81

Yangilar ve Yildiz, Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 32(1):81-87

Kraes Ubniversity Sournal of the Shstitute of Q&cience and TCechnology
ISSN 1012-2354

Cilt (Volume): 32, Say1 (Issue): 1, Ocak/January-2016
http:/ /fbe.erciyes.edu.tr/

Anahtar
Kelimeler:
Antifriz
protein, buz
kristalleri,
gida
endiistrisi

Gida Endiistrisinde Antifriz Proteinlerin Onemi

*'Filiz YANGILAR, *Pinar OGUZHAN YILDIZ
YErzincan Universitesi Saghk Yiiksekokulu Beslenme ve Diyetetik Boliimii, Erzincan
2Ardahan Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Bolimii, Ardahan

OZET

Antifriz proteinler (AFP); ii¢ amino asitlik bir peptid zincirinin {igiincli amino asidine kovalant baglarla
baglanmig bir disakkarit molekiilinden olusan birimlerin (alanin-alanin-threonin-galaktozil-N-
asetilgalaktozamin) tekrarlanmasi ile meydana gelen glikopeptid yapilardir. Buz yiizeyine baglanabilen,
buz kristallerinin biiyiiyebilmelerini ve yeniden kristallenmelerini kontrol edebilme yetenegine sahip 6zel
proteinlerdir. Bu 6zelliklerinden dolay1 yapisal ve mekaniksel hasarlart 6nleme etkisi gostererek gidalarin
duyusal 6zelliklerini  gelistirmektedirler. Ozellikle donmus gidalarda yeniden kristallenmenin
onlenmesinde etkili olup, ¢oziindiiriilme isleminde damlama kaybini azaltmakta ve raf Omriini
uzatmaktadirlar. Gida endiistrisi ig¢in bu kadar fonksiyonel 6zelliklere sahip olan bu 6zel proteinlerin
gelistirilmesi ve ¢esitli tekniklerle uygulama alanlarinin yayginlastirilmasinin 6nemi vurgulanmustir.
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The Important of Antifreeze Proteins’s in Food Industry
ABSTRACT

Antifreeze proteins (AFP) are glycopeptide structures which is occured by repeated disaccharide
molecules linked with covalent bonds to three amino acids with peptide chain the third amino acid.
Bindings structural of ice, growth of the ice crystals and ability of controlled re-crystalization are a special
proteins. By showing prevent the effect of structural and mechanical damage is improved sensory
properties of foods because of this speciality. Especially, it is expanded shelf-life and reduced drip loss as
process of thawing in frozen foods. This special protein to develop which is have so much functional
properties for food industry and promote the application fields with various techniques are emphasized.
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1. Giris

Gidalarin raf dmriiniin uzatilmasinda dondurma islemi
basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Ancak dondurma
isleminin sicakligi ve iirliniin depolama sartlar1 uygun
olmadiginda  bazi  problemler ortaya ¢ikabilir.
Dondurulmus gida tiretiminde yapisal zararlar1 azaltmak
icin buz olusumunun hizli olmasi gerekir. Buz ve
yeniden kristal olusumlari sadece buz kristallerinin sayisi
ve bilyiikliigi ile degil ayn1 zamanda sekilleri ve hareket
Ozelikleri iizerine de sicaklik dalgalanmalar1 ile
iligkilidir. Yeniden kristal olusumu buz igeriginde bir
degisiklik olmadan buz kristalleri icerisinde molekiiler
difuzyon ile su molekiillerinin gé¢ etmesi yolu ile olusan
bir olaydir [1, 2]. Dondurma islemindeki yenilik¢i
yaklagimlar, tiiketici ve market memnuniyetini
karsilayacak yiiksek kaliteli dondurulmus iiriinler elde
edilmesine imkan saglamistir. Bu yaklagimlardan birisi
olan AFP’ler buz kristallerinin seklini, biyikligiini
degistiren ve yeniden olusumlarini kontrol edebilme
yetenegine sahip Ozel proteinler olup [3, 4] disik
sicakliklarda organizmayr soguk ¢evre sartlarindan
korumaktadirlar [5-11]. Bu proteinler modifiye buz
kristallerinin gelistirilmesi, sikistirilmasi ve yeni buz
kristallerinin ~ olusumunun  engellenmesinde  erime
noktasinin altindaki sulu ¢6zeltilerin donma noktalarini
diigirmektedirler [12]. AFP’ler balik, bocek, bitki,
akarlar, 6riimcekler ve bakteri ile mantarlar [13, 14] gibi
cok sayida organizmada bulunurlar [15]. Bunlar sifirin

altindaki ortamlarda canli kalmalarina olanak veren bir
polipeptid grubu bilesikler olup [16-18] osmotik plazma
basincini artirmaksizin deniz suyunun donma noktasinin
altindaki  sicakliklarda balik  kanmin  sicakligini
koruyarak  canliliklarinin ~ devam  ettirebilmelerini
saglamaktadirlar [19-26]. Ayrica bu proteinler; bazi
bitki, mikrop ve ekzotermik hayvanlar tarafindan
donmanin zararlarindan korunmak icin
iretilebilmektedirler [27].

AFP’ler ilk olarak De Vries tarafindan 1969 yilinda
soguk sularda yasayan baliklarin kaninda bulunmustur
[22, 28, 29]. Solanum dulcamara [30], Secale cereale L.
[31, 32], Prunus persica [33], Daucus carota L. [34, 35],
Triticum aestivum L. [36], Arachis hypogaea [37], Picea
abies [38], Rhodiola algida var. tangutica [39] ve
Lolium perenne [40, 41] gibi donmaya kars1 dayanikli
bitkilerin cogunda da rastlanilmigtir.

2. Antifiriz proteinlerin yapisi ve siniflandirilmasi

AFP’ler benzer fonksiyonel ozellikler gostermelerine
ragmen tirler arasinda farkli yapisal 6zelliklere sahiptir
[14, 29, 42-44]. Bazi balik AFP’lerinin molekiiler
agirliklart 2.5 KD ile 36 KD arasinda degisim
gostermektedir. Bu yapisal ve kompozisyonal farklilik
AFP’lerin orjinindeki farkliliktan kaynaklanmaktadir
[22]. Baz1 AFP’lerin 6zellikleri Tablo 1°de verilmistir
[18].

Tablo 1. Bazi antifriz proteinlerin 6zellikleri

Antfriz protein Molekiil Aminoasitler Ayirt edici ozellikler
agirhgy, Da
Balik 2600-34000 (Ala-Ala-Thr) Amino asitlerin Thr’ne o-baglh disakkarit

glikoproteinleri® 2/3’ii alanin

Balik Tip I° 3300-3400 11 Amino asitli tekrarlayan birim, Tekli a-heliks

Amino asitlerin 2/3’i Ala
Balik tip II° 14000-24000 Cys yiiksek “Normal” proteine daha
¢ok benzer
Bocek® 15000 Cys ve Thr yiiksek Baliginkinin 10 katt

yiiksek aktivite

*Morina baligi; "Dil baligt; “Sar1 un kurdu bocegi

Antifiriz proteinler genel bir molekiiler yapiya sahip
olmamakla beraber baliklarda bes farkli antifiriz protein
[antifiriz glikoprotein (AFGP), Tip I, Tip Il, Tip HI ve Tip
IV] belirlenirken; boceklerde, yosunlarda ve bakterilerde de
cesitli antifiriz proteinler tammlanmigtir. Bu proteinler
heliks, globiiler ve barrel dizilimlere sahiptir [45, 46].
Antifiriz proteinlerinin birinci grubu olan AFGP’ler ilk
olarak De Vries tarafindan Antartik notothenioid

baliklarinda [28, 47] daha sonra ise gesitli morina baliklar
ile antartik gimiis baliklarinda da (Pleuragramma
antarcticum) bulunmustur [48-50]. AFGP’ler balik (e.g.,
Antractic Notothenioids ve Arctic Cod) kan serumundaki
protein fraksiyonlarindandir [51] ve molekiiler agirliklari 2.6
KDa ile 3.3 KDa arasindadir [52, 53]. AFGP’ler ya termal
histerisiz proteinleri (THP) ya da buz yapisindaki proteinleri
(ISP) icermektedir. THP’ler balik, bocek, bitki, mantar ve
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bakterilerden tiiretilmistir ve suyun donma noktasina kadar
sikistirllarak buz kristal olusumunu &nledigi bilinmektedir
[54]. Bununla birlikte ISP’ler ise suyun donmasini
onlemeden ziyade buz kristallerinin kiimelesmesini, sekil ve
biylkligini saglamaktadirlar [55]. ISP’ler adsorbsiyon—
inhibisyon mekanizmasi boyunca buz kristallerinin
morfolojisini ve biylimesini etkilemektedir [50, 56].
Antifiriz proteinlerinin ikinci grubu olan Tip I ise, birincil
yapist kararli sarmal yapida olup toplam 11 amino asitten
meydana gelirken ikincil yapisi; basit, uzun ampifatik
(molekiiliiniin yapisinda hem hidrofobik hem de hidrofilik
grubun bulunmasi) alfa sarmal bir yapiya sahiptir [46].
Molekiil agirliklar1 3.3 ile 4.5 kDa arasindadir ve pisi
baliginda (Platichthys flesus) bulunmaktadir. Tip |1 ise;
molekiil agirhiklar1 11 ile 24 kDa arasinda olup sardalya
baligi (Sardina pilchardus), kaya baligi (Macrozoarces
americanus) ve kurt baliginda (Anarhichas lupus)
bulunmaktadir. Tip I ise; birincil yapisi genel antifiriz
protein yapisinda olup Tip I antifiriz proteine benzer 6zellik
gostermektedir. Bu antifiriz proteinlerin ikincil yapist ise -
sandvi¢ modelde olup, tiglinciil yapist bilinmemektedir [46,
57, 58]. 6.5 kDa molekiil agirliklarina sahip olup kurt
baliginda (Anarhichas lupus) rastlamlmigtir. Tip IV ise; 12
kDa molekiil agirliginda olup uzun boynuzlu iskorpit
plazmasinda (Myoxocephalus octodecimspinosus)
rastlamlmistir [52, 59, 60]. Alfa sarmal yapida ve glutamat
ile glutamin amino asitleri bakimindan zengin bir
glikoproteindir [46, 61].

3. Antifiriz proteinlerin kullanim alanlari

Yiksek degerli AFP’ler fonksiyonel &zellikleri agisindan
gidadan tip alanmma kadar c¢ok genis bir ticari alanda
kullanima  sahiptirler [19, 62-65]. Endistriyel ve
biyomedikal amaglar i¢cin dogal AFP’ler den ziyade 1sil
direnci yiiksek olan miihendislik AFP’leri daha ¢ok tercih
edilmektedir [25]. Buz kristallerinin gelisiminde etkili olan
AFP’ler su tiriinleri, organ, hiicre naklinde ve dondurulmus
gidalarin  raf Omriiniin  uzatilmasinda ve kalitesinin
artirtlmasinda yaygin uygulama alanlarina da sahiptir [19-
26, 62]. Hicrelerin, dokularm, organlarin, membranlarin
disiik  sicaklikta  depolamalarina  ilaveten  kanser
tedavilerinde basarili bir sekilde uygulanmasi ile beraber 1sil
isleme (pastorizasyon) karsi dayanikli olan bu AFP’ler gida
depolamalarinda basar1 ile kullanilabilmektedir [66-75].
AFP’ler dondurulmus gidalarda; depolama, tasima ve
¢Ozlindiirme islemlerindeki yeniden buzlanmanin
onlenmesinde, minimal besin kayiplarinin ve hiicresel
zararlarinin azaltilmasinda ve gida tektiiriiniin korunmasinda
da etkili olmaktadir [19]. Antifiriz proteinler dondurulmus
hamurun raf émriiniin kisa olmast nedeni ile ortaya ¢ikan
olumsuzluklar1 en aza indirgeyebilmektedir. Donma
sirasinda, antifiriz proteinler monomer veya iyon halinde
¢ozeltide bulunan pargaciklarin daha biiyiik pargacik
olugturmak iizere bir araya gelmesini de engellemektedir [3,
46]. Hizli dondurma ve ¢oziindiirme islemlerinde bozulabilir
iriinlerin depolama o6zelliklerini gelistirmek amaciyla da

kullanilmaktadir [74, 76]. Bununla birlikte yag ve gaz
borularmnin  deformasyonunun  &nlenmesinde,  yiizeyi
korumak i¢in boya ve cilada katki maddesi olarakta
uygulanmaktadir [77-79].

4. Antifiriz proteinler ile ilgili yapilan ¢alismalar

Aragtiricilar hiicresel materyalin (doku, kirmiz kan hiicresi
ve spermler) dondurulmasi ve c¢ozlindiiriilmesi isleminde
AFP’lerin yararli etkiler sagladigini ve oosit, sperm ve
adenokarsinoma  hiicrelerinin  canliliklarin1 ~ AFP’lerin
varliginda devam ettirdiklerini bildirmiglerdir [3, 80-82].
Dondurma iiretiminde [56], dondurulmus ette [83, 84],
sebzelerde [85], havug, lahana, 1spanak, misir, yazlik yulaf,
kislik piring, yazlik-kiglik (kanola, bugday ve c¢avdar)
bitkilerde [86] ve terede bu protein ile ilgili bircok ¢aligma
mevcuttur [10].

Payne ve Young [84] kuzu etine belirli konsantrasyonlarda
AFPG’leri (Antartic morina baligindan elde ettikleri) enjekte
ederek c¢oziindirdikten sonraki et kalitesini disik pH
degerlerinde takip ederek glikoliz oranini arastirmiglardir.
Longissimus dorsi kaslarmin Kkesimden sonraki 24 saat
icerisinde  karkastan uzaklastirarak 6rnekleri  vakum
paketleyip 2-16 hafta arasinda -20°C’de depolamuslardir.
Orneklerin ¢dziindiirme isleminden sonra damlama kayb1 ve

duyusal  ozelliklerini  incelemislerdir.  Sonug¢  olarak
AFPG’lerin enjeksiyonunun yapildigi &rneklerin  pH
degerlerini  etkilemedigini ve oOnemli bir degisiklik

gozlenmedigini bildirmiglerdir.

Desjardins ve ark. [65] disiik su sicakligina maruz kalan
yiiksek konsantrasyonlu plazma tiretebilme yetenegine sahip
AFP’lerin optimal gelisme sicakliginda (9-12°C) Atlantic
wolffish (Anarhichas lupus) baligmin bilyiimesi iizerine
etkilerini incelemislerdir. Arastirma sonucunda, Sifirin
altindaki sicakliklara toleransli olan AFP’lerin biiylime
oranlarmin  gelistirilebilecegi sicaklik  degisimleri ile
saglanabilecegi goriillmiistiir.

Zhang ve ark. [3] yirittiikleri bir ¢aligmada %18,3 antifriz
proteini iceren havuclarin  dondurulmus hamurlarin
fermantasyon kapasitesi tlizerine etkisini incelemislerdir.
Protein ilaveli havuglarin dondurma-¢6ziindiirme ve kristal
olusumunu baglama boyunca termal histerisiz olgusuna
neden oldugu ve maya Oliimlerini azalttigir ayrica hamurun
tutma kapasitesini arttirdig1 tespit edilmistir. Donmus hamur
fermantasyonunun gelistirilmesinde havug konsantrelerinin
basaril1 bir sekilde uygulanabilecegini rapor etmislerdir.
Zhang ve ark. [9] yaptiklar1 diger bir ¢aligmada ise, %15,4
(w/w) antifriz proteini igeren havu¢ (Daucus carota)
konsantrelerinin dondurulmus hamurun tekstiirel 6zellikleri
ve ugucu bilesikleri lizerine etkilerini arastirmislardir. Havug
konsantrelerinin AFP igeriginden dolayr kontrol grubuna
gore tekstiirel acidan daha yumusak ve daha kararli bir yap1
sergiledigi sonucuna ulagilmistir.

Martinez-Paramo ve ark. [87] zebra baligi embryolarini
proteinli ortamda inkiibe ederek 4-10°C’lik soguk bir
ortamda AFP davramslarin1 incelemislerdir. 10°C’deki
sicakliktaki embriyolarin canliliklarinda onemli bir artis
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gorlilmiistir. AFP varhiginin azaltildigi kontrollii sartlar
altinda, AFP uygulanmis embriyolarin %14,2’sinde ve
kontrol orneklerinin  %48,9’da kayiplarin oldugu tespit
edilmistir. Arastiricilar giivenilir bir metot olan proteinli
ortamda embriyolarin inkiibe edilmesinde AFP’lerin basarili
uygulanabilecegini bildirmislerdir.

Hawes ve ark. [88] Antarctic springtail (Gomphiocephalus
hodgsoni) baligindan 9 kDA molekiil agirhgma sahip
AFP’leri izole etmislerdir. Bu islem icin kromotografik
ayirma tekniklerine ihtiya¢ duyulmadan tek bagina AFP’nin
dogrudan izolasyonunun miimkiin olabilecegini rapor
etmislerdir.

Ding ve ark. [89] dondurma ve dondurma-¢6ziinme islemi
stiresince hamurun su tutma kapasitesi ve termal 6zellikleri
lizerine piring AFP’lerinin etkisini incelemislerdir. Sonuglar
dondurma igleminden sonraki hamurun belirgin bir 1s1 artis1,
dondurma sicakliginda, erime sicakliginda ve 1s1k
gecirgenliginde artig goriiliirken, erime entalpisinde ve taze
hamurun donmus su igeriginde azalmalar goriilmiistiir.
Dondurulmus hamurun su dagilimina etkisi ve nem igerigi
ile dondurma-¢oziindiirme islemindeki suyun hareketliligi
tizerinde de azalma g6zlenilmistir.

5. Sonug

Gida endiistrisinin ¢esitli alanlarinda kaliteli ve giivenilir bir
gida iretimini saglamak amaciyla gelistirilen giincel bir¢ok
metot kullanilmaya baglanilmigtir. Bu metotlardan biri olan
AF proteinleri gidalarda yiiksek iiretim maliyetleri ve elde
edilebilirliklerinin zor olmas1 gibi nedenlerden dolay: heniiz
pek fazla ticari kullanim alanina sahip degildir. Bu teknigin
ilkemiz gida endiistrisi  agisindan  uygulanmasinin
yayginlastirilmast i¢in uygulama ve kontrol yontemlerinin
gelistirilmesi ve bununda bilimsel arastirma ve endistri
uygulamalari ile desteklenmesi gerekmektedir.
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