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PEYNIRDE PROTEOLIZ TiPINE VE ORANINA ETKi EDEN
FAKTORLER"

THE FACTORS AFFECTING THE TYPE AND EXTENT OF
PROTEOLYSIS IN CHEESE

Yusuf TUNGTORK, Sayit YARIMBATMAN
Yiziincd Yil Oniversitesi Ziraat Fakiitesi, Gida Mihendisligi Balimi, Van

OZET: Peynir olgunlasmas: bir dizi biyokimyasal ve kimyasal reaksiyonia sekillenen, oldukca kompleks bir siiregtir. Bu bi-
yokimyasal olayiann en karmagik ve gesitl olar protecliz, degisik kaynaklardan gelen birgok proteolitik ajan tarafindan ge-
killendirilmektedir. Buniar, pihtilagtinict enzim, dogal siit enzimleri, starter kiltiir ve starter olmayan laktik asit bakterileri ile
sekonder floradan kaynaklanan enzimler olarak siralanabilir. Hemen her peynir gesidi bu proteolitik ajanlan igermesine kar-
$in, bunlarin tipi, miktan ve aktivite oranlan her peynir gegidinde farklidir. Bunlara ifaveten, peynirin iglenme teknigi, peynirin
nem orani, Wz igeridi, olguniagtirma ortam sicakhd: ve olgunlastirma siiresi gibi faktérler de proteoliz tipine ve oranina etki
etmektedir. Biitiin bu etkenlerin bilegimi olarak sonugta birbirinden oldukga farkli tekstiirel ve duyusal dzellife sahip peynir
gesitleri ortaya gtkmakiadir. Bu galigmada, peynirde proteoliz tipine ve oranina etki eden taktérlere ve konuyla ilgili galigma
sonuglanina yer verilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Peynir, protecliz, olgunlagma

ABSTRACT: The ripening of cheese is a very complex process involving many chemical and biochemical reactions. The
most complex and various changes occure in proteolysis that affected by proteolytic agents from different sources. These
proteolytic enzymes are coagulant, indigenious milk proteinases, proteinases and peptidases of starter and non-starter lac-
tic acid bacteria, and enzymes of the seconder flora. Altough each cheese variety contains these proteolytic agents; kind,
amount and activity levels are spesific for each cheese type. In addition to these, some factors such as processing techni-
ques, moisture and salt rate of cheese, ripening time and temperature, are effective on the extent of proteclysis. As a com-
bination of these factors, different characteristics of cheeses in terms of texture and taste-flavour can be obtained. In this re-
view, the factors affecting the type and rate of proteolysis in cheeses are discussed, briefly.
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GIRIS

Peynir olgunlagmas, protein, yag ve karbonhidratlarin farkh dizeylerde pargalanmasini igeren, peyni-
re karakteristik tekstlr ve duyusal ézelliklerini kazandiran uzun ve karmagik bir stiregtir (Tsakalidou, Dalezios,
Georgalaki ve Kalantzopoulos 1993). Olgunlagmada proteoliz agisindan yer alan degisiklikler iki temel agama-
ya ayrilabilir. Kazeinden peptit ve aminoasitlerin olusumu birinci asamay! olusturur. ikinci asamada ise biringi
satharin sonunda olugan Urinlerin, daha ileri pargalanma Uriinterine déntigdmii séz konusudur. Bu agamada,
aminoasitier aminler, organik asitler, stlifir bilegikleri ve karbondioksit tiretiminde kullanilircken, peynir de ken-
dine 6zgi dzeliiklerini kazanir (El Soda 1993). Biit(in peynir gesitlerinin olgunlagmasi sirasinda en teme! degi-
sim proteoliz oldugundan, olgunlagma kriteri olarak en fazla bu konu Gzerinde durulmugtur (Izco, lrigoyen ve
Barcina 2000).
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Peynir proteinlerinde parcalanmay, farkli kaynaklardan gelen, protealitik ve peptidolitik enzimler olug-
turmaktadir. Bunlar peyniri prihtilagtirmak i¢in kullanilan rennet, st proteinazlan plazmin ve asit proteinaz, star-
ter ve starter olmayan laktik asit bakterileri ve sekonder floradan kaynaklanan enzimlerdir. Son yillarda ise,
farkli kaynaklardan elde edilen proteolitik ve peptidolitik enzimler de hizli olgunlagtrma amaciyla kultanilabil-
mektedir. Bu proteolitik ajanlarin peynir ortamindaki aktivitesi ise peynir bilegimi, pH degeri, tuz igerigi ve ol-
gunlagma ortami sicakhg: gibi faktériere bagh olarak sekillenmektedir. Bunlarin sonucunda, proteolizin tipi ve
orany, yani hangi kazein fraksiyonunun daha fazla pargalandigi, protein olmayan azotlu maddeler, aminonitro-
jen gibi azot fraksiyonlaninin toplam azotlu maddelere orani gibi karakteristikler sekillenmektedir. $6z konusu
dzellikler, peynirin tUm tekstirel ve duyusal ézellikleri Gizerinde de belirleyici olmaktadir.

Peynirde Proteclizi Etkileyen Proteolitik Enzim Kaynaklar

Peynirde ilk proteoliz, kazeinin peynir mayas! ile pihtilagtinimasiyla gergeklesmektedir. Yine bu sirada,
s{itiin kendi proteinaz) olan plazmin de aktivite gdstererek kazeini pargalamaktadir. Bu pargalanma sonucu olu-
san nispeten bily{lk polipeptitler, daha sonra peynir ortaminda bulunan starter bakteriler ve starter olmayan
bakterilerin proteinaz-peptidaz sistemleriyle daha kiglk peptitlere ve serbest aminoasitiere kadar pargalan-
maktadir (Visser 1981). Pihtilagtiricl enzim olan kimozin, aS4-kazeinin ilk preteolizinde énemli rol oynarken, di-
ger kazein fraksiyontan bu enzime karg: daha direnglidir. Burada temel olarak, enzimin spesifitesi ve enzimin
peptit baglarina ulagabilirlii bu enzim tarafindan katalizlenen proteolizin oranini etkiler. Kimozin gogunlukla (-
sin-X ve fenilalanin-X bagdlarin keser. Ancak bu enzim «S;-kazeini B-kazeinden daha fazla pargalamaktadir.
Bunun, peynir ortaminda protein konformasyonuyla ilgili oldugu diglindlmektedir. Peynirde bulunan NaCl, -
kazeinin topaklagmasina neden olmakta ve enzimin, muhtemelen hassas baglara ulagmast bu sekilde zorlag-
maktadir. Peynirde nemin azalmasi da bu etkiyi arttirmaktadir. Genellikle kifle olgunlagtinlanlar diginda bitin
peynir gesitlerinde, olgunlagma siresinin sonunda degigen oranlarda pargalanmamig b-kazein kalmaktadir
{Lawrance, Creamer ve Gilles 1987). Bitkisel kaynakil pihtilastinicilarin (Cynaria cardunculus) kullaniimast du-
rumunda, olgunlagma slresine bagh olarak, aS-kazeinler ve b-kazein parcalanmasinin, rennet Kullandan pey-
nirlerden farkli oranlarda gergeklestigi bildiriimektedir {Fernandez-Salguero ve Sanjuan 1999).

k-kazein ve aS;-kazein sistin igerirler ve bu agidan sitte disiilfit badina sahip proteinlerdir. Peynirdeki
redoks potansiyeli, disulfit'tiyol oranint etkilediginden, olugan ¢apraz baglarin miktann ve dolaylt olarak kimo-
zinin hassas baglara ulagma kapasitesini de belirlemektedir. Buna kargin plazmin, sistin igeren bir enzimdir ve
aktivitesinde redoks potansiyelinin de etkili oldugu séylenebilir, Plazmin, 6zellikle B-kazein ve aS;-kazeindeki
lisin veya arginin rezidiilerinin C-terminal bolgesindeki baglara spesifiktir. aSy-kazeinin ylksek hassasiyeti ise
daha fazla lisin rezidiisine sahip olmasiyla agiklanabilir (Visser 1981). Bilindigi gibi plazmin sitte zimojen ha-
linde, yani plazninojen olarak bulunmaktadir. Onceleri aktiflesmesinin nasil gergeklestigi bilinmemesine kargin,
son yapilan ¢alismalar Urokinaz tipi ve doku tipi olmak Gzere iki aktivatdrii oldugunu ortaya koymustur. Croki-
naz tip aktivatdr siitte somatik hitcrelere bagh iken, doku tipi aktivatér kazein misellerine bagh olarak bulunmak-
tadir {Barrett, Kelly, McSweeney ve Fox 1999). Swiss tipi peynirlerde, aS,-kazein pargalanmasinin tamamen
plazminden kaynaklandidi bildiriimektedir (Richardson ve Pearce 1981).

Kazein, diger siit proteinlerinden daha fazla prolin kalintist igerir. Streptococcus cremoris proteinazilar
istisnasiz B-kazeine spesifiktir. Ancak bu durumun, B-kazeinin diger kazeinlere gére daha yiiksek prolin igert-
giyle iligkili olup olmadig1 belirsizdir. Starter kiiltir proteinazlarinin oS, -kazeini pargalayamamalari, en azindan
olguniagmarnun ilk dénemlerinde peynir tekstiirii (izerine dnemli derecede etkili olmadiklarini gdstermektedir
(Lawrance vd 1987). '

Proteinazlar ayni zamanda sinerjistik clarak da etki edebilirler. Ornegin, plazmin tarafindan olugturulan
B-kazein pargalanma (riinleri, starter proteinaz-peptidazlar tarafindan daha ileri pargalanma Gr{inlerine gevril-
mektedir. Laktik asit bakterileri, birgok mikroorganizmadan daha az proteolitik olmagartna karsin {Tsakahidou
vd 19893}, diger proteinazlarin kazeinlerden hidrolize ettikleri polipeptitleri,' aminoasitlere kadar pargalayabilen
peptidazlara sahiptirler (Casey ve Meyer 1985}.
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Peynirde proteoliz oramm, kullanian starter kilt{irtin tiiri kadar, susu da etkilemektedir, Ginki peynir
ortaminda farklr suglanin gelisme dilzeyt ve lize olmalan farkli dilzeylerde gergeklesmektedir {Wilkinson, Gu-
inee, O'callaghan ve Fox 1994). Yine starter olmayan bakterilerin tiir ve sayllar da proteolizi etkilemektedir .
{Lawrance vd 1987). Sekonder flora olarak siitte pediokoklar, mikrokoklar, mezofilik laktobasiller ve baz: Swiss
tipt peynirlerde starter kiltiir olarak da kullanilan propiyonik asit bakterlerileri bulunmaktadir. Uretiminde hijye-
nik problem bulunan peynirlerde enterobakterler de bulunabilmektedir (Fontecha, Pelaez, Juarez, Requena,
Gomez and Ramos, 1990). Sekonder flora enzimlerinden, dzellikle isil isleme dayanikli clan psikrofilik bakteri
_enzimleri, peynirde proteolitik pargalanma olusturabilmektedir. Ozellikle uzun sire sogukta depolandiktan son-
ra peynire iglenen sitlerde, bu bakteri grubuna ait proteinazlar yiksek seviyelere ¢ikabilmektedir {(Metin 1996).

Son yillarda ise, peynirde hizl olgunlagtirma amaciyla, ¢ok degisik kaynaklardan elde edilen proteolitik
ve peptidolitik enzimler kullanilmakta ve bunlar peynirde, kisa siirede yiiksek proteoliz olugturabilmektedir
(Frey, Johnson ve Marth 1986, El Soda 1986, Cadlar 1992a, Cajlar 1992b, Law 2001, Glven ve Karaca
2003).

Proteoliz Oranmnt Etkileyen Faktorler

1. Peynir pihtisinda rennetin aktivite diizeyinin etkisi

Peynirde ilk protecliz peynir mayasi olarak kullarmlan rennet tarafindan olusturulmaktadir. Bu enzim,
aS;-kazeini 24/25-199 bélgesi, C terminalinden hidrolize ederek oS;-1 peptidi ad) verilen bilyik molekiilii bir
peptit olugturmaktadir (Grappin, Rank ve Olson 1985). Rennet, peynir matriksini olugturan aSy-kazeini parga-
ladigindan, Szellikle nem oran yiiksek peynirlerdeki yumugamadan da sorumlu tutulmaktadir. Rennetin pey-
nirde tutulma crani, dncelikle baglangigta kullanilma oranina baghdir. Rennetin pihtida tutuima oranini etkile-
yen bir diger faktdr de, peynir pthtisinin baskida kalma stiresi ve pihtidan ayrilan serum miktaridir. Ginkil, ren-
netin blytk bir bltmi peynir alti suyuyla uzaklagmaktadir {Lawrance vd 1987, Kindstedt, Yun, Barbano ve
Larose 1995).

Baskiya alma sirasinda telemenin pH derecesi, rennetin pihtida kalma derecesini de etkilemektedir.
Genel olarak daha digik pH derecelerinde baskiya alinan peynirlerin pihtisinda, daha fazla rennet kalmakta
ve aS¢-Kkazeinin pargalanmasinda da olgunlagsma sirecinde daha fazla pargalanma olugmaktadir (Lawrance
vd 1987, Yun, Barbano, Kindstedt ve Larose 1995, Hocalar ve Hocalar 2002). Bundan dolay) pH dederi etkisi-
nin elemine edilmek istendigi ¢caligmalarda, ortam pH dederinden stkilenmeyen mikrobiyel rennetin (Mucor mi-
ehei) kullaniimast dnerilmektedir (Lawrance vd 1987). Hayvansal kékenli rennet yerine, bitkisel rennet kullanil-
mast halinde B-kazeinin daha fazia hidrolize oldugu saptanmigtr {(Fernandez-Salguero ve Sanjuan 1899).

Rennet, pihtisi ylksek sicaklik derecelerinde haslanan peynirlerde aktivitesini biiylik oranda kaybet-
mektedir (Hocalar ve Hocalar 2002).

2. Peynir pihtisinda kalan siit proteinaziarinin aktivite diizeylerinin etkisi

Onceleri alkali siit proteinazi olarak bilinen plazmin (Lawrance vd 1987}, siitiin dogal proteinazi olup, al-
kali pH degerlerinde optimum aktivite gdstermektedir. Sitte yaklagtk olarak % 90" plazmingjen halinde bulun-
maktadir {Barrett vd 1999). Siit salgi bezinde enfeksiyon clmasi halinde, plazmin-plazminojen dizeyinin siitte
artti@ belirlenmistir {Le Roux, Girardet, Humbert, Laurent ve Linden, 1995). Siitte gogunlugu plazminojen ha-
linde bulunan bu enzimin, farkh iki mekanizma ile aktive oldugu ve peynir olgunlagmasint hizlandirmak igin or-
tama digandan trokinaz enzimi eklenmesinin plazmin aktivitesini, dolaytsiyla proteolizi arttirdig bildirilmekte-
dir (Barrett vd 1999}.

Plazmin dzellikle lisin-X bagdlarin: keserken, daha digik oranda arjinin-X baglarimi hidrolize etmektedir.
Siitte plazmin B-kazeini lisingg-lisingg, lisin,gs-histidinggg ve lisinygz-glutaminggg bagfarindan keserek, B-kazein
£29-209, 1106-209 ve 108-209 (v, V2, ¥3) fraksiyonlarini ve proteoz-pepton clugturmaktadir. Ayrica plazmin
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oSo—kazeini hizli bir sekilde pargalarken, oS;-kazeini gok daha yavas bir gekilde hidrolize etmektedir (Fox ve
McSweeney 1996). Laktasyonun farkh dénemlerinde siitte plazmin aktivitesine bagh olarak b-kazein oraninda
digme olduguy, buna kargin b-kazeinden pargalanmayla olugan y-kazeinlerde artig oldugu saptanmighir {Don-
nelly ve Barry 1983), Ultrafiltrasyonla koyulastinlmig sitlerden yapian peynirlerde, pihti igerisinde yiiksek
oranlarda kalan b-laktoglobulin, plazmini inhibe etmektedir. Bundan dolay bu peynirlerde proteoliz daha digik
degerlerde kalmaktadir {Lawrance vd 1987).

Diger bir st proteinazi da asit proteinaz olarak bilinen ve optimum aktivitesini pH 4.0 degerinde gbste-
ren bir enzimdir {Lawrance vd 1987). Onceleri asit proteinaz olarak bilinen bu enzimin, farkh molekil konfigi-
rasyonlanna sahip, birkag aspartik proteinazdan olugtugu ve en 8nemli Gyesinin ise katepsin D oldugu bildiril-
mektedir. Katepsin D sitte prokatepsin halinde bulunmaktadir. Aktiflesmesi yine bir kismim hidrolizle kaybet-
tikten sonra gergeklegmektedir. Katepsin D, peynir proteinlerini kimozine benzer sekilde pargaladigindan, ren-
net kullanilmes peynirlerde etkisi, daha aktif olan kimozin tarafindan maskelenmektedir {Hurley, Larsen, Kelly
ve McSweeney 2000). Ancak katepsin D'nin 6zellikle a:S,-kazeinden olugturdugu Urlinlerin blylk kisminin, ki-
mozinden farkl oldugu da bildiriimektedir (McSweeney, Fox ve Qlson 1995), Ozellikle rennet icermeyen ve pH
dederi disik peynirlerde, katepsin D protecliz Uizerine etkili olabilmektedir (Larsen, Benfeldt, Rasmussen ve
Petersen 1996). Diger taraftan bu enzimin, pastérizasyon sicakhifina oldukga dayanikli oimas {72 °C, 15 sn'de
3 kez pastdrizasyonda aktivitesinin blyilk bir kaismin korumus), pthtis! yGksek sicaklik derecelerinde haglanan
peynirlerin olgunlagmasinda da etkili oldugu izlenimini uyandirmaktadir (Hurley vd 2000).

3. Peynirde tuzun neme oraninin etkisi

Peynirde proteoliz diizeyini ve tipini etkileyen faktdrlerden biri de, tuz ve nem igeriginin birbirlerine ora-
nidir. Genellikle peynirde tuz igeriginin nem igeridine orant arttikga toplam proteolizde belirgin bir diigme olmak-
tadir. Bunda, B-kazeinin yiitksek tuz iceren ortamtarda topaklagarak, enzimatik pargalanmaya kargi direng ka-
zanmas) etkili olmaktadir {Lawrance vd 1987). Bu konuda oldukga genis bir tuz icerigi oranlanyla yapitan bir
galismada, tuzun neme orani arttikga, proteoliz oraninin ters yonde degisim gésterdigi, dzellikie pargalanma-
mug B-kazein oraninin oldukga yiksek diizeylerde kalabildigi belirlenmistir (Thomas ve Pearce 1981). NaCl ye-
rine belli oranda KCI kullanildiginda, proteoliz, tuz ¢egidinden gok, tuz seviyesinden etkilenmistir (Zorrilla, Cas-
telao, De Piante ve Rubiclo 1996).

4, Peynirde bulunan kalsiyumun etkisi

Genel bir kaide olarak, laktik asit bakterileri, gogunludu ekstraseliler olan ve kalsiyumsuz tampon or-
tamlarinda ditzenli olarak Uretilen proteinazlara sahiptirler (E! Soda 1986). Disilk pH derecelerinde baskiya
alinan peynirlerin pihtisinda, daha az kalsiyum kalmaktadir. Peynir ortaminda kalsiyumun tutulma oramni, pey-
nirin fonksiyonel karakteristiklerini etkiledigi gibi (Yun vd 1995), protecliz oranini da etkileyebilmektedir {Law-
rance vd 1887). Bilindigi gibi, peynirde bulunan kalsiyum, ortam pH degerine bagh olarak, kazein misellerine
bagll olarak veya serum fazinda bulunabilmektedir. pH dederi digtiikge, serum fazinda bulunan kalsiyumun
orani artmaktadir. Toplam kalsiyum orani ise peynir pihtisinin baskiya ahindi§i pH degeriyle belirlenmektedir. -
Yukarida da belirtildigi gibi, peynirde kimozin ve plazminin alikonma oranlan ve aktiviteleri peynir pH degeriy-
le yakin iligki igindedir. Dolayisiyla, peynirin pH degeri hem kalsiyum igerigini, hem de peynir ortamindaki pro-
teinaz aktivitesini etkiledigi igin, kalsiyumun proteolize etkisi oldugu gdrisinl dogurmaktadir {Lawrance vd
1987). Salamura tipi peynirlerde, NaCl ve kalsiyum oraminin digik olmas halinde peynirde yumugama olmak-
ta ve bunun sonucunda daha ylksek proteolize zemin hazirlamaktadir. Ashnda peynir proteinlerine kargi kal-
siyumun topaklagtine: etkide bulundugu, tersine fosfat iyoniarinin da eritici (yumusatic) etkisi oldugu bilinmek-
tedir {Lucey ve Fox 1993).
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5. Olgunlagtirma ortam: sicakh@inmin etkisi

Peynirin olgunlastinidi§i ortamin sicakligs, proteaiizin tipini ve derecesini etkilemektedir. Sicaklik yik-
seldikge kazeinin hidrolizi ve peynirin tekstir geligimi hizlanmaktadir. Olgunlagtirma sicakhd) yiikseldikge, 6zel-
likle a54-kazein B-kazeine gore daha fazla pargalanmakta ve yapida yumugama ortaya gikmaktadir (Lawran-
ce vd 1987}. Peyniri daha kisa slirede pazara sunma kaygisiyla geligtirilen hizli olgunlagtirma yontemlerinden
biri de, olgunlagma ortamimin sicakliginin yikseltimesidir. Bu yéntemle proteolizi hizlandinlmig ve olumsuz bir
etki gézlenmeden kisa siirede olgunlagtinimig peynirler olmakla birlikte (Fedrick, Aston, Durward ve Dulley
1984; Jin ve Park 1995), bazi riskler de bu uygulamayla ortaya ¢tkabilmektedir. Sicakhdin yUkselmesi sonucy,
peynir ortaminda bulunan mikrofloranin kontroiii zorlagmakta, sekonder flora istenmeyen seviyelere ¢ikabil-
mekte, yabanci tat ve aroma gelisebilmekte, yine 8zellikle spor olugturan bakterilerin vegetatif forma gegme-
siyle ge¢ sisme problemleri ortaya gikabilmektedir. Ancak bu teknik halen kentrolli: Uretim kogullarinda, peyni-
rin hizli olgunlastmimasinda uygulanabilir olarak gériitmektedir (Law 2001)

Sonug olarak, birgok peynir gegidinde proteoliz, hem tekstiirel 9zelliklerin ortaya gikmasi, hem de tat ve
aroma geligimi agisindan en dnemli biyokimyasal olaydir. Bu biyokimyasal degigimi siitiin kendi proteinazlar,
pihtilagtiricl enzim, starter olan ve clmayan laktik asit bakterilerine ait enzimler ve sekonder flora enzimleri ka-
talizlemektedir. Peynirin olgunlagmasinda meydana gelen proteolizin tipl ve derecesi, kalite &zelliklerini de dog-
rudan etkilediginden, Gizerinde dnemle durulmasi gerekmekte ve her faktériin etkilerinin ayrintihi bir gekilde or-
taya konulmasi bir zorunluiuk haline gelmektedir. Proteclize etki eden faktérlerin daha lyi anlagiimasiyla, her
yonden daha tstiin kalitede peynir elde edilmesi de mUmk(n olacaktir,
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