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Farkl kaynaklardan elde edilip kullanima hazir hale getirilen, kazeini pihtilastirici enzimlere suti pihtilastiran enzim,
peynir mayasi veya rennet denir. Rennet (blyilik oranda rennin/kimozin igeren), gevis getiren geng¢ hayvanlarin
midelerinin sirden boéliminden elde edilmekte ve peynir yapiminda sit pihtilastirici olarak binlerce yildir
kullaniimaktadir. Dinyada peynir Uretimi ve tlketimi giderek artig gosterirken buzagi renneti temininin giderek
azalmasi, alternatif kaynaklardan buzagi renneti yerine kullanilabilecek enzim elde etme c¢alismalarina hiz
kazandirmig, ylksek verimli Uretim yontemlerinin arastiriilmasi zorunlu hale gelmistir. Buzagi rennetine alternatif
olarak yapilan c¢alismalar; (i) bitkisel kaynaklardan elde edilen pihtilagtiricilar (bitkisel rennet), (ii)
mikroorganizmalardan direkt olarak elde edilen ve proteolitik enzimlerden olusan mikrobiyal peynir mayalari
(mikrobiyal rennet), (iii) rennin enzimi Gretiminde gérevli genetik materyalin, belirli mikroorganizmalara aktariimasi
sonucu, bu mikroorganizmalarin Urettigi rennin enzimine 6zdes enzimlerden olusan mikrobiyal peynir mayalari
(rekombinant kimozin) olmak Uzere siniflandirilabilir. Rekombinant kimozin, gelisen gen teknolojisi ile birlikte hizla
artan arastirmalara konu olmaktadir. Bu derlemede, hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal kaynakli enzimlerin/peynir
mayalarinin sutd pihtilastirma ve peyniri olgunlastirma asamalarindaki etkileri ele alinmigtir.

Anahtar Kelimeler: Kimozin, Rennin, Rennet ¢esitleri, Siit pihtilastirici enzim, Peynir

An Overview of Milk-Coagulating Enzymes in Cheese Production and Recent Developments
ABSTRACT

Enzymes obtained from different sources and made ready for further use, which also coagulate caseins, are called
milk coagulant enzyme, cheese rennet or rennet. For thousands of years, rennet (in general rennin/chymosin) from
the abomasus section in stomachs of young ruminants animals has been obtained, and it has been used as milk
coagulant in cheese making. As cheese production and consumption in the world have been increasing gradually, the
steady declining supply of calf rennet has accelerated the acquisition of enzymes that can be used in place of
alternative sources of calf rennet, and the search for highly efficient production methods has become compulsory.
Studies on alternative sources for calf rennet are categorized as (i) the coagulants obtained from herbal sources
(herbal rennet), (ii) the rennet source, the microbial cheese rennets consisting of proteolytic enzymes and obtained
directly from microorganisms (microbial rennet), (iii) the transfer of genetic material responsible for rennin enzyme
production to certain microorganisms, (recombinant chymosin), which is composed of enzymes identical to the renin
enzyme that it produces. Recombinant chymosin is rapidly becoming a subject of research together with developing
gene technology. In this review, the effects of animal, plant and microbial origin enzymes/cheese rennets on milk
clotting and cheese ripening stages are discussed.
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GiRIiS

Sutin peynire islenmesi sirasindaki en temel islem
sutiin pihtilagtirlmasidir. Pihtilagtirmada binlerce yildir
kullanilan ve hayvansal kaynakli bir enzim preparati
olan rennet (peynir mayasi, blyik oranda kimozin
iceren), sutle beslenen buzagilarin midesinin dérdincu
béliminden (sirden, abomasum) elde edilmektedir.
Dinyada peynir Uretimi ve tiketimindeki artigla birlikte
buzagdi rennetinin fiyatinin artmasi ve rennet arzinin
azalmasi, yeni rennet kaynaklari ve sit pihtilastirici
enzimlerle ilgili alternatif arayislarin artmasina sebep
olmustur [1-3]. Sutd pihtilagtiran enzimlerin hepsi asit
proteaz olup hayvanlardan, bitkilerden ve
mikroorganizmalardan elde edilmektedirler [3-8]. Peynir
endustrisinde kullanilan enzimlerin en etkili olani
kimozin olmakla birlikte, bunun disinda kullanilan
spesifik olmayan bazi aspartik proteazlar peynirde aci
tada, protein miktarinda azalmaya ve peynir
randimaninda ciddi kayiplara yol agabilmektedir [1-3].
Pihtilastirici  enzimin  kaynagina gére mayalama
performansinin ve peynirin kalitesinin direkt olarak
etkilendigi belirtiimektedir [9]. Bu derlemede, peynir
Uretiminde peynir mayasi adiyla
kullanilan/kullanilabilecek enzimlerin 6zellikleri ile peynir
kalitesi ve olgunlasmasina etkileri arastirma sonuglarina
dayali olarak anlatilmistir.

HAYVANSAL KAYNAKLI PIHTILASTIRICILAR

Hayvansal kaynakli pihtilastiricilar; kimozin, pepsin,
tripsin ve kimotripsindir [8]. Proteolitik aktiviteleri ¢ok
yuksek olan tripsin ve kimotripsin peynirde aci peptid
olusmasina neden olmaktadirlar. Peynir Uretiminde en
yaygin kullanilan enzim, sit emme déneminde bulunan
gevis getiren hayvanlarin, 0zellikle buzagilarin
sirdeninden elde edilen kimozin enzimi olup rennet
preparatinda hakim enzimdir [10]. Rennet temel olarak
peynir endistrisinde kullanilan bir aspartik proteaz
¢esididir [11, 12]. Kimozin (EC, 3.4.23.4) sut proteini k-
kazeini fenilalanin (105) - metionin (106) (Phe-Met)
peptid bagindan kirarak ¢o6zinmeyen para-k-kazeini
olusturur, sonugta sutin pihtilagsmasini saglar [13, 14].
Kimozin bu islem icin ¢ok spesifik olup asiri bir proteoliz
olusturmadan proteinle peptidler arasinda uygun orani
saglamakta ve olgunlasma sirasinda peynirin
acilasmasini 6nlemektedir [4, 15, 16]. Kimozin pepsine
gOre daha yuksek pihtilagtirma aktivitesine sahiptir ve
bu peynir Uretiminde istenen bir 6zelliktir. Pepsin ise
belirli bir bélgeyi hedeflemeyen proteolitik aktivitesinden
dolayi tim protein agini zayiflatmaktadir. Bu protein agi
sut yagini sikistirmakta ve peynir veriminin dismesine
neden olmaktadir [17]. Kimozin esas olarak sutu
pihtilastirmak icin kullanilir. Ancak %5-8 kadari pihtida
kalir ve peynirin olgunlagsmasi sirasinda dusik
proteolitik 6zelligiyle farkh kazein fraksiyonlarini hidrolize
ederek peynirlerin  kendilerine 6zgu lezzetlerinin
olusmasinda etkili olur [14]. Buzadinin disinda kuzu,
oglak, manda yavrusu, domuz, sigir, tavsan ve tavuk
midesinde de kimozin enzimi bulunmaktadir [14, 18].

Uygulamada en yaygin kullanilan hayvansal kaynakl
enzim preparati buzagi rennetidir. Bu nedenle “standart”
kabul edilir ve diger enzimlerle karsilastirilir [19].
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Rennet, hayvanin kesildigi yagsa, beslenme sekline ve
kaynagina (buzagi veya sigir) gore farkli oranlarda
kimozin ve pepsin igerir. Ticari Urlinlerde kimozin %50-
%95 arasinda degisir [20]. lyi kalitede standart buzagi
rennetinde sut pihtilasma isleminin %88-94 kimozin
tarafindan gercgeklestiriimesi istenmekte, yetismis bir
hayvandan elde edilen rennette ise %90-94 pepsin ve
%6-10 kimozin bulunmaktadir [19, 22, 23]. Kimozin
hidrolazlar grubunun endopeptidaz alt grubunda,
izoelektrik noktasi pH 4.6-4.7 olan bir enzimdir [14].
Molekiler olarak 320 aminoasit iceren tek zincirli bir
polipeptiddir. Molekudl agirigi 35600 dalton’dur ve
katalitik olarak aktif aspartil gruplarinin yer aldigi iki aktif
bdlge ile ayrilmistir [21, 24, 25]. Kimozin, pH 5.3-6.3
araliinda oldukga stabildir. Asidik kosullarda ve pH
7'nin Uzerinde aktivitesi ¢ok azalir. Optimum sicakhgi
41°C olup 20°C’nin altinda ve 50°C’nin (zerinde
pihtilastirma glclt ¢ok azdir. Kimozinin farkli ¢
izoenzimi (A, B, C) vardir. Kimozinde A ve B’nin miktari
¢ok, C'nin ise azdir. Kimozin A, kimozin B’ye gére daha
aktiftir, C ise A’nin bir pargalanma tranudur [2]. Kimozin
A ve Kimozin B’nin optimum pH’lari sirasiyla 4.2 ve
3.7°dir. Prokimozin 40777 dalton molekul agirliginda bir
propeptiddir. Prokimozin pH’si asidik olan midede,
amino terminal ucunda bulunan 42 aminoasitlik
propeptid kismini kaybederek aktif kimozin molekilind
olusturur. [21, 25, 26].

Buzagi, oglak ve kuzu sirdeninden elde edilen rennetin
%95’i kimozin geri kalani pepsin’dir. Pepsin bir asit
proteaz olup optimum pH’si 2.0 civarindadir. Molekiil
agirhgr yaklasik 34000 daltondur [14]. Ticari olarak
satilan buzagdi renneti %70 kimozin ve %30 pepsin
icerir. Peynir Uretiminde pepsinin tek basina kullanimi
sinirthdir [14, 18]. Pepsin, midenin alt kismindaki
mukoza hiicrelerinde inaktif pepsinojen halinde bulunur.
Bu hicrelerden salgilanan pepsinojen, midenin asitli
ortaminda, kuglk bir polipeptidin kopmasi ile etkin sekli
olan pepsine donusur. pH 7'nin Uzerinde ise hizla
inaktive olur. Kimozine go6re daha disuk pH’larda
aktivite gosterdigi icin sutin normal pH’sinda pihtilagsma
suresini uzatir. Buna karsilik proteolitik aktivitesi
yuksektir. Dolayisiyla rennette pepsin oraninin fazla
olmasi  peynirin  olgunlagma siresince aci tat
bilesenlerinin olusumuna neden oldugundan
istenmemektedir [23, 27]. Ayrica, peynir
olgunlasmasinda ortalama pH degeri (pH 4.9-5.2),
pepsinin optimum pH degerinin (pH 2) Gzerinde oldugu
icin pepsin ile Uretilen peynirler biraz daha yavas
olgunlasirlar. Bu nedenle iki enzimin karigiminin
kullaniimasi tercih edilmektedir [2].

Eskiden, pihtilastinnci  enzimler peynir  Ureticileri
tarafindan temizlenmis ve kurutulmus sirdenlerin, peynir
alti suyuyla 1slatiimasi ile ekstrakte edimekteydi. Bu
yontem hala uygulanmaktadir ve Uretilen peynir mayasi
hemen hemen sadece ustalik gerektiren peynirlerde
kullaniimaktadir [28]. Ornegin Erzincan Tulum (Savak)
peyniri Uretiminde; kullanilan rennetin ekstraksiyonu;
temizlenmis geng buzagilarin sirdenlerinin gélgede ve
kuru havada kurutulduktan sonra ince dilimler halinde
dogranmasi, yaklasik %10 NaCl igeren peynir alt
suyunda (agirlik/hacim) 1-2 hafta slresince ara ara
karistirimasi ile gergeklestiriimektedir. Sure sonunda
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tilbentten sdzilen suzinti peynir mayasi olarak
kullanilmaktadir (Sekil 1) [29, 30]. Geleneksel Feta
peyniri Uretiminde de peynir mayasi; sutten kesilmemis
kuzu sirdeninin kurutulup kiyilmasi ve belli oranlarda tuz
ve su ile slatilarak yumusatildiktan sonra, daha fazla
tuzla 4-5°C’de ekstrakte edilmesi ile hazirlanmaktadir
[31]. Heniz ot yemeye baslamadan kesilen
buzagilardan alinan ve igerdigi enzime zarar vermeden
temizlenen, kurutulan ya da dondurulan sirdenler peynir
mayas! Uretiminde kullanilir. Sirden mayasi, %12-20
oraninda tuz ve koruyucu igeren ¢Ozeltiler igerisine belirli
oranlarda ilave edilen kiyilmis sirdenlerden enzimin
6zitlenmesi ile elde edilmektedir. Ozitlemeden sonra
¢gOzeltiden posa ayrilmakta, ¢ozelti filtre edilerek
temizlenmektedir. Bu sekilde elde edilen sivi maya

teknik, fizyolojik, hijyenik ve duyusal olarak kodekse
uygun hale getirildikten sonra kullanima hazir hale
getirilmektedir. Sivi sirden mayasi tuz ile doyurularak toz
veya tablet haline de donustirilmektedir [8]. Modern
rennet Uretiminde ise sirdenler hayvanin kesiminden
hemen sonra dondurulmaktadir. Ticari ekstraksiyonda,
eskiye gore sadece; hammaddenin 6gitulmesi, enzim
eksraksiyonu, asit pH'da proenzim aktivasyonu,
notrlestirme, ekstraktin aritiimasi, saflastirma ve

konsantrasyonu kapsayan ku¢uk detaylarda degisiklikler
olmustur [20]. Zhang ve Wang [32], buzagi sirdeninin
ultrasonla ekstraksiyonunun optimizasyonundan sonra
daha hizli enzim transferi oldugu ve enzim veriminin
arttigini belirtmislerdir.

Sekil 1. Erzincan Tulum (Savak) peyniri Gretiminde kullanilan, geleneksel olarak sirdenden hazirlanan
buzagi renneti ve situn pihtilastinimasina ait fotograflar (Fotograf: S. Cakmakgi)

Son yillarda, en gok lizerinde durulan konular arasinda,
diger gevis getiren hayvanlar, 6zellikle de koyundan
rennet gelistirme ve karakterizasyonu gelmektedir [20].
Cok ticari olmasa da, kuzu rennet macunu sit dolu
midelerden 6gutme ve sonrasinda kurutma, tuzlama ve
olgunlastirma ile Uretilmekte ve bazi Akdeniz Ulkelerinde
geleneksel koyun sutl peyniri Uretiminde
kullaniimaktadir [33]. Orijini koruma altina alinmig
(Protected Origin Designation, PDO) statlistine sahip
tipik gesitleri; italya’da Provolone, Valpadana, Pecorino
Romano ve FioreSardo ve Majorero, Roncal, Idiazabal
ve Ispanya'da Cabrales peynirleridir [20]. Rennetin
kompozisyonu Uzerine geleneksel macunu hazirlama
islemleri, hayvanin yasi, yemleme, kesim sartlari dnemli
etkiye sahiptir [20]. Kuzu rennet macunlari, serbest yag
asidi olusumunu baglatan lipolitik enzimleri icerir. Bunlar
peynirlere keskin ve aci bir aroma verirler ve serbest
aminoasit olusumunun gecikmesine sebep olabilirler
[34, 35]. Sigir ve koyun rennetlerinin proteolitik
farklarinin olup olmadigi hususunda net bir sonuca
varilamamis, ancak Uretim kosullari ve enzim
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preparatlarinin  bilesiminin  (6rnegin, pepsin/kimozin
orani), proteolitik o6zellikler Uzerinde etkili olduklari
belirtilmistir [36, 37].

Endustriyel proses, geleneksel yontemden ¢ok bulylk
farklilk gostermemektedir. Sirdenler tuzlanmakta ve
tabakalar halinde en az 3 ay olgunlastirimaktadir. Daha
sonra, ogutalup, karistirilarak macun haline
getirilmektedir [33]. Kuzu rennet macunu, lipolitik
enzimler icermekte [34, 35], peynire keskin bir aroma
vermektedir [20]. Buzadi rennetinin hazirlanmasi
sirasinda, kimozin ve pepsin aktivasyonu suresince
lipolitk enzimler denatlire olduklarindan, peynir
uretiminde lipolitik enzim aktivitesi gérilmemekte veya
son derece sinirh kalmaktadir. Kuzu rennet macununda
bulunan lipolitik enzimlerin aktivitesi sonucu sutln
yapisinda bulunan trigliseritler, serbest yagd asitlerine
parcalanmakta ve peynire karakteristik tat-koku veren
bilesikler olusmaktadir [35]. Kuzularin beslenmesine
probiyotik mikroorganizmalar eklendiginde [38, 39],
rennet macunu enzimatik aktivitesinde, oOzellikle de
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lipazlarla ilgili, artis goralmustir. Probiyotikleri, rennet
macunu olgunlastirma asamasinda direkt olarak
uygulamanin lipolitik ve proteolitik aktiviteyi artirdigi
tespit edilmistir [40, 41].

Rennet, ylksek pihtilastirma 06zelligi gostermeli,
K-kazein Uzerine kuvvetli bir etki gostererek iyi bir
aktiviteye sahip olmalidir. Ayrilan peyniralti suyu aktif
pihtilastirici  icermemelidir.  Siti  pihtilastirmak igin
kullanilan peynir mayalari saf proteaz preparatlarindan
olusmaktadir. Sigir pepsini, domuz pepsini, tavuk
pepsini ve Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus ve
Cryphonectria  parasitica’dan elde edilen  asit
proteazlarin kullanilabilecegi belirtimektedir [42]. Beyaz
peynirde randiman, titrasyon asitligi, kurumadde, yag ve
tuz icerigi Gzerinde buzagi renneti, mikrobiyel rennet ve
rekombine mikrobiyel rennet kullaniminin énemli farklilik
yapmadigi bildirilmistir [43]. Fromase 46T (R. miehei),
Rennilase 150 L (R. miehei), Maxiren 50
(Kluyveromyces marxionus var. lactis) ve buzagi renneti
dahil 4 farkh peynir mayasi ile yapilan baska bir
arastirmada da aktivitelerin ayni oldugu bildirilmigtir [44].
Ancak isil islemin, serum proteinlerinin
denatiurasyonuna neden olarak sGtin  rennetle
pihtilasma o6zellikleri Uzerinde olumsuz etkiler yaptigi,
bunu o©Onlemek icin de mikrofiltrasyonla serum
proteinlerinin uzaklastirildigi veya ultrafiltrasyonla sutin
protein igeriginin  artinldigi  belirtiimektedir  [45].
Proteolitik aktivitenin fazla olmasi sonucu ¢ézinmis
protein miktarinin artmasi ile peynir randimaninin
disttgul, olgunlagsma suresince aci tat olusturma riskinin
de arttigi belirtiimektedir [46]. Hayvansal rennetlerin
proteolitik aktiviteleri; tavuk pepsini > domuz pepsini >
sIgir pepsini > buzagi kimozini olarak siralanmaktadir.
Rennetler icerisinde st pihtilagtirma aktivitesinin
proteolitik aktiviteye orani en fazla olan buzagi
rennetidir. Bu oran buzagi rennetinde mikrobiyel rennete
gore yaklasik olarak 1.5 kat fazladir [22, 25].
Pihtilastirici enzimlerin peynir verimi Uzerine etkisini
incelemek igin alti farkh sit pihtilagstinct  enzim
kullanilarak (buzag renneti, rekombinant kimozin, sigir
pepsini ve buzagdl renneti karigimi (50:50), Mucor
miehei, M. pusillus ve Endothia parasitica’dan elde
edilen mikrobiyal enzimler) esit pihtilasma strelerine
ayarlanarak peynir dretilmigtir. Hayvansal kaynakl
proteazlar ve rekombinant kimozinle Uretilen peynirlerin,
kurumadde miktarlarinin, buzagdi renneti ile dretilen
peynirle benzer o6zellikler gosterdigi tespit edilirken
E. parasitica proteazi ile dretilen peynirde verimin
onemli derecede dustigu, calismanin sonucunda; en
uygun ve ekonomik sut pihtilastirici enzimin buzagi
renneti oldugu belirtiimistir [11]. R. miehei kaynakli
mikrobiyel rennet ve buzagi renneti ile ultrafiltre sitten
uretilmis Beyaz peynirlerden, buzag! rennetiyle Uretilen
peynirlerin duyusal kalite agisindan daha iyi oldugu
belirtilmigtir [47]. Peynir Uretiminde, rekombinant sigir
kimozini, sigir renneti, mikrobiyal rennet ve rekombinant

kuzu kimozinini kullanan Rogelj ve ark. [23],
rekombinant kuzu kimozini ile rekombinant sigir kimozini
kadar  yuksek  kalitede  peynir  Uretilebildigini

belirtmiglerdir. Sanjuan ve ark. [48], koyun sltiinden
hayvansal rennet ve bitkisel rennet kullanilarak Gretilen
Los Pedroches peynirinin 100 gunlik olgunlasma
stresince nem, protein ve su aktivitesi degerlerinin
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hayvansal rennet kullanilanda daha ylksek oldugunu
belirtmiglerdir. Bir baska calismada, farkli pihtilastirici
enzimler (buzadi renneti, rekombinant kimozin,
R. miehei ve C. parasitica proteazlari) kullanilarak Kasar
peyniri Uretilmis ve 90 gin olgunlastinimistir. Buzagi
renneti, rekombinant kimozin ve R. miehei proteazi
kullanilarak Uretilen peynirlerin randimanlari birbirine
yakin, C. parasitica proteazi ile (Uretilen peynirin
randimanlari ise dusiuk bulunmustur. Farkli pihtilastirici
enzim kullaniminin peynirlerin pH, titrasyon asitligi,
kurumadde, yag, kurumaddede yag, tuz, pihti sikiligi,
toplam serbest ya§ asitligi ve tekstir profil analizlerini
etkilemezken, protein, kurumaddede protein, suda
¢oziinen azot, %12 TCA'de ¢bziinen azot, %5 PTA'de
¢ozinen azot, kazein azot, proteoz-pepton azot,
olgunlagma orani, toplam serbest aminoasit miktari ve
duyusal Ozelliklerini  etkiledigi  belirtilmistir  [49].
Sirdenden geleneksel olarak uretilen ve Erzincan Tulum
(Savak) peyniri Uretiminde kullanilan sivi  peynir
mayalarinin, birgok yonden Peynir Mayasi Standardi'na
uymadigi tespit edilmistir [28]. Bu sonug (zerine;
saflastirmanin yapilmamasi, maya kuvvetinin dusik
olmasi ve hijyenik sartlarin uygun olmamasinin etkili
oldugu ileri surdlmastir. Ayni  sekilde, Ulkemizde
kullanilan ticari sivi sirden mayalarin kuvvetinin etikette
belirtilenden daha disuk oldugu belirlenmistir [50].

BITKISEL KAYNAKLI PIHTILASTIRICILAR

Bazi Ulkelerde, buzagi rennetinin pahall ve az bulunur
olmasi, bu enzim ile elde edilen Urlnlerin vejeteryan
beslenme aligkanlklarina uygun olmamasi, dini
kisitlamalar ve genetik degisiklik vb. tepkiler sonucunda
hayvansal rennet sorgulanmaktadir. Bitkilerin
toplanmasi pahali ve isglicu gerektirdigi halde, alternatif
kaynak olarak bitkisel pihtilastiricilarin sit teknolojisinde
kullanimina ilgi giderek artmaktadir [51-53]. Bazi
bitkilerde  dogal olarak  bulunan  enzimlerden
yararlanilarak st  pihtilastinlabilmektedir. Sita
pihtilastirici  etkisi oldugu ve bazi Ulkelerde sutd
pihtilastirmada kullanilabildigi  bildirilen bazi bitkiler
Tablo 1'de verilmistir. Bitkisel kaynakh enzimler,
bitkilerin kok, sap, tohum, gicek, meyve ve yaprak gibi
kisimlarinin  kullaniimasiyla veya farkli ekstraksiyon
yontemleri ile elde edilmektedirler [14, 53, 54]. Bunlara
bitkisel kaynakli peynir mayalari denilmektedir. Cogu
bitkisel enzimler kuvvetli proteolitik aktiviteye sahip
olduklarindan peynir randimaninda duslUs, pihti
niteliklerinde bozulma, tekstiirde yumusama ve aci tat
olusumu gibi kusurlara neden olabilmekte ve bu
nedenler kullanimlarini sinirlamaktadir [8, 53, 55, 56].
Dolayisiyla bitki segimi, kullanim miktari ve mayalama
suresi onemlidir. Bitkisel enzimlerin diger enzimlerden
farki, optimum pH ve sicaklik degerlerinin yiksek olusu
ve ylksek isil islem goren sutleri de etkili olarak
pihtilastirmasidir [53, 57]. Bitki proteazlar aspartik
proteaz grubundadir. Sistein ve serin proteaz
grubundaki enzimler de uygun kosullarda sutl
pihtilastirma 6zelligine sahiptir.

Bitkisel pihtilagtiricilar  italya, Ispanya, Portekiz,
Hindistan, israil ve Fas gibi birgok lilkede peynir ve
yogurt yapiminda kullaniimaktadir [53]. Benincasa
cerifera, Calotropis procera, Dieffenbachia maculata,
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Solanum dobium’'un meyve kisimlari, Centaurea
calcitrapa ve Cynara cardunculus gigekleri [58], Incir
(Ficus carica, fisin), yaban enginari-kenger otu (Cynara
cardunculus L., kardozin), ananas (Ananas sativa) ve
hintyag1 tohumu (Ricinus communis) gibi bitkilerden elde
edilen protezlarin situ pihtilastirabildigi saptanmigtir.
Ancak inek sutlinden peynir yapiminda kullanimlari,
agiri proteolitik olduklarindan, genel olarak basarisizdir.
Bu nedenle de bitkisel pihtilastiricilar kiigik mandiralar
veya ciftliklerde wusta yapimi peynirlerde tercih
edilmekten oOteye gidememistir [10]. Halk arasinda
teleme denilen sat drGndndn dretilmesinde yaygin
kullanilan bazi bitkiler asagida 6zetlenmistir.

incir (Ficus carica)

incir iki grup proteolitik enzim igerir: 1. Yiksek
pihtilasma aktivitesine sahip ancak dusik proteoliz
dzelligine sahip, 2. Yiiksek proteolitik etkili [51, 57]. incir,
ulkemizde teleme olarak bilinen st Grininin yapiminda
yaygin olarak kullaniimaktadir. Teleme, hayvancilikla
ugrasan halkin ¢ogunlukla kegi ve koyun sitlerinden,
bitkisel ~kaynakh  pihtilagtirici  kullanilarak  kendi
tuketimleri icin Urettikleri, yapisal Ozellikleri ile yogurda
benzeyen tatli tatta geleneksel fermente bir st Grantdar
[57, 59]. Teleme d{retiminde, sut kaynatilip yogurt
mayalama sicakligina kadar bekletiimekte ve bitkinin
bazi kisimlari veya ekstrakti ilave edilerek sirekli olarak
karistinimaktadir. Bir sure sonra sut koyulagsmakta ve
kati bir gorinim aldiginda teleme elde edilmektedir
[53].Teleme yapiminda kegi situ tercih edilmektedir.
Ulkemizde incirden teleme (retiminde; incirin yapragi,
dal wuglari veya meyvesinden elde edilen 06zsu
kullaniimaktadir [60]. Akar ve Fadiloglu [61], incir sUtlind
iyon degistirme kromatografi yontemiyle saflastirarak ve
direkt olarak site ilave ederek elde ettikleri telemenin
pH degerlerini 6.83 ve 6.75, asitlik degerlerini %0.09 ve
%0.108, protein miktarlarini %6.50 ve %3.90 olarak
saptamislardir. Direkt incir sitlu ilavesiyle yapilan
telemenin, daha aci bir tatta, yapi ve kivaminin daha
zayif ve serum ayrimasinin daha fazla oldugunu
belirtmiglerdir [53, 61].

Altin Cilek (Physalis peruviana)

Altin cilek halk arasinda inka erigi, yer cilegi, yer kirazi,
kis kirazi olarak da adlandirilir. Hayvansal urdnlerin bir

kismina dini nedenlerle insan beslenmesinde yer
vermeyen Hindistan'da, bu bitki ile pihtilastirilan
peynirler tlketilmektedir. Bu peynirlerin  Ozelligi

proteolitik enzimlerin fazla olmasi nedeniyle c¢abuk
acilasmasidir. Otsu ve ¢ok yillik bir bitki olan altin gilek
sicak bolgelerde yetisir ve boyu 0.6-0.9 metreye
ulagabilir. Sari ve kirmizi renkleri arasinda sert bir
kabugu vardir. Kabuk ayrildiktan sonra iginde kiguk,
yuvarlak yaklasik 3 cm c¢apinda ve turuncu renkte
meyvesi bulunur. Meyvenin i¢ kisminda da sari kiglk
renkte ¢cekirdekler vardir. Meyve hasat edildiginde aci bir
tada sahipken bir slire sonra meyve olgunlagir ve daha
tatlilasir [62]. Meyve bir tilbent igine alinarak sikilmakta
ve elde edilen meyvenin suyu Ik sute Ug-bes damla
damlatilmakta, karigtirilarak teleme elde edilmektedir
[53].
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Teleme (Toreme) Otu (Euphorbia maculata)

Teleme otu, Spotted spurge veya Prostrate spurge
olarak da isimlendirilir. Euphorbiaceae (Sutlegengiller)
familyasindan yillik bir bitkidir. Glinesli yerlerde ve kuru
topraklarda yetisir. Genellikle bahgelerde ve gimlerde ot
gibi yayllmis sekilde gorilir. Sert zeminlerde veya
duvarlardaki catlaklarda bliylime o6zelligine de sahiptir
[64]. Teleme Uretiminde teleme otunun dal uglarindan
elde edilen 6zsu Ihk st icine daldirilmakta ve surekli
karistirimaktadir. Karigsim yogurt gibi kati bir gérinum
aldiginda teleme olusumu tamamlanmaktadir [53].

Solanum dubium

Solanaceae (Patlicangiller) ailesinden Solanum innacum
gibi baz bitkiler situ pihtilastiran enzim kaynagi olarak
denenmistir. Solanum dubium Fresen, merkez, kuzey ve
bati Sudan’da yetistirilen bir bitkidir [7]. Odunsu dik bir
kok ile ortalama 30 cm yuksekliginde yesil renkte bir
bitkidir (Sekil 2). Meyveler kiimeler halinde gruplanmis,
purtzsuz parlak yuzeyli gilekler seklinde, ¢api 1 cm olan
kiresel gorinimdedir. Olgunlasmamis  meyveler
yesildir. Olgun meyveleri sararana kadar neredeyse
kapali dikenli bir c¢anak igindedir, c¢ekirdekleri koyu
kahverengidir ve testa inceden cekirdeksizdir [7].
Sudanl st giftgilerinin bir kismi kegi ve koyun sutiinden
beyaz yumusak peynir yapmak igin S. dubium cileklerini
kullanmaktadir. Sutin pihtilasmasi yaklasik 2 saat
surmekte ve kesilmig sitin suyunun uzaklagtiriimasi
icin peynir preslenmektedir. Hafif aci tada sahip, kirilgan
ve ufalanan bir dokuya sahip peynir elde edilmektedir.
Peynirdeki aciligin muhtemelen, bazi alkaloidlerin varligi
veya ciftgilerin ham tohumlari kullanmalari nedeniyle
islem sirasindaki kirlilikten dolayl enzimlerin belirsiz
proteolitik aktivitesinin bir sonucu oldugu
degerlendirilmistir. Saflastinlmis enzim kullanilarak ve
optimum 06zit konsantrasyonuyla aciliyi azaltmanin
mumkiln olabilecedi belirtilmistir [65]. Ancak, enzimin
kimyasal Ozellikleriyle ilgili detayli calismalara heniiz
rastlanmamis ve kismen saflastirimis enzimlerin
Ozellikleri Uzerinde galigmalara baslaniimigtir [7]. Tablo
2'de, S. dubium g¢ekirdegi enziminin st pihtilastirma ve
proteolitik aktivitesi diger koagulantlarla
karsilastiriimistir. Tablodan, S. dubium enziminin, diger
bitkisel enzimler ve rennete goére ylksek pihtilastirma ve
proteolitik aktiviteye sahip oldugu gérilmektedir. Kismen
saflastinimis enzimin, ham 6zut ve kontrol numunesi ile
karsilastirildiginda, yagsiz sutl ¢oktirdigu, sicakhgin
20°C’den 70°C’ye cgikartiimasiyla enzim aktivitesinin de
arttigr  belirtilmistir.  70°C’deki aktivitenin, 40°C ve
20°C’lerdeki aktiviteden sirasiyla 5 ve 10 kat daha
yuksek oldugu gérulmustir. Sicakhgin 80°C civarina
ulagmasi halinde ise aktivite hizla dismustur [7].

Manzano ve ark. [66], kivi meyvesi, kavun ve zencefil
6zUnln sutt pihtilagtirma aktivitesi Uzerine sicakhgdin
etkisini incelemislerdir. Kavun o6zleri genis sicaklik
araliginda (45-75°C) vyuksek pihtilastirma aktivitesi
gOsterirken, kivi meyvesi ve zencefil 6ziniun dar bir
sicaklik araliginda (sirasiyla en fazla 40°C ve 63°C)
yuksek aktivite goOsterdigi belirlenmistir. Kivi proteazi
kimozin benzeri o6zellikler gostermis olup peynir
Uretiminde sut pihtilastirici olarak en iyi potansiyele
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sahiptir. Bitki 6zleri karsilastirildiginda; kivi 6zlerinin,
ticari kimozine benzer etkilere sahip oldugu ve en
yuksek potansiyeli goOsterdigi ortaya konulmustur.
Ayrica, kivi ve zencefil Ozleri kullanilarak elde edilen
taze peynirin tekstirel 6zelliklerinin kimozin kullanilarak
elde edilen peynir ile benzer, kavun 06zleri kullanilarak
uretilen peynir ile farkh oldugu belirlenmistir.
Arastirmada, bitkisel kaynakli pihtilastiricilar ve kimozin
arasinda gorulen farkhhklarin peynirlerin yapisi ve
lezzeti Uzerindeki olasi etkileri ve bitki lezzetlerinin
ilavesi ile yeni peynir cesitlerinin Uretimine imkan
saglayabilecegi de belirtiimistir [66]. Bagka bir calismada
[67], ham turung cicedi 6zlerindeki proteolitik enzimlerin
genis bir sicaklik araliginda (35-70°C) situ pihtilagtirma
aktivitesi g0Osterdigini, ham o6zlerin proteaz aktivitesinin,

Tablo 1. Siti pihtilagtiran baz bitkiler [14, 53, 63]

ticari rennete benzer sekilde, pihtilasma siresi
icerisinde sitl yeterli derecede pihtilastirdigini tespit
etmislerdir. Proteazlar genis bir pH (2.5-12) araliginda
aktivite gostermigtir ve bu durum muhtemelen birkag
proteaz tipinin varhgindan kaynaklanmistir. Ham o6zit
icindeki mevcut proteazlarin farkli substratlar hidroliz
etme kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Arastirma
sonucunda, turung giceklerinin de peynir yapiminda sut
pihtilastirici  olarak  potansiyel proteaz kaynagi
olabilecegi belirtiimistir. Sarikaya [68], Erzurum’un kirsal
bolgelerinde bol miktarda vyetisen yabani c¢uha
giceginden (Primula veris) (Sekil 3) saflastirilan ve
karakterize edilen proteaz enziminin peynir Uretiminde
pihtilastirici enzim olarak kullanilabilecegini belirlemistir.

Latince adi ingilizce adi Tarkce adi

Achillea millefolium Yarrow Civanpergcemi

Ananas sativus Ananas Ananas

Articum minus Burdock Dulavratotu

Carica papaya Papaya Papaya

Centaurea spp. Knapweeds Mavikantaron, Peygamber gicegi
Cicer arietinum Chickpea Nohut

Cirsium and Carlina spp. Thistle Devedikeni

Cynara cardunculus Cardoon Yabani enginar

Datura stramonium
Dipsacus sylvestris
Dolichos lubia
Euphorbia lathyris
Euphorbia maculata
Ficus carica

Galium verum
Gundelia tournefortii
Heracleum sphondylium
Lens esculenta
Lupinus leguminosae
Malva sylvestris
Phaseolus vulgaris
Physalis peruviana
Pinguicula vulgaris
Pisum sativum
Ranunculus spp.
Ricinus communis
Senecio Jacobaea
Solanum dulcamara
Urtica dioica
Withania coagulans

Datula, Jimson weed
Teasel
Hyacinth bean
Caper spurge
Spotted spurge
Fig

Lady's bedstraw
Tumble thistle
Hogweed
Lentil

Lupine

Mallow

Bean
Goldenberry
Butterwort

Pea

Buttercup
Castor oil seed
Ragwort
Bittersweet
Nettle
Withania berry

Boru cigegdi, Seytan elmasi
Cobantaragi, Tarakotu
Simbdil fasulyesi
Sitlegen

Teleme (téreme) otu
incir

Yogurt otu

Kenger otu

Hakiki yogurt otu
Mercimek

Aci bakla

Ebegumeci

Fasulye

Altin cilek

Yag otu, mor ¢gicekli bataklik bitkisi
Bezelye

Dugun gicegi

Hintyagdi tohumu
Kanaryaotu

Yaban yasemini
Isirgan otu

Sekil 2. Solanum dubium: t
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{im bitki (sol), meyveler (sari ve yesil) ve gekirdekler (;iyah kimeler) [7].
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Tablo 2. S. dubium ¢ekirdegi enzimi ve diger bazi pihtilastiricilarin proteolitik aktivitelerinin

karsilastiriimasi [7].

Enzim Pihtilagtirma aktivitesi Proteolitik aktivite Oran
(Unite/mL) (OD* 660 nm) (Gnite/OD* 660 nm)

Rennet 249.6 0.05 4992

Mucor rennet 551 0.11 4650

E. parastica enzimi 750 0.29 2590

S. dubium enzimi 880 0.35 2490

Papain 216 0.59 367

*. OD=optik yogunluk

2L PN 1

(

Sekil 3. Yabani cuha

MIiKROBIYAL PIHTILASTIRICILAR

Mikrobiyal enzimler 1960 yilinin sonlarina dogru peynir
Uretiminde kullanilmaya baslanmistir [18]. Mikrobiyal
rennet, ucuz olmasi nedeniyle dinyada buzag
kimozininin yerine en fazla kullanilan peynir mayasidir.
Bu enzimlerin kullanimi ilk yillarda peynirlerde erime, aci
tat gibi bazi problemler olusturmustur [18, 69].
Mikrobiyal rennetle yapilan peynirlerin lezzetinde
problemler olmasi tekrar buzagdi kimozinin ©6nemini
ortaya cikarmistir. Mikrobiyal peynir mayalari iki grup
altinda incelenebilir:

a) Mikroorganizmalardan direkt olarak elde edilen
proteolitik enzimlerden olugsan mikrobiyal peynir
mayalari,

Rennin enzimi Uretiminde gdrevli genetik materyalin
belirli GRAS mikroorganizmalara (Escherichia coli,
Kluyveromyces lactis, Bacillus subtilis, Lactococcus
lactis, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,
Saccharomyces cerevisiae vb.) aktarilmasi sonucu,
bu mikroorganizmalarin Urettigi rennin enzimine
0zdes enzimlerden olusan mikrobiyal peynir
mayalari [25, 70].

b)

Birinci grupta yer alanlar esas olarak C. parasitica,
R. miehei ve R. pusillus ve ayrica A. oryzae ve
E. parasitica’dan elde edilen proteolitik enzimleri iceren
mikrobiyal rennetlerdir. Bunlar fungal rennet olarak
bilinir. Mikrobiyal enzimler arasinda en iyi sonuglar
fungal kaynakl proteolitik enzimlerden alinmig ve peynir
Uretiminde yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu grup
icerisinde yer alan ve Bacillus turlerinden elde edilen
bakteriyel rennetlerin ise ylksek proteolitik aktiviteye
sahip olmalari nedeniyle peynir mayasl olarak
kullanimlart ¢ok sinirh kalmigtir. Bu tip drlnlerin
piyasada tutunamamasi, uretimlerinin durdurulmasina

Primula veris) cicedi (Fotograf: R. Cakmakgi
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)

neden olmustur [1, 2, 8, 71]. Ayrica B. subtilis natto

Takahashi ile kimozine benzer 6&zellikte Grin
alinabilmektedir. Mikrobiyel kaynakh pihtilastiricilar,
sirden kimozini ile uretilen Urinlere yakin Ozelliklerde
urin vermeleri nedeniyle ticarette yaygin sekilde
kullanilabilecek kaynak olusturmaktadirlar [1, 2]. Buzag:
rennetine alternatif enzim kaynaklari arastirma
galismalari sonucunda; Pleurotus sajor-caju (white rot
fungus), Mucor bacilliformis, Thermoascus aurantiacus,
Thermomucor indicae-seudaticae N31, Metschnikowia
reukaufii, Myxococcus xanthus, Enterococcus faecalis,
Nocardiopsis sp., B. subtilis, Bacillus licheniformis gibi
mikroorganizmalarin yeni enzim kaynaklari olabilecegi
gorulmastur [22].

Mikrobiyal rennetlerin proteolitik aktivitelerinin; Bacillus
polymyxa > C. parasitica > R. miehei > R. pusillus olarak
siralanabilecegi [22], Mikrobiyal enzimler, buzagi
rennetinden daha yilksek oranda spesifik olmayan
proteolitik aktiviteye sahiptirler. C. parasitica’dan elde
edilen proteaz ise en yuksek degere sahiptir [11, 47].
C. parasitica kaynakli mikrobiyal enzim ve buzagi
renneti kullanarak koyun ve inek sutinden yapilan
Beyaz ve Kasar peynirlerin kimyasal o6zelliklerinde
onemli bir fark bulunmadigi, ancak mikrobiyal enzim
kullanilarak Uretilen peynirlerin daha yiksek duyusal
puan aldiklar saptanmisgtir [72]. R. miehei kaynakli
mikrobiyal enzim ve sirden mayasi kullanilarak Uretilen
Beyaz ve Kasar peynirlerinin, ¢ogu kimyasal 6zellik
Uzerine etkilerinin farkh olmadigini, tek farkhhgin suda
eriyen azot oranlari ve olgunluk durumlarinda ortaya
ciktigi belirtilmistir [73]. Feta peyniri Uretiminde buzag
rennetinin yerine kullanilabilecek renneti belirlemek igin
yapilan bir galismada; buzagi renneti ile ticari olarak
Uretilen Noury rennet (M. pusillus Lindt), Rennilase
(M. miehei) ve Suparen (E. parasitica) olarak bilinen ¢
mikrobiyal rennet kullanilmistir. Peynirlerin randiman,
kurumadde, tuz ve protein igerikleri benzer bulunurken,
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proteoliz duzeylerinin farkli oldugu tespit edilmistir.
Peynirde en yliksek proteoliz diizeyinin buzagi renneti
ile Uretilen peynirde oldugu, bunu sirasiyla Rennilase,
Noury rennet ve Suparen’in izledigi tespit edilmistir [74].
Pihtilasma siresi Uzerine pH’nin etkisini inceleyen
Budtz [75], sigir pepsini, buzagi renneti, C. parasitica,
R. pusillus ve R. miehei enzimlerini kullanarak sutu
pihtilastirmis ve buzadi rennetine yakin pihtilasma
zamanini R. miehei enzimiyle elde etmistir. Ayrica,
R. miehei enzimiyle peyniralti suyuna gecen protein
miktarinin kimozinden daha fazla oldugu, ancak bu
farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi belirtilmistir.
Johnston ve ark. [76], R. miehei ve buzagdi renneti
kullanarak Urettikleri Cheddar peynirlerinde duyusal
Ozellikler arasinda 6nemli bir farkliik bulunmadigini,
ancak, R. miehei enziminin B-kazein tzerinde ylksek bir
proteolitik etki gosterdigini dolayisiyla da peynirlerin
daha kisa surede olgunlastigini tespit etmiglerdir. Eraz
[77], R. miehei’den ve sirdenden elde edilen pihtilagtirici
enzimler ile Uretilen Beyaz peynir telemelerinin
kurumadde, yag, titrasyon asitligi, pH, toplam azot ve
protein olmayan azot degerleri agisinda istatistiksel
olarak fark bulunmadigini bildirmistir. Yun ve ark. [78],
E. parasitica, M. miehei ve hayvansal kaynakli kimozin
olmak tzere 3 farkl pihtilastirici ile Urettikleri Mozzarella
peynirlerinde pH, nem, yag, protein, tuz ve Ca
parametrelerinde  6nemli  bir  fakhhik  olmadigini
belirlemislerdir. Bagka bir ¢alismada, hayvansal (%90
kimozin ve %10 pepsin) ve mikrobiyal enzim (R. miehei)
kullanilarak ultrafiltrasyon ve geleneksel ybdntemle
salamura Beyaz peynir Uretilmigtir. 60 gunlik
olgunlastirma silresince peynirlerin suda ¢6zlinen azot,
protein olmayan azot ve tirozin miktarlari az bir artig
gOsterirken, bu artis mikrobiyal enzimle Uretilen
peynirlerde daha fazla olmustur. Duyusal olarak ise
hayvansal enzimle Uretilen peynirler daha fazla
begenilmistir [47]. Kim ve Kim [79], Cheddar peynirinin
olgunlasmasi Uuzerine M. miehei enzimiyle Uretilen
peynirin, buzagi kimozini ile Uretilen peynire gére peynir
suyuna gegen yag ve protein oraninin daha yuksek
oldugunu belirlemiglerdir. Sahan ve Konar [63],
mikrobiyal kaynakli enzimlerin (M. miehei, M. pusillus ve
E. parasitica) abomasum kaynakli peynir mayasina gére
daha yuksek proteolitik aktiviteye sahip olduklarini ve
peynirin tat ve tekstiriinde bozulmalara neden oldugunu
belirlemislerdir. Buzagi renneti ve mikrobiyal rennetler
(A. niger proteazi ve R. miehei proteazi) kullanilarak
uretilen ve 90 gun olgunlastirilan Tulum peynirlerinde;
buzagi renneti ile Uretilen peynirlerin daha sert, daha
yapiskan ve daha esnek oldugu, en ylksek lipid
oksidasyonunun buzagi renneti ile yapilan peynirde
tespit edildigi, en ylksek proteoliz diizeyinin A. niger
proteazi ile Uretilen peynirde goruldugi belirlenmis ve
bu sonuca gore 90 gun sonra tiketilen Tulum peyniri
icin bu proteazin daha uygun bir pihtilagtirici oldugu
ifade edilmistir [80]. Lemes ve ark. [81], Bacillus spp.
P45ten sit pihtilagtirma yetenegine sahip bir proteaz

elde ederek enzimin chia ve kinoa unu ile
zenginlestiriimis krem peynir geligtiriimesinde
uygulanabilirligini arastirmislardir. Enzimin sut

pihtilastirma glcu ticari kimozine benzer bulunmustur.
Gelistirilen peynir ylksek su tutma kapasitesi (%99.0) ve
dolayisiyla dusuk sinerezis gostermistir. Yeni proteaz,
yuksek koagulasyon aktivitesi ve st proteinlerini hidroliz
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edebilme yetenegi gdstermistir. Uriin, yiiksek diizeyde
su tutmasi ve ylksek oranda lif icermesi ile dengeli,
saghga yararl bir lif kaynagdi olarak tlketilebilecegini
desteklemektedir. Ayrica, saflastiriimis enzim,
fonksiyonel katki maddeleri igceren yeni sut Grtnlerinin
gelistiriimesi gibi yenilik¢i biyoteknolojik prosesler igin
alternatif koagulant oldugunu géstermektedir [81].

ikinci grupta yer alan mikrobiyal peynir mayalari
rekombinant kimozin olarak bilinmektedir. Rekombinant
kimozin esas olarak funguslardan Uretilir, fakat
bakterilerden de dUretilebilir. En yaygin kullanilan
mikrorganizmalar A. niger, Kluyveromices
lactis ve E. colidir. Bu Ug tiriin genetik ve metabolik
yollari, 6zellikle A. niger ve E. coli’yi kimozin Uretimi gibi
rekombinasyon denemelerinde basarili yapmaktadir.
Kimozin Uretiminde en yaygin kullanilan
A. niger, Aspergillus niger  var. awamori’'dir.
Rekombinant kimozin, ayrica fermente Uretilen kimozin
olarak da bilinir, genetik olarak degistirilen buzag
kimozini geni tasiyan mikrorganizmalardan elde edilen
enzim preparatlarndir [67]. Dogal rennet Uuretiminde
sikinti yasanirken, rekombinant kimozin Uretimindeki
gelismeler ve Amerikan Gida ve llag Idaresi (FDA)'nin
1997'de GRAS (Generally Recognized as Safe-
Genellikle Guvenli Kabul Edilen Katkilar) bilesen olarak
kullanimina izin vermesi, kismen de olsa ihtiyacin
karsilanmasini saglamistir. Hayvansal kodlu kimozinler
kiresel pazarin %70’den fazlasini, mikroorganizmalarda
rekombinant protein olarak %80’i fermente kimozin ve
en yaygin olarak Aspergillus ve mayada Uretilen
proteinler olusturmaktadir [3].

Dinyada, peynir uretimi igin yilda 100 milyon dolar
degerinde kimozin kullaniimaktadir. Bu genis kullanim
nedeniyle buyuk Olgekte rekombinant kimozin Uretimi
yoluna gidilmis ve inek kimozini E. coli‘de klonlanmistir.
Bu rekombinant kimozin FDA'nin 1990°‘da insan tuketimi
icin onayladigi ilk genetik mihendisligi Grinu olmustur
[82]. Rekombinant kimozin; rekombinant DNA teknolojisi
kullanilarak elde edilen ilk enzimdir. 1984 -1985 yillari
arasinda Danimarka’da Chr. Hansen A/S Bio
Ingredients sirketi, kimozin enzimini kodlayan genleri
buzagi  midesinden izole etmislerdir.  Genetik
modifikasyonla K. lactise ve Aspergillus spp. cinsi
kuflere aktarmislar ve bu mikroorganizmalari kullanarak
kimozin Uretimini gergeklestirmiglerdir [83]. Bu sekilde
Uretilen kimozin, artik bircok Ulkede peynir Gretiminde
yaygin olarak kullanilmakta ve istenen sonucu
vermektedir [84-86]. Rekombinant kimozinin, tim
Ozellikler agisindan buzagi kimozinine benzemesinden

ve saflik derecesinin ylksek olmasindan dolayi
olgunlagsma suresinin kusursuz gerceklestigi
belirlenmistir [2, 21, 22]. Degisik arastirmacilar

tarafindan B. subtilis, Bacillus cereus, B. polymyxa,

C. parasitica, R. miehei, R. pusillus, Fusarium
moniliforme,  Penicilium  expansum,  Aspergillus
versicolor ve Irpex lactisi de igine alan

mikroorganizmalarin proteinazlari ekstrakte edilerek
sutd pihtilastirma 6zellikleri incelenmistir [22]. Bunlar

icinde fungal kaynakhh R. pusillus, R. miehei,
C. parasitica, A. oryzae ve Irpex lactis’den elde edilen
proteazlar peynir Uretiminde yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir [25]. Rekombinant kimozin E. coli,
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S. cerevisiae, K. lactis, Aspergillus nidulans, A. niger
veTricoderma reesei’ye prokimozin geninin klonlanmasi
ve daha sonra fermentasyon yoluyla uretiimesiyle elde
edilmektedir [21, 22].

Buzag! rennetinin sit pihtilastirma aktivitesinin %5-50’si
pepsinden kaynaklanabilirken, mikrobiyal rekombinant
kimozin preparatlari pepsin icermez. Boylelikle bu iki
enzimle yapilan peynirlerin proteolizleri arasinda kiguk
farkhhklar  gorilir [10]. Rekombinant kimozinin
avantajlari soyle siralanabilir: Artan peynir mayasi
ihntiyaci buzagi kesmeden karsilanabilir, cok daha buyik
miktarlarda Uretim vyapilabilir, standart kalite ve
maksimum verim saglanir, enzimin saflii ylksek oldugu
ve pepsin icermedigi icin peynirin olgunlasma sureci
kusursuz gergeklesebilir, kalitesiz sirden kullanimindan
dolayi kaynaklanan peynir kusurlarina rastlanmaz [10].
Ancak bunlarla ilgili de baska mahzurlarin olabilecegi
disutnudlmeli, daha fazla arastirma yapiimalidir.

Standart olarak kabul edilen hayvansal kaynakli enzim
buzagi renneti ile rekombinant kimozinin karsilastirildigi
calismalara bakilacak olursa; koyun sitliinden Beyaz
peynir Uretiminde peynir mayasi olarak ticari buzagi
renneti (A), rekombinant kimozin (A. niger var.
awamori'den elde edilen) (B) ve mikrobiyal rennet
(R. miehei elde edilen) (C) kullaniimigtir. Olgunlagsma
suresince gesidin ve depolama periyodunun; peynirlerin
duyusal karakteristikleri, titrasyon asitligi ve kurumadde
degerleri Uzerine o6nemli etkisi oldugu saptanmistir.
Rekombinant kimozin ile dretilen B peynirinin batin
kalite Ozellikleri ticari buzadi renneti ve mikrobiyal
rennetle Uretilen peynirlere olduk¢a benzer bulunmusgtur.
B peyniri en dusuk proteolitik aktiviteye sahip olurken,
diger peynirlere gére en yuksek duyusal puanlari aldigi
da gorulmuistar. Ayni arastirma sonucunda Beyaz peynir
uretiminde rekombinant kimozinin; ticari buzagdi
rennetine ve mikrobiyal rennete alternatif olarak basarili
bir sekilde kullanilabilecegi rapor edilmistir [87]. Green
ve ark. [88], Cheddar peyniri Uretiminde E. coli kaynakli
rekombinant kimozin ve buzagi renneti kullandiklar
arastirma sonucunda; her iki enzimle (Uretilen
peynirlerde peyniralti suyuna gegen protein ve yag
oranlan arasinda farkin bulunmadigini belirlemiglerdir.
Poliakrilamid jel elektroforez ve %2.5 trikloroasetik asit
(TCA)Yde ¢Ozinur azot sonuglari gibi peynirlerde
proteoliz duzeylerini gdsteren &zellikler ve duyusal
acidan farkliik olmadigini bulmuslardir. Saldamli ve
Kaytanl [44], fromase, maxiren, rennilase ve buzagi
renneti  kullanarak Urettikleri Beyaz peynirlerde
olgunlasmanin 1., 30., 60. ve 90. glnlerinde duyusal
Ozellikler agisindan 6nemli farkhhklar bulundugunu ve
rekombinant kimozin ile dUretilenlerin en az buzagi
renneti kadar begenildigini belirtmislerdir. Broome ve
ark. [89], rekombinant kimozin, C. parasitica proteazi
(thermolase) ve R. miehei proteazlar (fromase ve
marzyme) kullanarak urettikleri Cheddar peynirlerinde,
rekombinant kimozinin asl-kazeine karsi, C. parasitica
proteazinin (thermolase) ise B-kazeine karsi daha
proteolitik aktivite gdsterdigini bildirmislerdir. Hicks ve
ark. [90], E. coli'den gen teknolojisi ile elde edilen
rekombinant kimozin ve buzagi renneti kullanarak
Uretikleri Cheddar ve Colby peynirinde, peynirler
arasinda bir farkhlik saptanmadidini ifade etmiglerdir.
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Dave ve ark. [91, 92], starter kultlir olarak tek kultir

(Streptococcus  thermophilus) ve kansik  kaltir
(S. thermophilus ve Lactobacillus helveticus);
pihtilastirici  enzim olarak rekombinat kimozin ve

C. paracitica proteazi kullanarak urettikleri Mozarella
peynirlerini 4°C’de 30 gin olgunlastirmiglardir.
Peynirlerde  olgunlasma  slresince  rekombinant
kimozinin asl-kazeini, C. paracitica proteazinin ise
B-kazeini daha fazla hidrolize ettigini belirlemiglerdir.
Bines ve ark. [93], K. lactis’den gen teknolojisi ile elde
edilen rekombinant kimozin ve buzagi renneti ile Uretilen
Cheddar peynirlerinde 12 aylik depolama siresince
kimyasal ve duyusal o6zellikler agisindan belirgin bir
farklihk gorulmedigini ve olgunlasma suresince protein
pargalanmasinin her iki peynirde hemen hemen ayni
seviyede oldugunu tespit etmislerdir. Cepoglu [94], ticari
buzagi renneti, A. niger var. awamori’den elde edilen
rekombinant kimozin ve R. miehei proteazi kullanarak
Uretip 4°C’de 60 glin olgunlastirdiyi Beyaz peynirlerde,
farkli  pihtilastirict  enzim  kullaniminin  peynirlerin
kimyasal, duyusal ve proteoliz 6zelliklerini etkiledigini
belirlemistir. Kim ve ark. [95], rekombinant kimozin,
C. parasitica proteazi ve bunlarin kombinasyonlarini
(rekombinant kimozin: C. parasitica proteazi (100:0,
0:100, 67:33 ve 33:67) kullanarak urettikleri Cheddar
peynirlerinde, pihtilagtirict enzim c¢esidinin peynirlerin
proteoliz dizeylerini etkiledigini, ylksek proteolizin ve
erimenin C. parasitica proteazi ile Uretilen peynirlerde
goraldagunt  belirlemiglerdir.  Abdel-Kader  [96],
mikrobiyal rennet (suparen) ve rekombinant kimozin
(maxiren) kullanilarak inek sutliinden uretilen Domiati
peynirlerinden, mikrobiyal rennetle yapilan peynirlerde
protein hidrolizinin daha ylksek oldugunu, her iki
pihtilagtirici enzimin de peynirlerde acilagsmaya neden
olmadigini  bildirmistir. Kandarakis ve ark. [97],
E. coli'den elde edilen rekombinant kimozin ile buzagi
renneti kullanilarak Uretilen Feta peynirlerinin  pihti
sertligi ve sineresis miktarlarinin  ayni seviyede
oldugunu, peynirlerin duyusal 6zelliklerinin olgunlagsma
suresince farkllik gortlmedigini belirtmislerdir. E. coli
K12 turevli rekombinant kimozin (chymax),
R. miehei’den elde edilen mikrobiyal rennet (fromase) ve

buzagi renneti kullanilarak Edam, Camembert ve
Kortowski  peynirlerinin  Uretildigi  bir ¢alismada,
rekombinant kimozin ve buzag:i renneti kullanilarak

Uretilen peynirlerde protein parcalanmasinin  6nemli
olmadigi, peynir randimaninin ise mikrobiyal rennet
kullanilarak Uretilen peynirlerde daha distk bulundugu
belirtilmistir [98]. Yun ve ark. [78, 99], C. parasitica,
R. miehei proteinazlari ve fermentasyon tirevli
rekombinant kimozin kullanilarak Uretilen Mozzarella
peynirlerinde; pihtilagtirici enzimlerin, peynirlerin pH,
nem, protein ve yag icerigini etkilememesine karsin, tuz,
kurumaddede yag, proteoliz dizeyleri ve erime
Ozelliklerini etkiledigini bildirmiglerdir. Pichia pastoris
stpernatant kilturiinde rekombinant kimozin enzimini ilk
kez Ureten Vallejo ve ark. [12], bu mikroorganizmayi
segme nedenleri olarak mikroorganizmanin kendine
yabanci rekombinant proteinlerin  Uretiminde ve
sekresyonunda c¢ok kullanigli olmasini belirtmislerdir.
Ancak Uretim asamasinda rekombinant E. coli ve
P. pastoris suslarinin segimi igin zeosin antibiyotigini
kullanmalari maliyeti artirmigtir. Sheehan ve ark. [100],
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R. miehei
Urettikleri

rekombinant
proteazlari

Mozzarella peynirinde  farkl
kullaniminin,  peynirin  birincil
etkiledigini, en buyluk etkiyi R. pusillus proteazinin
yaptigini belirlemiglerdir. EI-Sohaimy ve ark. [101],
buzagi abomasumundan saflastirdiklari RNA‘lardan RT-
PCR yontemiyle Urettikleri cDNA'y1 kullanarak E. coli‘de
rekombinant kimozin Uretmeyi basarmislardir. Bu
kimozin ile yaygin olarak kullanilan emsalleri
karsilastirildiginda, rekombinant kimozinin digerlerine
gore %105 oraninda daha fazla pihtilastirici aktiviteye
sahip oldugu tespit edilmistir. Merheb-Dini ve ark. [102],
T. indicae-seudaticae N31 ve ticari peynir mayasi ile
uretilen Prato peynirlerinde 60 gunlik olgunlastirma
suresinde, peptid profilindeki bazi farkliliklara ragmen,
peynir verimi ve diger 6zelliklerde farklihk bulunmadigini
tespit etmisler, bu nedenle de T. indicae-
seudaticae N31’in kaliteli Prato peynirleri Uretiminde
kullanilabilecegini ortaya koymuslardir.

kimozin,
kullanarak

ve R. pusillus
yagr azaltlmis

pihtilagtirici  enzim
proteoliz  duzeylerini

SONUG

Ulkemizde ve diinyada hizli niifus artigiyla birlikte artan
gida ihtiyaci, ylUksek verimli Uretim ydntemlerinin
arastinimasini zorunlu kilmaktadir. Bu baglamda, peynir
uretim ve tUketiminin de artmasi, yaygin ve geleneksel
yontemle peynir Uretiminde kullanilan sirdenlere olan
ihtiyaci da artirmistir. Buzagi sayisinin yetersizligi peynir
dretimi yapan firmalari uzun zamandir blydk bir
hammadde ihtiyaci ile karsi karsiya birakmistir. Buzagi
kimozinine alternatif olarak, bitkisel kaynaklardan elde
edilen pihtilastinicilarin -~ kullanilmasi  ise  bunlarin
proteolitik aktivitelerinin ylksek olmasi nedeniyle peynir
veriminin dismesine yol agmistir. Bu da endustriyel
uretim icin bitkisel kaynakli pihtilastiricilarin kullanimini
sinirlamaktadir. Ancak, bitkisel enzimlerin maliyetlerinin
disuk olmasi nedeniyle endustride kullanimina yonelik
arastirmalarin arttirlmasi 6nerilebilir. Bir diger kimozin
kaynagr olan rekombinant kimozin ise gen
teknolojisindeki gelismelerle artan kimozin ihtiyacinin da
hizla  karsilanabilecegini  gdstermektedir. ~ Yapilan
arastirmalar, rekombinant kimozinin hayvanlardan elde
edilen kimozin ile esdeger oldugunu, gen aktarimi
sayesinde mikroorganizmalar araciligi ile kimozini saf
olarak elde etmenin miumkin oldugunu gostermektedir.
Diger taraftan gen teknolojisinin tasidiyi potansiyel
riskler peynir teknolojisi igin de gecerlidir. Rekombinant
kimozin, bilesiminin standart ve 06zelliginin spesifik
olmasi nedeniyle endustriyel peynir uUretiminde bazi
avantajlar saglamakta, ancak, bazi bolgelerde tiketici
tarafindan kabul gérmemektedir. Elde edilen sonuclar,
teknolojik ilerlemelere ve bilimsel arastirmalardan elde
edilen bulgulara ragmen, buzagdi kimozininin peynir
Uretiminde en gok tercih edilen st pihtilastirici oldugunu
ve bilimsel galismalarda referans olarak kullanildigini
gOstermektedir.
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