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DONDURULMUS BALIKLARDA FARKLI
¢6ZUNDURME SEKILLERININ PROTEIN
KALIiTESINE OLAN ETKIiLERI

Bahar Tokur”, Seval Kandemir

Cukurova Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Balcali-Adana

Ozet: Bu ¢alismada, donmus alabalik (Oncorhynchus mykiss) ve sardalya (Sardina pilchardus)’ n
protein kalitesine, mikrodalgada, akan su altinda ve oda sicakliinda ¢oziindiirmenin etkileri
arastirllmistir.  Baliklarin  protein kalitesinde meydana gelen degisimi belirlemek igin
myofibriller protein miktari, protein ¢oziiniirliigii ve sodyum dodesil siilfat poli-akrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) analizleri yapilmistir. Alabalik ve sardalyada dondurma ve ¢oziin-
diirme islemi myofibriller proteinlerin miktarinda azalmaya neden olmustur (p<0.05). Genel
olarak dondurma ve ¢oziindiirme islemi her iki balik tiirii i¢in protein ¢oziiniirliigiinde 6nemli
bir azalmaya neden olurken (p<0.05), farkli ¢dziindiirme islemlerinin protein ¢oziiniirliigiine
olan etkisi balik tiirlerine gore degismistir. Her iki balik tiirii i¢in en yiiksek protein ¢oziiniir-
ligl akan su altinda ¢6ziindiiriilme ile saglanmistir (p<<0.05). SDS-PAGE analizi sonucunda
ise farkli ¢6ziindiirme metotlarinin disiilfit kovalent baglarla protein denatiirasyonuna neden
olmadig1 bulunmustur. Elde edilen veriler, proteinlerin non-disiilfit kovalent baglarla veya
protein-lipit gibi diger bilesiklerle olan interaksiyonunun protein ¢oziiniirliigiiniin azalmasinin
nedeni olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Dondurulmus balik kalitesi, farkli ¢o6ziindiirme metotlari, protein
¢ozliniirliigl, SDS-PAGE analizi

Abstract: The effects of different thawing methods on protein
quality of frozen fish

In this study, the effects of thawing in running water, microwave and room temperature on
protein quality of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and sardine (Sardina pilchardus) were
investigated. The amounts of myofibriller protein, protein solubility and Sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) were analyzed to determine the pro-
tein quality of fish. The amount of myofibriller protein significantly decreased in each two fish
species as a result of freezing-thawing process (p<0.05). Thawing in microwave and room
temperature caused a decrease in the amount of myofibriller proteins of rainbow tout and sar-
dine (p<0.05). In general, freezing-thawing process caused a significant decrease in protein
solubility (p<0.05), while the effect of different thawing process on protein solubility changed
depending on fish species. The highest protein solubility in rainbow torut and sardine obtained
with thawing in running water. As a result of SDS-PAGE, it was found that the different
thawing methods didn’t cause protein denaturation via disulfide covalent bonds. According to
these data, it was suggested that the reason of the decrease in protein solubility could be re-
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sulted from polymerization of protein via non-disiilfit covalent bonds and/or interaction of
protein with other compounds such as the lipid-protein interaction.

Keywords: Frozen fish quality, different thawing methods, protein solubility, SDS-PAGE

Giris

Su {irlinlerinin dondurularak depolanmasi
en 6nemli muhafaza yontemlerinden birisidir.
Ancak, dondurma ve ¢Ozlindiirme islemleri
esnasinda istenmeyen bir ¢ok kalite kayiplar
meydana gelir. Dondurulmus su iiriinlerinde
kalite kaybina neden olan en 6nemli faktorler
arasinda depolama sicakligi, dondurma-¢oziin-
diirmenin sayisi, sicaklik dalgalanmalar1 ve
uygunsuz dondurma-¢oziindiirme  islemleri
verilebilir (Sikorski ve ark., 1976).

Dondurulmus baligin kas proteinlerinde
geri doniisiimii olmayan degisimler, baligin kas
proteinlerinin fonksiyonel 6zelliklerinin bo-
zulmasina, su tutma kapasitesinin azalmasina
ve balikta sulu-yumusak ya da kuru ve sert bir
kas dokusu olusmasina neden olur. Protein
denatiirasyonu olarak bilinen bu degisimler,
yapisal kas proteinlerinin = 6zellikle de
myofibrillar proteinlerin ¢okelmesi/indirgen-
mesi sonucu ortaya cikar. Proteinlerin ¢okel-
mesi/indirgenmesi, distlfit, hidrojen ve
hidrofobik baglarla proteinlerde dicerler,
trimerler ve yiiksek molekiiler agirlikli poli-
merlerin olugsmasi veya kisim-kisim ¢okelmesi
ile olugur. Dondurulmus baliklarda yapilan
cogu calisma, protein-protein kros-linklerle
oldugu gibi (Sikorksi, 1978; Del Mazo ve ark.,
1999; Jasra ve ark., 2001), protein-lipit
interaksiyonuyla da (Haard, 1992; Saeed ve
ark., 1999; Saced ve Howell, 2002) balik kas
proteinlerinin polimerlestigini veya boliindii-
giinii gostermistir. Kontraktil proteinler igeri-
sinde myosin agir zinciri (MHC), M-protein,
tropomyosin ve Troponin I, C en fazla
denatiirasyona ugrayan proteinler oldugu fakat
bu olusumlarin balik tiirlerine bagli olarak de-
gistigi belirtilmektedir (Benjakul ve Bauer,
2000).

Genellikle, dogal kas yapis1 hidrojen bag-
lar1, dipole-dipole interaksiyonu, elektrostatik
interaksiyonlar ve disiilfit linkleri igeren bir
¢ok kuvvet tarafindan stabildirler. Proteinler,
kuvvetlerin  stabilitesinin ~ bozulmasi1 ile
denatiire olabilirler ve bu durum dondurma
¢Oziindlirme dongiisii gibi sicakligin uygunsuz
bir gsekilde kullanilmasi ile artabilir (Wagner ve
Anon 1985; Benjakul ve Bauer, 2000). Coziin-
diirme genellikle dondurmadan ¢ok daha yavas

olusur ve dondurulmus iiriiniin tekstiirel yapi-
sina zarar verir (Nott ve ark., 1999; Zhu ve
ark., 2004). Coziindiirme metotlarinin duyusal
analiz kadar membran integresinde énemli rol
oynadig1 ve hizli ¢éziindiirmenin yavas ¢6ziin-
diirmeye oranla daha iyi sonu¢ verdigi bulun-
mustur (Nilsson ve Ekstrand, 1994;1995).

Mol ve ark. (2004), farkli ¢ozlindiirme
yontemlerinin (su igerisinde, oda sicakliginda
ve buzdolab1 sicakliginda) dondurulmus us-
kumrularin  (Scomber scombrus) kalitesini
onemli bir sekilde degistirmedigini bulmuslar-
dir. Yapilan arastirmalara gore en iyi ¢Oziin-
diirme ile ilgili genel ve gegerli bir bilgi vere-
bilmenin miimkiin olmadig1 belirtilmektedir
(Baygar ve ark., 2004). Garcia-Arias ve ark.
(2003) taze ve dondurulmus sardalyalarin buz-
dolabinda +4°C” de veya mikrodalgada ¢oziin-
diirdiikten sonra 1zgara yapilmasi sonucu pro-
tein kalitesinde meydana gelen degisimi ince-
lemisler ve bunun sonucunda buzdolabinda
¢oziindlirmenin protein ¢oziiniirliiglinii azaltti-
g1 bulmuslardir. Baliklarin dondurulmasi,
dondurma-¢oziindiirme dongiisiine iliskin bir
cok caligma olmasma ragmen farkli ¢6ziin-
diirme metotlarinin baligin protein kalitesine
olan etkisi ile ilgili ¢ok az ¢alisma bulunabil-
mistir. Bu ¢aligma ile, dondurarak depolanmis
alabalik ve sardalyada farkli ¢oziindiirme se-
killeri sonucu protein kalitesinde meydana
gelen degisimler incelenerek konuya 11k tu-
tulmaya ¢alisilmistir.

Materyal ve Metod

Arastirmada,  alabalik  (Oncorhynchus
mykiss) ve sardalya (Sardina pilchardus) kul-
lanilmistir.  Lokal balik¢ilardan satin alinan
baliklar buz iginde laboratuvara getirilerek 2
lota ayrilmistir. Baliklarin bir kismi taze ba-
liktaki kimyasal parametrelerin belirlenmesi
icin ayrilmig digerleri ise hemen buzdolabi
posetleri i¢inde -18°C* de dondurularak 3 ay
boyunca depolanmistir. Dondurulmus balikla-
rin  ¢ozlndirilmesinde en fazla uygulanan
¢oziindliirme metotlarindan mikrodalgada ¢o-
ziindiirme (180 W), akan su altinda ¢oziin-
diirme ve oda sicakliginda (24°C) ¢6ziindiirme
olmak iizere 3 farkli yontem kullanilmistir.
Calismada kimyasal analizler her bir lota 3
paralel olarak yapilmuistir.
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Kimyasal analizler

Baligin baslangi¢ ve dondurmadan onceki-
sonraki tazeligini belirlemek i¢in toplam ugucu
bazik azot (TVB-N, mg N /100 gr 6rnek) ta-
yini Antonocopoulus (1973) a gore ve pH
Olciimleri Santos (1981)’ a gore yapilmustir.

Myofibriller proteinlerin ¢dzliniirliigli Dyer
ve ark. (1950)’ nin yontemine gore belirlen-
mistir. Bunun i¢in 0.5 gr balik 6rnegi 10 ml 0.6
M NaCl ve 50 mM sodyum fosfat buffer so-
lisyonunda ultra-turax kullanilarak 1 dakika
buz icinde homojenize edilmistir. Orneklerin
ekstraksiyon esnasinda oksitlenmesini 6nlemek
icin  %0.1 oraninda butil-hidroksi-toluen
(BHT) kullanilmistir. Ekstrakte edilen 6rnekler
daha sonra 5000 rpm de ve 4 °C’ de 20 dakika
santrifiij edilmistir. Orneklerdeki protein mik-
tar1 Lowry ve ark. (1951) metoduna gore sap-
tanmigtir. Protein standardi olarak bovine se-
rum alblimin kullanilmustir.

Baliklarin  ¢6ziindiiriilmesi  esnasindaki
proteinlerde meydana gelen denatiirasyonu
incelemek i¢in, BioRad marka mini vertikal
sodyum dodesil siilfat (SDS)- polyakrilamid jel
elektroforezi (PAGE) kullantlmstir.
Elektroforez islemi %10’ luk polyakrilamid jel
ile Laemmli (1970) metoduna gore yapilmustir.
Jeller, % 0.025 Coomassie Blue R-250, %40
metanol ve %7 asetik asit ile boyanmistir ve
fazla boya % 5 metanol ve% 7 asetik asit ile 24
saat bekletilerek alinmistir. Proteinlerin mole-
kiiler kiitlesini belirlemek i¢in, myosin (211,24
kDa), B-galaktosidaz (117,76 kDa), bovin se-
rum albumin (99,81 kDa) ve ovalalbumin
(49,78 kDa) igeren SDS-PAGE standardi
(BioRad-161-0309) kullanilmastir.

Bulgular ve Tartisma

Farkli ¢6ziindiirme metotlar1 uygulanan
alabalik ve sardalyanin pH, toplam ugucu ba-
zik azot (TVB-N, mg/ 100 gr), myofibriller
proteinler ve protein ¢oOziiniirliigiindeki degi-
simler Tablo1 de verilmistir.

Her iki balik tiiriinde TVB-N diizeylerinin
dondurma-¢6ziindiirme islemleri esnasinda
yiikseldigi goriilmiistiir. Oda sicakliginda ¢6-
zindiiriilmiis alabalik ve sardalyalarin TVB-N
diizeylerinin akan su ve mikrodalga ile ¢6ziin-
diiriilenlerden daha yiiksek oldugu bulunmus-
tur (p<0.05). Benzer sekilde, Mol ve ark.
(2004) oda sicakliginda ¢ozdiiriilen dondu-
rulmus ithal uskumru baliklarinin TVB-N dii-
zeylerinin suda ¢ozdiiriilenlere gore daha yiik-
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sek oldugunu bulmuslardir. Baliklarin TVB-N
diizeyleri taze balik icin Avrupa Birligi Kri-
terlerine gore belirtilen diizeylerin (35mg/100g
et) altinda bulunmustur (EC, 1995). Buna gore
baliklarin dondurma ve ¢oziindiirme islemleri
esnasinda tiiketilebilirlik smirin1  agsamadigi
tespit edilmistir. Elde edilen verilere gore,
TVB-N miktarinin balik tilirlerine ve ¢0ziin-
diirme sekline gore degistigi bulunmustur. Ba-
lik etinde tespit edilen TVB-N degerleri iize-
rine baslica baligin cinsi, avlama mevsimi,
avlama derinligi, avlanma bolgesi, baligin
beslenme durumu, olgunluk derecesi, cinsiyeti
ve vyast olduke¢a etkilidir (Oehlenschliger,
1989). Arastirma sonucuna gore, TVB-N dii-
zeyleri bakimindan sardalya i¢in akan su ve
mikrodalga en uygun ¢oziindiirme islem-
leri olarak onerilebilir (p<0.05).

Tablo 1. Farkli ¢6zlindiirme metotlar1 uygula-
nan alabalilk ve sardalyanin pH,
TVB-N, myofibriller protein ve pro-
tein ¢ozintrligindeki degisimleri'?
(The changes of pH, TVB-N,
myofibrillar protein and protein
solubility of rainbow trout and

sardine  thawed with different
methods).
| Alabalik | Sardalya

TVB-N (mg /100 gr et)
Taze 16.33+0.81° 14.00+1.40°
Mikrodalga 18.15+0.65" 17.44+0.73
Akan su 19.77£1.09° 17.78+0.33°
Oda sicakligi | 20.96+0.01° 22.62+0.30°
pH
Taze 6.41£0.01° 6.46+0.00°
Mikrodalga | 6.52+0.01° 6.48+0.01°
Akan su 6.35+0.01" 6.70+0.00°
Oda sicakligi | 6.43£0.05® 6.66+0.10"
Myofibrillar proteinler (mg/100 gr et)
Taze 16.63+1.44° 12.74+0.18"
Mikrodalga 12.41£1.54™ | 8.04+0.24°
Akan su 10.93+0.26° 6.52+1.03°
Oda sicakligi | 13.64+1.54° 9.71+1.16"
Protein Coziiniirliigii (%)
Taze 100° 100°
Mikrodalga | 84.00+4.35" 63.12£1.09"
Akan su 91.54+0.11° 70.44+1.42°
Oda sicaklign | 65.97+3.37¢ 54.89+3.89¢

I o
Degerler ortalama+standart sapma olarak verilmistir

2 . . . .
Ayni siitunda iistsimge olarak verilen farkli harfler istatistiksel

olarak p<0.05 diizeyinde farkli oldugunu gostermektedir.
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Sardalya i¢in farkli kosullarda ¢6ziindiirmenin
pH iizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig1 bu-
lunmustur (p>0.05). Benzer sonuglar, dondu-
rulmus ithal uskumru baliklarinda da bulun-
mustur (Mol ve ark., 2004).

Alabalik ve sardalyada taze baliga gore don-
durma ve c¢oziindiirme iglemleri myofibriller
proteinlerin miktarinda azalmaya neden ol-
mustur (p<0.05). Genel olarak dondurma ve
¢Oziindiirme islemi her iki balik tiirlinde de
protein ¢Oziinlirliiglinde 6nemli bir azalmaya
neden olurken (p<0.05), farkli ¢dziindiirme
isleminin protein ¢ozlniirliigiine olan azaltici
etkisi alabalikta daha az olmustur. En yiiksek
protein ¢oziiniirliigli, akan su altinda ¢oziindii-
riilme ile saglanmistir. Benjakul ve Bauer
(2000), dondurma ve ¢ozlindiirme islemi sira-
sinda morinada meydana gelen protein ¢ozii-
niirligiindeki azalmanin proteinlerin denatiire
olmasindan kaynaklandigini 6ne siirmekte-
dirler. Dondurma ve ¢oziindiirme islemi sira-
sinda meydana gelen bu denatiirasyonun bali-
gin tekstiirel yapisinda Onemli degisimlere
neden oldugu belirtilmektedir (Ang ve
Hultin,1989; Ragnarrsson ve Regenstein,
1989). Garcia-Arias ve ark. (2003) buzdola-
binda ¢oziindiiriilen sardalya filetolarinin pro-
tein ¢Ozlniirliigliniin azaldig1r fakat mikrodal-
gada arttigin1 bulmuslardir. Bu sonuca gore,
genel olarak farkli ¢oziindiirme islemlerinin
baligin proteinlerinde ¢ok dnemli degisimlere
neden olmadigr vurgulanmaktadir. Buna rag-
men, Tejada ve ark. (1985) dondurulmus
sardalya baliginda protein ¢oziiniirliigiinde
onemli bir azalma meydana geldigini ve bunun
nedeninin stabil kovalent baglarin olugsmasin-
dan kaynaklandigini belirtmektedirler.
Srinivasan ve ark. (1997) mikrodalganin daha
hizli ¢6ziindiirmeye neden oldugu fakat protein
denatiirasyonuna sebep oldugu ve biiyiik kari-
desler i¢in arzu edilmeyen bir ¢6ziindiirme
metodu oldugunu belirtmislerdir.

Sekil 1.  Farkhi

Kontrol-Taze Mikrodalga

‘Sa Al ‘Al Sa‘It.fIW

- —
A 1 w — 21124kDa
4 | ' 117,76 kDa

® —— 9981 kDa

4978 kDa

. & . 3

Alkan su Oda sicaklifa

||Sa_A1

¢Oziindiirme metotlari
uygulanan alabalik ve sardalyaya ait
protein profillerinin molekiil agir-
liklarina goére dagilimi (MW, mole-
kiiler agirlik, kDa;kilodalton, Sa;
sardalya, Al; alabalik)

Figure 1. Distribution of electrophoretic protein

profile of rainbow trout and sardine
thawed with different methods based on
molecular weights (MW; molecular
weight, kDa; kilo Dalton, Sa; sardine,
Al trout).

Bu calismada, di-sulfit baglar1 indirgeyen

B-marcaptoethanol ile reaksiyona sokulan Or-
neklerin SDS-PAGE analizi ile 6zellikle pro-
teinlerde di-sulfit ve non-disulfit kovalent
baglarla meydana gelen protein-protein
interaksiyonu saptanmaya caligilmistir (Sekil
1). Buna gore, alabalik ve sardalyanin kas
proteinlerinde farkli ¢6ziindiirme metotlarinin
dikkate deger bir degisim meydana getirmedigi
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tespit edilmistir. Sadece akan su altinda ve oda
sicakligindaki bantlarin yogunlugunda taze ve
mikrodalgaya gore ¢ok zayif bir azalma go-
riilmektedir. Taze balikla tiim ¢oziindiirme
islemleri karsilastirildiginda dikkate deger bir
degisimin olmamasi, ¢oziindiirme isleminin
balik proteinleri iizerine ¢ok biiyiikk bir degi-
sime neden olmadigini gdstermektedir. Bant-
larda goriilen azalma ise baliklarda belirli mo-
lekiil agirligina sahip proteinlerin non-disiilfit
kovalent baglarla denatiire oldugunu goster-
mektedir. Proteinlerin sadece disiilfit baglarla
degil non-disiilfit kovalent baglarla baglanarak
da yiiksek molekiiler agirlikli polymerler
olusturduklarin1 ve ¢okelerek proteinlerin
denatiirasyonuna yol agtiklart da soylenebilir
(Ragnarsson ve Regenstein, 1989). Ayrica,
dondurarak depolama sirasinda meydana gelen
protein denatiirasyonunun protein ¢oziiniirli-
giinii azaltigt ve bunun nedeninin disiilfit
baglar ve protein molekiilleri arasindaki iyonik
interaksiyonlar oldugu kadar intermolekiiler
hidrojen veya hidrofobik baglarla da olusabile-
cegi  Dbelirtilmektedir (Matsumoto  1980;
Akahane 1982; Badii ve Howell 2002). Jiang
ve ark. (1987), dondurarak depolama esnasinda
protein molekiillerinin —C=0 ve —N-H grupla-
riyla olan hidrofilik interaksiyonlarinin prote-
inlerin denatiirasyonuna ve ¢okelmesine neden
olabilecegini ve bununda protein ¢oziiniirli-
glinli ve Ca-ATPase aktivitesini azaltabilece-
gini belirtmektedirler. Bunun yaninda, prote-
inlerin fonksiyonel gruplarinin ¢ok doymamis
yag asitlerinin oksidasyon firiinleriyle olan
reaksiyonlarindan da ¢okelme ve karsi-bag-
lanma olabilecegi belirtilmektedir (Saeed ve
Howell, 2002). Bu c¢alismada, SDS-PAGE
analizi sonucunda protein ¢oziniirliiglindeki
azalmanin distlfit kovalent baglar sonucu
olusmadigi, ancak diger non-disiilfit kovalent
bagla ve/veya diger baglar ve interaksiyonlarla
olustugu soylenebilir.

Sonuc¢

Farkli ¢oziindiirme islemleri, protein ¢ozii-
nirligiinde 6nemli bir azalmaya neden ol-
mugtur. Fakat bu azalmanin baliin tiiriine ve
¢Oziindiirme iglemine bagli olarak degistigi
bulunmustur. SDS-PAGE analizi, di-sulfide
kovalent baglarla herhangi bir denatiirasyonun
olmadigini gostermistir. Bu c¢alisma sonu-
cunda elde edilen verilere gore, protein ¢ozii-
niirliigiindeki azalmanin ancak non-distilfit
kovalent baglarla veya proteinlerin diger bile-
siklerle olan interaksiyonuyla olusabilecegi
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sOylenebilir. Ancak, farkli ¢oziindiirme sekille-
rinin sebep olugu denatiirasyonun tam olarak
tespiti i¢in daha ayrintili ¢caligmalara gereksi-
nim vardir.
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