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A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) € uma
importante enzima capaz de sintetizar moléculas
ciclicas, conhecidas como ciclodextrinas (CD), a partir
do amido. Tais moléculas sdo amplamente usadas na
inddstria de alimentos, pois tém a capacidade de
melhorar a estabilidade de aromas, vitaminas e
gorduras insaturadas presentes nos alimentos,
aumentando a vida de prateleira dos mesmos. Da
Stenotrophomonas  maltophilia, que € um
microrganismo isolado do solo e identificado como
patégeno hospitalar, foi isolada, clonada e expressa
uma CGTase. Entretanto, esta enzima recombinante
ndo pbde ser caracterizada, pois permaneceu no meio
intracelular.

Os objetivos do seguinte trabalho foram identificar,
isolar e sequenciar o gene codificador da proteina
MFTP, que € uma proteina cuja atividade esta
relacionada ao transporte de outras proteinas para fora
da célula, bem como desenvolver um sistema de co-
expressdo dos genes codificantes das proteinas
CGTase e MFTP recombinantes, para que a CGTase
possa ser expressa no meio extracelular.

DNA gendmico da
S. maltophilia isolado

1. Amplificacédo do gene mft
(1.485 pb) por PCR

Utilizaram-se oligonucleotideos sintéticos, que foram
baseados no genoma completo da S. maltophilia.
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2. Purificag&o do produto da PCR com Kit
Em seguida foi feito um gel de agarose e o tamanho do
fragmento foi confirmado.
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3. Sequenciamento do DNA
Utilizou-se o BigDye Terminator
Sequencing Kit.

V3.1 Cycle

4. Andlise dos fragmentos
ABI

Com o sequenciador PRISM 3130 Genetic

Analyzer automético.
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5. Anélises de sequéncia e comparagéo
Com o programa CLUSTAL W.

6. Pesquisa de homologia
Usando algoritmo de pesquisa BLAST.

O gene mft foi isolado e identificado a partir das
técnicas descritas, confirmando um frangmento de
1.485 pares de bases com homologia esperada ao
gene presente no DNA da S. maltophilia.

Clonagem utilizando o plasmideo DUET e
desenvolvimento de um sistema de co-expressédo em
Escherichia coli (BL21DE3).
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em E. coli
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