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A transglutaminase € uma enzima versatil encontrada em animais, plantas e
bactérias desempenhando papéis cruciais em processos fisioldgicos, como
coagulagdao sanguinea, cicatrizagcdo de feridas, diferenciagcao celular, apoptose e
formacgao do citoesqueleto. Sua capacidade de formar ligacbes covalentes entre as
proteinas, a torna essencial na industria alimenticia, melhorando qualidades
estruturais, nutricionais e texturais de diversos produtos. Portanto, este projeto visa
desenvolver uma transglutaminase mais estavel, capaz de atuar em uma ampla
faixa de temperatura e pH, de baixo custo, utilizando Pichia pastoris como sistema
de expressao. Pichia pastoris € uma plataforma de expressdo promissora para a
producdo de transglutaminase devido a sua eficacia na expressao de proteinas
recombinantes e a seguranga para uso industrial. Através de ferramentas de
biologia sintética e molecular, foram gerados trés cepas de GS115, com plasmideos
integrativos: pPIC9, pPICY9/Inteina e pPIC9/Peroxissomo. As integragbes do
plasmideo no genoma da cepa GS7715 foram avaliadas através de restrigcdo
enzimatica e PCR. O pPIC9 foi utilizado como controle negativo, ndo possui a
sequéncia codificante de nucleotideos para a enzima transglutaminase do
organismo Bacillus amyloliquefaciens. O pPIC9/Inteina, contém uma sequéncia sinal
do fator a de S. cerevisiae para exportacdo da proteina, inteinas que mantém a
transglutaminase inativa durante a expressao e uma inteina mutada Mxe GyrA intein
ligada ao dominio de ligagdo a quitina para purificagcdo. O pPIC9/Peroxissomo
possui um sinal de direcionamento peroxissomal PTS1 para exportar a proteina
para dentro do peroxissomo e também contém uma inteina mutada Mxe GyrA intein
ligada ao dominio de ligagdo a quitina para purificagdo. Assim, o desenvolvimento
de uma plataforma de expressao de transglutaminase em Pichia pastoris, diversifica
as fontes dessa enzima no mercado, potencializando a producdo de uma TGase
mais eficiente e econémica, capaz de operar em diversas condi¢des, atendendo as
demandas da industria alimenticia e reduzindo custos de produgao.



