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Abstract 

The thesis encompasses the detailed study of transglutaminase produced by the 

actinomycetes Streptomyces mobarensis NCIM 5208, and its novel applications. Microbial 

transglutaminases (MTGases) are major cross-linking enzymes which modify the properties of 

cellular proteins by creating iso-peptide bonds among them. This enzyme has huge potential 

for applications in the pharmaceutical, food, textile, biomedical, and cosmetics industries. 

However, these applications necessitate them to be stable at high temperature, and adverse pH 

environment vis-à-vis their viable production and cost-effective availability, which would 

otherwise limit wide application in industries. An enzyme of microbial origin is now commonly 

exploited to overcome the shortcomings of conventionally produced transglutaminases, gaining 

colossal attention for diverse applications. Therefore, current research efforts have been 

directed to the bio-process development of MTGase production, regulatory mechanism, nano- 

immobilization, and their application in tissue scaffold and drug delivery. 

MTGase, being nature’s biological glue on account of forming ɛ-(γ-glutamyl) lysine 

bonds in proteins; however, low productivity and the high cost of production are the major 

bottlenecks for industrial MTGase production. The present work dealt with these obstacles by 

enhancing the MTGase production through media engineering using S. mobaraensis via a 

waste valorization approach utilizing agro-wastes. Enhancement of MTGase production vis-à-

vis cost reduction was attempted using wheat bran as a carbon source. During the course of the 

research, bulk production of microbial MTGase by media engineering and overexpression of 

recombinant MTGase from S. mobaraensis was investigated. Initially, S. mobaraensis was 

grown under solid-state fermentation (SSF) conditions, and media components were selected 

by the ‘one factor at a time’ approach, and a 2.15-fold increase in MTGase production was 

achieved. The optimized conditions revealed a cost-effective process for MTGase production 

by utilizing a lignocellulosic residue (wheat bran) as the main carbon source for SSF. Further, 
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the main selected growth parameters were optimized by statistical Box-Behnken design. The 

resulted growth factors included Protease: 39.14 IU, MgCl2: 0.10 M, CTAB: 0.08%, and 

Inoculation size: 2.1 x 105 CFU (2%) led to the increase of MTGase production up to 4-fold 

(12.949 + 0.061 IU/g) compared with un-optimized conditions. In addition, the effect of key 

regulators in augmenting transcriptional expression of MTGase was elucidated by Real-

Time quantitative PCR to unravel the regulatory mechanism of MTGase synthesis in S. 

mobaraensis.  

The work also intended to explore the nano-immobilization of MTGase for developing 

stable enzyme bioconjugates. The thesis further deals with various applications of this MTGase 

preparation for cross-linking food proteins and developing tissue scaffolds using casein and 

gelatin-carbon nanotubes as model systems.  The structural and functional changes during/after 

cross-linking were studied by SDS-PAGE, Circular Dichroism (CD), Fluorescence 

Spectrometry (FS), Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), and Attenuated Total 

Reflectance (ATR). Hence, the innovative production of MTGase was shown to be useful in 

effective cross-linking casein protein subunits. MTGase was immobilized on carbon nanotubes 

with high immobilization efficiency (58%) and reusability. The nano-immobilized 

formulations of MTGase possessed enhanced biochemical and kinetic attributes, which were 

applied for bioinspired hydrogel scaffold formation. 

Furthermore, cloning, overexpression, and purification were attempted as an alternate 

approach to overproduce MTGase. Moreover, MTGase and pro-MTGase gene sequences were 

successfully amplified from S. mobaraensis. The ORF encoded for a protein of 412 and 331 

amino acids which was cloned in the pET-22b (+) vector for overexpression in Escherichia 

coli BL21 (DE3). The comprehensive study was conducted on the biochemical and structural 

characterization of purified and recombinant MTGases, that hold tremendous applications. 
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As an innovative part of the thesis, the novel nanoflowers of MTGase could be developed by 

exploiting the inherent cross-linking activity of this enzyme. Nanoflowers are nano-crystals 

with floral architecture formed by intra-molecular interactions between the enzymes/proteins. 

They are endowed with diverse functionalities for biocatalytic applications. The designing of 

bio-catalytically active enzymatic MTGase nanoflowers (NFs) from the microbial source at a 

low temperature of 4 ºC has been patented. The study features a new and elegant approach in 

enzyme immobilization. The novelty in the present work relates to the method of synthesis, the 

designing of the product, and the process optimization to get the desired features in the NFs. 

The multifunctional facets of NFs, including simple design and preparation, size 

tunability, and resistance to enzymatic degradation, allowing customized cargo loading (heavy 

metals/pollutants/drugs), specific recognition, and internalization into target cancer cells were 

worked out and formed the major highlights of the thesis. 

MTGase NFs-based targeted delivery has been investigated on cancer cell models: 

Glioblastoma (LN-229) and Breast (MCF-7). Preliminary results showed the novel enzymatic 

nanoflowers have a unique morphology and enhanced enzyme stability. The shape of a hollow 

immobilized enzyme in the form of a cage could act as a nanocarrier for drug delivery. The 

framework of NFs was optimized to get the desired nanosize (< 50 nm) flowers. The MTT 

assay and wound healing after the treatment of these MTGase NFs gave positive results in 

restricting the migration of cancer cells. The cytotoxic effects of MTGase NFs were tested. 

There was no significant cell death in normal (non-cancerous murine fibroblasts L-929 cells), 

whereas, in all the cancer cell lines, visible aggregation could be observed. The results in both 

cases of brain and breast cancer cell lines (LN-229 and MCF-7) showed the efficacy of 

delivery, loss of viability, and apoptosis of the cancerous cells. These NFs are safe for usage 

as a nanocarrier with cargo loaded on it; hence, MTGase NFs as the magical bullet comes into 
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action. These findings point towards effective, low toxicity, and site-targeted, accurate anti-

cancer drug delivery via these MTGase NFs.  

To conclude, the cost-effective production will not only enhance the yield of this 

enzyme but also lead to tremendous applications in wide arrays of human welfare in food 

bioprocessing, pharmaceutical, tissue engineering, and therapeutics. 

The following research goals were accomplished:  

• Molecular Glue of the Millennium: The transglutaminase developed with enhanced 

value. 

• The transcriptional regulatory mechanism of how the critical regulators modulate 

the MTGase enzyme production was elucidated. 

• The nano-immobilized MTGase was investigated for application in the design of 

biocompatible tissue hydrogel scaffolds. 

• The study highlights the designing of MTGase nanoflowers, which was manifested 

in bioremediation applications.  

• Developed a suitable nanocarrier that can effectively deliver cargo in both in vitro 

and in vivo systems and have a sustained cargo release profile. 

• To inhibit aberrant expression of miRNAs and thereby significantly impede tumor 

growth/cancers. 

• Overall, the long-term goal was to devise a novel, powerful MTGase-based 

nanotherapy as an adjuvant to the existing chemotherapy and successfully inhibit 

cancer progression. Hence, the significance of cross-linking enzyme MTGase was 

achieved as a multifaceted therapeutic alternative in treating cancers.  

Thus, the applicability of MTGase produced by various approaches justified the 

MTGase as an enigmatic enzyme in myriad realms of applications. 

 



 साराांश 

थीसिि में एक्टिनोमाइिेट्ि स्ट्र ेप्टोमाइिेि मोब्रेंसिि एनिीआईएम 5208 और इिके नव अनुप्रयोगोों द्वारा 

उत्पासित टर ाोंिगू्लटासमनेज का सवसृ्तत अध्ययन शासमल है। माइक्रोसियल टर ाोंिगू्लटासमनेि (एमटीजीएि) 

प्रमुख क्रॉि-सलोंसकों ग एों जाइम हैं जो उनके िीच आईएिओ-पेप्टाइड िॉन्ड िनाकर िेलुलर प्रोटीन के गुणोों 

को िोंशोसित करते हैं। इि एों जाइम में फामाासू्यसटकल्स, भोजन, कपडा, िायोमेसडकल, रोग उनू्मलन और 

ि ोंिया प्रिािन अनुप्रयोगोों में भारी क्षमता है। हालाोंसक, इन अनुप्रयोगोों को उच्च तापमान और प्रसतकूल 

पीएच वातावरण पर क्टथथर होने की आवश्यकता है, जो अन्यथा उद्योगोों में व्यापक अनुप्रयोग को िीसमत 

करेगा। माइक्रोसियल मूल का एक एों जाइम अि आमत र पर वाोंछनीय गुणोों की प्राक्टि के सलए कसमयोों 

को िूर करने के सलए शोषण सकया जाता है और सवसभन्न अनुप्रयोगोों के सलए भारी ध्यान आकसषात करता 

है। इिसलए, वतामान अनुिोंिान प्रयािोों को एमटीजीएि उत्पािन, सनयामक तोंत्र और उनके अनुप्रयोग के 

िायोप्रोिेि सवकाि के सलए सनिेसशत सकया गया है। एमटीजीएि, प्रोटीन में δ-(γ-गू्लटासमल) लाइसिन 

िाोंड िनाने के कारण प्रकृसत का जैसवक गोोंि होने के कारण, हालाोंसक, कम उत्पािकता और उच्च लागत 

औद्योसगक एमटीजीएि उत्पािन के सलए प्रमुख िािाएों  हैं। इि काया ने कृसष-अपसशष्ोों का उपयोग करके 

अपसशष् मूल्ाोंकन दृसष्कोण के माध्यम िे एि मोिेरें सिि का उपयोग करके मीसडया इोंजीसनयररोंग के 

माध्यम िे एमटीजीएि के उत्पािन को िढाकर इन िािाओों िे सनपटा। कािान स्रोत के रूप में गेहों के 

चोकर का उपयोग करके लागत में कमी की तुलना में एमटीजीएि के उत्पािन को िढाने का प्रयाि 

सकया गया था। अनुिोंिान के ि रान, माइक्रोसियल एमटीजीएि के थोक उत्पािन और एि मोिेरें सिि िे 

पुनः  िोंयोजक एमटीजीएि की असत-असभव्यक्टि की मीसडया इोंजीसनयररोंग द्वारा जाोंच की गई थी। प्रारोंभ 

में, एि मोिेरें सिि को ठोि अवथथा सकण्वन (एिएिएफ) क्टथथसतयोों के तहत उगाया गया था और मीसडया 

घटकोों को 'एक िमय में एक कारक' दृसष्कोण द्वारा चुना गया था और एमटीजीएि उत्पािन में 2.15 

गुना वृक्टि हासिल की गई थी। अनुकूसलत क्टथथसत ने एिएिएफ के सलए मुख्य कािान स्रोत के रूप में 

सलग्नोिेलू्लोसिक अवशेषोों (गेहों की भूिी) का उपयोग करके एमटीजीएि उत्पािन के सलए एक लागत 



प्रभावी प्रसक्रया का खुलािा सकया। इिके अलावा, मुख्य चयसनत सवकाि मापिोंडोों को िाोंक्टख्यकीय िॉक्स-

िेहनकेन सडजाइन द्वारा अनुकूसलत सकया गया था। पररणामी सवकाि कारकोों में प्रोटीज शासमल थे: 39.14 

यू, एमजीिीएल 2: 0.10 एम, िीटीएिी: 0.08% और टीकाकरण आकार: 4 गुना (12.949 + 0.061 

आईयू / एमएल) में 2.02 समलीलीटर िोंयुि राष्र -अनुकूसलत क्टथथसतयोों की तुलना में एमटीजीएि उत्पािन 

में। इिके अलावा, एमटीजीएि िोंशे्लषण के सनयामक तोंत्र को उजागर करने के सलए वास्तसवक िमय 

मात्रात्मक पीिीआर द्वारा एमटीजीएि की टर ाोंिसक्रप्शनल असभव्यक्टि को िढाने में प्रमुख सनयामकोों के 

प्रभाव को स्पष् सकया गया था। थीसिि आगे खाद्य प्रोटीन के क्रॉि-सलोंसकों ग और मॉडल सिस्ट्म के रूप 

में कैसिइन और सजलेसटन-कािान नैनोटू्यि का उपयोग करके ऊतक मचान सवकसित करने के सलए इि 

एमटीजीएि तैयारी के सवसभन्न अनुप्रयोगोों िे िोंिोंसित है। क्रॉिसलोंसकों ग के ि रान/िाि में िोंरचनात्मक और 

कायाात्मक पररवतानोों का अध्ययन एिडीएि-पेज, पररपत्र सद्ववणाता (िीडी), प्रसतिीक्टि से्पिर ोमेटर ी 

(एफएि), फूररयर-टर ाोंिफॉमा इन्फ्रारेड से्पिर ोस्कोपी (एफटीआईआर) और क्षीसणत कुल प्रसतसिोंि 

(एटीआर) द्वारा सकया गया था। 

 

अतः , एमटीजीएि के असभनव उत्पािन को प्रभावी क्रॉि-सलोंसकों ग कैसिइन प्रोटीन िियूसनट्ि में उपयोगी 

सिखाया गया था। एमटीजीएि को उच्च क्टथथरीकरण िक्षता (58%) और पुन: प्रयोज्यता के िाथ कािान 

नैनोटू्यि पर क्टथथर सकया गया था। एमटीजीएि के नैनो-क्टथथर योगोों ने जैव रािायसनक और गसतज 

सवशेषताओों को िढाया था जो िायोइोंस्पायडा हाइडर ोजैल पाड गठन के सलए लागू सकए गए थे। काम का 

उदे्दश्य क्टथथर एमटीजीएि के सवकाि के सलए क्लोसनोंग, ओवरएक्सपे्रशन, शुक्टिकरण और क्टथथरीकरण का 

पता लगाना भी था। इिके अलावा, पूणा और िमथाक एमटीजीएि जीन अनुक्रमोों को िफलतापूवाक 

प्रवसिात सकया गया था। ओआरएफ को 412 और 331 अमीनो एसिड के प्रोटीन के सलए एन्कोड सकया 

गया है सजिे एथचेररसचया कोलाई िीएल 21 (डीई 3) में ओवरएक्सपे्रशन के सलए पीईटी -22 िी (+) वेिर 

में क्लोन सकया गया था। शुि और पुनः  िोंयोजक एमटीजीएि के जैव रािायसनक और िोंरचनात्मक 



लक्षण वणान पर व्यापक अध्ययन सकए गए थे, सजिमें जिरिस्त अनुप्रयोग हैं। काम का असभनव सहस्सा: 

एों जाइम प्रोटीन के िीच इोंटर ा-आणसवक इोंटरैक्शन द्वारा गसठत पुष्प वासु्तकला के िाथ नैनो-सक्रस्ट्ल हैं। 

वे जैव उते्प्ररक अनुप्रयोगोों के सलए सवसवि कायाक्षमताओों िे िोंपन्न हैं। 4 सडग्री िेक्टल्सयि के कम तापमान 

पर माइक्रोसियल स्रोत िे जैव उते्प्ररक रूप िे िसक्रय एों जाइमेसटक एमटीजीएि नैनोफ्लॉवर (एनएफ) 

की सडजाइसनोंग का पेटेंट कराया गया है। अध्ययन में एों जाइम क्टथथरीकरण में एक नया और िुरुसचपूणा 

दृसष्कोण है। काम में नवीनता एनएफ में वाोंसछत िुसविाओों को प्राि करने के सलए िोंशे्लषण, उत्पाि 

सडजाइसनोंग और प्रसक्रया अनुकूलन की सवसि िे िोंिोंसित है। िरल सडजाइन और तैयारी, आकार 

टू्यनेसिसलटी, और एों जाइमी सगरावट और सवकृतीकरण के प्रसतरोि िसहत एनएफ के िहुआयामी पहलुओों, 

कागो लोसडोंग (भारी िातुओों / प्रिूषक/ लसक्षत कैं िर कोसशकाओों (अोंजीर 100, 100 समलीग्राम / िवाओों) 

के सलए कायाक्षमताओों के अनुकूसलत िमावेश की अनुमसत िें , सजििे लसक्षत कैं िर कोसशकाओों में 

कायाक्षमताओों, सवसशष् मान्यता और आोंतररककरण के अनुकूसलत िमावेश की अनुमसत समलती है। 

एमटीजीएि-नैनोफ्लावर-आिाररत लसक्षत सवतरण की जाोंच कैं िर िेल मॉडल पर की गई है: 

क्टग्लयोब्लास्ट्ोमा (एलएन 22 9) और स्तन (एमिीएफ -7)। प्रारों सभक पररणामोों िे पता चला है सक उपन्याि 

एों जाइमेसटक नैनोफ्लावर में एक असद्वतीय आकृसत सवज्ञान और िढी हुई एों जाइम क्टथथरता है। सपोंजरे के 

रूप में एक खोखले क्टथथर एों जाइम का आकार िवा सवतरण के सलए नैनोकैररयर के रूप में काया कर 

िकता है। 

 

एनएफ के ढाोंचे को वाोंसछत नैनोिाइज (< 50 एनएम) प्राि करने के सलए अनुकूसलत सकया गया था। इन 

एमटीजीएि नैनोफ्लावर के उपचार के िाि एमटीटी परख और घाव भरने मे कैं िर कोसशकाओों के 

प्रवाि को प्रसतिोंसित करने में िकारात्मक पररणाम सिए। एमटीगैि एनएफ के िाइटोटॉक्टक्सक प्रभावोों 

का परीक्षण सकया गया था। िामान्य (गैर-कैं िर मू्यररन फाइब्रोब्लास््ट्ि एल -929 कोसशकाओों) में कोई 

महत्वपूणा कोसशका मृतु्य नही ों थी, जिसक िभी कैं िर िेल लाइनोों में, दृश्यमान एकत्रीकरण िेखा जा 



िकता है। ये एनएफ नैनोकैररयर के रूप में उपयोग के सलए िुरसक्षत हैं, सजि पर कागो लोड सकया जाता 

है, इिसलए एमटीजीएि एनएफ की जािुई गोसलयाों कारावाई में आती हैं। ये सनष्कषा इन एमटीजीएि 

एनएफ के माध्यम िे प्रभावी, कम सवषािता और लसक्षत (िाइट-सवसशष्), िटीक एों टी-कैं िर िवा सवतरण 

की ओर इशारा करते हैं। सनष्कषा सनकालने के सलए, लागत प्रभावी उत्पािन न केवल इि एों जाइम की 

उपज को िढाएगा, िक्टि खाद्य िायोप्रोिेसिोंग, फामाासू्यसटकल्स, ऊतक इोंजीसनयररोंग और सचसकत्सीय में 

मानव कल्ाण की सवसृ्तत शृ्ोंखलाओों में जिरिस्त अनुप्रयोगोों को भी जन्म िेगा। सनम्नसलक्टखत शोि लक्ष्ोों 

को पूरा सकया गया था: समलेसनयम का आणसवक गोोंि: टर ाोंिगू्लटासमनेज को िढे हुए मूल् के िाथ सवकसित 

सकया गया। महत्वपूणा सनयामकोों द्वारा एमटीगेज एों जाइम उत्पािन को कैिे िोंशोसित सकया जाता है, 

इिका टर ाोंिसक्रप्शनल सनयामक तोंत्र स्पष् सकया गया था। नैनो-क्टथथर एमटीजीएि की जैव िोंगत ऊतक 

हाइडर ोजैल मचानोों के सडजाइन में आवेिन के सलए जाोंच की गई थी। अध्ययन एमटीजीएि नैनोफ्लावर 

के सडजाइन पर प्रकाश डालता है, जो िायोरेमेसडएशन अनुप्रयोगोों में प्रकट होता है। एक उपयुि नैनो-

वाहक सवकसित सकया जो इन-सवटर ो और इन-सववो सिस्ट्म िोनोों में प्रभावी ढोंग िे कागो सवतररत कर 

िकता है और एक सनरोंतर कागो ररलीज प्रोफाइल है। एमआईआरएनए की सवचसलत असभव्यक्टि ऐवम 

टू्यमर के सवकाि को रोके , कुल समलाकर इि तरह हमारा िीघाकासलक लक्ष् म जूिा कीमोथेरेपी के 

िहायक के रूप में एक उपन्याि, शक्टिशाली एमटीजीएि आिाररत नैनोथेरेपी तैयार करना था और 

कैं िर की प्रगसत को िफलतापूवाक रोकना था। इिसलए, कैं िर के इलाज में िहुआयामी सचसकत्सीय 

सवकल्प के रूप में क्रॉि-सलोंसकों ग एों जाइम एमटीजीएि का महत्व प्राि सकया गया था।  इि प्रकार, सवसभन्न 

दृसष्कोणोों द्वारा उत्पासित एमटीजीएि की प्रयोज्यता ने अिोंख्य थथानोों में एक गूढ एों जाइम के रूप में 

एमटीजीएि को उसचत ठहराया। 
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