GIDA (2004) 29 (4) : 269-272 269

MIKROBIYAL TRANSGLUTAMINAZIN OZELLIKLERI VE GIDA
SANAYiIINDE KULLANILMA OLANAKLARI

PROPERTIES OF MICROBIAL TRANSGLUTAMINASE AND APPLICATION
ON FOOD PROCESSING
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OZETY: Bu calismada Streptoverticillum mobaraense kullanilarak elde etden transglutaminaz enziminin dzellikleri ve uygulama olanaklari
tizerinde durulmugtur. Mikrobiyal transglutaminaz kazein, soya fasulyesi globulini, gluten, aktin, miyosin ve yumurta proléini gibi birgok gida
proteinleri ile gapraz baglar meydana getirir, ancak dider transglutaminazlardan farkh olarak badlant! yapmak igin Ca 'a ihtiyag duymaz ve
diisiik molekiil agirhgina sahiptir. Mikeobiyal transglutaminazin et, balik, uniu mamiller ve siit endiistrisinde kullanyim olanaklan Uzerinde birgok
calisma ortaya konmusgtur .

Anahtar Kelimeler: Mikrobial transglutaminaz, gapraz bafflama, kazein, jellesme

ABSTRACT: In this study, some properties and applications of the transglutaminase (TGase} referrad to as microbial TGase (MTGase),
derived from a variant of Streptoverticillum mobaraense are described. MTGase cross-linked most food proteins, such as caseins, soybean
globulins, gluten, actin, myosins, and egg proteins, as efficiently as mammalian TGases by forming lysine bond. However, unlike many other
TGases, MTGase is calcium-independent and has a relatively low motecular weight. Both of these properties are of advantage in industriat
applications; a number of studies have illustrated the potential of MTGase in fish, meat, baked food and milk products.

Keywards: Microbial transglutaminase, cross-linking, casein, getation

GIRIS

Mikrobial transglutaminaz (MTG ; protein-glutamine y-glutamyl transferase EC 2. 3. 2. 13) son zaman-
larda gelistirilmig bir enzimdir. Bu enzim agil-transferaz reaksiyonlari ile kovalent ¢apraz baglanmay katalize
eder ve yiiksek molek{lli polimerler yaratir. Farkll kaynaklardan elde edilebilir, bakteriden, bitkilerden ve me-
melilerden saflagtirilabilir. Ancak farkll kaynaklardan elde edilen transglutaminaz (TG) enzimlerinin striktirel
dzellikleri ve oynadiklar rol birbirinden oldukga farkhdir. TG arasinda plazma transglutaminaz (memeii ve in-
sanlardan saglanan faktor XlIl a) en fazla ¢aligilan enzimlerden biridir. Bu enzim kan pihtilagma igleminde
snemli rol oynar, fibrin yapisinin kuvvetienmesinde fibrin molekillerini gapraz baglayarak gerekli a§ yapisini
olusturur. Doku TG enziminin ise birgok hastalikla ilgisi oldufu yapilan ¢alismalarda ortaya konmugtur. {Citron
vd 2002, Karpuj, Becher, Steinman 2002, De Jong, Wijngaards ve Koppelman 2003). Streptoverticillium grise-
corneum, Streptoverticillium cimomoneum subsp.cinnanoneum ve Streptoverticillium morbaraense MTG elde
edilmek igin kullanilan mikroorganizmalardir.

Streptoverticillium mobaraense'nin agin miktarda TG Uretimi bu enzimin gida endistrisinde ekonomik ola-
rak kullaniminin yayginiasmasina neden olmugtur. Et Uretiminde salam tipi sosislerde ve balik ezmelerinde elas-
tikiyeti artirr ve jelin sikidigini saglar. Stt Oriinlerinde kazeinin TG igin iyi bir substrat oldugu gdsteriimistir. Peynir,
yogurt ve diigiik kalorili dondurma igin kullammi oldukga uygundur (Lauber, Henle ve Klastermayer 2000).

Transglutaminaz Reaksiyonlari

Transglutaminazlar proteinlerin iginde glutamin ve lisin arasinda kalan kisma izopeptid baglarla bagla-
narak, hiicre igi ve hiicreler aras kovalent ¢apraz baglar meydana getirirler. Proteinlerin gapraz baglanmas|
yliksek molekiil agirhkli polimerlerin olusmasina sebep olur. Bu reaksiyonun yant sira TG tarafindan katalizle-
nen iki reaksiyon daha vardir. Bunlardan birincisi, TG'larin primer aminlerin bulundugu ortamlarda proteinin glu-
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taminlerini aminlere gapraz badlayabildigi agil-transfer reaksiyonlardir. ikincisi ise lisin ve primer aminterin bu-
lunmadign ortamlarda suyun nilkleotid gibi reaksiyona girmesi ve glutaminlerin deamidasyonudur {Ohtsuka,
Umezawa, Nio ve Kubato 2001). Bu (¢ TG reaksiyonu gida proteinlerinin fonksiyonel dzelliklerini modifiye et-
mede kullanilabilir {Sekil 1).

(2}
Glu—-g-a\fﬂz + RN, —> Glu—tfi—?ﬂ%iR + NH,
| o | 6

(b) i
Gla-C-NH, + H;N-Lys = Glu-C-NH-Lys + NH,
| o | o |

®

G-CNH, + ;0 —> GW-COH  + NH,
I o | o

Sekil 1 : Transglutaminaz ile katalizlenen mekanizmalar, a. Acil transfer b. Protein veya peptidlerde Gln ve Lys capraz
haglantisi ¢. Deamidasyon (Kashiwagi vd 2002)

TG'lar tarafindan olugturulan proteinlerin hicre igi ve hiicre arasi ¢apraz baglantilarnini SDS-PAGE ile
tespit etmek mimkindir. Gapraz baglamanin miktan ile ilgili bilgi elde etmenin bir yolu da amonyak Uretimidir.
TG reaksiyonunda clugsan amonyadt tespit eden bu yéntem SDS-PAGE analizlerinin dogru sonug vermedigi
noktada capraz baglanmanin hizt hakkinda bilgi verir. Amonyak dl¢iminin dezavantajl analizin gapraz bag-
lanma, agil transfer ve deamidasyonu ayirt edebilme dzelliginin clmamasidr.

Substrat Spesifikligi

Trangglutaminazlarin substratlara 6zgl oldugu bilinmektedir. Streptoverticilliuridan elde edilen TG ’lar
memeli kanindan elde edilen plazma ve eritrosit transglutaminazlanndan daha yiiksek sayida substrat prote-
inleri ile reaksiyona girmektedir. Gizelge 1’ de gida proteinleri ile ilgili olan TG 'larin substrat spesifikligini g&s-
teren bilgiler bulunmaktadir.

Plazma TG ve kan TG ile mikrobial TG arasinda énemili farklardan bir tanesi kan plazma TG lar kanda
pro-enzim seklinde meydana gelmesidir. Kanin pihtilasmasindaki fizyolojik fonksiyonu aktif enzimi olugturmak
icin pargalanmaya ihtiyag duyar. Bu amag icin aktive olmug proteaz trombindir. Gidadaki uygulamalar igin hay-
van kanindan elde edilen trombinin ilavesi ile pro-enzim aymi gekilde aktive olur. Eritrosit TG'in aktivitest i¢in
sisteinin ortamda bulunmas: temeldir.

Substrat proteinlerinden glutaminin ve lisinin kullammi TG’lar ile gapraz bag olusturmasi ile iligkilidir.
Kazein ve jelatin gibi bazi proteinler bakterial TG'lar ile kullarima hazir lisin ve glutamin igerdikleri igin kolayca
gapraz baglanabilifler. Glutamin ve lisinin reaksiyona girebilme olanagin artrrabilmek igin indirgeyici madde ila-
vesi yapilir. Bu madde DTT (dithiotreitol} dir. DTT ilavesi ile disiliit baglar azalir protein yapisi agihr ve TG’ ler
ile gapraz baglanma meydana gelir. A-laktoalbumin ve b-laktoglobulin gibi birgok protein DTT ilavesinden son-
ra gapraz baglanabilir.
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Transglutaminaz inhibitarleri Cizelge L. Bazi TG'lerin Gida Proteinleri ile Substrat Spesifikligi

Yapmig olduklan reaksiyonlarin Eritrosit TG Plazma TG Bakteriyal TG
cesithilidi nedeniyle TG inhibitérlere ilgi ol -

a-laktoalbumin F3 + ++
dukga fazladir. Cystamine, N-ethyl mole- b jakogiobutin . + -
imide, iodoacetate ve paramercuribenzo- BSA + + s
ik asit benzeri inhibitérlerin TG aktivitesini  Kazein ++ ++ ++
inhibe ettigi cok iyi bilinmektedir. Bunlar ti- Hemoglobin - + t
ol grup Uzerindeki reaksiyonla TG'In aktif Miyosin - A +

Soyaglisin ++ - ++

tarafini bloklar (Kobayashi vd 1996, De
Jong, Wijngaards ve Koppelman 2003). -, gapraz baglanma yok; +, ditglk ¢apraz baglanma;+, orta gapraz baglanma, ++, izl capraz
Transglutaminazlarn dogal inhj- &lanma (e Jong vd.2001)

bitdrleri nadir bulunur.-Belirli peptidlerin

plazma TG akiivitesini inhibe ettigi bilinmektedir (Finney, Seale, Sawyer, Wallis 1997, De Jong Wijngaards ve
Koppelman 2003). Ancak funguslar tarafindan {retilen antimikrobiyal cerulen’in plazma TG'in dogal peptid ol-
mayan inhibitérii oldugu belirtiimigtir. Son zamanlarda funguslardan izole edilen alutacenoic asitlerinde plazma
TG igin gliglii bir inhibitdr oldugu gosterilmigtir (Kogen vd 2000).

Mikrobiyal Transglutaminazin Ozellikleri

MTG oldukga genig pH arali§inda { pH 4-9) galisir. Enzimatik aktivite igin optimum sicaklik 50 °C dir ve
bu sicaklikta 10 dak. aktivite kaybi olmaz ancak, 70 °C' de birkag dakika iginde aktivitesini kaybeder,

Substrat aktivitesi ile ilgili olarak birgok gida proteinleri, baklagil proteinleri, bugday gluteni, yumurta sa-
nsi, yumurta beyazi proteinleri, aktinler, myosin, fibrin, kazein, a-laktoalbumin ve b-laktoglobulin ve diger bir-
gok albuminler MTG ile gapraz baglanabilir.

TG'lanin enzimatik aktivitesini giisterebilmesi igin Ca+2 iyontarina ihtiyag duyarlar ancak Streploverticiflium
mobarense’den elde editen MTG Cat2 intiyag duymaz. Bu balumdan diger TG enzimlerinden farkhdir. Cu, Zn,
Pb ve Li gibi agir metaller sisteinin thiol grubunu bagladiklar igin mikrobiyal transglutaminazi inhibe eder.

Gida isletmelerinde MTG Uygulamalan

Birgok gida proteini MTG ile inkiibe edildiginde jel yapisi olugturur. Jel olugum karakteristigi ve jel olu-
sumu su sekildedir:

- Isitma ile jellegmeyen proteinler jellesebilir.

+ Normal olarak eriyen jeller TG jelasyonundan sonra artik erimez.

+ Su-yag emiilsiyonlarindaki protein geker ve/veya tuz ortaminda jellegebilir.

» Isitma igleminden sonra jel stkihg: artar. '

» Deterjanlarla bu jelier gdzinemez.

Bu dzellikierinden dolay! film uygulamalarinda kolayhikla kullaniiabilir ve protein tekstirii igin gok yarar-.
lidir (Motoki ve Segurc 1994, 1998 ).

St Uriinlerinde MTG Uygutamalari

Geleneksel olarak siit jelleri asitlendirme veya rennet ile olusur. Bu jellerin zayif kovalent olmayan
baglarla olugtugu distndlir. Sit asitlendigi zaman kazein misellerinde kompieks fiztko-kimyasal miseller
olusur. Bunun olugum pH ve sicakiiga baglidir (Heertje, Visser ve Smits 1985, Roefs, Walstra, Dalgleish ve
Horne 1985, Fox ve Mulvihill 1990, Schorsch, Carrie, Clark ve Norton 2000). Asitlendirme siresince ilk adim
k-kazeinin nétralizasyonu sonucu olugan ¢dkme olayidir. Bu kalsiyum fosfat ile lligkilidir. Diger taraftan sd-
tiin rennet ile pihttst iki kademeli iglemdir. Birinci basamak k-kazeinin, para k-kazein ve peptidlere enzima-
tik olarak pargalanmasini igerir. Bu durumda kalsiyum kargisinda agy ve b kazeinleri stabilitesi bozulur, ikin-
ci basamakta ise stabilize olmayan miseller gbker. Asitlendirme ile olugan jel yapisi rennet ile olugan jel ya-
pisindan farkhdir.

Birgok arastirict siit kazeininin 1sitma ile jel olugturmadigini ve MTG ile Jel olugturdugunu gostermigtir.
Yogurt tretiminde laktik kiiltir asit olugturarak asidik jel meydana getirir ancak, fiziksel etkilerle ve sicaklik de-
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Jisiminde serum ayrilmas| mimkindir. MTG su tutma kapasitesine sahip oldugu igin bu sorunu ortadan kal-
dirir. Ayni sekilde dondurma, peynir gibi diigik yagh veya yadsiz kuru maddesi azaltimig drinlerde bagar ile
kullamilabilir (Motoki ve Seguro 1998}, :

‘Balik Uriinlerinde MTG Uyguiamalari

MTG enziminin diigiik srcaklikta uygulanmast ile balik ezmelerinde ve bazi geleneksel Japon ballk
Uriinlerinde jel yapisinin ve viskoelastik dzelliklerin olumlu ydnde etkilendidi birgok aragtinic! tarafindan géste-
rilmigtir (Seki vd 1990, Kumazawa, Nakanishi, Yasueda ve Motoki 1996).

Unfu Mamiillerde MTG Uygulamalan

MTG kullarimi ile unlu mamillerde meydana gelebilen tekstir bozukluklanm énledigi Sakamoto vd
{1996) tarafindan belirtilmigtir. Ekmek yapiminda MTG kullanim: hacim artigina sebep olur ve ekmegin igine
katilmasi ile bilesiminde zenginlesme meydana gelir.

Soya Uriinlerinde MTG Uygulamast

MTG reaksiyonlan i¢cin soya proteinleri 118 ve 78 globulinler iyi substrattir. Soya proteininden (retilen
tofu uzun stire depolanmas: zor olan bir gidadir, ancak MTG kullanimi ile hazirlanan tofu'nun uzun siire bozul-
madan saklandid: belittilmigtir (Yokoyama, Nio ve Kikuchi 2004).
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