mc2 155) H8000 dan juga Msmegmatis jenis transforman t1icl dengan menggantikan 

sumber karbon yang lain, contohnya glukosa Di samping itu, lipid dan asid lemak ini 

telah diuji kemampuannya untuk menggantikan glukosa dan asetat sebagai sumber karbon 

yang lain. Kajian ini telah dilaksanakan dengan menggunakan kaedah yang paling asas 

dimana kelalang yang mengandungi sumber karbon yang berlainan telah diinkubasikan di 

dalam inkubator pada suhu 37°C selama tiga hari tanpa penggocangan. Keputusan yang 

diperolehi telah menunjukkan bahawa media karbon jenis NBD Palm Kernel Olein 

memberi pertumbuhan sel yang baik dan seterusnya menghasilkan koloni yang banyak 

kepada Msmegmatis jenis liar (mc2 155) H8000 dan juga Msmegmatis jenis transforman 

6icl. Media karbon jenis NBD Palm Olein hanya berjaya dibuktikan sebagai pengganti 

2% glukosa kepada Msmegmatis jenis liar (mc2 155) H8000. Asid olik dan asid linolik., 

bagaimanapun telah diuji kemampuan masing-masing dalam bertindak sebagai pengganti 

sumber glukosa dan keputusan yang didapati menunjukkan kedua-dua asid lemak tidak 

tepu ini tidak membantu pertumbuhan sel mikobakteria. Hanya media NBD Palm Kernel 

Olein dan NBD Palm Olein telah berjaya dibuktikan sebagai pengganti sumber karbon 

kepada 2 % glukosa yang menggalakkan pertumbuhan koloni barn mikobakteri. Sebagai 

kesimpulannya, mikobakteria semasa dalam keadaan persistensi menggunakan lipid 

sebagai sumber karbon yang utama jika dibandingkan dengan asid olik dan asid linolik 

dalam kajian ini dengan organisma sasaran ialah M.smegmatis jenis liar (mc2 155) H8000 

dan juga Msmegmatis jenis transforman t1icl. 
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ABSTRACT 

Throughout this researc~ different types of lipids and fatty acids were used as the sole 

source of carbon for growth in Msmegmatis wild type (mc2 155) H8000 and 

Msmegmatis transformant type /).icl in order to replace other carbon sources such as 

glucose and acetate. In addition, the ability of lipids and fatty acids were tested as 

substitution for glucose and acetate to be certain on their ability to promote growth in 

mycobacterium. This research was carried out by applying the simplest method where 

mycobacterium cultures were supplied by either fatty acids or lipids and next, flasks 

containing those liquid seed cultures were incubated for three days at 37DC without 

shaking the flasks. Results obtained from the conducted research shows that media 

containing NBD Palm Kernel Olein does promote a significant growth and therefore 

producing many new cell colonies of wild type Msmegmatis (mc2 155) H8000. Oleic 

acid and linoleic acid were also tested in their abilities to substitute other carbon sources 

and the results shows that both of these unsaturated fatty acids were unable to promote 

cell growth in mycobacteria. This implies oleic acid and linoleic acid are not utilized by 

both strains of mycobacteria. Only NBD Palm Kernel Olein and NBD Palm Olein were 

proven as a suitable substitution at 2% glucose and they managed to promote cell growth. 

Hence multiplying cell density in mycobacteria. In conclusion, during latent persistent 

stage in mycobacterium, this bacteria makes a turning switch of utilising lipids, preferably 

NBD Palm Kernel Olein rather than fatty acids when other carbon sources are not 

available. All of the results obtained were tested on wild type Msmegmatis (mc2 155) 

H8000 and also M.smegmatis transformant /).icl 
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BABI 

PENDAHULUAN 

1.1 Pengenalan 

Kebanyakan mikroorganisma yang tumbuh dengan asid lemak atau asetat sebagai satu­

satunya sumber karbon mengunakan kitan glioksilat menjalankan sintesis bagi bahan­

bahan penting dalam sel. Enzim kunci kepada laluan tersebut ialah isositrat lyase (ICL), 

enzim dari kitaran glioksilat dan malate synthase (Kornberg, 1966). Laluan glioksilat 

menghalang kehilangan dua karbon dioksida dari lOtaran asid trikarbosilat (kitaran TCA), 

yakni membenarkan penyerapan bersih karbon ke dalam struktur sel semasa pertumbuhan 

di atas asetat. Tambahan lagi, semasa operasi dalam kitaran TCA, kebanyakan asid Lemak 

akan melalui proses metabolic ke asetil-CoA. Ini memerlukan kehadiran isositrat lyase. 

Tidak hairanlah enzim lOtaran ini boleh didapati dalam mikobakteria yang terkenal 

dengan kandungan lipid. 

Dalam mycobacteria, aktiviti isositrat lyase dilaporkan meningkat secara 

berterusan sejajar dengan umur kultur dalam Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Murthy 

et al., 1973) tetapi bukan di dalam Mycobacterium tuberculosis HnRa atau 
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Mycobacterium smegmatis (Seshadri et al. , 1976). Kajian lain melaporkan peningkatan 

aktiviti enzim kitaran glioksilat di bawah tekanan okisgen rendah (Wayne and Lin, 1982) 

atau apabila mickobakteria tumbuh dengan kehadiran asetat (Kannan et al. , 1985). 

Asid lemak eksogenus mewakili suatu kelas sebatian hidrofobik yang bertindak 

sebagai satu-satunya punca karbon dan tenaga untuk menyokong pertumbuhan daIam 

bacteria. Dalam Streptomyces coelicolor. asid lemak dengan rantaian berbeza (C4 to ClS) 

secara efisien diturunkan melalui kitaran proses pengoksidaan B. di mana enzimnya 

boleh membentuk (Banehio et al. 1997). Berbeza sekali dengan enzim kitaran proses 

pengoksidaan B dari Escherichia coli yang dipengaruhi oleh rantaian asid lemak yang 

panjang (Overath et al. 1969). 

Streptomycetes menghasilkan pelbagai jenis metabolit sekunder. kebanyakan 

mereka mempunyai aplikasi penting seperti antibiotik (Miyadoh. 1993). Hampir 

kebanyakan data diterbitkan berkaitan penghasilan antibiotik merujuk kepada penjelasan 

tentang petanda psikologikaI dan mekanisma penyeliaan. Tidak banyak diketahui tentang 

punea karbon untuk pembentukan annbiotik. Degradasi lipid neutral ini oleb lipase 

endogenus ialah suatu sumber daIaman untuk asid lemak. Ia pemah dihipotesiskan 

bahawa pengoksidaan B asid lemak bebas kepada asetil-CoA ialah sumber unit karbon 

bagi biosintesis kebanyakan sebatian poliketid (Olukosbi & Packter. 1994). lika ini 
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adalah benar, maka aktiviti ACS atau aktiviti terlibat dalam pengaktifan asid lemak 

kepada eoA thioesters akan memainkan peranan penting dalam penghasilan antibiotik. 
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1.2 Objektif Kajian 

Objektif utama kajian ini ialah untuk menguji pelbagai jenis lipid dan asid lemak yang 

berbeza untuk bertindak sebagai sumber karbon yang utama dengan menggantikan 

sumber-sumber karbon yang lain seperti glukosa dan asetat dan selepas itu, pertumbuhan 

mikobakteria dengan sumber karbon yang berlainan akan dikaji dan seterusnya 

dicatatkan. Objektif yang lain adalah menulenkan aktinomiset daripada sampel-sampel 

yang dibagi. Koloni-koloni aktinomiset yang telah ditulenkan ini akan dijalankan proses 

fermentasi secara aerobik dengan tujuan menghasilkan metabolit sekunder berpotensi 

ICL. Metabolit sekunder akan diekstrak selepas fermentasi dijalankan selama lima hari 

dan kemudian digunakan untuk menguji kehadiran enzim isositrat lyase (ICL) yang 

digunakan oleh mikobacteria untuk mengutilasi asid lemak atau lipid sebagai sumber 

karbon yang utama. Mycobacterium smegmatis jenis liar dan transfonnan akan 

ditumbuhkan dalam media minimal M9 ( gubahan ). 
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BAB2 

ULASAN LITERATUR 

2.1 Mikobakteria 

Mikobakteria mempunyai eiri di mana mereka tidak mudah dicelup dan apabila dieelup, 

ia tidak boleh dilunturkan oleh asid. Perwatakan ini menyebabkan ia dikenali dengan 

nama kumpulan asid cepat. Ia mengandungi bahan granul dan melekit yang menyumbang 

kepada peIWatakan asid eepat dan keperluan untuk prosedur peneelupan kbusus bagi 

membenarkan penyerapan kesan celupan tersebut. Mereka adalah panjang, Gram-positif, 

rod asid cepat yang mempunyai ketahanan membran sel dan kadangkala menjadi pepobon 

(branching). Kebanyakan spesis dari kumpulan ini (patogenik) tumbuh sangat lambat, 

atau tidak tumbuh langsung, di atas media timan dan memerlukan media disediakan kbas 

bagi mengaktifkan mereka. Semua spesis dari genus mikobakteria adalah aerobik, tidak 

aktif(non-motile) dan tidak membentuk sporanya sendiri. 

Mycobacterium tuberculosis, punea penyakit tuberkulosis (TB) yang menjangkiti 

manusia dan haiwan adalah spesis paling penting genus ini. Sesetengah spesis dari genus 

ini juga merupakan punea penyakit, tetapi kebanyakan adalah 
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tidak patogenik dan dijumpai dalam tanah, jerami atau rumput dan kulit serta membran 

mukus manusia dan haiwan. 

Dalam kebanyakan organisma, ekspresi aktiviti isositrat lyase bergantung kepada 

punca karbon dalam medium pertumbuhan. Honer Zu Bentrup dan rakan-rakan (1999) 

mendapati jumlah aktiviti spesifik isositrat lyase dalam Mycobacterium avium 

mempunyai perbezaan besar bergantung kepada sumber karbon utama. Mereka mendapati 

pertumbuhan Mycobacterium avium pada asetat atau palmitate menunjukkan tahap 

pengenalan tinggi (439.6 ± 0.2 and 1,193.4 ± 0.2 nmol/ mini mg protein masing-masing). 

Apabila kultur ditumbuh atas palmitate dengan glukosa, tahap aktiviti enzim adalah kira­

kira separuh dari kultur acetate (217.5 ± 0.51 DIDO)/ mini mg protein) . Mycobacterium 

avium dikultur atas acetate dengan glukosa menunjukkan aktiviti kurang iaitu pada 84.7 ± 

0.35 nmol/minlmg protein. Pertumbuhan Mycobacterium avium atas kombinasi succinate 

dan acetate atau susinat dan palmitat dalam medium minimal, walaupun, tidak 

menunjukkan peningkatan enzim. Oleh itu, kehadiran sumber karbon altematif tidale 

sepenuhnya menahan penyerapan isositrat lyase kecuali susinat hadir. 

PaImitat menggalakkan aktiviti isositrat lyase (tiga kali ganda) ke tabap lebih 

tinggi dari asetat (hanya dua kali ganda) dan juga succinate menahan aktiviti enzim di 

bawah tahap pengesanan (Honer Zu Bentrup et ai., 1999). Ekspresi ICL boleh 

dipertingkatlcan melalui pertumbuhan kedua-dua Mycobacterium avium dan 



7 

Mycobacterium tuberculosis dalam medium minimal yang ditambah dengan asetat atau 

palmitat. 

Aktiviti isositrat lyase ditingkatkan dalam bacteria apabila tumbuh atas punca 

karbon lain dalam kehadiran palmitat dan asetat. E. coli (Kornberg, H.L., and H. Beevers, 

1957) , Rhodobacter capsulatus (Blasco, R., 1. Cardenas, and F.Castillo, 1991) dan 

Bradyrhyzobium japonicum (Green, L. S., D.B.Karr, and D.W. Emerich, 1998), yang 

mengekspres isositrat lyase apabila asid lemak atau asetat membekalkan satu-satunya 

punca karbon tetapi tidak mengekspres enzim dalam kultur pertumbuhan atas sebarang 

substrat, tanpa mengambil kira kehadiran atau tidak acetate. Dalam Mycobacterium 

avium, isositrat lyase jelasnya ditingkatkan apabila sel mengutilisasikan asetat sebagai 

satu-satunya punca karbon. Pertumbuhan atas palmitat meningkatkan aktiviti enzim ini 

sebanyak dua kali ganda. 

2.1.1 Ekologi Mikobakteria 

Pengenalan kepada kaedah mencelup berdasarkan alcohol-asid telah membuka jalan bam 

untuk membezakan mikobakteria daripada mikroorganisma yang lain. Pada tahun 1899, 

Moller berjaya mengisolasi mikobakteria daripada paya, lopak air, permukaan tumbuhan, 

tanah dan juga bahan kompos melalui kaedah pencelupan Ziehl-Neelsen. Beliau juga 
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menemui bakteria asid-fast pada rumput Timothy dan menamakan bakteria tersebut 

sebagai "Timothy bacillus I dan IT". Organisma itu berasal daripada sejenis spesis, iaitu 

M. phlei (Lehman & Neumann, 1899). 

Robert Koch dan Rabinowitsch (1897) menekankan bahawa mycobakteria lain 

mempunyai kemungkinan yang besar wujud dalam makanan, terutamanya mentega. 

Kemungkinan ini adalah lebih tinggi berbanding dengan M tuberculosis. Rabinwistch 

gagal menemui sebarang tuberker bacilli dalam 80 sampel mentega yang dikumpulnya di 

Berlin dan Philadelphia. 

2.1.2 Ciri-ciri Mikobakteria 

Mikobakteria ialah mikroorganisma bersifat mesofilik dan memerlukan suhu antara 2SoC 

hingga 31°C untuk pertumbuhan optimal. Proses penggandaan koloninya bermula pada 

suhu antara lSoC hingga 22°C dan berterusan walaupun pada suhu antara 41°C hingga 

52°C. 

Mikobakteria mengalami percambahan semasa pertumbuhan dan membentuk 

filamen. Filamen mikobakteria akan mengalami frakmentasi dan berubah menjadi rod 
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