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Ozet

Peynirin olgunlasma stireci cok komplekstir ve bazi mikrobiyolojik ve biyokimyasal degisiklikleri
icerir. Bu biyokimyasal degisikliklerden biri olan proteoliz peynirde tekstiir ve lezzet gibi 6zelliklerin
gelisiminde onemli bir rol oynamaktadir. Tekstiir ve lezzete proteolizin katkisi direkt olarak peptit ve
aminoasitlerin salinimiyla ya da aminoasitlerin amin, asit, tiyol ve tiyoesterlere katabolize edilmesiyle
olabilir. Bu reaksiyonlar koagtilant enzimleri, dogal stit proteolitik enzimleri, laktik asit bakterileri,
propiyonobakteri ve farkli kiif cesitlerinden gelen proteinaz veya peptidazlar vasitasiyla katalize edilir.
Proteolize katkida bulunan bu proteolitik ajanlarin aktivitesi uzunca bir stiredir peynirin olgunlasma
calismalarina konu olmaktadir. Bu derlemede proteolize etki eden proteolitik ajanlarin proteolitik
sistemleri, bu sistemlerin protein ve aminoasitlerin parcalama reaksiyonlarint nasil gerceklestirdigi ve
lezzet bilesiklerinin olusumu ele alinacaktir.

Anahtar kelimeler: Mikrobiyel ajanlar, peynir, proteinaz, proteoliz

EFFECT OF PROTEOLYTIC AGENTS ON
PROTEOLYSIS IN CHEESE

Abstract

The ripening process of cheese is very complex and involves some microbiological and biochemical
changes. One of these biochemical changes is proteolysis in cheese plays an important role in the
development of characteristics such as texture and flavour. The contribution of proteolysis to texture
and flavour may be direct, by releasing peptides and amino acids, or indirect, by catabolizing amino acids
to amines, acids, thioles, thioesters. These reactions are catalyzed by enzymes from coagulant, indigenous
milk proteolytic enyzmes, proteinases or peptidases from lactic acid bacteria, propionibacterium and
different fungi strains. The activity of these proteolytic agents which contribute proteolysis has been
the subjected of many cheese ripening studies for a long time. In this review, it will be dealt with proteolytic
systems of proteolytic agents that affect proteolysis, these systems perform how to protein and amino
acids degradation reactions and formation of flavour compounds.
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GIRIiS

Peynirin olgunlasmasi birden fazla reaksiyonun es
zamanli ve birbiriyle baglantili olarak gerceklestigi
kompleks bir stirectir. Bu kompleks stire¢ bircok
arastirmacinin dikkatini ¢cekmis ve bugiline kadar
peynirin olgunlasma streciyle ilgili bircok calisma
yapmalarina olanak tanimistir. Olgunlasmanin
primer olaylarini laktoz, laktat ve sitratin metabolize
olmast, lipoliz ve proteoliz olmak tizere 3 temel
biyokimyasal reaksiyon olusturur. Gerceklesen
primer reaksiyonlarin sonucu olusan serbest yag
asitleri (SYA-FFA), organik asitler ve aminoasitler
bir sonraki katabolik reaksiyonlarla kendilerinden
daha kictik yapiya sahip ucucu ve ucucu olmayan
lezzet bilesenlerine dontstirilir (1, 2). Bu
katabolik reaksiyonlardan biri olan proteoliz,
peynirin olgunlasmast esnasinda meydana gelen
en kompleks doniistim stirecidir ve aroma, lezzet
ve tekstir gelisimindeki en 6nemli konulardan
birisidir (3).

Proteolizin lezzet ve aromaya olan katkis: peptit
ve aminoasit salintmiyla birlikte direkt olabilecegi
gibi aminoasitlerin amin, asit, tiyol, tiyoester gibi
son urlinlere katabolize olmasiyla indirekt olarak
da gerceklesebilir. Proteoliz ile birlikte ayni
zamanda kazein matriksinin hidrolizi ve bu
hidrolizde olusan yeni amino gruplari ve karboksilik
aside bagli olarak cesitli degisiklikler meydana
gelir. Meydana gelen bu degisiklikler pihtinin su
aktivitesinin azalmasint saglayarak peynirin
olgunlasmasi esnasinda tekstiirin gevsemesine
katkida bulunur (4, 5).

Peynirde proteoliz; koagtlant (kimozin, pepsin),
stit (plazmin, katepsin D ve diger somatik hiicre
proteinazlary), starter veya starter olmayan
mikroorganizma kaynakli enzimler, sekonder
kulttrler (Penicillium camemberti, Penicillium
roqueforti) ve olgunlasmay: hizlandirmak icin
kullanilan eksojen proteinaz veya peptidazlarin
etkisiyle gerceklesir (6). Bu derlemede proteolize
yol acan ¢esitli kaynaklardan koken alan enzimler
ele alinacaktir.

Peynirde Bulunan Proteolitik Ajanlar
Koagiilant

Peynir yapimi sirasinda siitiin pthtilasmasi olayz,
olgunlasma boyunca kazeinlerin proteolizine

katilan temel olarak kimozin bicimindeki rennetin
ilavesini kapsayan bir slrectir. Genel olarak
peynirdeki koagtilant aktivitesi % 0-% 15 arasinda
degisir ve pihti kesme sicakligi, pihti pisirme
sicakligt ve pH gibi faktorlerden etkilenir (7). Stit
koagiilantlarinin peynirde bulunan ¢zellikle peptit
baglarina olan etkisine yonelik bircok calisma
(8, 9) yuritiilmiis; uzayan etki stiresi veya substrat
limiti gibi nedenlere bagli olarak proteolitik
degradasyonun gelistigi ve kazein fraksiyonlarinin
tamamen  parcalandigi  ileri  sUrdlmustir.
k-kazeindeki Phe105-Met106 bagmin hizli bir sekilde
hidrolizi kazein misellerinin destabilizasyonunu
hizlandirir ve stittin hizli bir sekilde koagtilasyonuyla
sonugclanir. Peynir olgunlasma asamasinda peptit
baglarinin koparildigr bir slre¢ gecirir ve
bu strecin sonunda peyniralti suyuna dogru
peptit kaybt s6z konusu olabilir. Boyle bir kayip
yaklasik olarak % 0.3-% 0.7’lik bir peynir veriminin
azalmasiyla paralel olarak gerceklesir ve
peyniralti suyunda protein igerigin artmasina
neden olur (9).

Koagitlantlarin pithtida peynirin olgunlasmasini
nasil etkiledigi noktasindaki hakim goris
olgunlasmanin ilk asamalarinda etkisinin
oldugudur. Artan koagllant miktari peynir
pihtisinda oy -kazeini parcalayan enzimlerin
miktarmnin artmastyla iliskilendirilir. Bu indirgeme,
olgunlasmanin ilk basamaklarinda peynir
tekstlrtint etkilerken daha sonra etkisi ortadan
kalkar (10, 11). Pepsin ve diger koagtlantlarin
her bir zincir bagina 6zel spesifitesi vardir. Ornegin
sigir pepsini ay-kazein’in Leul09-Glu110 bagin
hizlt bir sekilde koparirken aynt bag kimozin
tarafindan nispeten daha yavas bir sekilde kopartilir.
Fakat bu koagiilant ajanlarin bircogunun bag
noktasinda sahip olduklari 6zel noktalarina dair
bazt calismalar (12, 13) mevcutken bir kisim
koagtlantlarin hentiz daha peynir tirlerinde bu
ozellikleri detaylandirilmamuistir.

Dogal Siit Proteinazlari

Peynirin pthtilasmasinda rol oynayan enzimlerden
biri de stttin sahip oldugu dogal proteinazlardir.
Ozelliklede basta plazmin olmak tizere lizozomal
aspartil proteinaz, katepsin D, B gibi enzimler 20
yildan uzun bir stredir arastirmacilarin dikkatini
cekmis ve bu konuda calismalara (14, 15) konu
olmustur. Stitte bulunan temel proteinaz, kazeinler



tizerine genis bir spesifitesi bulunan istya direncli
serin alkali plazmindir. Bu enzim, siitte plazmin
zimojeni (plazminojen), plazminojen aktivatorleri
(PA), plazmin inhibitorleri ve plazminojen
aktivator inhibitorlerinden olusan karmasik bir
sistemin parcasidir. Stitte bulunan tim proteinazlar
kandan kaynaklanir ve stite ya ¢oztinebilir formda
(plazmin) ya somatik hiicre lizozomlartyla ya da
memeli epitelyal hiicreleriyle gecerler (16).
Plazminin kazeinleri parcalama sirast su sekildedir:
B-kazein=a,-kazein > a,-kazein. k-kazein
fraksiyonunun ise bu proteinaza kars: direncli
oldugu bildirilmistir (14).

Plazminin B-, o,- ve oy -kazeinlere karst spesifikligi
bilinmektedir. Ancak bu enzimin peynirdeki en
onemli substrati B-kazeindir. Plazminin en 6nemli
etkilerinden birisi, B-kazeini y-kazein ve proteoz
peptonlara parcalamasidir. Enzim, B-kazeini tg
noktadan hidrolize eder: Lys28-Lys29, Lys105-
His106 ve Lys107-Glu108 (17). a,,-kazein de
plazminin etkisine karsi duyarlidir ve peynirde
olgunlasma esnasinda gozlemlenen bu enzimin
etkisiyle bu protein ortadan kaybolur. Fakat bu
hipotezin kesin verilerle kanitlanmasi gerekmektedir
(18). Siit aynt zamanda somatik hiicrelerden
koken alan dogal proteinaz icerir. Katepsin B, D,
G, H, L ve elastaz bu somatik hiicrelerin icerdigi
proteinazlardir. Bunlardan katepsin B’nin
proteolitik aktivitesi yapilan calismalarla (19, 20)
gosterilmis fakat bu enzimin peynirin olgunlasma
esnasinda sltteki proteolize olan etkisi tam
olarak bilinmemektedir, buna karsin kazeinlerin
uzerine oldukca genis bir spesifitesi oldugu
bildirilmektedir (4, 21).

Katepsin D’nin kazeinlerin Uzerine 06zellikle
o, -kazeinlere olan 6zgulliigi kimozine benzerlik
gostermektedir. Bu benzerlikten otiirti rennetle
pihtilastirilmis peynirin olgunlasmasinda katepsin
D’nin roliinti degerlendirmek gtictiir. Katepsin D
stitte serum fazinda bulunur ve boylece buytik
bir kism1 peyniraltt suyuna gecerken bir kismu da
pastorizasyon islemiyle aktivitesini yitirir (22).

Mikroorganizma Proteolik Enzimleri

Peynirde gerceklesen proteoliz olayinin en
onemli kaynagini Laktik asit bakterileri (LAB)
olusturur (23). LAB diger mikroorganizmalarla
karsilastirlldiginda zayif bir proteolitik aktiviteye
sahip olmasina karsin peynirin olgunlasmasinda

onemli rol oynayan bircok sayida proteolitik
sistemi yapilarinda barindirmalarindan  6tird
olgunlasmada 6nemli mikroorganizmalardir (24).
Ozellikle Streptococcus thermophilus, Lactococcus
lactis, Lactobacillus bhelveticus ve Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus adi gecen
ozelliklerinden otlrt siit Grind starteri olarak
kullandir ve buytik bir ekonomik éneme sahiptirler
(25). LAB, stitte buytik miktarda bulunan kazeinin
proteolizi ile saglanan eksojen bir aminoasit veya
peptit kaynagina ihtiya¢c duyan ve gii¢ tUreyen
bakterilerdir (26). Genel olarak kazeinlerin
parcalanmas: laktik asit bakterilerince tretilen
proteinleri oligopeptitlere parcalayan hiicre zarfi
preoteinazi (CEP, PrtP) tarafindan baslatilir.
Olusan bu oligopeptitler hiicreye 6zel peptit
transport sistemleri (DtpT, Dpp ve Opp) yoluyla
tasinir ve ¢esitli intraselliller peptidazlarin ortaklasa
hareketiyle daha kisa peptit ve aminoasitlere
parcalanir (27, 28).

LAB1n proteolitik sistemi hiicre disi proteinazlari
(PrtP), spesifik peptit ve aminoasit transport ve
bazi sitoplazmik peptidazlardan meydana
gelmistir.  Bu bakterilerin  sahip olduklari
proteolitik sistemler biyokimyasal ve genetik
ozelliklerine bakilmak suretiyle tanimlanmuistir.
Ozellikle son 10 yila bakildiginda cesitli LAB'in
sahip oldugu bu sistemlerin genomlart ortaya
konmustur (29). Liu ve ark. yapmis olduklart bir
calismada (30) 22 adet LAB’da peptidaz ve hiicre
duvarina bagli proteinaz cesitliligini arastirmis
PepP/PepQ/PepM, PepD ve Pepl/PepR/PeplL
sinifi gibi peptidaz siniflarinda bulunan bakteri
gruplarindaki genomik farkliliklar  alinan
orneklerde genetik olarak tanimlanmistir. Bir
baska calismada (31) Lactobacillus helveticus
CNRZ32'nin genom sekansindan 3 adet
endopeptidaz izole edilmis ve bunlar pepO3,
pepF ve pepE2 ismiyle belirlenmistir. Bu U¢
endopeptidazi kodlayan genler Escherichia coli
DH5a’a klonlanmis ve bu peptidazlarin hidroliz
ozgulligt gozlemlenmistir. Lactobacillus belveticus
CNRZ32nin endopeptidazlart olan PepE, PepE2,
PepF, PepO, PepO2 ve PepO3’in spesifiteleri
peynirin olgunlasma kosullarinda (pH 5.1, % 4
NaCl ve 10 °C) peptid, B-kazein, ag-kazein
tizerinde gozlemlenmis ve bu substratlar tizerine
olan yiksek aktivitelerinden otirtii PepO2 ve
PepO3 endopeptidazinin  peynirde aciligi
onlemede kilit rol oynayabilecegi bildirilmistir.
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LAB’dan Lactoccoccus lactisin PrtP, Streptococcus
thermophilusun PrtS ve Lactococcus rbammnosusun
PrtR adiyla herbirine 6zgti hiicre duvart proteinazi
(CEP) bulunur. L. belveticus CNRZ32 hem PrtH
hem de PrtH2 aktivitesini gostermektedir. Ayn1
zamanda L. belveticus CNRZ32 kendine 6zgi
olan PrtH3 ve PrtH4 enzimlerini tireten CEP-kodlayict
genlere sahiptir (32, 34).

LAB’1n bir alt sinifi olan ve gec¢miste hijyenik
olmayan kosullarda siitiin elde edilmesi sonucu
peynirde olustugu glnimizde ise peynirde
lezzet ve tekstiirin olusmasina yardimci oldugu
bildirilen Enterokok mikroorganizmalari da
proteolize katkida bulunur (35, 36). Topisirovic
ve ark. fermente uriinlerden elde ettikleri 26
enterokok tlriiniin proteolitik ve antimikrobiyel
ozellikleri Uzerine vyaptiklart calismada (37)
B-kazein’e karsi 25 enterokok tirtinin gicli
veya orta derecede proteolitik aktivite gosterdigini
saptamislardir. Bu izolatlardan olan BGPT1-10P
ve BGPT1-78 tirlerinin jelatinin yani sira og-, B-,
k- kazein fraksiyonlari ve total kazeinde en
yogun hidrolizi gerceklestirdigi bildirilmistir. Bu
tirlerde bulunan ekstraselltler proteinaz yaklasik
29 kDa’lik bir molekiiler kitleye sahipti.

Propiyonik asit bakterileri (PAB) Isvicre-tip
peynirlerde dominant flora olarak bulunur ve
olgunlasma periyodu esnasinda peynirin graminda
=10’ koloni sayisina ulagir. Bu bakterilerin proteoliz
uzerine olan katkist hakkindaki bilinenler LAB’1n
ki kadar acik degildir. Buna ragmen yapilmis az
sayida calismayla (38, 39) proteolize olan etkileri
gosterilmeye calisilmistir. Sahlstrém ve ark. (40)
biri Propionibacterium freudenreichii subsp.
shermanii ATCC 9614 digeri de P. freudenreichii
subsp. shermanii INF-a olmak tizere 2 tirden iki
hiicre duvart peptidazt izole etmislerdir. Bu
enzimlerin hiicre disindan koken alan kazein
peptidlerinin ilk parcalanma basamaginda gorev
yaptiklart saptanmistir. Ayni sekilde El soda ve
ark. (41), Propiyonobakteri 'lerin intraselltler
peptidaz sistemlerine dair ¢calisma yapmis ve
calistiklart 7 alt tiirin aminopeptidaz, dipeptidaz
ve kazeinolotik aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Ozellikle mavi damarli peynirlerde diger
olgunlastirilmis peynirlere gore kazeinlerin
parcalanmasi reaksiyonlari daha yogundur. Bu
peynirlerde olgunlasmanin sonunda o;-kazein

baglart hemen hemen parcalanir ve yine bu
stire¢ icerisinde B-kazeinlerde yogun bir sekilde
parcalanarak proteoliz streci devam ettirilir.
Gerg¢eklesen kazeinlerin bu yogun parcalanma
reaksiyonu Penicillium roquefortiinin sahip
oldugu proteinazlarin aktivitesiyle sekillenir (42,
44). Penicillium roquefortii tiirleri proteolitik
aktivitesi ile bazi mavi peynirlerin organoleptik
ozellikleri ve tekstirin gelisimine katkida bulunur.
Penicillium tirlerinin genomu bazt proteazlari
yapilarinda kodlamslardir. Ozellikle ekstraselliiler
proteaz olan aspartilproteaz (AspA), P. roquefortii
turleriyle yakindan ilgilidir. Fernandez-Bodega
ve ark. (45) P. roquefortii tirlerinin proteolitik
etkilerini  inceledikleri calismada yoresel
peynirlerden elde ettikleri P. roquefortiiye ait 3
ttirde ytiksek proteolitik aktivite gdzlemlerken P.
roquefortii CECT 2905 adli ticari olarak satilan
tirde ekstraselltler proteolitik aktivite cok zayif
bir sekilde belirlenebilmistir.

Geotrichum candidum Camambert ve yari-sert
peynirlerin ytizey florasinda bulunan 6nemli bir
kif gurubudur. Bu kif gurubunun peynirlerdeki
proteoliz tizerine olan etkisi G. candidum’un
yuzey florasi olarak kullanildig: ve kullanilmadig:
peynirlerde yapilan bir calismayla (46) tespit
edilmistir. Sonuclar G. candidumun peynir
ylzeyinde oldugu peynirlerde yogun proteolitik
aktivite gosterdigini ve G. candidum’un hem
primer hem de sekonder proteolize katkida
bulunabilecegini ortaya koymustur. Olgunlasmanin
2. haftasindan baslamak tizere sonuna dogru artan
serbest aminoasit miktart bu kif gurubunun
proteolize olan katkisini ortaya koymaktadir.

Penicillium camembertii biri asit digeri notr
proteinaz olmak tzere 2 adet ekstraselliler
proteinaz sentezlemektedir. Notr proteinaz
pH'nin 4.6 oldugu durumda eriyebilir azotta
buytik bir artisa sebep olurken serbest aminoasit
tretimi Uzerine olan etkisi oldukca azdir.
P. camembertii ayni zamanda ekzopeptidaz
uretmektedir:  bunlar  ekzoselliler  asit
karboksipeptidaz, misele bagli notr karboksipeptidaz
ve ekzoselliler aminopeptidazdir (47).

Proteoliz Sonucu Olusan Bilesenler ve Lez-
zet Olusumuna Katkilari

Peynirde bulunan proteolitik ajanlarin etkisiyle
meydana gelen proteolizle birlikte serbest amino



asitler olusturulur. Olusturulan bu aminoasitler,
yine proteolitik ajanlarin etkisiyle amino asit
katabolizmasi sirasinda cesitli lezzet bilesenlerine
donustirilir. Gergeklestirilen bu biyokimyasal
reaksiyonlar daha c¢ok peynirde bulunan
mikroorganizmalarin sahip oldugu ekzo ve endo
ozellikteki enzimler yolu ile meydana gelmektedir.
Olgunlasma esnasinda goriilen proteoliz olayinin
sonucu olarak kazein molekiilleri kendilerinden
daha kictik yapiya sahip aminoasitlere katabolize
edilirler. Olusan dalli zincirli aminoasitler (valin,
10sin ve izolosin), aromatik aminoasitler (tirozin,
triptofan, fenilalanin) ve sulfturli amino asitler
(metionin ve sistein) lezzet bilesiklerinin
olusumunda rol oynayan temel amino asit
kaynaklaridir. Bu aminoasitlerin lezzet bilesenlerine
dontisimu transaminasyon ve eliminasyon olmak
uzere iki yol izlenerek gerceklestirilir (48).

Transaminasyon yolu bakterilerin sahip olduklar1
aminoasitleri oa-keto asitlere donustiren
aminotransferaz ile baslatilir. Daha sonraki
asamada ise a-keto asitler bnemli aroma bileseni
olan hidroksiasitlere, aldehitlere ve CoA-esterlere
donustiralir. Meydana getirilen aldehitler, esteraz
ve acil-transferazlarin substrat dontstimlerinde
rol oynayan alkollere ve organik asitlere
dehidrojenize veya hidrojenize edilir (49). Bu
islemlerde proteoliz olayinda meydana gelen bu
prekiirsér maddelerin yalnizca aminoasitlerden
lezzet bilesenlerinin olusturulmasint saglamadig:
ayni zamanda lipoliz olayinin gerceklesmesinde de
rol oynadig fikrine variabilir. Yapilan calismalar
(50,51) dalli zincirli aminoasitlerin, aromatik amino
asitlerin ve metioninin transaminasyon yolu ile
katabolize edildigini ortaya koymustur. Eliminasyon
yolu ise daha cok karbon-siilfiir liyazin aktivite
gosterdigi metanetiol olusumuyla sonu¢lanan
metionin katabolizmasi icin bildirilmistir (52).

Dalli  zincirli aminoasitler maltims: lezzet
ozelligindeki spesifik aldehitlere, meyvemsi ve
alkoloik lezzet ozelligine sahip alkollere ve tatl,
eksi, ransit, ctriik, meyvemsi ve yagimsi lezzet
ozelligindeki asitlere katabolize edilirler. Aromatik
aminoasitler gul, cicek ve cikolata gibi lezzetlerin
yanu stra kimyasal, putrit ve fekal lezzet olusumuna
katkida bulunan bilesenlere katabolize edilir. Bu
lezzet ozelliklerinden bazilart peynirdeki lezzet
bozukluklarinin sebebi olarak diistintlmektedir
ve bu nedenden otiirQ starter tirleri bu bilesenlerin
uretimini sinirlandirmak tizere secilir (53).

SONUC

Proteoliz olayt peynirde bulunan bir¢cok proteolitik
ajanin ortaklasa aktivitesiyle meydana gelmektedir.
Peynirde gerceklesen bu proteoliz olayi farkli
peynir ¢esitlerinin olgunlasma derecesinin tespiti
amactyla bircok arastirmaya konu olmustur.
Gerceklesen bu biyokimyasal olayin provoke
edici ajanlarinin etkisi ayrica kendisine bir
arastirma alani olusturmus, yapilan calismalarda
basta laktik asit bakterileri olmak tzere sutin
orijinal enzimleri, Propiyonobakteri turleri,
Geotrichium ve Penicillium gibi kif tirlerinin
proteolitik  ozellige sahip bazi enzimleri
yapilarinda barindirdigi belirlenmistir. Bu enzimler
stitte bulunan proteinler icin 6zgillik gostermekte
olup parcalanmalarna yol acarak hem lezzet
olusumunda rol oynayan aminoasitlerin ortaya
cikmasina hem de bu aminoasitlerin katabolik
reaksiyonlarla yine daha etkili lezzet bilesenlerine
dontstirilmesinde rol oynamaktadirlar.

Sturegelen bu calismalara ragmen halen daha
bircok mikroorganizmanin bu reaksiyonlari
gerceklestirmesinde rol oynayan enzim profili ve
aktiviteleri tam olarak anlasilamamistir. Peynirde
proteolize sebep olan major etkenlerden olan
mikroorganizmalarin  gelecekte genetik ve
biyokimyasal tekniklerle proteolitik 6zelliklerinin
ortaya tam olarak konulmasryla birlikte gida
sektoriinde olgunlagsmayr daha kisa strede
ve daha etkili hale getirecek proteolitik ajan
kombinasyonunun ortaya konulmasina olanak
saglayabilir.
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