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ÖZET: Peynir olgunlaflmas› s›ras›nda gerçekleflen en karmafl›k biyokimyasal olay proteolizdir. Pek çok peynir çeflidinde
kazeinlerin bafllang›ç hidrolizi temel olarak p›ht›laflt›r›c› enzimden kaynaklan›r. Sütü p›ht›laflt›rmak amac›yla kullan›lan rennet
enzimleri, seçilmifl proteinazlar›n ham preparatlar›d›r. Peynir üretiminin gittikçe artmas› ve hayvansal kaynakl› kimozinin bu
art›fla cevap verememesi sonucunda farkl› p›ht›laflt›r›c› enzim kaynaklar›na ihtiyaç duyulmufltur. Çal›flmalar s›¤›r, domuz ve
tavuk pepsini; Rhizomucor miehei, R. pusillus, Cryphonectria parasitica ve Cynara cardunculus proteinazlar› üzerine
yo¤unlaflm›flt›r. Bu çal›flmada, peynir yap›m›nda kullan›lan hayvansal, mikrobiyal, bitkisel ve rekombinant mikroorganizma
kaynakl› süt p›ht›laflt›r›c› enzimler ve bunlar›n kazeinler üzerine olan etkileri derlenmifltir.   

Anahtar Kelimeler: P›ht›laflt›r›c›lar, proteoliz, kazein fraksiyonlar› 

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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G‹R‹fi
Proteoliz, peynirin olgunlaflmas› s›ras›nda gerçekleflen üç temel biyokimyasal olaydan birisidir ve muhtemelen

aroma ve tekstür geliflimi için en önemlisidir (1). Olgunlaflma s›ras›nda önemli proteolitik enzim kaynaklar›;

p›ht›laflt›r›c›, süt, starter laktik asit bakterileri (LAB), starter olmayan LAB (SOLAB), ikincil starterler ve belli

durumlarda olgunlaflt›rmay› h›zland›rmak için süte veya p›ht›ya ilave edilen harici proteinaz ve peptidazlard›r

(2). Pek çok peynir çeflidinde kazeinlerin bafllang›ç hidrolizinin nedeni p›ht›laflt›r›c› enzim ve az da olsa

plazmindir. Peynirin starter ve starter olmayan mikroflora enzimleri ile p›ht›laflt›r›c›lar, sonradan parçalanan

büyük (suda çözünmeyen) ve orta (suda çüzünür) boyutlu peptidlerin oluflumuna neden olurlar (3). 

Sütü pek çok proteinaz p›ht›laflt›rabilir. Ancak bunlar›n ço¤unun süt p›ht›laflt›rma aktiviteleri afl›r›d›r. Bunlar p›ht›y›

çok fazla hidrolize ederek verim kayb› ve kusurlara neden olurlar. Geleneksel olarak rennet enzimleri buza¤›, kuzu

ve o¤lak midesinden haz›rlan›r. Bu rennet enzimlerindeki bafll›ca proteinaz kimozindir. Dünya peynir üretimi artt›¤›

ve beraberinde buza¤› midesi azald›¤›ndan rennet tedariki yetersiz kalm›flt›r. Bunun d›fl›nda, sütü p›ht›laflt›rabilen

pek çok proteinaz vard›r, ancak bunlardan alt› tanesi önem kazanabilmifltir. Bunlar; s›¤›r, domuz ve tavuk pepsini;

Rhizomucor miehei, R. pusillus ve Cryphonectria parasitica proteinazlar›d›r (4). 
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Peynir teknolojisinde sütün enzimatik yolla p›ht›laflt›r›lmas›nda hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal kaynaklardan

sa¤lanan enzimler kullan›l›r. Bunlar›n tümü asit proteazlard›r. Optimum aktivitelerini asit pH’larda gösterebilen bu

enzimler, hem sütün p›ht›laflmas›n› sa¤larlar, hem de peynir olgunlaflmas› ve kalitesini belirgin ölçüde etkilerler

(5). Genetik çal›flmalarda buza¤› kimozin geni, seçilmifl prokaryotik ve ökaryotik organizmalara klonlanm›flt›r.

Böylelikle s›n›rs›z miktarda kaliteli mikrobiyal rennet tedariki art›k mümkündür (6).

Günümüzde dünya pazar›nda ticari olarak rekombinant kimozin hakimken, ülkemizde ise hayvansal rennet

tercih edilmektedir. Ülkemizde rekombinant kimozin kullan›m› da artmaktad›r.

Hayvansal Kaynakl› P›ht›laflt›r›c›lar

Bu amaçla kullan›lan hayvansal kaynakl› proteazlar kimozin (rennin), pepsin, tripsin ve kimotripsindir. Tripsin

ve kimotripsinin proteolitik etkileri, peynir yap›m koflullar›nda çok afl›r› olmaktad›r. Peynirde ço¤u kez ac›

peptidlerin oluflmas›na neden olurlar, hatta bazen p›ht›y› tekrar parçalayabilirler. Bu nedenle en yayg›n

kullan›lan› kimozin’dir. Buza¤› flirdeninden elde edilen peynir p›ht›laflt›r›c›lar› (mayalar›) genellikle %88-94

kimozin, %6-12 pepsin içerir. Bu iki enzim d›fl›nda az miktarlarda da kimotripsin, tripsin ve lipaz enzimleri de

bulunur (5). 

Kimozin, hücre içinde preprokimozin olarak sentezlenir. Bunu 42 amino asitli pro- k›sm› takip eder. Kimozin

inaktif zimojen (prokimozin) fleklinde salg›lan›r. Asidik pH’da ön madde otokatalitik aktivasyonla kimozin veya

pseudokimozine dönüflür. Hem kimozin hem de pseudokimozin süt p›ht›laflt›r›c› aktivite gösterir (7).

Prokimozin, 365 amino asitten oluflan tek zincirli bir polipeptiddir. Pepsin ile, Phe42-Gly43 peptid ba¤›ndan

parçalanarak, pH 5’in alt›nda (8) 323 amino asitli olgun kimozine dönüflür (9). pH 11’in üzerinde ise, biçimsel

de¤iflim nedeniyle stabilitesi bozulur. Pseudokimozin asidik pH’da günlerce stabil kalabilirken, pH 4.5’in

üzerinde h›zl› bir flekilde kimozine dönüflür (8). Kimozin, pH 5.3-6.3 de¤erlerinde oldukça stabildir. Asidik

koflullarda ve pH 7’nin üzerinde aktivitesi büyük ölçüde azal›r. Optimum s›cakl›¤› 41°C’dir. 20°C’nin alt›nda ve

50°C’nin üzerinde p›ht›laflt›rma gücü çok azd›r (5). 

Kimozinin özgül aktiviteleri farkl› üç izoenzimi (A, B, C) vard›r. Kimozinde A ve B’nin miktar› çok, C’nin ise azd›r.

Kimozin A, kimozin B’ye göre daha aktiftir (5). A ve B birbirinden bir aminoasit farkl›l›¤› gösterir. C ise üç

aminoasit bölgesi eksik olan (Asp244-Phe246), A’n›n bir parçalanma ürünü olarak görülür (4).

Pepsin, midenin alt k›sm›ndaki mukoza hücrelerinde inaktif pepsinojen halinde bulunur. Bu hücrelerden

salg›lanan pepsinojen, midenin asitli ortam›nda, 42 aminoasit uzunlu¤undaki küçük bir polipeptidin kopmas› ile

etkin flekli olan pepsine dönüflür. Pepsinin en etkin oldu¤u pH de¤eri 1.7-2.3’tür. pH 7’nin üzerinde ise h›zla

inaktive olur. Kimozin enzimine göre daha düflük pH’larda aktivite gösterdi¤i için sütün normal pH’s›nda

p›ht›laflma süresinin uzamas›na neden olur. Buna karfl›n proteolitik aktivitesi yüksektir. Dolay›s›yla peynirlerde

olgunlaflma süresince ac› tat bileflenlerinin oluflumuna yol açar. Bu durum tek bafl›na saf olarak kullan›m›n›

güçlefltirir. Di¤er taraftan peynir olgunlaflmas›nda ortalama pH de¤eri (4.9-5.2) pepsinin optimum pH de¤erinin

(pH2) üzerinde oldu¤u için pepsin ile üretilen peynirler kimozinle üretilenlere göre biraz daha yavafl

olgunlafl›rlar. Bu nedenle iki enzimin kar›fl›mlar›n›n kullan›lmas› tercih edilmektedir. Piyasada de¤iflik oranlarda

pepsin ve kimozin kar›fl›mlar› içeren peynir mayalar› mevcuttur (5). 

‹yi kaliteli buza¤› renneti yaklafl›k %10 pepsin içerir ve pek çok ticari buza¤› renneti yaklafl›k % 50 pepsin içerir.

Bunun proteolitik spesifikli¤i kimozine benzerdir ve peynir kalitesi ve verimi yönünden iyi sonuçlar verir. Ancak

bazen, p›ht›laflman›n flirden mayas›na göre biraz daha yavafl, p›ht›n›n yumuflak, peynir suyuyla ya¤ kayb›n›n

yüksek ve peynir yap›s›nda farkl›l›klar›n olmas› mümkündür (10). 

Pepsin, s›¤›r, domuz, koyun ve tavuktan elde edilmektedir. Bu kaynaklardan elde edilen pepsinlerin

p›ht›laflt›rma aktivitelerinin proteolitik aktivitelerine oran›, kimozininkinden farkl›d›r. Örne¤in domuz pepsini 6.68

pH’dan daha yüksek pH’larda çok az veya hiç aktivite göstermez. pH’ya karfl› çok duyarl› olan domuz pepsini,

peynir üretimi s›ras›nda denatüre olmas› nedeniyle olgunlaflma süresince proteolize katk›s› çok azd›r. Bu

olumsuz özellikleri nedeniyle domuz pepsini ço¤u pazardan çekilmifltir (10).



Tavuk pepsin özütü ise sadece ‹srail’de kullan›lmakta ve baz› peynir çeflitlerinde iyi sonuçlar sa¤lad›¤›

belirtilmektedir. Fakat bu tip enzimin, olgunlaflma süresi uzun olan peynirlerde kullan›m› kalite ve verim

aç›s›ndan pek uygun bulunmamaktad›r (5). Rennet yerine kullan›lan enzimlerin en uygunsuz olanlar›ndand›r.

Süt p›ht›laflt›rma aktivitesinin proteolitik aktiviteye oran› (SPA:PA) düflük oldu¤undan, Cheddar peynirinde

olgunlaflma s›ras›nda aroma, yap› ve tekstür kusurlar›na yol açarak αs1- ve β-kazeinlerin afl›r› parçalanmas›na

neden olur (11). S›¤›r pepsini bu yönden daha kullan›fll›d›r (10).

Bitkisel p›ht›laflt›r›c›lar

Pek çok aspartik ve di¤er tip proteinazlar bitkilerden elde edilir. Bunlar›n bir k›sm› p›ht›laflt›r›c› olarak

denenmifltir (Benincasa cerifera, Calotropis procera, Dieffenbachia maculata, Solanum dobium’un meyve

k›s›mlar›, Centaurea calcitrapa, ve Cynara cardunculus çiçekleri) (3). ‹ncir (Ficus carica, fisin), yaban enginar›

– kenger otu (Cynara cardunculus L., kardozin), ananas (Ananas sativa) ve hintya¤› tohumu (Ricinus

communis) gibi bitkilerden elde edilen protezlar›n sütü p›ht›laflt›rabildi¤i saptanm›flt›r. Ancak s›¤›r sütünden

peynir yap›m›nda kullan›mlar›, genel olarak baflar›s›zd›r. Çünkü süt p›ht›laflt›rma aktiviteleri afl›r› proteolitik

bulunmufltur. Afl›r› proteoliz peynir veriminde azalmaya ve olgun peynirde aroma (ac›l›k) ve tekstür

(yumuflama) kusurlar›na neden olabilir (12). 

Hayvansal ve mikrobiyal p›ht›laflt›r›c›lar daha dengeli bir ürün olufltururlar. Ayn› zamanda bitkilerin toplanmas›

pahal› ve iflgücü gerektirdi¤inden bitkisel p›ht›laflt›r›c›lara göre ucuzdurlar ve kullan›mlar› kolayd›r. Ancak dini,

diyet, genetik de¤ifliklik vb. tepkiler sonucunda hayvansal rennet sorgulanmakta, bitkisel p›ht›laflt›r›c›lara olan

ilgi artmaktad›r.  Bitkisel p›ht›laflt›r›c›lar küçük mand›ralar veya çiftliklerde usta yap›m› peynirlerde tercih

edilmekten öteye gidememifltir (13). Süt p›ht›laflt›rma aktivitesine sahip, Cynara cardunculus kurutulmufl

çiçeklerinden elde edilen proteaz, di¤er bitkisel proteazlardan farkl› olarak, yüzy›llard›r ‹ber Yar›madas›’nda La

Serena, Serra da Estrela, Guia, Los Pedroches gibi geleneksel peynirlerin (3), Nijerya, Hindistan ve Sudan’da

baz› yumuflak peynirlerin üretiminde kullan›lmaktad›r (5).

Mikrobiyal proteazlar

Sütü p›ht›laflt›rmak amac›yla rennet yerine kullan›lan en yayg›n mikrobiyal proteazlar; Rhizomucor miehei,

Rhizomucor pusillus ve Cryphonectria parasitica gibi kaynaklar›n kültivasyonu ile elde edilirler ve flirden

enzimine oldukça benzerler (3). Bu üç fungal rennetin αs1- ve β-kazein üzerindeki spesifikli¤i buza¤›

kimozininkinden oldukça farkl› olmas›na ra¤men, genellikle kabul edilebilir peynirler verirler (10). Mikrobiyal

rennetler hem ekonomiktir hem de flirden mayas› ile üretilen peynirlere yak›n özellikte ürün verirler. Bu

nedenle, süt p›ht›laflt›r›c› olarak buza¤› renneti yerine kullan›labilecek uygun kaynaklard›r (5). 

Genetik modifiye mikroorganizma kaynakl› kimozin

Buza¤› kimozin geni seçilmifl bakteri, maya ve küflere klonlanm›flt›r. Genetik olarak de¤ifltirilmifl

Kluyveromyces marxianus var. lactis (Gist-brocades), Escherichia coli (Pfizer) ve Aspergillus nidulans

(Hansens)’dan elde edilen kimozinler ticari olarak bulunabilir ve çok iyi sonuçlarla yo¤un bir flekilde kullan›l›r.

Ancak bu ürünlerin kullan›mlar›na henüz bütün ülkelerde izin verilmemifltir. Buza¤› rennetinin süt p›ht›laflt›rma

aktivitesinin % 5-50’si pepsinden kaynaklanabilirken, mikrobiyal rekombinant kimozin preparatlar› pepsin

içermez. Böylelikle, bu iki enzimle yap›lan peynirlerin proteolizleri aras›nda küçük farkl›l›klar gözlenir. En dikkat

çekeni, buza¤› renneti ile yap›lan peynirde pepsin aktivitesi nedeniyle, αs1-kazein f110-199 peptidinin

oluflumudur (4).

Rekombinant kimozinin sa¤lad›¤› avantajlar› flöyle s›ralayabiliriz: (a) Artan peynir mayas› ihtiyac› buza¤›lar›

kesmeden karfl›lanabilir, (b) büyük miktarda üretim yap›labilir, (c) standart kalite ve maksimum verim sa¤lan›r,

(d) enzim safl›¤› yüksek ve pepsin içermedi¤i için olgunlaflma süreci kusursuz gerçekleflebilir, (e) Kalitesiz

flirden kullan›m›ndan kaynaklanan peynir kusurlar›na rastlanmaz (5).
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Kazein misellerinin enzimle p›ht›laflmas›

Sütün p›ht›laflmas›, kazeinlerin belli özelliklerine ba¤l› olarak gerçekleflir. S›¤›r kazeini 4 ana fraksiyondan (αs1-

, αs2-, β-, κ-kazein s›ras›yla 40:10:35:12 ortalama oranda) oluflur. Bunlar s›ras›yla 8-9, 10-13, 4-5 ve 1-2 mol

P/mol içerir. Yüksek fosfat içerikleri nedeniyle, αs1-, αs2 ve β−kazeinler; Ca2+ ile kuvvetli ba¤ yaparlar ve Ca2+

6 mM’dan yüksek oldu¤unda çökerler. κ-kazein ise Ca2+ ile zay›f ba¤ yapar ve yüksek oranda Ca2+

bulundu¤unda çözünür. κ-kazein ayn› zamanda αs1-, αs2 ve β-kazeinler ile hidrofobik olarak da tepkime

verebilir. κ−kazein, kalsiyuma hassas olan kazeinleri kümeleflmeye karfl› korur. κ-kazein kendi a¤›rl›¤›n›n

yaklafl›k 10 kat› kadar di¤er kazein fraksiyonlar›n› p›ht›laflmaya karfl› koruyabilmektedir. Ço¤u kazein miseli

modelinde, κ-kazein genel olarak miselin d›fl yüzeyinde olmakla birlikte, Ca2+’a hassas αs1-, αs2
- ve β-

kazeinlerin miselin iç bölgelerinde yerleflim gösterecek flekilde hidrofobik olarak etkileflim gösterdikleri

düflünülmektedir (4). 

Enzimatik p›ht›laflma iki safhada meydana gelir. Birinci safhada, sterik engelle stabilize edilen κ-kazeinin

hidrofilik tüylü yap›s›, Phe105-Met106 ba¤›ndan parçalan›r. ‹kinci aflama, κ-kazeinin %85-90’n› parçaland›¤›nda

bafllar ve de¤iflen protein misellerinin kümeleflmesine yol açar (fiekil 1). Böylece κ-kazein, arta kalan kazeinat

kompleksini stabilize etme yetene¤ini kaybeder. Sonuçta çözünür hidrofobik para-κ-kazein (1-105) ve

glikomakropeptidler (106-169) oluflur. Kazein misellerinin kümeleflmesi devam etti¤inden, ya¤ globülleri, su ve

suda çözünen maddeleri tutan yumuflak bir a¤ oluflur. Misel üzerinde kalan para-κ-kazein, halen α- ve β-

kazeine ba¤l› durumdad›r. Ancak,  yüksek derecede bazik ve hidrofobik karaktere sahip olmas› miselin

kararl›l›¤›n›n bozulmas›na neden olur. ‹kinci safhada, modifiye olan misellerin bir araya gelmesi ile gerçekleflen

jel oluflumu, büyük oranda sütün s›cakl›¤›na ve kalsiyum miktar›na ba¤l›d›r. P›ht›laflma oran› da, büyük oranda

enzim konsantrasyonu ve aktivitesine ba¤l›d›r. Bu etkenlerin her ikisindeki art›fl, p›ht›laflma süresini azalt›rken,

p›ht› s›k›l›¤›n› artt›r›r. Misellerin kümeleflme nedeni aç›k olmamakla birlikte, iki hipotez bulunmaktad›r. Birisi,

para-κ-kazeinler aras›nda hidrofobik ba¤lanma meydana gelmesi di¤eri ise α- ve β-kazeinlere kalsiyum ve

kalsiyum fosfat ba¤lanmas›d›r (14). 

Enzimlerin kazein fraksiyonlar› üzerine etkileri

Peynirde buza¤› renneti etkinli¤i için optimum pH yaklafl›k 5’tir. αs1-kazein h›zl› bir flekilde, β-kazein ise çok

daha yavafl bir flekilde parçalan›r. Suda ortalama % 4 tuz içeri¤i αs1-kazeinin parçalanmas›n› desteklerken,

daha yüksek tuz içerikleri yavafllat›r. β-kazein parçalanmas› düflük tuz içeriklerinde her zaman yavafllar.

Buza¤› rennetinin yapm›fl oldu¤u proteoliz, peynir olgunlaflt›rma s›cakl›¤›ndan çok az etkilenir. 4°C ile 14°C

 

 

 

 

 

 

fiekil 1. Kazein misellerinin kimozin etkili kümeleflmesi (15)



aras›nda çok fazla de¤iflmemektedir (16). Kimozinin spesifikli¤i ve peptid ba¤lar›na ulaflabilirli¤i, bu enzim

taraf›ndan katalizlenen proteolizin oran›n› etkiler. Kimozin ço¤unlukla lösin-X ve fenilalanin-X ba¤lar›n› k›rar.

Ancak kimozin, αs1-kazeini β-kazeinden daha fazla parçalamaktad›r. Bunun, peynir ortam›ndaki protein

konformasyonuyla ilgili oldu¤u düflünülmektedir. Peynirde bulunan NaCl, β-kazeinin topaklaflmas›na neden

olmakta ve enzimin hassas ba¤lara ulaflmas› muhtemelen bu flekilde zorlaflmaktad›r. Peynirde nemin azalmas›

da bu etkiyi artt›rmaktad›r (17).

Peynir yap›m›nda kimozinin öncelikli görevi, miseli stabilize eden κ-kazeinin Phe105-Met106 ba¤›n› spesifik

olarak hidrolize ederek sütü p›ht›laflt›rmakt›r (3). Kimozinin tüm kazeinler üzerine spesifikli¤i bilinmektedir.

Kimozin, çözelti içerisinde β-kazeini 7 bölgeden parçalar. Bu bölgelerin ço¤u hidrofobik C-terminaline yak›n

yerdedir. Bu bölgelerin parçalanmas› (örn., Leu192-Tyr193) ac›l›¤a yol açan k›sa hidrofobik peptidlerin

oluflumuna neden olabilir (2). Çözelti içerisindeki β-kazeinde bulunan baz› peptid ba¤lar›, s›ras›yla Leu192-

Tyr193, Ala189-Phe190, Leu163-Ser164 ve Leu139-Leu140, kimozin taraf›ndan çok h›zl› bir flekilde hidrolize edilir.

Ancak bu ba¤lar peynirde çok s›n›rl› olarak hidrolize edilir veya hiç  edilmezler.  Bunun  nedeni muhtemelen,

β-kazeinin C-terminal bölgesinin çok hidrofobik olmas› ve peynirde hidrofobik olarak devam eden etkileflimlere

u¤ramas›d›r. Bu etkileflimler tuzdan önemli derecede etkilenir (4). β-kazeinin, kimozin taraf›ndan hidrolizi, %5

NaCl ile kuvvetli flekilde, % 10 NaCl ile tamamen önlenir. % 5 NaCl, pek çok peynir çeflidinin sulu faz›nda

bulunan yayg›n bir konsantrasyondur. Bu engellemenin sebebi aç›k de¤ildir fakat benzer bir etki sakaroz ve

gliserol taraf›ndan da gösterilir. β-kazeinin C-terminal bölgesi çok hidrofobiktir ve s›cakl›¤a ba¤l› etkileflimlere

u¤rar. Bu iliflkilerin peynirde oluflmas› ve kimozinin, bu bölgedeki kimozine hassas ba¤lara ulaflamaz hale

gelmesi muhtemeldir. Büyük ihtimalle bu etki su aktivitesi ile ilgilidir (1). Peynirde β-kazein hidrolizasyonunun

önlenmek istenmesinin nedeni β-kazein f193-209 peptidi ve fragmentlerinin çok ac› olmas›d›r (4). Çözeltideki

β-kazein, 192-193, 189-190, 163-164 ve 139-140 ba¤lar›n›n hidrolize olmas› sonucunda  s›ras›yla β-I1, β-I11,

β-II ve β-III peptidleri oluflur. 165-166 ve 167-168 ba¤lar›, β-II’den elektroforetik olarak ay›rt edilemeyen

peptidler oluflturacak flekilde hidrolize edilebilir. Düflük pH’da (2-3), 127-128 ba¤›n›n hidrolizasyonunda, β-IV

de oluflabilir (1).

Çözelti içerisindeki αs1-kazein, hidrolizi pH ve NaCl’e ba¤l› olmakla birlikte kimozine hassas pek çok ba¤ içerir.

β-kazeinin aksine, % 5’e kadar tuz konsantrasyonu αs1-kazeinin hidrolizasyonunu destekler ve % 20 NaCl

varl›¤›nda bile önemli say›labilecek bir proteoliz gerçekleflebilir (1). Kimozinin peynirde αs1-kazein üzerindeki

bafll›ca parçalama noktalar›, h›zl› bir flekilde ve tamamen hidrolize edilen Phe23-Phe24 ve çok yo¤un bir flekilde

parçalanan Leu101-Lys102 ba¤›d›r. Bunun yan›nda Phe98-Gly99 ve Leu98-Leu99 bölgeleri de belli oranda

parçalan›r. Sürpriz bir flekilde, çözelti içerisindeki αs1-kazeinde ikinci en hassas ba¤ olan Trp164-Tyr165 ba¤›n›n

peynirde hidrolize oldu¤u görülmez. Küçük peptidler (αs1-kazein f1-23) peynirde birikme göstermez, ancak

sufla ba¤l› bir spesifiklikle hücre zar› ile iliflkili lactococcal proteinazlarca h›zl› bir flekilde hidrolize edilirler (4).

αs1-kazein ilk olarak αs1-kazein (f1-23) ve αs1-I (f24-199)’e, daha sonra αs1-V (f30-199), αs1-VII (f56-179) ve

az miktarda αs1-II (f24-169)’ye hidrolize olur (1).

αs2-kazein, αs1-kazeine göre kimozin hidrolizasyonuna karfl› daha dirençlidir. Kimozinin αs1-kazein üzerindeki

parçalama bölgesi, molekülün hidrofobik k›s›mlar›yla s›n›rlan›r (2). Bunlar Phe88-Tyr89, Tyr95-Leu96, Gln97-

Tyr98, Tyr98-Leu99, Phe163-Leu164, Phe174-Ala175 ve Tyr179-Leu180 noktalar›d›r (18).

Para-κ-kazein, kimozinle parçalanma özelli¤ine sahip pek çok bölgeye sahip olmas›na ra¤men, hem çözelti

hem de peynirde hidrolize oldu¤u görülmez. Bu muhtemelen, di¤er kazeinlere k›yasla κ-kazeinin ikincil

yap›s›n›n nispeten daha fazla oldu¤unu gösterir (2). γ-kazeinler, β-kazeinin kimozine hassas ba¤lar›n›

içermelerine ra¤men, peynirde olgunlaflma s›ras›nda art›fl gösterirler. Muhtemelen bu ba¤lar β-kazeinde

olduklar›ndan bunlara ulafl›lamaz (1). κ-kazein ve αs2-kazein sistin içerdiklerinden sütte disülfit ba¤›na sahip

proteinlerdir. Peynirdeki redoks potansiyeli, disülfit/tiyol oran›n› etkiledi¤inden oluflan çapraz ba¤lar›n miktar›n›

ve dolayl› olarak kimozinin hassas ba¤lara ulaflma kapasitesini de belirlemektedir (17). 
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Mikrobiyal rennetle üretilen peynirde αs1-I kazein birikimi görülmez (1). Trujillo ve ark. (19) koyun kazeini

üzerine buza¤› ve kuzu rennet enzimleri, s›¤›r kimozin ve pepsini ile R. meihei ve C. parasitica proteazlar›n›n

etkilerini inceledikleri çal›flmalar›nda, en düflük proteolizi kuzu renneti, en yüksek proteolizi ise C. parasitica

proteaz›n›n gösterdi¤ini bildirmifllerdir. Bütün bu enzimler, αs1- ve β-kazeinlerin ilk parçalanma ürünlerinin

(s›ras›yla  αs1-I ve β-I kazein) oluflumuna neden olacak flekilde koyun kazeinini hidrolize etmifllerdir. Ancak C.

parasitica, β-kazeinden daha düflük elektroforetik hareketlilikte bir seri parçalanma ürünleri de oluflturmufltur.

C. parasitica proteinaz› β-kazeinin Phe105-Met106 ba¤›ndan çok Ser104-Phe105 ba¤›n› parçalar. Phe105-Met106

ba¤›n› kimozin ve R. miehei proteinazlar› parçalar (3). R. pusillus proteaz› hem buza¤› renneti hem de R.

miehei proteaz›ndan daha yüksek proteolitik etkiye sahiptir. Sütte kalsiyum konsantrasyonunun artmas› R.

pusillus proteaz› ile p›ht›laflma süresini k›salt›r. Ancak aktivite pH’ya di¤er p›ht›laflt›r›c›lar kadar ba¤l› de¤ildir.

Ço¤unlukla büyük peptidler oluflturur (oysa buza¤› renneti çok say›da küçük peptidler oluflturmaktad›r). R.

pusillus proteaz› sert bir p›ht› oluflturdu¤u için peynir suyuna fazla miktarda ya¤ geçer; dolay›s›yla rand›man

biraz düfler. Ancak baz› araflt›r›c›lar gerek duyusal gerekse rand›man aç›s›ndan önemli bir sorun

bulunmad›¤›n› bildirmifllerdir (5). R. miehei proteaz›, αs1-kazeini bafll›ca Phe23-Phe24, Met123-Lys124 ve Tyr165-

Tyr166, β-kazeini ise Glu31-Lys32, Val58-Val59, Met93-Gly94 ve Phe190-Leu191 noktalar›ndan parçalar (4). R.

miehei proteaz›n›n NaCl yoklu¤unda, izole edilmifl αs1-kazein üzerine etkinli¤inin oldukça düflük oldu¤u ve bu

etkinli¤in %2 NaCl varl›¤›  ile  önemli  derecede  uyar›ld›¤› belirtilmifltir (1).  C. parasitica proteinaz›  peynirde

β-kazein üzerine kimozin, pepsin veya Rhizomucor proteinazlar›ndan çok daha etkilidir. Ancak kazeinler

üzerine spesifikli¤i belirlenememifltir (4).

Cynara cardunculus‘dan elde edilen ekstraktlar›n, kardozin A ve kardozin B diye iki proteinaz içerdi¤i

bildirilmifltir. Kardozin A’n›n kimozine, kardozin B’nin ise pepsine benzedi¤i bildirilmifltir. C. cardunculus’un

kurutulmufl çiçeklerinin ekstraktlar›ndan elde edilen enzimler, κ-kazeinin Phe105-Met106 ba¤›n› parçalar.

Macedo ve ark. (20), C. cardunculus proteazlar›n›n dokuz ba¤› parçalayabildi¤ini (Phe23-Phe24, Tyr153-Tyr154,

Trp164-Tyr165, Tyr165-Tyr166, Tyr166-Val167, Phe145-Tyr146, Leu149-Phe150, Leu156-Asp157 ve Ala163-Trp164)

buna karfl›l›k kimozinin ayn› deneme koflullar›nda αs1-kazeinin yaln›zca Phe23-Phe24 ba¤›n› parçalayabildi¤ini

bildirmifllerdir. Ayn› araflt›r›c›lar C. cardunculus proteazlar›n›n, s›¤›r β-kazeinini alt› noktadan parçalad›¤›n› ve

bunlar›n azalan hassasiyet s›ralamas›na göre Leu192-Tyr193, Leu191-Leu192, Leu165-Ser166, Phe190-Leu191,

Ala189-Phe190 ve Leu127-Thr128 ba¤lar› oldu¤unu bildirirlerken, Carles ve Ribadeau-Dumas (21), kimozinin ayn›

deneme koflullar›nda sadece Ala189-Phe190 ve Leu192-Tyr193 ba¤lar›n› parçalad›¤›n› bildirmifllerdir. Sousa ve

Malcata (22), C. cardunculus proteazlar›n›n,  koyun ve keçi kazeinlerinde s›ras›yla αs2-kazeini Phe88-Tyr89 ve

Ser9-Ser10, Phe88-Tyr89 ve Tyr179-Leu180 ba¤lar›ndan parçalad›¤›n› bildirmifllerdir. Araflt›rmac›lar, NaCl

içermeyen 6.5 veya 5.5 pH’da ve % 5 NaCl içeren 5.2 pH’da C. cardunculus proteazlar›n›n koyun β-kazeinini

esas olarak Leu127-Thr128 ve Leu190-Tyr191 ba¤lar›ndan, keçi kazeinini ise Glu100-Thr101, Leu127-Thr128,

Leu136-Pro137 ve Leu190-Tyr191 ba¤lar›ndan parçalad›¤›n› bildirmifllerdir. Kimozin, β-kazeinin afl›r› hidrofobik

bölgelerindeki Ala189-Phe190 ve Leu192 -Tyr193 ba¤lar›n› ve αs1-kazeinin bu bölgesindeki yaln›zca Trp164-

Tyr165 ba¤›n› parçalamas›na karfl›l›k, C. cardunculus proteazlar›n›n, β-kazeinin (Ala189-Phe-Leu-Leu-Tyr193)

ve αs1-kazeinin bu bölgelerindeki tüm ba¤lar› (Ala163-Trp-Tyr-Tyr-Val167) parçalar. S›¤›r β-kazeininin kimozinle

hidrolizindeki gibi, C. cardunculus proteazlar›yla olan hidrolizinde de % 5 NaCl kuvvetli, % 10 NaCl ise

tamamen engel olmaktad›r (3). 

O’ Mahony ve ark. (23), kimozin ve kardozinlerin kar›fl›m›n› içeren p›ht›laflt›r›c› ile yap›lan peynirlerin, kimozinle

yap›lan kontrol örneklerine göre daha yüksek seviyelerde pH 4.6’da çözünür azot içerdi¤ini bildirmifllerdir.

Ayr›ca αs1-kazeinin parçalanma boyutu, kardozinler ve kimozin kar›fl›m›yla yap›lan peynirde daha fazlad›r (6). 

Medina ve ark. (24) rekombinant kimozin ve buza¤› renneti ile yapt›klar› Burgos ve Hispanico peynirleri



aras›nda verim, nem, pH, çözünebilir azot fraksiyonlar› ve tat yönünden önemli bir farkl›l›k saptamam›fllard›r.

Ancak araflt›r›c›lar, rekombinant kimozinle yapt›klar› peynirlerde αs1- ve β-kazein kal›nt› oranlar›n›n, buza¤›

rennetiyle yap›lan peynirlere oranla daha yüksek oldu¤unu belirlemifllerdir (25). 

Saldaml› ve Kaytanl› (26), Fromaz 46 T (R. miehei’den elde edilen proteinaz), Rennilaz 150 L tip t (R.

miehei), Maxiren 50 (rekombinant kimozin: Kluyveromyces marxianus var. lactis) ve buza¤› renneti (%90

kimozin + %10 pepsin) kullan›larak Beyaz peynir üretmifllerdir. Rekombinant kimozinle yap›lan peynirlerin

olgunlaflma derecesi, proteoliz oran› ve duyusal test sonuçlar›n›n, buza¤› renneti ile yap›lan peynirlerden

daha yüksek, mikrobiyal rennetle yap›lan peynirlerden ise daha düflük oldu¤unu belirtmifllerdir (25). Çizelge

1’de peynir teknolojisinde önemli baz› p›ht›laflt›r›c› enzimlerin kazeinleri parçalad›¤› tespit edilen peptid

ba¤lar› verilmifltir.

P›ht›laflt›r›c›lar›n karfl›laflt›r›lmas›

Süte eklenen buza¤› rennetinin preslemeden önce yaklafl›k % 30’u, preslemeden sonra ancak %5-8’i kal›r.

Mikrobiyal rennet enzimlerin preslenen peynirdeki kal›nt› oran› % 3-5, pepsinin ise %3-8’dir (11).

κ-kazeinin Phe105-Met106 ba¤›, kimozin gibi pepsinler ile R. miehei ve R. pusillus asit proteinazlar› taraf›ndan,

tercihli  olarak  hidrolize  edilir.  Ancak  Cryphonectria  parasitica proteinaz›  tercihli  olarak Ser104-Phe105

ba¤›n›  k›rar. Bununla birlikte kimozinden farkl› olarak, Rhizomucor ve Cryphonectria parasitica proteinazlar›,

κ-kazeinin di¤er pek çok ba¤›n› da parçalar. Ticari rennet enzimlerin SPA’s›, 28-36°C’nin aras›nda s›cakl›kla

art›fl gösterir. pH 6.6’da domuz pepsini, buza¤› renneti ve s›¤›r pepsininin SPA’s›, s›ras›yla 44, 45 ve 52°C’ye

kadar s›cakl›kla art›fl gösterir. Fungal enzimler (R. miehei, R. pusillus, C. parasitica) s›ras›yla 47, 57 ve

57°C’lerde aktivitelerini kaybederler (10). S›cakl›¤a karfl› hassasiyetlik s›ralamas›: domuz pepsini > s›¤›r

pepsini > C. parasitica proteaz› > kimozin > R. pusillus proteaz› > R. miehei proteaz› (27). R. miehei proteaz›
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Çizelge 1.  Baz› önemli p›ht›laflt›r›c›lar›n kazein fraksiyonlar› üzerinde etkiledikleri peptid ba¤lar›

 

Enzim s1-kazein -kazein s2-kazein -kazein 

Kimozin Phe23-Phe24, 
Trp164Tyr165, 

Leu101-Lys102, 
Phe98-Gly99 ve 
Leu98-Leu99 

Leu192-Tyr193, 
Ala189-Phe190, 
Leu163-Ser164 
ve Leu139-
Leu140 

Phe88-Tyr89, 
Tyr95-Leu96, 
Gln97-Tyr98, 
Tyr98-Leu99, 
Phe163-
Leu164, 
Phe174-Ala175 
ve Tyr179-
Leu180 

Phe105-
Met106 

R. miehei 
proteazı 

Phe23-Phe24, 
Met123-Lys124 
ve Tyr165-
Tyr166 

Glu31-Lys32, 
Val58-Val59, 
Met93-Gly94 ve 
Phe190-Leu191 

 Phe105-
Met106 

C. cardunculus 
proteazı 

Phe23-Phe24, 
Tyr153-Tyr154, 
Trp164-Tyr165, 
Tyr165-Tyr166, 
Tyr166-Val167, 
Phe145-Tyr146, 
Leu149-Phe150, 
Leu156-Asp157  
ve Ala163-
Trp164 

Leu192-Tyr193, 
Leu191-Leu192, 
Leu165-Ser166, 
Phe190-Leu191, 
Ala189-Phe190 
ve Leu127-
Thr128 

Phe88-Tyr89 
ve Ser9-
Ser10, Phe88-
Tyr89 ve 
Tyr179-Leu180 
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77°C’de pH 6‘da 15 saniyede, R. pusillus proteaz› 71°C’de pH 6‘da 15 saniyede inaktif olurken, buza¤› renneti,

67°C’de pH 6‘da 15 saniyede inaktif hale geçer (11). 

Kimozinle k›yasland›¤›nda pepsinin, özellikle domuz pepsininin SPA’s›, pH’ya daha çok ba¤l›d›r. Fungal rennet

enzimleri ise, pH 6.2-6.8 aral›¤›nda daha az duyarl›d›r. Sütün, Cryphonectria parasitica protez› ile

p›ht›laflt›r›lmas›n›n, buza¤› reneti ile p›ht›laflt›rmaya göre, eklenen Ca++’a hasasiyeti daha azd›r (10). 

Proteolitik aktivite yönünden; buza¤› renneti < R. miehei proteaz› < R. pusillus proteaz› < s›¤›r pepsini < domuz

pepsini < C.parasitica proteaz›, duyusal kalite yönünden ise; buza¤› renneti > R. miehei proteaz› > R. pusillus

proteaz› > s›¤›r pepsini > domuz pepsini > C. parasitica proteaz› fleklinde bir s›ralama yap›labilir (11).
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