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OZET: Peynir olgunlasmas sirasinda gergeklesen en karmasik biyokimyasal olay proteolizdir. Pek cok peynir gesidinde
kazeinlerin baslangi¢ hidrolizi temel olarak pihtilastirici enzimden kaynaklanir. Suti pihtilagtirmak amaciyla kullanilan rennet
enzimleri, segilmis proteinazlarin ham preparatlaridir. Peynir Gretiminin gittikge artmasi ve hayvansal kaynakl kimozinin bu
artisa cevap verememesi sonucunda farkli pihtilastirici enzim kaynaklarina ihtiyag duyulmustur. Calismalar sigir, domuz ve
tavuk pepsini; Rhizomucor miehei, R. pusillus, Cryphonectria parasitica ve Cynara cardunculus proteinazlan Uzerine
yogunlasmistir. Bu ¢alismada, peynir yapiminda kullanilan hayvansal, mikrobiyal, bitkisel ve rekombinant mikroorganizma
kaynakl sut pihtilastirici enzimler ve bunlarin kazeinler tzerine olan etkileri derlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Pihtilagtiricilar, proteoliz, kazein fraksiyonlari

ABSTRACT: Proteolysis is the most complex biochemical event in cheese ripening. In many cheese varieties, the initial
hydrolysis of caseins is mainly caused by the coagulating enzyme. Rennet enzymes used to coagulate milk are crude
preparations of selected proteinases. Different coagulating enzyme alternatives are necessary as a result of the increase in
cheese consumption and insufficient of animal rennet. The studies have been focused on bovine, porcine, and chicken
pepsins and proteinases from Rhizomucor miehei, R. pusillus, Cryphonectria parasitica and Cynara cardunculus. In this
study, the importance of animal, microbial, plant, and recombinant enzymes used in cheesemaking and their effects on
caseins have been reviewed.
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GIRIS

Proteoliz, peynirin olgunlasmasi sirasinda gerceklesen (¢ temel biyokimyasal olaydan birisidir ve muhtemelen
aroma ve tekstir gelisimi icin en dnemlisidir (1). Olgunlasma sirasinda énemli proteolitik enzim kaynaklari;
pihtilastirici, sit, starter laktik asit bakterileri (LAB), starter olmayan LAB (SOLAB), ikincil starterler ve belli
durumlarda olgunlastirmayi hizlandirmak igin stte veya pihtiya ilave edilen harici proteinaz ve peptidazlardir
(2). Pek cok peynir cesidinde kazeinlerin baslangi¢ hidrolizinin nedeni pihtilastirici enzim ve az da olsa
plazmindir. Peynirin starter ve starter olmayan mikroflora enzimleri ile pihtilagtiricilar, sonradan pargalanan
blytk (suda ¢6zinmeyen) ve orta (suda ¢lzinur) boyutlu peptidlerin olusumuna neden olurlar (3).

Sutl pek ¢ok proteinaz pihtilastirabilir. Ancak bunlarin gogunun sit pihtilastirma aktiviteleri asiridir. Bunlar pihtiyi
cok fazla hidrolize ederek verim kaybi ve kusurlara neden olurlar. Geleneksel olarak rennet enzimleri buzagi, kuzu
ve oglak midesinden hazirlanir. Bu rennet enzimlerindeki baslica proteinaz kimozindir. Dinya peynir Uretimi arttigi
ve beraberinde buzagdi midesi azaldigindan rennet tedariki yetersiz kalmistir. Bunun disinda, st pihtilastirabilen
pek cok proteinaz vardir, ancak bunlardan alti tanesi &nem kazanabilmistir. Bunlar; sigir, domuz ve tavuk pepsini;
Rhizomucor miehei, R. pusillus ve Cryphonectria parasitica proteinazlandir (4).
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Peynir teknolojisinde sitln enzimatik yolla pihtilastirilmasinda hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal kaynaklardan
saglanan enzimler kullanilir. Bunlarin timu asit proteazlardir. Optimum aktivitelerini asit pH’larda gésterebilen bu
enzimler, hem sutun pihtilasmasini saglarlar, hem de peynir olgunlasmasi ve kalitesini belirgin él¢tde etkilerler
(5). Genetik galismalarda buza@i kimozin geni, segilmis prokaryotik ve 6karyotik organizmalara klonlanmistir.
Boylelikle sinirsiz miktarda kaliteli mikrobiyal rennet tedariki artik mimkandir (6).

Glnumizde dinya pazarinda ticari olarak rekombinant kimozin hakimken, Ulkemizde ise hayvansal rennet
tercih edilmektedir. Ulkemizde rekombinant kimozin kullanimi da artmaktadir.

Hayvansal Kaynakli Pihtilastiricilar

Bu amacla kullanilan hayvansal kaynakli proteazlar kimozin (rennin), pepsin, tripsin ve kimotripsindir. Tripsin
ve kimotripsinin proteolitik etkileri, peynir yapim kosullarinda ¢ok asiri olmaktadir. Peynirde ¢ogu kez aci
peptidlerin olusmasina neden olurlar, hatta bazen pihtiyi tekrar parcalayabilirler. Bu nedenle en yaygin
kullanilani kimozin'dir. Buzag@i sirdeninden elde edilen peynir pihtilastiricilari (mayalar) genellikle %88-94
kimozin, %6-12 pepsin igerir. Bu iki enzim disinda az miktarlarda da kimotripsin, tripsin ve lipaz enzimleri de
bulunur (5).

Kimozin, hicre i¢inde preprokimozin olarak sentezlenir. Bunu 42 amino asitli pro- kismi takip eder. Kimozin
inaktif zimojen (prokimozin) seklinde salgilanir. Asidik pH'da én madde otokatalitik aktivasyonla kimozin veya
pseudokimozine doénusir. Hem kimozin hem de pseudokimozin sit pihtilastirici aktivite gdsterir (7).
Prokimozin, 365 amino asitten olusan tek zincirli bir polipeptiddir. Pepsin ile, Phe,,-Gly,3 peptid bagindan
parcalanarak, pH 5’in altinda (8) 323 amino asitli olgun kimozine dénusir (9). pH 11’in Uzerinde ise, bigimsel
deg@isim nedeniyle stabilitesi bozulur. Pseudokimozin asidik pH'da gunlerce stabil kalabilirken, pH 4.5%in
Uzerinde hizli bir sekilde kimozine dénlsur (8). Kimozin, pH 5.3-6.3 degerlerinde oldukga stabildir. Asidik
kosullarda ve pH 7’nin lzerinde aktivitesi blyik 6lgide azalr. Optimum sicakhgr 41°C’dir. 20°C’nin altinda ve
50°C’nin Gzerinde pihtilastirma glicu ¢ok azdir (5).

Kimozinin 6zgul aktiviteleri farkl ¢ izoenzimi (A, B, C) vardir. Kimozinde A ve B’nin miktari ¢ok, C'nin ise azdir.
Kimozin A, kimozin B’ye gbre daha akiiftir (5). A ve B birbirinden bir aminoasit farkliigi gdsterir. C ise U¢
aminoasit bolgesi eksik olan (Aspog4-Pheoye), A'nin bir pargalanma Grini olarak goralr (4).

Pepsin, midenin alt kismindaki mukoza hicrelerinde inaktif pepsinojen halinde bulunur. Bu hicrelerden
salgilanan pepsinojen, midenin asitli ortaminda, 42 aminoasit uzunlugundaki kiguk bir polipeptidin kopmasi ile
etkin sekli olan pepsine dénlsur. Pepsinin en etkin oldugu pH degeri 1.7-2.3'tir. pH 7’nin Uzerinde ise hizla
inaktive olur. Kimozin enzimine gére daha duslik pH’larda aktivite goésterdigi igin sitiin normal pH’sinda
pihtilasma silresinin uzamasina neden olur. Buna karsin proteolitik aktivitesi ylksektir. Dolayisiyla peynirlerde
olgunlagsma suresince aci tat bilesenlerinin olusumuna yol agar. Bu durum tek basina saf olarak kullanimini
glclestirir. Diger taraftan peynir olgunlasmasinda ortalama pH degeri (4.9-5.2) pepsinin optimum pH degerinin
(pH2) Uzerinde oldugu icin pepsin ile Uretilen peynirler kimozinle Uretilenlere gére biraz daha yavas
olgunlasirlar. Bu nedenle iki enzimin karisimlarinin kullaniimasi tercih edilmektedir. Piyasada degisik oranlarda
pepsin ve kimozin karigimlari igeren peynir mayalari mevcuttur (5).

yi kaliteli buzagi renneti yaklasik %10 pepsin icerir ve pek cok ticari buzadi renneti yaklasik % 50 pepsin igerir.
Bunun proteolitik spesifikligi kimozine benzerdir ve peynir kalitesi ve verimi yéniinden iyi sonuglar verir. Ancak
bazen, pihtilasmanin sirden mayasina gére biraz daha yavas, pihtinin yumusak, peynir suyuyla yag kaybinin
yuksek ve peynir yapisinda farkhhklarin olmasi mimkindir (10).

Pepsin, sigir, domuz, koyun ve tavuktan elde edilmektedir. Bu kaynaklardan elde edilen pepsinlerin
pihtilastirma aktivitelerinin proteolitik aktivitelerine orani, kimozininkinden farklidir. Ornegin domuz pepsini 6.68
pH’dan daha ylksek pH’larda ¢ok az veya hic aktivite géstermez. pH’ya karsi ¢ok duyarli olan domuz pepsini,
peynir Uretimi sirasinda denatiire olmasi nedeniyle olgunlasma suresince proteolize katkisi ¢ok azdir. Bu
olumsuz 6zellikleri nedeniyle domuz pepsini gogu pazardan ¢ekilmistir (10).
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Tavuk pepsin 6ziitl ise sadece israilde kullaniimakta ve bazi peynir cesitlerinde iyi sonuglar sagladigi
belirtiimektedir. Fakat bu tip enzimin, olgunlasma silresi uzun olan peynirlerde kullanimi kalite ve verim
acisindan pek uygun bulunmamaktadir (5). Rennet yerine kullanilan enzimlerin en uygunsuz olanlarindandir.
Sit pihtilagtirma aktivitesinin proteolitik aktiviteye orani (SPA:PA) disik oldugundan, Cheddar peynirinde
olgunlasma sirasinda aroma, yapi ve tekstur kusurlarina yol agarak o,¢- ve B-kazeinlerin asiri pargalanmasina
neden olur (11). Sigir pepsini bu yénden daha kullaniglidir (10).

Bitkisel pihtilagtiricilar

Pek cok aspartik ve diger tip proteinazlar bitkilerden elde edilir. Bunlarin bir kismi pihtilastirici olarak
denenmistir (Benincasa cerifera, Calotropis procera, Dieffenbachia maculata, Solanum dobium'un meyve
kisimlari, Centaurea calcitrapa, ve Cynara cardunculus gicekleri) (3). incir (Ficus carica, fisin), yaban enginari
— kenger otu (Cynara cardunculus L., kardozin), ananas (Ananas sativa) ve hintyadl tohumu (Ricinus
communis) gibi bitkilerden elde edilen protezlarin sitl pihtilastirabildigi saptanmistir. Ancak sigir sitiinden
peynir yapiminda kullanimlari, genel olarak basarisizdir. Cinkl st pihtilastirma aktiviteleri asin proteolitik
bulunmustur. Asir proteoliz peynir veriminde azalmaya ve olgun peynirde aroma (acilik) ve tekstlr
(yumusama) kusurlarina neden olabilir (12).

Hayvansal ve mikrobiyal pihtilagtiricilar daha dengeli bir triin olustururlar. Ayni zamanda bitkilerin toplanmasi
pahali ve isglict gerektirdiginden bitkisel pihtilagtiricilara gére ucuzdurlar ve kullanimlari kolaydir. Ancak dini,
diyet, genetik degisiklik vb. tepkiler sonucunda hayvansal rennet sorgulanmakta, bitkisel pihtilagtiricilara olan
ilgi artmaktadir. Bitkisel pihtilastiricilar kicik mandiralar veya ¢iftliklerde usta yapimi peynirlerde tercih
edilmekten oteye gidememistir (13). St pihtilastirma aktivitesine sahip, Cynara cardunculus kurutulmus
ciceklerinden elde edilen proteaz, diger bitkisel proteazlardan farkl olarak, ylizyillardir iber Yarimadasi’'nda La
Serena, Serra da Estrela, Guia, Los Pedroches gibi geleneksel peynirlerin (3), Nijerya, Hindistan ve Sudan’da
bazi yumusak peynirlerin Gretiminde kullaniimaktadir (5).

Mikrobiyal proteazlar

Sutl pihtilastirmak amaciyla rennet yerine kullanilan en yaygin mikrobiyal proteazlar; Rhizomucor miehei,
Rhizomucor pusillus ve Cryphonectria parasitica gibi kaynaklarin kiltivasyonu ile elde edilirler ve sirden
enzimine oldukga benzerler (3). Bu U¢ fungal rennetin og4- ve P-kazein Uzerindeki spesifikligi buzagi
kimozininkinden oldukca farkli olmasina ragmen, genellikle kabul edilebilir peynirler verirler (10). Mikrobiyal
rennetler hem ekonomiktir hem de sirden mayasi ile Uretilen peynirlere yakin 6zellikte Grin verirler. Bu
nedenle, sit pihtilastirici olarak buzagi renneti yerine kullanilabilecek uygun kaynaklardir (5).

Genetik modifiye mikroorganizma kaynakli kimozin

Buzagi kimozin geni secilmis bakteri, maya ve kiflere klonlanmistir. Genetik olarak degistiriimis
Kluyveromyces marxianus var. lactis (Gist-brocades), Escherichia coli (Pfizer) ve Aspergillus nidulans
(Hansens)’'dan elde edilen kimozinler ticari olarak bulunabilir ve cok iyi sonuglarla yogun bir sekilde kullanihr.
Ancak bu Urlnlerin kullanimlarina hentiz batlin Glkelerde izin veriimemigtir. Buzagi rennetinin sit pihtilastirma
aktivitesinin % 5-50’si pepsinden kaynaklanabilirken, mikrobiyal rekombinant kimozin preparatlari pepsin
icermez. Boylelikle, bu iki enzimle yapilan peynirlerin proteolizleri arasinda kigtk farklliklar gézlenir. En dikkat
cekeni, buza@i renneti ile yapilan peynirde pepsin aktivitesi nedeniyle, og4-kazein f110-199 peptidinin
olusumudur (4).

Rekombinant kimozinin sagladigi avantajlari sdyle siralayabiliriz: (a) Artan peynir mayasi ihtiyaci buzagilari
kesmeden karsilanabilir, (b) buylk miktarda tretim yapilabilir, (c) standart kalite ve maksimum verim saglanir,
(d) enzim safligi ylksek ve pepsin igcermedigi icin olgunlasma slreci kusursuz gerceklesebilir, (e) Kalitesiz
sirden kullanimindan kaynaklanan peynir kusurlarina rastlanmaz (5).
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Kazein misellerinin enzimle pihtilasmasi

Sutiin pihtilasmasi, kazeinlerin belli 6zelliklerine bagli olarak gerceklesir. Sigir kazeini 4 ana fraksiyondan (o.gs-
, Ogo, -, k-kazein sirasiyla 40:10:35:12 ortalama oranda) olusur. Bunlar sirasiyla 8-9, 10-13, 4-5 ve 1-2 mol
P/mol igerir. Ylksek fosfat icerikleri nedeniyle, o¢-, 0go ve B—kazeinler; Ca2+ ile kuvvetli bag yaparlar ve Ca2+
6 mM'dan ylksek oldugunda cokerler. k-kazein ise Ca2+ ile zayif bag yapar ve yiliksek oranda Ca2+
bulundugunda ¢oziinlr. x-kazein ayni zamanda og-, 04> Ve P-kazeinler ile hidrofobik olarak da tepkime
verebilir. k—kazein, kalsiyuma hassas olan kazeinleri kiimelesmeye karsi korur. k-kazein kendi agiriginin
yaklasik 10 kati kadar diger kazein fraksiyonlarini pihtilasmaya karsi koruyabilmektedir. Cogu kazein miseli
modelinde, k-kazein genel olarak miselin dis ylzeyinde olmakla birlikte, Ca2+'a hassas og-, Ogo” VE PB-
kazeinlerin miselin ic bdlgelerinde yerlesim gosterecek sekilde hidrofobik olarak etkilesim gésterdikleri
dusunilmektedir (4).

Enzimatik pihtilasma iki safhada meydana gelir. Birinci safhada, sterik engelle stabilize edilen k-kazeinin
hidrofilik tiiylii yapisi, Pheygs-Metyog bagindan pargalanir. ikinci agama, x-kazeinin %85-90°ni pargalandiginda
baglar ve degisen protein misellerinin kiimelesmesine yol acar (Sekil 1). Bdylece x-kazein, arta kalan kazeinat
kompleksini stabilize etme yetenegini kaybeder. Sonugta ¢6zinlr hidrofobik para-x-kazein (1-105) ve
glikomakropeptidler (106-169) olusur. Kazein misellerinin kimelesmesi devam ettiginden, yag globdlleri, su ve
suda ¢6zinen maddeleri tutan yumusak bir ag olusur. Misel Uzerinde kalan para-x-kazein, halen o- ve -
kazeine baglh durumdadir. Ancak, ylksek derecede bazik ve hidrofobik karaktere sahip olmasi miselin
kararliiginin bozulmasina neden olur. ikinci safhada, modifiye olan misellerin bir araya gelmesi ile gerceklesen
jel olusumu, blyik oranda sutln sicakligina ve kalsiyum miktarina baglidir. Pihtilasma orani da, biyik oranda
enzim konsantrasyonu ve aktivitesine bagldir. Bu etkenlerin her ikisindeki artis, pihtilasma suresini azaltirken,
pihti sikih@ini arttinr. Misellerin kimelesme nedeni acik olmamakla birlikte, iki hipotez bulunmaktadir. Birisi,
para-x-kazeinler arasinda hidrofobik baglanma meydana gelmesi digeri ise o- ve B-kazeinlere kalsiyum ve
kalsiyum fosfat baglanmasidir (14).

Enzimlerin kazein fraksiyonlari lizerine etkileri

Peynirde buzagi renneti etkinligi icin optimum pH yaklasik 5'tir. 0g¢-kazein hizli bir sekilde, B-kazein ise ¢ok
daha yavas bir sekilde parcalanir. Suda ortalama % 4 tuz icerigi og¢-kazeinin pargcalanmasini desteklerken,
daha yiksek tuz icerikleri yavaslatir. B-kazein pargalanmasi duslk tuz igeriklerinde her zaman yavaslar.
Buzag! rennetinin yapmis oldugu proteoliz, peynir olgunlastirma sicakligindan ¢ok az etkilenir. 4°C ile 14°C

o

Eazem mizelt

Hidrofobil: metlzez

Kazem protetm

Earbonbidrat zinein
lritnozin

Misellerin kimelesmest

Sekil 1. Kazein misellerinin kimozin etkili kimelesmesi (15)
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arasinda ¢ok fazla degismemektedir (16). Kimozinin spesifikligi ve peptid baglarina ulasabilirligi, bu enzim
tarafindan katalizlenen proteolizin oranini etkiler. Kimozin ¢ogunlukla [8sin-X ve fenilalanin-X baglarini kirar.
Ancak kimozin, og¢-kazeini B-kazeinden daha fazla pargalamaktadir. Bunun, peynir ortamindaki protein
konformasyonuyla ilgili oldugu distndlmektedir. Peynirde bulunan NaCl, B-kazeinin topaklagsmasina neden
olmakta ve enzimin hassas baglara ulasmasi muhtemelen bu sekilde zorlagsmaktadir. Peynirde nemin azalmasi
da bu etkiyi arttirmaktadir (17).

Peynir yapiminda kimozinin 6ncelikli gérevi, miseli stabilize eden x-kazeinin Phe;gs-Metog bagini spesifik
olarak hidrolize ederek situ pihtilastirmaktir (3). Kimozinin tim kazeinler tzerine spesifikligi bilinmektedir.
Kimozin, ¢ozelti icerisinde B-kazeini 7 bdlgeden pargalar. Bu bélgelerin ¢ogu hidrofobik C-terminaline yakin
yerdedir. Bu bdlgelerin pargalanmasi (6rn., Leuqgo-Tyrigz) aciliga yol acan kisa hidrofobik peptidlerin
olusumuna neden olabilir (2). Cozelti icerisindeki f-kazeinde bulunan bazi peptid baglari, sirasiyla Leuyg,-
Tyrig3, Alajgg-Pheqgg, Leuqgz-Serigs Ve Leuyag-Leuy,qg, kimozin tarafindan cok hizli bir sekilde hidrolize edilir.
Ancak bu baglar peynirde ¢ok sinirli olarak hidrolize edilir veya hi¢ edilmezler. Bunun nedeni muhtemelen,
B-kazeinin C-terminal bélgesinin cok hidrofobik olmasi ve peynirde hidrofobik olarak devam eden etkilesimlere
ugramasidir. Bu etkilesimler tuzdan 6nemli derecede etkilenir (4). B-kazeinin, kimozin tarafindan hidrolizi, %5
NaCl ile kuvvetli sekilde, % 10 NaCl ile tamamen &nlenir. % 5 NaCl, pek ¢ok peynir ¢esidinin sulu fazinda
bulunan yaygin bir konsantrasyondur. Bu engellemenin sebebi acik degildir fakat benzer bir etki sakaroz ve
gliserol tarafindan da gdsterilir. B-kazeinin C-terminal bdlgesi ¢ok hidrofobiktir ve sicakliga bagli etkilesimlere
ugrar. Bu iligkilerin peynirde olusmasi ve kimozinin, bu bdlgedeki kimozine hassas baglara ulasamaz hale
gelmesi muhtemeldir. Blyuk ihtimalle bu etki su aktivitesi ile ilgilidir (1). Peynirde B-kazein hidrolizasyonunun
6nlenmek istenmesinin nedeni B-kazein f193-209 peptidi ve fragmentlerinin ¢cok aci olmasidir (4). Cozeltideki
B-kazein, 192-193, 189-190, 163-164 ve 139-140 baglarinin hidrolize olmasi sonucunda sirasiyla B-I', B-111,
B-Il ve B-lll peptidleri olusur. 165-166 ve 167-168 baglar, B-I'den elektroforetik olarak ayirt edilemeyen
peptidler olusturacak sekilde hidrolize edilebilir. Disik pH'da (2-3), 127-128 baginin hidrolizasyonunda, B-1V
de olusabilir (1).

Cozelti icerisindeki ag4-kazein, hidrolizi pH ve NaCl'e bagh olmakla birlikte kimozine hassas pek ¢ok bag igerir.
B-kazeinin aksine, % 5’e kadar tuz konsantrasyonu ogq-kazeinin hidrolizasyonunu destekler ve % 20 NaCl
varliginda bile 6nemli sayilabilecek bir proteoliz gergeklesebilir (1). Kimozinin peynirde o¢-kazein zerindeki
baslica pargalama noktalari, hizli bir sekilde ve tamamen hidrolize edilen Phe,3-Phe,, ve ¢cok yogun bir sekilde
parcalanan Leuygq-Lysqgo bagidir. Bunun yaninda Phegg-Glygg ve Leugg-Leugg bélgeleri de belli oranda
parcalanir. Sirpriz bir sekilde, ¢ozelti icerisindeki o51-kazeinde ikinci en hassas bag olan Trpyg4-Tyrigs baginin
peynirde hidrolize oldugu gérilmez. Kiglk peptidler (og4-kazein f1-23) peynirde birikme gdstermez, ancak
susa bagli bir spesifiklikle hiicre zari ile iligkili lactococcal proteinazlarca hizli bir sekilde hidrolize edilirler (4).
0g1-kazein ilk olarak og¢-kazein (f1-23) ve ogq-1 (f24-199)’e, daha sonra ogq-V (f30-199), og¢-VII (f56-179) ve
az miktarda og4-Il (f24-169)’ye hidrolize olur (1).

ogp-kazein, og¢-kazeine gore kimozin hidrolizasyonuna karsi daha direnglidir. Kimozinin o¢-kazein tzerindeki
parcalama bdlgesi, molekulin hidrofobik kisimlariyla sinirlanir (2). Bunlar Phegg-Tyrgg, Tyrgs-Leugg, Ging,-
Tyrgg, Tyrgg-Leugg, Pheqgz-Leuygs, Phej74-Alay7s ve Tyry7g9-Leuygy noktalaridir (18).

Para-k-kazein, kimozinle pargalanma 6zelligine sahip pek cok bélgeye sahip olmasina ragmen, hem ¢ozelti
hem de peynirde hidrolize oldugu gérilmez. Bu muhtemelen, diger kazeinlere kiyasla x-kazeinin ikincil
yapisinin nispeten daha fazla oldugunu gésterir (2). y-kazeinler, B-kazeinin kimozine hassas baglarini
icermelerine ragmen, peynirde olgunlasma sirasinda artis gosterirler. Muhtemelen bu baglar B-kazeinde
olduklarindan bunlara ulasilamaz (1). k-kazein ve ogy-kazein sistin igerdiklerinden sitte disulfit bagina sahip
proteinlerdir. Peynirdeki redoks potansiyeli, disulfit/tiyol oranini etkilediginden olusan ¢apraz baglarin miktarini
ve dolayl olarak kimozinin hassas baglara ulasma kapasitesini de belirlemektedir (17).
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Mikrobiyal rennetle Uretilen peynirde og4-I kazein birikimi gérilmez (1). Trujillo ve ark. (19) koyun kazeini
Uzerine buzagi ve kuzu rennet enzimleri, sigir kimozin ve pepsini ile R. meihei ve C. parasitica proteazlarinin
etkilerini inceledikleri calismalarinda, en dusik proteolizi kuzu renneti, en ylUksek proteolizi ise C. parasitica
proteazinin gdsterdigini bildirmiglerdir. Bitln bu enzimler, og¢- ve B-kazeinlerin ilk pargalanma Urunlerinin
(sirastyla ogq-1 ve B-l kazein) olusumuna neden olacak sekilde koyun kazeinini hidrolize etmiglerdir. Ancak C.
parasitica, B-kazeinden daha disuk elektroforetik hareketlilikte bir seri pargalanma urtinleri de olusturmustur.
C. parasitica proteinazi B-kazeinin Phe;gs-Met, g bagindan cok Ser;p4-Pheqgs bagini pargalar. Pheygs-Met g
bagini kimozin ve R. miehei proteinazlar parcalar (3). R. pusillus proteazi hem buzagi renneti hem de R.
miehei proteazindan daha ylksek proteolitik etkiye sahiptir. Sitte kalsiyum konsantrasyonunun artmasi R.
pusillus proteazi ile pihtilasma suresini kisaltir. Ancak aktivite pH'ya diger pihtilastiricilar kadar bagli degildir.
Gogunlukla blyuk peptidler olusturur (oysa buzagi renneti cok sayida kuglk peptidler olusturmaktadir). R.
pusillus proteazi sert bir pihti olusturdugu icin peynir suyuna fazla miktarda yag geger; dolayisiyla randiman
biraz diser. Ancak bazi arastiricilar gerek duyusal gerekse randiman agisindan 6nemli bir sorun
bulunmadigini bildirmiglerdir (5). R. miehei proteazi, oy-kazeini baglica Phe,s-Pheyy, Metyo3-Lysqo4 Ve Tyrqgs-
Tyries, B-kazeiniise Glugs-Lyssy, Valsg-Valsg, Metgs-Glygy ve Pheygg-Leugq noktalarindan parcalar (4). R.
miehei proteazinin NaCl yoklugunda, izole edilmis og1-kazein lizerine etkinliginin olduk¢a dlsik oldugu ve bu
etkinligin %2 NaCl varligi ile 6nemli derecede uyarildigi belirtilmistir (1). C. parasitica proteinazi peynirde
B-kazein Uzerine kimozin, pepsin veya Rhizomucor proteinazlarindan ¢ok daha etkilidir. Ancak kazeinler
Uzerine spesifikligi belirlenememistir (4).

Cynara cardunculus‘dan elde edilen ekstraktlarin, kardozin A ve kardozin B diye iki proteinaz icerdigi
bildirilmistir. Kardozin A’nin kimozine, kardozin B’nin ise pepsine benzedigi bildiriimistir. C. cardunculus'un
kurutulmus ¢igeklerinin ekstraktlarindan elde edilen enzimler, x-kazeinin Phe;gs-Met g bagini parcalar.
Macedo ve ark. (20), C. cardunculus proteazlarinin dokuz bagi parcalayabildigini (Phess-Phesy, Tyris3-Tyr{s4,
TrP164-TYres, TYr165-TYre6: TYr166-Valiez, Phe1gs-Tyriss, LeUjgg-Pheysp, Leuise-Aspis7 ve Alaygz-Trpies)
buna karsilik kimozinin ayni deneme kosullarinda o,4-kazeinin yalnizca Phe,s-Phe,, bagini parcalayabildigini
bildirmiglerdir. Ayni arastiricilar C. cardunculus proteazlarinin, sigir B-kazeinini alti noktadan parcaladigini ve
bunlarin azalan hassasiyet siralamasina gére Leuygo-Tyrygs, Leujgi-Leuqgs, Leuygs-Serigg, Pheygp-Leuqgq,
Ala;gg-Pheygg ve Leuyo7-Thryog baglart oldugunu bildirirlerken, Carles ve Ribadeau-Dumas (21), kimozinin ayni
deneme kosullarinda sadece Ala;gg-Phegg Ve Leugo-Tyrqg3 baglarini parcaladigini bildirmiglerdir. Sousa ve
Malcata (22), C. cardunculus proteazlarinin, koyun ve kegi kazeinlerinde sirasiyla og,-kazeini Phegg-Tyrgg ve
Serg-Seryg, Phegg-Tyrgg ve Tyryzo-Leuygy baglarindan parcaladigini bildirmiglerdir. Arastirmacilar, NaCl
icermeyen 6.5 veya 5.5 pH'da ve % 5 NaCl iceren 5.2 pH'da C. cardunculus proteazlarinin koyun B-kazeinini
esas olarak Leuqs7-Thriog ve Leuygy-Tyrig; baglarindan, keci kazeinini ise Gluygg-Thrygy, Leujoz-Thryog,
Leuy3g-Proq37 ve Leuygg-Tyrigy baglarindan pargaladigini bildirmislerdir. Kimozin, B-kazeinin asiri hidrofobik
bolgelerindeki Alagg-Phejgg ve Leuygs -Tyrygs baglarini ve ogq-kazeinin bu bélgesindeki yalnizca Trpqgqy-
Tyrie5 bagini parcalamasina karsilik, C. cardunculus proteazlarinin, B-kazeinin (Ala;gg-Phe-Leu-Leu-Tyrgs3)
ve 04¢-kazeinin bu bélgelerindeki tim baglar (Ala;gs-Trp-Tyr-Tyr-Valyg7) pargalar. Sigir B-kazeininin kimozinle
hidrolizindeki gibi, C. cardunculus proteazlariyla olan hidrolizinde de % 5 NaCl kuvvetli, % 10 NaCl ise
tamamen engel olmaktadir (3).

O’ Mahony ve ark. (23), kimozin ve kardozinlerin karisimini iceren pihtilastirici ile yapilan peynirlerin, kimozinle
yapilan kontrol &rneklerine gbre daha ylksek seviyelerde pH 4.6’da ¢dzinur azot icerdigini bildirmislerdir.
Ayrica og¢-kazeinin pargalanma boyutu, kardozinler ve kimozin karisimiyla yapilan peynirde daha fazladir (6).
Medina ve ark. (24) rekombinant kimozin ve buzag! renneti ile yaptiklari Burgos ve Hispanico peynirleri
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arasinda verim, nem, pH, ¢6zinebilir azot fraksiyonlari ve tat ydéntinden énemli bir farklihk saptamamiglardir.
Ancak arastiricilar, rekombinant kimozinle yaptiklari peynirlerde og¢- ve B-kazein kalinti oranlarinin, buzagi
rennetiyle yapilan peynirlere oranla daha yuksek oldugunu belirlemiglerdir (25).

Saldamh ve Kaytanh (26), Fromaz 46 T (R. mieheiden elde edilen proteinaz), Rennilaz 150 L tip t (R.
miehei), Maxiren 50 (rekombinant kimozin: Kluyveromyces marxianus var. lactis) ve buzagdi renneti (%90
kimozin + %10 pepsin) kullanilarak Beyaz peynir tretmiglerdir. Rekombinant kimozinle yapilan peynirlerin
olgunlagsma derecesi, proteoliz orani ve duyusal test sonuglarinin, buzagi renneti ile yapilan peynirlerden
daha ylksek, mikrobiyal rennetle yapilan peynirlerden ise daha disuk oldugunu belirtmislerdir (25). Cizelge
1’de peynir teknolojisinde énemli bazi pihtilastirici enzimlerin kazeinleri pargaladigi tespit edilen peptid
baglari verilmistir.

Cizelge 1. Bazi 6nemli pihtilastiricilarin kazein fraksiyonlari izerinde etkiledikleri peptid baglari

Enzim as1-kazein B-kazein as2-kazein K-kazein
Kimozin Phegg-Phe24, Leu192-Tyr193, Phegg-Tyrgg, Phe105-
TrpieaTyries, Alaigg-Phetgo, | Tyros-Leugs, | Metigs
Leuigr-Lys102, | Leuigs-Series | Glngz-Tyrgs,
Phegs-Glygg ve | ve Leuqss- Tyrgs-Leugg,
LeUga-LeUgg LeU140 Phe163-
Leues,
Phe174—AIa175
ve Tyri7g-
L9U180
R. miehei Phe23-Phe24, G|U31-Ly832, Phe105-
protea2| Met123-Lys124 Va|53-Va|59, Met106
ve Tyries- Metgs-Glyes ve
Tyries Phe1go-Leugq
C. cardunculus | Pheys-Pheos, Leuqgp-Tyrigs, | Phegs-Tyrsg
proteazi Tyri53-Tyr1s4, Leu4gs-Leuqgp, | ve Serg-
Trpiea-Tyries, | Leusss-Series, | Serig, Phegs-
Tyries-Tyries, | Phejgo-Leusgr, | Tyreg ve
Tyriee-Valiez, | Alajge-Pheigo | Tyrize-Leuso
Phe145—Tyr146, ve LeU127-
Leutse-Phetso, | Thrigs
Leu1ss-Asp1s7
ve Ala163-
Trpies

Pihtilastiricilarin karsilastiriimasi

Site eklenen buzagi rennetinin preslemeden 6nce yaklasik % 30’u, preslemeden sonra ancak %5-8'i kalir.
Mikrobiyal rennet enzimlerin preslenen peynirdeki kalinti orani % 3-5, pepsinin ise %3-8'dir (11).

k-kazeinin Phe4gs-Metyog bagi, kimozin gibi pepsinler ile R. mieheive R. pusillus asit proteinazlari tarafindan,
tercihli olarak hidrolize edilir. Ancak Cryphonectria parasitica proteinazi tercihli olarak Seryg4-Pheqgs
bagini kirar. Bununla birlikte kimozinden farkli olarak, Rhizomucor ve Cryphonectria parasitica proteinazlari,
k-kazeinin diger pek ¢ok bagini da parcalar. Ticari rennet enzimlerin SPA’si, 28-36°C’nin arasinda sicaklikla
artis gosterir. pH 6.6'da domuz pepsini, buzagi renneti ve sigir pepsininin SPA’sI, sirasiyla 44, 45 ve 52°C’ye
kadar sicaklikla artis gosterir. Fungal enzimler (R. miehei, R. pusillus, C. parasitica) sirasiyla 47, 57 ve
57°C’lerde aktivitelerini kaybederler (10). Sicakliga karsi hassasiyetlik siralamasi: domuz pepsini > sigir
pepsini > C. parasitica proteazi > kimozin > R. pusillus proteazi > R. miehei proteazi (27). R. miehei proteazi
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77°C’de pH 6‘da 15 saniyede, R. pusillus proteazi 71°C’de pH 6'da 15 saniyede inaktif olurken, buzagi renneti,
67°C’de pH 6‘da 15 saniyede inaktif hale gecer (11).

Kimozinle kiyaslandiginda pepsinin, 6zellikle domuz pepsininin SPA’sI, pH’ya daha ¢ok baglidir. Fungal rennet
enzimleri ise, pH 6.2-6.8 araliginda daha az duyarhdir. Sitin, Cryphonectria parasitica protezi ile
pihtilastirimasinin, buzagdi reneti ile pihtilastirmaya goére, eklenen Cat++’a hasasiyeti daha azdir (10).
Proteolitik aktivite ydnlinden; buzagi renneti < R. miehei proteazi < R. pusillus proteazi < sigir pepsini < domuz
pepsini < C.parasitica proteazi, duyusal kalite yoniinden ise; buzagi renneti > R. miehei proteazi > R. pusillus
proteazi > sigir pepsini > domuz pepsini > C. parasitica proteazi seklinde bir siralama yapilabilir (11).
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