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Antifreeze proteins are those proteins that have ability to protect the organism against environmental
conditions at temperatures below zero, and to resize the shape and size of ice crystals. Due to these
properties, they prevent food from sensory, structural and mechanical damages during the storage in
cold and they extend the product shelf life. In this review, the types and structure of antifreeze
proteins, their mechanism of action and the possibilities of use in food are presented.
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Dondurma

Antifriz proteinler, sifirin altindaki sicaklik derecelerinde organizmayi ¢evre sartlarina karsi koruma
ve buz kristallerinin seklini ve bilyiikliigiinii yeniden diizenleme gibi 6zel yetenege sahip proteinlerdir.
Bu ozelliklerinden dolayr sogukta depolama sirasinda gidalarin duyusal, yapisal ve mekaniksel
hasarlar1 onledigi goriilmekte ve iriiniin raf Omriinii uzatmaktadirlar. Bu derlemede, antifriz
proteinlerin tipleri, yapisal ozellikleri ve etki mekanizmalari ile gida alaninda kullanim olanaklar
hakkinda bilgi sunulmustur.
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Giris

Dogada bircok organizma dondurucu sicaklik
derecelerine maruz kalmaktadir. Sifir derecenin altindaki
bu dondurucu sicakliklar sadece kutup bolgelerinde degil,
gece ve gilndiiz arasindaki sicaklik farkinin yogun
yasandig1 iklim bolgelerinde de goriilmektedir (Griffith ve
Ewart, 1995). Bu nedenle bu bélgelerde yasayan balik,
bitki, bakteri ve bocek gibi canlilar, yasamlarin
strdiirebilmek igin o6zel yapilara sahiptir. Bu o6zel
yapilardan bir tanesi antifriz proteinlerdir. Antifriz
proteinler, sifir derecenin altindaki sicakliklarda
hiicrelerinin canliligini siirdiirmek zorunda olan baliklar,
bitkiler, bakteriler, funguslar, bocekler ve eklembacaklilar
tarafindan sentezlenen polipeptit bilesikleridir (Ustiin ve
Turhan, 2015; Baardsnes ve ark.,1999).

Bu proteinler, ilk kez 1969 yilinda, deniz suyunun
dondugu bolgelerde yasayan baliklarin kaninda kesfedilmis
ve kan serumunun donma noktasini deniz suyunun donma
noktasinin altina diislirebilme yetenegine sahip olduklar
saptanmigtir. Donma noktasim, kan serumunun osmotik
basincim artirmadan diisiirmeleri nedeniyle bu proteinlere
“antifriz protein (AFP)” adi verilmistir (De Vries ve
Wohlschlag, 1969; Yangilar ve Yildiz, 2016). Buz
olusumuna uygun bélgelerde yasayan baliklarin ardindan,
birgok bitki ve bocekte de ayni 6zellige sahip proteinlerin
var oldugu belirlenmistir. Buza baglanabilmeleri ve buz
kristalinin  biiylikliigiinii  etkileyebilmeleri gergeginden
hareketle, bu proteinlerin  tanimlanmasinda  “buz
yapilandiran proteinler (Ice Structuring Proteins, ISP)”
ifadesinin kullaniminin daha uygun olabilecegi 06ne
stiriilmektedir (Regand ve Goff, 2006).

AFP’ler, sifirin altindaki sicaklik derecelerinde
organizmayl ¢evre sartlarina karsi koruma ve buz
kristallerine yeni bir sekil ve boyut kazandirma gibi 6zel
yetenege sahip proteinlerdir (Zhang ve ark., 2007; Qiu ve
ark., 2013; Kim ve ark., 2017). Bu islevlerin yerine
getirilebilmesi  i¢in, ¢ekirdek buz kristallerindeki
biliylimenin engellenmesi gerekmektedir. AFP’ler ¢ekirdek
buz kristallerini baglayarak, donma noktasini erime
noktasinin altina diisiiriirler. Boylece buz kristallerinin
biiylimesi, sikilagmast ve buzun yeniden kristallegsmesini
engellerler (Bayer-Giraldi ve ark., 2011; De Vries ve
Wohlschlag, 1969; Ewart ve ark., 1999).

AFP’lerin in vitro kosullardaki baglica ozellikleri
sunlardir (Yang ve ark., 1998);

e  Buzun bazal olmayan yiizeylerine tutunur ve bdylece
AFP igeren c¢ozeltilerde buz kristallerinin altigen
yapilar seklinde gelismesini saglarlar. Bu dzellik, buz
gelisimini engelleyici bir etki yaratir.

e  (Cozeltinin donma derecesini, kolligatif olmayan bir
bi¢imde erime sicaklig1 ile donma noktasini birbirine
yakinlastirip dengede tutmak suretiyle baskilarlar.

e Buzun yeniden kristallesmesini engeller.

Antifriz Proteinlerin Yapisi ve Simiflandirilmasi

AFP’ler fonksiyonel 6zellikleri bakimindan benzerlik
gostermekte, ancak yapisal olarak aralarinda farkliliklar
bulunmaktadir. Bu yapisal farkliliklar, degisik orijinli
olmalarindan kaynaklanmaktadir (Garcia-Arribas ve ark.,
2007). Antifriz molekiilleri glikopeptit yapida olup, her biri

iic amino asit igeren bir peptit zincirinin tigiincli amino
asidine kovalent baglarla baglanmis bir disakkarit
molekiiliinden olugan birimlerin tekrarlanmasiyla meydana
gelir (Bektas ve Altintag, 2007). Sekil 1’de antifriz
proteinin ortak monomer yapisi gosterilmistir. Bocekler,
yosunlar ve bakterilerde bulunan AFP’ler genellikle
sarmal, globiiler ve fig1 formunda bulunmaktadir (Ase¢1 ve
ark., 2011; De Vries ve ark., 1970).

Sekil 1. Antifriz proteinlerde ortak monomer yapi
(Bektas ve Altintag, 2007)

Figure 1. Common monomer structure in antifreeze
proteins (Bektas ve Altintas, 2007)

Balik Antifriz Proteinleri

Baliklar tizerinde yapilan ¢aligmalarda, AFP’nin, Tip |,
Tip I, Tip I, Tip IV ve antifriz glikoprotein (AFGP) olmak
tizere 5 tipi bulundugu tespit edilmistir (Deng ve ark., 1997;
Baardsnes ve ark., 1999; Crevel ve ark., 2002). Diger
taraftan, baliklardaki AFP’ler, glikoprotein olmayan grup ve
glikoprotein olan grup (antifriz glikoprotein) olmak iizere iki
farkli kategoride smiflandirilmaktadir (Davies ve Hew,
1990; Hassas-Roudsari ve Goff, 2012). Birden dérde kadar
olan AFP tipleri glikoprotein olmayan grup igerisinde yer
almaktadir. Molekiil agirligi AFP tipine gore degisiklik
gosterebilmekte ve antifriz etkileri molekiil agirhigindaki
artigla birlikte artmaktadir (Bektas ve Altintas, 2007).

Glikoprotein Olmayan Grup (Tip I-1V)

Tip |

En basit AFP tipidir (Ramlov ve Johnsen, 2014) ve
%60 alanin igerigi ile bu amino asit yoniinden zengin bir
durum sergilemektedir. Yapisinda yer alan 37 amino
asitten 23 adedinin alanin oldugu ve “Thr-Ala-Ala-X-Ala-
X-X-Ala-Ala-X-X” (X, herhangi bir amino asidi ifade
etmektedir) seklinde 3 kez tekrarlanan amino asit
dizilimine sahip oldugu tespit edilmistir (De Vries ve Lin,
1977; Pickett ve ark., 1984). Sag gozli dere pisisi (kis
kopekdili) balig1 ve kisa boynuzlu dere iskorpitlerindeki
AFP’ler diiz a-sarmal yapidadir. Bu diz a- sarmal
modelinin uzunlugu 58 A olup, molekiil agirlig: 3,3 ile 4,5
kDa arasinda degismektedir (Davies ve Hew, 1990; Crevel
ve ark., 2002; Hassas-Roudsari ve Goff, 2012). Pisi
baliginda bulunan AFP’de 11 amino asit “Thr-Ala-Ala-Thr
(bazen aspartat)-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala” seklinde
tekrarlanmakta ve bu yapisal 6zelligi ile iskorpit baliginda
mevcut AFP’den farklilik  gdstermektedir. Iskorpit
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baliginda ise, bu tip proteinler, fazla sayida lisin ve arjinin
yan zinciri nedeniyle daha amfipatik bir 6zellik
sergilemekte ve amino asit tekrarlari bulunmaktadir (De
Vries ve ark., 1970). Her iki alt grup da buz kristalinin
farkl1 yiizeylerine baglanmaktadir (Davies ve Sykes,
1997).

Tip 1l

Glikoprotein olmayan AFP tipleri igerisinde en uzun
polipeptit yapisina sahiptir. Protein stabilitesi, sisteinler
arasindaki disiilfid baglar1 yardimiyla korunmaktadir
(Crevel ve ark., 2002; Petzold ve Aguilera, 2009). Ug
boyutlu yapilar, iki o-sarmal ve iki PB-plakadan
olusmaktadir. Molekiil agirligr 11 ile 24 kDa arasinda
degismektedir (Hassas-Roudsari ve Goff, 2012). Deniz
aslani, camuka ve ringa baliginda rastlanmaktadir.

Tip 111

Bu tipteki AFP’ler siilfopropil (SP) ve dortlii amin
gruplarina (QAEs) kars1 gosterdikleri afiniteye gore iki
gruba ayrilmaktadir. Dortlii amin gruplari, siilfopropil
grubuna gore daha hidrofob ve daha yiiksek aktiviteye
sahiptir. Tip Il AFP’ler amino asitlere kargi afinite
gostermezler ve yapilarinda sistein amino asitleri yer
almaz. Ikincil yapilari, siki, iiclii sarmal seklindeki iki
antiparalel B-plakadan ibarettir. Ucgiinciil yapilar1 ise
globiiler olmaktan ziyade nisbeten diiz yilizeyli ii¢gen
prizma seklindedir. Buz kristali prizmanin bir yiizeyine
baglanmaktadir (Antson ve ark., 2001; Ramlov ve Johnsen
2014). Molekiil agirliklar1 6,5 kDa kadardir. Okyanus

somurtkan baligt ve Antarktik yilan baliginda
rastlanmaktadir.
Tip IV

Yakin zamanda uzun boynuzlu iskorpit baliklarmin
(Myoxocephalus octodecimspinosus) kan serumundan
izole edilen ve diger AFP’lerden biiyiikk farkliliklar
gOsteren bir antifriz proteindir. Glutamat ve glutamin
amino asidi bakimindan zengindir (Crevel ve ark., 2002;
Jin ve ark., 2005; Petzold ve Aguilera, 2009). Molekiil
agirhign 12 kDa gibi yiiksek bir deger gostermektedir.
Ayrica, Atlas Okyanusu’nda yasayan diger iskorpit
baliklarinin AFP’lerindeki amino asitlerden daha yiiksek
diizeyde, 108 adet amino asit igermektedir. Protein yapist,
antiparalel olarak diizenlenmis ¢ok sayida a-sarmal ve 4
adet amfipatik sarmaldan olugsmaktadir. Sarmalin hidrofob
uclart ige, polar uglari ise ¢6ziicli suya yonelik bigimde
konumlanmistir (Ramlov ve Johnsen, 2014; Ustiin ve
Turhan, 2015).

Glikoprotein Olan Grup (Antifriz Glikoprotein)

Giiney buz denizi (Antarktika kita sahanlig1) sularinda
yasayan baliklarin kan serumunda bulunan
glikoproteinlerdir (De Vries ve Wohlschlag, 1969). Morina
ve glimiis baliklart gibi gesitli Antarktika baliklarinda
bulundugu tespit edilmistir (Griffith ve Ewart, 1995).
Fonksiyonel olarak glikoprotein olmayan antifriz
proteinlere benzeyen, fakat yapisal olarak Onemli
farkliliklar gosteren proteinlerdir. Antarktika kita sahanligi
sularindaki  Morina  baliklarimin ~ kaninda  mevcut
AFGP’lerin  yapisal  oOzellikleri  {izerinde yapilan
¢aligmalarda, bu proteinlerin ¢ok sayida tekrarlanan “Ala-
Ala-Thr” alt birimleri ile bu alt birimlerdeki treonin amino
asidine glikozid halinde baglanmis bir disakkarit (B-D-
galaktozil-(1fi3)-N-asetil-D- galaktozamin) molekiiliinden
olustugu ortaya konulmustur (Harding ve ark., 2003;

Tachibana ve ark., 2004; Kristiansen ve Zachariassen,
2005). Ayrica, tekrarlanan alt birimlerin 4’den 30’a kadar
siralanmis oldugu ve bu yapiya bazen prolin amino asidinin
dahil oldugu belirlenmistir (Crevel ve ark, 2002). Bu
proteinler 2,7 ile 32,0 kDa arasinda degisen molekiil
agirhigina sahip olup (Ramlov ve Johnsen, 2014), genel
olarak 20-33 kDa agirhigindaki AFGP’ler AFGP 1-4;
molekiil agirligi 20 kDa’nin altinda olanlar ise AFGP 5-8
olarak tammlanmistir (Bouvet ve Ben 2003). Birden bese
kadar olan glikopeptitlerde tekrarlanan amino asit dizisi
“Ala-Ala-Thr” seklinde iken, altidan sekize kadar olan
glikopeptitlerde tekrarlanan kisimda alanin prolin ile yer
degistirmektedir (Crevel ve ark., 2002). Molekiil
agirhigindaki artigla birlikte antifriz etkinin artig gosterdigi,
ancak sekiz molekiiliin de iglevleri agisindan benzer
ozellikte olduklar1 saptanmustir (Sidell, 2000).

Bu proteinlerde, tekrarlanan hidrofilik karbonhidrat
yapilar molekiiliin bir tarafina alanin, metil gruplar ise
molekiilin diger tarafina amfifilik bi¢imde yerlesmis
durumdadir. AFGP’lerin buz yiizeyine siki bir sekilde
baglanmasinda bu yapisal oOzelligin etkili olabilecegi
diistiniilmektedir (Knight ve ark., 1991).

Omurgasiz Antifriz Proteinleri

Bocek, akar, driimcek gibi karasal eklembacaklilarin
cogunun AFP olusturdugu bilinmektedir. Omurgasiz bu
canlilar kis aylarinda olusturduklar1 AFP yardimiyla viicut
stvilarini donmaya karst korumaktadir. Boceklerde mevcut
AFP’ler, B-sarmal yapida olup 12-40 kDa arasinda degisen
molekiil agirligina sahiptir. Baz1 boceklerdeki AFP’ler
sistein amino asidi yoniinden, bazilar ise serin veya treonin
amino asidi yoniinden zengindir (Jin-Yao ve ark., 2005).
Boceklerdeki  AFP’ler, bazi  6zellikleri  agisindan
baliklardaki AFP’lerden farklilik gostermektedir (Ustiin ve
Turhan, 2015). Bu proteinleri baliklardaki AFP’lerden farkli
kilan benzersiz 6zellik, balik AFP’lerinden 10-100 kat daha
aktif olmalaridir. Bu 6zellik sayesinde omurgasiz canlilar
daha soguk bolgelerde bile canliliklarim koruyabilmektedir.
Diger taraftan, baliklardaki AFP’lerin aksine, bitki AFP’leri
farkli buz kristallerinin birden fazla yiize, 6zellikle de hem
prizma hem de bazal yiizlere baglanabilirler (Ramlov ve
Johnsen 2014). Immunolojik ¢apraz-reaktiviteleri agisindan
Tip II balik antifriz proteinlerine benzerlik gdsterirler
(Griffith ve Ewarth, 1995).

Bitki Antifriz Proteinleri

Egrelti otlar1 ve yosunlar gibi ilkel bitkilerin yani sira,
27’den fazla yiiksek bitki tiirlinlin buz yapilandirma
aktivitesine sahip oldugu bilinmektedir. Ancak, bu
aktivitenin var olmasi i¢in bitkinin 6nce diisiik sicakliga
maruz kalmasi gereklidir (Ustiin ve Turhan, 2015). Kis
donemi gegiren ¢ok yillik bitki tiirlerinden birgogunun
tohum, yumru, govde, tag, dal, cicek, tomurcuk, yaprak
sap1, yaprak ayasi gibi degisik kisimlarinda ISP’lerin
mevcut oldugu saptanmistir (Hassas-Roudsari ve Goff,
2012). Yabani yaseminden izole edilen AFP’lerin, 67 kDa
molekiil agirligina sahip oldugu ve %23,7 oraninda glisin
icerdigi belirlenmistir (Duman, 1994; Griffith ve Ewarth,
1995). Havugtaki AFP’ler ise, 34-36 kDa arasinda degisen
molekiil agirhigina sahip, 332 amino asit igeren, bir ya da
iki izoformu olan glikoproteinlerdir (Jin-Yao ve ark.,
2005). Yapilarinda 16sin bakimindan zengin 24 amino
asidin ardigik olarak 11 kez tekrarlandigi bolgeler yer
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almaktadir. Bitki AFP’leri diisiik diizeyde (0,2-0,6°C)
termal histeresiz (TH) aktivitesine sahip olmakla birlikte,
yeniden buz kristallesmesini giiclii bir sekilde onlerler (Jin-
Yao ve ark., 2005; Hassas-Roudsari ve Goff, 2012).
Ornegin, kishik cavdar ISP leri igeren ¢ozeltilerin, 25 pg/L
gibi diisiik protein konsantrasyonlarinda bile yeniden
kristallesmeyi  Onleyen bir aktivite sergiledikleri
gbzlenmistir (Hassas-Roudsari ve Goff, 2012).

Fungal Antifriz Proteinleri

Fungal AFP’ler ilk olarak, kar ortiisii altinda uyuyan
bitkilere kars1 patojenik aktivite gdsteren kar mantarlarinda
belirlenmistir. ~ Antarctomyces  psychrotrophicus’den
antifriz protein izolasyonu iizerine yapilan bir ¢aligmada,
saflagtirilan antifriz proteinin yaklagik 28 kDa molekiil
agirligina  sahip oldugu tespit edilmistir. Arastirma
sonuglari, bu proteinin bir piramidal buz kristalleri
olusturdugunu ve balik antifriz proteinlerinin TH etkisine
benzer aktivite gosterdigini ortaya koymustur (Xiao ve
ark., 2010). istiridye mantar1 (Pleurotus ostreatus) ve kis
mantarindan (Flammulina velupites, Stereurn spp. ve
Coriolus versicolor) elde edilen ekstraktlarda da TH
gbzlenmistir (Duman ve Olsen, 1993).

Bakteri Antifriz Proteinleri

Diisiik sicaklikta gelisen bakterilerin TH diizeyi, 0,1-
0,35°C arasinda degismektedir (Griffith ve Ewart, 1995).
Micrococcus cryophilus, Rhodococcus eritropolis (Duman
ve Olsen, 1993) ve yaygin toprak bakterisi olan
Pseudomonas putida’nin antifriz aktiviteye sahip oldugu
(Sun ve ark., 1994) belirlenmistir. Bakteriyel AFP’nin, Tip
IT balik, bocek ve bitki AFP’lerinde oldugu gibi, buz
baglama aktivitesi agisindan 6nem tasiyan intramolekiiler
disiilfit kopriileri icerdigi saptanmistir (Griffith ve Ewart,
1995).

Antifriz Proteinlerin Etki Mekanizmasi

AFP’lerle AFGP’ler arasindaki yapisal farkliliklar
nedeniyle, s6z konusu proteinlerin molekiiler etki
mekanizmasint  agiklayabilecek tek bir hipotez One
stiriilememektedir (Bouvet ve Ben, 2003). AFP’ler buza
kars1 degisik mekanizmalarla koruma saglamaktadir.
Bunlardan birisi, termal histeresiz yoluyla gergeklestirilen
koruma mekanizmasidir. Bu mekanizmaya gore; sivilarin
donma noktasi, erime sicakligi sabit tutularak, buz
kristallerinin gelistigi dereceye kadar diisiiriilmektedir.
TH, donma noktasi ile erime noktasi arasinda Olgiilen
sicaklik farkim ifade etmekte ve AFP’lerin aktivitesinin
belirlenmesinde indikatdr gorevi gérmektedir (Garner ve
Harding, 2010). TH  yoluyla  gerceklestirilen
mekanizmanin genellikle bdcekler, baliklar, bitkiler,
mantarlar ve bakterilerde etkili oldugu bilinmektedir (Clarke
ve ark., 2002). Bu canlilarda bulunan AFP’lerin, donma
noktasi diisiirmek amaciyla yararlanilan ¢oziiciilerden 200
ile 300 kat daha fazla aktiviteye sahip olduklar
bildirilmektedir (Griffith ve Ewart, 1995). Boceklerdeki TH
aktivitesi (>5°C), bitkiler (genellikle 0,2-0,5°C) ve
baliklardakine (genellikle 0,7-1,5°C) gore daha yiiksek
diizeydedir (Jin-Yao ve ark., 2005). AFP’ler donma
noktast depresyonuna dayali etkilerini, ¢ozeltide mevcut
molekiil sayisina bagli olmaksizin uyguladiklar1 igin
(Crevel ve ark., 2002; Davies ve ark., 2002), balik kan

serumunun ozmotik basincinda fazla bir degisim meydana
gelmemektedir (Crevel ve ark., 2002).

Diger bir mekanizma, ISP’ler aracilifi ile buz
kristalizasyonunun degisime ugratilmasi ve daha kiiciik ve
farkli bi¢imlerde kristallerin olusumunun saglanmasidir
(Crevel ve ark.,, 2002, Ustiin ve Turhan, 2015). Bir
adsorbsiyon-inhibisyon siireci olan bu mekanizmada,
proteinin biiylimekte olan buz kristalinin ylizeyine
baglandig disiiniilmektedir (Feeney ve Yeh, 1998; Davies
ve ark., 2002; Bouvet ve Ben, 2003; Hassas-Roudsari ve
Goff, 2012). Crevel ve ark. (2002) ile Bouvet ve Ben
(2003)’e gore bu etki, AFP’lerin su/buz ara ylizeyinde
toplanmast ve bodylece kristal gelisiminin modifiye
edilmesi suretiyle gerceklesmektedir. AFP’lerin  buza
baglanma mekanizmasi heniiz tam olarak aciklanamamis
olmakla birlikte, bu baglantida proteinin yapisinda yer alan
hidroksil gruplar1 (-OH) ve amino asit zincirindeki diger polar
gruplarm (=CO-) rolii oldugu diistiniilmektedir (Eastman ve
De Vries, 1986). Bazi arastirmacilar, buz halindeki su
molekiilleri arasindaki hidrojen baglarinin antifiiz proteinlerin
stabilitesi iizerine 6nemli diizeyde katki sagladigini, diger bazi
arastirmacilar ise bu konuda hidrofobik amino asitlerden ileri
gelen entropik ve entalpik katkilarin 6nemli olabilecegini ileri
stirmektedir (Myers ve Pace, 1996). Tim AFP’ler, buz
kristaline yiizeyden baglanarak adsorbe edilmektedir.
Adsorbsiyon ve buz kristalindeki biiyiimenin antifriz
proteinin konsantrasyonuna ve buz morfolojisine bagl
oldugu ve diisiik konsantrasyonlarda buz kristalinin altigen
sekil aldig1 belirtilmektedir (De Vries, 1986; Griffith ve
ark., 1992; Knight ve ark., 1984). Bir bagka goriise gore
ise, AFP dogrudan buza baglanmak yerine, daha ziyade
buz/su ara yiizeyinde birikmektedir (Feeney ve Yeh, 1998;
Wierzbicki ve ark., 2007). Bunu takiben proteinin buza
bakan yiiziindeki su/buz ara yiizey enerjisinin azalmasi
sonucu, ara yiizey bolgesine protein adsorbsiyonu
gerceklesmektedir.

Antifriz Proteinlerin Gidalarda Kullanim

AFP’ler buz pargalarinin yeniden kristallesmesini ve
daha biiyiik kristallerin olusumunu engelleyici ajanlardir.
Dondurulmus gidalarda, dondurulma islemi sirasinda
gidanin yapisinda meydana gelebilecek hasarlar AFP’lerin
kullanimi ile en aza indirilebilmektedir. AFP’ler gidanin
depolama siireci boyunca biiyiik kristallerin olusumunu
onlemeleri nedeniyle, biyomedikal ya da endiistriyel
amaglardan ziyade 1s1l dirence ihtiya¢ duyulan
mithendislik dallarinda kullanilmaktadir. Bu alandaki
calismalar ozellikle et, balik, dondurulmus hamur,
dondurulmus siit trlinleri ya da dondurma {izerinde
gerceklestirilmistir (Ustiin ve Turhan, 2015). Giiniimiize
kadar yapilan ¢aligmalarda, baliklardan izole edilen 4 farkli
AFP tipine ek olarak, kislik ¢avdar, yabani yasemin ve
itizimii meyveleri ile dort farkli bocek tiiriinden de
AFP’ler elde edilmistir (Duman ve Olsen, 1993). Antifriz
proteinler, elde edildikleri kaynaklarin farkli olmasi
nedeniyle, her gidada kullanima uygun olmayabilir. Bu
konudaki diger bir olumsuzluk, tiim organizmalarin, kendi
AFP’lerinin ¢oklu izoformlarii iiretebilme yetenegine
sahip olmalaridir. Ornegin, Atlantik Morina baliginin hem
protein biiyiikligiine hem de spesifik aktiviteye gore
degisen birgok AFGP izoformu liretme yeteneginde oldugu
ortaya konulmustur (Griffith ve Ewart, 1995). Havugta da
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benzer bir durum s6z konusudur (Jin-Yao ve ark., 2005).
Song ve ark. (2019) ise un kurdu olarak bilinen Tenebrio
molitor’dan  elde  edilen  AFP’nin  sebzelerin
dondurulduktan sonra ¢oziinme isleminde meydana gelen
hasar1 en aza indirmek i¢in kullanmistir. Arastirmada
kullanilan salatalik, havug, kabak ve sogan 6rneklerinde
kirilma kuvvetinin yiiksek oldugu, AFP’nin buz kristali
olusumunu engelledigi ve dondurulmus sebzelerin
kalitesini artirdig1 tespit edilmistir. Yiiksek rakimli
tarlalarda domates yetistiriciliginde sorunlar1 gidermek
iizere Balamurugan ve ark. (2018)’nin yaptiklar
caligmada, L. perenne’ den elde edilen AFP’nin domateste
dondurucu stresi azalttifi ve {irlin verimligini artirdigt
vurgulanmaktadir.

Dondurma Teknolojisi

Dondurma teknolojisinde, buz kristalinin biiyiikligi ile
iirtiniin plirtizsiiz, kaymagimsi tekstiirli ve duyusal nitelikleri
arasinda siki bir iligki bulunmaktadir. Bu nedenle, dondurma
tretim, depolama ve dagitim kosullarinin, kiigiik buz
kristalleri olusumunu saglayacak ve buz kristal gelisim
hizin1 en aza indirecek, diger bir ifadeyle buzun yeniden
kristallesmesini Onleyecek sekilde yiiriitiilmesine 6nem
verilmektedir (Hartel, 1998; Adapa ve ark., 2000). Ancak,
depolama asamasinda dondurmanin sicaklik
dalgalanmalarina maruz kalmasi, kiigiik buz kristallerinin
erimesine ve iiriin yeniden dondugunda biiyiik kristaller
sekline doniigsmelerine yol agmaktadir. Yeniden yapilanan
biiyiik buz kristalleri ise, dondurmanin tekstiiriinii bozmakta
ve agizda buzlu yapi algilanmasi yol agmaktadir. Bu 6nemli
sorunun ¢dziimlenmesinde antifriz proteinlerin dogal buz
gelisim  inhibitorleri  olarak  kullanilabilecegi  ileri
stiriilmektedir (Ustiin ve Turhan, 2015).

Antifriz proteinlerin dondurmada kullanim1 konusunda
yapilan birka¢ ¢aligmadan birisinde, Warren ve ark.
(1992), patentli olarak iiretilen ticari antifriz proteinleri
vanilyali dondurma tiretiminde kullanilmis ve elde ettikleri
ornekleri -80°C’de dondurduktan sonra 1 saat siireyle -6°C
ile -8°C arasinda depolamistir. Arastirma sonuglari,
antifriz proteinlerin kullanildigi dondurma o6rneklerinde,
depolama siiresi sonunda kristal gelisiminin diisiik

diizeyde kaldigini, kontrol Orneklerinde ise buz
kristallerindeki  biiylimenin devam ettiini  ortaya
koymustur.

Yapilan bir baska ¢aligmada Clarke ve ark. (2003), Tip
IIT AFP igeren ve -10°C ile 20°C arasinda depolanan
dondurmalarin  mikroyapisini  elektron  mikroskobu
yardimiyla 3 hafta siiresince goriintiilemistir. Elde edilen
sonuglar AFP igermeyen kontrol 6rneklerinin sonuglart ile
karsilagtirmali  olarak  incelenmistir.  Depolamanin
baslangicinda buz kristalleri agisindan 6rnekler arasinda
¢ok az farkliliklarin oldugu tespit edilmistir. Ancak
depolama siiresinin sonlarina dogru AFP iceren 6rneklerde
daha kiigiik kristaller oldugu, kontrol 6rneklerinde ise daha
biiylik kristal yapilariin bulundugu goriilmiistiir.

Kislik bugday c¢imi ekstraktindan elde edilen buz
yapilandiric1  proteinlerin  dondurma kalitesi iizerine
etkilerini arastiran Regand ve Goff (2006), bu proteinlerin
%0,0025 ve 9%0,0037 oranlarnda kullanimi ile
dondurmada buzun yeniden kristallesme oraninin sirasiyla
%40 ve %46 oranlarinda azaltilabilecegini belirlemistir.
Buna bagli olarak dondurmanin tekstiiriinde dikkate deger
bir diizelme saglandigi duyusal degerlendirme sonuglari ile

ortaya  konulmustur. Aymi c¢alismada, stabilizer
kullaniminin ve miksin pastorizasyonunun ISP aktivitesi
lizerine etkileri de incelenmistir. Dondurma
formiilasyonunda stabilizer kullaniminin ISP iizerinde
sinerjistik bir etki yarattigi ve bdylece ISP’nin
aktivitesinde azalma meydana gelmedigi ortaya
konulmustur. Pastorizasyon isleminin de ISP aktivitesi
tizerinde olumlu etki yarattig1 saptanmustir.

Diisiik yag igerigine sahip (%0,5 yag) siitten iiretilen
dondurmanin yapisi iizerine AFP’nin etkisini inceleyen
Kaleda ve ark. (2018), farkli kaynaklardan elde edilen
(balik, ki ¢avdart ve E. coli) AFP’leri kullanmiglardir.
Balik kaynakli AFP’den 3 mg/L kullanildiginda
dondurmanin sert yapida oldugu ve erime siiresince seklini
koruyabildigi belirlenmigtir. Arastirmacilar -5°C’deki
miks igerisine, 35 ve 65 mg/L oraninda AFP ilave ettikten
sonra dondurma iiretimini gergeklestirmiglerdir. Arastirma
bulgularina goére dondurma miksine AFP ilavesi,
dondurmanin daha yumusak yapida olmasimi saglamistir.
Ayrica ¢alismada 35 mg/L AFP kullaniminin dondurmada
olusan buz agregatlarinin biiytikliigiinii 140 um ¢apina
kadar distirdiigi belirlenmistir.

Sogutulmus ya da Dondurulmug Balik ve Et Teknolojisi

Antifriz proteinler et ya da balikta da buz kristallerinin
biliylimesini Onleyici bir etki yaratmaktadir. Sigir kas
yapisindan biri olan sternomandibularis bolgesinden
alman et Ornekleri iizerine yapilan bir c¢alismada, 0-1
mg/mL antifiriz ve fosfat tamponu iceren soliisyona
daldirillan 6rnekler +2 ve -20°C’de 3 giin bekletildikten
sonra analiz edilmistir (Payne ve ark., 1994). Arastirmada
et lizerindeki bosluklara giren antifiriz proteinler sayesinde
dondurulan 6rneklerin kalitesinin korundugu, ancak aym
etkinin +2°C depolanan o6rneklerde goriilmedigi tespit
edilmigtir. Payne ve Young (1995) sogukta depolanan sigir
ve kuzu etlerinin kalitesi tizerine AFP’nin etkilerini ortaya
koymak amactyla yaptiklart bir ¢aligmada, sigir etlerini
once AFP ¢ozeltisinde 1slatip daha sonra kurutarak -
20°C’de 2-16 hafta siireyle depolamustir. Kuzularda ise,
1slatma siiresi 2 hafta gibi uzun bir siire gerektirdigi icin,
AFP’nin canli hayvana enjeksiyonu uygun goriilmiis,
kesimden sonra kuzu etleri de aymi kosullarda
depolanmistir. Kesimden 24 saat 6nce AFP enjekte edilen
orneklerde buz kristallerinin kii¢iik boyutlu oldugu tespit
edilmigtir. Bu sonuclara gore, et endiistrisinde donmaya
bagli bozulma ve hasar kayiplarinin AFP’ler ile minimuma
indirilebilecegi one siiriilmiistiir.

Desjardins ve ark. (2007), diisiik su sicakligina maruz
kalan yayi balig1 (Atlanticwolffish, Anarhichaslupus)’nin

gelismesi  iizerine AFP’lerin etkisini incelemislerdir.
Arastirma  sonucunda, AFP’lerin sifirn  altindaki
sicakliklarda baligim biiyime hizim artirabilecegi
gOrlilmistiir.

Dondurulmus Hamur Uretim Endiistrisi

Dondurulmus hamur iiriinleri, 1960’11 yillardan itibaren
pratik iiriinler sektoriine giris yapmistir. Pratik ve kolay
kullanilabilen iiriinler olmakla birlikte, olumsuz yonleri raf
Omiirlerinin kisa olmasi ve diizgiin bir hamur yapisina
sahip bulunmamalaridir.

Hamurun su tutma Kkapasitesinin artirilmasi ve
yapisinin diizeltilmesi konusunda Zhang ve ark. (2007)
tarafindan yiiriitilen bir c¢alismada, dilimlenerek elde
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edilen havug¢ pargalar, 50 mM Tris/HCl tampon ile
homojenize edildikten sonra santrifiij edilerek siipernatant
elde edilmigtir. Daha sonra deiyonize suyla diyalize edilen
ornek, liyofilize edilerek dondurulmus ve elde edilen
havug kaynakli antifiriz protein hamur tiretiminde 6,2 g/kg
hamur olacak sekilde kullanilmigtir. Diger katki
maddeleriyle birlikte toplam dondurulmus hamurda %18,3
oraninda havug antifriz proteini ihtiva eden Orneklerin
dondurma-¢6ziindiirme ve kristal olusumu sirasinda TH
yarattigl gozlenmistir. Ayrica, dondurulmus hamurda
maya hiicrelerinin daha yiiksek diizeyde canliliklarini
koruduklar1 ve hamurun su tutma kapasitesinde artis
saglandig1 da belirlenmistir.

Arpa antifriz proteininin dondurma ve dondurma-
¢Ozdlirme dongiileri sirasinda hamurun termal 6zellikleri
ve su durumu iizerine etkisinin incelendigi bir baska
calismada (Ding ve ark., 2015), hamur bilesimine ilave
edilen %0,5 oraninda AFP’nin hazirlanan taze hamurda
goriinen Ozgiil 1s1, donma sicaklifi, erime sicakligl,
donabilir su igerigi gibi hamurun termal o6zellikleri
incelenmigtir. Dondurulmus hamur 6rneklerinde de erime
performansindaki degisme, donabilir su igerigi, yapistirma
ozellikleri, nem igerigi, su hareketliligi ve donma ve
donma-¢6ziilme cevrimleri sirasinda su dagilimi analiz
edilmistir. Elde edilen bulgulara gore, arpa kaynakli AFP
ilavesinin dondurma isleminden sonra hamurun belirgin
Ozglil 1sisin1  arttirdigl, donma sicaklifini ve erime
sicakliklarindaki sicaklik araligimi yiikselttigi ve taze
hamurun erime entalpisi ile donabilir su icerigini azalttig
tespit edilmistir.

Sonug

Farkli yapidaki antifriz proteinlerin degisik gidalarda
kullanimu ile ilgili caligmalarin sonuglari, antifriz protein
kullantminin, dondurularak muhafaza edilen triinlerin
yapisal Ozelliklerinin korunmasi agisindan yenilik¢i bir
uygulama oldugunu gostermektedir. Ancak, katildiklari
gidanin diger bilesenleri ile olan etkilesimlerinin heniiz
tam olarak bilinmemesi ve iiretim maliyetlerinin yiiksek

olmast antifriz proteinlerin katki maddesi olarak
kullanimint ~ kisitlayict  faktorler olarak — karsimiza
¢tkmaktadir. Bununla birlikte, ilerleyen dénemlerde,

antifriz proteinlerin raf 6mrii siiresince Uriin kalitesini
artirmak, gidanin yapisini korumak ve muhafazasim
saglamak amaciyla kullanilabilecegi diigtiniilmektedir.
Diger taraftan, antifriz proteinlerin sentetik olarak
iretilmesi ve daha diisiikk maliyetle elde edilerek satisa
sunulmasmin yaygin kullanim olanag1 yaratabilecegi
tahmin edilmektedir. Ayrica, diigiik miktarda bile gii¢lii bir
etkiye sahip olan bdcek antifriz proteinlerinden aktivitesi
yiiksek olanlarin kullanilmasi, gida bilesimine daha ucuz
maliyette antifriz protein ilavesine imkan saglayacaktir.
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