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Laktik asit bakterileri (LAB) peynir teknolojisinde olgunlasma igin énemli olan proteoliz, lipoliz ve glikoliz gibi
biyokimyasal reaksiyonlarin gergeklesmesinde kritik bir &neme sahiptir. Tim bakterilerde oldugu gibi LAB’ler de sahip
olduklari peptidoglikan hidrolaz enzimleri ile ¢esitli kosullarda hiicresel bitlinliklerini kaybederek otolize ugramaktadir.
Otoliz sonucunda LAB’lerin hiicresel enzimleri agiga ¢gikmakta ve peynir matriksine saliveriimektedir. Peynir ile ilgili
mikroorganizmalarin (starter ve starter olmayan mikroflora) olgunlagsmanin ilk evrelerinde erken otolizi hucre igi
mikrobiyal enzimleri substratlariyla daha kisa slrede bulusturmakta ve bu olay peynirde lezzet bilesiklerinin
olusumunu hizlandirabilmektedir. Dolayisiyla, otoliz peynirlerin olgunlasma slresini kisaltabilmektedir. Otoliz
olgunlagsmay! hizlandirmasinin yani sira peynir lezzeti Gzerine olumlu etkilere de sahiptir. Bu derlemede, LAB’lerde
otolizin mekanizmasi, 6zellikleri, peynir teknolojisindeki dnemi ve peynirlerde starter otolizinin belirlenmesi ile ilgili
bilgiler sunulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterileri, Otoliz, Peynir teknolojisi, Starter klltar

Autolysis in Lactic Acid Bacteria and Its Importance in Cheese Technology
ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) are critically important in cheese technology because of their role in biochemical reactions
such as proteolysis, lipolysis and glycolysis during ripening. Like all bacteria, LAB have been also autolyzed by losing
their cellular integrity by their own peptidoglycan hydrolase enzymes. As a result of autolysis, cellular enzymes of LAB
are released into the cheese matrix. Intracellular microbial enzymes reach to their substrates in a shorter time period
because of the early autolysis of cheese related microorganisms (starter and non-starter microflora) in the beginning
stages of a ripening period. Autolysis may accelerate the formation of flavor compounds; therefore, it can shorten the
ripening period of cheese production. In addition to accelerating cheese ripening, autolysis has a positive effect on
cheese flavor. In this review, the mechanism and properties of autolysis in LAB, its importance in cheese making
technology and the determination of starter autolysis in cheeses are presented.

Keywords: Lactic acid bacteria, Autolysis, Cheese technology, Starter culture

GIRIS heterofermentatif veya homofermentatif yolla laktik aside
indirgerler. Heterofermentatif tirleri yan 0rin olarak
Fermente gidalarin mikroflorasinin temel Gyesi olan asetik asit, formik asit, etanol ve karbondioksit

LAB’ler disik Guanin+Sitozin (G+C) oranina sahip, olusturabilmektedir. Bu familya icerisinde Aerococcus,
Gram-pozitif, fakiltatif anaerob, sporsuz ve asit tolerant Oenococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
olan tdrleri iceren heterojen bir gruptur. Karbonhidratlari Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
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Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve
Weissella olmak Uzere 12 cins bulunmaktadir.
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc ve
Streptococcus  cinsi  Uyeleri, fermente gidalarin

Uretiminde starter kultlr olarak kullaniimaktadir [1].

LAB’lerin fermente gidalarda starter olarak bilinen temel
fonksiyonu laktik asit Greterek gida Uriiniine karakteristik
Ozelligin kazandiriimasidir. Ancak bu familyanin bazi
Oyelerinin sahip oldugu cesitli metabolik &zellikler ile
gidalarda  arzulanan  fonksiyonel nitelikler  de
saglanabilmektedir [1, 2]. Bunun &rneklerinden birisi
peynirin olgunlastiriimasi slrecinde starter ve/veya
starter olmayan LAB’lerin otoliz olarak peynirde
olgunlagmay! hizlandirmasi ve arzulanan tat aromanin
saglanmasina katkida bulunmasidir [3, 4]. Bu olayda
LAB’lerin otolizi sonucunda ortama saliverilen hucre ici
peptidazlar peptitleri daha kigik molekil agirhdindaki
peptitlere ve  serbest amino asitlere  kadar
parcalamaktadir. Bdylece ugucu aroma bilegiklerinin
olusumunda 6n bilesik olan aromatik, dallanmig zincirli
ve sUlflr iceren amino asitler agiga cikariimaktadir [5,
6].

Otoliz, bakteri hiicreleri icinde bulunan ve otolisinler
olarak isimlendirilen peptidoglikan hidrolazlar tarafindan
hicre duvari peptidoglikaninin enzimatik
parcalanmasidir.  Aslinda  bakteriyel peptidoglikan
hidrolazlar hucrenin blyimesi ve bdlinmesi sirasinda
rijit peptidoglikan aginin modifikasyonu igin gerekli olan
¢ok sayida farkli hicresel fonksiyonda gorev
almaktadirlar. Bunun diginda, otoliz sistemi hicre
popllasyonu igerisinde zayiflamis veya bozulmus
hucrelerin elimine edilmesini de saglamaktadir [7, 8]. Bir
bakteri hiicresinde ayni anda farkli 6zgullige ve/veya
yapiya sahip peptidoglikan hidrolazlar bulunabilmekte
ve bu durumda ilgili hidrolazlar kompleks bir enzimatik
sistem meydana getirmektedirler [9, 10].

Bu derlemede, LAB’lerin otoliz  davraniglari,
mekanizmasi ve Ozellikleri tartisiimis ve starter kiltdr
otolizinin peynir teknolojisi agidan dnemi vurgulanmistir.

LAB’LERDE OTOLIiz

Bakteri hiicreleri peptidoglikan tabakalari igeren hiicre
duvari yapisiyla gevrilidir. Peptidoglikan yapisi bakteriyel
gelisimde hiicre bltinlugdnin ve seklinin
sUrdUrilmesinin yaninda hicre i¢i turgor basincinin
dengelenmesi gibi hayati fonksiyonlara sahiptir. Bu yapi
ayni zamanda hulcre gelisimi ve bdélinmesinde de
hicreye elastik 6zellik kazandirir. S6z konusu iki zit
fonksiyonun yerine getirimesi ancak peptidoglikan
sentez ve degradasyon enzimlerinin hassas bir
koordinasyonu ve dengesi ile saglanir. Bu dengenin
bozulmasi hiicre gelisiminin durmasi ya da hiicrenin lize
olmas! (pargcalanmasi) ile sonuclanir. Bakteri hicre
duvarinda bulunan ve otolisin olarak isimlendirilen
enzimler tarafindan peptidoglikan tabakanin hidrolizi ile
hicre bUtinlGginin bozulmasi bakteriyel otoliz olarak
tanimlanmaktadir [7, 8].

Bakteriyel otolizin anlasilmasi igin hiicre duvar yapisinin
bilinmesi gerekir. Bakteriyel hiicre duvarinda &nemli
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oranda bulunan ve agsi tabakayr olusturan
peptidoglikan tabaka Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakterilerde  ortaktir.  Sekil 1'de  verildigi  gibi

peptidoglikan tabaka N-asetiimuramik asit (NAM), N-
asetilglukozamin (NAG) olmak Uzere iki tip seker tirevi
ve az sayida 6zgul amino asit icermektedir. Bu amino
asitler, L-alanin, D-glutamik asit, diaminopimelik asit
(DIP) ve D-alanindir. Gram-pozitif bakterilerde DIP
yerine L-lizin veya baska bir L-formu amino asit olabilir.
NAM ve NAG birbirine B(1-4) glikozidik bag: ile baglhdir.
Tetrapeptidler NAM’ye bagl olup kendi aralarinda D-
alanin ve DIP arasinda (Gram-negatif) veya D-alanin ve
lizin (Gram-pozitif) arasinda tetrapeptid yan zincirleri
olusmaktadir. iskelet yapi tim bakterilerde ayni
olmasina karsilik tetrapeptid yan zincirler ve capraz
baglar tirden tlre  degisiklk  gdstermektedir.
Tetrapeptidlerden ilki L-alanin olup NAMye baghdir.
ikinci amino asit D-glutamik asit, Ggiincii DIP ve
dérdlnclsi ise D-alanindir. Daha énce de vurguladigi
gibi en degisken olan Gg¢lincli amino asit DIP olup Gram-
pozitif bakterilerde bu amino asit aynen kalabildidi gibi
yerine L-lizin veya diger L formu diger amino asitler
gelebilir. Gram-negatif bakterilerde lipoprotein tabaka
DIP’e baglanir. DIP sadece prokaryotik hiicre duvarinda
bulunur. Glikan zincirini olusturan glikozit baglar c¢ok
glcli baglar olmasina karsilik capraz baglar ile bu yapi
yeterli gUclilige kavusabilir. Yapmin dayanikhhgini
esas olarak veren esnek capraz baglardir [11].

LAB'lerin peptit yapisinda amino asitler L-alanin-y-D-
glutamik asit-X-D-alanin olarak siralanir. Uglinci amino
asit genellikle L-lizindir (6rnegin Lc. lactis ve birgok
laktobasilde). Fakat bazen bu amino asit mezo-
diaminopimelik asit (mDAP) veya L-ornitin
olabilmektedir. LAB’lerin hiicre duvar yapisinda bulunan
peptitin 4. pozisyonunda hep D-alanin amino asidi
bulunur. iki peptidoglikan arasinda gapraz baglanma
peptit yapilarin 1. ve 4. pozisyonundaki amino asitler
arasinda gergeklesir. Bu peptit bag, 3. pozisyonda
mDAP bulunan Lb. plantarum gibi laktik suslarda
dogrudan kurulurken, bu pozisyonda lizin aminoasidini
iceren Lc. lactis ve Lb. casei suglarinda birkag D- veya
L- amino asitlik képr ile baglanma saglanir [10].

Otolisinler bakterilerin bélinme slreglerinde veya stres
kosullarinda aktivite gdsteren hiicre i¢i peptidoglikan
hidrolazlardir. Bugine kadar farkli baglar icin hidrolitik
6zgulligine gore farkh peptidoglikan hidrolaz enzimleri
tanimlanmigtir.  Bunlardan en  sik  rastlanilan
peptidoglikan hidrolazlar; i) N-asetil muramik asit ve N-
asetil glukozamin arasindaki B(1-4) bagini hidroliz eden
N-asetiimuramidazlar, ii) N-asetil glukozamin ve N-asetil
muramik asit arasindaki B(1-4) bagini hidroliz eden N-
asetilglukozaminidazlar, iii) N-asetil muramik asit ile laktil
grup arasindaki bagdi hidroliz ederek L-alanin amino
asidinin agiga c¢ikmasini saglayan N-asetilmuramil-L-
alanin amidazlar ve iv) peptidoglikan baglarini hidroliz

eden endopeptidaz ve karboksipeptidazlari igeren
peptidazlardir [11] (Sekil 1).
Bakteriyel peptidoglikan hidrolazlar moddler

organizasyona ve hlicre duvarina baglanma domaini ile
iliskili  katalitik bodlgeye sahiptir. Katalitik bélge
peptidoglikan tabaka igin hidrolitik 6zgulligi tayin eder.
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GUnki bu fonksiyonel bolge hiicre duvari bilesenini
tanir, enzim yerlesimini etkiler ve bakteriyel segiciligi
belirler. Birgok bakteride bugiine kadar tespit edilen

Glukozamidaz

peptidoglikan hidrolaz enzimlerinin hiicre duvarina
baglanan domain &érnekleri; LysM, SH3 ve Lc-LysBD’dir
[7, 8].

Muramidaz

Sekil 1. Bakteri hlcresinde bulunan peptidoglikan yapisi ve bu yapiyi hidroliz eden hidrolaz enzimleri ile spesifik

kesim bdlgeleri [10].

Genom sekans analizleri bakteride peptidoglikan
hidrolaz enzimlerin tespitini ve bu enzimlerin genetik
dizisinden amino asit dizisinin ¢ikariimasini mimkin
kilmistir. Birgok Gram-pozitif bakterinin birden fazla
kompleks yapida peptidoglikan hidrolazlari icerdigi
anlasiimistir. LAB’lerde ydrGtilen genom sekans

analizleri bu bakterilerin de oldukga farkl peptidoglikan
hidrolazlari igerdigini gstermistir. Ornegin, Lb. caseide
12, Lb. helveticusda 9 ve Lb. plantarumda 12 farkl
peptidoglikan hidrolaz enzimi tespit edilmistir [9] (Tablo
1).

Tablo 1. LAB peptidoglikan hidrolaz enzimlerinin temel karakteristikleri [21].

Peptidoglikan Hidrolaz ~ MM* (kDa)  PI**

Hidrolitik Etkisi

Yapisi

N-asetil glukozaminidaz

N-asetil glukozaminidaz

N-asetil glukozaminidaz

N-asetil muramidaz veya
N-asetil glukozaminidaz

Endopeptidaz
N-asetil muramidaz veya

2 domaine sahip

N terminal: Katalitik domain

C terminal: LysM domaini
3 domaine sahip

N terminal: S/T/G/P

ic bolgesi: Katalitik domain

C terminal: Zn baglanan domain
Katalitik domain

2 domaine sahip
N terminal: Katalitik domain
C terminal: LysM domaini
Katalitik domain
Katalitik domain

N-asetil glukozaminidaz

AcmA 46.5 10.8
AcmB 52.2 5.0
AcmC 23.7 10.2
AcmD 37.5 4.3
YjgB 20.7 5.8
Mur1 24.7 9.7
Mur 23.8 9.6

N-asetil muramidaz veya

Katalitik domain

N-asetil glukozaminidaz

*.

Molekdl agirhgi, **: izoelektrik nokta

LAB’lerde ilk tespit edilen peptidoglikan hidrolaz, Lc.
lactiste AcmA’dir [12]. AcmA moddler bir yapiya sahip

olup, N-terminal katalitik bdlge N-asetil glukozaminidaz
6zgulligu gosterir ve C-terminal bélgesinde ise 3 adet
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LysM dizi deseni bulunur [13]. LysM deseni
peptidoglikan yapiya baglanmadan sorumludur ve
AcmA’nin bélinme dizlemine yerlesmesini saglar [14].
Lb. plantarum’un  temel otolisini  olan N-asetil
glukozaminidaz enzimi Acm2, yapisal olarak AcmA’dan
farklidir. Acm2’de katalitik bdlgeye ilaveten, (ic adet SH3
bolgesi ve N-terminalinde Ala/Ser/Thr (AST) amino
asitlerince zengin boélge bulunur [8]. Bunlarin disinda y-
D-Glu-L-Lys endopeptidaz aktivitesi gosteren Mspl ve
Lc-p75 enzimleri sirasiyla Lb. rhamnosus [15] ve Lb.
casei [16] suslarinda tespit edilmistir. S. thermophilusta
bulunan Cse peptidoglikan hidrolaz enzimi CHAP
bodlgesini icermekte ve DL endopeptidaz aktivitesi ile
peptidoglikan ¢apraz baglart arasindan kesimler
yapmaktadir [17]. Lc. lactis'te ¢ farkh glukozaminidaz
peptidoglikan hidrolazi tespit edilmistir. Bunlardan birisi
(AcmA) LysM bdélgesi icerirken, diger ikisi (AcmB ve
AcmC) LysM icermez. Bunlara ilaveten bir de y-D-Glu-L-
Lys-endopeptidazi (YjgB) bulunur [18].

Yukarida sunulan LAB’lere ait peptidoglikan hidrolaz
Ornekleri temel otolisinlerdir. Bu enzimler 6&zellikle
kardes hicre bélinmesinin tamamlanmasini
saglamaktadir. Herhangi bir bakteriyel hiicrede bu
enzimleri kodlayan genlerin inaktivasyonu kardes hucre
bélinmesinde kusura ve uzun zincir olusumuna neden
olmaktadir [19]. Roluyle iliskili olarak, bu enzimler hiicre
septumunda yer alir. Bélinmedeki rolliinin yaninda
AcmA ve Acm2 enzimleri hasar gérmus bakteri
hicrelerinin duragan faz ya da tampon icindeki otolizini
de gergeklestirmektedir [10, 20, 21].

Bakteriyel otolizi gergeklestiren peptidoglikan hidrolaz
enzimlerinin regllasyonu transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel seviyede gercgeklestiriimektedir. Post-
translasyonel  seviyedeki  regllasyonlardan  birisi,
peptidoglikan hidrolaz ~ enzimlerinin aktivitesinin
proteolitik pargalanma ile kontrol edilmesidir. Lc. lactiste

temel otolisin olan AcmA'nin hiicre digi proteaz PrtP
tarafindan parcalandigi, Lc. lactis MG1363'te plazmid
kodlu PrtPl ve PrtPlll enzimlerinin otoliz ile iligkisinin
tespiti ile anlagiimistir [12]. Ayni zamanda hicre igin
zorunlu olan HtrA proteazinin da AcmA otolisinini
pargaladigi gOsterilmistir [22]. Proteolitik
regilasyonunun  disinda  peptidoglikan  hidrolaz
aktivitesinin bir diger kontroli ise hiicre duvarinda
bulunan ikincil polisakkaritlerin peptidoglikan tabakayi
otolisinlerin etkisinden korumasiyla gergeklesir. Lc.
lactiste yapilan bir g¢alismada AcmA’nin LysM
bélgelerinin  peptidoglikan tabakaya baglanmasinin,
ikincil polisakkarit yapilar tarafindan maskelenerek
engellendigi ortaya ¢ikmistir [14].

Bakteriyel hiicrede peptidoglikan hidrolaz genlerinin
transkripsiyonel regllasyonu, hlicre zarinin stres yaniti
kapsaminda cesitli calismalar ile arastinimistir. Ornegin,
S. aureus'ta peptidoglikan hidrolaz geni ikili regllasyon
sistemi ile kontrol edilirken, B. subtiliste alternatif sigma
faktéri ile diizenlenmektedir [23].

UZERINE ETKILI

LAB’LERDE OTOLiZ

FAKTORLER

Bakteriler hiicre duvari kompozisyonuna, otolizi tesvik
eden kosullarin bulunmasina ve genom yapisindaki
hatalara bagh olarak farkh otolitik aktivite gdsterebilirler
[21]. Bunlarin diginda bélinme sirasinda peptidoglikan
yapisinda olusan farkliliklar ayni tir bakterilerin otoliz
davraniglarini degistirebilir [23]. LAB’lerde otolizi ise
genetik yapinin cesitliligi, karbon kaynagi, sicaklik,
ozmotik konsantrasyon, biyime fazi, tuz
konsantrasyonu ve pH gibi faktorlerin etkiledigi rapor
edilmistir. Tablo 2'de bazi LAB'lerin otoliz oranlari ve
iliskili otoliz kogullari verilmistir.

Tablo 2. Otolitik aktiviteye sahip bazi LAB’ler, otoliz kosullari ve oranlari

LAB izolati Otoliz Kosulu Otoliz (%) Kaynak

Lb. casei subsp. casei Sodyum fosfat tamponu, (0.1M, pH: 5.2, %2 NaCl), 30°C, 75 [25]

Lb. casei subsp. rhamnosus 48 saat inklibasyon 55

Lb. plantarum 45

Lc. lactis subsp. cremoris 51

Lc. lactis subsp. lactis 39

P. acidilactici 51

Lc. lactis 0.17M NaCl, pH: 5.4, 30°C, 24 saat inklibasyon 41 [29]
0.17M NaCl, pH: 7.0, 30°C, 24 saat inklibasyon 55
0.51M NaCl, pH: 5.4, 30°C, 24 saat inklibasyon 39
0.51M NaCl, pH: 7.0, 30°C, 24 saat inklibasyon 64

Le. lactis HMM81 Sitrat tamponu (0.50M, pH: 5.0, %1.5 NaCl), 13°C, 13 giin 48 [26]
inkibasyon

Lb. pentosus 1091 Potasyum fosfat tamponu (0.50M, pH: 6.5), 30°C, 24 saat 94 [27]
inkGbasyon

Lb. helveticus ATCC 12046 Sodyum fosfat tamponu (0.1M, pH: 7.0), 45°C, 24 saat 45 [30]
inkibasyon
Tris/HCI tamponu (0.1M, pH: 7.5), 45°C, 24 saat 60

Lc. lactis subsp. lactis biovar Potasyum fosfat tamponu (0.05M, pH: 7.0) ve glisin-NaOH 80 [31]

diacetylactis INF-E2-6 tamponu (0.05M, pH: 9.0), 30°C, 6 gln inkiibasyon

Lc. lactis subsp. lactis INF-L4 Potasyum fosfat tamponu (0.05M, pH:7.0), 30°C, 8 saat 65
inkbasyon

Lb. acidophilus Sodyum sitrat tamponu (0.025M, pH: 6.0), 37°C, 24 saat 32 [32]
inklibasyon

Lc. lactis subsp. cremoris Potasyum fosfat tamponu (0.1M, pH:6.7), 32°C, 24 saat 65 [33]

inkGbasyon
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Bie ve Sjostrom [24], LAB’lerin otolitik &zelliklerini
etkileyen faktorleri belirlemek amaciyla sicaklik, pH ve
iyonlarin  etkisi Uzerine arastirmalar  yUrGtmUstdr.
Calismada LAB’lerin 19°C’de maksimum, 14°C’de ise
minimum otoliz aktivitesine sahip oldugunu ve pH’nin
49dan 5.9a c¢iktiginda da otoliz oraninda artis
gOrildugu tespit edilmistir. Ayrica ortamdaki Mg*? ve
Ca*? iyonlarinin otolizi yavaslattigi, Na*2 iyonlarinin ise
tesvik ettigi saptanmistir. Gibik ve Chapot-Chartier [27],
9 farkll Lb. pentosus susunun otolitik aktivitesini
arastirdiklari caligmasinda, s6z konusu suslart MRS
ortaminda geligtirdikten sonra tampon ortamina
(potasyum fosfat, 50 mM, pH 6.5) transfer etmistir. 24
saat inkllbasyon sonucunda tampon ortaminda suslarin
otoliz oranlarinin %34 ile %94 arasinda degistigi
belirlenmistir. Calismanin devaminda renatire SDS-
PAGE yontemi ile suslarin peptidoglikan hidrolaz profili
izlenmis ve en ylksek otolitik aktivite gdsteren Lb.
pentosus 1091 susunda boyutlar 58 ve 112 kDa olan iki
farkli  peptidoglikan hidrolaz enziminin  bulundugu
tanimlanmigtir. Calismanin sonucunda Lb. pentosus
suslarinda otoliz &zelliklerinin  suga bagll olarak
degiskenlik gdsterdigi ve en az iki otolisin enziminin
bulundugu degerlendirilmistir. Kozakova ve ark. [28] ise
Lc. lactis HMM81 ve Lc. lactis NIZO B643 suslarinin
otolizi Gizerine sicakhigin etkisini belirlemek amaciyla 13,
30, 45 ve 56°C sicakliklarda 12 giin boyunca inkiibe
etmistir. Bu calismanin verilerine gdre inkubasyonun ilk
6 guninde L. lactis HMM81 30°C’de ylksek oranda
otoliz olurken, 12 giin inklbasyon sonunda 13°C ve
30°C’de susun otoliz orani esitlenmistir. Lc. lactis NIZO
B643 susunda da inkiibasyonun ilk 6 giininde benzer
otolitik davranis g6zlenirken, 6-12 glnler arasinda
13°C’de daha fazla otoliz meydana gelmistir. Yapilan bir
baska ¢alismada 10 farkh Lc. lactis susunun ayni pH ve
tuz konsanstrasyonunda otolitik &zelliklerinin farklihk
gOsterdigi, suslarin blylk g¢odunlugunun disik tuz
konsantrasyonunda ve pH’da daha ylksek oranda otoliz
olduklar tespit edilmigtir [39].

Starter LAB’lerinin otolizi birgok arastirma grubu
tarafindan ¢alisma kosullarinin  ¢ok iyi  kontrol
edilebildigi, yukarida bazilan agiklanan tampon

sistemlerde calisiimigtir. Her ne kadar bu calismalar
otoliz davraniglarinin anlagiimasi icin degerli veriler
saglasa da tampon sistem kosullarinin dezavantaji,
peynir Uretimi sirasindaki stres kosullari ile olgunlasma
sliresince degisen kompleks peynir matriksi kosullarini
tam olarak saglayamamasidir [42]. Laktik asit
bakterilerinin peynir ortamindaki otolitik davranislarinin
incelendigi bir calismada Dako ve ark. [25], 4 laktobasil,
4 laktokok ve 1 pediokokun peynir ortamindaki otolizini
arastirdigi calismada, pH’si 5.2 olan 0.1-0.2 M ve %2
NaCl/sodyum fosfat tamponunda 30°C'de 48 saat
inklibasyon uygulamis ve laktobasil suslarinin otolizinin
laktokok ve pediokoklara oranla ylksek oldugu
g6zlemistir. Ayrica fosfat konsantrasyonundaki artisla
birlikte otoliz oranlarinda da artis rapor edilmistir.

Peynirdeki tuz konsantrasyonunun starter kuiltirlerin
otolizi Gzerine etkisinin incelendigi bir arastirmada farkl
konsantrasyonlarda tuz igeren [%<0.15, %1.2 ve %1.8
(agirhk/agirhk,  w/w)]  Samsoe  peynirinde  tuz
konsanstarsyonu ile starter otolizi arasinda ters yonli bir
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iliski oldugu belirlenmigstir [48]. Bu bulgu ile celiskili
olarak, Rulikowska ve ark. [49] tarafindan yapilan bir
¢alismada Cheddar peynirinde otolizin artan tuz
konsantrasyonu ile arttigi rapor edilmigtir. Otolitik
aktivitenin artan tuz konsantrasyonu ile arttigini [50]
veya azaldigini [51] gbsteren bagka celiskili sonuglar da
mevcut olup, s6z konusu farkhlklar temelde ilgili
calismalarda kullanilan starter kdltirlerin (tlir ve sus
bazinda), peynir tipinin, peynir kompozisyonunun ve
kullanilan metotlarin farkhliklarina baglanmaktadir [48,
49]. Otolitik aktivitenin susa bagh oldugunun goésterildigi
bir bagka calismada Boutrou ve ark. [26], 26 laktokok
susunun tamponlanmis ortamda (pH:5, 15 g/L NaCl
iceren sodyum sitrat tamponu) otolitik aktivitelerinin
6nemli farkhhklar goésterdigini tespit etmis ve suslari
distk (%-15-0), orta (%0-15) ve yuksek (%15-30)
otolitik aktiviteli olarak 3 gruba ayirmistir.

LAB QTOLiZiNiN PEYNIR TEKNOLOJISINDEKI
ONEMI

Peynir olgunlagsmasi proteoliz, lipoliz ve glikolizi de
iceren ¢ok sayida ve kompleks biyokimyasal
reaksiyonlari kapsamakta ve s6z konusu biyokimyasal
reaksiyonlar peynirlere farkli lezzet karakteristikleri
kazandirmaktadir. Olgunlasma sirasinda proteoliz
peynir pihtisinda bulunan rennet ve plazmin, lipoliz ise
lipazlar ve esterazlarin aktiviteleri ile gerceklesmektedir.
Starter olmayan LAB’ler ile peynir Gretiminde kullanilan
starter kiltdrlerin enzimleri yukarida bahsedilen her ¢
biyokimyasal reaksiyonda énemli rol oynamaktadir [56].

Peynir pihtisinda bulunan kazeinlerin rennet ve sitte
dogal olarak bulunan plazmin vasitasiyla hidrolize
edilmesiyle peynir Uretimi ve olgunlasmasi sirasinda
blylk ve orta blyiklikteki peptitler olusmaktadir. Bu
peptitler starter LAB’lerin peptidazlari ile daha ileri
seviyede pargalanarak kiglik molekil agirhdindaki
peptitler ve serbest amino asitler agida g¢ikmaktadir.
Farkl enzimatik yollarla serbest amino asitlerin
katabolize edilmesi ile ¢ok sayida ugucu aroma bilesigi
meydana gelmektedir [21]. Peynir lezzeti lzerine etkili
s6z konusu bilegiklerin &nemli bir bélim( starter
bakterilerin  ve/veya destek kilturlerin  etkileriyle
olugsmaktadirlar. Peynir olgunlasmasinda 6nemli olan
sUt proteinleri (kazeinler), st yagi ve laktoz Gzerinden
olan biyokimyasal déntsimler Tablo 3'te
gosterilmektedir [53]. Starter bakterilerin ve/veya destek
klltdrlerin erken lizisi, hlcre i¢i enzimlerin s6z konusu
substratlara (Tablo 3) daha kolay ulagsmasini
saglamakta ve bu durum peynir lezzetinin gelisimini
hizlandirabilmektedir  [4-6]. Olgunlasma slresince
starter bakterilerin lizisini arttirmak i¢in kullanilan
yaklasimlar; (i) otolitik starter bakterilerin secimi, (i) litik
bakteriyofajlarin kullanimi ve (iii) Gretimde bakteriyosin
Ureten destek kaltdrlerin  kullanimi yéntemlerini
icermektedir [34].
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Tablo 3. Peynir olgunlagsmasinda kazein, sit yagi ve
laktozla ilgili 5Gnemli biyokimyasal déniisiimler [53]

Kazein Sit Yagi Laktoz
Peptitler Yag asitleri Laktat
Amino asitler Ketoasitler PirGivat
Asetik asit Metil ketonlar CO.
Amonyak Laktonlar Diasetil
PirGvat Asetoin
Aldehitler 2,3-Bltandiol
Alkoller Asetaldehit
Karboksilik asitler Asetik asit
Salfir bilesikleri Etanol

Starter bakterilerin peynir matriksi igerisindeki otoliz
davraniglari, Uretimde kullanilan starter bakterilerin tir
ve sus farkliliklari ile peynir Uretim kosullarindan
(pthtinin haslanmasi, tuzlama ve tuzlama teknigi, son
Urinun tuz konsantrasyonu) etkilenmektedir. Yine peynir
Uretiminde kullanilacak LAB otolitik aktivitelerinin belirli
bir seviyede olmasinin yaninda peynir olgunlagsmasina
katki saglayacak proteolitik ve/veya lipolitik enzim
sistemlerine sahip olmasi gerekmektedir [42].

LAB’lerin bazi otolitk suslari peynir teknolojisinde
olgunlagmay! hizlandirmak ve lezzet gelisimini arttirmak
amaciyla kullanilabilmektedir [3, 5, 20, 40]. Konu ile ilgili
olarak yapilan bir calismada [43], endUstriyel kosullarda
Uretilen ve 13 ay siire ile olgunlastirilan Grana Padano
peynirinin Gretiminde kullanilan starter (Lb. helveticus ve
Lb. delbruecki) ve starter olmayan LAB’lerin (Lb.
rhamnosus, Lb. casei ve P. acidilactici) olgunlagsma
slresince  c¢ogalmalari  ve  otolizlerinin  peynir
olgunlagsmasi ve peynirde ugucu aroma bilesiklerinin
olusumu (zerine olan etkileri arastiriimistir. Galigsma
sonucunda starter LAB’lerin dzellikle salamurada
tuzlama iglemi sonrasindaki otolizinin peynirde aroma
olusumundan sorumlu oldugu ve starter lizisinin 6zellikle
olgunlagsmanin ilk ki ayl igerisinde go6rildigl
belirlenmistir. Bourdat-Deschamps ve ark. [46] otolitik
Le. lactis AM2 susunun peynir modelinde, amino
asitlerin aroma bilesiklerine déniisiminde ilk basamak
olan, aromatik amino asitlerin deaminasyonunu stimdle
ettigini  belirlemiglerdir. Fenilalaninin katabolizmasinda
hicre lizisinin pozitif etkisi hem tampon sisteminde hem
de peynir modelinde tespit edilmistir. Arastirmacilar
transaminasyon reaksiyonlarinin otoliz ile stimile
olmasini, otolisinler tarafindan hiicre duvarinin hasara
ugratilmasi ve bu nedenle aminotransferazlarin amino
asitlere daha kolay ulagsmasina baglamislardir. Bozouidi
ve ark. [44] tarafindan vyapilan bir ¢alismada
Yunanistan’da 3 farkli daglk bélgede geleneksel olarak
Uretilen Feta peynirlerinin mikrofloralarindan izole edilen
LAB’lerin asit lretimi, proteolitik ve otolitik aktiviteleri ile
inhibitér o6zellikleri karsilastirmali olarak incelenmistir.
Galismada butlin peynirlerde mikrofloranin gogunlukla
laktokoklardan olustugu ve 1. ve 3. bdlgelerden izole
edilen izolatlarin 2. bdélgeden elde edilen izolatlara
kiyasla daha yiksek otolitik ve proteolitik aktiviteye
sahip oldugu goérulmuistir. Arastirmacilar yiksek otolitik
aktiviteye bagh olarak st bilesenlerinin  (6zellikle
proteinler) hizli degradasyonunun sonucu olarak 1. ve 3.
bolgede (Uretilen peynirlerin daha hizli olgunlastigi
sonucuna varmislardir. Benzer sekilde Law [38], cogu
sert peynirin arzulanan aromayi kazanabilmesinin ancak
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ortalama 1-2 yil olgunlasma sulresi ile oldugunu, bu
sirenin  kisaltilabilmesi  i¢cin  Cheddar  peynirinin
Uretiminde otolitik aktiviteye sahip starter kiltir
kullanilmasinin aroma ve Kkalitede olumlu sonuglar
verdigini belirtmistir. Yine El Soda [39], Cheddar
peynirinde Lb. caseinin dislik ve yilksek otolitik
aktiviteye sahip suslarinin aminopeptidaz aktivitesine
etkisini g6zlemlemis, yUksek otolitik aktiviteye sahip
susun 2 ginde geldigi olgunlastirma seviyesine, dusik
otolitik aktiviteye sahip susun 1 hafta sonra geldigini
belirtmistir.

Yapilan calismalarda yitksek otolitik suslarin peynir
Uretiminde kullaniminin peynirde proteolizi hizlandirdigi
ve dolayisiyla peynir matriksinde bulunan serbest amino
asit  konsantrasyonunda artisa sebep  oldugu
gosterilmistir [35-37, 41, 52]. Kenny ve ark. [20]
Cheddar peyniri (retiminde destek kiltir olarak
kullanilan Lb. helveticus susglarinin (DPC 4571 ve 5364)
otolizinin olgunlagsma siresince peynirde proteoliz
gbstergesi olan serbest amino asit konsantrasyonunu
kontrol peynirine kiyasla énemli derecede arttirdigini
belirlemiglerdir. Benzer sekilde Wilkinson ve ark. [47]
Cheddar peynirinin olgunlasmasi sirasinda Lc. lactis
subsp. cremoris AM2 susunun lizinin peynirde serbest
amino asit konsantrasyonunu o6nemli  dizeyde
arttirdigini tespit etmistir. Lc. lactis subsp. cremoris AM2
susunun otolizinin Cheddar peynirinde proteolize olan
katkisi O’Donovan ve ark. [54] tarafindan da
belirlenmistir.

LAB’lerin peynir Uretimi ve olgunlagsmasi siresince lizisi
peynirlerde  olgunlasmada  énemli biyokimyasal
reaksiyonlardan sadece proteolizi degil lipolizi de
arttirabilmektedir. Collins ve ark. [45] Lc. lactis subsp.
cremoris AM2 ve Lc. lactis subsp. cremoris HP suslarini
kullanarak Urettikleri Cheddar peynirlerinde 238 giin
olgunlasma periyodu boyunca ilgili bakterilerin lizisini ve
peynirlerdeki lipolizi incelemislerdir. AM2 susunun
peynirde canh kalma siresinin HP susuna goére daha
kisa oldugu ve peynirden hidrolik presle elde edilen
peynir suyunda otoliz igin hicre igi isaret enzimi olan
laktat dehidrogenaz (E.C. 1.1.1.27) enziminin
seviyesinin AM2 susundan (retilen peynirde daha
yUksek oldugu belirlenmistir. Yine ayni ¢alismada AM2
susu ile Uretilen peynirlerde serbest bireysel yag
asitlerinden kaprik (Cs.0), miristik (C14.0), palmitik (Cie:0)
ve stearik (Cis) asit miktarlarinin HP susu ile Uretilen
peynirlere gbére daha fazla oldugu (p<0.05) tespit
edilmistir. Galisma sonunda arastirmacilar Cheddar
peyniri olgunlasmasi sirasinda gérilen starter kiltir
lizisi ile peynirin lipoliz seviyesi arasinda pozitif yénli bir
iliski oldugu sonucuna varmislardir.

Peynirlerde acilik, starter otolizi, starterlerin neden
oldugu proteoliz, rennet ve sOt proteinazlarinin
konsantrasyonlarinin yani sira dretim kosullar ile de
etkilenmektedir. Basit bir ifadeyle, peynirlerde aci tat
proteinaz ve endopeptidaz faaliyetleri ile aci peptidlerin
Uretimi ve bunlarin ekzopeptidaz aktivitesiyle (serbest
amino asitlerin ve aci olmayan bazi kuglk peptitlerin
olusumu) ortadan kaldiriimasi arasindaki dengedeki
bozukluk ile iligkilidir. Bu nedenle, peynirde aci tat
kontrolU otoliz ve buna bagl olarak artan peptidolizden
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etkilenebilmektedir. Yapilan calismalar, aci peynirler ile
karsilastinldiginda, aci olmayan peynirlerde starter
otolizi ve buna bagh serbest amino asit
konsantrasyonlarinin yiksek oldugunu géstermistir [42].
Konu ile ilgili bir galismada Hannon ve ark. [3], Cheddar
peynirinin olgunlagmasinin hizlandiriimasi igin peynir
Uretiminde starter ve/veya destek kiltir olarak yiksek
otolitik 6zellige sahip termofilik karakterli Lb. helveticus
DPC4571 susunu kullanmiglardir. Galisma sonucunda
arastirmacilar otolitik starter kiltir kullaniminin Cheddar
peynirinde lezzet gelisimini hizlandirdigini ve kontrol
peyniri ile kiyaslandiginda peynirdeki acihgi azaltarak
duyusal 6zellikleri iyilestirildigini rapor etmislerdir.
PEYNIRLERDE OTOLIZININ
BELIRLENMESI

STARTER

Peynirlerde starter otolizinin izlenmesi igin (i) peynirdeki
starter canh hiicre sayisindaki azalmanin takip edilmesi,
(i) elektron mikroskobu kullanilarak elde edilen
gbzlemler ve (iii) otoliz sonucunda hiicre iginden peynir
matriksine saliverilen enzimlerin belirlenmesi olmak
Uzere baslica 3 ydntem kullaniimaktadir [42, 56].
Peynirdeki starter canh hiicre sayisindaki azalmanin
takip edilmesi starter otolizinin izlenmesi icin kullanilan
en yaygin yéntemlerden biri olmasina ragmen kullanilan
mikrobiyal sayim ydntemlerinde segici besiyeri ya da
segici olarak starter sayisini gbsteren ydntemler
kullaniimadigi zaman yaniltici sonuglar verebilmektedir
[42]. Elektron mikroskobu [42] veya taramali elektron
mikroskobu [21] caligmalari ile otolizin belirlenmesi
peynir matriksinde bulunan ve hiicre duvari tamamen
(protoplast) veya kismen (sferoplast) uzaklastiriimis
ancak ozmotik olarak korunmus hicrelerin
gorintilenmesi ile yapilmaktadir. S6z konusu hiicreler
normal ekim prosediirleri ile sayilamayan, canli olmayan
veya hlicre hasarlari restore edilemeyecek dlzeyde
olan ancak peynir matriksi icerisinde entegrasyonlarini
sUrdlrebilen htcrelerdir [42]. Konu ile ilgili olarak
yapilan galismalar hicre otolizinin her zaman hicrenin
6limuyle sonuglanmadigini géstermistir [55]. Peynirde
otolizin belirlenmesinde kullanilan Gglincl  ydntem,
peynirden ekstrakte edilen peynir suyunda starterlerin
hiucre  ici bilesenlerinin (enzimleri) analizine
dayanmaktadir. Otolizin belirlenmesinde en yaygin
kullanilan isaret (belirteg) enzimler laktat dehidrogenaz
[20, 45, 47], glukoz-6-fosfat dehidrogenaz [47], post-
prolin dipeptidil amino peptidaz (PepX) [47, 48]
enzimleridir.  Bunlarin  disinda  friktoz-1,6-bifosfat
aldolaz, lisil-aminopeptidaz ve dipeptidaz enzimleri de
hicre lizisinin belirlenmesinde basariyla kullaniimistir
[21, 56]. Bu yontemde en 6nemli asama ilgili enzimlerin
peynir matriksinden ekstrakte edilmesidir. Otolitik isaret
enzimlerinin ekstraksiyon yontemi ve/veya
ektsraksiyonda kullanilan tampon c¢dzeltilere dayanikh
(stabil) olmasi ve inaktive olmamasi gerekmektedir.
Peynirde otolizin belirlenmesi amaciyla kullanilan
yukarida aciklanan her bir ydntemin avantajlarinin
yaninda dezavantajlarinin  bulunmasi  nedeniyle
bahsedilen yontemlerin kombinasyon halinde
kullaniimasi &nerilmektedir [42].
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SONUC

Peynir teknolojisinde LAB’ler gerek starter olmayan
mikroflora gerekse de starter kiltir olarak rol oynamakta
ve peynir olgunlasmasi icin gerekli olan biyokimyasal
reaksiyonlarin  gergceklesmesine  6nemli  katkilar
saglamaktadirlar. Starter kaltir kullanimi ile temel
starter 6zelliklerin yerine getirilmesinin yaninda, Uretim
Ozellikleri ve kosullarina goére starter kultUrlerin arzu
edilen fonksiyonlari da yerine getirmesi arzulanmaktadir.
LAB’lerin otolizi sonucunda hicre i¢i enzimler peynir
matriksi igerisine saliveriimekte ve bu sayede ilgili
enzimler substratlariyla (protein ve yag gibi) daha kisa
slirede bulusmaktadirlar. Enzimatik reaksiyonlarin daha
kisa slrede gerceklesmesi peynirde lezzet bilesiklerinin
olusumunu hizlandirabilmekte ve dolayisiyla olgunlasma
slresini kisaltabilmektedir. Otolizin peynirlerde aci tat
gibi bazi lezzet kusurlarinin énlenmesinde de dnemli rol
alabilecegi tespit edilmistir. Peynirlerde LAB’lerin otolizi
farkli  yontemlerle izlenebilmesine ragmen ilgili
ybntemlerin  sahip olduklari bazi  dezavantajlar
nedeniyle birlikte kullaniimalari &nerilmektedir. Otolizin
peynir teknolojisindeki 6nemi basta Cheddar peyniri
olmak Uzere yurt disinda Uretilen bazi peynir ¢esitlerinde
detayl olarak galisiimasina karsin, Ulkemizde bu konu
ile yarGtulen ¢alismalar oldukca sinirhdir.

TESEKKUR

Bu calisma Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlid
Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Mudirligi

(TAGEM) tarafindan TAGEM-13/AR-GE/11  proje
numarasi ile desteklenmistir. Bu yayindaki hicbir goras,
tespit ve kanaat Gida, Tarim ve Hayvancilik

Bakanhgr'nin resmi gérisu degildir.
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