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Introducao

A transglutaminase microbiana é uma enzima
utilizada na industria alimenticia para alterar a
consisténcia do alimento original, através da
polimerizacdo das proteinas. Uma das principais
acOes da transglutaminase é catalisar a ligacéo
entre o grupo g-amino de um residuo de lisina
com o grupo y-carboxamida (acila) de um
residuo de glutamina, criando uma ponte intra ou
intermolecular altamente resistente a proteolise.
Isto resulta na formacao de licac6es covalentes
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glutamine residue or other primary amine

A transglutaminase microbiana comecou a ser
usada na industria alimenticia para preparacao de
alimentos como o kamaboko, uma pasta de peixe
tradicional no Japao. A realizacdo de algumas
pesquisas pelos laboratérios de pesquisa
alimentar em Kawasaki (Life Science
Laboratories) da Ajinomoto no Japao, no final
dos anos 80 com a transglutaminase microbiana
do Streptoverticillium mobaraense incentivou
Seu uso para outras aplicacoes.

Até hoje, tentativas de produzir
transglutaminase, em sua forma soltvel e ativa,
em larga escala, utilizando outros
microrganismos, falharam e sua producéo se da
apenas com a fermentacéo natural do S.
mobarense.

Este trabalho tem como objetivo a clonagem e a
expressdo da enzima transglutamise em
Escherichiacoli, utilizando uma nova
abordagem e visando sua utilizacdo para a
producao em escala industrial.
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Resultados

Neste projeto, inicialmente, realizou-se o
desenvolvimento e projecéo do vetor de
clonagem utilizado para a producéo do
plasmideo contendo o gene da transglutaminase
com o auxilio de programas de bioinformatica.
Com o vetor final, foi feita a clonagem do
plasmideo projetado pelo laboratorio em
microrganismo de expressao Escherichiacoli
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Clonagem e expressao de transglutaminase microbiana

William Tadeu Santos da Silva

Confirmada a clonagem, realizou-se a expressao
da proteina alvo com inducédo da expressao por
meio de IPTG 10% v/v e arabinose 0,2% v/v; 0
crescimento bacteriano foi feito em agitadores
orbitais a 20°C com pontos de coletaem 24 e 44
horas. Posteriormente, as células de expressao
coletadas foram centrifugadas para separacdo do
material citoplasmatico, entdo lavadas com
solucdo PBS para limpeza do material celular,
centrifugadas novamente e coletado o material
sobrenadante para analise prote6mica em gel
SDS-Page 12%.

Conclusoes

A expressdo ndo foi satisfatoria, pois ndo
conseguimos notar diferenciacao entre o controle
negativo e as amostras induzidas. Seguimos
realizando a inducao da expressao proteica,
agora, alternando parametros como temperatura
de crescimento bacteriano e concentragdo de
IPTG e arabinose para, futuramente, obtermos a
proteina clonada. Assim que obtida a proteina, a
proxima etapa do trabalho visa o cultivo
escalonado para aplicacdo industrial em
biorreatores.
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