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Gida proseslerinde transglutaminaz (TG) enziminin kullanimi c¢apraz baglanma
reaksiyonlart araciligr ile proteinlerin fonksiyonel ozelliklerinde 6nemli degisimler
meydana getirmektedir. TG enzimi bu degisimleri, agil transfer reaksiyonlarin
katalizleyerek proteinler, peptidler, ¢esitli primer aminler arasinda kovalent ¢apraz baglar
olusturarak gerceklestirmektedir. Hayvansal ve mikrobiyal kaynaklar (Streptomyces sp.)
transglutaminaz enziminin ticari olarak {retiminde kullanilabilmektedir. Hayvansal
kaynakli TG enziminin kalsiyum iyonlarina ihtiya¢ duymasi ve iiretiminin daha maliyetli
olmasi sebebi ile mikrobiyal kaynakli TG enzimi gida ve diger endiistrilerde kullanim
acisindan Oncelik kazanmaktadir. Mikrobiyal TG (mTG) enzimi ve iiretiminin
artirilmasina yonelik caligmalar, son derece dinamik bir arastirma alani olup siirekli
gelisim gostermektedir. Son yillarda farkli fermantasyon stratejileri ve rekombinant DNA
teknikleri kullanilarak {iretim prosesleri yeniden optimize edilmeye c¢aligilmaktadir.
Mikrobiyal TG enzim {iretiminde temel olarak substrat optimizasyonu, metabolik
optimizasyon ve fermantasyon sartlarinin kontrolii (pH, ¢Oziinmiis oksijen, sicaklik,
karistirma ve havalandirma hizi, vb.) gibi baz1 klasik stratejiler iizerinde olduk¢a yogun
ve farkli ¢aligmalar yapilmaktadir. Diger taraftan sinirli sayida yapilan bazi ¢alismalarda
mTG dretiminin arttirllmasina yonelik yeni bir strateji olarak mikrobiyal stres
faktorlerinin (ani sicaklik ve pH degisimi, baz1 tuz ve alkollerin varligi, vb.) etkisi de
incelenmeye ve ¢alisilmaya baslanmigtir. Bu derlemede bir¢ok alanda giderek kullanimi
artan mTG enzim iretiminin daha verimli ve diisiik maliyetli gergeklesebilmesi igin,
enzim biyosentezinin arttirilmasina yonelik bazi stratejiler {izerinde durulmustur.
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The use of transglutaminase (TG) enzyme in food processing has led to considerable
changes in the functional properties of proteins through cross-linking reactions. The TG
enzyme catalyses the acyl transfer reactions leading to the formation of covalent cross-
links between various primary amines, peptides, and proteins, thereby causing these
changes. Animal and microbial sources (Streptomyces sp.) can be used for commercial
production of transglutaminase. Microbial-derived TG enzyme takes priority in food and
other industries because of the need for calcium ions of animal-derived TG enzyme and
the cost of production. Efforts to increase microbial transglutaminase (mTG) enzyme
production are continuously developing and are a highly dynamic research area. In recent
years, attempts have been made to re-optimize production processes using different
fermentation strategies and recombinant DNA techniques. For mTG enzyme production,
intensive and different studies are being carried out on some classical strategies such as
substrate optimization, metabolic optimization and control of fermentation conditions
(pH, dissolved oxygen, temperature, mixing and aeration rate, etc.). On the other hand,
the impact of microbial stress factors (rapid change of temperature and pH, presence of
certain salts and alcohols, etc.) as a new strategy to increase mTG production has also
begun to be investigated and studied in a limited number of studies. In this review,
several strategies for increasing the biosynthesis of the enzyme have been emphasized in
order to make the production of mTG enzymes more efficient and cost-effective by
increasing the use in many fields.
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Giris

Gidalarda islevsellik, triinlerin duyusal ve besleyici
kalitesini  etkilemesinden  dolay1  son  yillarda
arastirmacilar ve gida  endiistrisi, gida  makro

molekiillerinin teknolojik ve fonksiyonel 0&zelliklerini
degistirebilecek ~ yontem  ve  {irlin  arayislarini
yogunlastirmislardir. Proteinlerin organik materyallerin
ana yapi tasi olmasindan dolay1; enzimatik, kimyasal veya
fiziksel olarak proteinlerin modifikasyonu, gidalarin
fonksiyonel &zelliklerinin iyilestirilmesi ve gelistirilmesi
icin alternatif bir yontem olabilmektedir (Min ve Green,
2008; Gaspar ve Goes-Favoni, 2015). Diinya genelinde
yeni protein kaynaklarmin aranmasi ve mevcut
proteinlerin insan tiiketimi i¢in potansiyelini genisletmek
son derece ilgi ¢ekici bir konudur. Dolayistyla, dzellikle
proteinlerin modifikasyonunda rol oynayan mikrobiyal
enzimler, mevcut olan gida proteinlerinin fonksiyonel
ozelliklerini ve besleyici degerini gelistirmek i¢in biiyiik
onem arz etmektedir. Enzimatik modifikasyon, hem ucuz
olmasi, hem de saglik acisindan herhangi bir risk
tagimamasi gibi nedenlerle siklikla tercih edilmektedir.
Gida  proteinlerinin  enzimatik ~ modifikasyonunda
kullanilabilen enzimlerin sayisi ise olduk¢a siirhdir
(Romeih ve Walker, 2017). Tirozinaz, lisil oksidaz,
lakkaz, sortaz A ve transglutaminaz (TG) gibi bazi
oksidaz ve acil transferaz grubu enzimlerin in vitro
sartlarda  protein  molekiillerinin  modifikasyonunda
(capraz baglama reaksiyonlar1) gorev aldigi bilinmektedir.
Tim bu ¢apraz baglayict enzimler farkli reaksiyon
mekanizmalar1 ile proteinlerdeki aminoasit kalintilarina
etki etmektedir. Capraz baglama, dogrudan enzimatik
reaksiyonun sonucu olarak veya enzimatik reaksiyon ile
olusan H>O; ve lipid radikallerinin ¢apraz baglama etkisi
ile gerceklesebilir. Proteinler, c¢apraz baglayict bu
enzimler i¢in reaktif olan glutamin, lisin, tirozin ve sistein
kalintilar1 gibi gruplara sahiptirler. Ancak bu enzimlerden
birgogunun kofaktorlere ihtiyag duymasi, enzimatik
aktivitelerinin yetersiz olmasi ve {iretimlerinin kisith
olmast gibi faktoérlerden dolayr gida proseslerinde
kullanim1 simirhidir (Lantto, 2007; Heck ve ark., 2013).
Elde edilen reaksiyonlarin basarisi, kullanilan enzim
tipine, hedef reaktif gruplarin erisilebilirligine ve
kullanilan iglem kosullarina baghidir. Bu enzimler
icerisinde Ozellikle TG enziminin protein igeren tiim
gidalarda kullanima uygun olmasi ve endiistriyel olarak
iiretilebilmesi, gida endistrisinde Onemini giderek
arttirmaktadir. Hem akademik hem de endiistri agisindan
ilgi géren TG enzimi, ¢apraz baglama teknolojisinde cogu

ticari uygulamalarda kullanilmaktadir (Romeih ve
Walker, 2017).
Transglutaminaz enzimi hayvansal, bitkisel ve

mikrobiyal olarak iiretilebilmektedir. Yakin zamana kadar
ticari olarak satilan TG enzimi sadece hayvansal
kaynaklardan elde edilirken ozellikle son yillarda
mikrobiyal kaynaklardan TG eldesi tretim maliyetini
diisirmek amaciyla c¢alisgilmaya basglanmistir.  Cesitli
mikroorganizmalardan elde edilen mikrobiyal kaynakli
transglutaminaz (mTG), hayvansal kaynakli
transglutaminazdan  farkli  olarak  aktivasyonunun
kalsiyum iyonlarindan bagimsiz olmasi nedeniyle gida
endistrisinde yaygin olarak tercih edilmektedir. TG
tiretimi igin en uygun olan mikroorganizma Streptomyces
tiirleridir (Motoki ve Seguro, 1998). Streptomyces tiirleri
tarafindan mTG {retiminin diger mikroorganizma

cinslerine gore dnemli 6l¢iide fazla oldugu bilinmekte ve
gliniimiizde endiistriyel olarak mTG {iretimlerinde bu
tiirler kullanilmaktadir. Bu yiizden Streptomyces tiirleri ile
mTG verimini arttirmaya yonelik, substrat optimizasyonu,
metabolik optimizasyon ve dis faktdrlerin kontrolii (pH,
coziinlir oksijen ve sicaklik) gibi bazi stratejiler {izerine
caligmalar yapilmaktadir. Fermantasyonla ilgili bazi
parametrelerin degistirilmesi enzim {iretiminde Onemli
degisikliklere sebep olabilmekte ve enzim verimindeki

artiglarin maliyet acisindan olumlu etkisi
bulunabilmektedir (Zhang ve ark. 2009).

Bu derlemede, mTG enzimi sentezi ve genel
ozellikleri ile birlikte enzimin mikrobiyal olarak
retilmesi, {iretim kosullarinin  gelistirilmesi, enzim
iretimine etki eden inkiibasyon kosullar1 ile stres

faktorleri irdelenmistir. Boylece, pahali ve saflastirma
basamaklar1 zor olan hayvansal kaynakli TG enzimi igin
alternatif mikrobiyal kaynaklardan {iretim siire¢lerinin
belirlenmesi ve optimizasyonu gibi konularda literatiir
bilgisi saglayacaktir.

Transglutaminaz Enzimi

Transglutaminaz (protein-glutamine gamma-
glutamyltransferase, EC 2.3.2.13), agil transfer, capraz
baglama ve deaminasyon reaksiyonlarini katalizleyen bir
transferaz grubu enzimdir (Sekil 1). Transglutaminaz
(TG) terimi ilk olarak, Gine domuz karacigerinde
gbzlemlenen transamidasyon aktiviteyi tarif etmek iizere
Clarke ve ark. (1959) tarafindan kullanilmigtir. TG,
protein molekiiliinde birinci derecede g-amin gruplari
(alic1) ve glutamin (verici) kalintilarinin y-amino karbonil
gruplari arasinda izopeptid bagi olusumunu katalizleyerek
acil transfer reaksiyonlarini olusturmaktadir (Kieliszek ve
Misiewicz, 2014). TG tarafindan gergeklestirilen farkli
reaksiyonlar ile proteinlerde meydana gelen bu biiyiik
degisimler sonucu gidalarin, pH, renk, tat-koku ve
besinsel Kkalitesinde herhangi bir olumsuz degisim
olmaksizin, doku ve stabilitesinde (termal stabilite,
viskozite, sineresis, emiilsifikasyon, jellesme, su tutma
kapasitesi, vb.) 6nemli bir iyilesme meydana gelmektedir.
Ayrica, esansiyel aminoasitlerin proteinlerin yapisina bu
reaksiyonlar sonucu katilabilmesi, bu aminoasitlerce fakir
olan gidalarin besleyici degerinin artirtlmasint  da
saglamaktadir (Ando ve ark., 1989; Kuraishi ve ark.,
2001; Gaspar ve Goes-Favoni, 2015). Diger taraftan TG
ile gerceklestirilen bu reaksiyonlardan, sentetik polimer
film, enzim immobilizasyonu ve tekstil gibi diger
alanlarda da faydalanilmaktadir (Cui ve ark., 2007; Nagy
ve Szakacs, 2008).

TG dogada yaygin olarak memeli dokularinda,
mikrobiyal hiicrelerde, omurgasizlarda ve bitkisel
dokularda (soya, yer elmas1) bulunmaktadir. Organizmada
birgok fizyolojik fonksiyona sahip olan TG, kanin
pihtilasmasi, bagisiklik sistemi ve fotosentez gibi
olaylarda dnemli rol oynamaktadir (Ando ve ark., 1989;
Kashiwagi ve ark., 2002; Cui ve ark., 2007). Hayvansal
ve bitkisel TG, mikrobiyal TG (mTG) ile aminoasit
kompozisyonlar1 benzer bir homoloji gostermese de bu
enzimlerin  katalitik  aktiviteleri ve biyokimyasal
ozellikleri birbirlerine ¢ok benzerdir (Luciano ve
Arntfield, 2012).
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Sekil 1 Transglutaminaz enziminin katalizledigi
reaksiyonlar (a) Agil transfer reaksiyonu (b) Protein veya
peptitlerde bulunan glutamin ve lisin kalintilar1 arasinda
capraz baglanma reaksiyonu (c) Deamidasyon (Kieliszek
ve Misiewicz, 2014)

Figure 1 Catalyzed reactions by transglutaminase (a)
Acyl transfer reaction (b) Cross-linking reaction between
glutamine and lysine residues in protein or peptide (c)
Deamidation (Kieliszek and Misiewicz, 2014)

Mikrobiyal
Biyosentezi

ik olarak Ando ve ark. (1989) yaptiklar1 ¢aligmada
topraktan izole ettikleri Streptoverticillium S-8112
susundan mTG enzimini elde etmislerdir. Bu
mikroorganizma sivi besiyerinde enzimi hiicre disina
salgiladigt i¢in hiicre pargalanmasina gerek duyulmadan
kolaylikla enzim saflastirilabilmis ve karakterize
edilmistir (Zhu ve ark., 1995). Diger mikroorganizmalar

Transglutaminaz (MTG) Enzimi ve

tarafindan  dretilse @ de  ticari  olarak  mTG,
Streptoverticillium moboarense (Streptomyces
moboarense)  tarafindan  fermantasyon yolu ile

iiretilmektedir (Ando ve ark., 1989). Ilk ticari mTG
(Activatm MP) Streptoverticillium mobaraense
fermantasyonu ile Ajinomoto (Japonya) firmasi tarafindan
stit lirlinlerinde kullanilmak tizere iretilmistir. Mikrobiyal
TG’nin Ca*?’den bagimsiz bir enzim olmasi, kazein, soya
proteinleri ve miyosin gibi kalsiyuma duyarli gida
proteinlerinin  fonksiyonlarimin ~ modifiye edilmesine
olanak saglamaktadir. Ayrica mTG iki farkli gida proteini
arasinda capraz baglar olusturabilmekte, boylelikle daha
yliksek molekiil agirlikli  proteinlerin  olusumunu
saglayabilmektedir (Yildirim ve Hettiarachchy, 1998;
Motoki ve Seguro, 1998; Zhang ve ark., 2009). Ayrica
mTG’nin aktivite i¢in trombine ihtiyag duymamas: da
gidalarda kullaniminda renk bakimindan herhangi bir
sorun yaratmamaktadir. Mikrobiyal TG, kiiltiir besiyerine
salgilandig i¢in hayvansal TG enzimine gore saflastirma
islemi daha kolay gerceklesmektedir (Motoki ve Seguro,
1998). Mikrobiyal TG enziminin, 1998'den beri FDA
(Gida ve Ilag Idaresi) tarafindan insan beslenmesi igin
giivenli bir madde olarak (GRAS- Genel Olarak Giivenli
Oldugu Kabul Edilen) taninmasiyla birlikte, gida
endiistrisi i¢in ¢ok ¢ekici bir hale gelmistir (Aalami ve
Leelavathi, 2008; Gaspar ve Goes-Favoni, 2015).
Enzimin, dogrudan TG iireten mikroorganizma kiiltiirleri
veya genetik modifiye edilmis E.coli, Bacillus,
Aspergillus ve bazi mayalardan mikrobiyal yolla ticari

olarak tretilmesi temel yaklasimlar olup, genetik
modifikasyon yolu ile {iretilerek ticari iriin haline
getirilmis enzim heniiz bulunmamaktadir (Zhang ve ark.,
2009).

Mikrobiyal TG  enziminin  kimyasal  yapisi
incelendiginde 331 adet aminoasit kalintisindan ve tek bir
polipeptid (monomerik) zincirden olustugu ve molekiiler
agirhgmin ise yaklasik 38 kDa oldugu belirlenmistir
(Ando ve ark., 1989; Kieliszek ve Misiewicz, 2014).
Kimyasal yap1 olarak mTG, daha yiiksek katalitik
aktivite, daha kiiciik boyut, daha genis substrat spesifitesi
ve daha diisiik deamidasyon aktivitesi gibi ticari amaglar
icin degerli olarak kabul edilen biyokimyasal 6zellikler
gostermektedir (Kashiwagi ve ark., 2002).

Mikrobiyal TG enzimi genis bir pH araliginda
calismakla birlikte optimum c¢alisma pH araligi 5,0-8,0
arasindadir. Ayrica pH 4,0 ve 9,0’da az da olsa enzimatik
aktiviteye sahiptir. Mikrobiyal TG’nin izoelektrik noktasi
yaklasik pH 8,9’dur. Bir¢ok hayvansal TG’ nin optimum
calisma ortami 40°C ve pH 5,5’tir (Ho ve ark., 2000).
Streptomyces sp. tarafindan iiretilen mTG’nin enzimatik
aktivite acisindan optimum calisma sicakligi 45-50°Cdir
ve  aktivitesini  50°C’de 10  dakika  boyunca
sirdiirebilmektedir. Diger taraftan sicakligin 70°C’ye
yikselmesi ile aktivitesini birkag dakika iginde
kaybedebilmektedir. Mikrobiyal TG, 10°C ve donma
noktasinda da bir miktar aktivite gosterebilmektedir (Zhu
ve ark., 1995; Motoki ve Seguro, 1998). Cu*?, Zn*?, Pb*?
ve Li* gibi metal iyonlari mTG’yi 6nemli 6l¢iide inhibe
etmektedir. Cilinkii agir metaller mTG’nin  aktif
boélgelerinin bir pargasi olan sistein uglarindaki tiyol
gruplarini bloke etmektedir (Yiiksel ve Erdem, 2007).

Motoki ve ark. (1989) S. griseocarneum, S.
cinnamoneum ve S. mobaraense gibi diger baz
Streptoverticillium suglariin da TG tiretme kabiliyetine
sahip oldugunu bildirmiglerdir. TG aktivitesi Candida
albicans, Phytophtora sojada ve Saccharomyces
cerevisiae gibi mikroorganizmalarda hiicre duvarinda
lokalize olarak bulunmaktadir. Bu durum enzimin hiicre
duvarinin stabilizasyonuna ve miselyumlarin biiyiimesi
sirasinda  hif olusumuna katildigina isaret etmektedir
(Mariniello ve ark., 2008). Streptomyces tarafindan
iretilen TG enziminin aktivasyon mekanizmasi
Pasternack ve ark. (1998) tarafindan agiklanmustir.
Yaptiklar1 calismada TG enziminin bakteri tarafindan pro-
transglutaminaz (pro-TG) formunda sentezlendigini ve
enzimin aktiflestirilmesinde bazi ekzojen proteazlarin
(tripsin, kimotripsin) gérev aldigini belirlemislerdir.

Mikrobiyal TG Biyosentezini ve Aktivitesini Etkileyen
Faktorler

Mikrobiyal TG iiretimi igin gerekli olan fermantasyon
sartlart ile enzim ireticisi hiicrelerin gelisimi i¢in gerekli
olan sartlar farkli olabilmektedir. Kesikli bir kiiltiirde
mTG olusum hizi, aktivitesi ve verimliligi; pH, sicaklik,
¢oziinmiis oksijen (DO) gibi g¢evresel parametrelere ve
ortam bilesimine gére degisebilmektedir. Mikrobiyal TG
sentezi konusunda giderek artan bilgiler 1s181nda,
biyosentez siirecini daha dogru bir sekilde kontrol
edebilmek i¢in  farkli  teknikler ve  stratejiler
gelistirilmistir. Bu  teknikler temelde, iiretici
mikroorganizma tiirii, fermantasyon teknigi ile sartlarinin
kontrolii, besiyeri bilesiminin optimizasyonu ve stres

1609



Tokatl ve ark., / Tiirk Tarim — Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, , 6(11): 1607-1616, 2018

faktorleri gibi unsurlar1 kapsamaktadir (Tablo 1) (Zheng
ve ark., 2002a; Zheng ve ark., 2002b; Yan ve ark., 2005;
Zhang ve ark., 2009).

Mikroorganizma tiri: Yiksek oranda mTG iireten
temel bakteri aileleri arasinda Streptomycetaceae,
Micrococaceae, Bacillaceae ve Pseudomonadaceae yer
almaktadir (Tablo 2). Mikrobiyal TG enzim {ireticisi
mikroorganizmalarin belirlenmesi igin yapilan ¢aligmalar
ile birlikte tretici kultirler arasma S. cinnamoneum, S.
ladakanum, S. lividans, S. platensis, S. sioyaensis, S.
hygroscopicus, Bacillus substilis, Pseudomonas putida,
Zygomonas mobilis gibi mikroorganizma tiirleri dahil
olmustur. (Zhu ve ark., 1995; Lin ve ark., 2006; Cui ve
ark., 2007; Bourneow ve ark., 2012; Kieliszek ve
Misiewicz, 2014). Ozellikle gida endiistrisinde ticari
olarak mTG enzim iretimi igin Streptomyces tiirlerinin
onemi bilinmektedir. Bu tiirler arasinda yer alan
Streptomyces mobaraensis suslar1 ticari TG {retiminde
bliylik bir paya sahiptir (Ando ve ark., 1989). Bazi
arastiricilar ise son yillarda S. ladakanum ve S. lividans
suslarinin genetik modifikasyonu ile basarili bir sekilde
enzim iiretimini gergeklestirmislerdir (Lin ve ark., 2006;
Kieliszek ve Misiewicz, 2014).

Streptomyces tiirleri ilk kez 1943'te Waksman ve
Henrici tarafindan tanimlanmigtir (Williams ve ark.,
1983). Streptomyces cinsi Streptomycetaceae ailesine
aittir. Tanimlanan tiirlerin sayisi ve gesitliligi agisindan,
Streptomyces tiirleri Actinomycetes sinifinin en biiyiik
taksonomik  &gelerinden  birini  temsil etmektedir
(Bhattacharyya ve ark., 1998; Hasani ve ark., 2014).
Streptomyces tiirleri, ikincil metabolitlerin iiretimi
acisindan iyi bir kaynak olmasi nedeniyle, uzun zamandir
bu amaglar dogrultusunda kullanilmaktadir. Birgok yagsam
alanina sahip Streptomyces’ler, hem potansiyel {irlinleri
icin hem de bazi diger metabolitler igin konakg¢i olarak
kullanilmaktadir. Saprofitik yasam dongiileri sayesinde
Streptomyces tiirlerinin yiiksek miktarda protein (enzim)
sentezleyerek makro boyuttaki hiicresel substratlari

kullanma  yetenekleri geligsmistir (Rattleff, 2013).
Streptomyces tiirlerinin sivi besi ortamlarinda substrat
miselyumlar1 olusturarak g¢ogalmalari, hiicresel ¢okelti
veya Obekler olusturarak kiiltiir ortaminda kiitle transferi
problemlerine sebep olmaktadir. Kiiltiir ortaminda
meydana gelen bu karmasik morfolojik davranig kiiltiir
ortaminda heterojenlik yaratarak Orneklemlerde ve
verilerin analizinde zorluk olugturabilmektedir (Manteca
ve ark., 2010; Rattleft, 2013; Chen ve ark., 2013). Ayrica
TG iireticisi Streptomyces suslarinda meydana gelen bu
morfolojik degisim ve misel gelisimi ile birlikte enzim
aktivitesinde bir artisin oldugu yapilan c¢aligmalarda
ortaya konmustur. Ancak bu durumun TG enzimi ile
iligkili ~ olan  mekanizmast  henliz tam  olarak
aydinlatilamamistir (Negus, 2001).

Besiyeri ¢esidi ve bilegimi: Fermantasyon ortami mTG
tiretim maliyetlerinin yaklasik %30 unu olusturmaktadir.
Besiyeri bilesimi mikroorganizmalar tarafindan iiretilen
TG enzim sentezini etkilemektedir (Souza ve ark., 2006;
Kieliszek ve Misiewicz, 2014). Besiyeri kompozisyonunun
dogru olarak belirlenmesi gerek maliyetlerin azaltilmasi
gerekse iiretim  veriminin  arttirilmast  bakimindan
onemlidir. Mikrobiyal TG iiretimini etkileyen besiyeri
bilesenlerinin geleneksel yontemlerle tek tek optimize
edilerek belirlenmesi daha basit ve ayrica degiskenlerin
enzim {retimi tzerindeki etkilerinin grafik {izerinde
kompleks istatistiksel analizlere ihtiyag duymadan
yorumlamak daha kolaydir (Macedo ve ark., 2007).

Streptomyces tiirlerinden mTG iiretiminde kullanilan
besiyerlerinin bilesimi ¢ogunlukla benzer bir bilesime
(maya ekstrakti, pepton, sodyum fosfat, potasyum fosfat,
magnezyum siilfat ve bir karbon kaynagi) sahiptir. Burada
ozellikle pepton ve maya ekstraktt gibi Dbilesenler
ekonomik olarak yiiksek maliyet olusturmaktadir
(Kieliszek ve Misiewicz, 2014). Kiiltiir ortamimin
hazirlanmasinda kullanilan karbon ve azot kaynaklari
mTG verimliligini etkileyen temel bilesenler arasinda yer
almaktadir (Sekil 2).

Tablo 1 Mikrobiyal TG iiretiminde kullanilan baz1 stratejiler (Zhu ve Tramper, 2008)
Table 1 Some strategies used in microbial TG production (Zhu and Tramper, 2008)

Sus Strateji UA  Kaynak

S. mobaraense Mikroorganizma tiir se¢imi 2,00 Ando ve ark. (1989)

S. mobaraense Fermantasyon sartlarinin kontroli 3,37 Zheng ve ark. (2001)

S. ladakanum Besiyeri bilesen optimizasyonu 0,73  Téllez-Luis ve ark. (2004b)
Bacillus circulans | Mikroorganizma tiir se¢imi ve besiyeri bilesen optimizasyonu 0,31 Souza ve ark. (2006)

S. ladakanum Mikroorganizma tiir se¢imi 0,35  Téllez-Luis ve ark. (2004a)
Streptomyces sp. | Mikroorganizma tiir secimi ve besiyeri bilesen optimizasyonu 1,40 Macedo ve ark., 2007

UA: Ulasilan aktivite (Unite/ml)

Tablo 2 Transglutaminaz enzim iireticisi mikroorganizmalar (Bech ve ark., 2001)
Table 2 Transglutaminase enzyme producer microorganisms (Bech et al., 2001)

Mikroorganizma

Ulasilan aktivite (Unite/ml)

S. mobaraensis

S. lydicus

S. ladakanum

S. sioyansis

S. platensis
Enterobacter sp. C2361
B. aneurinolyticus

P. putida

3,37
1,30
0,35
3,30
1,40
0,77
0,80
1,40
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Pepton, maya ekstrakti, kazein, {ire gibi temel
bilesenler TG sentezinde kullanilan yaygm azot
kaynaklarini olusturmaktadir. Ayrica inorganik amonyum
tuzlar1 da azot kaynagi olarak kullanilabilmekte ancak bu
tuzlarin enzim iiretimi igin daha az kullanisli olduklari
bildirilmektedir. Inorganik azot kaynaklarmin ortamda
bulunmasi mikroorganizmalar tarafindan sentezi miimkiin
olmayan aminoasitlere ulasimini engelleyecegi icin mTG
sentezinde yapiya katilacak olan elzem aminoasitlerin
eksikligine yol agacaktir. Literatiirde yapilan caligmalarda
soya, piring, musir, bugday unu, misir surubu ve malt
ekstrakti gibi bitkisel kaynaklarin da enzim iretiminde
azot kaynagi olarak besiyerinde kullanilabilecegi
onerilmektedir (Kieliszek ve Misiewicz, 2014; Zilda,
2014). Tim azot kaynaklari arasinda pepton Streptomyces
tirleri i¢in mTG iretiminde temel azot kaynagini
olusturmaktadir (Zhu ve ark., 1996; Macedo ve ark.,
2007). Zhu ve ark. (1998) yaptiklar1 calisma sonucunda
pepton ve nigasta gibi bilesenlerin besiyerinde kullanimi
ile proteaz, amilaz gibi bazi indiikleyici enzimlerin
sentezini uyararak mTG sentezi igin gerekli Onciil
bilesiklerin olusumunu saglayacagini belirtmislerdir.
Karbon kaynagi olarak ise Ozellikle patates nisastasi,
glukoz ve maltodekstrin gibi bilesenlerin S. mobaraensis
ile gerceklestirilen iretimlerde yiliksek enzim aktivitesi
sagladigt belirtilmektedir (Sekil 3) (Macedo ve ark.,
2007). Ayrica, yapilan bazi galigmalarda seker melast ve
gliserol gibi karbon kaynaklarinin sinerjist etki
olusturarak S. ladakanum ile gergeklestirilen mTG
iretimini arttirdigt gozlemlenmistir. Bu c¢aligmalarda
mTG fermantasyonu sirasinda gekerlerin (glukoz, fruktoz,
sakkoroz) ve gliseroliin kiiltiir tarafindan farkli oranlarda
kullanildigr  belirlenmistir. Diger taraftan besiyeri
bilesiminde gliserol ve kazeinin birlikte kullaniminin da
enzim {retimini arttirdigi deneysel olarak belirlenmistir

Glukoz

Sakkaroz

Karbon Kaynagi Nisasta
W' Gliserol
Melas

(Bourneow ve ark., 2012; Téllez-Luis ve ark., 2004b).
Ayrica bazi ¢alismalarda besiyerinde gliserol kullanimu ile
viskozitede bir artisin meydana geldigi ve bu durumun da
aktiviteyi olumsuz etkiledigini bildirilmektedir (Portilla-
Rivera ve ark., 2009). Bu duruma karsit bir olgu olarak
besiyerindeki  peptitlerin  veya proteinlerin  kendi
aralarinda mTG tarafindan ¢apraz baglanma reaksiyonuna
maruz kalmalar1 sonucunda, bu tiir azot kaynaklarinin
mikroorganizmalar tarafindan kullaniminin zorlasacagi
gercegi de ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle ortamda bulunan
serbest aminoasitler mTG sentezi ve hiicre gelisimi
acisindan temel sinirlayici faktor olmaktadir (Zhu ve ark.,
1996; Zhu ve ark., 1998; Bourneow ve ark., 2012).

Fermantasyon sicakligi ve pH.: Yapilan ¢aligmalarda
mTG tretiminde sicakligin ve pH’nin &nemli bir rol
oynadig1 ve bu iki faktdriin hiicre biiylimesini ve {iriin
olusumunu etkileyen en oOnemli g¢evresel parametreler
oldugu bildirilmektedir. Sicaklik ve pH’nin mTG {iretimi
iizerine etkileri ile ilgili kinetik veriler daha iyi bir
fermantasyon siirecinin planlanmasini kolaylagtirmaktadir
(Zheng ve ark, 2002a; Yan ve ark., 2005).
Mikroorganizmalarin spesifik gelisme hizlari sicakliktan
onemli Ol¢lide etkilenmektedir. Birgok kinetik model
inkiibasyon sicakligi ile spesifik gelisme arasindaki
iligkiyi  aciklamak i¢in  Ongériide  bulunmaktadir.
Schoolfield ve ark. (1981) spesifik gelisme hizin
sicakligmm bir fonksiyonu olarak tanimlayan dogrusal
olmayan bir Arrhenius modeli Onermistir. Yapilan
caligmalar sicakligin mTG fermantasyonunda 6nemli bir
rol oynadigimi gostermistir. Buna ragmen, S. mobaraense
suslarinin  hiicresel  gelisimine ve mTG sentezine
inkiibasyon sicakliginin etkileri ile ilgili kinetik modeller
hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir (Zheng ve ark.,
2001; Zheng ve ark., 2002b).

Serbest aminoasitler

Pepton
Peyniralt1 suyu
Soya unu

Kazein, Soya proteini

Karbonhidrat ve lipidler
DNA-RNA

Hiicre proteinleri

Sekil 2 Besiyeri karbon ve azot kaynaklarinin mTG enzim sentezinde kullanimi (Zhu ve ark., 1996)
Figure 2 Use of carbon and nitrogen sources of medium in mTG enzyme synthesis (Zhu et al., 1996)
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Kazein
Pepton/Maya 6ziitii
Pepton

Sakkaroz

Glukoz
Nisasta/Glukoz
Maltodekstrin

0 05 1 15
mTG aktivitesi (Unite/ml)
Sekil 3 Besiyeri karbon ve azot kaynaklarinin mTG enzim
aktivitesine etkisi (Macedo ve ark., 2007)

Figure 3 Effects of carbon and nitrogen sources of
medium on mTG enzyme activity (Macedo et al., 2007)

Sicakligin mTG sentezine olan etkisi ile ilgili yapilan
caligmalar inkiibasyon sicakliklarinin  hem  hiicre
gelisimini  hem de mTG sentezini  dogrudan
etkileyebildigini bildirmektedir (Zheng ve ark., 2001; Yan
ve ark., 2005). Zheng ve ark. (2002b) farkli inkiibasyon
sicakliklarimin (25-35°C) S. mobaraensis susunun mTG
enzim {Uretim miktarna etkisini arastirdiklar1  bir
calismada en iyi tiretimi 30°C’de basarili bir sekilde (2,94
Unite/ml) gerceklestirmiglerdir. Diistik sicaklik
degerlerinde mikrobiyal gelisimin durmasit ile birlikte
enzim sentezinin de durdugunu, daha yiiksek sicaklik
degerlerinde ise mikrobiyal gelisimin durmasina ragmen 6
saat boyunca enzim {retiminin devam ettigini
bildirmiglerdir. Ayrica arastiricilar yaptiklari bu ¢calismada
inkiibasyonda kullanilan tek sicaklik degerlerinin spesifik
hiicre gelisim ve mTG sentez evrelerine farkli oranlarda
etkide bulunduklarint da gostermislerdir. Diger taraftan
Portilla-Rivera ve ark. (2009) S. ladakanum susu ile
26°C’de enzim iiretimini gerceklestirmiglerdir.

S. mobaraense WSH-Z2 susu kullanilarak enzim
iiretim stirecinde pH degerindeki degisim ile ilgili yapilan
bir ¢aligmada fermantasyonun ilk asamalarinda besiyeri
pH degerinin distiigii (pH 6,5), daha sonra ise kademeli
olarak arttigt (pH 7,2) belirlenmistir. Elde edilen bu
sonuglar besiyeri pH degerinin kiltir ortaminda
fermantasyonun evrelerine bagli olarak degisim igerisinde
oldugunu ve bu durumun mTG enzim {iretimine énemli
etkisi oldugunu gostermistir. Ayni ¢alismada pH 6,5°te en
yiiksek enzim aktivitesi 48 saatlik inkiibasyon sonucunda
2,90 Unite/ml olarak bulunmustur. Enzim aktivitesinin
artirilmast  amactyla, ortam pH’s1 fermantasyonun
baslarinda (ilk 13 saat) pH 7,0’de daha sonra pH 6,5te
sabit tutulmus ve bdylece en yiiksek aktivite degerine (3,4
Unite/ml) ulasilmustir (Sekil 4) (Zheng ve ark., 2002a).
Benzer sekilde Ryszka ve ark. (2009) S. mobaraense susu
ile pH 6,5-7,0°da 2,0 Unite/ml degerinde enzim aktivitesi
elde etmislerdir.

Karistirma  Hizi ve  Sekli:  Sivi  kiiltiirlerin
karigtirllmasinda temelde iki farkli karistirma sekli
uygulanabilmektedir. Bunlardan ilki orbital olarak kiiltiir
ortaminin karistirlldig1r sistemler ikincisi ise ortaminin
mekanik, konveksiyon, pnomatik veya siirekli gaz fazi
sistemleri araciligi ile kanstirlldigi  derin  kiiltiir
sistemlerdir. Orbital karigtirma sistemleri basit ve ucuz
olup, daha 1limhi bir karigtirmanin gergeklestirilmesine

pH 7,0 pH 6,5

30 3,5

25 - -3 E
= L >
S 20 - 25 =
= 15 2 £
g 15 2
S 10 - L1 ]
M O

5 4 —&— Biyokiitle (/1) L 05 'g

0 —e— mTG aktivitesi (U/ml) 0

0 8 12 19 25 30 37 43 49 55
Fermantasyon siiresi (saat)

Sekil 4 Iki kademeli besiyeri pH ayarlamasinin biyokiitle
ve mTG aktivitesine etkisi (Zheng ve ark., 2002a)

Figure 4 The effect of two-stage pH adjustment of medium
on biomass and mTG activity (Zheng et al., 2002a)

olanak saglamakla birlikte, kiitle (besiyeri bilesenleri ve
0;) ve 1s1 transferi agisindan zayif kalabilmektedir

(Henzler ve Schedel, 1991). Bu sebeple kontrollii
fermantasyon islemlerinin gerceklestirildigi
biyoreaktorler (fermentér) 1s1 ve kiitle transferinin
iyilestirilmesi acisindan tercih edilmektedir. Ayrica

fermentdrde gergeklestirilen enzim iiretiminin arttirilmasi
icin geri beslemeli sistemler de kullanilabilmekte ve
boylelikle enzim miktarinda ~%80 ve hiicre kuru
agirliklarinda ~%30 oraninda artis saglanabilmektedir
(Whitaker, 1980; Zhu ve ark., 1998).

Mikrobiyal TG iiretiminde besiyeri kompozisyonu ve
fermantasyon kosullar1 (pH, sicaklik ve DO) o6nemli
faktorler arasinda yer almaktadir. Siklikla hiicresel
gelisim ve enzim retimi igin belirlenen en uygun sartlar
birbirinden farkli olabilmektedir. Bu yiizden bu
parametrelerin yiliksek enzim iiretim orani, yiiksek aktivite
ve yiksek verimlilik i¢in optimize edilmesi gerekliligini
dogurmaktadir. Ozellikle DO miktar: hiicresel gelisimi ve
enzim Uretimini etkileyen en onemli c¢evresel faktorler
arasinda yer almaktadir. Fermantasyon esnasinda
uygulanan karigtirma hizi veya havalandirma orani, gerek
DO miktarint etkilemesi gerekse kiitle ve 1s1 transferine
katki saglamasi agisindan Onemli bir parametreyi
olusturmaktadir (Yan ve ark., 2005). Biiyiik 6lgeklerde
hiicre  gelisimini  kontrol etmek icin  agilama
konsantrasyonu, pH, sicaklik ve karigtirma hizi dahil
olmak  iizere  biyoreaktorde  kullanilan  fiziksel
parametreler islem iizerinde dnemli bir etkiye sahiptir ve
kosullarin optimizasyonu ©nem arz etmektedir. Bu
nedenle, enzim tiretimi ile ilgili etkili ve tekrarlanabilir bir
yontem olusturmak ic¢in temel kurallar belirlenmelidir
(Kieser, 2000; Wang ve ark., 2005; Celler ve ark., 2012;
Rattleff, 2013).

Bourneow ve ark. (2012), 150 rpm orbital karigtirma
hizlarinda S. mobaraensis susu kullanarak yaptiklari
caligmada 48 saatlik inkiilbasyon sonunda enzim
aktivitesini 0,85 (x0,01) Unite/ml olarak belirlemislerdir.
Aym1  calismada daha Dbiiyilk hacimde besiyeri
kullanildiginda, ayni aktivite degerine 18 saat sonunda
ulasgtlmistir. Portilla-Rivera ve ark. (2009), farkli orbital
karigtrma  hizlarmm (200, 300, 400 rpm) S.
ladakanum’un enzim {iretimine etkilerini arastirdiklart
calismada, melas ve gliserol ile hazirlanan besiyerinde
300 rpm kanistrma hizlarinda en yiiksek enzim
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aktivitesine (0,460 Unite/ml, 72 saat) ulastiklarmni, daha
yiiksek karistirma hizlarinda enzimin denatiire olmast
sonucu ve daha diisik hizlarda ise difiizyon
problemlerinden dolay1 aktivitenin azaldigini
bildirmislerdir. Yiiksek karistirma hizlar1 kiitle ve oksijen
transferi agisindan mikrobiyal gelismeyi olumlu y6nde
etkilerken, mekanik stres ve oksijen stresi gibi unsurlar
mTG enzim aktivitesini olumsuz etkileyebilmektedir.

Yan ve ark. (2005), S. mobaraense WSH-Z2 susu ile
fermentorde farkli karigtirma hizlarinda (250, 350, 450
rpm) ve kontrollii sartlarda (1 v/v/dak hava, 30°C, pH 6,7-
7,2) gerceklestirdikleri mTG {iretimlerinde, fermantasyon
stiresince besiyerindeki DO miktarinin ilk evrede hizli bir
sekilde azaldigmi ve son evrede stabil kaldigim
gozlemlemislerdir. Bu durum ilk evrede hiicrelerin
oksijen tiiketim hizlarinin oksijen transfer hizindan daha
yiiksek olmasi ve daha sonra dengeye ulasilmasi ile
iliskilendirilmistir. Ayrica arastiricilar sabit karistirma
hizinda (350 rpm) hava akis hizlarimi degistirerek (0,75-
2,0 v/vidak) iki kademeli DO kontrol stratejisi ile mTG
iiretimini arttirmaya yonelik yaptiklari ¢aligmada ise mTG
aktivitesinde yaklasik %15°lik bir artig saglamiglardir.

Mikrobiyal stres faktirleri: Stres aracil bir biyoproses
biyolojik hedef verimliligini arttirmak i¢in tasarlanmis bir
diger stratejidir. Besiyeri bilesiminde bulunan karbon,
azot veya fosfat gibi kaynaklarin tiikkenmesi ile hiicre
gelisimi kisitlanir ve bu sayede ikincil metabolitlerin
iretimi saglanabilir. Stres faktorleri g6z Oniinde
bulundurularak olusturulan fermantasyon sistemleri ile
istenen metabolitin {iretimi artirilabilir (Tablo 3). Stres
faktorleri arasinda, 1sil sok bakteriler gibi biyolojik
hiicreler icin hassas ve yararli bir uyaricidir. Sicaklik, tuz,
alkol ve pH ikincil metabolit iiretimini etkileyen onemli
beslenme dis1 stres faktorlerindendir. Mikrobiyal TG gibi
ikincil metabolit olan antibiyotikler {izerine yapilmis
calismalarda 1s1l sok, alkol ve tuz uygulamasi gibi stres
faktorlerinin tiretimi olumlu yonde etkiledigi goriilmiistiir
(Rigali ve ark., 2008). Streptomyces tiirlerinin karmagik
sinyal iletim sistemlerine sahip oldugu bilinmektedir.
Streptomyces suslarinin farkli stres tiirlerine farkli sigma
faktorleri ile tepki verdigi ve gevresel sok tiirlerine bagl
olarak bir dizi benzersiz sinyal iletim mekanizmasini
devreye soktugu diisiiniilmektedir (Kim ve ark., 2008).

Tablo 3 Bazi mikrobiyal {iriinlerin sentezinde artig saglayan stres faktorleri
Table 3 Stress factors that increase the synthesis of some microbial products

Stres Faktorii Sus

Uriin Kaynak

Isil sok E. coli

Is1l sok- alkol S. venezuelae

Isil sok- alkol- Tuz P. fluorescens S272
Is1l sok- alkol-Tuz Micromonospora sp.
Is1l sok- alkol-Tuz S. mobaraensis

Is1l sok- Oksidatif stres S. griseus

Oksidatif stres S. coelicolor

Alkol Aspergillus niger

B-galaktosidaz

Umakoshi ve ark. (1998)

Jedomisin b Doull ve ark. (1994)
Antibiyotik Nakata ve ark. (1999)
Gentamisin Himabindu ve ark.( 2007)
Transglutaminaz Zhang ve ark. (2012a,b)
Kitosanaz Ngo ve ark. (2009)
Peroksidaz Glutation rediiktaz  Lee ve ark. (1993)

Sitrik asit Hag ve ark. (2003)

Ornegin Bacillus cinsine ait bakteri tiirleri besinsel
yokluk, sicaklik ve nem degisiklikleri, oksidatif stres, tuz
konsantrasyonunda ani yiikselme gibi ani olumsuz
cevresel degisikliklere karsi korunmak igin oldukga
karmagik diizenleyici sistemler gelistirmislerdir. Bacillus
subtilis hiicreleri spor olusturarak, degradatif enzim
ve/veya genel stres proteinleri sentezleyerek ¢evresel stres
faktorlerine karsi cevap verebilmektedir. Bir toprak
bakterisi olan B. subtilis ozellikle tuz stresine kars
adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmistir. Bu diizenleyici
mekanizmalar ¢ok sayida genin ifadesinde meydana gelen
degisimleri icermektedir. B. subtilis i¢in en az ii¢ ayn tuz
stres uyarim mekanizmasi bildirilmistir (Gabdrakhmanova
ve ark., 2005).

Stres ortamu genellikle bakteriyel hiicrelerin potansiyel
davramisim ag1ga ¢ikarabilir. Ozellikle 151l soklarm iyi bir
uyaran oldugu bilinmektedir. Bazi bakterilerde var oldugu
bilinen 1s1l sok proteinlerinin, proteinlerin yeniden
katlanma ve translokasyonunda o6nemli rolleri oldugu
tanimlanmigtir  (Ngo  ve  ark, 2009). Baz
mikroorganizmalar sicaklik stresine bagli olarak stres
proteinlerini sentez egiliminde olmakta ve bu durum
ozellikle mikroorganizmalarin dogada stres kosullarina
kars1 adaptasyonundan kaynaklanmaktadir (Volker ve
ark., 1992). Mikrobiyal TG enziminin sicaklik soklarina
kars1 stres proteini olarak sentez edilmesi durumunda

enzim aktivitesinde bir artisin beklenmesi séz konusu
olabilmektedir (Zhang ve ark., 2012b).

Isil sok uygulamasinin mTG enziminin iiretimine
etkilerinin incelendigi bir ¢calismada, S. mobaraensis susu
ile mTG iiretiminde 1s1l sok uygulamas i¢in kiiltiirler 50,
60 ve 70°C sicakliklarda 1 dakika su banyosunda
tutulmus ve enzim aktiviteleri belirlenmistir. Sonugta,
60°C’de uygulanan 1s1l sok (1 dak) ile kontrole gore en
yiiksek enzim aktivitesine (1,16 Unite/ml) ulagilmistir.
Ayrica yiiksek sicaklik uygulamasinin (60 ve 70°C) hiicre
gelisimini yavaslattig1 belirlemislerdir. Arastirmacilar, 1sil
sok uygulamalarinin, mikrobiyal gelisme evresi
tamamlandiktan sonra uygulanmasinin etkili oldugunu
bildirmislerdir (Zhang ve ark., 2012b). Ngo ve ark.
(2005), 1s1l iglemin S. griseus fermantasyonunda hiicre
biiyiimesini ve kitosanaz enzim iretimini etkiledigini
bulmuglardir. Yaptiklar caligmada 151l sok
uygulanmasinin, S. griseus susunun hiicre biiyiimesinde
1,2 kat ve kitosanaz aktivitesinde ise 1,8 kat bir artig
meydana getirdigini bulmuglardir.

Tuz stresi, Streptomyces tiirlerinde SigB, SigN ve
SigH benzeri genel stres cevabi proteinlerinin ifadesini
aktive edebilen ve baz1  bakterilerde sekonder
metabolitleri uyaran &nemli bir faktordiir (Novotna ve
ark., 2003; Wang ve ark., 2010). Tuzlar tarafindan
olusturulan stres sartlart &zellikle bakterilerde ikincil
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metobolitlerin sentezini uyaran regiile edici proteinlerin
aktivasyonunda rol oynayarak enzim sentezinde artis
saglayabilmektedir. Diger taraftan bu gibi stres
ortamlarmin  mikrobiyal gelismeyi baskiladigi da
bilinmektedir (Zhang ve ark., 2012b). Streptomyces tiirleri
tarafindan 6nciil enzimler (pro-mTG) olarak sentezlenen
mTG enziminin aktiflestirilmesi amaci ile sentezlenen
proteaz enzimleri de tuz stresi altinda kontrol
edilebilmektedir (Zhang ve ark., 2012b). Zhang ve ark.
(2012a) farkli NaCl konsantrasyonlarinda yaptiklari
calismada 0,2 mol/l baslangic tuz konsantrasyonunda
mTG enzim aktivitesinde 2,4 kat artisi saglamiglardir.
Ayni aragtiricilar sekiz farkli tuzu (MgCly, NaCl, KCI,
Na,S0s, CeHsNazO7, NasPO., CH3;COONa ve CaC|z) 0.2
mol/l konsantrasyonunda besiyerine ilave etmisler ve bu
tuzlarin  aktivite tizerine etkisini incelemislerdir.
Caligmada en yikksek mTG aktivitesi artisi MgCly
varliginda belirlenmistir.

Reaktif oksijen tiirleri tarafindan indiiklenen oksidatif
stres de kapsamli olarak incelenmistir. Hidrojen
peroksitin,  antijen  reseptdriindeki  sinyallemenin
baslatilmasinda ve ¢ogaltilmasinda ikincil haberci olarak
onemli roller oynayabilecegi bildirilmistir (Ngo ve ark.,
2009). Bakteriyel hiicrelerin oksidatif strese verdigi
yamitlar ¢ogunlukla Escherichia coli ve Salmonella
typhimurium’de calisilmigtir. E. coli’de bir¢ok oksidatif
savunma proteinleri ve genleri bulunmustur. Bu proteinler
ve enzimler H,O; veya serbest radikallerin neden oldugu
DNA  hasarim1  onarabilmekte,  hiicreleri  lipid
peroksidasyonu gibi zarara karsi koruyabilmektedir.
Oksidatif hasar1 onlemek veya onarmak igin bu tiir
savunma mekanizmalarinin evrimi, aerobik yasam
formlarinin hayatta kalmasi i¢in kritik dneme sahiptir.
Hiicreleri diigiik dozlarda H»O, veya radikal iireten
oksitleyicilere maruz birakmak savunma proteinlerinin
uyarilmasini saglamaktadir (Lee ve ark., 1993). Benzer

mekanizmalarin  mTG  enziminin veya pro-mTG
aktiflestirilmesinde  goérevli  proteolitik  enzimlerin
sentezinin  uyarilmasi1  i¢inde  gecerli  olabilecegi

disiiniilmektedir. Lee ve ark. (1993) yaptiklar1 bir
calismada, Streptomyces coelicolor susunun 100 pM
H,O, ilave edilmis kiiltiir ortaminda farkli oksidatif
savunma enzim aktivitelerindeki degisimleri incelemisler
ve peroksidaz enziminde 2-4 kat, glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz enziminde %60, glutation reduktaz
enziminde ise %@80’lik bir aktivite artig1 saglandigin
bildirmiglerdir.

Yapilan bazi1 caligmalarda antibiyotikler ve bazi
enzimler igin alkol stresinin iiretimde bir artig
yapabilecegi belirtilmektedir. Zhang ve ark. (2012b) farkli
alkollerin mTG {iretimine etkilerini belirlemek igin
kiiltiirlere fermantasyonun baslangicinda %1, 2 ve 3
oranlarinda etanol ve metanol ilave etmislerdir.
Aragtiricilar yaptiklari calismada farkl
konsantrasyonlarda uygulanan alkol stresinin  mTG
aktivitesini kontrol &rnegine (0,73 Unite/ml) gore
arttirarak; %1 metanol uygulamasi ile 1,76 Unite/ml’ye,
%1  etanol uygulamasi ile 1,47 Unite/ml’ye
yikseltmiglerdir. Fernandez ve ark. (1999), metanol veya
etanol varliginda S. clavuligerus NP1'in gelisiminin ve
durgun fazda hiicreler tarafindan sentezlenen sefalosporin
iretiminde belirgin bir artisin oldugunu bulmuslardir. Haq
ve ark. (2003), metabolitlerin sentezinde alkollerin uyarici

etkilerini inceledikleri bir c¢aligmada, %1,0 (v/v)’lik
metanoliin, Aspergillus niger GCB-47'in sitrik asit
tiretimini kontrol Ornegine gore 1,96 kat yiikselttigini
belirlemislerdir.

TG enzimi tarafindan proteinlerde olusturulan
izopeptid baglarinin organizmada fizyolojik Onemi
bulunmaktadir. Mikroorganizmalar tarafindan hiicrede
olusturulan capraz baglanmis yapilar 6zellikle ekzojen
enzimlere karsi oldukca dayanikli olup, hidrolizasyona
kars1 korunmaktadir. Bu nedenle mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenen kilif, hiicre duvar1 ve c¢ekirdek
proteinleri gibi yapilarin ekzojen proteolitik enzimlere
kars1 korunmasinda TG enziminin énemli bir fonksiyonu
olabilmektedir (Mehta ve Eckert, 2005).

Sonug¢

Ozellikle gida sanayinde bircok alanda genis kullanim
alant bulan TG enziminin biyosentezi i¢in daha ucuz
kaynaklarin  ortaya ¢ikarilmast biliyik Onem arz
etmektedir. Mikrobiyal kaynaklarin bu konuda 6nemli bir
hedef haline gelmesi, enzimin bu kaynaklardan tiretilmesi
konusunda daha fazla arastirma ve bilgiye ihtiyag
dogurmaktadir. Bundan sonra yapilacak c¢aligmalar
mikroorganizmalardan mTG enzim {iretiminin arttirilmasi
ve iretim maliyetlerinin azaltilmasi1 yoniinde olacagi bir
gergektir. Daha verimli ve etkin bir enzim iretimi,
mTG’nin birgok alanda kullanimini ve yaygmligini
arttirmasint ~ saglayacaktir. Simdiye kadar yapilan
caligmalar 1s1¢mmda, mTG iretiminin verimli hale
getirilmesi amaci ile 6zellikle iiretici mikroorganizma tiir
secimi, besiyeri bilesen  optimizasyonu, uygun
fermantasyon sartlarin belirlenmesi, fermantasyon teknigi
ve sistemlerinin dizaym ile genetik yaklagimlar gibi
birgok strateji ¢aligilmistir. Biyoproses mithendisligi ve
genetik mithendisligi alaninda atilan adimlar bu hedefler
dogrultusunda  biliylik  gelismeler  kaydetmektedir.
Streptomyces tiirlerinden mTG enzim {iretimindeki basari,
enzim sentezindeki biyolojik mekanizmanin tam olarak
ortaya konmasina baglhidir. Diger taraftan enzimin etkin
ve verimli bir sekilde iretimi tek basma yeterli
olmamakla  birlikte  saflastirma  teknikleri  ve
karakterizasyon konusu mTG enziminin endiistriyel
anlamda basariya ulagsmasinda kilit rol oynayacaktir.
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