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Peynir yapimmda kullamlan ve degistk kay-

. naklardan. elde ‘edilebilen proteazianin son yil-
larda mikrobiyel yolla retimi énem kazanmig-

tir. Bu galigmada Mucor miehei'den rennet dre-

timinde, iretime etkili baz faktorler, dzellikie
bazi azotlu katki maddelerinin besi yerine ila-
vesinin enzim- aktivitesi uzerindeki etkileri
" arastinlmistir. ‘

Katka maddes] olarak kullanilan rnalt ve
soya unlan ile peynir alti suyu tozunun besi-
yerine belirli oranlarda ilavesinin enzim akti-
vitesini artirdi@) gdzlenmigtir.

Vakum altinda kurutulup toz hale getirii-
mis enzimlerin, ticari enzim preparatlaring e$-
de«jer aktivite gbsterdiklerj saptanmugtir.

1. GiRlS

Gida sanayiinin biitin dallarinda cesitli en-_

. zimler kullani!maktadir. Pektolitik enzimler en
bagta gelmekte bunu amilazlar, -gllikoz oksidaz
" ve proteazlar izlemekte, az miktarda ise narin-
ginaz ve ‘imoninaz. kullanilmaktadir "{Rorflbout
‘and Wilnik, 1978). Kullanilma alanlari- giderek
artmakta, degisik hammaddelerden yeni gida-
lar eldesi ve esas olarak gida maddesi elde
edilmesi sirasinda uygulanan . iglemlerin hiz-
jandinlmasi bunda esas amag olmaktadir.
Proteazlar gida sanayiinde ozellikle peynir
iiretiminde, peynirlere- §zel aroma ve tad veril-
mesinde esas faktor olarak rol oynamakiadir.
Cesitli kaynaklardan elde edilebilen porteazia-

rin yillik dretiminin saf enzim proteini olarak

500 ton' dolaylarinda ofdugu tahmin edilmekte
ve bu miktarin diinyadaki yillik enzim.tiiketimi-
nin % 44 oldugu bildiriimektedir - (Wingard
et. al., 1979). Bu miktarin '% 5'i de sit ve drin.
teri sanayiinde kullamlmaktadir. '

Ulkemizde iiretilen sitiin yaklagik % 20'si
‘peynire islenmekte, yaklasik 2 miiyon ton olan
bu miktarin peynire doniistiirilmesi i¢in ge-
gitli kaynaklardan elde edilen ve degisik isim-
ler aitinda pazartanan «Peynir Mayalari» kulla-
nilmaktadir. Tiirkiyede hayvansal -kaynaklardan

elde edilen peynir mayasmin 200 ton oldugu

sanilmakta, Olke tiketimine yetmeyen Uretim
agig! ise dis alim yoluyla sagianmaktadir, (To-

. pal, 1985). Bu durum bilylik oranda dbviz kay- -

bina neden oldugu gibi erken kesimlerden do-
lay1 canhi hayvan ve et kaybna da neden ol-
malktadlr

Son ylllarda mtkroblyel proteazlarm peynir

. yapiminda kullamlmas: yogunlagmig, 100 mit-

yon dalarlik bir.  pazara gghip rennet Oretimin-
de,.venmh ve uygun ozellikte mikroorganiz-
mann elde edilmesi igin yogun calismalar sir-
ditriilmektedir (Anonymus, 1985). Bu alanda
kullanilan Mucor miehei siit pihtilagtirma ak- -
tivitesi yiiksek, spesifik olmayan proteaz akti-
vitesi diisitk rennet iretmesi nedeniyle dik-
katleri ¢ekmistir (Pintauro, 1979). Bu arastir-
mada -peynir iretiminde kullamlacak peynir ma.
yasi- rennet {ireten Mucor miehei'nin proteaz
iiretimine etkili bazi faktdrler, tzellikle azotlu
katki maddelerinin enzim miktari ve aktivite-
lerine etkisi- aragtinlmigtir,

2. MATERYAL VE YONTEMLER
21. Materyal

Arastirmada |kullan1lan Mucor mlehel CBS
370 : 65 Gentralbureau Voor Schimmelcultures’.
den saglanmgtir, Besiyerinde. kullanifan® ge-
sitli kepekler A.U. Ziraat Fakiiltesi Gida Bilimi -
ve Teknolojisi Anabilim Dalh'ndan, malt ve ar-
pa ise Tekel Ankara Bira Fabrikasindan sag-
tanmistir,

Siit ve peynir altr suyu tozu (Pmar) Anka-
ra plyasasindan.sadlanms, soya ve yer fistigl
kiispesi. laboratuvarlarda hazirlanmistir. Yadsiz
soya ve yerfistigi kilspesi ise eter ekstraksiyo-
nu ile elde edilmigtir. :

Kiyastama materyali olarak esas alinan ti-
cari peynir mayalan piyasadan ve rennet Sig-
ma  {No. .R‘ 5876) dan saglanmistir.

2.2, Yontem

Aragtirmada kullamian kiif mantar; Mucor
miehei, Patato Dextrose Agar (PDA) besiye-
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" rinde ge!1$tlrxlma$ ve +4°‘C 'de muhafaza - edil-
mistir.

Aragtirmada PDA diginda agilama mater-
“yali olarak kullanilan spor siispansiyonunun. ha.
zirlandigi YSSPP besiyeri ile enzim Urettmi igin
swi ve kat) besiyerleri kultamlmt$t1r (U.S. Pat.
3.988.207).

Spor s-ﬁspa«nSiyonu olarak kullanilan YPPSS_
Agar Besiyeri bilesimi sbyledir: Bir litre da-
mittk su i¢ln 4 g. maya ekstrakt, 1 g K:HPQ,,
05 g MgSO4 -7THA), 12 g eriyebilir nigasta,
20 g adar,

Sivi besi ‘yerinin bilegimi bir litre besiyeri
igin; 40 g patates nigastast, 100 g arpa 6§ii-
tigd, 30 g soya unu, 5 g CaCO, dir. Aragtir-

mada gesme Ve damitik su ayr ayr besiyerin--

de kullanilarak denenmis, yagh ve yagi alinmis
. Soya unu ile de denemeler yapilmigtir. Arag-
tirmanin agamalarn icerisinde yukarida belirti-
len sivi besiyeri igerisindeki % 10 arpa unu
yerine degdisik oranlarda malt unu kullamlmig-
tir. Katke olarak kullanilan - malt enzimlerinin
etkisini saglamak igin 70°C ve 45 dakika su
banyosunda tutulmustur.

l Bésiyei'l'erini-n pH’lan N/4'lik NaOH .ve HCI
“lle ayarlanmigtir. Kati besiyeri olarak bugday

veya piring kepedi, cesme suyu lle {1/1) ora-
minda karrstinlmistir. Dedisik oranlardaki kat-

- ki maddelerl bu esas besiyerine ilave edilmig-

tir, _ 7

- 22.1. Agsilama ve Inkibasyon :

~ Besiyerleri 121°C'de 20 dakika sterilize
edildikten sonra YPPSS - Agar'da gel|$t|rllm|$
kiiltitrlerden, -steril fizyolojik su ile hazirlan-
" mig ve 20x10% adet/ml spor igeren siispansi-
yonla % 10 oraninda asilanmustir.

Inkiibasyon sivi besiyerleri i¢in 35°C de
ve 150 rpm'de, kat besiyerleri igcin 40°C'de
vapilmigtir,

222 Enzim_in Eksirakte Edilmesi :

Kati beslyerlerinde kiif gelismes] tamam-
landiktan sonra 200 ml damitik su ile belirli
(1 saat ve 24 saat) ekstrakte® edilmis ve en-
zim sivist katt kisimdan santrifiijle ayrildiktan

sonra proteaz ve siit pthttlastirma - aktivitelerl _

s‘aptanm@tir_. Sivi besiyerieriyle calismada ise,
inkiibasyon sonunda santrifiijle kat: kisimdan

aynlan enzim sivisinm bzellikleri saptanmigtir.

Toz halde enzim elde edilmesinde iSe. )
50 ml enzim sivis1 150 ml +4°C'ye sogutulmusg
etil alko! ile yavas yavag karistinimis ve olu-
san tortu 5000 devirde 5 dakika santrifiij edi- -
lerek ayrilmis ve 40-43°C de vakum altinda
kurutulmustur (Wang et .al. 1979). Kuru en-
zimlerle yapilan testlerde, enzimin saf sudaki
% 1 h»k cozeltller: 'kullamlmlstlr

2 2.3. Froteaz Aktivitesinin Saptanmas: :

Enz:m gbzeltilerinin proteaz aktiviteleri
«Casein Digestion Method» ile 660 nm dalga
boyunda Tyrosin standart olarak allnéra'l_( sap-
tanmigtic (Keay and Wildi, 1970}.

2.2.4 Siit Pihtdastirma Aktivitesinin
Saptanmasi : :

Enzim gobzeltilerinin sit pihtilagtirma akti-
viteleri 0.05 M CaCl igerisinde hazirlanmig
% 12 l|k 5 ml yagsm siittozu gozeltilerinde ya-
pilmstir (Khan et. al., 1979, Somkuti and Babel,
1967).

3. BULGULAR VE TARTISMA

'3.4. Sivi Besiyerlerinde Elde Edilen Sonuglar :

Enzim dretimi igin uygun pH'nin saptanma-

si amaciyla 2 - 10 pH araliinda hazirlanan be-

siyerlerinde 5 giinlik inkitbasyon sonunda el-
de olunan proteaz ve siit prthhilagtirma  aktivi-
teleri Tablo 1'de gbriilmektedir. Tablodan anla-
$:[acag: gibi 6 - 8 pH'larda siit pihtilagtirma ak- -
tivitesi en yilksek diizeyine erigmigtir. Denenen
bitiin pH'larda proteaz aktiviteleri distik dii-
Zeylerde saptanmistir, Bu kosullarda siit pihtt-
lagtirma aktiviteleri literatiir bulgularinin cok
altinda kalmistir (Pintauro, 1978, U.S. Pat.
3.988.207, Somkuti and Babel, 1967). Diisik dit-
zeylerde kalan proteaz aktivitesi istenen bir
zellik olmasina karsin $iit pthtilagtirma akti-
vifesinin de dilsik olmasi yiiziinden praﬁk bir
énemi olmayacaktir. Yirne aym tablodan anla-
srlacadt gibi inkiibasyon siiresi sonunda biitiin
pH'larda (2 ve 3 pH diginda) nétral pH'ya dog-
ru bir kayma olmustur. Bu pH da siit prhtilag-
tirma aktivitesi de nispeten yiksek oldugun-
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dan bundan sonraki cali$-malarda besiyerlerin-
de 6-8 pH eralif esas almmistr.

Tablo 1. $ivi besiyerinde degisik pHlarda elde
olunan enzim swvisinin siit pihtilag-
tirma ve proteaz aktiviteleri

Baslangic Proteaz Siit pihtilagtirma Geligme

pH'si (Tyrosin. (Soxhelet Unit. sonrasi
pg/ml) 8.U) pH
2 686 —_ 2,12
3 26.5 — 3.48
4 1303 261 6.42
5 40.7 205 7.07
6 37.1 348 6.96
7 29.6 828 7.00
8 40.2 667 7.06
8 374 436 7.13
10 59.6 214 6.79

.8 besiyerinde kullanilan % 10 arpa unu
yerine .malt unu kullanilarak. yaptlan galisma-
da, gelismenin 3. giiniinden itibaren dlglilen
enzim aktiviteleri Tablo 2'de gdrillmektedir.
Besiyerinin pH'sini ayarlamadan agilanan or-
neklerden birisine malt ilavesinden sonra 1st
islemi de uygulanmamigtir. Tablo 2'den anlasi-

lerde siit phtilagtirma  aktivitesi inkiibasyon
sliresi ile birlikte artmigs ve 7. _g-'L'mde en. yiik-
sek degerine erigmistir. Isitma iglemi uygula-
nan orneklerde ise bu aktivite inkitbasyonun
5, gliniine kadar artmis ve daha sonra diigme-
ye baglamigtir. Bacillus ve Asromonaslarla ya-.
pilan enzim Gretim ¢alrsmalarinda da degislk

" dort besiyerinde gelisen basi suslarda proteaz

aktivitesinin inkiibasyonun 4. giiniine kadar .
yikkseldigi ve daha sonra diist(igi bildirilmis-
tir (Keay and Wildi, 1970, Keay et a!., 1979).
Buradan da anlasilacaf gibi degisik besiyerle-
rinde maksimum enzim aktivitesine ulastlan
sire mikroorganizma ve besiyering bagimlilik
gbstermektedir, Bu kosullarda maksimum siit
pihtrlastirma aktivitesi 8 pH'da elde edilmis,
ancak proteaz aktivitesinin inkiibasyon siresi
ile deliismemesi dikkati ¢ekmistir. :

Besiyeri bilegiminde bulunan arpa unu ye-

- rine malt unu kullaniididinda enzim aktivitesini

arttrmak igin is1 uygulanmistir. Bu lko$ullarda-
en wyitksek siit ¢dktiirme aktivitesine 5. giinde
erigitmis (327 S.U.), 1s1 uygulanmamig &rnek-

" lerde ise 7. glinde 263. S.U. degerine ulagiimig-

lacag gibi 1sitma iglemi uygulanmamig drnek-

tir. Yine tablo 2'de gorillecedi gibi baslangig-
ta 6- 8 arasinda, 0.5 artinlarak ayarlanan pH'lar
inkiibasyon sonunda 6 civarinda bulunmustur.

Tablo 2. Degistirilmis s besiyeri ile degistk pH'larda elde olunan enzim SIvi-
simn siit pthtilagtirma ve proteaz aktiviteleri. :

Baglangic (pg/m! Tyrozin) Aktivitesi (S.1.) inkiibasyon

: Proteaz Aktivitesi 8iit Pthtlastirma

pH’s1 Inkiibasyon Siiresi (Giin) inkiibasyon Siiresi (Giin) = Sonras:

'3 4 s 6 7 38 4 5 6 7 pH

6.40 916 904 1088 994 946 122 195 218 232 263 599
6.3 127.8 1206 1173 1206 1159 145 248 327 270 251° 594
60 1088 1003 1145 1183 1183 173 251 332 260 240 5.54
65 984 1017 1145 1122 1065 144 214 270 230 209 5983 -
70 1159 118.8 120.7 1254 1254 172 230 318 240 225 583
75 1159 1236 1278 1325 1373 166 .235 277 264 216 6.17:
80 146.7 130.1 1420 146.7 146.7 227 284 348 360 357 6.19

a. Beslyeri bilegimi : % 4 Nigasta, 96 10 Malt unu, % 3 soya usu, % 0.5 CaCO,

b. Is1 uygulanmamig orijinal pH :

c. Isi uygulanmg orijinal pH '

d. 7 glinllik inkitbasyon sonrasi pH
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'Sl‘\n‘ besiyerleri ile yapilan diger bir galig- -

mada, besiyerindeki % 10 arpa unu yerine
% 8 arpa unu ve % 2 malt unu kullamlmig ve
‘belli oranlardaki malt ununun etkisi aragtinl-
mistir, inkilbasyonun 3. giiniinden 8. giiniine

kadar saptanan dedgerler Tablo 3'de gorillmek-

tedir. Bu kosullarda sit pthtilagtirma aktivites!
inkiibasyonun 6. giiniinde en yiiksek dederine
ulagmasina karsin (600 S.U.) proteaz aktivitesi
inkitbasyon siresiyle birlikte artma gbstermis,
baglangic pH'si 7 olan Ornekte 8. giinde 164.7

p.a/ml’e ulagmistir. Tablo 2 ve 3%iin birlikte in-
celenmesinden anlasilacadi gibi, asil besiyeri
icerisindeki % 10 arpa unu verine malt unu

“kullanarak ve sterilizasyon éncesl 11 uygula-

narak daha kisa inkibasyon ‘'siresinde daha
yiiksek pifttilastirma aktivitesi gbsteren enzim’
eldesi olasidir. Siv1 besiyerleri ile vapilan bii-
tin calismalarda elde olunan degerler, litera-
tiir degerlerinin oldukga altinda kalmistir [W_in-
gard, 1979, Pintauro, 1979, Khan et al. 1979).

Tablo 3. De@i.fstifiihri!; s'.mrl'besliyeri*l ile dediisik pH'larda elde olunan siit phh-
_lastirma ve proteaz aktivitesi degerleri

Baglangig Proteaz aktivitesi (ug/ml Tyrosin) it Piitlastrma Aktivitesi (S.U.)

pH's1 ~ Inkiibasyon Siiresi (Giin). inkiibasyon Siiresi (Giin)

3 4 5 6 8 3 4 5 6 8
64 748 923 970 1003 1027 144 152 477 235 95
63° 852 1254 1334 1420 1548 450 470 543 600 184
60 946 1183 1325 1315 1552 568 584 387 572 182
65. 1088 1315 1328 137.2 1420 360 323 286 429 11
70 1041 1349 1495 1496 1647 318 264 229 462 163
75 1050 1349 1514 1609 161.0 408 379 312 558 229
80 1169 1467 163.8 228 232" 273 414 123

157.6 . 166.6

a) Besiyerl bilegimi : % 4 nigasta; % 8 arpa unu, % 2 malt unu, % 3 soya uny,

% 0.5 CaCo, .
b} ‘Ist uygulanmamg orijinal pH. -
c) Isi uygulanmg orijinal pH

3.2. Kat1 Besiyerinde Elde Edilen 'Sonﬁéia-r

Gesitli katki maddelerj ilave edilmis kat
besiyerlerinde 40°C'de 3 giin inkiibasyondan

sonra olugsan enzim 200 ml damitek su ile be-

lirli slireler sonunda ekstrakie edilerek almmig
ve analiz sonuglan Tablo 4'de Gzetlenmistir.

Laboratuvar sicakhgmda gergeklestirilen 1 saat.
lik inkiibasyon siiresi ekstraksiyon igin yeterli.
olmamig, +4°C'de 24 saatlik ekstraksiyon so-
nunda elde edilen ekstraktta daha yitksek ak-
tivite saptammigtir.- Tabloda werilmemekle bir-
likte 24 saatten daha uzun siliren ekstraksiyon
sitresi enzim aktivitesinde dnemli artiglar sag-
lamamsgtir. '
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Tablo 4. Kahi besiyerinde defigik ketkilarda elde edilen enzim ckstraktimn ve
bunlardan elde olunan toz enzimlerin aktiviteleri |

Omek Katkilarm  Proteaz Akt, Siit Pihtilagtirma % 1'lik Toz Enzim -
‘ (Tyrozin pg/ml) Akt {S.U.) Tyrosin  S.U.
No, ' Ekstraksiyon siiresi Ekstraksiyonsiiresi  (;ig/mi)
1th ~ 24h th 24k 3
1* _ 92.3 1562 - 1333 2727 1420 6316
Malt unu
1g ' 994 . 1666 1428 2857 1500 2900
2. 96.1 165.6 1368 4000 1420 6000
3 s 108.8 169.4 1875 3530 1505 7000
Sova unu
s 1g 1136 186.9 2000 ' 3000 1420 6600
6 2s 1017 170.4 2000 3750 146.7 6000
7 3s 121 208.2 1900 3600 1462 4200
8 4 814 1940 . 1900 4000 161.0 8000
Yagsiz
soya unu
9 1g 893 1893 1463 2727 170.4 5500
10 2 86.1 176.0 1400 2727 175.1 7500
1. 3» 946 1964 1364 3333 1088 3500
12 4» - 1158 220.0 1667 3750 169.4 3300
Peynir alti
soya tozu
13 025g 899 185.5 1500 3185 =~ 169.4 8600
14 0.50 » 85.2 179.8. 1300 4000 - 1420 6000
15 0.75 » 86.6 183.6 1400 3160 1188 4300
16 1.00 » 85.2 1727 1450 3550 120.7 2150
17 125 » 846 1916 1700 3550 1372 5450
18 1.50 » 85.2 1845 1350 3550 1410 5200

R | 2 154.7 6320

a) Katiular, 25 g Bugday kepegl -+ 25 ml Gegme suyuna tabloda verilen miktarlarda
‘ il_swe edilmigtir, ’

'b) Katka igermeyen katla besiyerd

¢) Mikrobiyal Rennet (Sigma No. A« 5876)
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Kati .besiyerine' itave edilen katki madde-

lerl, proteaz aktivitesinde snemli artiglar gos-
termemis, ancak siit pihtilagtirma aktivitelerin-

de dikkate deger artn#jar saglamigtir, Kati be-
siyerine 2 g malt unu, 4 g soya unu, 0.5 g pey-
nir altr suyu tozu ilaves] maksimum’ deder
olan _-4000 S.U. siit pthtilagtirma aktivitesi gos-
tenmif$ti_r.'Ancak ayﬁl katkilarla proteaz " akti-
vitesinin siras: ile 165.6 pg/ml; 194.0 ;;,g/fnl,
178.8 pg/ml tyrozin egdederinde proteaz akti-
vitesi adsterdigi dikkate alimirsa, en iyi katk-
min 2 g malt unu oldugu anlasilir. Katki mad-
“delerinin siit pihtilastirma aktivitesi Gzerinde-
ki etkileri tanik olarak denemeye alinan we
katki igermeyen Tablo 4'deki 1 no.tu 6rne§e
ait dederler ‘incslendidinde daha kola_ycé anla-
gilabilir,

- Katki 4b‘eéiyerlerinde ya-prlan biitiin galig-
‘malarda elde edilen enzim sivisindaki degerler
besiyerleni ile yapilan ca.
lismalarda elde edilen degerlerden fazla bulun-
mug olup, literatlir degerleri ile uygunluk gds-

termigtir (Somkuti -andllBabeI_, 1967).

her kosulda swvi

3.3. Toz Enzimle Yapilan Deneme
sonuclar

Galismanin bu asamasinda elde edilen en-
zim swilarindan enzim, alkol ekstraksiyonu ile
ayrtlmes, vakum altinda .nkurutu]duktan sonra
elde edilen toz enzimlerin aktiviteler] saptan-
mistir, Tablo 4'de toz énzimlé‘rin- siit prhtilag-
tirma ve proteaz aktiviteleri
{Sigma No. R- 5876) enzim preparatinin % 1f
lik gozeltisi ile kiyaslamah olarak verilmigtir.

ticari Rennet

Anlasilacagt gibi elde edilen toz enzimlerin
baziart ticari Rennet'e esdeder ve bazi kogul-
lardl da daha fazla aktivite gdstermiglerdir,

SCNUG

Bu arastirmanin sonuglarma gbre, rennet

tretiminde kati besiyeri. kullamimasimin daha

- uygun. olacad, brtam-a bazi katki maddeleri ila-
vesinin elde edilen enzim izerinde olumiu et-
kiler saglayacad anlasiimistir.

Ayrica enzim izolasyonunda alkol kullami-
masimin enzim aktivitesini olumsuz ydnde et-
kilemedidi ve diisitk sicaklikta wvakum altinda
kurutma iglemiyle enzimin toz hale getirile-
bilecegi, bu sekilde tasinma, szklanma ve kul-
laniimasimin kolaylasacadi’ ortaya konmusgtur.

-Dit_“;er' 'ﬁ]~kelerde.' giderek artan Rennet’in
Glkemizde de ‘Uretilebilirligi saptanmigtir. An-
cak iilke kosullarina uygun sus ile elde edile-
cek enzim preparatiarinin ‘
hayvansal kékenli rennin ile karisimlarinin pey-

tek basina ya da

rir yapiminda denenmesi konusunda ‘ilave arag-

tirmalarin yapilmas: gerekmektedir. Bu gekilde

doviz kaybr ve disa bagmmhligimiz azalacak,

geng hayvan kesimlerinden dodan kayiplar da
 énlenebilecektir.

SUMMARY

In the production of cheese, it is necessary
to coagulate the milk in order to be able to
seperate the casein from the “whey. These
enzyme can be obtained from wvarious sources
and microorganisms. Enzyme from Mucor
miehei appears to possess a more favorable
ratio between milk coagulating and proteolytic
activity. |

" In this study, the effect of nitrogenous
additives on enzyme actlvity has been searched.

Addition of ground malt, soy flour and
powdered whey as nitrogen supplement to the
medium showed possitive effect on enzyme
acﬁiv.ity. ) '

Vacuum dried and powdered enzyme
showed almost ‘si'milarlacti-vity as in _cdm-mer-
cial rennet preparate.
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