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Abstract 

Organisms that thrive in cold environments are known as psychrophiles. One of the 

strategies for their cold adaptation is the ability to synthesize cold-adapted enzymes. 

Our collection of cold-tolerant microorganisms isolated· from the Antarctic region has 

offered a potential source for psychrophilic enzymes. Previously our group had 

successfully cloned the open reading frame for GAPDH gene from an Antarctical 

bacterium known as phi9. The ORF was cloned into a pET-14b plasmid. The full 

length GAPDH protein was subsequently expressed in E. coli strain BL21 (DE3), 

purified as His-tag protein and confirmed to be catalytically active. Results showed 

that IPTG concentration did not have any effect on protein expression and solubility 

while 3 hours of induction time at room temperature (28°C) was the best conditions for 

the expression and solubility of this protein. This protein was shown to be most active 

at 38°C and its specific activity increased by 40% from 3.6 JlmOI/min/mg to 6.1 

J.UllOifmin/mg when the temperature increased from 23°C to 38°C. This work laid the 

foundation for further biochemical and structural characterizations of GAPDH from a 

psychrophilic bacterium by providing a highly purified recombinant protein sample. 

Abstrak 
organisms yang hidup dengan baik dalam persekitaran yang sejuk dikenali sebagai 

psikrofile. Salah satu strategl untuk adaptasi terhadap keadaan sejuk adalah dengan 

meghasilkan enzim yang dapat tahan sejuk. Koleksi mikroorganisma psikrofilik yang 

dipencilkan dari kawasan Antartik kami merupakan sumber yang baik untuk enzim 

psikrofilik. Sebelum i~i kumpulan kami telah berjaya mengklonkan gene GAPDH 

daripada bakteria Antartik yang dinamakan phi9 ke dalam plasmid pET-14b. Protein 

ini telah dihasilkan dalam strain E. coli BL21 (DE3), diceriakan sebagai protein His-tag 

and telah dibuktikan sebagai enztm yang aktif. Keputusan menunjukkan bahawa 

kepekatan IPTG tidak mempunyai kesan terhadap penghasilan dan keterlarutan 

protein, manakala masa induksi selama 3 jam pada suhu bilik (28°C) merupakan 

keadaan yang terbalk untuk penghasilan dan keterlarutan protein ini. Keputusan juga 

menunjukkan protein lnl paling aktif pada suhu asoc dan aktiviti spesifiknya 

meningkat sebanyak 40% daripada 3.6 Jlmollmin/mg kepada 6.1 IJ.mollmin/mg apabila 

suhu meningkat daripada 23oC kepada 38oC. Hasil ke~a ini dapat dijadikan asas 

untuk pencirian yang lebih lanjut dari segi biokimia dan struktur pada GAPDH 

psikrofilik dengan menyumbangkan suatu sampel protein rekomblnan yang sangat 

tulen. 
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