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ABSTRACT

Four cyanobacterial strains including Cyanosarcina sp. SK40, Leptolyngbya

sp. KC45, Phormidium sp. PD40-1 and Scytonema sp. TP40 were selected and

investigated for the phycobiliprotein (PBPs) content and the thermostable antioxidant

activity of their cell-free extracts. The highest content of phycobiliprotein was found in

Leptolyngbya sp. KC45 and the main PBPs was phycoerythrin (PE). Among the PBPs

in four thermotolerant cyanobacteria, the PE from Leptolyngbya sp. KC45 exhibited

the highest thermal stability as 80% of the original level remained after being heated to

60ºC for 30 min. Antioxidant activities determined by 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

radical (DPPH) and reducing power assay was also found in the highest value in cell

free extract of Leptolyngbya sp. KC45.

Phycoerythrin was purified from the Leptolyngbya sp. KC45 with the purity

index of 17.388 measured at A565/A280. SDS-PAGE analysis revealed that the

purified PE consisted of the α- and β-subunit with the molecular mass of 18 and 21

kDa, respectively. The native protein was concluded to be hexamer with a molecular

mass of approximately 235 kDa based on the results from SDS-PAGE and gel
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filtration, respectively. N-terminal amino acid sequences shared the highest percent of

identities with Fremyella diplosiphon Fd33 (100% for α- and 90% for β-subunit).

Phycoerythrin and its DPPH scavenging activity remained at approximately 80% of

the original level after being heated at 60°C for 30 min.

Phycoerythrin encoding genes were sequenced and found that the β-subunit

gene consisting of 555 nucleotides (nt) coding for 184 amino acids, while the α-

subunit gene consisting of 495 nt coding for 164 amino acids. The deduced proteins

showed high homology with PE from F. diplosiphon Fd33 (95% identity for α- and

96% for β-subunit). cpeB (PE β-subunit gene) and cpeA (PE α-subunit gene) of

Leptolyngbya sp. KC45 were successfully cloned and expressed in E. coli BL21

(DE3). The recombinant protein of both α- and β-subunit was found as an inclusion

body. Reduction of expression level by decreasing of IPTG concentration and

expression temperature could not improve the water solubility of recombinant protein.

The insoluble portion was tried to refold and renature by On column chromatography

and the purified soluble recombinant proteins were assembled with bilin, unfortunately

the precipitation of protein was observed after bilin addition. The cpeB and cpeA

genes were co-expressed with a vector containing bilin synthesis gene, pKT278. Both

recombinant proteins from the two vectors were successfully co-expressed. Apo-

protein was detected in an inclusion body and exhibited the binding affinity toward

bilin, however, the color and fluorescence properties of PE were not able to be

observed.
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บทคัดยอ

การศึกษาปริมาณไฟโคบิลิโปรตีนและฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระทนรอนในไซยาโนแบคทีเรีย
4 สายพันธุ ไดแก Cyanosarcina sp. SK40, Leptolyngbya sp. KC45, Phormidium sp. PD40-1 และ
Scytonema sp. TP40 พบวา Leptolyngbya sp. KC45 เปนไซยาโนแบคทีเรียที่มีปริมาณไฟโคบิลิ-
โปรตีนสูงที่สุด และชนิดของไฟโคบิลิโปรตีนที่พบสวนมากคือไฟโคอีริธริน การศึกษาเปรียบเทียบ
ความทนรอนของไฟโคบิลิโปรตีนจากไซยาโนแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุพบวาไฟโคอีริธรินจาก
Leptolyngbya sp. KC45 มีความทนอุณหภูมิสูงที่สุด โดยยังคงเหลือปริมาณรงควัตถุดังกลาว 80%
หลังบมที่ 60°C เปนเวลา 30 นาที จากการศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากไซยาโน-
แบคทีเรียพบวา Leptolyngbya sp. KC45 ยังคงเปนสายพันธุที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสูงที่สุดเมื่อวัด
ดวยวิธี DPPH และ reducing power assay

ไฟโคอีริธรินจาก Leptolyngbya sp. KC45 ถูกทําใหบริสุทธิ์ โดยมีสัดสวนคาการดูดกลืน
แสง A565/A280 เปน 17.38 ผลการวิเคราะหดวย SDS-PAGE พบวาไฟโคอีริธรินจาก
Leptolyngbya sp. KC45 ประกอบดวยโปรตีนขนาด 21 และ 18 kDa และผลการวิเคราะหโดย gel
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filtration ทําใหทราบวาโปรตีนดังกลาวมีโครงสรางแบบหกหนวยยอย ซึ่งมีขนาดประมาณ 235 kDa
การวิเคราะหลําดับของกรดอะมิโนสวนปลาย N พบวามีความคลายคลึงกับไฟโคอีริธรินจากไซยา
โนแบคทีเรีย Fremyella diplosiphon Fd33 (100% identity สําหรับ α-subunit และ 90% ของ β-
subunit) ผลการศึกษาการทนอุณหภูมิสูงของไฟโคอีริธรินบริสุทธิ์และฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระพบวา
ยังคงเหลือไฟโคอีริธริน และ DPPH scavenging activity ถึง 80% ของปริมาณเร่ิมตนหลังบมที่ 60°C
เปนเวลา 30 นาที

การหาลําดับนิวคลีโอไทดของไฟโคอีริธรินยีน พบวายีนของ β-subunit ประกอบดวย
555 นิวคลีโอไทด ซึ่งถอดรหัสไดเปน 184 กรดอะมิโน ในขณะที่ยีนของ α-subunit ประกอบดวย
495 นิวคลีโอไทด ซึ่งถอดรหัสไดเปน 164 กรดอะมิโน ลําดับกรดอะมิโนของไฟโคอีริธรินที่
ถอดรหัสไดมีความเหมือนกันสูงมากเมื่อเปรียบเทียบกับไฟโคอีริธรินจาก F. diplosiphon Fd33
(95% identity ของ α-subunit และ 96% ของ β-subunit) ยีน cpeB และ cpeA ถูกโคลนและ
แสดงออกใน E. coli BL21 (DE3) อยางไรก็ตามรีคอมบิแนนทโปรตีน ของ α-subunit หรือ β-
subunit แสดงออกในรูปของ inclusion body การลดระดับการแสดงออกของยีนโดยการลดความ
เขมขนของ IPTG และอุณหภูมิสําหรับการแสดงออก ไมสามารถแกปญหาการเกิด inclusion body
ของรีคอมบิแนนทโปรตีนได โปรตีนที่ไมละลายนํ้าถูกนํามาผานขั้นตอนการทําใหคลายตัวและ
จัดเรียงโครงสรางใหมโดยเทคนิค On column chromatography และนําโปรตีนบริสุทธิ์มาประกอบ
เขากับบิลิน อยางไรก็ตามพบวาเกิดการตกตะกอนของโปรตีนภายหลังการเติมบิลิน

ยีน cpeB และ cpeA ถูกโคลนและแสดงออกรวมกันกับเวคเตอรที่มียีนสําหรับการ
สังเคราะหบิลิน (pKT278) พบวารีคอมบิแนนทโปรตีนจากทั้ง 2 เวคเตอรสามารถแสดงออกรวมกัน
ได และอะโปโปรตีนที่แสดงออกในรูป inclusion body ยังคงแสดงความสามารถในการจับกับบิลิน
ได อยางไรก็ตามไมสามารถตรวจพบการเกิดสีและการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต


