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PEYNIRIN OLGUNLASMASINDA ENZIMLERDEN
KAYNAKLANAN PROTEOLIZ

Nihat AKIN*
OZET

Peynirin olgunlastiriimasinda etkili olan proteoliz, glikoliz ve lipoliz gibi G¢ 6nemli olaydan en karmasik
olani proteolizdir. Proteoliz Gzerinde etkili olan bir ¢ok faktdr bulunmakta olup, bunlardan biri enzimlerdir. Bu
calismada peynir olgunlasmasinda etkili olan proteolizle ilgili genel bir 6zet yapilarak, kimozin, pepsin, fungal
proteinazlar, dogal sut proteinazlari gibi enzimlerin proteinazla ilgili genel 6zellikleri agiklanmistir

Anahtar kelimeler: Proteoliz, kimozin, pepsin, fungal proteinazlar, dogal sut proteinazlari.

SUMMARY

Proteolysis from Enzymes in Cheese during Ripening

Proteolysis, lipolysis, glycolysis are important in cheese ripening and proteolysis is the most complex
biochemical and some chemical events. Proteolysis can be affacted many different factors that enzymes are
one of theme. in these study proteolysis has been summerised and revewed for enzymes such as kimozine,
pepsine, fungal proteinase and indigenous milk proteinases in cheese ripening.

Key vvords: Proteoliz, kimozine, pepsine, fungal proteinases, indigenous milk proteinases.

1. GIRIS

Dunyada yilda yaklasik 14x106ton peynir Uretildigi belirtiimektedir. Bu miktarin yaklasik %
75'i 3 hafta ile 2 yil arasinda degisen surelerde olgunlasma peryodu icermektedir. Olgunlasma, herbir
peynir ¢esidinin karakteristik lezzet aroma ve yapisinin olusmasina 6nculiik eden kompleks biyokimyasal
olaylar zincirleridir. Proteolizin peynir olgunlastiriimasindaki énemi g6zardi edilemez. Peynir
olgunlasmasinda ¢ok dnemli t¢ olaydan (glikoliz, lipoliz ve proteoliz) en kompleksi proteolizdir. Bu
konuyla ilgili olarak bir ¢cok arastirmaci (Rank ve ark., 1985; Grappin ve ark., 1985; Fox, 1989; Fox
ve Law 1991; Fox ve ark., 1996; Akin, 2002 a, b) literatiir 6zeti seklinde yayinlar yapmislardir.

Peynirde proteolitik aktivitenin olusmasina katkida bulunan maddeler, asagida belirtilen
kaynaklardan gelen enzimler tarafindan katabolize edilir. Bu enzimlerin kaynagi; i) sut pihtilastiricilari
(kimozin, pepsin veya fungal asit proteaz), ii) sitte bulunan dogal plazmini veya katapsin-D ve diger
somatik hiicre proteinazlari, iii) starter bakteriler, iv) starter olmayan tesadife bagli kontaminant
mikroflora, v)bazi tar peynirler icin ikincil inokulum, 6rnegin P. roqueforti, P. camamberti, B. linens.
Lactobacillus spp., vi) eksojen proteinazlar ve peptidazlar veya zayiflatiimis bakteri hicreleri
olgunlastirmanin hizlandiriimasi veya énemli aroma maddelerinin aciga cikartilmasi anlaminda son
zamanlarda Uzerinde énemle durulan ¢alismalardir.

Belirtilen bu kaynaklardan gelen proteolitik enzimlerin relatif katkilari enzimin agiga ciktigi
kaynaklara bagli olup kontrolli mikrobiyolojik sartlarda peynir Uretiminde belirlenmistir (Fox ve ark.,
1993).

Cogu olgunlastiriimis peynirlerde proteolizle ilgili gelismeler su sekilde 6zetlenebilir. Kazein
fraksiyonlarinin baslangic¢taki hidrolizasyonu pihtilastirici enzimlerden peynirde kalan kismi ve daha
az etkili olan plazmin ve katapsin - D ve diger somatik hiicre proteinazlari tarafindan éncelikle katalize
edilip, buyuk ve orta buyuklikteki peptidlerin olusmasiyla sonuglanir. Proteolizle ilgili bu genel 6zette
peynir Uretimindeki farklihiga bagl olarak degisiklikler olabilir. Mozzarella, Kasar ve diger yiuksek
haslama sicakhd! uygulanan peynir gesitlerinde peynir mayasindan gelen rennin enziminin biyuk bir
kismi veya tamami sicakhgin etkisiyle denatiire olur. Bunun igin peynirde siit kaynakli olarak bulunan
plasmin proteolize 6nemli katkida bulunur.
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Bu literatur 6zeti ¢galismasinda peynirin olgunlagsmasinda etkili olan bagslica proteolitik enzimlerin
temel 6zellikleri ve fonksiyonlari tzerinde durulacaktir.

2. PEYNIRLE iLISKIiLIi PROTEINAZLARIN OZELLIKLERI

Asagidaki aciklamalarda model sistemlerde peynirde bulunan herbir kazein fraksiyonu izerine
ayri ayri aktivite gdsteren baslica proteinazlarin dzellikleri belirlenerek tanimlanmigtir.

2.1. Pihtilastirici enzimler

Kimozin (EC 3.4.23.4), geleneksel peynir yapimi igin kullanilan peynir mayasinda bulunan
temel proteinaz (Rothe ve ark., 1977) olup, gen¢ memeli hayvanlar tarafindan salgilanan gastirik
orijinli bir aspartil proteazdir. Peynir yapiminda kimozinin ana roli protein, K-kazein, missellerini
stabilize eden Pheiws-Metmsbagini 6zel olarak hidrolize eder. Misellerin kolloidal stabilitesinin bozulmasi
sonucunda 20°C sicaklikta jellesmeye baslar. Sitiin enzimatik koagulasyonuyla ilgili olarak ¢ok sayida
literatir 6zeti seklinde (Fox, 1984; Fox ve Mulvihill, 1990; Dalgleish, 1992 ve1993) ¢alisma yapilmistir.
Peynir situne ilave edilen peynir mayasi icerisindeki enzimin ¢ogu peynir altt suyuna gecger. Fakat
bir kismida taze peynirin pihtisi igcerisinde kalir ve kalan miktar bir ¢cok peynir ¢esidinde bulunan
kazeinin baslangictaki proteolizinde édnemli rol oynar. Tipik olarak, peynir sutiine ilave edilen kimozinin
yaklasik %6'sI taze peynir pihtisinda kalir. Fakat, pH degeri arttiinda peynir suyunun ayrilmasi
azalacagindan pihtida kalan pihtilastirici enzim miktari artar (Holmes ve ark., 1977; Creamer ve ark.,
1985). Pepsin cesitleri, 6zellikle domuz pepsini, pH degisimine karsi kimozine goére daha hassastir.
Bunun i¢in, bu pihtilastirici enzimin peynir pihtisinda kalan miktari pH degisimlerine bagl olarak
aktivitesini kaybeder. Bu tir pepsinin bu 6zelliginden yararlanilarak pihtilasmadan sonra telemenin
pH'si yaklasik 7 civarina ayarlanip enzim aktivitesi ortadan kaldirilarak enzim aktivitesinin olmadigi
bir peynir elde edilebilecegdi belirtiimistir (O’Keeffe ve ark., 1977 ve 1978). Sadece %2-3 Mucor kaynakli
pihtilastirici enzim peynir pihtisinda kalir ve pH ‘dan bagimsiz olarak aktivite gdsterir (Creamer ve
ark., 1985). Pihtisina yiksek sicaklikta haslama uygulanan peynir ¢esitlerinde, (6rnegin Emmantel,
Kasar vb) peynir telemesinde kalan kimozin enziminin biyuk bir kismi denatliire olmakta (Matheson,
1981; Singh ve Creamer, 1990; Boudjellab ve ark., 1994) ve sonugcta bu tip peynirin olgunlagsmasina
pihtilastirici enzimlerin katkisi ya ¢ok az olmakta yada hi¢ olmamaktadir (Lane ve ark., 1997).

Kimozinin ézellikleri: insilin B zinciri izerine kimozin aktivitesi onun hidrofobik ve aromatik
aminoasit kalintisi icin 6zel oldugunu gdéstermistir. Kimozin bir ¢ok diger proteinazla iliskili olup zayif
proteolitik 6zellik gdsterir ve bunun i¢in peynir yapiminda kullanilmak tzere proteinaz seciminde
kimozinin g6z dnunde bulundurulan karakteristik 6zelliklerinden biridir (Fox, 1989; Dagleish, 1993).

Sit protein sisteminde proteinlerin asil pargalanan baglari, sut proteinlerinden diger baglara
nazaran ¢ogu zaman kimozine karsi daha hassas olan, K-kazeindeki Pheis-Metesbagidir. K-kazeindeki
Phe,05-Met,06 baginin parcalanmasiyla para- k -kazein (kCN f 1-105) ve (gliko) makropeptidler (GMP;
k-CN f 106-169) aciga cikarilir. Gliko makropeptidlerin (GMP) ¢ogu peynir suyuna gecger. Fakat para-
K-kazein, kazein misellerine baglanarak ortamda kalarak ve bdylece ham peynir igerisine dahil edilmis
olur. asi-, 0*2- ve (3-kazein fraksiyonlari sutin pihtilasmasi esnasinda hidrolize olmazlar. Ancak
peynirin olgunlastiriimasi esnasinda hidrolize olabilirler.

Bir ¢cok arastirici (Pelissier ve ark.,1974; Creamer, 1976; Viser ve Slagen, 1977; Carles ve
Ribadeau-Dumas, 1984) kimozinin etkisiyle p-kazeinin hidrolizini arastirmislardir. 0.05 M sodyum
asetat buffer ¢ozeltisi icerisinde, pH 5.4’de kimozin etkisiyle p-kazeini yedi yerinden parcalamistir.
Bu baglarin Leui®-Tyris >Ala,®-Phe, 0> LeuissSerles >Glni6-Seriss >Leu,63-Ser,M> Leu,3B Leuud>>
Leu,z-Thr,Boldugu tesbit edilmistir (Visser ve Slangen, 1977). Kimozinin Leu,2-Tyri® bagd! uzerine
gOstermis oldugu aktivitenin parametreleri; misellar p-kazeinin icin Km0.075 mM ve K*, 1.54 sn1iken,
bu parametreler monomerik protein icin Km 0.007 mM ve K* 0.56 snidir (Carles ve Ribadeau-Dumas,
1984). NaCl kimozin enziminin p-kazeini hidrolize etme aktivitesini inhibe eder. Bu inhibisyon etkisi
ortamin pH’sina bagh olarak degisim gdstermekte olup; %5 tuz konsantrasyonunda hidrolizi kuvvetli
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bir sekilde inhibe ederken %10 tuz konsantrasyonu hidrolizi tamamen inhibe ettigi belirtiimistir (Mulvihill
ve Fox, 1978).

¢’ -kazein fraksiyonu lzerine kimozinin etkisinin esasen Phez-Phe2 bagi lzerine oldugu
aciklanmistir (Hill ve ark., 1974; Carles ve Ribadeau-Dumas, 1985, McSvveeney ve ark., 1993a). Bu
bagin parcalanmasi peynirin yapisinin yumusamasindan sorumlu olacagi belirtiimekte (de Jong,
1976; Creamer ve Olson, 1982) ve bu kiguk zincir yapili peptidin (ct®-CN f1-23) starter kulttrlerin
sentezledigi proteinazlar tarafindan hizli bir sekilde hidrolize edilebilecegi belirtiimistir. Cozeltide a*,-
kazein Uzerine kimozinin etkisi Pelissier ve ark.(1974), Mulvihill ve Fox (1979), Pahkala ve ark. (1989),
McSvveeney ve ark. (1993a) gibi arastiricilar tarafindan ¢alisiimis olup, pH 6.5’da 0.1 M fosfath buffer
¢Ozeltisi icerisindeki a* -kazein fraksiyonu Uzerine kimozin enziminin etkisiyle Pheza-Phe2d PheZ
Pro», Leusw-Ser4l, Leu,4-Phe,xn PheiS TyrB} Leu,56-Asp,, Tyrim-Proim ve Trpis Tyrie baglar parcalanir
(McSvveeney ve ark., 1993b). Bu baglar ayrica pH 5.2 ve %5 NaCl (peynirde) sartlarinda hidrolize
olmus ve yukardaki parcalanan baglara ilave olarak Leu,-Pro,2 PheGly3 Leuia-Lys,® Leu,£-Alak3
ve Phe,®Ser@baglarida pargalanmistir. Bu baglarin ¢cogundaki hidrolizasyon orani iyonik kuvvet ve
pH degerine bagh olarak degisiklik gostermistir. Ozellikle Leu,a-Lys,@bagi diisiik pH degerinde daha
hizlh pargalanir. Kimozin enziminin as-kazeinin Phe2s-Phe2 baginin hidrolizi igin géstermis oldugu
aktivitenin parametreleri; Km 0.37 mM ve kcat 0.7 sn: oldugu belirlenmistir (Carles ve Ribadeau-
Dumas, 1985). Kimozin enziminin etkisiyle *-kazeinin hidrolizi pH ve iyonik kuvvetin etkisiyle degisiklik
gosterir (Mulvihill ve Fox, 1979, 1980).

Kimozin enziminin etkisiyle a*,-kazein fraksiyonu proteolize karsi kismen dayanikhidir. Baglarin
parcalanan kisimlari molekuliin hidrofobik bélgesiyle sinirh olup (siralar 90-120 ve 160-207 dir),
ornegin; Pheea-Tyr\, Ty~-Leu*, GInA-Try?, Try®-LeuM, Phe,63Leu,&1 Phe”-Ala”, TyrlmLeuBbaglaridir
(McSvveeney ve ark., 1994a). para-K-kazeinin bazi potansiyel kimozinle parcalanan kisimlari olmasina
ragmen peynirde veya ¢o6zeltide hidrolizasyon olusmamistir (Green ve Foster, 1974). Tahminen bu
durum k- kazeinin diger kazein fraksiyonlariyla karsilastirildiginda ikincil yapisina kismen yiksek
seviyede yansiyacag! belirtiimistir (Svvaisgood, 1992). Ure'nin yiiksek konsantrasyonlarda (Pepsin
8M urede aktiftir) kimozin ve pepsin tarafindan para-K-kazeini hidrolizasyonunun arastiriimasiyla bu
konudaki bazi belirgin olmayan bilgiler daha da aydinlanacaktir.

Kazein fraksiyonlari lizerine Pepsin enzimin spesifik etkileri: Buzagi kaynakh peynir
mayasi genellikle yaklasik %10 pepsin (EC.3.4.231) icerir ( Rothe ve ark. 1977). Ancak bazi buzagi
kaynakli peynir mayasi % 50’ ye varan oranlarda sigir kaynakli pepsin icerir. Bilindigi kadariyla inek
sutu kazein fraksiyonlari (zerine domuz veya sigir pepsininin etkisinin 6zellikleri tam olarak belirlenmemis
olmasina ragmen, sigir pepsiniyle Na-kazeinattan uretilen proteolitik Uriin kimozin kullanilarak Uretilen
proteolitik Urlinle benzerlik gostermektedir (Fox, 1969). Ancak Mulvihill ve Fox (1979) inek, koyun,
keci sitlerinden elde ettikleri (3-kazein fraksiyonu Uzerine ayni hayvanlardan elde ettikleri kimozin ve
pepsinin hidrolizasyon etkisini arastirmiglardir. Calismada tre-PAGE ydntemi kullanilarak hidrolizasyon
drdnleri belirlenmistir. Calismada kucik zincir yapili peptidlerde (pH 4.6'da ¢6ziinen) farkhliklar
gorulmesine ragmen, kimozin icin genellikle benzer spesifik 6zellikler gdsteren biylk zincirli peptidlerin
acifa ciktigr belirlenmistir. Calismada tre-PAGE’le belirlenen biyik peptidler retilmistir. Bazi kiigik
zincir yapili peptidler tretilmislerse de genellikle kimozinle pepsinin 6zelliklerinin benzer oldugu
belirtilmistir. Pepsin enziminin belirtilen kimozin enziminden daha proteolitik 6zellikler tasidigi belirtilmistir.
Rekombinant buzagi kimozinleri Aspergillus niger var. avvamori, Kluyveromyces marxianusVar. lactis,
veya E. colison zamanlarda peynir yapiminda kullanima sunulmus ve gida tretiminde ¢cogu llkede
kanun ve tizik hazirlayan yetkililer tarafindan kullanimi kabul edilmistir. Bunlar giinimuzde bir ¢ok
Ulkede yaygin olarak kullaniimaktadir. Birgok ¢esit peynir yapiminda buzagi kaynakli peynir mayasiyla
rekombinant kimozin arasinda kucik farkliliklar belirlenmistir (Green ve ark., 1985; Hicks ve ark.,
1988; Bines ve ark., 1989; van den Berg ve de Koning, 1990; O'Sullivan ve Fox, 1991; Nunez ve ark,
1992). Buzag! kaynakli peynir mayasi kimozinin Ug¢ genetik varyantini (A,B,C) ve bir miktar pepsin
icerirken (Foltmann,1966) rekombinant kimozinin sadece bir genetik varyantini icerebilecegdi belirtiimistir
(Harboe, 1992). Sonugcta, buzagi kaynakli peynir mayasini, ¢ok benzer olarak, simule etmek i¢in bazi
peynir mayasi Ureticileri tarafindan az bir miktar sigir pepsini rekombinant kimozin enzim ¢ozeltisi
icerisine ilave edilerek farkllik aza indirgenebilmektedir.
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Fungal Kaynakli Pihtiiastiriciiar: Bir suredir buzagi kaynakli peynir mayasinda ihtiyaci
karsilamada yetersizlikler nedeniyle peynir yapiminda kullanilacak buzagi kaynakli peynir mayasinin
yerine gecebilecek uygun peynir mayasi uretimi icin yogun calismalar baslatilmis ve bu konudaki
yogun ¢alismalar devam etmektedir (Akin, 1996). Bazi proteinazlar belirlenmis olmakla birlikte sadece
sigir pepsini ve Rhizomucorpusillus, R. miehei ve Cryphonectria parasitica' dan saglanan proteinazlar
ticari olarak yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Phelani 1985; van den Berg, 1992). Rhizomucor
pusillus'éen elde edilen peynir mayasi c¢esitli ticari isimler altinda ¢ok yaygin bir sekilde giinimuzde
kullaniimakta ve genellikle basarili sonuglar vermektedir. Orijinal R. miehei proteinazi kimozin enzimine
nazaran isil isleme daha dayaniklidir. Bunun igin bu tip peynir mayasi kullanilarak yapilan peynirlerin
peynir sularindan Uretilen yan Urtnler gida sanayiinde katki olarak kullanildiginda bazi olumsuzluklara
neden olmaktadir. Son zamanlarda Rhizomucor proteinazi kullanilarak Uretilen peynir mayasi kimyasal
modifikasyonla (methionin oksidasyonu) isiya dayanikhli§i azaltiimistir. R. miehei proteinazi igin
gerekli gen A. oryzae' ya kolonlanmis ve sonugta elde edilen peynir mayasinda daha az kontamine
proteolitik enzim icermistir. Bu peynir mayasi Cheddar peyniri yapimi i¢in ¢cok uygun bulunmustur
(Chen ve ark., 1996). C. parasitica proteinazi kimozin enziminden énemli miktarda daha proteolitik
bulunmustur (Tan ve Whitaker, 1972), dzellikle (3-kazein Gizerine etkisinin fazla olmasindan dolayi
peynir yapiminda fazla kullaniimamakta, fakat yiksek sicaklik derecelerinde pihtisi haslanan
peynirlerde (isveg tipi peynirler) kullaniimasi dnerilmektedir. Ciinkii haslama esnasinda pihtilastiricilarin
tamami veya tamamina yakin bir kismi isil islemin etkisiyle denatiire olarak aktivitesini kaybedecektir.

Bu enzimlerin ¢cogunun insilinin oksidaz B-zinciri Gzerine spesifik 6zellikleri Green (1977)
tarafindan 6zetlenmistir. Fungal kaynakh peynir mayalarinin Na-kazeinati hidrolizi Gizerine ¢alismalar
Tan ve VVhitaker (1972) tarafindan yapilmis ve daha sonra Phelan (1985) tarafindan belirtiimistir.
Kimozin enziminin etkisiyle Na-kazeinatin hidrolizi, R. miehei proteinazi, ve Cryphonectria parasitica'
dan elde edilen proteinazlarin etkileri Rattary ve ark., (1996) tarafindan karsilastirmistir. Bu U¢
enzimin 6zelliklerinin acik olarak farkli oldugu ortaya koyulmustur (Cryphonectria parasitica' dan elde
edilen enzim (3-kazein Uzerinde aktiftir) Ancak, fungal proteinazlar tarafindan parcalanan baglar
belirtimemistir. [Cryphonectria parasitica' dan proteinazi K-kazeinin asil parcalanmas Phe,&-Met1H
yerine Ser,04-Phe,o5baglarinda olmustur. Phe,&Met,G<baglarindaki pargcalanma kimozin ve R. miehei
proteinazi tarafindan agiga cikartiimistir (Drohse ve Foltmann. 1989)].

2.2. Dogal Sut Proteinazlari

Plazmin: Plazmin (fibrinolisin, EC 3.4.21.7) bir ¢cok ¢calismanin konusunu olusturmustur
(Grufferty ve Fox, 1988). Plazminin fizyolojik roll fibrin pihtisinin sivilastiriimasidir. Bu aktif enzimleri
iceren kompleks sistemin bilesenleri; zymojen, zymojen aktivatorleri ve enzimlerin inhibitorleridir.
Bunlarin hepsi sitte mevcuttur. Plazmin, plazminojen ve plazmin gen aktivatorleri sitte kazein miselleri
ile birlikte bulunur. Buna karsin inhibitérler serum fazda bulunur.

Plazmin, tripsin benzeri bir serin proteinazdir. Yaklasik pH 7.5 ve 37 °C’de optimum aktivite
gosterir. Peptid baglar icin cok 6zeldir. Ozellikle lisin ve daha az bir oranda arjinin igin ve karboksi
grubuna katkida bulunur. Plazminin bitiin kazein tipleri icin aktif oldugu belirtiimistir. Fakat 6zellikl
0%2- ve (3-kazein Uzerinde daha fazla etkilidir. (3-kazein fraksiyonunda asil par¢alanan baglar: Lysa,
LySzg, Lys,c6-His ve Lysio-Gluis polipeptidlerin olusmasiyla, (3-kazein f29-209 (g1-CN), f106-20
(g2-CN) ve f108-209 (g3-CN), (3-CN f1-105 ve f1-107 (proteoz-pepton 5), 3-CN f29-105 ve f 29-107!
(proteoz-pepton 8-yavas), ve P-CN f1-28 (proteoz-pepton 8-hizli) dir (Eigel ve ark., 1984). B
parcalanan baglara ilave olarak Lys,3Try,14ve Arg,8Aspiid baglarininda varligi belirlenmistir (Fo;
ve ark., 1994). Plazmin a<2kazeini peynirde parcaladig! belirtiimistir. Parcalanan bu baglar; Lys2i
Gls2 LyszAsnA Arg,,-Asnmi Lys,4-LysH) Lys,50-Thr,5, Lys,8)-Thr,& Lys,s8Alni®ve Lysig-Thrl
(Visser ve ark., 1989; Le Bars ve Gripon, 1989) ve sonugcta U¢ tanesi potanisyel olarak aci tatil
(a”-CN f198-207, f182-207 ve f 189-207) 14 peptid aciga cikardigi belirtilmistir (Le Bars ve Gripo
1989). Plazminin a*.- ve (3-kazeine nazaran -kazein lzerinde daha az aktivite géstermesine ragme
K-kazein, minor kazein bilesikleri olusmus a”-kazein Uzerindeki aktivitesinden kaynaklandigi belirtilmis"
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(Armutis ve Eigel, 1982). Cozeltide ast kazein tzerine plazminin spesifik 6zellikleri Le Bars ve Gripon
(1989) ve McSvveeney (1993b) tarafindan acgiklanmistir. Buna gore plazminin o”,-kazeinin baglarini
koparma seklide agiklanmistir. Bu baglar; Arg2-Phe2Z3 ArgoTry9l, Lys,@Lys,@ Lys, B TryIM Lys,»-
Val,06, Lys,2-Glu,25 ve Argis-Glni dir.

Bir cok lisin kalintisi icermesine ragmen K-kazein lzerine plazminin aktivitesi ¢ok dusuktur.
Eigel (1977) ots,-kazeinin hidrolizi icin uygun sartlar altinda a- kazeinin hidrolizasyonunun olmadigini
belirtmistir. Ancak, Andrevvs ve Alichanidis (1983) yaptiklar ¢alisma sonucunda K-kazeinden orijinlenen
PAGE!’le belirlenen ve 27 °C’de 7 gun depolanan pastodrize sitlerde siutlin dogal enzimi olan plazminin
%4 oraninda peptid Urettigi belirlenmistir. Plazminin « - kazein tzerine spesifik etkileri belirlenmemistir.

Katapsin-D: Sitteki bu dogal asit proteinaz arastiricilarin ¢ok fazla ilgisini cekmemistir. Bu
enzimin aktivitesi ilk defa Kaminogavva ve Yamauchi (1972) tarafindan belirlenmistir. Bu ¢alismada
adi gecen enzim izole edilip dzellikleri belirlenmis ve katepsin-D (EC 3.4.23.5)'nin lizozomal asit
proteinazla benzer 6zellikler gésterdigi Gzerinde durulmustur. Sitte prokatepsin-D’nin bulundugu
belirtiimistir (Larsen ve ark., 1993). Katepsin - D kismen isiya dayanikh (70 °C’de 10 dakikada
tamamen inaktive olur) ve optimum pH’sinin 4.0 oldugu Kaminogavva ve Yamauchi (1972) tarafindan
yapilan calismada belirlenmistir. Sttlin asit proteinazi (Kaminogavva ve Yamauchi,1972) veya kimozin
ile benzer dzellikler gosteren katepsin D (McSvveeny ve ark., 1995) ile ilgili yapilan ¢alismalarda bu
enzimlerin ilave edildigi ortamlardaki kazein fraksiyonunun elektroforetogram sonuglarinda, kazein
fraksiyonlari tGzerine katepsin-D'nin etkisi belirlenmemis ve bu enzimin pihtilastirma aktivitesininde
¢cok dusik oldugu goézlemlenmistir (McSvveeny ve ark., 1995).

Diger dogal sit proteinazlari: Sitte bulunan diger minor proteolitik enzimlerin (trombin ve
I6sin amino peptidaz dahil) varligindan bahsedilmistir (Reimerdes, 1983) katepsin-D ve ilave olarak
somatik hiicrelerden gelen diger proteolitik enzimler peynirde proteolize katkida bulunurlar. Verdi ve
Barbano, (1988) somatik hiicreler veya plazminlerin sitteki kazein fraksiyonlarinin parcalanmasi
Uzerine yaptiklari arastirmada somatik hiicre proteinazi ve plazminin kesinlikle farkli peptid aciga
cikardigini belirtmis ve plazmin inhibitdr 6 - aminohekzanoik asidin plazminden etkilenmeksizin somatik
hiicre proteinazinin aktivitesini belirlemeye uygun oldugu belirtmistir. Somatik hiicre proteinazlari
plazminojeni aktive edebilme yeteneginde oldugu ve bu durumun peynirde farkli seviyelerde proteolizi
etkileyebilecedi belirtilmistir (Verdi ve Barbano 1991a). Lokosit proteinazlarinin (3-kazein tzerine pH
6.6'da pH 5.2’den daha aktif oldugu goésterilmis olmasina ragmen, daha diisiik pH'da onlarin aktivitesi
peynir olgunlasmasi esnasinda daha aktif olabilecedi disinulmektedir (Verdi ve Barbano,1991b).
Suzuki ve Katoh (1990) sutte iki farkli sistein proteinazinin oldugunu (45kDa ve >150kDa) belirlemigtir.
Bu arastirmacilar belirledikleri bu proteinazlari somatik htcrelerden kaynaklandigini ve mastitisli
sutlerde bunlarin miktarinin arttigini belirlemislerdir.

Grieve ve Kitchen (1985) lokosit proteinazlari plazmin ve bazi psikrotrofik proteinazlarin
kazeinler lzerine etkisini karsilastirmislardir. Lokosit ekstrakti kazeinleri as>(3>K-kazein sirasiyla
hidrolize etmistir. Lokositlerden gelen nétral proteinazlar (kandan izole edilmistir) sitlin proteolizinde
¢ok 6nemli gibi gozukmekle birlikte bazi arastirmacilar tarafindan kandan izole edilen l6kositlerin
sitten izole edilenlere oranla ¢ok disuk proteolitik aktivite gosterdikleri belirlenmistir (Verdi ve
Barbano,1991b; Kelly, 1995). Kelly ve ark. (1995), ayni somatik hiicre sayisi iceren ve farkh
polimornuklear (PMN) l6kosit sayisi iceren sutlerden yapilan Gouda peynirlerinin proteoliz seviyelerini
karsilastirmislardir. Sonugta, yiksek PMN seviyeli sitlerden yapilan peynirlerde o”-l-kazein (as)-
CN f24-199) ve toplam serbest amino asitlerin daha hizli agiga ciktigini belirlemislerdir.

Sonug olarak, bazi tip peynir ¢cesitlerinde (Cheddar ve Duch tip peynirlerde) temel proteolitik
enzimlerin 6zellikleriyle ilgili 6nemli bilgiler mevcuttur. Bu proteolitik olayin tamamindaki amacin peynir
kalitesine olumlu ve olumsuz ydénden katkilarinin belirlenmesidir. Peynir olgunlasmasinda c¢esitli
enzimler, proteolizde anahtar bir rol oynarsa da peynir kalitesine katkisi tam olarak bilinmemektedir.
Olumsuz ydnden bakildiginda asin proteolizden dolay! acilik ortaya gikabilmektedir. Ayrica peynirin
yapisinin proteolizle agik olarak ilgisinin oldugu bilinmektedir. Ancak bu konuda yeterli calismanin
olmadig bilinmektedir.
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