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OZET

PALAMUT ( Sarda sarda LAKERDASININ OLGUNLA SMASI SURESINCE
SERBEST AMINO ASIT VE BIiYOJEN AM iN OLUSUMUNUN URUN
KAL iITESINE ETKILERI

Hasan Basri ORMANCI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisu
Su Uriinleri Anabilim Dali Doktora Tezi
Dansman: Prof. Dr. Fatma ARIK COLAKGLU
27/06/2013, 120

Bu calsmada, palamut lakerdasi uretiminde olggmia sirasinda meydana gelen
amino asit dgisimi ve biyojen amin olgumunun tespiti hedeflengiyani sira sarimsak
ekstrakti ilavesinin drin kalitesine etkileri ineemistir.

Bu amagla kuru tuzlama yontemi ile muamele edibere tpalamut baliklari, +4°C,
15°C ve 20°C olmak uzere 3 farkli sicaklikta olggntilmistir. Olgunlgma sirasinda
biyojen amin olgumunun inhibisyonu icin; her gruba sarimsak ekstriddwve edilmitir.
Lakerda drunlerin karakteristik 6zellikleri ise disal, mikrobiyolojik ve kimyasal
analizlerle belirlennsiir.

Uriinlerin olgunlama sureci, +4°C’'de 22 giin, 15°C'de 17 giin ve 20&dgk 15
gunde tamamlanmi duyusal ve fiziksel analizlerle lakerdanin tipikz aromasina sahip,
mat pembe renkli sulu et dokusunda Urunler gldtespit edilmgtir. Besinsel agidan ise
+4°C’de olgunlaan sarimsaksiz lakerdanin %52,22 su, %14,64 hateipré017,39 ham
yag ve %15,14 oraninda ham kul icefidbelirlenmgtir. Calismanin sonucunda, farkh
sicaklik uygulamalarinin lakerdada amino asitswhounu hizlandirgg ve biyojen amin
dretimini etkiledgi, kullanilan sarimsak ekstraktinin ise Urinde d&syonu ve biyojen
amin olgumunu baskilagh tespit edilmgtir. Calismada ayrica biyojen amin Uretiminden
sorumlu, toplam 46 bakteri izole edilgtii. izole edilen bu amin pozitif bakteri
izolatlarininin; histidinde; karboksilaz yetenekdén olmadgi, ancak putresin ve
kadaverin olgturabildikleri saptannstir.

Anahtar sozcukler: Sarda sardalakerda, Sarimsak Estrakti, Kalite Ozellikleri, Ami

Asit, Biyojen Amin
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ABSTRACT

EFFECTS OF FREE AMINO ACID AND BIOGENIC AMINE FORMA TION ON
PRODUCT QUALITY OF BONITO LAKERDA DURING RIPENING

Hasan Basri ORMANCI
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Doctoral Dissertation in Fisheries Science
Advisor: Prof. Dr. Fatma ARIK COLAKGLU
27/06/2013, 120

In this study, changes in amino acid concentraéind biogenic amine formation of
bonito lakerda were determined during productionaddition, the effects of garlic extract
supplement on the product quality were inverstigate

For this purpose, fresh bonitos handled with digreamethod were ripened at three
different temperatures of +4°C, 15°C, and 20°C.iDmthe ripening period, garlic extracts
were added to all groups in order to inhibit bidgeamin formation. The characteristics of
the lakerda product were determined via sensorgrabiological and chemical analysis.

Ripening periods were determined as 22, 17, andays at +4°C, 15°C and 20°C,
respectively. Sensory and physical analysis inddahat lakerda products had typically a
salty taste, dull pinkish color and juicy textuhe.terms of nutritional properties, results
showed that lakerda samples that were processédgaitic at +4°C contained 52.22%
water, 14.64% protein, 17.39% lipid, and 15.14%. &ifferent temperature applications
accelerated the amino acid formation and affectedjdmic amine production, while
supplementation with garlic extract prevented lippdidation and biogenic amine
formation. A total of 46 bacterial strains respaisifor biogenic amine formation was
isolated from lakerda products. Isolated strainsewmt able to decarboxylate histidine to
histamine, but were able to form putresin and cadag.

Keywords: Sarda sarda Lakerda, Garlic Extract, Quality Characteristiésnino Acid,
Biogenic Amine
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BOLUM 1 - GIRIS Hasan Basri ORMANCI

BOLUM 1
GIRIS

Su Urdnleri, t¢ tarafi denizlerle cevrili olan Utkizde ekonomiye kigimsenemez
boyutlarda katki vermektedir. Ozellikle siri gliran; hamsi, sardalya ve palamut gibi
baliklar, yilin belli dénemlerinde yakalanmakta titketime sunulmaktadir. Ancak, av
mevsimi dahilinde, ggunlugu sonbahar-lgi doneminde olduk¢ca bluyuk miktarlarda
yakalanan bu baliklarin hepsinin taze olarak tliketsi mimkin olmamaktadir. Bu
nedenle, baga farkli aroma ve lezzet kazandirilarak her doneiildgilmesini salamak
icin isleme teknolojilerinden faydalaniimasi gerekmektediitekim dinya genelinde
yogun miktarda balik Uretimi yapan ulkelersleme teknolojilerinden buytk olctde
faydalanmaktadirlar. Bununla beraber gunimuztemie tekniklerinin kullanimi, balik
etinin dayaniklilginin sglanmasi amacinin da o6tesinde, dengeli v#ilda beslenmeyi
destekler sekilde, baliklarin farkl lezzet ve aromaya sahifdugu yeni drtnlerin
gelistiriimesi yolunda kullaniimakta ve uygulanmaktadfiolay uygulanabilirlik ve ucuz
maliyet yonindensleme teknolojileri arasinda en yaygin teknolojgl&madir.

Tarihi MO 3000 yilina dayanan tuzlama teknoloji iiriinler, dinya genelinde
islenmis su drdnlerinin %10 ununu clwrmaktadir. Tuzlanmgi balik Gretiminin blyuk
cogunlugu, Almanya, Hollanda, Norveg, Ingiltere, iskogya ve Rusya da
gerceklatiriimekte, bu uUlkelerde en c¢ok ringa tirt baliktatuzlamasi yapilmaktadir.
Ulkemizde bu teknolojinin en gerli Griin tipi ise lakerdadir.

Lakerda, tuzlu salamurada palamut galn olgunlatiriimasi ile elde edilen ve
genellikle y& icerisinde paketlenerek tiketime sunulan bir GilindHammadde olarak
torik, palamut ve uskumru gibi §h ve kirmizi ete sahip baliklarin kullaniggibu trin,
oldukca lezzetli ve deerlidir. Bununla beraber sadece kiyi bolgelerimizgtetilerek,
tuketilen ve ekonomik deri yiksek olmasina gaen, ticari olarak kicuk aile
isletmelerinde Uretimi yapilan bu UGrinin, Uretim pay! artirilarak tlke geneline
tanitilmasi gerekmektedir. Bu gimlerden once ise lakerda drtn ile ilgili standart
Ozelliklerin belirlenmesi Uretim formulasyonlari vgani sira varsa tuketimde risk
olusturabilecek unsurlarin incelenerek kamuoyuna duyuasi gerekmektedir.

Lakerda Grin dretiminde kullanilan palamut galUskumrugiller familyasina ait
biyojen amin riski taayan baliklardir. Gidalarda biyojen amin var]ietteki serbest amino
asit icergi ve mikrobiyal yapi ile bgantili olusmakta, uygun cevresel &dlarin
varhginda kolaylikla sekillenebilmektedir (Ozgul, 2001) .Dger fermente gidalarda
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oldugu gibi, tuzlanmg balik etinde de proteolitik parcalanma sonucu jeiyoamin
bilesikleri meydana gelebilmektedir (Eitenmiller ve Daga, 1984). Normakartlarda
insan ve hayvanlarin biyolojik fonksiyonlarinda drlierole sahip olan biyojen aminlerin,
gidalarla fazla miktarda alindiklarindasbagrilari, hipotansiyon veya hipertansiyon ile
cesitli alerjik reaksiyonlar gibi toksik etkiler gogtbildikleri bilinmektedir. Bu nedenle
biyojen aminlerin her gida tipinde hangartlarda olgtugu, amino asit désimleri ve
biyojen amin olgumunun 6nlenmesi ile ilgili bilgilere ihtiyac duyabktadir. Bu durum,
hem gida guvergi ve halk sghg,, hem de gida kalitesi acgisindan biyik 6nem
tasimaktadir.

Bu balamda yapilan bu ¢gmada oncelikle palamut bgindan tuzla olgunkmasi
sonucu lakerda Uretimi yapilarak Grtine ait karagtiér 6zellikler belirlenmg, daha sonra
farkll sicaklik uygulamalari (4, 15, 20°C) ve sasak ekstraktl kullanilarak yapilan
uretimlerde biyojenik amin okuwm dizeyi tespit edilmeye cglmistir. Ayrica, biyojen
amin olgumuna katki veren mikroorganizmalar da belirlenebeklarin biyojen amin

olusturma kapasiteleri agariimistir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALI SMALAR

2.1. Su Uriinleri Etlerinin Yapisi

Omurgali canlilarda; iskelet, kalp ve diz olmak réze3 dgisik tip kas
bulunmaktadir. Baliklarda kas dokusu, sicakkanyvhalara gore oldukca farkli olup daha
homojen daihm gostermektedir (Bone, 1978). Balik kasi, calyida siki paketlenmi
miyomer ya da miyotom adi verilen kisimlardansolaktadir. Miyomerler, omur sayisi
kadar olup, ba doku yapisinda olan miyoseptaler (miyokommatagftadan birbirinden
ayrilirlar (Bremner ve Hallett, 1985) ve bu kisimpgsirme sirasinda ¢oztlen kisimlardir.

Baligin kasi, doku tipine gore acik renkli kas ve koguakli kas olmak tzere ikiye
ayrilir. Mezgit ve morina gibi acik renkli kasa galbaliklarda beyaz kas dokusu buttn
vicutta bulunurken, kirmizi kas dokusu sadece yeaizgl boyunca deri altinda bulunur.
Kirmizi kas dokusu, beyaz kas dokusundan dahaaeiprbarindirmaktadir. Bunun yani
sira ringa ve uskumru gibi baliklarda daha buyidntarda koyu renkli kas bulunmakta, bu
kas demetleri yuksek konsantrasyondg, yayoglobin, y&in icerdgi vitaminleri ve kilcal
damarlari barindirmaktadir. Kirmizi kas hucreleginrdmyasal olaylar aerob, beyaz kas
hiicrelerinde ise anaerob olarak gercgkldBu nedenle beyaz kaslar daha cabuk yorulur.
Bu iki kasin baliklardaki miktari tirlere goregigklik gostermektedir (Dunajski, 1980).

Baligin tiketilen kismini olgturan kas dokusu, buyuk oranda su, protein ilaga
meydana gelmektedir. Bunlarin yaninda balik etineral madde, vitaminler ve protein
yapida olmayan azotlu bgli&leri de icermektedir (Antonocopoulus, 1973; Tidsn1994).
Besin kompozisyonunu dfturan bilgenlerin miktari; bahk tard, ayni tarin farkl
bireyleri, balik viicudunun farkli kisimlari, beshee, tireme, blyime, yae cevreye b3
olarak dgisiklik gosterebilmektedir (Tulsner, 1994). Bunlagani sira balik kasinin yapisi
olumden sonra meydana gelerngidiklikler ve ete uygulanansleme teknolojilerine gore

de yenidengekillenmektedir (Konagaya, 1990).

2.1.1.Su

Balik etinin ana bilgeni olan su; beyaz etli baliklarda vucuirdginin %80’ini
olusturmakta, yal baliklarin etlerinde ise yald& %60-70 oraninda bulunmaktadir. Ette
su orani arttikca yaorani dgmekte, bundan dolayr da ton, somon, uskumru ve Yaédg|
gibi yag orani yuksek baliklarda su oraninigidki bulunmaktadir (Cizelge 1). Kalkan, pisi
ve mezgit gibi yg orani dguk baliklarda ise, su oraninin yiksek @duwildiriimektedir
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(Tdlsner, 1994). Bununla birlikte her balik tirindeeme mevsiminde balik etinde su
icerigi artmakta buna kanik protein igcergi ise azalmaktadir (Lauritzsen, 2004). Bdylece
ornezin morina balginda kastaki su icefinin belirlenmesi ile bayin hangi evrede oldiw
tahmin edilebilmektedir.

Balik etinde su 3ekilde bulunur;

1) Bagh Su (Konjuge): Genellikle protein ve gamolekullerin bgh olup, bu
molekdlleri kolloid taneddi halinde yuzdiren sudur. Isitiflizaman eti terk etmesi zordur
(Hamm, 1986).

2) Tutuklu Su (Kapilar Su): Genellikle gbzeneklergasusmus halde bulunan ve
icinde ¢aitli maddelerin ¢ozuldgl serbest sudur (Varlik ve ark., 2004).

3) Aktif Su: Serbest su olarak da nitelendirilendauisitildgl zaman eti kolayca terk
eder. Dondurma teknolojisinde ilk 6énce donan sudiazi baliklarda aktif su; balk

vilcudundaki mevcut suyun % 98’ini gturur (Tilsner, 1994).

2.1.2. Protein

Balik eti, dger etlere benzer olarak yapisinda %14—-20 oraninaaip bulunduran
besinlerdir (Opstvedt, 1988).

Ette bulunan proteinler yapilarina gore ¢ grub@iggr.

A) Stroma ProteinlerBag doku proteini olarak da adlandirilir. Deri, iskeleemik,
kikirdak, pul gibi destek yapilarini glurur. Toplam proteinin %3-5‘ini okiurur. Su
artnleri etleri bg doku proteinini kara hayvanlari etlerine nazaranal az miktarda
iceririler. Kara hayvanlari etleri yaldk %15 oraninda l@adokusu proteini ihtiva ederken,
baliklar icin bu oran sadece %3-5 civarindadir.ebuel tuz solisyonunda ¢éziinmeyeg ba
doku proteinleri yaklgk %18 oraninda azot icermektedirler. Sindirimi zeya ¢ok dguk
olan bu tip proteinin beslenme acisindan dgededisiktir. Bg doku proteini esas
itibariyle %90 oraninda kollajenden etnaktadir. Ozellikle uskumru gibi baliklarda kas
dokusunda %0,4-0,6 oraninda bulunmaktadir. Ettetdiagen icergi etin sertlgini
belirlemekte ve balik boyutu bliytdtkce miktar saaktadir (TUlsner, 1994).

B) Miyofibril Protein. Toplam proteinin %70-80‘i miyofibril proteindirAktin ve
miyosinden olgur. Aktin; miyofibril proteinin %20’sini olgturur ve ince filamentlerde
bulunur (O’Brien ve Dickens, 1983). Miyosin ise;likaflamentlerde bulunur ve toplam
miyofibril proteinin %50-60’1nI olgturur (Chaijan ve ark., 2008). Kas dokuda jel foamd

bulunurlar suda ¢ézinmeyen ancak tuzlu solisyoalgfiziinebilen proteinlerdir. Balik
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etinin 1sitilmasi, sgutulmasi ve tuz soliisyonuna maruz birakilmasiktsnarze miyosin jel
olusumunu sglar (Suzuki, 1981).

C) Sarkoplazmik ProteinToplam proteinin %15-25‘ini okturan bu protein kas
icinde ¢ozinmiihalde bulunmaktadir. Cok gt enzimlerin yapisini olgturan bu protein
kaslara renk verici madde olan miyoglobini de iatieder. Yapisinda cok g
fraksiyonlar bulundurabilgi gibi tek tipte de olabilen sarkoplazmik proteeigktroforez
ile ayrstirilabilir. Dolayisiyla organizmalarin elektrofarde tanimlanmalarinda bu protein
etkilidir. Genellikle pelajik ve semipelajik balkida yilksek oranda bulunur (Okada,

1992). Ds etkilerle kolay denatlre olabilen protein 1sitroawscu ¢okelek okturur.

Cizelge 1. Balik turlerine gore besin kompozisyon{) (Tulsner, 1994)

Balik Turu Su Protein Yag
GoOkkusag! Alabaligl (Oncorhynchus mykiys 67-78 17,7-21,9 2,7-10,6
Sazan Cyprinus carpi 78-80 17,5-18,9 2,0-2,2
Yilan Baligi (Anguilla anguillg 60-71 14,4  8,0-31,0
Somon Galmo salay 67-77 215 0,3-14,0
Sardalya $ardina pilchardups 60-80 17,0-20, 2,0-18,0
Uskumru Scomber scombriys 60-74 16-20 1,0-23,5
Ringa Clupea harengus 60-80 16,0-19,0 0,4-22,0
Ton Balgl (Thunnus thynnys 71 25,2 1-4
Vatoz Raja clavata 77-82  18,2-24,2 0,1-1,6
Kdpek Balgl (Mustelus musteljs 75 19,6 3,9-5,6

Peptidler ve serbest amino asitler:

Proteinlerin yikimi veya yapimi sirasinda 6negnyn bilesikler; peptidler ve amino
asitlerdir. Baliklarda bu bikgkler, kompozisyon ve miktar acisindan familyalara
beslenme gadine gore farkhliklar gostermektedirler (Barret§89)

Balik eti proteinleri yapisinda esansiyel amindasit tamamini icermektedir.
Vicutta bircok dnemlisieve sahip olan esansiyel aminoasitler (I6sin,agml, lizin, valin,
metiyonin, fenilalanin, tironin, triptofan) vicutt@entezlenemediklerinden sdridan
alinmak zorundadir. Bu nedenle binyesinde esensiyamho asitlerin tamamini yeterli
miktarda iceren balik eti kaliteli protein kaynaolarak tanimlanmaktadir (Martinez-

Valverde ve ark., 2000). Serbest amino asitleriktani balik etinde oldukca azdir, taze
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balikta %1 civarinda serbest amino asit bulunmaktaBu deer enzimatik yikim,
mikrobiyal bozulma veya tuzlama, marinat ve kurutmidi isleme teknolojileri ile
yukselmektedir.

Amino asitler karakteristik aroma glumunda 6énemli rol oynarlar (Barrett, 1989).
Serbest amino asitler de sinerjistik etki ile bu t@usumunun gucli birsekilde
gerceklemesine katki vermektedirler (Cizelge 2). Serbestinamasitler ve kuguk
molekulli peptidler, tathdan aclya kadasitetatlardan sorumlu olabilmektedirler. L- ve
D- yapisina gore amino asitler, oldukca bariz t@tklfliklari olusturabilmektedirler.

Ornesin L-aminoasitler zayif aci tadi, D-form aminoasitise tatli tadi vermektedirler.

Cizelge 2. Aroma okumda rol oynayan bazi amino asitler

Amino asit Uriin

Sulfar icerikliler

Sistin (C-C) Et, Kanatli

Metiyonin (MET) Patates

Notral

Losin (LEV) Kakao ve cikolata aromasi ve Findik

Valin (VAL) Kakao ve cikolata aromasi

Fenilalanin (PHE), Glutamik Asit _

GLU) Kakao ve cikolata aromasi, Findik, Et, Kanatli

Temel

Prolin (PRO) Krema, Tereygl, Ekmek, hamursleri

Arjinin (ARG) Ekmek, hamursleri

Histidin (HIS) Ekmek, hamursieri

Aromatik

Fenilanin (PHE) Kakao ve cikolata aromasi, bal
2.1.3. Lipid

Fosfolipidler ve trigliseridler olmak tzere iki agauptan olgan yalar, balik etinde
%0,1-25 arasinda geiklik gostermektedir (Love, 1970). Memelilerin aksi baliklarda
yaglar kas ve karagerde depo edilmekte, gidimlarn yssam sekliyle ilintili olarak
sekillenmektedir.

Baliklar, bulundurduklari yamiktarina gére genel olarak 3 gruba ayrilir;
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1- Yagsiz Baliklar: Yapilarinda %0-1,5 oranindagyaulundurmaktadir. Ornek
olarak; Dil, pisi, mezgit, sudak (Sikorski, 1990).

2- Orta Ygl Baliklar: Yapilarinda %1,5-10 oranindagybulunmaktadir. Ornek
olarak; Alabalik, sardalya, sazan (Sikorski, 1990).

3- Yagh Baliklar: Yapilarinda %10 ve uzeri oranindagyaulunduran baliklardir.
Yilan balgl, uskumru bu gruba drnek olarak verilebilmekt¢@ickman, 1995).

Baliklar arasinda bir genelleme yapilacak olursali tylizebilen baliklar y&ari
genelde kas dokusunda; dip bolgelerde yawdizen baliklar ise Kkargggrde
depolamaktadir (Ackman, 1990). Ureme mevsimindeadiger ve kaslarda bulunan glar
gonadlarin olgunkabilmesi i¢in gonadlara ¢air ve yumurtlama ile yamiktarinda hizli
bir dists goraltr (Pérez-Villarreal ve Pozo, 1990).

Balik yaglari neredeyse tamamen trigliseritlerdensolaktadir. Fosfolipitler, mum
ve steroidler (kolesterol) olduk¢a az oranlarda @40 bulunmaktadir. Fosfolipitler daha
cok lesitin ve sefalinden gymaktadir. Fosfolipitin yaicindeki orani yg miktar ditikce
artmaktadir. Orngn morinalarda (yakkk %1) %50-70 oraninda, caca-tirside ise
(yaklasik %15) %10-20 oraninda bulunmaktadirlar.

Gliserin, fosfolipit ve mumlar y& asitlerinin esterleridir. Bunlarin gdaki miktari
yagin karakteristik ozelliklerini belirlemektedir. Bwester bilgikleri kolay hidrolize
olmaktadirlar.

Baliketinde y4 asitleri sayilarla karakterize edilmektedierigini temel olarak uzun
zincirli ¢coklu doymamy yag asitleri (PUFA) olgturur. Su trtnleri ygari, genel itibariyle
%20 doymy yag asitleri, %80 oraninda ise doymanyeg asitlerinden olgurlar. Bunun
orani c¢evrenin sicaldina baglh olarak deisebilmektedir. Y& asitlerin kompozisyonu
biyolojik faktorlere bl olarak olymaktadir. Balgin beslenmesekli bunlardan en
onemlisidir. Dgeri ise balgin yssadigl cevrenin sicak@dir. Suyun sicak@ ne kadar
yuksekse doymuyag asitlerinin orani da yiksek olmaktadir (Tulsn&94). Doymy yag
asitlerinden bglicalari; palmitik asit, miristik asit, stearik &8. Doymams yag asitleri ise
kendi icinde tekli doymami(MUFA) ve coklu doymamgiyag asitleri (PUFA) olmak Uzere
ikiye ayrilir. Tekli doymany yag asitleri icerisinde en bilineni oleik asit iken ko
doymamsg yag asitlerine argidonik, linoleik, linolenik, eikosapentoneik (EPAye
dokosahekzanoik (DHA) asitler 6rnek olarak verilebiCoklu doymamy yag asitleri
omega-3 ve omega-6 gasitleri olmak Gzere iki gruba ayrilmaktadir. (Bstrom, 1965;
Varlik ve ark., 2004).
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Kas dokusu icindeki yan bulunmasekli, balgin dokusal 6zellikleri ile birebir
olarak iligkilidir. Kas i¢cindeki y& miktarinin, etin gevrekdi ve yumyakligina olumlu etki
yaptgi bildirilmektedir (Ludorf ve Meyer, 1973; Kinse|la988)

2.2. Tuzlama Teknolojisi

Tuzlama teknolojisi bilinen en eskgleme yontemlerdendir. Geleneksel olarak
Kuzey ve D@u Denizi Ulkelerinde uygulanan bu teknolojide gékle ringa tird
baliklarin tuzlamasi yapilmakla birlikte stri glwan dger kicuk baliklar da bu
teknolojide ygun olarak kullaniimaktadir. Dunyadalanmis su drtnlerinin %10’unu
tuzlanmg balik oluturmaktadir.

Tanim olarak tuzlanmibalik; “taze, donmy balik ve balik parcalarinin tuzlama
islemiyle tamamiyla ya da kismen dayanikli hale detasi ile hazirlanan Grinler” olarak
bilinmektedir. Kullanilan tuz miktari ve Urine ghaolarak; hafif, orta ve sert tuzlama
seklinde Uce ayrilmaktadir (Tulsner, 1994). AromadiikKinlerin yapiimasinda, salamura
icerisine baharat vgeker de ilave edilebilmektedir. Tuzlanyiriinlerin raf 6mri; tuz, ya
ve nem miktarina ki olarak, genellikle bir yildan daha uzun sirmelkte

Tuzlanmg drtndn dayanikhfii, tuzun antimikrobiyal 6zeli sayesinde mumkin
olmaktadir. Tuz Urln icerisinde ozmotik basinci sglkerek, ortamda bulunan oksijenin
cozunurlighnt  ve bakteriyel proteolitik enzimlerin aktivitasi sinirlamakta ve
mikroorganizmalar Uzerinde bakterisit ve/veya ba&statik etki yaparak dayanikigi
salamaktadir.

Tuzlanmg Urinde lezzet ve aroma kazanimi da yine tuz sagyeslmakta, tuz ete
gevrek bir yapi kazandirmaktadir. Ayni zamandagintgrin yapisinda kismen de olsa
helikslerin acilmasina ve proteinlerin daha fazlgusbalamasina neden olarak etin su
tutma kapasitesini ve proteinlerin ¢ézunurlUklerantirarak, lezzet bifenlerinin ortaya
cikmasina neden olmaktadir (Varlik ve ark., 2004jly@wuz ve Unliisayin, 2008).
Tuzlanmg balik Grinl, neredeyse tim baliklardan yapilabieetercinen ygi veya orta
yagli, buyik miktarlarda avlanan baliklar materyal rala kullaniimaktadir. Genellikle
dinyada Ringa, Sardalya ve Somon gatlan (Tulsner, 1994), Ulkemizde ise hamsi,
cinekop, istavrit, uskumru, palamut, torik, sar@dalgimi, caca, grez, inci kefali gibi
baliklardan yapilmaktadir (Yapar, 1989; Lulleci 919 Turan ve Erkoyuncu, 199%ikl,
2000; Kilinggceker ve Kugukoner, 2003; Patir ve ,a2R06).

Tuzlama yontemi; kuru tuzlamaKench curing) kuru-salamura tuzlaméPickle

salting) salamura tuzlama ve kgl tuzlama olmak Uzere dort gruba ayrilmaktadir.

8
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Bunlarin yani sira ¢abuk tuzlama denilen ve kuffanpek yaygin olmayan, vakumla ve
enjektorle tuzlama yontemleri de bulunmaktadir.

Kuru Tuzlama (Kench curing) daha cok ygsiz ve orta ygi baliklarda uygulanan, bir
kat balik bir kat tuz konmasiyla yapilan tuzlama#wru tuzlama adi altinda, sert (%25-
35), orta (%15-20) ve hafif (%4-13) tuzlameklinde t¢ dgisik oranda tuzlama yapilir
(Lauritzsen, 2004).

Kuru-Salamura Tuzlama (Pickle salting; bu yontemde kuru tuzun ete girmesi ile ¢ikan
doku suyu drene edilmez ve bdylece balik tuz satasucerisinde olgungar (Lauritzsen,
2004; Oliveira ve ark., 2012).

Salamura Tuzlama (Brine salting); uskumru palamut gibi ¥ baliklara uygulanan bu
yontemde ise balikk hazir yapim bir salamuraya daldi Et bglangicta sollisyona
daldinldginda, ds kas daha yiksek konsantrasyondaki tuza maruz kédnve sollisyon
ile et arasindaki tuz dengesi daha uzun siredesiJesmektedir. Salamura, icerisindeki
tuz miktarina gore, hafif salamura (<%16 tuz), c@gamura (%17-20), kuvvetli salamura
(%20-25) olarak ayrilmaktadir. Bu yontemde balilsia kaybi daha az ol@u icin
geleneksel kuru tuzlama yontemlerine gére dahaekiksirlik verimi sglanabilmektedir
(Lauritzsen, 2004).

Karisik tuzlama: Hem kuru hem salamura yontemlerinin birlikte kulldrgi bir
yontemdir. Baliklar 6énce tek tek tuza bulanir ve figilara liiziSonra Uzerine salamura
eklenir. Bu yontemle salamuranin tuz konsantrasganuseyrelmesi o6nlengiolur
(Tdlsner, 1994; Hall, 1997).

Enjeksiyon tuzlamagtomatik gnelerle enjeksiyon yontemi ile tuzlama son on yilda
tuz giris hizini artirmak ve ette homojen bir tuz konsaywas d&ilimini salamak
amaciyla yaygin olarak kullaniimaktadir (Lauritzs2@04; Oliveira ve ark., 2012). Vakum
tuzlama ise balik eti yapisina gére daha gtzerawlh sebze ve meyve gibi gidalarda
uygulanmaktadir. Gozenekli gidalar vakumlusldtarda ozmotik bir sivinin icerisine
yerlestirildi ginde hidrodinamik bir mekanizma glur ve tuzlama bdyle gercekteilir
(Fito ve Pastor, 1994).

Tuzlama g¢leminin iki amaci; korumak ve olguntamaktir. Tuzlamada, tuz
molekulleri salamuradan baliketine gggtisirada, balik etinden de salamuraya bazi
bilesikler gegmektedir. Zamanla salamuranin tuz konsagtmu dger, bu arada su orani
da diger. Yuzeyde olgan fazla kan ve protein maddelerindensalutabaka ise baliktan
salamuraya gecen bgiglerin birikimi ile meydana gelir. Bu tabaka Uringoma

kazandirir. Tuzlamada Uranin olgwme sureci, bapin sekline, balik ytzeyinin

9
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Ozelligine ve kimyasal yapisina, tuzun konsantrasyonuna swaklgina, tuzlama
yontemine, tuzun saflik durumunagheolarak degisim gostermektedir.

Tuz balk kasina girdikce, balik etinde renk gidenleri olur. Olgunlama
basladiginda ise renk sari-saman rengingmodonigmeye balar ve et katilair. Tuzlu
baligin kalitesi d¢ goriin, koku ve tadi ile 6lcilmektedir. Balik sari renklmali, yas
kokmamali, karin kismi yumgak olmamalidir. Tuzlanmibalik teknolojisinde tuzlama
islemi tamamlandiktan sonra elde edilen ara Urumategaitli i slemlerden gecirilerek son
arin halinde dgerlendirilir. Ana salamurada bitin veya parcalgnimalde bulunan
baliklar, kiicik paketlere alinarak gyacesitli iceriklere sahip soslar ve sebze katkilariyla
tuketime hazir Grin haline getirilir (Ttlsner, 1994

Tuzlanmsg Urlnlerde hamsi, sardalya palamut gibi baliklardagiiez, balik ezmesi
ve lakerda gibi Urtnler Uretilebilgii gibi tuzlanmg su Grtnleri icerisinde tuzlanghavyar,
tuzlanmg deniz anasi ve tuzlangneniz kestanesi gibi Grtinlerde bulunmaktadir (Karé
ark., 2004). Bunlardan lakerda esasen torikten lgapi ginimizde tgtin az
bulunmasindan dolayr palamutun takeeklinde dilimlenerek kuru ya da salamura
tuzlanmasi ile elde edilen bir Urtindir. Ulkemizde Yunanistan’da gaunlukla evsel
olarak Uretiimekte ve salamura ya da aygicgagl icerisinde muhafaza edilerek
saklanmaktadir. Lakerda, ucuk pembe renge, kendisekokuya ve cok hafif sertlikte
dokuya sahip bir Griin olarak tanimlanmaktadir (\ark ark., 2004; Kése, 2008).

Tuzlanmsg balgin raf 6mri genelde, tuz, gave su miktarina, $mk depolama ve
isleme kaullarina bgh olarak degismektedir. Raf dmri sonlanana kadar, trinde bazi
kimyasal ve mikrobiyolojik dgisimlerle kalite kaybi gercekjenektedir. Ancak tuzlanmi
balik etinde olgunkma sirasinda meydana gelen proteolitik parcalanonaicsi biyojen

aminler olgabilmektedir (Eitenmiller ve Desouza, 1984).

2.2.1. Tuzlama teknolojisinin tarihgesi

Baliklarin muhafazasinda tuzun kullanimi BronzZiga kadar uzanmaktadir. Bu
cagda Misir Uygarlginda “ukas” ismiyle anilan tuzlangibalik, ekmek ile birlikte
beslenmenin 6nemli bir parcasi olgtwr (Pedro ve Nunes, 2007). Demirgaoyunca ise,
Sicilya'danistanbul Bgazi'na uzanan Diqu Akdeniz bélgesinde “tarichos” ismiyle anilan
tuzlanmg balik ¢cok dnemli bir ticari Grindir. Eski Yunan Remalilarda mersin bgyla
hazirlanan kek “tursio”, baliktan yapilan bisigesucuk veya sosis “garum” ve mayalagmi
balik GrinU olan “alec” gibi tuzlangbalgin bircok ¢aidi yapiimstir. Bu Urlnler ygun

olarak kavanozeklindeki toprak kaplarda uretilgwe satilmgtir (Pedro ve Nunes, 2007).

10
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Orta Ca&da ise balik¢ilik kuzey Avrupa’'yag@amis ve burada ¢ok miktarda avlanan ringa
baliklarinin figilarda tuzlanmasi ile ilgili belgee rastlanmgtir. 13. Yulzyilda ise
Ingilizlerin tuzlanmg balig (ringa, mersin, bakalyaro vb.) askerlere ve gemiiettebatina
yemek olarak verdi bildiriimektedir (Tulsner, 1994). 15. yy. ‘da Kada'nin kéfi ile
birlikte tuzlanms ve kurutulmig Morina balgl endiistri halini alngive Fransizingiliz ve
Portekizli balik¢ilarin hazirlagh ¢ssitli tuzlanmis drtnler farkh isimlerle satilngtir.
(“bacalao”, “bacalhau”, “baccala” ve “morue”) (Pedve Nunes, 2007). Tuzlangnbalik
endustrisi 17. ve 18. yy’ da iyice yaygistais olup; dumanlamayla veeker ve baharat
kullanimi ile ilgili yagh ringa baliklarinin tuzlanmasinda bazi yenilik@taya c¢ikmgtir
(Pedro ve Nunes, 2007). 20 yy.‘da sanayi devrimai birlikte tuzlama icin makineler
gelistirilmi stir. Lakerda ise ilk defa 1326 yilindapanyol balikcilar tarafindan yapikni
olup ismi istenen anlamina gel&panyolca “la kerrida” kelimesinden gelmektedirk@r
ve ark., 2009). Ulkemizde ise Rum’lardan gelen Kiittiir oldusu balikcilar tarafindan
bildirilmektedir. Tuzlama yontemiyle hazirlanan ¢éa#la, tuzun koruyucu etkisi ile uygun

ambalaj ve depolama kallari sglandginda uzun sure dayandirilabilmektedir.

2.2.2. Tuzlanms dran biyokimyasi

Tuzlama teknolojisi balik etine, su aktivitesini gél’sini dgirerek olgunlgma ve
ayni zamanda koruma @ayan bir uygulamadir. Tuzla muamelede, iki olayydena
gelmektedir. Bunlar, balin icinden difiizyonla su ciki ve balga yine diftizyon ile tuz
girisi olaylaridir. Tuz girdgi andan itibaren pozitif yikli sodyum ve negatifkhiti klor
iyonlarina ayrilmakta, bu ters yukli iyonlar proferin basit sekillerini bozarak,
denatlrasyonu gercektemektedirler (Sikorski ve Ruiter, 1995).

Tuzlama sirasinda, etten su gikislemin baglamasi ile beraber biamaktadir.
Tuzlama yava gerceklgirse ballk daha fazla su kaybetmekte, tekstir eserttk lezzet
istenilen sekilde gelgtirlememektedir. Bunun yaninda etteki lipidler igah yogun
tuzlanmasi sirasinda, bir Olcide okside olarak Ioaktadirlar (Shewan, 1955).
Tuzlanmsg Grin Uretiminde sleme sirasinda kullanilan tuzleéme ekipmanlari ve/veya
kullanilan suda bulunan, iz haldeki demir, bakalskyum ve magnezyum iyonlari; hem
lipid oksidasyonunu hem de protein denatirasyonbralandirmaktadir. Tuzun iginde
bulunan elementler, protein ve@arin yani sira pigment maddelerini de etkilemekted
Ornezin yapilan bir cakmada, tuzlanngimorina baliklarinin yiizeyinde sari ve kahverengi
renk bozulmalar olabilmekte, bu durum tuzun, bakie demir icermesinden

kaynaklanmaktadir (Beatty ve Fougére, 1957). Soolagak tuzlama sirasinda etteki
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molekiler yapida meydana gelen bu etkilder, son Urinin duyusal 6zelliklerini
degistirerek negatif veya pozitif yondgekillenmesini sglamaktadir (Oliveira ve ark.,
2012).

Kuru tuzlama yontemi ile tuzlangbalikta genel olarak tuzun kalin taneli olmasi (2-
4 mm) gerekmektedirince taneli tuz, balik kas ici sivilarini hizli bekilde ¢ozdirerek
doku ylzeyinden suyun hizli bigekilde uzaklamasina neden olmakta, protein
denatlrasyonu ve koagulasyonunu hizli gergékdigginden istenmemektedir. Ayrica bu
durumda tuzun balik etinde daha ileriye nufuz etreagellenir ve Uriinde kalite kaybina
neden olan tuz yagu olusur (Hall, 1997).

Tuzlamada kullanilan saf sodyum Kklorur, genellidalik etini daha yunuak
yapmaktadir. Tuzun yapisinda bulunan kalsiyum vgmaayum (%1 kadar), tuzlangni
baligin hem rengine hem de tekstiriine etki etmekte;iykets tuzlari 6zellikle %0,3
konsantrasyonundan daha yuksek glchda, eti haddinden fazla siki ve sert yaparak
magnezyum icedi ile birlikte etin ekstra beyazjmasina katkida bulunmaktadirlar
(Wheaton ve Lawson, 1985). Ancak magnezyum tualargte aci bir tat kagg da
bildiriimektedir (Gillette, 1985; Arganosa ve Mati, 1989). Bu nedenle ga zaman
endustride etin uygun sepé gecirilmesinde, kalsiyum icerikli tuz konsantrashar
kullaniimaktadir (Beatty ve Fougere, 1957; Van Klian ve Legendre, 1965; Sikorski ve
Ruiter, 1995). Kalsiyum magnezyum icerikli tuzlaribozulmaya katkida bulunan
enzimatik reaksiyonlari inhibe etmeye yardimci akabozulmayi geciktirgi de ifade
edilmektedir (Wheaton ve Lawson, 1985). Genel #&latezun yapisindaki kalsiyum ve
magnezyumun oraninin  %0,3-%0,6 (a/a) arasinda olngesektgi bildiriimekte
(Lauritzsen, 2004; Oliveira ve ark., 2012), hesikin de tuzda bulunmasinin geleneksel
tuzlanmg baliklarda gicli kekremsi tat glumunu sgladigi bildiriimektedir (Borgstrom,
1968).

2.3. Biyojenik Aminler

Biyojenik aminler, amonyakta bulunan bir, iki veyia hidrojen atomunun alkil ve
aril gruplar ile yer dgistirmesi sonucu okan diguk molekdl g@irlikli bazik karakterli
toksik bilesiklerdir (ten Brink ve ark., 1990; Shalaby, 1996orHero Mendez ve Garrido
Fernandez, 1997; Arena ve Manca de Nadra, 2001)ilBgikler; insan, hayvan, bitki ve
mikroorganizmalarin normal metabolik aktiviteleorgicu Uretilmekte (Rice ve ark., 1976;

Shalaby, 1996; Yerlikaya ve Goia, 2002), aminoasitlerin dekarboksilasyonu veya
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aldehit ve ketonlarin aminasyonu ve transaminasysomucu olgmaktadirlar (Lapa-
Guimaraes ve Pickova, 2004; Silla Santos, 1996sdrasve ark., 2004)S¢kil 1).

mino asitler Amino asit dekarboksilaz Biyojenik aminler
" CH,CH,NH,
e = CH,— CH—COOH Histidin-dekarboksilaz . .
Histidin AL _ L S Histamin
A 2 N
H
+ §o° CH,CH,NH,
H,N—(IZ—H
Tirosin Tirosin-dekarboksilaz Tiramin
O B
OH CH,CH,NH,

. CH,—CH—COOH Triptofan-dekarboksilaz Q Triptamin
Triptofan 0 _—
N NH, N
H

N

Lisin-dekarboksilaz

Lisin ?HZ—CHZ—CHQ—CHE—CI;H—COOH _— HN A~ NH: Kadaverin
NH, NH,
CH,CH,NH,
Fenilalanin @—CH —CH—cooH Fenilalanin-dekarboksilaz Feniletilamin
]
NH,
. Arjinin-dekarboksilaz N. _NH, .
Arjinin H—N—CH,—CH,—CH.—CH—COOH ~ ——————> HNT TN Agmatin
(I)=NH NH, NH,
NH,
OgOH
o Ornitin-dekarboksil HN ;
Ornitin H—CII—C—C—C—NHZ 2rniin-dekamboreigz NN, Putresin
hllH H, H, H v,
" y
|_|2N/\/\N/\/\/NH2 -« HzN/\/\H/\/\/N\/\/NHa
H
Spermidin Spermin

Sekil 1. Biyojen aminlerin metabolik yolu (Ruiz-Célps ve Jiménez-Colmenero, 2010).

Biyojenik aminler kimyasal acidan alifatik, aronkatie heterosiklik (Eerola ve ark.,
1993; Maijala ve ark., 1993; Maijala ve ark., 199]a Santos, 1996; Kurt, 2006) yapida
siniflandiriidiklar gibi icerdikleri azot sayisigére monoamin, diamin ve poliamin olarak
da gruplandiriirlar (Til ve ark., 1997) (Cizelgg. Hormon, nikleik asit ve protein
sentezinin hemen hemen bitin basamaklarinda roadoklarindan dolayi; insan ve
hayvanlarda, hicre blUyume ve gatmasi gibi fizyolojik fonksiyonlarin yerine
getirilmesinde oldukgca o6nemli gorevleri bulunmakta@Maijala ve ark., 1993; Silla
Santos, 1996; Hornero Mendez ve Garrido Fernarid97).insan ve hayvan viicudunda
kritik bir cok fonksiyonun yerine getiriimesinde é@m tgiyan biyojenik aminler, gidalarla
yiiksek miktarlarda viicuda alindiklarinda ise toketki gosterebilmektedirler (Ozdestan,
2009).
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Cizelge 3. Biyojenik aminlerin siniflandiriimasi

Kimyasal Yapilarina Gore

Alifatik Aromatik Heterosiklik

Putresin Tiramin Histamin

Kadaverin B-feniletilamin Triptamin

Spermin

Spermidin

Icerdikleri Amin Grubuna Gore

Monoaminler Diaminler Poliaminler

B-feniletilamin Histamin Spermin
Putresin Spermidin
Kadaverin

2.3.1. Biyojen amin olgumun etkileyen faktorler

Biyojenik aminlerin bitki kokenli gidalarda, normajapida bulunan maddeler,
hayvansal kaynakli gidalarda ise genellikle Uretiimrecinde ve sonrasinda ya da fermente
dranlerde mikrobiyolojik faaliyetler sonucu meydamgelen Grtnler olduklari kabul
edilmektedir (Genccelep, 2006). Dolayisiyla ylkpestein ve amino asit icgine sahip
olan ve biyokimyasal aktiviteye imkan taniyan tundagarda, biyojen amin ogumu
gorulebilmektedir (Slomkowska ve Ambroziak, 2002ra8on ve ark., 1991; Kamari,
2007).
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isleme ve depolama sartlari

Hammadde < > Sgnlilaerweler
o Tuzlama

Balgin icerigi _ Fermentasyon

Serbest amino asitler Dumanlama

Protein icerigi Paketleme

pH vb. YUksek basing

Isinlama
Zaman/sicaklik vb.

Mikroorganizmalar

Enterobacteriaceae
Pseudomonadaceae
Vibrio

Photobacterium
Clostridium

Laktik asit bacterleri vhy

_Kalite
Indeksi

Sekil 2. Balik etinde biyojen amin alumuna etki eden faktorler (Ruiz-Capillas ve

Jiménez-Colmenero, 2010).

Aminoasitler, bakteriyel faaliyetler veya proteiditaktivite sonucunda proteinden
ayrilarak serbest forma gecebilirler (ten Brinkark., 1990). Bakteriler tarafindan Uretilen
dekarboksilaz enzimi aragil ile de aminoasitlerde bulunankarboksil grubu ayrilarak
amino asit dekarboksilasyonu meydana gelmekte, tbosonucunda ise biyojenik aminler
olusmaktadir (Shalaby, 1996). Bir gida maddesinde biyi& aminlerin olgabilmesi icin;
1) gidanin serbest amino asitleri icermesi 2) gmlaamino asit dekarboksilasyonunu
sgilayacak enzimlere sahip mikroorganizmalari barmdsi 3) dekarboksilasyon pozitif
mikroorganizmalarinin gekebilecgi ve dekarboksilaz enziminin aktif olabilegeortam
kosullarinin (sicaklik, tuz konsantrasyonu, pH vb.glaamsg olmasi gerekmektedir (ten
Brink ve ark., 1990; Silla Santos, 1996; Shalab§96€) Sekil 2). S6z konuswartlar
sgzlandiginda gidanin yapisinda bulunan histidin, tirosimptafan, lizin, fenilalanin,
arjinin, ve ornitin gibi amino asitler dekarboksij@n sonucunda sirasiyla histamin,
tiramin, triptamin, kadaverin, feniletilamin, agnmate putresine doinektedirler (Halasz

ve ark., 1994; Ruiz-Capillas ve Jiménez-Colmen20d0).
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Aminler gidalardaki enzimatik aktivite sonucu veymkterilerin dekarboksilaz
aktivitesi sonucu oktuklarina gore, enzimatik aktivitenin kontrol eddsi ve bakteriyel
uremenin engellenmesi, gidalardaki amin miktarkantrol edilmesinde etkili olmaktadir.
depolama siresi, pime sekilleri Gretimsartlari gibi uygulanansiemler; tiramin, putresin
ve kadaverin gibi amino asit konsantrasyonlarinineylerini belirleyen faktorlerdir (Silla
Santos, 1996; Nassar ve Emam, 2002).

2.3.1.1. Sicaklik ve pH

Dekarboksilaz aktivitesini ve dolayisiyla biyojendmin olgumunu etkileyen en
onemli faktorlerden birisi pH'dir §enman, 2007). Biyojenik amin alumu, asidik
ortamlarda bakteri icin koruyucu bir mekanizmadia{jala ve ark., 1993; Teodorovic ve
ark., 1994; Masson ve ark., 1997). Asidik ortamdaaiminoasit dekarboksilaz aktivitesi
daha gucli olmaktadir. Amin aglumunda pH’nin 4,0-5,5 arasinda bulunmasi optimum
olarak bildiriimektedir (Silla Santos, 1996).

Yapilan bir cagmada asidik ortamda (pH 5,Qactobacillus bulgaricusin, amino
asit ilave edilerek kuvvetlendirilmi MRS broth’da, daha fazla histamin, tiramin ve
triptamin Urettgi tespit edilmgtir (Maijala, 1994). Glukoz gibi fermente olabilen
karbonhidratlarin varfn da, bakterilerin gejmesini ve aminoasit dekarboksilaz
aktivitesini artirmaktadir. Cinkusekerin  parcalanmasi ile laktik asit glmu
gerceklgamekte, boylece pH gist salanmaktadir. Biyojen amin ojumu igin, glukoz
konsantrasyonunun %0,5-2 ofgdlu durumlar optimal kabul edilirken (Masson ve ark.,
1997), %3'U0 atigl durumlarda enzim ofumu engellengiinden biyojenik amin
olusumuna olumsuz etki yapmaktadir (Silla Santos, 19®8jterococcus faecalifle
yapilan bsgka bir calsmada ise L-tirozin ve glukoz ilave edilmgi broth’ta pH 5,0-8,0
arasinda yuksek miktarlarda tiramin Uregiidiespit edilmgtir (Beutling, 1996). Hizli bir
tirozin dekarboksilasyonu icin optimum pH 7,0 olataulunmytur. Glukozun, bakterinin
dremesi ve tiramin okwmuna olumlu etki e, dekarboksilaz enzim aktivitesi tzerine
etki etmedgi belirtiimektedir. Sucuk dUretiminde kullanilan GDI(Glucano-delta-
lactone)’nin biyojen amin okwmuna etkisi ile ilgili yapilan ¢caimada ise, suda glukonik
aside hidroliz olan GDL nin hizli bir pH dliisti s&layarak enzim aktivitesine katki vegdi
bildirilmi stir (Maijala, 1994). Kiyma Orneklerine GDL ilave ikdek sglanan pH
azalmasinin biyojenik aminlerden histamin ve mitreseviyelerinde de énemli bir azalma

yarattgl belirlenmitir (Maijala ve ark., 1993).
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Sicaklik da, bakterilerin amin Gretimini buytk otigietkilemektedir (Colak, 2000).
Biyojen amin olgumuna katki veren bakterilerin, sicaklik toleransldarklilik
gostermektedir (Masson ve ark., 1997; Colak ve AK&002). Orngin; Enterobacter
cloacaelabaratuar kgullarinda20°C’de 24 saatlik bir inkiilbasyon sonrasinda 2 mg/mi
putresin  Uretirken, 1@'de amin Uretimini gercekiirememektedir. Klebsiella
pneumoniae’desicaklga kagl fazla duyarli olmamakla birlikte 1Q’'de 20C’ye gore
daha az oranda kadaverin Uretimi gercgkimektedir (Halasz ve ark., 1994). Biyojenik
amin miktarlarinin, depolama suresi ve sigakile pozitif korelasyon icinde oldiu
bildiriimektedir (Silla Santos, 1996). Ababouch waekadalari (1991) Uc¢Proteustlrl
tarafindan histamin ofumunu argtirdiklari calsmalarinda, bu turlerin pH 5,0'te pH
7,0'ye gore ve 25°C’de, 4°C’ye veya 35°C’ye goOréhaaktif old@gunu bildirmektedir.
Colak ve Ugur (2002) tarafindan yapilan bir galda ise, oda sicaginda muhafaza
edilen sucuk orneklerinde belirlenen putresin ki@, buzdolabinda depolanan
orneklere gore aktigosterdgi tespit edilmgtir.

Sicaklgin, gidalarda biyojen amin aglumu tzerinde de belirgin bir etkisi olglu cok
iyi bilinmektedir (Shalaby, 1996; Gardini ve ar001). Yapilan bir cagmada Gouda
peynirlerinde, histamin miktarinin depolama sigaklarttikca ary gosterdgi tespit
edilmistir (Stratton ve ark., 1991). Klausen ve Lund (1P8@rafindan yapilan bir
calismada ise uskumru ve ringada 10°C’deki biyojen aipamiginin, 2°C'ye gore 20 kat
daha yuksek oldiu rapor edilmgtir. Wendakoon ve arkaglari (1990) tarafindan yapilan
baska bir calgmada uskumrunun buzda depolanmasi sirasinda haghin Gretiminin
olmadgi bildirilmistir. Yoshida ve Nakamura (1982) taze balikta hi¢idgtamin icergine
rastlamazken, oda sicakinda bekletilen baliklarda histamin oraninin, 2dtseinde 28,4
ppm’e ve 48 saatten sonra 1540 ppm’atutani tespit etmtir.

Taze balgin yani sira marine ve tuzlargnsu Urlnlerinde de biyojen amin
olusumundan bahsedilmektedir. Ozellikle histamin riskan baliklarla tretilen bu tir
teknolojik trtinlerde ciddi bir risk bulungu birgok aratirici tarafindan ifade edilmektedir
(Koral, 2012). Tuzlanmi baliklarda kot kaliteli hammadde, yetersigleme ve
depolamaya kg olarak yiksek miktarlarda histamin etugu ve bununda histamin
zehirlenmesine neden olglu bildiriimektedir (Rodriguez-Jerez ve ark., 199#alya’da
1990-1993 yillarinda incelemeye alinan orneklerggksek histamin igegine sahip
olanlarin ¢ok buydk bir kisminin hamsi trinleri @idna dginilmektedir (Serpe ve ark.,
1995). Kimata ve Kawai (1953), tombik ahda @Auxis thazard thazajdoH 6,2'de, pH
5,6 ve 6,7'den ¢ok daha hizli Bekilde histamin ge$imi oldugunu vurgulamglardir.
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2.3.1.2. Tuz konsantrasyonu

Biyojenik amin olgumunda, ortamin tuz konsantrasyonu o6nemli bir fakio
(Aydin, 2006). Tuz konsantrasyonunun %b5’ten fazlmasinin, histamin okwmunu
azalttg! bildiriimektedir (Beutling, 1996). Ababouch vekadglari (1991) lc ayrProteus
turd ile yaptiklari cabmalarinda, %8 NaCl ilavesinin etkili bigekilde histidin
dekarboksilaz aktivitesini azalgini belirtmekte, dier taraftan kuvvetli histamin
olusturma kabiliyetine sahigStaphylococcus capitis %10 NacCl icerikli besiyerinde
yaklasik 400 mg/ml histamin Uretebilgii rapor edilmgtir (Hernandez-Herrero ve ark.,
1999).Carnobacterium divergefa tiramin Uretiminin aratirildigi bir calismada da, %10
NaCl'in tiramin olgumunu engellegg bildiriimektedir (Masson ve ark., 1997).
Teodorovic ve arkaghri (1994), %3,5 tuz veya %0,02 oraninda sodyutnt rkatilan
brothlarda kontrol grubuna kiyasla histamirgeléerinin benzer oldgunu bulmglardir.

Tuzlama, histidin dekarboksilaz aktivitesini inhileémektedir. Ancak halotolerant
bakteriler icin tuzlama pek bir 6nemstimamaktadir. % 12 NaCl konsantrasyonuna sahip
sardalya etinde halotolerant bakterilerin biyojemira Urettgi tespit edilmgtir (Shalaby,
1996). Uskumru etinde ise histamin Uretimi, tuz $amtrasyonu ne olursa olsun, tuzlama
ile inhibe edilm§ ve hemen hemen hi¢ Uretilmestm (Silla Santos, 1996). Chandler ve
Mcmeekin (1989) tarafindan yapilan bir galada; ortamin tuz konsantrasyonunun 0’dan
% 6’ya cikarilmasiyld.actobacillus bulgaricusin Urettigi amin miktarinin buytk ol¢tide
azaldgl tespit edilmgtir. Bu negatif etkinin nedeni, yuksek NaCl konsasyonu
nedeniyle, hiicre bélinmesinin azalmasi ve/veya abilgal dekarboksilaz enzimi ggyan
membranlarda meydana gelen hasarlag@abanstir (Gardini ve ark., 2001). Gardini ve
arkadalari (2001), tarafindan yapilan ayni g¢aiada,E. feucelisEF37 susunun biyojen
amin olgturma aktivitesi; inkilbasyon sicaili NaCl konsantrasyonu ve ortam pH’si
olmak Uzere uc¢ farkl dggskene gore belirlenngiir. Arastiricilar, s6z konusu camada
biyojen amin Uretiminin ortam sicagindan b#&msiz olarak, yiksek tuz

konsantrasyonunda azaichi bulmylardir.

2.3.1.3. Starter kalttr kullanimi

Fermente gidalarin dretiminde genellikle mikroongaralardan faydalaniimaktadir.
Bir cok gidanin hazigginda dnemli rol oynayan laktik asit bakterileridglarda putresin,
kadaverin, histamin ve tiramin glumundan sorumlu tutulmaktadir (ten Brink ve ark.,
1990; Silla Santos, 1996). Bununla beraber fermesttelrinlerinde, starter kualttr

kullaniminin, dgal mikroflora kullanilarak elde edilen Grinlere wiesadaha az miktarlarda
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biyojen amin Uretimine sebep ofglu da arstiricilar tarafindan bildiriimektedir (Silla
Santos, 1996). Dolayisiyla bu tip Grlnlerde stak@itir kullaniminin biyojen amin
dretiminin azaltilmasi agisindan iyi bir cozim yodgkil ettigi belirtiimektedir. Bu konuda
yapilan bir cakmada, starter kilttrlerinin gidada, 6zellikle atkil biyojen amin reticisi
olan Enterobacteriaceadamilyasi tyelerini inhibe ettikleri ve dolayisiylaiyojen amin
olusumunu baskiladiklar bildiriimektedir (Hernandea/dove ark., 1997). Starter kalttr
ilavesi ile Uretilen gidalarda gdi biyojen aminlerin olgumunun engellendinin tespit
edildigi calismalar bulunmaktadir (Colak ve Aksu, 2002)gé&i taraftan gidalarda amin-
negatif starterlerin de kullaniigh ve bunlarin biyojen amin djturma kabileyetine etki
etmedgi de bildiriimektedir (Eerola ve ark., 1996).

2.3.2. Biyojen amin uretiminden sorumlu mikroorganzmalar

Aminoasit dekarboksilazi butin bakterilerde gedliciide bulunmamasinagmaen,
Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Klebsiella, Hserichia, Proteus, Pseudomonas,
Salmonella, Shigella, Photobacteriugibi tirlerin yanisird.actobacillus, Pediococcuge
Streptococcugibi laktik asit bakterileri bir veya daha fazla iamasidi dekarboksile etme
yetengine sahiptirler (ten Brink ve ark., 1990; e, 2006). Bununla beraber su
drtinlerinden elde edilen gidalarda, paditirine bl olarak da biyojen amin cjumunda
rol alan bakteriler d#siklik gosterebilmektedir. Orngn, Scombroid zehirlenmesine dabhil
edilen baliklarda histamin aituran bakterilerinMorganella morgani{Arnold ve Brown,
1978), Klebsiella pneumoniadTaylor ve ark., 1979)Hafnia alvei (Havelka, 1967),
Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Clostridiumrfsengens, Enterobacter aerogengs
Vibrio alginolyties(Arnold ve ark., 1980; Frank ve ark., 1985) @dubelirlenmitir.

Ayrica aratiricilar, kalite kaybina gramg baliktan izole edilen ve dekarboksilaz
aktivitesi gosteren bakterileAcinobacter iwoffi, Pseudomonas putrefaciens, Aertas
hydrophyla(Middlebrooks ve ark., 1988) elesiomonas shigelloiddtopez-Sabater ve
ark., 1994) oldgunu bildirmglerdir.

Fermente balik Urlnlerinde histamin Ureten baldgrise argtiricilar, tuza toleransli
Staphylococcusp, Vibrio sp. ve Pseudomonasp. olarak tghis etmglerdir (Lovenberg,
1973; Yatsunami ve Echigo, 1993). Ayni zamamtatobacterium(Okuzumi ve ark.,
1990; Rawles ve ark., 1996Morganellai morganij Bacillus spp. ve Staphylococcus
xylosus gibi bakterilerinde tuzlanmgi drtinlerde biyojen amin Ureticisi olduklari

saptanmytir (Rodriguez-Jerez ve ark., 1994).
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2.3.3. Biyojenik aminlerin toksikolojik 6zellikleri

Biyojenik aminlerin neden oldiw gida kaynakli intoksikasyonlardan en sik gorileni
“scombroid balik zehirlenmesi” olarak adlandirillaistamin zehirlenmesidir. S6z konusu
histamin zehirlenmesi, kaslarinda yiuksek orandbes¢rhistidin iceren Scomberesocidae
(zurna balgl) ve Scombridae familyasi (Ton, Uskumru, Palanispanyol Uskumrusu),
Clupeidae ve Engraulidae familyasina ait balik etimin tiketilmesiyle ortaya
ctkmaktadir. Ancak insan vicudunda meydana gegtirdksik etkiler ilk kez uskumru
baliklarini tliketen kilerde saptangh icin bu zehirlenmeye cok eskiden beri scombroid
balik zehirlenmesi adi verilgtir (Gokoglu ve Varlik, 1995; Turantave Oksuiz, 1998;
Jeyasekaran ve Jeya-Shakila, 2003).

Histamin zehirlenmesindeki klasik semptomlar dalak @lerjik reaksiyonlara
benzemektedir (Stratton ve ark., 1991). Tipik Zehime belirtileri; bulanti, kusma, ishal,
karin grilari, ¢carpinti, susama, tansiyonsdiesi vesiddetli bas grisi olarak siralanabilir
(Erginkaya ve Var, 1989)ingiltere’de 1976-1986 yillari arasinda histaminigdehmesi
sUphesi gorulen insanlarda en yaygin olarak bdirtise digiinme kaybi, ishal, kizarma,
terleme ve b@agrisi olmuytur (Stratton ve ark., 1991).

Biyojen aminlerin vicuttaki toksik diizeyleri, biiaytoleransi ve toplam aminlerin
konsantrasyonlarina pia olarak deistigi icin tam olarak belirlenememektedir (Halasz ve
ark., 1994; Lehane ve Olley, 2000). Bununla berapetalarda bulunan >100 mg/kg
histaminin, 100-800 mg/kg tiraminin ya da alkollgeceklerde bulunan >2 mg/kg
histaminin insan binyesinde zehirlenmeye yol agahil rapor edilmektedir (ljomah ve
ark., 1991). Til ve arkagkari (1997) farelerle yaptiklari catnada ise, oral olarak alinan
bazi biyojen aminlerin neden olduklari akut toksisiozunu putresin i¢cin >2000 mg/kg,
spermin icin 2000 mg/kg ve spermidin icin ise 60§/kg olarak saptarglardir. Baliklarda
bulunan histamin sinir diizeyi ise 100 mg/kg olarakimektedir (Shalaby, 1996). Bunun
yaninda histaminin miktari, genellikle pek ¢ok gigténiinde bozulma indikatért olarak da
kullanilmaktadir. Ancak bazi agtaricilar tarafindan, histamin miktarinin kaliteyzgi
gercei her zaman yansitmag bildiriimektedir. Bu nedenle Mietz ve Karmas (197
konserve ton baliklarinda 5 biyojen aminiskilendirerek bir kalite indeksi (QI)
olusturmustur. Bu indekse goérednserve edilngi ton baliklarinin iyi kalitede sayilmasi igin
kimyasal indeks deerinin 0-1 arasinda olmasi gergktiildirilmistir (Mietz ve Karmas,
1977).
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B (Histamin+Kadaverin+Putre5)n
- 1+Spermin+Spermidin

1)

QI= Biyojen amin kalite indeksi

2.4. Gidalarda D@al Bitki Ekstraktlarinin Kullanimi

Gida uretiminde, y&aoksidasyonu ve mikrobiyolojik yik, gidada kalitaykini ve
raf dmrund belirleyen en 6nemli faktorlerdir (Femdaz-Lopez ve ark., 2005). Bu nedenle
gida dreticileri, yg oksidasyonunu geciktirmek ve mikrobiyolojik treméylemek gibi
konular Uzerine surekli camalar yapmaktadirlar. Et drtnlerinde, bakterilegiglismesi
gidanin bozulmasina ya da gida kaynakli hastahkteden olabilirken, et Grdnlerinin
oksidasyona maruz kalmasi sonucu isglaraa ve proteinlerde meydana gelen yikim ve
bozulmalardan dolay! etin rengi, kokusu, dokustade dgisebilmektedir (Decker ve ark.,
1995). Et endustrisi k& olmak Utzere gida sanayisinde, gerek gtsidasyonun gerekse
mikrobiyal gelsmeyi baskilamak amaciyla katki maddeleri kullanktadir. Ancak son
yillarda, gerek kimyasal katki maddelerinin insadlig! tGzerine cgtli zararlarinin ortaya
citkmasi, gerekse bitkisel Ozuti ve baharat gitgdieki maddelerin faydalarini ortaya
koyan ceitli calismalar, tahillardan, tohumlardan, baharatlardan, weleyden ve
sebzelerden elde edilen Bilderin katki maddesi olarak da kullaniimasinin Bai@acmstir
(Uner ve ark., 2000; Altiok ve ark., 2006). Bitkiiileri ve baharatlar, koruyucu etkilerinin
yaninda sadece lezzet ve aromayi @fitenek ve gidanin gorinimunid zenggtiemek
amaci ile kullanilabilmektedir (Aran, 1988; Uner ark., 2000). Su Urlnlerinin giilmesi
ve islenmesinde; kekik, biberiye, feglen, defne yapga, zencefil, mercan koku, hardal,
muskat, nane, paprika, maydanoz, karabiber-beyeabieer (tane ve toz), kirmizibiber
(toz ve pul), adacayi, tarhun, sarimsak gibi balmardezzet ve aroma kazandirmak
amaciyla kullanilabilmektedir (Cakir, 2010). Bunigerisinde sarimsak, yapisinda bulunan
allisin, ajoen ve dialil-sulfur bikgkleri icermektedir (Arnault ve Auger, 2006). Enginli
biyokimyasal 6zellinin antioksidan etkisi oldtu belirtiimektedir (Kim ve ark., 1997;
Lampe, 1999; Nuutila ve ark., 2003). Bu etkinin iseain reaktif oksijen turlerini
tiketme ve lipid peroksit ojumunu baskilama 6zelliklerine #a oldugu bildirilmistir
(Ozkaynak ve Karakaya, 2009). Ayrica yapilan spaslarda sarimgan antibakteriyel
aktivitesinin de oldgu rapor edilmgtir (Harris ve ark., 2001).
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2.5. Calsmanin Amaci

Bu calsmada esas olarak, ulkemizde geerilerek tuketilen lakerdanin, farkli
sicakliklarda olgunkanasi sirasinda ortaya cikan serbest amino asigeibw amino
asitlerden olgan biyojenik aminlerin belirlenmesi amaclagtm Ayrica Uriine sarimsak
ekstrakti ilavesi yapilarak, saringsa trtintn kalite dzellikleri ve biyojen amin glumuna
etkileri belirlenmeye cajilmistir. Diger taraftan, Urinde biyojen aminlerin ghmuna
katki veren bakteriler tanimlanarak, bakterileriyolen amin olgturma kapasitelerinin de

belirlenmesi hedeflenntir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Balik materyali

Arastirmada materyal olarak Palam@&afda sardaBloch 1793) bafii kullaniimistir
(Sekil 3).

Calismada kullanilan palamut baliklari, Eyltl 2010 vealtk 2011 tarihleri arasinda
Canakkale Bpazi'ndan avlanmgi ve buzlanmy olarak Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Deniz Bilimleri ve Teknolojisi Fakugieisleme Teknolojisi Laboratuvarina
getirilmistir. Arastirmada ortalama boylari 45,03+0,51 cm ve ortalaagrliklari
868,32+0,24 gr olan toplam 120 adet balik matenjaak kullaniimgtir.

Sarda sarda:

Palamut bafii olarak bilinenSarda sardagenellikle sicak ve iliman denizlerin hem
acik hem de kiyi taraflarinda gggyan ekonomik éneme sahip bir baliktir. Oldukcatbiy
ve keskin djlerle kapl olan gzi, torpil bicimindeki bedeninin ucundadir. Sirergllikle
mavimsi renkte olan palamutun yanlari ve karin kiggmi beyazdir. Blyuk strtler
halinde yaayan bu balik mevsimlik gocler yapar. Ulkemizde Akix ve Karadeniz
arasinda gocler yapan palamutun agcgurgir ve uzatmagari ile gerceklgtiriimektedir.
Tlketimi taze, dondurulnguve tuzlanmy olarak yapilan bu bain, tuzlanmg sekli

“lakerda” olarak adlandiriimaktadir.

Sekil 3. Palamut$arda sardaBloch 1793).
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3.1.2. Tuz
Calsmada kullanilan tuz; ticari deniz tuzu olup UyarzT&an. ve Tic. A.

firmasindan temin edilngiir. Kullanilan tuzu bilgimi Cizelge 4’de verilmytir.

Cizelge 4. Cabmada kullanilan tuzun biani

Ihtiva eden bilsikler Miktar (%)
NacCl (kuru) 99,07
NaCl 98,62
CasQ 0,1702
CaCb -
MgSO, 0,1190
MgCl, 0,2154
Nem 0,45
Suda ¢dztinmeyen madde 0,43

3.1.3. Ambalaj materyali

Arastirmada baliklarin olgungairiimasi Ugsan Plastik Kalip Sanayi ve Ticaret.Ltd
Sti. firmasindan temin ediler215 x 290 x 200 mm o6lculerinde ve 10 It kapasiédlkon
contall sizdirmaz kilitli saklama kaplarinda getegtiilmi stir.

3.1.4. Sarimsak
Arastirmada Kastamonu ili 5&6pru ilcesinde Uretilen FROpru sarimsa (Allium

sativum)kullaniimsstir.

Allium sativum:

Sarimsak, antibakteriyel 6zeii 1858'de Pasteur tarafindan skedilen, Liliaceae
(Zambakagiller)familyasina ait, kimyasi oldukc¢a kargnabir sebzedir. Bilgenleri yetgtigi
topraza ve depolamaartlarina bgh olarak degisen sarimsak, ortalama %63 su, %23
karbonhidrat ve %4,4 oraninda ise protein icernkt¢Atmaca, 2003). Mikrobiyal
dremenin kontrol altina alinmasindagdbbir koruyucu olan sarimsak, yuzyillardirite
toplumlarda, parazitlere, funguslara, bakteri velslere kagi tedavi edici olarak
kullaniimaktadir (Singh ve ark., 2001).

Son yillarda yapilan c¢almalar, yapisindaki kukart iceren biglerin, yani sira

proteinler, saponinler ve fenolik bsi&lerin de antimikrobiyal etkiye sahip olgunu
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gostermgtir (Jastrzebski ve ark., 2007). Sarimsak, antiobkyel Ozellik dginda
antioksidan, antikanserojen, antimutajgekilde olgan fitokimyasal bilgenleri de
icermektedir (Chung, 2006).

3.1.4. Arastirmada kullanilan alet ve malzemeler
Arastirmada Kullanilan Alet ve Malzemeler Ekler kisman@k 1) verilmstir.

3.2. YOntem

3.2.1. Deneme plani

Yapilan calgmada palamut baliklari, 3 farkh sicaklkta (+4°T5°C ve 20°C) ve
sarimsaksiz ve sarimsakli olmak Uzere iki grupta dgneme planina sahip olarak
olgunlatiriimis ve lakerda haline getirilgtir. Béylece cakmada 6 farkli 6érnek grubu
olusmustur. Denemede analizler; taze balikta, 6n tuzlarbalikta ve olgunlgma sirecinin
¢ssitli zaman araliklarinda (1, 3, 6, 8, 10, 13, 13,V 22. gunlerde) gercektailmi stir.
Her analiz giunidnde, her 6rnek grubundan 5er adkertda takozu (yakjek 650 Q)
rastgele olarak alinmive bir kismi mikrobiyolojik analizler icin ayrildian sonra kalan
kismina 6ncelikle olguntmanin belirlenebilmesi icin renk, tekstur ve duyusaalizler
yapilimstir. S6z konusu bu analizlerden artan 6rneklerldmgk homojenize edilngive
kimyasal ve fiziksel analizler icin kullanlgtir. Calsmada renk ve tekstir analizleri 10

tekerrr dger analizler 3 tekerrir olarak gercedtigimi stir.

3.2.2. Sarimsak ekstraksiyonu

Sarimsak ekstraksiyonunda suda c¢ozindirme yonter@nkmistir (Sermenli,
2006). Bunun icin sarimsaklar éncelikle porselemamnaa ezilmy ve 1:1 oraninda distile
su ilave edildikten sonra blender ile kamimistir. Elde edilen kagim, 30 dakika oda
sicaklginda bekletildikten sonra, 5 dakika sure ile 600 devirde santriftijlenngiir. Bu
karisimin Ust kisminda toplanan sivi, sarimsak ekstrakdrak sterilsiseler icerisine

alinarak +4°C’lik buzdolabi kailllarinda muhafaza edilstir.

3.2.3. Hammaddenin hazirlanmasi
Laboratuvarda oncelikle palamut baliklarina 6n snkaslemi uygulanmgtir. Daha
sonra kafa, kuyruk, ylizgec ve i¢ organlarindandaniian baliklar %5 tuz iceren sollisyon

ile tekrar yikanarak 5’er cm gaiiiginde kesilerek takozlar haline getirilgtir. Son olarak
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ise kurdan yardimiyla kemik icinde bulunan ilik \enarlardaki kan pihtilarindan
arindiriimstir (Sekil 4).

3.2.4. Lakerdanin Uretimi

Baliklar temizlendikten sonra % 10 tuz iceren bugdlamurada 3 gun sure ile her
gun buzlu salamura dstirilerek bekletiims ve salamuradan cikartildiktan sonra 1 saat
sure ile suyunun sizulmesiginmstir. Palamut baliklarinin esas tuzlamasi icin, koali
parcalar derisiz-i¢ kisimlari tuza bandirlaralpleaa siki birsekilde dizilmitir. Baligin
olusan salamurada yiizeye ¢ikmasini engellemek iciiasgnden girlik ile bastiriimstir.
Arastirmada toplam 6 farkli 6érnek grubu glurulmustur. Bu 6rnek gruplarinin 3 adedi
lakerdanin olgunkdirilmasi sirasinda drin kalitesine etki eden olguma sicakiginin (4,
15 ve 20C) etkisinin tespiti amaciyla “kontrol grubu” ol&adiger 3 adedi ise bu
sicakliklarda sarimgan etkisinin tespiti amaciyla “sarimsakl grup” @k hazirlannytir.
(Sekil 4). Lakerdalara sarimsak ekstrakti, baliklagsas tuzlamasamasindan sonra su
salmasi ile olgan (yaklaik 3 gin) salamuraya, duyusal analizlerle tespitleed
konsantrasyonda ilave edilgtir. Lakerdalarin olgunkana sireleri duyusal ve fiziksel

(renk ve tekstlr) analizler ile saptatm
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Hammadde
(Taze Palamut Balig1)

On Yikama

Kafa, Kuyruk Kesimi
ve I¢ organlarin
Temizlenmesi

Yikama (%5'lik Tuz Cozeltisi)

A
Dilimleme ]

(Takozlara Ayirma)

Omur {ligin Cikarilmast

>

On Tuzlama
(%]10'uk salamurada 3 giin)

[ Yikama ve Siizme ]

Sarimsak Ekstrakti [lavesi
(%10)

[ Kontrol Grubu ](— —)[ Sarimsakli Grup ]

‘ Olgunlastmna} {Olgunlastlrma]

—

‘ Tuzlama

+4°C +15°C +20°C +4°C +15°C +20°C

Ol gunlastlrmaJ [ Olgunlagtirma J

Ol gunlastlrma}

Ol gunlastmna}

Sekil 4. Lakerda alsisemasi ve drnek gruplari.

3.2.5. Sarimsak ekstraktina ait analizler

3.2.5.1. Antioksidan 6zelliklerin belirlenmesi

Radikal giderme aktivitesi tayini

Radikal giderme aktivitesi (DPPH (2.2-diphenyl-tipihydrazil)) tayini Brand-
Williams ve arkadglari (1995)'na gore yapilrgtir. Bu amacla 1 g sarimsak ekstrakti ayri
ayri olmak dzere, 50 mllik 3 farklh ¢o6ziclu (asetometanol ve su) icerisinde
¢ozundurdlmi ve ¢ozeltiden 2,5 mg ile 160 mg arasindaitgederisimlerde ¢ozeltiler
hazirlanmgtir. Belirli konsantrasyondaki DPPH c¢ozeltisi buzetiilere ilave edilerek
karistirilmistir. Karanlik bir ortamda oda sicaiinda 15 dakika bekletilen érnekler 515 nm
dalga boyunda metanolden gdim kor ornge kagi, UV/VIS spektrofotometrede (PG
Instrument T80 Plus) okunmgtwr (Brand-Williams ve ark., 1995). Elde edilengdder,
asagidaki formul kullanilarak sarimsak numunelerinintiaksidan aktivitesi olarak
hesaplannstir.
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As—Ax) %100 )

% DPPHInhibisyon Dgeri=A A
DPPH

DPPH

Apppi DPPH absorbansi
Ax: Kor 6rnek

Ag Sarimsak ekstraktinin absorbansi

Toplam fenol miktar tayini

Toplam fenolik tayini Folin-Ciocalteu spektrofototrik yontemi (Ragazzi ve
Veronese, 1973) kullanilarak gercekielmistir. Ekstraktlar icerisindeki toplam fenol
miktari icin standart olarak kullanilan gallik asi¢ sarimsak ekstrakti, ayri ayri olmak
uzere %70’lik aseton, metanol ve su igerisinde leamstir. Hazirlanan 6rneklerden 0,5
ml alinarak, 2,5 ml Folin Ciocaltaeu reaktifi (%l®, h/h, suda) ve 7,5 ml sodyum
karbonat ¢ozeltisi (%20'lik, a/h, suda) deney tigikarstirilarak 2 saat oda sicaginda
bekletilmistir. Bu slire sonunda ¢ozeltilerin absorbanslari \U8/spektrofotometrede (PG
Instrument T80 Plus), 765 nm’de okutulgree toplam fenol miktarlari (mg gallik asit/g)
kalibrasyon @risinden hesaplanstir.

Sarimsak ekstraktinin toplam flavonoid miktari anai

Ekstraktaki toplam flavonoid miktari Djeridane vekadalarn (2006)'na gore
yapiimstir. Bu yontemde, aseton, metanol ve su ile hamrasarimsak ekstraktinin
tzerine %2'lik aliuminyum klorir (AIG) ilave edilmitir. Oda sicakiiinda 15 dakika
bekletiimis ve 430 nm dalga boyuna ayarlanan UV/VIS spektorf@trede (PG
Instrument T80 Plus) olcim vyapilstr. Iceriginde flavonoid bulunduran rutin ile
olusturulmus kalibrasyon grisinden ekstrakttaki flavonoid miktari bulungtur. Flavonoid
icerigi rutin ekivalentine gére mg/g olarak veriktir.

3.2.5.2. Antimikrobiyal 6zelliklerin belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde disk didyon yontemi uygulanrstir. Bu
metoda gore, su, etanol+su ve etanol ile hazirlasmmsak ekstraklart 6 mm capinda
hazirlanan k@&t disklere aseptik kwllarda 2, 4, 6, 8, 10 pul emdirilgtir. Antimikrobiyal
aktivitesinin  belirlenmesinde, Mueller Hinton Agabesiyerinden yararlanilgtir.
DenemedelListeria monocytogeneATCC 6644, Enterococcus facelliATCC 29212,
Escherichia coliATCC 25922,Salmonella typhimuriunATCC 14028 bakteri kilttrleri
kullaniimis ve kudltirleri aktiflgtirmeleri Brain Heart Infusion Broth ile yapilgtir. Stok

kultarlerden alinan bakteri gari ayri ayri 4-5 ml Brain Heart Infusion Brothvsi

28



BOLUM 3 — MATERYAL VE YONTEM Hasan Basri ORMANCI

besiyerinde suspanse edilerek, 2-5 saat etlUvdebaskiona birakilnglardir. Bu slre
sonunda bakteri sispansiyonu MacFarland (0.5) atantlipiine gore steril serum
fizyolojik ile ayarlanmgtir. Daha sonra bakteri stispansiyonu igine steril eitivyon
daldinlarak kagtirilmis ve bu ekivyon, petri ylzeyine sik araliklarla taa& suretiyle 3
ayr1 yonde surilerek ekim yapilgtir. Tim petri plaklari bundan sonra 5-15 dakikeeslée
oda sicakiiinda kurumaya birakilgtir. Stre sonunda petrilerin iglerine aseptik dtara
farkli yag ekstreleri emdirilmy diskler yerlgtirilmistir. Bakterilerin inokule edildi
plaklar 35°C’ de 24 saat inkiibasyona birakglaxdir. Stre sonunda disklerin etrafinda
olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplari (6 mm disk dalihak Gizere) dl¢ctlmgitr (Collins ve
Lyne, 1987; Anonim, 2002).

3.2.6. Fiziksel analizler

3.2.6.1. Tekstur profil analizi (TPA)

Lakerda etlerinin sertliklerinin tespit edilmesindé&.XT2 Tekstlr Analiz (Stable
Micro Systems Ltd., Surrey, UK) cihazi kullaniktw. Analize balamadan 6nce cihaz 5
kg'hk kalibrasyon a@irhig ile kalibre edilmg ve P/2 aliminyum silindir prob (2 mm
capinda) kullaniimgtir. Cihazin cakmasartlari: Test hizi 1 mm/s; ilk test hizi 5 mm/snso
test hizi 10 mm/s; baskilama %40; tutma zamanidib $akerda takozlari yatay olarak

cihaza yerlgtiriimi s ve yanal ¢izginin dorsal kismindan ol¢cimler gelegkilmi stir.

3.2.6.2. Renk analizi

Renk tayini Minolta Chromometer cihazi kullanilargkpilms ve 6rneklerin rengi
L*, a* ve b* degerleri ile belirlenmgtir. L* deserinin 100’den sifira dgru azalmasi rengin
siyaha yaklgtigini (0= siyah; 100= beyazh* deserindeki arty rengin sarilgtigini; azals
ise rengin maviye dgsimini (+ deger=sari; - dger = mavi),a* degerindeki arty rengin
kirmizilastigini; azalgin ise rengin ygllendigini (+ deser= kirmizi; - dger= ysil)
gostermektedir. Analize bklamadan Once beyaz plakaya gkarstandardizasyonu
yapiimstir. Beyaz plaka icin standart ghxler L*=91,97; a*= -1,4; b*=2,0 (Standard C2-
22326). Lakerdalarin derisiz et kisimlarina cihagrobu bastiriing ve analizler bitin
denemelerde 5 tekerrurli olarak yapgmm (Brimelow ve Groesbeck, 1993). Hunter lab
renk skalasina gore L=0 (siyah), L=100 (beyaz)yeaillik), +a (kirmizilk); -b (mavilik),

+b (sanlik) dgerleri 6lctlmigtar.
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3.2.7. Kimyasal analizler

3.2.7.1. Su analizi

Su analizi icin 6ncelikle cam petri kutulari etiv@ene Tech SFCN 302, Shin Saeng
Co. Ltd.)) 105°C'de 1 saat sureyle kurutupnwe desikatorde 30 dakika sireyle
sogutulduktan sonra 0,0001 mg duyarli hassas teragiten ABJ 220-4M) darasi
alinmstir. Daha sonra homojenize edikmrnekten darasi alinan petrilere 5 g tartilarak
sabit bir @&irliga ulgana kadar (16-18 saat) £05deki etiivde kurutulmgur (Anonim,
2000). Bu glemin ardindan oda sicagina kadar sgumalari icin desikatore yegirilmis
hassas terazide tekrar tartilarak sonuglagidaki formul kullanilarak hesaplangtr.

: T1—To
Su Miktar (%):T x100 (3)

To: ik Tartim (g)
T,: Son Tartim (g)
m: Ornek Asirligi (g)

3.2.7.2. Ham protein analizi

Protein tayiniKjeldahl yontemine gore yapilgtir (Anonim, 2000). Bu yonteme
gore; Kjeldahl tupleri icerisine homojenize edignmirnekten 0,5 g tartilmive 20 ml
%96’lik H,SOy, 10 ml %35’lik O, ve 1 adet kjeldahl tableti ilave edilghir. Tupler ya
yakma blguna (InKjel M) yerlgtiriimis ve icerisindeki 6rnek yé sari saydam bir renk
olusturuncaya kadar 420°C’de yaklla 2-3 saat yakmaslemi uygulanmgtir. Yakma
isleminin ardindan bu ttpler oda sicgkhda sgumaya birakilny, sgguma s&landiktan
sonra tuplere 50ml distile su ve 50 ml % 33’luk Nh@ave edilmitir. Distilasyon
esnasinda ortamda bulunan azotu 6lgcmek icin bedarkér 6rnek hazirlangtir. Yakma
islemi sonrasinda protein tipleri ve icerisinde 25daymy borik asit ¢ozeltisi ve 3-4
damla indikator (metil kirmizisi; 0,1 g metil kirong1/2100ml alkol) bulunan erlenmayer ile
Kjeldahl destilasyon (nitesine (Behrotest WD20, haedt) yerlgtirilerek NaOH ile
destilasyona tabi tutulniswe bu glem yaklgik erlen mayerde 100ml destilat toplanincaya
kadar devam edilrgiir. Elde edilen destilat 0,1 N’lik HCI ile titre dderek sarfiyat
belirlenmg ve protein oranigagidaki formul kullanilarak hesaplangtr.

(T; — Ty) x 0,014 N x 6,25><
m

Ham Protein(%)= 100 (4)
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T Titrasyonda Harcanan Miktar

T, Kor Ornegin Titrasyonunda Harcanan Miktar
N: HCI ¢ozeltisinin degimi

m: Ornek Airligi

3.2.7.3. Y& analizi

Yag analizi Bligh ve Dyer (1959)’in uygulagl yontem esas alinarak yapiktm. Bu
amacla20 g 6rnek alinmgi ve 100 ml metanol/kloroform (1/2) ile birlikte hapenize
edilmistir. Homojenizat 20 ml metanol-kloroform ile yikamngapilarak darasi alinan balon
joje icerisine filtre k&idi ile stzulmitlr. Stzuntiye 20 ml %' Itk CaCl ilave edilerek
balon jojenin kapa& kapatiimg ve 1 gece karanlik bir ortamda bekletgtiri Bu stre
sonunda faz okwumu gozlemlenmgive igerik ayirma hunisine alinarak alt faz balojeye
alinms Ust faz ise atilngtir. Alt fazin bulundgu balon joje, 68C’lik su banyosunda rotary
evaporator (IKA RV10 basic) kullanilarak ¢6zici ngmustur. Balon jojede yaayirimi
gerceklatikten sonra duizenekten cikartilarak®@@leki etiivde (Nive FN500) 1 saat
bekletilerek desikatore alingusgsutulmus ve son tartimi yapilngtir. Belirlenen dgerler

asagidaki formulde yerine konularak hesaplasgtmni

T1—To

Yag (%)= x100 (5)

To: IIk Tartim
T, Son Tartim
m: Ornek Airlig

3.2.7.4. Ham kil analizi

Kl tayini icin; analiz 6ncesinde yakma igin kullem porselen krozeler 580'de 1
saat sure bekletilmive desikatérde gaitularak 0,0001 mg hassasiyetli terazide daralari
alinmstir. Darasi alinan krozelere 2 g balik gtnkonulmuwtur. Hazirlanan krozeler kil
finnina (Elektromag M 1811) yedtrilerek 550C‘de sigara kili rengine dogiinceye
kadar yaklatk 4-5 saat tutulmgiur. Yakma glemi sonrasinda krozeler kil firinindan
alinarak sgutulmak tzere desikatore yegtigilmis ve daha sonra hassas terazide tartimlari

yapilms ve gagidaki formul kullanilarak hesaplamalari yapgtm (Anonim, 2000).

T1—To

Ham Kiil (%)= x100 (6)

To: Ik Tartim
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T, Son Tartim
m: Ornek Airlig

3.2.7.5. pH analizi

Numunelerin pH analizinde; homojenize ediniirnek 1:1 oraninda distile su ile
sulandirildiktan sonra pH metre (HANNA pH 211) pmobn solisyona daldirlarak
Olctlmesi ile gercekigirilmi stir (Ludorf ve Meyer, 1973).

3.2.7.6. Tuz miktari analizi

Balik etinin tuz miktari Mohr metoduna gére yapgtm Oncelikle 6rneklerden 10 g
balik eti alinarak Gzerine 100 ml distile su ilagdilerek blenderde iyice homojenize
edilmis ve homojenizat stzulmgtiir. Daha sonra 10 ml stzinti alinip tzerine 10laam
potasyum kromat indikatori gKrO,) ilave edilerek 0,1 N gumtnitrat (AgNG;) erigi ile
renk deisimi oluncaya kadar titre edilmive gagidaki formul kullanilarak hesaplamalar
yapilmstir (Anonim, 2000).

VxNx0,0584 y

%Tuz= 100 (7

V: AgNO; sarfiyati,
N: AgNO; nhormalitesi
m: Ornek Asirli g

3.2.7.7. Tiyobarbiturik asit (TBA) analizi

TBA analizi Tarladgis ve ark. (1960)'nin uygulgdyonteme gore yapiltir Analiz
icin, 10 g homojenize edilminumune Gzerine 50 ml saf su ilave edi§ime 2 dakika sire
ile Ultra Turrax’ ta homojenize edilgtir. Daha sonra numune 47,5 ml su ile bir kjeldahl
balonu igine yikanarak tzerine 2,5 ml hidroklorgitalave edilmg ve balonun icerisine
kaynama t@a atillarak destilasyon unitesine yatlglmistir. Destilasyon glemi 50 ml
destilat toplanana kadar devam ettirgtini Daha sonra destilattan 5 ml alinarak bir tipe
aktariims ve Uzerine %90 glasiyal asetik asit icerisinde iffe@zms olan 0,02 M 2-
tiyobarbutirik asit standart c¢oOzeltisinden 5’er nilave edilerek su banyosuna
yerlsstirilmi stir. Numune busekilde 35 dakika sire ile kaynama halindeki sudamnsstir.
Ayrica 5 ml TBA reaktifi ve 5 ml distile su ile hatanan kor érnekte aynglemlere tabi
tutulmustur. Tupler s@utularak 6rngin optik yosunlugu standart ¢ozeltiye kar538 nm

dalga boyundaki spektrofotometrede okugtou Elde edilen dansite geri ise 7,8 ile
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carpilarak 1000 g ornekteki mevcut malonaldehittarikng olarak saptangtir (Tarladgis
ve ark., 1960; Tarladgis ve ark., 1964).

3.2.7.8. Peroksit analizi

Peroksit analizi i¢in, ekstrakte edilen 1 g baldgiyizerine 10 ml kloroform, 15 ml
glasial asetikasit ilave edilerek lipit tamamen @@ene kadar ¢alkalangtir. Lipidi gozme
isleminin ardindan 1 ml potasyum iyodir konularakrakétk ortamda 4-5 dakika
bekletilmistir. Daha sonra tGzerine 75 ml saf su, 1 damla ONOlk sodyum tiyosulfat
(Nax$03), ve 1 ml ngasta ilave edilen numune, rengi saridan koyu magm@inceye
kadar 0,002 N’ lik sodyum tiyosulfat (M&Os) ile titre edilmitir (Low ve Ng, 1978).
Ayni uygulama lipit olmaksizin kor icinde yapiktir. Daha sonra titrasyon sirasinda elde

edilen sarfiyat okunmuve hesaplamalagagidaki formule gore yapilmgtir.

Peroksit Sayisi (milimol &kg)=

((T,- To;]x 0,002 1000 @®

T.: Ornek sarfiyat
To: Kor 6rnek sarfiyat

m: 6rnek girh g

3.2.7.9. Trimetilamin azot (TMA-N) analizi

TMA-N analizinde homojenize edilgiornekten 50 g tartiimive 100 ml %7,5’luk
triklorasetik asit (TCA) ilave edilerek katiricida kargtiriimistir. Karistirilan ¢ozelti tst
kisim berraklgana kadar dakikada 2000-3000 devir hizda sanrdilimestir. Numuneden
2 ml Oornek alinmy ve isiya dayanikli deney tuplerine aktarilarak ileu 4 ml'ye
tamamlanmgtir. Standart cozeltiler icin 6rnek caha cozeltisinden 3 ayri deney tlpine
sirasiyla 1 ml, 2 ml ve 3 ml koyularak her tip Bwvesiyle 4 ml'ye tamamlangtir. Kor
ornek cozeltisi icin 4 ml saf su kullanilghr. Ornekler Uzerine daha sonra 1 ml
formaldehit, 10 ml toluen ve 3 ml potasyum karbagiaeltisi ilave edilerek tup kapatilgni
ve kuvvetlice calkalama yapilgtir. Toluen tabakasindan, icinde yaklka 0,1 g susuz
sodyum sulfat bulunan kucik bir deney tlpu icin@ m ilave edilerek kaga kapatiimg
ve iyice calkalanarak toluen igindeki suyun sodiitfat tarafindan tutularak kurutulmasi
sglanmstir. Daha sonra toluen tabakasindan 5 ml kuru koletre tipune aktarilarak
Uzerine 5 ml pikrik asit ¢ozeltisi ilave edilgnve kargtirilmistir. Bu islem sonrasinda
ornek, kor ornge kagl 410 nm dalga boyunda spektrofotometrede okutgtinifAnonim,
1988).

33



BOLUM 3 — MATERYAL VE YONTEM Hasan Basri ORMANCI

3.2.7.10. Su fazinda tuz tayini (WPS)
Su fazinda tuz tayini, 6rneklerdeki su ve tuz wamlri kullanilarak gagida yer alan
formule gore hesaplangtir (Heinitz ve Johnson, 1998; Losikoff, 2007)

WPS (%) = (T x100)/ (T + S 9)

T: % Tuz icergi
S: % Su icedi

3.2.7.11. Su aktivitesi tayini
Su aktivitesi, Resnik ve Chirife (1988)’in belirgnoldugu esitlikten yararlanilarak
hesaplannstir (Ross ve Dalgaard, 2003).

Su aktivitesi (@)=1- [(0,0052471 x %WPS) - (0,00012206 x %\V&PS (10)
WPS: Su Fazinda Tuz

3.2.7.12. Total amino asit analizi

Amino asit analizinde, %30 protein icerecgdkilde, 130 mg ile 290 mg arasinda,
Istya dayanikli vida kapakli cagizelere tartilan 6rneklere, 20 ml 6 N HCl ilave edime
azot gazi gecirildikten sonra 1%Mde 24 saat hidroliz edilmtir (Anonim, 2000).
Hidrolizi yapilan 6rnekler 0,20 um PTHRHInga filtreden stzulmgiive HCI, evaporatdrde
yliksek vakum altinda 6Q’de ucurularak; geriye kalan kalinti pH'1 2,2 olsodyum sitrat
tampon c¢ozeltisiyle (0,1 M, pH 2,2) seyreltiktii (Srivastava ve ark., 2006; Chi ve ark.,
2008). Hidroliz glemi tamamlanngl 6érneklerin aminoasit miktarlarinin tespiti icin EZ
faast GC/FID Free (Physiological) Amino Asit Kitlekullaniimistir (Badawy ve ark.,
2008). Bu yontem, kati faz ekstraksiyonu, tireviend ve sivi/sivi ekstraksiyonu
asamalarindan okmaktadir (Kale ve ark., 2006; Badawy ve ark., 2008&zirlanan ve
tirevlendirilen 6rnekler GC'de analiz ediitii. Internal standart (IS) olarak Norvaline
kullaniimis ve konsantrasyonu orneklerde 200 nmol/ml olagaélde hazirlannstir (Ek
2).

GC cihazinin konfigirasyonu ve kromotografikutiar;

Gaz Kromatografisi: Finnigan Trace GC Ultra Al 30Di@ermo Finnigan analyzer
Kolon: Zebron Zebron™ ZB-HAAC 10 m x 0,25 mm kapil&C kolon.

Split 1:15 (250°C)

Enjeksiyon Miktari: 2,Qul
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Taslyici gaz: Helyum 1,0 mi/dk.

Sicaklik programi: 110°C ile 320°C arasi@85°C/dak., 320°C’de 1 dak. bekle
Dedectdr: Alev iyonizasyon dedektdfiD; 320°C)

Kalibrasyon: Coklu amino asit standarti (EZ:fast Sflution)

3.2.7.13. Serbest amino asit analizi

Serbest amino asit analizi icin homojenize edidahk etinden 5 g drnek tartilgmve
50 ml trikloroasetik asit (TCA) ilave edilerek hojanize edilmgtir (Konosu ve ark.,
1974). Daha sonra +4°C’de 1 saat saklanan o6rnékis pm’lik membran ile filtre
edildikten sonra bdolum 3.2.7.12.’de yer alan metogédre turevlendirilerek gaz

kromatografisi cihazinda analizleri gercefielmi stir.

3.2.7.14. Biyojen amin analizi

Biyojen amin analizi igin, dncelikle ornekler kmmls ve kiyilan drnekten 5 g
tartiimistir. Alinan 6rnek tzerine 10 ml 0,4 M perklorik asklenmg ve 3 dakika Ultra
Turraks’ta sgutulmus alkol-buz banyosu kullanilarak homojenize edstimi Homojenizat
daha sonra 3000 devirde 10 dakika santrifij edigshksonra Ustteki berrak kisim Whatman
2 filtreden 25 ml'lik renkli balon jojeye suzulmive icerisine 10 ml perklorik asit ilave
edilmistir. Vortekste 1 dakika 2500 devirde kamildiktan sonra tekrar 3000 devirde 10
dakika santriftj edilmtir. Berrak kisim ayni balon jojeye sizulgnidaha sonra balon
jojenin hacmi perklorik asit ile 25 ml‘ye getirilek, tirevlendirme samasina gecilngiir
(Eerola ve ark., 1993).

Tarevlendirmede, renkli tipe 0,5 ml ekstrakt aligniizerine sirasiyla 100 pl 2 N
NaOH cozeltisi, 150 pl doymusodyum bikarbonat ¢ozeltisi ve 1 ml dansil klofave
edilmistir. Vortexte 15 saniye 2500 devirde kamldiktan sonra reaksiyon kami,
etivde 40C de 45 dakika inkibe edilgtir. Inkiilbasyon gamasindan sonra oda
sicaklginda karanlik ortamda 10 dakika bekletilen bu gari Gzerine 50 pl %25’lik
amonyak eklenngtir. Tekrar 15 saniye 2500 devirde vortekslendiksamra, tekrar 30
dakika karanlikta inkibasyona tabi tutuktur. Yapilan glemler sonunda kagimin
Uzerine, 3,2 ml amonyum asetat+asetonitril 4amndan ilave edilerek toplam hacim 5
ml'ye getirilmistir. Eriyik olusuncaya kadar 2500 devirde vorteks ile gamian kargim,
daha sonra 0,45 pllik filtreden gecirilerek eldéilen numuneden HPLC cihazina

enjeksiyon yapilngtir (Eerola ve ark., 1993) (Ek 3).
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HPLC cihazinin konfigiirasyonu ve kromotografikutiar;
Pompa: Shimadzu LC-20 AD

Degasser Unitesi: Shimadzu DGU-20A5

Oto Ornekleyici: Shimadzu SIL-20A

Dedektor: Shimadzu SPD-20A, UV/VIS dedektor
Cihaz yazilimi: LC solution 1.12 SP1

Enjeksiyon Miktari: 20 uL

Akis hizi: 1,3 ml/dk

Kolon tipi: ZORBAX Eclipse, XDB-C18-5 um, 4,6x150m)
Dalga boyu: 254 nm

Kolon Sicaklik: 40°C

Taslyicl Faz A: 0,1 M Amonyum asetat

Taslyicl Faz B: Asetonitril

3.2.8. Duyusal analizler

3.2.8.1. Sarimsak konsantrasyonunun belirlenmesi

Esas tuzlamaya alinan balik takozlarina ilave eekesarimsak ygunlugunun
belirlenmesi amaciyla, kontrol (sarimsaksiz) gruliginde, %1, %2,5, %5 ve %10
sarimsak ekstrakti iceren 4 farkli konsantrasyosatamsak ilaveli gruplar hazirlangtir.
Bu sekilde hazirlanan baliklar olgustektan sonra, 10 uzman panelist tarafindan
degerlendirilmis ve drunlerin sarimsak aroma gmluklari test edilmtir. Puanlama
yaparken panelistlerin Grtnleri kontrol grubuna egodeserlendirmeleri istenngtir.
Urlinlerin  panelistlere sunumunda; sarimsakgudugu disik Urtinlerden yiksek
yogunluga sahip Urlnlere gou bir sira izlenerek gerceklailmistir (Meilgaard ve ark.,

1999). Sonuglar tercih frekansina gorgetéendirilmistir.

3.2.8.2. Uriin profil analizi

Sarimsakli ve sarimsaksiz lakerdalarin duyusalikigenin tespitinde trin profili
analizi kullaniimgtir. Yapilan bu cagmada uretilen Grnler, renk, koku, lezzet ve teksti
ana baliklari altinda incelenmgi renk igin; ayri ayri olmak tzere 7 tanimlamakikwe
lezzet i¢in 6 ve Urun teksturd igin 8 tanimlamaijrap ve bunlar panelistler tarafindan 1-5
aralginda puanlanngtir. Puanlamada 1; 6zedln hi¢ ya da ¢cok az temsil edifini; 5 ise

cok yasun temsil edildiini belirtmektedir (Esaiassen ve ark., 2004; Malghve ark.,
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1999). Analizde kullanilan duyusal 6zelliklerin tardari ve tanimlama teknikleri Cizelge

5'te verilmigtir.

Cizelge 5. Uruin profil analizinde kullanilan duyléaellikler ve tanimlama teknikleri

Duyusal Ozellikler

Tanimlama

Teknik

Renk

Koku

Lezzet

Tekstir

St rengi
Kirik beyaz
Sarimsi
Morumsu
Kirmizimsi
Lekeli

Homojen renk

Etin renginin siit renginde olmasi

Uriin gorsel olarak incelenir

Etin renginin kirik beyaz renkte olmasUriin gorsel olarak incelenir

Etin renginin sarimsi renkte olmasi

Uriin gorsel olarak incelenir

Etin renginin morumsu renkte olmasi Uriin gérsel olarak incelenir
Etin renginin kirmizimsi renkte olmasiUriin gorsel olarak incelenir

Etin Uzerinde lekelerin bulunmasi

Etin renginin tek renk tonuna sahip
olmasi

Uriin gorsel olarak incelenir

Uriin gorsel olarak incelenir

Baliksi koku

Cig et kokusu

Etin ¢t balik ya da yosunsu kokusu

Etin @ et gibi kokmasi

Ornesi 10 cm mesafeden 5 sn.
koklamak
Ornesi 10 cm mesafeden 5 sn.
koklamak
Ornesi 10 cm mesafeden 5 sn.

Sabunsu Ette sabunsu kokunun bulunmasi
koklamak
Metalik Ette metalik kokunun bulunmasi Ornegi 10 cm mesafeden 5 sn.
koklamak
Tipik lakerda Etin lakerda ya da tuzlu balik Ornesi 10 cm mesafeden 5 sn.
kokusu kokusunun bulunmasi koklamak
Ette pamuk helvamsi kokunun Ornesi 10 cm mesafeden 5 sn.
Tatl Koku
bulunmasi koklamak
Tuz Etteki tuz (NaCl ¢ozeltisi) tadinin Ornesi 3-8 defa @utiict diler
bulunmasi ile cignemek
Metalik Etin cigneme sirasinda hissedilen Ornesi 3-8 defa @utiicii diler
metalimsi aromasi ile cignemek
Tipik lakerda tadi  Etin lakerda tadina benzgrli _Orn%l 3-8 defa gutuicu dler
ile cignemek
Sarimsak tad Etin cigneme sirasinda hissedilen an%l 3-8 defa gtiicu dsler
sarimsak aromasi ile cignemek
N Ornesi 3-8 defa @utiicu diler
Olgunlgmams Etin ¢ig olmasi ile ciznemek

Yagsi

Etin cigneme sirasinda hissedilensga

aromasi

Ornesi 3-8 defa @utiict diler
ile cignemek

Gevrek

Dis yapsgkanlik
Ic yapskanlik
Yumusak
Lastiksi
Cignenebilirlik
Gewek

Sulu

Etteki kaslarin lifsi parcalara ayrilmas

Etin &iza (di, damak vb.) yagmasi

lOrnegi 3-8 defa @uttcu diler
ile cignemek
Ornesi 3-8 defa @utiicii diler
ile cignemek

Cigneme sirasinda etin kendi icerisind®rnesi 3-8 defa @titiicli diler

batunliga
Etin yumygakhgi

Etin cigneme sirasinda hissedilen
lastiksiligi

Etin cignenmesi gineme ile yutacak

kivama getirilmesi
Etin siki ve gergin olmamasi

Etin suyunun yerinde olmasi, kuru
olmamasi

ile cignemek
Ornesi 3-8 defa @utiicii diler
ile cignemek
Ornesi 3-8 defa @utiict diler
ile cignemek
Ornesi 3-8 defa @utiict diler
ile cignemek
Ornesi 3-8 defa @utiicii diler
ile cignemek
Ornesi 3-8 defa @utiicii diler
ile cignemek
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3.2.9. Mikrobiyolojik analizler

3.2.9.1. Orneklerin mikrobiyolojik analizlere hazirlanmasi

Yapilan mikrobiyolojik analizlerde aseptik §dlarda 10 g 6rnek tartilm 90 ml
peptonlu su icerisinde stomacherde (Seward 40@kika sire ile homojenize edilgtir.
Elde edilen bu 16 lik homojenizattan 18e kadar onluk seyreltimler hazirlangnre bu
seyreltimlerden dnceden hazirlagrpetri kaplarina ekimler gercekteilmistir (Anonim,
1998).

3.2.9.2. Analizlerde kullanilan kilttr ve sayim yotemleri

Mikrobiyolojik analizlerde, 6rneklerin ekimleri; yaa plak ve dokme plak
yontemleri kullanilarak yapilngtir.

Yayma plak yonteminde, dilisyonlardan 0,1 ml almkaibnceden kurutulan petrilere
aktariims ve drigalski spatili ile tim yuzeye yayitm. Ekimi yapilan petrilerin
inkilbasyonu sonunda, ureme gorilen besiyerlerindedteri kolonilerinin g6z ile
sayimlari yapilmgtir. Tespit edilen sayl seyreltme faktorl ile chomk, Grdnlerin
gramindaki bakteri miktari belirlengive sonuclar kob/g olarak verilgtir (Harrigan ve
McCance, 1976; Baumgart, 1993).

Dokme plak yonteminde ise, homojenizatlardan 1 inmlazak, steril be bir petriye
aktariimstir. Daha sonra, benmaride 40°@5sicaklikta hazir bekletilen steril besiyeri, bu
petriye 15 ml kadar dokulngtuir. Besiyerinin katilgmasi beklenmeden, numune ile
besiyerinin homojeekilde kargip yaylimasi igin petri kabi sekiz cizdiriimek stirge
karistirilmistir. Besiyerinin katillgmasindan sonra, inkiibasyona alinan petrilerde tUreme
gosteren koloniler g6z ile sayilarak, seyreltme tdeknin de dikkate alinmasiyla
degerlendirilmis ve bir gramdaki bakteri miktari tespit edikti. Sonuclar kob/g olarak
verilmistir (Harrigan ve McCance, 1976; Baumgart, 1993).

Toplam Aerobik Bakteri Sayimi; Plate Count Agar (PCA) besiyeri kullaniknr.
Hazirlanan dilisyonlardan yayma plak yontemi ile@rekyapilan petriler, 35°C’de 3 gin
aerobik sartlarda inkube edilmgtir. inkiibasyon sonunda petrilerde treyen koloniler
sayllarak, toplam aerobik mezofilik bakteri sayaslirlenmitir (Anonim, 1998).

Halofilik Bakteri Sayimi; Halofilik bakterilerin ekimi ve inkubasyonu toplaaerobik
bakterileri sayimi gibi yapiln) sadece kullanilan Plate Count Agar besiyerineNaTl|

(sodyum Klorir) ilave edilngtir (Anonim, 1998).
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Psikrofilik Bakteri Sayimi; PCA besiyeri kullanilngtir. Yayma plak metoduyla ekimi
yapilan petri kaplari, 7°C’de 10 gun sire ile inkiddildikten sonra Ureyen kolonilerin
gozle sayimlari yapilrgtir (Anonim, 2001).

Toplam Koliform Bakteri Sayimi; bolum 3.2.9.1'de belirtildii gibi hazirlanan
seyreltims numunelerden VRB (Violet Red Bile) Agar’a, dokmdalkp yontemi
kullanilarak ekimler yapilngive ekimi yapilan petriler 3&8’de 24-48 saat inkiibasyona
tabi tutulmytur. Inkiibasyon sonrasinda mor-pembe renkli dizgiin yaiakbloniler,
muhtemel koliform grubu bakteriler olarak saygnwe rastgele 10 adet koloni alinarak
Brillant Green Bile Broth'ta bulunan ttplere 6ze tecsleri yapiimstir. Daha sonra bu
tlpler 37C'de 24 saat inkiibasyona birakilarak, inkiibasyomsda gaz okumu gdriinen
tupler koliform bakteriler olarak gerlendirilmistir (Anonim, 1998).

Fekal Koliform Bakteri Sayimi; koliform bakterilerin sayiminda olgu gibi VRB Agar
kullanilmis. Dékme plak yontemine gore ekilen petriler, 4€8e 24 saat inkiibasyona
tabi tutulmutur. inkiibasyon sonunda 1-2 mm capli koyu kirmizi kotarfitkal koliform
olarak sayllmgtir. Fekal koliform sayisini dpulamak amaciyla, Ureme gorilen
petrilerdeki kolonilerden rastgele 10 adet seckHelC (Escherichia coli Broth’a gecs
yapilmstir. Gecii yapilan tipler 44, %'de 24 saat inkiibe edilgtir. inkiibasyon sonunda
gaz olgumu gozlenen koloniler fekal koliform olarak@alanmstir (Halkman, 2005).
Enterococcus spp. Sayimi; bolium 3.2.9.1'de belirtildii gibi hazirlanan seyreltilmi
numunelerden, icerisinde D-Coccosel Agar bulunatrilpee yayma plak yontemiyle
ekimler yapilmgtir. Daha sonra bu petriler 37de 24 saat inkiibasyona tabii tutulgtur.
Inkiibasyon sonunda gri-siyah merkezli ve etrafinigahszon olan kolonilerstipheli
Enterococcusspp. olarak sayllmive Ureyen kolonilerden alinarak biyokimyasal astl
uygulanmgtir (Halkman, 2005). Biyokimyasal testler sonunttdeeadilen farkli morfoloji
ve Ozellikteki bakteriler, besiyerinde gosterdikl@arkli gorinimler de dikkate alinarak
yatik agara alinngive identifikasyon icin Vitek 2 Compact cihazinéattedilmgtir.
Staphylococcuspp. Sayimi;BP (Baird-Parker) Agar kullanilgtir. Onceden hazirlanan
petrilere 0,1 ml numune alinarak yayma plak yontaéenekimler yapilmy, ekimi yapilan
petriler 37C’de 24-48 saat inkibasyona birakgtm Bu surenin ardindan plaklarda
kolonilerin  olwsup olwmadgina bakilarak, olgan koloniler go6zle sayilarak
degerlendirilmistir (Anonim, 1998).

Clostridium spp. Sayimi; TSC (Tryptose Sulfite Cyclocerine) Agar kullaniism.
Numuneler, dokme plak yontemine gore ekgimekimi yapilan petriler ise icerisinde

Anaerocult C kiti bulunan kutulara yegteilerek, 35C de 20 saat inklibasyona
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birakiimstir. inkiibasyon sonunda ireyen koloniler sayilarak, sikaloniler siipheli
Clostridium perfringens olarak dgerlendirilmistir.  Stpheli kolonilerin d@rulamasi
biyokimyasal testler ile Vitek 2 Compact cihazimggaceklgtirilmi stir (Anonim, 1998).
Laktik Asit Bakteri Sayimi; MRS (de Man, Rogosa Sharpe) Agar besiyeri kullagtim
Numunler dnceden hazirlanan petrilere yayma plaktgriine gore yapilm) daha sonra
petri kaplari 28C’de 48 saat anaerobik (Aneorocult Gartlarda inkibe edilrgtir.
Inkiibasyon sonunda glan bakteriler gozle sayilarak glendirilmistir (Halkman, 2005).
Bacillus spp. Sayimi;dilisyonlardan 0,1 ml alinarak, icerisinBacillus cereusSelective
Supplement bulunan MYP (Mannitol-Egg-yolk-Polymyg)nAgar yayma plak yontemine
gore ekimler yapilmtir. 28C'de 48 saat inkibasyona birakilan petrilerin
degerlendirilmesi, bu strenin sonunda @uo koloniler gézle sayilmi yapilgtir (Anonim,
1998).

Maya ve Kuf Sayimi; Malt Extract Agar kullaniingtir. Yayma plak yontemi ile ekimi
yapiims olan petri kaplari 25°C’'de 3-5 gin inkibasyonaakimis ve inkibasyon
sonunda olgan koloniler gozle sayilarak gerlendirilmistir (Anonim, 2001; Halkman,
2005).

3.2.9.3. Biyojen amin olgturan mikroorganizmalarin tespiti

Potansiyel biyojenik amin ofturan bakterilerin tespiti amaciyla, Niven ve
arkadalari (1981) ve Mah ve arkaglarinin (2001) metotlarina goére, iki farkli
dekarboksilasyon agar medyasi hazirlagtumiNiven ve arkadgarinin (1981) belirtrsi
oldugu metotta agar iceit; %0,5 triptone, %0,5 maya ekstrakti, %0,5 NaQb, ¥CaCQ,
%2 agar ve %0,006 Bromocresol-Purple indikatérindgmsmaktadir. Mah ve
arkadalarinin (2001) belirt@ii metotta ise, kullanilacak agar ig&ri%0,125 triptone,
%0,125 maya ekstrakti, %0,75 amonyum silfat [{N6O,, %0,5 NaCl, %0,1 glukoz,
%0,02 MgSQ 7H,0, %0,005 MnS®4H,0, 0,004 FeSO7H,0O, %0,05 Tween 80, %0,02
kresol kirmizisi, %3 agaeklinde bildirilmistir. Hazirlanan agarlar pH=5,3 olacgdkilde
ayarlanarak, tzerlerine farkli amino asitlerderh{&tidine hydrochloride monohydrate, L-
tyrosine, L-ornithine hydrochloride, ve L-lysine drgchloride) %0,5 (a/h) ilave edilgi
daha sonra besiyeri 1Z1de 10 dakika sterilizasyona tabii tutulgtur. Bu besiyerleri ile
hazirlanan petrilere bakterilerin ekimi yapildiktaonra, petriler 3TC'de 24 saat inkiibe
edilmis, inkiibasyon sonucunda mor ile cevrili kirmizi kaler ya da sari zemin Uzerine

parlak koyu kirmizi koloniler pozitif olarak taniamimstir.
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3.2.9.4.zole edilen sglara uygulanan tani testleri

Mikrobiyolojik analizlerden sonra izole edilen bakterin, saflatiriimasi icin Plate
Count Agar'a gegleri yapilmstir. PC Agar besiyerinde saftarilan koloniler, 18-24
saatleri arasinda on tani amach Gram boyama, &t sitokrom oksidaz testi, ve
katalaz testine tabi tutulrglardir.

Bu testlerden sonra ise tur tanimlamalar igiipheli sylar Api 20E Test Kiti
(Biomeriux) ve Vitek 2 Compact Cihazi ile incelentii

Api 20E test kiti ile tar tanimlamalari igin 24 s$ida saf kultarler kullanilmgtir.
Plastik koruyucu kabin icindeki kuyucuklar 6-7 nérd saf su ile doldurulmuve Gzerine
steril test stripleri yerkgirilmistir. Saf kdltirden alinan 1-2 adet koloni Api 20E
suspansiyon sivisinda pipetaj ile homojen edilme test striplerindeki kuyucuklara
doldurularak ekimleri yapilmgtir. 37°C’de 24 saat inkiibasyon sonrasinda striplerdeki ren
desisimi (Sekil 5), renk skalasinaSékil 6) bakilarak testlerin sonuclari kaydedgtii
Test sonuclart Apiweb-Api 20E sonuc¢ alma programgirderek tdrlerin tanimlamasi

yapilmstir.

Sekil 5. 1zolatlara uygulanan Api 20E testi ve VP testi.

o ~

w1117l o DU
N | L L1111 ]
ONPG ™ ADH

DG TG H2s A URE  TOA Nl)‘uaij GELI GLU AMAN NG SOF HA  SAC MEL A Amy MELAMY_ana

“il-'i!" BrbYrupy

ONPG ADH LDC AopC ity H2s A use oA IND (GEL) GLU A man INO SORS HHA _SAC MIIAAM ARA
e

orl e

Sekil 6. Api 20E negatif (Ustte) ve pozitif (alttayntrol renk skalasi.

API test kitinde belirlenemeyen izolatlarin tanimtaasi isejstanbul Universitesi Su
Uriinleri Fakiiltesi'nde bulunan Vitek 2 Compact BakTanimlama ve Otomasyon Cihazi
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(Biomeriux) kullanilarak gercekgarilmistir (Sekil 7). Bu tanimlama icin de yatik agarda
Uretilen 24 saatlik saf kdltirler kullanilgr. Aseptik sartlarda steril 6ze yardimi ile
secilen koloniler, Gzerine 3 ml steril tuzlu suvgaedilerek tlplerde stuispanse edshmi
Elde edilen bu sispansiyon vortex ile homojenizédigtien sonra, inokulum ygunlugu
0.50-0.63 McFarland standardina ayarlaggmi Daha sonra bu tlpler tir tanimlamasi
yapiimak tzere VITEK 2 GN (Ref 21 341) ve GP (Réf 242) kartglari ile cihaza
yerlestirilmi stir. Maksimum 10 saat sdren tur tanimlamggeminin ardindan bilgisayar
ciktilarr ile izolatlarin tir tanimlanmasi gercekielmi stir.

Sekil 7. Vitek 2 Compact cihazinda izolatlarin idékésyonu.

3.2.9.5. Mikroorganizmalarin olusturduklari biyojen amin miktarlarinin tespiti

Bakterilerin biyojen amin Gretme durumlarini tesginek icin pozitif olarak tespit
edilen bakteri turleri icerisinde %0,1 amino akihistidine hydrochloride, L-tyrosine, L-
ornithine hydrochloride ve L-lysine hydrochloridbplunan triptik soy agara ekilerek,
30°C’de 24 saat inklUbe edilgiir. Daha sonra buradan alinan bir 6ze dolusu bakte
kolonisi icerisinde %0,5 amino asit (L-histidine dngchloride, L-tyrosine, L-ornithine
hydrochloride ve L-lysine hydrochloride) ve %0,0q86idoksal HCI bulunan 9 ml Triptik
soy brotha glanmstir. Bu islem birkez daha tekrarlandiktan sonra steril ejekt
yardimiyla 5 ml 6rnek alinmive 0,2 um’lik membran filtreden gecirildikten sanr
—20°C’da saklanmtir (Mah ve ark., 2003). Biyojen aminlerin cihazadgini yapilirken 1
ml filtre edilmis broth kdltire 9 ml 0,4 M perklorik asit ilave ediktir (Mah ve ark.,
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2003). Kargim homojenize edildikten sonra 3000 devirde 10 kkalksantrifijlendikten
sonra supernatant 3.2.7.14. boliminde vyer alanvi@gindirme metoduna gore

turevlendirilerek HPLC cihazina enjekte editiri

3.2.10. Verilerin deggerlendirilmesi

Arastirmada lakerdanin karakterisitik 6zelliklerininspgtinde olgunlgma suresince
gruplar arasindaki etkganlerin belirlenmesinde, varyanslari homojen olarupiara
onemlilik testi icin “tek yonll varyans analizi (ADWVA)” ve “Tukey testi” uygulanmytir.
Normal da&ilim gostermeyen gruplar ise ‘Kruskal-Wallis’ tesi tabi tutulmstur.
Olgunlgma siresince amino asit miktari ile zaman, sicakiék sarimsak ektrakti
etkilesimlerinin saptanmasi icin oncelikle “tekrarlayanci@inlerde varyans analizi
(repeated measures ANOVA)” gerceitielmis ve onemli bulunan etkig@nlerin
arasindaki ikkiler “azami 6nemli faktor analizi (AOF veya LedaSignificant Difference
(LSD))” ile saptanmgtir (Mende, 2012). Serbest amino asitler ile biyojen amimleri
birbirleriyle ve olgunlama stresi ile olan Hkileri ise Pearson korelasyon analizi ile
belirlenmitir. Istatistiki analizlerde Minitab 16 M SPSS Statistics 20 istatistik paket
programlari kullanilmgtir. Elde edilen sonuglar P<0,05 ve P<0,01 guvealiganda
degerlendirilmistir (Zar, 1999).
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTI SMA

Bu calsmada, lakerda uretimi gercekligilerek, olgunlgma sirasinda meydana
gelen serbest amino asitgi@mi ve biyojen amin olgumu aratirilmistir. Ayni zamanda;
olasi olgan biyojen amin miktarinin inhibisyonu igin sarikskstrakti kullanilmy ve (¢
farkll sicaklikta gercekigirilen olgunlgma sirecinde, sarimsak ekstraktinin etkileri
belirlenmeye cafilmistir. Ayrica uriinde biyojen amin glumundan sorumlu bakteriler
tespit edilerek, bu bakterilerin dekarboksilasyeteyekleri incelenngiir.

4.1. Sarimsak Ektraktina Ait Bulgular

4.1.1. Antioksidan aktivite bulgulari

Antioksidanlar, besin maddesinin yapisinda bulurdatf bilesiklerin havadaki
oksijenle birlgerek oksitlenmesini, yani otooksidasyonu engelleraekach kullanilan
kimyasal maddelerdir. Uluslararasi Gida Kodeks Kyminu (CAC)'nin tanimina gére ise,
antioksidanlar "gidada gan acilgmasi ve renk dgsimleri gibi oksidasyon reaksiyonlari
sonucunda okan bozulmalari onleyerek raf 6mrini uzatan maddeddarak ifade
edilmektedir. Gidalarda otooksidasyon sonucu isty@n olaylar gercekjenektedir.
Bunlar; y& iceren gidalarda acimsi (ransidite) tat ve arofogumu, pigmentelerde renk
acllmasi, toksik oksidasyon urunleri, gidada lekasti, tekstirde dgsmeler ve gidanin
besin dgerinin azalmasi olarak ifade edilmektedir (Deckeravk., 1995).

Antioksidanlar, gidada meydana gelebilecek bu @tkilollsumunun engellenmesini
veya yavalatilmasini sglamakta, bunu ise yapilarinda bulunan fenolik vavdhoid
bilesikler sayesinde gercektrmektedirler. Yapilan bu c¢amada lakerda Urinde,
olgunlgma surecinde otooksidasyon olayini 6nlemek icimakullan sarimsak ekstraktinin
in vitro olarak antioksidan aktivitesi de tespit edgtimi Bunun igin, sarimsak ekstraktina
serbest radikal giderme aktivitesi (DPPH), toplaendiik bileik miktari ve toplam
flavonoid miktari analizleri yapilngive elde edilen bulgular Cizelge 6’ da vergiii

DPPH (1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl), yapisindaotz bl aktif oksijen iceren
(Eklund ve ark., 2005) ve serbest radikal giderkievesi tayininde kullanilan kararl bir
serbest radikaldir (Alma ve ark., 2003; Kariotiask., 2004; Kordali ve ark., 2005). DPPH
aktivitesi tayininde harcanan DPPH miktari ne kadg&ikse kullanilan antioksidantin
etkinligi o derece yuksektir. Butillendirilmi hidroksitoluen (BHT), askorbik asit (C
vitamini) ve a-tokoferol (E vitamini) gibi maddeler bilinen enii)pPPH aktivite olan
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maddelerdir. Yapilan ¢gmada sarimsak, aseton, metanol ve su kullanilakakadkte
edilmistir. Ekstraksiyon sonucu elde edilen numuneleri®PBl testinde I65 dezerleri
aseton, metanol ve su ekstraklarinda sirasiylazi@g/mi, 14,38 mg/ml ve 82,66 mg/ml
olarak tespit edilmtir (Cizelge 6). Bir maddenin antioksidan aktivites o maddenin
DPPH miktari, toplam fenolik bijgk ve toplam flavonoid miktari belirlemektedir. Ban
gore, DPPH miktari diiik, toplam fenolik bilgtk ve toplam flavonoid miktari fazla olan
maddelerin antioksidan aktivitesi ylksek olaralgatéendiriimektedir. Buna gore farkl
sekillerde ekstrakte edilen sarimsaklarda DPPH iegkisylksek olan humunenin asetonlu
ekstrakt oldgu gorulmektedir §ekil 8). DPPH testinde sarimsak ekstrakti, bitdieimis
hidroksitoluen (BHT) veu-tokoferol (E vitamini) gibi antioksidan ¢ainalari icin referans
olarak kullanilan maddeler ile kalastirilmistir (Sekil 8). Elde edilen bulgularda da
goruldigt Uzere her U¢ ekstraksiyonda % inhibisyon, BHTomekoferol’a gore oldukca
disuktar. Yani referans maddelere gére sarimsak didstra DPPH aktivitesi oldukca
dusuktar Sekil 9).

Sarimsak ekstrakti toplam fenolik Bille miktari yoninden incelenginde ise, en
fazla fenolik bilgik miktarinin 669,41 ug/g geri ile asetonlu ekstraktlarda belirlergmi
onu metanol ekstrakti ve su ile elde edilen eksinakledigi goralmistir (Cizelge 6).

Toplam flavonoid miktarlari en ylksekten enidige dgsru; aseton ekstrakti, metanol
ekstrakti ve sulu ekstrakt olarak siralagtmi Metanol ekstrakti ve su ekstraktigdderi
birbirine olduk¢a yakin bulunurken, aseton ekstraktdigerlerinden yaklgtk 1,5-2,5 kat
daha fazla bir flavonoid miktarina sahip atdubelirlenmitir (Cizelge 6).

Ancak bu cabmada kimyasal kalinti birakmamasi ve kolay hazmiasi sebebiyle

su ile ekstraksiyon yontemi tercih edignsarimsak ekstrakti ekilde elde edilnstir.

Cizelge 6. Sarimsak ekstraktina ait antioksidatizasanuclari

Aseton Metanol Su
L‘gg‘('j;e”c’"k uglg 669,41 494,82 384,51
DPPH ICsq (mg/ml) 10,77 14,38 82,66
% Giderim 92,34 89,43 77,79
Flavonoid mg/g 1,23 0,78 0,55
Azaltici Gig. mg/ml 137,06 195,32 218,83
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Sekil 8. Sarimsak ekstraklarinin radikal gideridiketri.
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Sekil 9. Sarimsak ekstraklarinin %50 inhibisyon katsasyonlari.

4.1.2. Antimikrobiyal aktivite bulgular

Antimikrobiyal etkinin kayn&ini, ekstraktlarin yapilarinda bulunan ucuclga
olusturmaktadir. Sarimsak ekstraktinin etken maddeksayik ucucu yglardan alliin,
allicin, ve ajoen olarak bildiriimektedir (Arnaulte Auger, 2006). Caimada kullanilan
sarimsak ekstraktinin antimikrobiyal etkisinin delhmesi amaciyla yapilan test sonuclari
Cizelge 7'de verilmgtir. Arastirmada, 4 farkli sarimsak konsantrasyonu (2, ve &80 g/L),
su, su+etanol ve etanol ile olmak lUzere 3 fagdkilde ektrakte edilngive 4 farkli bakteri
tird Uzerinde l(isteria monocytogenes, Enterococcus facellis, &schia coli ATCC
1123Q Salmonella typhimuriumMTCC 14028) test edilmgiir. Elde edilen bulgulara gore;
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etanol ile ekstrakte ediljisarimsgin 8 ve 10 pL’lik konsantrasyonlarinin kullanilamt
bakteriler Gzerine antimikrobiyal etkisinin olglu tespit edilmgtir (Cizelge 7). Sarimsak
ekstraktinin en etkili oldtu bakteri grubu iseEscherichia coliATCC 11230 olarak
belirlenmitir.

Cizelge 7. Farkh konsantrasyonlarda ve ug¢ fagbkilde ekstrakte edilen saringsaait zon
caplari

Konsantrasyon (uL)
Bakteriler 2 4 8 10
Inhibisyon zon ¢api (mm)

Su ekstrakti

Listeria monocytogenesTCC 6644 0 0 2 6
Enterococcus facelliBTCC 29212 0 0 0 4
Escherichia coliATCC 25922 0 0 0 0
Salmonella typhimuriulATCC 14028 0 0 0 0
Su+Etanol ekstrakti
Listeria monocytogenesTCC 6644 6 8 9 10
Enterococcus facellidBTCC 29212 8 9 8 12
Escherichia coliATCC 25922 6 0 9 12
Salmonella typhimuriuPTCC 14028 0 6 1 12
Etanol ekstrakti
Listeria monocytogenesTCC 6644 10 13 16 17
Enterococcus facellidBTCC 29212 8 12 16 16
Escherichia coliATCC 25922 8 13 19 23
Salmonella typhimuriumPTCC 14028 8 14 16 17

4.2. Lakerdanin Karakteristik Ozelliklerin Belirlen mesi

4.2.1. Fiziksel analiz bulgulari

Tekstir (Et Sertlgi)

Sade ve sarimsakli lakerdalarin olggmia esnasinda sertlik glgimleri Cizelge
8'de verilmistir. Yapilan analizler sonucunda taze palamutgmadia sertlik 0,48 kg/c
olarak tespit ediligi 6n tuzlama gamasinda ise bu gerde herhangi bir ggsim
gozlenmemgtir. Tuzlama gamasinin 3. guninde ise, tekstlrgelberi bariz bir ary
(P<0,05) gostererek 1,78 kg/tolarak belirlenmitir. Sarimsak ilave edildikten sonra her
iki 6rnek grubunda deerler 6nce azalm) daha sonra olgurdama suresince artarak,
olgunlgmanin sonunda lakerdada 2,04 kdfcrearimsakli lakerdada ise 2,21 kgfcm
olarak saptanmgiir. Yapilan istatistiksel analizlerde de, gerekzlama slemi ve
olgunlggma slreci gerekse lakerdaya sarimsak ilave sunechalik etinin sertfiine
onemli derecede etki ederek farklihk gurdusu tespit edilmgtir (P<0,05).
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Renk

Lakerdanin olgunkama surecinde lakerda ve sarimsakli lakerda orneklierrenk
(L*, a* ve b*) degerlerinin analizi yapilngtir. Besinlerde renk en oOnemli kalite
parametrelerinden bir tanesidir. Uluslararasi Aljgma Komisyonu (International
Commission on lllumination, CIE).*, a*, b* sistemindeL*nin siyahtan (mat) beyaza
(parlak) O'dan 100’ea*nin (+) kirmizi veya (-) ygili ve b*nin ise (+) san veya (-)
maviyi ifade etmektedir. Yapmioldugumuz calgmada taze palamut bginin L* degeri
siyah ile beyaz arasinda ortalama bigete (49,03) olarak saptangtir. On tuzlama
asamasl sonucunda renk madeak 44,28 olarak belirlengtir. Baliklar kuru tuzlama
yontemi ile tuzlandiinda,L* degeri, 3. gin etin su salip salamuragplumasi ile dgs
gostermg, sarimsak ilavesi 6ncekr dezerinde meydana gelen bugigmler istatistiksel
acidan onemli bulunnmgtur (P<0,05; Cizelge 8). Sarimsak ekstraktiningi@amden sonra
lakerda ve sarimsakli lakerda orneklerihihdegerleri diizensiz fakat istatistiksel olarak
onemli (P<0,05) d&simler géstermy ve olgunlama stiresince ve olguglaanin sonunda
renkte matlagma oldigu tespit edilmgtir. Ayrica yapilan analizlerde sarimsak ekstraktin
lakerda GrtndrL* degerine 6nemli derecede etki etmgdde tespit edilmitir (P>0,05).
Jonsdottir ve arkadkrinin (2011) yapmgi olduklari calgmada morina baliklarinim*
degerini enjeksiyonla tuzlanmglarda 54,5, salamura tuzlananlarda 53,5 ve kurlamea
yapilan baliklarda ise 51,9 olarak bildigti. S6z konusu bu ¢amada tuzlanan morina
baliklarinin bu ¢catmada ki palamut lakerdalarina goére daha parlakgoldydrilmektedir.
Chaijan (2011) ise tuzlangtilapya balginin L* degerini 35 civarinda tespit etgwe kuru
tuzlama ile salamura tuzlama arasinda herhangifdmkin s6z konusu olmagini
bildirmislerdir. Calsmalarda farkli sonuclarin bulunmasinin nedeni,anmada kullanilan
hammadde balik tarintn farkli olmasindan kaynakkktadir. Bununla beraber glak
(2009)'In bildirdigi lakerda uUrinde_* degeri (42,5-49,9), olgunkma surelerinin farkh
olmasindan dolayl, camamizda elde edilen sonugclarla farklilik gosterradkt Hamsi
baliginin Engraulis anchoita tuzlanmasi Uzerine yapilan bir gatada, taze hamsi
baliginda 34,66 olarak 6lctleb* degerinin, 6n tuzlanmasamasindan (ortalama 40,00)
tuzlamanin 2. ayina (44,00) kadar @rttdaha sonraki donemde ise azalarak son Uriinde
42,00 civarina dgitigu bildirilmistir (Czerner ve ark., 2011).
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Cizelge 8. Renk ve tekstur analizi bulgularn

Taze On TuzlamaTuzlama 3. giin Lakerda Sanmsakl

Lakerda

L* 49,03+0,43 44,28+0,4% 41,33x0,58 37,44%0,52 39,160,760
a* 6,64+0,27 3,51%0,18  3,82+0,10  5,23x0,17 4,97+0,19
b* -0,81+0,16 -3,83+0,2f 1,27+0,28  0,47+0,36 0,81+0,28

Sertlik (kg/cnf) 0,480,185 0,68+0,02  1,78+0,12  2,04+0,08 2,21+0,16

Aritmetik ortalamazStandart hata, Ornek sayisi; 81=4yni satirdaki farkli harfler (a,b,c..) grupkamasindaki farki belirtir (p<0.05).

Taze palamut balinda 6,64 olarak tespit edilefi degeri, 6n tuzlamaslemi sonrasi
disUs gostererek 3,5blarak saptanmitir. Tuzlama teknolojisinin uygulanmasinda 6n
tuzlama, balik etindeki kanin giderilmesi amacigarceklatirimektedir. Yapilan bu
calismada, belirlenera* degeri ile 0n tuzlamasieminin amacina uygun olarak balik
kaninin giderilmesinin acikgad@andgi gorilmektedir. Asil tuzlamagleminin 3. gininde
et renginde kirmizigin azalmasi yoninde cok kucuk gdgmler yaanmg (P<0,05),
olgunlgzma sonrasinda ise sarimsakh (4,97) ve sarimséddserda (4,97) Urlnler arasinda
a* degeri acisindan onemli bir fark (P<0,05) tespit edstim (Cizelge 8). Palamut
lakerdasi Uzerine yapilan bir gahada lakerdania* degerinin 3,3-6,1 arasinda gigim
gosterdgi bildirilmi stir (Caglak, 2009). Tuzlanngi hamsi balkil Gzerine yapilan bir
calsmada ise taze balikta 12,68 olarak tespit edd&ndegerinin 6n tuzlamasiemi
sonunda kan gidermgleminden dolay! azalg (3,38), olgunlamis balikta ise artarak etin
pembe renkli bir goranaldigl (22,00) belirtiimgtir (Czerner ve ark., 2011). Tuzlangmi
tilapya balgl Uzerine yapilan bir ¢aimada ise agturicl, tuzlamanin 60. dakikasina kadar
a* degerinin 6nemli derecede atgosterdgini (ortalama olarak 5’den 7’'ye yuksejti)
ve tuzlama sonunda ise tuzlamaninsldmagicindaki dgere ulgtigini bildirmislerdir
(Chaijan, 2011).

Taze balikta negatif gerlerde (mavi) tespit edileb* degeri; 6n tuzlama sirasinda
salamura suyuna buz ilavesi yapilmasi ile salarsuraicakiginin negatif (-) dgerlere
dismesini s@lamis ve bu durumda ette sari rengin azalmasi sO6z komlsustur.
Olgunlagma esnasinda etin oksidasyona maruz kalmasi ilikin@mek grubunda da etteki
sarilik arty gostermg (P<0,05), lakerda ve sarimsakh lakerda orneldesisinda isdo*
degeri acisindan herhangi bir farklilik gozlenmetini(Cizelge 8). Morina baliklari Gzerine
yapilan baka bir aratirmada, b* dgeri, —3,5 ile —6,3 arasinda tespit edgtiri (Jonsdottir

bir Granddr. Ayrica farkli paketlenen palamut ladadari Gzerine yapilan ¢cgtnada da
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arggtirmaci,b* degerinin 3,3-6,1 arasinda gigim gosterdgini bildirmistir (Caglak, 2009).
Czerner ve arkagkari (2011) yaptiklari bir calmada taze hamsi bgindaki 8,98 olarak
tespit edilerb* degerinin tuzlama teknolojisi uygulanmasi ile istakisel anlamda énemli
bir degisim gostermediini belirtmislerdir. Chaijan (2011) ise kuru ve salamura tuzlama
yontemi ile olgunlstirilan tilapya baliklarinirb* degerini, sirasiyla 16 ve 15 civarinda
tespit etmg ve kuru tuzlanny baliklarda meydana gelen ant istatistiksel olarak 6nemli,

salamura tuzlanmirneklerde dg@simin ise dnemsiz oldtunu bildirmitir.

4.2.2. Kimyasal analiz bulgular

Besin kompozisyonu

Baligin tuketilen kismini olgturan kas dokusu buylk oranda su, protein @ga
meydana gelmektedir. Balik etindeki bu besin deitderinin orani ise, bain turine,
beslenme, Ureme, yave cevreye h#i olarak deisiklik gosterebilmektedir (Tulsner,
1994). Bunun yani sira besin Bimlerinin miktar, 6limden sonra meydana gelen
degisiklikler ve ete uygulanansieme teknolojilerine gore de yenidesekillenmektedir
(Konagaya, 1990).

Yapilan bu cakmada, taze, 6n tuzlangnituzlanmg ve olgunlamis lakerda
orneklerine ait besin bijenlerinin miktari belirlenngi ve deerler Cizelge 9'da
sunulmytur. Analizler sonucunda taze palamut pain, %63,23 oraninda su, %17,52
protein, %14,65 y& %2,40 kil icerdii tespit edilmjtir. On tuzlama sonrasinda ise besin
bilesenlerinin miktarlarinda dgsiklik olusmus, su ve kil miktari sirasiyla %7 ve %4 qrti
gostererek %70,74 ve %6,47 olarak belirlepmrotein ve yg miktarlari ise sirasiyla %3
ve %6 oraninda diils gostererek %14,13 ve %8,51 olarak tespit egtim{P<0,05).
Tuzlama gleminin bglangicinda, balik etine tuz giriile et sismekte ve balik eti,
binyesindeki suyu tutmaktadir. Esas tuzlagiaminde ise balik etine daha gm tuz
girisi olmasi nedeniyle protein koagulasyonu meydanangkle ve su, difiizyon yolu ile
balik kasini terk etmektedir. Dolayisiyla bu gaada da, esas tuzlamgemi sonrasinda
balik etinin su miktarl 6n tuzlangbalik etine gore yakisk %20 azalny ve %51,28
olarak saptanmgtir. Su icerginde meydana gelen bu azalma istatistiksel olagkmem
arz etmektedir (P<0,05). Balik etinde tuz girile su oraninin d§imesi, dger besin
bilesenlerinden protein ve & nispi olarak artmasina sebep olmaktadir. Nitekizmdama
isleminin 3. giininde, protein ve yaniktari artmg ve sirasiyla %19,11 ve %15,45 olarak
saptanmygtir. Bunun yani sira kil miktari da, tuzlama ilee egiren tuzdan dolayi

istatistiksel olarak 6nemli derecede agostermgtir (P<0,05).
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Cizelge 9. Besin kompozisyonudleri (%)

. Sarimsakli
Taze On Tuzlama Tuzlama 3. gin Lakerda
Lakerda
Su 63,23+1,33 70,74+0,67 51,28+0,68  52,22+0,80 56,84+0,8%

Protein 17,52+0,49 14,13+0,7%  19,11+0,69 14,64+0,6%  15,23+0,58
Yag 14,65+0,34 8,51+0,18 15,45+0,18 17,39+0,8%  13,06+0,68
Kl 2.40+0,19  6,47+0,28 14,02+0,2% 15,14+0,18  14,72+0,02

Aritmetik ortalamazStandart hata, Ornek sayisi; N&y satirdaki farkl harfler (a,b,c..) gruplamaindaki farki belirtir (p<0.05).

Olgunlamis Urlinlerde besin kompozisyonu bulgulari incelgmdie ise, sarimsaksiz
lakerdada; su, protein, gave kil degerleri sirasiyla %52,22; %14,64; %17,39 ve %15,14;
sarimsakli lakerda da ise %56,84; %15,23; %13,08001d,72 olarak tespit edilgtir
(Cizelge 9). Palamut lakerdasi lGzerine yapilarsigaiarda, lakerdanin su ve gyaerigi
sirasiyla %42,2 ve %23,4 olarak belirlestini (Caglak, 2009). Ayrica, Koral ve
arkadalari (2013) piyasada satilan lakerdalarin su i¢erikin genelde %60 civarinda
oldugunu bulmyg, Uretim yontemine gobre %49 ile %70 arasindagzigbileceini
bildirmislerdir. Bildirilen bu dgerlerdeki farkliliklarin nedeni olarak, uygulanadnyemin

yani sira, Uriin haziginda kullanilan hammaddenin de etki@tti bildirmislerdir.

pH

Gida endustrisinde mikrobiyal ve enzimatik aktiyitetkileyen énemli faktorlerden
olan pH dgerinin, slenmis Grtnlerde belirlenmesi ve sabit ggede tutulmasi Grin
kalitesinin korunmasinda onemli bir kriterdir (Otgpglu, 2007). Bir tGrinun asidite veya
alkalinitesinin 6lcusu olarak bilinen pH, gidadadaya farklihk gostermektedir (McLay,
1972; Anonim, 2005). Banwart (1989), pHgeene gore gidalari; 3,7’dersagl olanlari
yuksek asitli, 3,7—4,6 arasinda olanlar asitli, géderi 4,6-5,3 arasinda olanlari ise orta
asitli olarak ifade etrngj pH deseri 5,3'Un Uzerinde olan gidalar dasdid ya da asitsiz
gidalarseklinde tanimlangtir. Su trinlerinde ise, canh bain pH deerinin noétire yakin
oldugu, fakat avlandiktan sonra bu gdein digls gOstererek 6,2-6,6 arasinda
degisebilecei bildirilmi stir (Tllsner, 1994). Yapngioldugumuz bucalismada taze balin
pH deseri 6,44 olarak tespit edilgtir. On tuzlamada ve asil tuzlamanin 3. giniinde pH
degerinin taze Urine gore istatistiksel olarak Onewilhayan bir dgisim goOsterdgi
belirlenmgtir (P>0,05; Cizelge 10). Lakerda urinlerdeki pHgele ise her iki 6rnek
grubunda 5,90 olarak tespit ediktmi (P>0,05). Palamut lakerdasi tzerine yapilagkda
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bir calsmada, hammadde bgiln (dondurulmg palamut bafii) pH’sinin 5,97, lakerda
driinde ise 5,92 oldw bildirilmistir (Erkan ve ark., 2009). Turkiye ve Yunanistanigael

ve endustriyel olarak saft sunulan lakerdalar tzerine yapilan bir ggalda ise, lakerda
ardnlerin pH dgerinin 5,0-6,5 arasinda gstigi bildirilmi stir (Koral ve ark., 2013).
Palamut bafiindan lakerda Uretimi ile yapilanggir bir ¢calsmada ise, trtin pH derinin
5,83-5,95 arasinda gigim gdsterdgi bildirilmistir (Caglak, 2009). Tilapya bahinin
tuzlanmasi Uzerine yapilan bir gahada ise, taze balikta 6,25 civarinda saptanan pH
deseri 180 dakikalik kuru tuzlanmibalikta 5,98, salamura tuzlarngmbalikta ise 6,10
olarak bildirilmistir (Chaijan, 2011). Bunun yaninda Hernandez-Herree arkadglari
(2002) tuzlanmy hamsinin pH dgerinin 5,80 oldgunu rapor etmgierdir. Bu calgsma

bulgulari, yukarida verilen caimalarin bulgulari ile paralellik gostermektedir.

Cizelge 10. Olgunkma esnasinda ve lakerda trtnlerde biyokimyasakideer

Taze On Tuzlama Tuzlama 3. gin Lakerda Sanmsakli
Lakerda
pH 6,44 +0,08@ 6,56 +0,00 6,23 £ 0,01 590+0,02 5,90+0,03

Tuzluluk 2,34+0,12 1,18+0,083 16,80+0,71 19,86+0,2% 20,44 +0,45
Peroksit 0,10+0,01 1,27+008 386+0,36 550+0,28 3,70+0,19
TBA 0,53+0,12 046+0,06 1,12+0,06 2,63+0,28 2,48+0,0%
TMA-N 0,15+0,02 0,09+0,02 0,76+0,08 2,28+0,08 2,17 +0,08
%WPS 3,57+0,19 164+0,08 2467+0,88 27,56+0,41 26,45+0,38
aw 0,98+0,006 099+0006 080+001 0,76+0,00 0,78+0,00

Aritmetik ortalamazStandart hata, Ornek sayisi; N&ya satirdaki farkl harfler (a,b,c..) gruplamaindaki farki belirtir (p<0.05).

Tuzluluk

Tuzluluk deeri tuzlanmg drtnler icin en 6nemli niteliklerden bir tanesidEte
aromatik tat ve kokuyu veren tuz, fazla qldada ise tlketimde sakinca
olusturabilmektedir. Taze balikta %2,34 olarak tesgiten tuzluluk dgeri, tuzlamanin ilk
hizli bir arts gostererek %16’civarina glaistir (P<0,05). Olgunlgmanin tamamlangi
donemde ise érneklerde tuzluluk orani artmaya destang ve sarimsaksiz lakerda trinde
%19,86, sarimsakli lakerda da ise %Z20,44 olaralpittesdilmistir (Cizelge 10).
Olgunlgmis Urinlerde, tuzluluk miktari Gizerine sarirgsaherhangi bir etkisinin olmagh

gorulmistar (P>0,05).
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Bu konuda yapilan gder calsmalarda, palamut lakerdalarinda farkl tuz iceriki
bulundgu ifade edilmektedir. Lulleci (1991) palamut badikl ile yaptgl calsmasinda,
baliklar1 3 gun kuru tuzlama (2:1, balik:ituz) ile,gin ise %25 lik salamura tuzlamada
olgunlatirmis ve olgunlama sonrasinda palamut lakerda 6rneklerinin tuz amiki %13
olarak olgcmigtir. Caslak (2009)'In yapmy oldugu calgmasinda ise, lakerdanin tuz
icerigini %5,05-6,70 arasinda bildirgtir. Bu deserler calgmamizda elde edilen
deserlerden oldukca diiktlr. Lakerdalarda gorilen farkh tuz iceriklenniolgunigma
sureleri ile ilgili oldyu bildiriimekte, olgunlama stresinin tuz gii ile dogru orantili
oldugu ifade edilmektedir (Gilyavuz ve Unliisayin, 200@pral ve arkadgari (2013),
ulkemizde saga sunulan lakerdalarin %3-16, Yunanistan'dasaatunulanlarin ise %4-8

arasinda tuz icerdiklerini bildirrglerdir.

Tiyobarbutirik Asit Sayisi (TBA)

TBA analizleri, y& oksidasyonunun belirlenmesinde ©6nemli bir kalite
parametresidir. Ygarin okside olmasi sonucundagiarin tadinda bir acifaa meydana
gelmekte, oksidatif aciaa olarak bilinen bu dggsim, daha c¢ok yai baliklarda
gorulmektedir (Connell, 1980). Yapilan bir cok sinanada, 6zellikle ygh baliklarda,
TBA degeriyle duyusal test sonuclari arasinda, tat kalgésinden korelasyon oldu
bildiriimektedir (Barnett ve ark., 1991; Ramanathan Das, 1992). Ette gkarin okside
olmasi ile birlikte protein ve vitaminlerde de bémalarin oldgu, bunun sonucunda
driinin tat ve aromasinin gigigi, kalite ve beslenme gerinde de azalmalarin meydana
gelebilecgi ifade edilmektedir (Beltran ve Moral, 1990; Ozdes ark., 2001). Ygarin
oksidasyonunda ortamdaki atmosferik oksijen, oneatloynamakta ve surecin ilerlemesi
ile reaksiyon hizi daha da artmaktadir. Oksidasgdmai, y&larin doymamglik durumu,
miktari, ortamin sicakd, 1sik, oksijen miktari ve nem oraninaghaolarak de&ismektedir
(Khayat ve Schwall, 1983; Hultin, 1994; Yapar vel@r 1999).

Bir gida maddesi yapisindaki gra bozulmasi sonucu, ttketilebilme 6zelliklerini
kaybederek lezzetsiz hal almaktadir (Kietzmann vie, al969). Y&larin bozulmasi
sonucunda Urinde meydana gelegigmler; lezzet ve koku dgsimi, asitlik dezisimi,
peroksit olgumu, aldehit ve keton agumu seklinde kendini gostermektedir (Varlik ve
ark., 2004). Schormiller (1968) ve(1969) taze batikdeki TBA dizeyine gore kaliteyi
derecelendirngtir. Arastiriciya gore, TBA dgeri 3 mg malonaldehid (MA)/kg’dan daha az
degere sahip olan et; cok iyi kalitede, <5 mg maloehld (MA)/kg deeri ise iyi kalitede
arin ozellgi tasimaktadir. Tuketilebilirlik sinirini ise, 7-8 mg ioaaldehid (MA)/kg
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olarak bildirmitir. Islenmis Uriinlerde ise durum biraz daha farkli olmakta iktiel
tuzlanmg balik etinde ardiricilar TBA deerinin, 4 mg malonaldehid (MA)/kg'
asmasilyla beraber acgimanin baladigi bildirilmistir (Curran ve ark., 1980; Eke, 2007).
Yapilan bu cabmada TBA dgeri olgunlgma boyunca agigostermg, sarimsaksiz
lakerda da 2,63 mg MA/kg, sarimsakl da ise 2,48 MAykg olarak tespit edilnstir
(P<0,05; Cizelge 10). Palamut ahdan lakerda Uretimi konusunda ¢ah Erkan ve
arkadalari (2009), dondurulmubaliktan yaptiklari lakerdanin ortalama TBAgde (5 mg
MA/kg), bu calsmada elde edilen ortalama géelerden (2,5 mg MA/kg) daha yiksek
olarak bulmglardir. Yapilan dier bir calgmada ise, Hernandez-Herrero ve arléata
(2002) tuzlanmy hamsi baliklarinin Engraulis encrasicholysTBA degerlerinin 10,70-
12,57 malonaldehit/kg arasinda gdgigini bildirmislerdir. Bu calsmada elde edilen
sonuclar dier calsma sonuclarina kiyasla, lakerda UrlGnlerin TBA agian cok iyi

kalitede Urlin oldgunu gdstermektedir.

Peroksit Sayisi

Balik yaglari, yuksek doymamiyag asitleri icergi nedeniyle, dier etlere oranla
oksidasyona daha meyillidir (Ramanathan ve Das21®u yalarin, enzimler ve havanin
oksijeni ile pargalanmasi sonucu, oksidatif Urimdigmakta ve balikta ileri dizeyde aci
(ransit) tat olgmaktadir (Cetinkaya, 2008). ¥larin oksidasyonunda, ilk olarak ga
asitleri ve peroksitler meydana gelmekte, kokuseztatsiz olan bu bikler, balikta
organoleptik olarak higcbir bozulmanin olmgddurumlarda bile ortaya ¢ikabilmektedirler.
Bundan sonra okan peroksitler ise, oksitlenerek aldehit ve ketemldonigtigl zaman,
ette hga gitmeyen bir koku ve acgama meydana getirmektedir (Ozden ve Gokoglu,
1997).

Yaglarin oksitlenmesi sonucu alan peroksit dgeri, balgin kalitesi hakkinda fikir
vermektedir (Olgunglu, 2007). Taze balikta peroksitgei, 2 milimol G/kg'in altindaki
materyaller “cok iyi”, 5 milimol Q/kg’dan fazla olmayan materyal ise “iyi” kalited&ak
ifade edilmektedir. Peroksit gerinde “tuketilebilirlik sinir dgeri” ise 8-10 milimol Q/kg
arasidir (Schormdller, 1968; Ludorf ve Meyer, 1973)

Yapilan bu ¢calmada, sarimsaksiz ve sarimsakli lakerda ornekkerpedoksit dgeri
sirasiyla 5,50 milimol gkg ve 3,70 milimol Q'kg olarak tespit edilngtir. Peroksit dgeri
olgunlgzma slrecinde taze bgh oranla, her iki 6érnek grubunda da amgodstermgtir
(P<0,05; Cizelge 10). Olgundimis Urlnlerde sarimsak ekstrakti peroksit salmunu

baskilamg, sarimsakli ve sarimsaksiz trin gruplari arasstdéstiksel acidan dnemli bir
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farkhliga neden olmgtur (P<0,05). Bununla beraber higbir drnekte petodsgerinin,
argtirmacilarin taze balik eti icin rapor gttitiketilebilirlik sinirina ulamadgl tespit
edilmistir (Schormduller, 1968; Ludorf ve Meyer, 1973). Bun yaninda Hernandez-
Herrero ve arkad#ari (2002) yaptiklari ¢cajmada, tuzlama teknolojisinde hammadde
baligin tazelik derecesinin peroksitgi acisindan ¢ok dnemli olgunu vurgulamglar ve
distk kalitedeki hammaddelerden elde edilen tuzlanbaliklarin peroksit deerlerini
51,08 meq.@kg yag olarak bildirmglerdir.

Trimetilamin Azot (TMA-N)

Olgunlgma suresince lakerdalarda tespit edilen TMA-Nseutkeri Cizelge 10'da
verilmistir. Schormuller (1968) ve Kietzmann ve ark., (1p&9g6re balik etindeki en
onemli kimyasal maddelerden biri Trimetilamin oksi{TMAO). Trimetilamin oksit, tatli
su baliklarina goére deniz baliklarinda daha faaldudmaktadir. Bafiin depolanmasi
sirasinda mikroorganizma ve enzim faaliyetleri santirimetilamin oksit, Trimetilamine
(TMA) indirgenmektedir. TMAO kokusuz bir bietir. TMA ise ¢ok diglk bir koku
esigine sahip olup, bayat balik ve balikhane kokusunda8aliklarin icerdgi TMA
miktari; tire, yga, avlanma donemine, kas tipine, palibeslenme durumuna, mikrobiyal
floraya, pH dgerine ve gsleme tekniklerine gore @gemektedir (Serdaggu ve Deniz,
2001; Kyrana ve Lougovois, 2002; Goulas ve Kont@gjr2005). Bu maddenin bozulma
bakterilerinin etkinlgi sonucu olgtugu disunidlmekle birlikte, bakteri sayisi ile TMA
arasinda acik bir gkinin olmadgl da ifade edilmektedir (Huss, 1995). TMA-N sinir
degerinin uluslararasi standartlara gore, iyi kaliteli materyalde 1 mg/100g, bozulgu
orneklerde 8 mg/100g’in Gzerinde ofdubildirilmistir (Anonim, 1986). Ayrica Sikorski
(1989), 5 mg/100 g TMA-N deerinin Kritik limit olarak rapor etnstir.

Yapilan bu caimada TMA-N dgeri taze palamut bah icin 0,15 mg/100g olarak
saptanmy, olgunlama suresince de bu gexyde 6nemli bir ar§i gorilmemgtir. Lakerda
drinde ise TMA-N dgeri ile ilgili olarak bircok argtirici ¢ssitli tespitler yapmglardir.
Turan ve arkadgari (2006) kuru tuzlanmilakerda triinde TMA-N dgrini 1,19 mg/100
g olarak bildirms, diger bir calsmada ise 1,1 mg/100 g olarak tespit editmi(Lulleci,
1991). Bu cakmada ise lakerda oOrneklerinde tespit edilen TMA-BEedi, yukarida
belirtilen deggerden daha yuksek, 2,28 mg/100g olarak tespit edilrBaska bir ¢calsmada
ise dondurulmgl palamut bafiindan yapilan lakerda tdriinde TMA-N gei, bu calsma
degerlerinden daha yuksek bulungs,81 mg/100 g olarak belirlengtir (Erkan ve ark.,
2009). Sarimsakli Orin gruplarinda ise TMA-Ngele (2,17 mg/100g) normal lakerda
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uriine (2,28 mg/100g) benzergaelerde tespit edilngj istatistiki agcidan da sarimsakli
lakerda ile sarimsaksiz lakerda ornekleri arasigdamli bir farkhlik bulunmanstir
(P>0,05).

Su Fazh Tuz (%WPS)

Uriinlerdeki % tuz ve % su miktariyla glgim gosteren % WPS deri, taze palamut
baliginda %3,57 olarak tespit edilgtir. Bu deser 6n tuzlamada azalarak %21,64 olarak
belirlenms, tuzlamanin 3. guninde ise %24,67 tespit edilmiOlgunlastiriimis lakerda
drinlerde ise su fazl tuz orani sarimsakli lakdidande %26,45, sarimsaksiz urlnlerde
ise %27,56 olarak bulunngtur (Cizelge 10). Uzen (2008), Karadeniz Bélgesintiemin
edilen lakerda UdrlUnlerdeki su fazli tuz oraninin 1988-23,36 arasinda gistigini
belirtmistir. Yapilan dger bir calsmada ise asturicilar, salamura tuzlama ile tuzlanan
hamsi, lufer, palamut ve sardalya baliklarinda W&@&nini %8,58-28,47 arasinda
bulmulardir (Koral, 2012). Ayrica agarict kuru tuzlanmy drneklerde % tuz gerlerinin
yuksek olmasindan dolayr %WPS gdenin de dger oOrneklere goére daha ylksek
bulundwgunu, lakerda érneklerinde ise %WP S$elenin %5,36-23,73 arasindagdigigini

ifade etmglerdir.

Su Aktivitesi (g)

Gidalarda mikrobiyolojik aktivite, enzimatik ve kyasal reaksiyonlarin ofabilmesi
icin temel kgul, suyun varigidir. Baliklarin kurutma ya da tuzlama gibi yonten# su
aktivitesi digurulmekte ve bu sayede baliklar mikrobiyolojik bbmalara kagi daha
dayanikli hale gelmektedir (Cakli ve ¢, 2003). Gida guvergi parametresi olarak da
kullanilan su aktivitesi, bozulma ve kakoadan sorumlu bakterileri sinirlayabilmektedir.
Bunun yani sira patojen bakterilerin birggounda 0,83 ade&serinin altinda Gremesi ve
toksin olwturma kapasiteleri sinirlandiriimaktadir (AnoninQ02; Huss ve ark., 2004).
Tuzlanmsg su drunlerinde @deseri disuk oldusundan genelde halofilik bakteriler, kifler
ve mayalar faaliyet gostermektedir (Kose, 2010)zeThaliklarda genellikle 0,98 olarak
bilinen a, degeri (Abbas ve ark., 2009), bu gahada kullanilan taze palamut Eahda da
0,98 olarak hesaplangtir. Daha sonra uygulanan 6n tuzlamgmasinda ise, etin su
cekmesinden dolayi bir miktar artarak 0,99 olaesdpit edilmgtir. Baliklar esas tuzlamaya
alindginda ise, (3. guinde) 0,80’e @in su aktivitesi deeri olgunlgma boyunca azalmaya
devam ederek, lakerda trinde 0,76, sarimsaklidakéa ise 0,78 olarak tespit edigtim
(Cizelge 10).
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Koral (2012), tuzlanmgitriinler tizerine yapmoldugu ¢alsmasinda, kuru tuzlangi
orneklerde @ degerinin genel olarak 0.75-0.76 arasinda&iglegini belirtmistir. Lakerda
orneklerinde ise,sletme urunt olanlardayadeserini (0.88-0.97), balik¢i yapimi (0.79-
0.92) olanlara gore daha yuksek bugtardir.

4.2.3. Duyusal analiz bulgulari

Duyusal analiz, bga gida olmak uzere tiketilen veya kullanilan keyin, duyu
organlarl ya da géli enstrimantaller aracgi ile iyili ginin veya kotul@ginin azlginin ya
da coklgunun dgerlendirmesi olayidir (Meilgaard ve ark., 1999).rk#ngi bir gida
maddesinde; trinun kimyasal, fiziksel ve mikrobojitd kalitesi ne kadar iyi olursa olsun,
duyusal analizler driin hakkinda karar vermede sime sahiptirler (Huss, 1995; Celik,
2004). Ayrica, sucul kaynakh gidalarda duyusalliates diger kalite parametrelerine gore,
tazelgin ve kalite kayiplarinin tespitinde pratik, basigsin ve hizli bir yéntem olarak

deser gérmektedir (Reineccius, 1990).

Sarimsak konsantrasyonu bulgulari

Sarimsak ygunlugunun tespiti amaciyla yapilan duyusal analiz sonday %10
sarimsak ygunluguna sahip grubu 8 panelistin tercih @tti, %1 yosunluga sahip grubu
ise 3 panelistin tercih egii gorulmistur (Sekil 10). Sonug olarak; %10 oraninda sarimsak
yogunluguna sahip grup, en fazla geniyi aldgindan dolayr Grlnlere bu ganlukta

sarimsak ekstrakti ilave edilgtir.
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Sarimsak Konsantrasyonu (%)

Sekil 10. Sarimsak yaunlugu frekans grafii.
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Uriin profil analizi bulgular

Lakerda Urinde spesifik rengin tespiti icin, siitgie kirik beyaz, sarimsi, morumsu,

kirmizimsi, lekeli ve homojen renk tanimlamalarill&ulmistir. Panelistler Grtnlere
yapilan analizlerde bu renk tanimlamalarini sitas,90; 4,7; 2,10; 2,60; 2,10; 1,90; 3,90
olarak puanlamglardir. Bu dgerler, lakerdanin rengi sut rengi goruntiistiine yarrk

beyaz renkte, homojen bir yapida gidau gostermektedir. Bununla beraber sarimsakh

lakerdalarin, sade lakerdalara gore daha az beyataka fazla morumsu ve kirmizimsi

renkte oldgu belirlenmitir (Cizelge 11;Sekil 11). Yapilan Kruskal-Wallis testine gére bu

calismada, lakerda ile sarimsakli grup 6rnekleri arasimgbir kriterde istatistiksel olarak

fark tespit edilememni(P>0,05), lakerdaya ilave edilen sarimsak ekstmaktlakerda rengi

tzerine 6nemli bir etkisinin bulunmaglibelirlenmitir.

Cizelge 11. +4°C’de olgundan lakerdalarin duyusal analizggeleri

Duyusal Ozellikler Lakerda Sarimsakli Lakerda P Degeri
Sut rengi 3,90+0,10 3,50+0,17 *
Kirik Beyaz 4,70%0,15 4,20%0,20 *
Sarimsi 2,10+0,28 2,20+0,25 *
Renk Morumsu 2,60+0,16 2,80+0,13 *
Kirmizimsi 2,10+0,23 2,40%0,27 *
Lekeli 1,90+0,23 2,00+0,26 *
Homojen Renk 3,90%0,23 4,10+0,18 *
Baliksi Koku 2,30+0,26 1,10+0,10 0,005
Cig et kokusu 1,80+0,25 1,10+0,10 0,020
Sabunsu 1,10+0,10 1,10+0,10 *
Koku  Metalik 1,60+0,22 1,90+0,23 *
Tipik Lakerda Kokusu 4,50+0,17 2,50+0,17 0,000
Tath Koku 4,20+£0,20 2,60+0,22 0,001
Tuz 4,00+0,37 3,50+0,27 *
Metalik 1,90+0,28 2,20+0,33 *
Lakerda Tadi 4,20+0,20 3,50+0,27 *
Lezzet Sarimsak Tadi 1,00+0,00 4,70+0,15 0,000
Olgunlgmamg 1,20+0,13 1,10+0,10 *
Yags| 2,30+0,21 2,00+0,21 *
Gevrek 1,70+0,15 1,40+0,16 *
Yapiskanlik 1,40+0,22 1,30+0,21 *
Baglayicilik 3,50+0,27 3,20+£0,13 *
Yumusak 3,10+0,18 3,60+0,22 *
Tekstir Lastiksi 2,50+0,22 2,20+0,13 *
Cignenebilirlik 3,60+0,16 3,80+0,13 *
Gewek 2,90+0,23 3,10+0,13 *
Sulu 3,00+0,21 2,60+0,10 *
*: P>0,05
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Lakerda drtnler koku yoninden ise, baliksi kokg, eti kokusu, sabunsu, metalik,
tipik lakerda kokusu ve tatli koku gibi tanimlamdda incelenmgtir. Yapilan
deserlendirmede lakerda urin kokusu sirasiyla 2,380;11,10; 1,60; 4,50; 4,20 olarak
belirlenmitir (Cizelge 11;Sekil 12). Bu sonuclara gore lakerda Urdnlerin, kifakerda
kokusunun yiksek oldu ve ¢g et kokusu, sabunsu koku veya metalik koku gibiltak
barindirmadii tespit edilmgtir. Sarimsakli lakerda da sarimsak kokusunun tm@n tipik
kokusunu baskilagi gorulmis, lakerda ve sarimsakl lakerda grubunda arasimda k
kriteri yoninden bariz farklar tespit edilgtir (P<0,05).

Lezzet acisindan incelenen lakerda drtinlerde grgplasiyla, tuzlu tat, metalik tat,
spesifik tat, sarimsak tadi, olgugh@ams tat ve ya&si tat Ozellikleri acgisindan
deserlendirilmislerdir. Incelemeler sonucunda sarimsak tadinin; beklgnitdbi, lakerda
gruplari arasinda 6nemli dizeyde farklihk yapattsaptanmgtir (P<0,05). Panelistler
tarafindan sade lakerda grubu orneklerde tespieradiyen sarimsak tadinin, sarimsakli
lakerdada 4,70 olarak gerlendirildigi belirlenmstir. Diger tat kriterlerinden olan tuzluluk
ise lakerdada 4,00 olarak belirlenmisarimsakli lakerdada sarifgga tuz tadini
baskilamasi sonucu tuz iggrnin daha dgik oranda (3,50) hissedifi belirlenmitir
(Cizelge 11;Sekil 13). Buna rgmen ornek gruplari arasinda tuz tadi agisindaatjgski
bir farklihk tespit edilemengtir (P>0,05). Tipik lakerda tadi, olguglaams tat ve y&si
tat lakerda orneklerinde, metalik tat ise sarimskaklerdalarda daha ytiksek oranda tespit
edilmis, ancak bu istatistiksel agidan dnemli bulunnmgm{P>0,05).

Lakerda urinde tekstir; genellikle gurmeler ta@ddm ne ¢cok yumyak ne de ¢ok
sert olmayan “doku sikgi” yoninde aciklanmaktadir. Yapilan bu galada lakerda
drinde tesktir; gevrek, yaganlik, balayicihk, yumuak, lastiksi, ginenebilirlik,
gewek, sulu gibi 6zellikler yardimiyla irdelengtir. Panelistler, lakerdada gevreklil,70;
dis yapskanhgr 1,40; i¢c yamkanligl 3,50; yumgakhgl 3,10; lastgimsi 6zelligi 2,50;
cignenebilirligi 3,60; gegekligi 2,90; sululgu 3,00 olarak belirlengtir (Cizelge 11;Sekil
14). Bu bulgular lakerdanin kolayggienebilir, sulu, gevrek ve yafan olmayan, biraz
yumwak ve geyek olmayan bir Grin oldiunun goéstergesidir. Sarimsakli lakerdalar
tekstlr yoninden istatistiksel olarak sarimsaksign tigrubuna nazaran farkhlik arz
etmems (P>0,05), bununla beraber daha yyaky daha geyek ve daha kuru bir Grin
olarak nitelendirilmgtir.
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Sekil 11. Lakerdanin renk karakterigti
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Yagsi Metalik

Olgunlasmamis Tipik lakerda tad:

Sarimsak tadi
—4—Lakerda —#—Sarimsakh Lakerda

Sekil 13. Lakerdanin lezzet karaktergsti

Gevrek
4.0

Sulu, 3,0 Dis yapiskanlik
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Sekil 14. Lakerdanin tekstur karaktergsti

Lakerda drunin duyusal kalitesi Uzeringedi argtiricilarin yaptiklari ¢atmalarda
net bir cerceve bulunmamaktadir. Gadalarda incelenen duyusal kriterler genellikle raf
omriandn tespiti amaciyla gerlendirilmis ve elde edilen drtnlerin iyi veya cok iyi kalite

artin 6zellgi tasidigi ifade edilmgtir (Lulleci, 1991; Erkan ve ark., 2009).
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Lakerda urunden farkli olarak, tuzlarsnsu trinlerinde de duyusal Ozellikler Gizerine
cesitli calismalar yapilmgtir. Ozellikle Kuzey Avrupa llkelerinde yapilan taams
morine balgl gorini, koku, kalite kaybi, kasla arasinda aciima o6Zeltikagisindan
incelenmgtir (Jonsdottir ve ark., 2011). Kuru veya salamtualamanin Urin kalitesine
etkisinin aratirildigi ¢alsmada, kuru tuzlanmimorina balginda, renkte koyukmanin,
sararmanin ve spesifik kokunun glupu, salamura tuzlama yonteminde ise ette lekelenme
ve kaslarda ayymanin yiuksek oranda olgu bildirilmistir (Jonsdottir ve ark., 2011).
Baska bir calgmada ise tuzlanmhamsi baliklarinin duyusal 6zelliklerinin tanimtaasina
yonelik yapilan caymada renkte; gri ve kirmizi, kokuda; jambon velbati kokusu, tatta;
tuzlu balik, ¢g hamsi ve aci tat ve son olarak tekstirde serdilswluluk duyusal analiz
kriterleri olarak secilngtir (Besteiro ve ark., 2000). Tuzlangnhamsi ile ilgili yapilan
diger bir calsmada, filetoseklinde 6n tuzlanan hamsi baliklarinda olggnia sirecinde
koku ve lezzet kaybinin daha yuksek olmasingmen, butin 6n tuzlama yapilan
baliklarda renk d#&siminin daha yiksek oldiu bildirilmistir (Czerner ve ark., 2011).

4.2.4. Mikrobiyolojik analiz bulgular

Yuksek asit ve tuz konsantrasyonlarinin, mikroorgaalar Uzerinde inhibe edici
etkiye sahip oldgu, ancak bazi mikroorganizmalarin da byWllara toleransl olduklar
bilinmektedir. Yapilan caymada lakerda Uriinler, olgugfaa sirasinda, toplam mezofilik
aerobik bakteri (TAB), toplam psikrofilik bakterP§ik.) halofilik bakteri (HB), toplam
koliform (TK), fekal koliform (FK), Enterococcussp. (Ent.), Staphylococcusaureus
(Staph), Bacillus sp. Bac), Clostridium sp. Clost), Lactobacillussp. (ac) ve Maya-
Kaf (MK) yonianden incelenngtir. Taze balgin, toplam aerobik bakteri sayisi taze, 6n
tuzlanms ve tuzlanmy balikta 16 kob/g seviyesinde tespit edilstir (Cizelge 12).
Halofilik bakteriler ise taze balikta 1,5X1Kob/g, 6n tuzlamada 3,2x1@ob/g, tuzlanny
balikta 1,1x16kob/g olarak bulunmyiur.
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Cizelge 12. Lakerdalarin mikrobiyolojik sayim solauc (kob/qg)

Bakteri Grubu Taze On Tuzlama Tungrna Lakerda Sarimsakli
3. gln Lakerda

TAB 2,5x10 1,9x1d 1,5x1d 3,1x1d 5,0x1G
HB 1,5x10 3,2x16 1,1x1d 4,0x1d 4,0x1G
TK 1,7x10 2,0x16 1,0x10 <10 <10
FK 1,0x10 7,0x10 4,0x10 <10 <10
Ent. 4,0x10 3,0x10 2,0x10 4,0x1G <10
Staph. 5,5x10 7,5x10 4,0x10 9,0x10 <10
Bac. 2,4x10 1,2x10 1,0x10 1,8x10 1,5x10
Clost. 7,0x1¢ 4,0x1G 4,0x1G 1,0x10 7,0x10
MK 2,0x10° 6,0x10 3,0x1G 9,0x10 1,0x10
Lac. <10 <10 <10 <10 <10
Psik. 8,5x16 7,2x10 5,0x10 1,0x16 8,6x10

TAB: Toplam mezofilik aerobik bakteri, HB: halofilibakteri, TK: toplam koliform, FK: fekal koliformEnt.: Enterococcusspp.,
Staph.: Staphylococcuspp., Bac.: Bacillus sp., Clost.: Clostridiumspp., MK: Maya ve KuflLac.: Lactobacillusspp., ve Psik.:
Psikrofilik bakteri, Ornek sayisi; N=3

Olgunlagmis lakerda urtin gruplarinda toplam aerobik bakteyillaa, sarimsaksiz
lakerda 6érnginde 3,1x10kob/g, sarimsakli lakerda érgirde 5,0x16 kob/g olarak tespit
edilmistir (Cizelge 12). Olgunkanis baliklarda, halofilik bakteriler, toplam aerobikkieri
sayisina benzegekilde deisim gostermi ve sarimsakli érnek grubunda 4,0%Kob/g,
sarimsaksiz 6rnek grubunda ise 4,0x1®b/g olarak saptangtir. Lakerda uriin
orneklerinde, toplam koliform, fekal koliform veé.actobacillus spp. bakterilerine
rastlaniimantir.

Lakerda 0Orin gruplarinda kullanilan sarimsak ekstman etkisi incelendiinde,
genel anlamdaEnterococcusspp. ve Staphylococcusspp. bakterilerinin sarimsaktan
etkilendigi belirlenmgtir. Sarimsakli  drneklerde tespit edilemeyen bu téxdkerin
sarimsaksiz lakerdada sirasiyla 4,0xk6b/g ve 9,0x10 kob/g diizeyinde bulungu
gorulmistir. Lakerda drinde patojen bakterilerdBacillus spp. ve Clostridium spp.
bakterilerine genel anlamda “&ob/g diizeyinde rastlangtr. Psikrofilik karakterli
bakteriler ise biitiin uriin gruplarinda2i@® kob/g diizeyinde tespit edilstir (Cizelge
12). Caglak ve arkadir (2012), lakerda Urinde, toplam mezofilik adékobakteri
sayisinin 1610° kob/gr arasinda @estigini belirtmis ve koliform, S. aureus Maya-K(if,
E. coli, Salmonellasp. Aeromonassp. velisteria sp. bakterilerine ise rastlaniimgohi
bildirmistir. Koral ve arkadglari (2013) ise lakerda Urdinlerin toplam mezofiékrobik
bakteri ve toplam halofilik bakteri sayilarinin 1Rob/gr civarinda oldgunu rapor

etmislerdir. Tuzlanmg hamsi balfinda ise psikrofilik bakterilerin fOkob/gr, yiiksek
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halofilik bakterilerin 1-10° kob/gr arasinda bulungu, Enterobakterlere Enterococcus
sp. rastlanmag! yapilan caymalarda bildirilmgtir (Hernandez-Herrero ve ark., 1999;

Hernandez-Herrero ve ark., 2002).

4.3. Olgunlagma Surecinde Amino Asit Dgisimi ve Biyojen Amin Olusumu

Proteinlerin yap! ta olan amino asitlerin 20 tanesi DNA tarafindan leodrak etin
yapisindaki proteinleri okturmaktadir. Amino asitlerin farklgekilde bir araya gelerek
baglanmalari sonucu ogan bu proteinler, etirglenmesi sirasinda sicaklik, tuz, sirke, veya
mikroorganizma kaynaklh bozularak, ortamda kugulpilyapeptidler ve amino asitlere
donitsmektedir. Buna ek olarak normal skidlarda ette, d§ilk oranda bulunan serbest
amino asitlerin de miktari artmaktadiglenme sonucunda ajan bu yeni bilgikler ete tat
ve aroma kazandirmakta, gdr taraftan uzun vadede ise etin kalitesinde kayipl
yasanmasina neden olmaktadir.

Yapilan bu cakmada, taze palamut bainda ve lakerdanin olgunkaiimasi
sirasinda ette bulunan toplam amino asigig®i incelenmg ve bu dgisimin
olgunlgmaya etkisi argiriimistir. Olgunlgma surecinde farkli sicaklik uygulamalari da
kullanilarak sicaklik farkinin toplam amino asit kbarina etkisi de tespit edilmeye
calisiimistir. Yapilan analizlerde toplam 20 amino asit iecehitir. Incelemeler sirasinda
amino asitlerden triptofan (TRP) analizlerde teggitemenmy, bu amino asitin érneklerin
asit ile hidrolizi sirasinda form @stirdigi kanisina varinstir. Triptofan gibi asit
hidrolizinden etkilenen asparajin (ASN) ve glutan{i@LN) ise, sirasiyla aspartik asit
(ASP) ve glutamik asite (GLU) dominUstir. Bu amino asitlerin bulgularda verilen
miktarlari, dongttkleri amino asitlerin (ASP+ASN ve GLU+GLN) topléan seklinde
sunulmytur. Boylece tum 0©rnek gruplarinda 17 adet totalin@masit Uzerinden
deserlendirme yapilngtir.

Calsmada, hammadde olarak kullanilan taze palamugibdian elde edilen total
amino asit kompozisyoni§ekil 15'de gorulmektedir. Bulgulara goére taze paldm
baliginda en yiksek orana sahip amino asitler aspasiikile asparajin (3,34 g/100g)
olarak saptanngtir. S6z konusu bu amino asitleri 2,78 g/100g iletamik asit ile
glutamin, 1,46 g/100gq ile 16sin (LEU), 1.33 g/10ig histidin (HIS) ve 1,16 g/100g ile
Lizin (LYS) izlemektedir. Taze palamut bainda en diiik oranda bulunan amino asitler
ise, 4-hidroksiprolin (HYP), sistin (C-C) ve Metiym (MET) olarak tespit edilngiir, bu
amino asitlerin miktarlari sirasiyla 0,09 g/100¢,8g/100g ve 0,34 g/100g’dir. Cahada
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hammadde olarak kullanilan bah amino asitlerinin toplam miktari, 100g taze pal&
baligi etinde yaklgik 18,5 g/100g amino asit olarak belirlestmi

Arastirmacilar, balik kasinda en ¢ok bulunan amindeasit aspartik asit, glutamik
asit ve Lizin oldgunu rapor etmektedirler (Ozden, 2005; Erkan ve, 2810; Vinagre ve
ark., 2011). Yapilan bir ¢amada, istavrit baginin toplam amino asit miktari 10,92
g/100g olarak ifade edilmi glutamik asit, aspartik asit, lizin miktarlari daasiyla 1,42
9/100g, 1,04 g/100g ve 9,66 g/100g olarak vesilim{Erkan ve ark., 2010). Ozden (2005)
yapms oldugu calsmada; hamside toplam amino asit miktarini 12,20@g] aspartik asit
1,34 g/100g, glutamik asit 1,21 g/100g ve Lizin4ld{100g olarak; alabalikta ise toplam
amino asit miktarini 14,96 g/100g, aspartik as® /100g, glutamik asit ve lizin
miktarlarini 1,5 g/100g olarak bildirgtir. Ozden ve Erkan (2011), lipsoz, iskorpit, barja
fener, kalkan, dulger, trakonya, kirlangi¢c ve tufpaiklarinin amino asit iceriklerini
arggtirdigl calsmasinda, tespit edebiflil6 adet amino asit icginin toplam dgerini en
yuksek dulger baginda (38,05 g/100g) bulmubaskin amino asitlerin bu balikta glutamik
asit (6,25 g/100g), aspartik asit (4,40 g/100g) lieen (3,84 g/100g) oldgunu rapor
etmistir. Uskumrugillerden kolyoz baiinin farkli mevsimlerde amino asit icgni
belirlemek amaciyla yapilan bir ¢cghada ise, bu ¢glna sonucuna benzeekilde,
ortalama toplam amino asit miktari 18,45 g/100gakiatespit edilmitir (Bae ve Lim,
2012). S6z konusu camada ayrica, glutamik asit, aspartik asit ve libaskin amino
asitler ve miktarlarinin da sirasiyla 2,95 g/10Q¢86 g/100g ve 1,79 g/100g ofglu
bildirilmi stir (Bae ve Lim, 2012). Yapilan bir gir calsmada da, ringa, uskumru, istavrit
ve morina baliklarinda 17 adet amino asitin tesgitebildigi belirlenmg, toplam amino
asit miktarinin ise en yuksek uskumru padda (94,73 g/100g protein) olglw saptannstir
(Oluwaniyi ve ark., 2010). Baskin amino asit olagdatamik asit (13,91 g/100g protein)
ve lizin (8,02 g/100g protein) belirlengtir. Morina balginda ise baskin amino asit
aspartik asit, 10,08 g/100g proteingdande bulunmgtur (Oluwaniyi ve ark., 2010).
Ayrica Ozyurt ve Polat (2006), farkli mevsimlerdeyrek balginin amino asit yoniinden
incelemiler ve toplam amino asit miktarini ortalama 79,2P08g protein, glutamik asit
ve aspartik asit miktarini ise 8,78 g/100g protesnlizin miktarini da 8,48 g/100g protein
olarak olgcmglerdir. Yayin balginda yapilan bir cajmada da, 17 adet amino asit tespit
edilmis, toplam amino asit miktari 13,40 g/100g olarakirlimistir (Wang ve ark.,
2012). S6z konusu camada, glutamik asit (2,12 g/100g), aspartik as@#419/100g) ve
lizin (1,35 g/100g)‘nin de baskin amino asitlerwdd bildirilmistir (Wang ve ark., 2012).
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ALA: Alanin, GLY: Glisin, VAL: Valin, LEU: L&sin, ILE: Izoldsin, THR: Tironin, SER: Serin, PRO: Proli&SP: Aspartik asit, ASN:

Asparijin, MET: Metiyonin, HYP: 4-Hidroksiprolin, BJ: Glutamik asit, GLN: Glutamin, PHE: FenilalanibyYS: Lizin, HIS:

Histamin, TYR: Tirosin, C-C: Sistin.
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Sekil 15. Taze palamut bginda amino asit kompozisyonu.

Baliklarin tuz ile olgunlgtiriimasi sirasinda balik etine giren tuz, protim su
cekereksismesine ve denatire olmasina (koagulasyon) nedeaktachr. Olgunigma
oncesinde baliklarin kan ve mukusundan arindgnlén tuzlama samasinda, toplam
amino asit miktari 16,8 g/100g olarak tespit edijtmi Taze palamut balinda tespit edilen
miktara gore daha az olan bu toplam amino agiedgebalik etine su giginin olmasi ile
birlikte artan hacimden kaynaklamgtir. On tuzlama gamasindaki balik etinde, baskin
olarak tespit edilen amino asitler aspartik as# #sparajin (3,78 @g/100g) olarak
belirlenmi, bu amino asitleri ise glutamik asit ile glutam(ih,80 g/100g), I6sin (1,30
0/100g) ve valin (VAL; 1,23 g/100g) izlestir.

Tuzlama gamasinda ise, toplam amino asit miktarinda birs agthzlenmgtir.
Tuzlamanin 1. gininde, miktar 18,5 g/100g, 3. gdelise miktar 19,1 g/100g olarak
saptanmytir. Tuzlamanin 1. ve 3. guiniinde, taze ve 6n tumigibaliga kiyasla aspartik asit
ile asparijin toplami azalsy glutamik asit ile glutamin toplami ise argnisirasiyla,
aspartik asit ile asparajin toplami; 2,41 g/100g2y&3 g/100g, glutamik asit ile glutamin
toplami; 2,89 g/100g ve 3,28 g/100g olarak tesgiin@stir. Bu stirecte dier baskin amino
asitler ise l6sin (1,58-1,88 g/100g) ve valin (2467 g/100g) olarak belirlengtir
(Cizelge 13).
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Cizelge 13. Lakerdanin farkli sicaklik uygulamatarcesinde amino asit gigimleri

Total Amino Asit (g/100g)

On Tuzlama

Tuzlama (Gun)

1 3
ALA 0,91 + 0,03 1,19 + 0,03 1,34 +0,08
GLY 0,83 +0,03 0,95 + 0,05 1,03 +0,03
VAL 1,23 +0,03 1,46 + 0,05 1,57 +0,03
LEU 1,30+ 0,03 1,58 +0,02 1,88 + 0,04
ILE 1,07 + 0,06 1,25 +0,03 1,30 £ 0,04
THR 0,75+ 0,02 0,96 + 0,06 1,12 + 0,03
SER 0,58 + 0,03 0,71+ 0,02 0,83 £ 0,02
PRO 0,76 + 0,01 0,83 +0,02 0,89 £ 0,01
ASP+ASN 3,78 £0,07 2,41 0,15 2,63+0,06
MET 0,49 + 0,01 0,58 + 0,03 0,72 £ 0,02
HYP 0,10 + 0,00 0,04 + 0,00 0,03 £ 0,00
GLU+GLN 1,80 + 0,08 2,89 +0,08 3,28 £ 0,05
PHE 0,66 + 0,02 0,80 + 0,02 0,88 £ 0,02
LYS 1,14 + 0,05 1,22 +0,03 0,80+ 0,03
HIS 0,69 + 0,06 0,78 + 0,02 0,45+ 0,02
TYR 0,53 +0,02 0,57 + 0,03 0,33+0,01
C-C 0,14 + 0,03 0,25+ 0,02 0,08 + 0,00
Toplam Total Amino Asit 16.8 185 191

(9/100g)

ALA: Alanin, GLY: Glisin, VAL: Valin, LEU: L6sin, ILE: Izolésin, THR: Tironin, SER: Serin, PRO: Proli&iSP: Aspartik asit, ASN:
Asparijin, MET: Metiyonin, HYP: 4-Hidroksiprolin, 3J: Glutamik asit, GLN: Glutamin, PHE: FenilalanihyS: Lizin, HIS:
Histamin, TYR: Tirosin, C-C: Sistin.

Aritmetik ortalamazStandart hata, Ornek sayisi; N=3

4.3.1. Farkli sicaklik uygulamalarinin amino asit @gisimine etkisi

Tuzlama teknolojisinde olgundma sicakiginin artmasi, balik etine giren tuz oranini
artirarak su clkkini kolaylgtirmaktadir (Gilyavuz ve Unliisayin, 2008). Yapilao
calismada palamut baliklari, tuzlamanin 3. gunidnderaigéb 3 farkh sicaklikta; +4°C,
15°C ve 20°C, olgunkanimistir. Baliklar +4°C’de 22. ginde olguslals, 15°C’de 17.
gunde ve 20°C’de ise 15. gunde olggmalarini tamamlarglardir.

Uc farkl sicaklikta olgunkan baliklarin amino asit d@aimleri, Cizelge 14'de
verilmektedir. Palamut baliklarinin +4°C’de gediddri olgunlgama sirecinde, toplam
amino asit miktari diizensiz biekilde artmg, 6. ginde 14,7 g/100g olan toplam amino asit
miktari, olgunlamanin tamamlangh 22. ginde 19,1 g/100g olarak saptagim(Cizelge
14). Buzdolabi kgullarinda +4°C’de gercekjen olgunlama sirecinde de, taze ve 6n
tuzlamada oldgu gibi baskin amino asitler glutamik asit ile glaia, aspartik asit ile
asparajin, l6sin, valin ve lizin olarak tespit edigtir. Olgunlagmis tGrinde, s6z konusu bu
amino asitler sirasiyla 4,75 g/100g, 2,39 g/10051 /1009, 1,36 g/100g ve 1,12 g/100g
olarak bulunmstur.

Lakerda uUretiminin 15°C’de gercekteildi gi olgunlasma sirecinde, toplam amino

asit miktari once hizli bir astigbstermg, daha sonra dizensiz agake artglarla
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olgunlgma sureci tamamlangtir (Cizelge 14;Sekil 16). Nitekim 6. ginde 24,5 g/100g
olan total amino asitlerin miktar1 13. gune azatairamis (13,5 g/100g), olgunimanin
gerceklgtigi 17. ginde ise 21,6 g/100g olarak OlcUkndii. Bu Griin grubunda toplam
amino asit miktar1 6zellikle, 8. ve 13. gunlerdeibazalma gostermi bunun nedeninin
ise sO0z konusu gunlerde glutamik asit ile glutanwe aspartik asit ile asparajin
miktarlarinin azalmasindan kaynaklahiddisintlmisttr. Balik etinde glutamik asit ile
glutamin toplam miktarinin, 8. ginde yakla olarak 3 g, 13. guinde ise 4 g azgid
aspartik asit ile asparajin toplaminin ise yaikeolarak 8. ve 13. gunlerde 1 g azgldi
tespit edilmgtir.

Palamut baliklarinin 20°C’de olgustailmasi slrecinde ise, toplam amino asit
miktari dizenli olarak awgti gostermgtir. Tuzlamanin 6, gininde 18,9 g/100g olarak
saptanan toplam amino asit miktari, 15. ginundergégmasini tamamlayan érneklerde
21,7 g/100g olarak tespit edilgtir. Olgunlgmis lakerda Griinde baskin amino asitler yine
glutamik asit ile glutamin, aspartik asit ile asgar, 16sin ve valin olarak belirlengtir. Bu
amino asitlerin miktar1 sirasiyla 3,24 g/100g, 3¢@&00g, 1,84 g/100g ve 1,62 g/100g
olarak tespit edilnstir (Cizelge 14).

Farkli sicakliklarda olgunfairilan lakerda Grdnlerin toplam amino asit mikaarl
karsilastirildiginda, genel olarak sicaklik artikgca toplam aminib @wsktarinin da artgi
gozlenmgtir. Sadece glutamik asit ve glutamin amino asitier15°C’deki toplam miktari
+4°C ve 20°C’deki 6rneklere gore kiyasla daha ykli@sanda saptangtir (Sekil 16).
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Cizelge 14. Lakerdalarin farkli sicakliklarda oltagmasi stiresince amino asitggémi

Total Olgunlasma Sdiresi (Gun)

Amino Asit

(a/1009) 6 8 10 13 15 17 22
+4°C
ALA 0,84 +0,0%¢ 1,05 + 0,08%® 0,81+0,08° 1,03+0,05® 1,13+0,04° 0,99+0,04 1,05+0,06
GLY 0,70 +0,05¢ 1,10 + 0,07 0,71 +0,08 0,76 + 0,08 0,59 +0,26° 0,79+0,02 0,80+0,03
VAL 0,92 +0,02¢ 1,16 + 0,04 1,09 + 0,08° 1,32 +0,02° 1,25 +0,02° 1,24+0,02 1,36 +0,02
LEU 1,23 + 0,04 1,26 + 0,05 1,15 + 0,0%° 1,43 +0,04° 1,37+0,08%®° 140+004 151+0,03
ILE 0,74 + 0,04 0,98 +0,058%®°  0,93+0,08° 1,12 +0,06° 1,06 + 0,06° 1,06 £0,06 1,09 +0,06
THR 0,75 + 0,0%° 0,79 +0,03¢ 0,70 + 0,08 0,78 £0,02%® 0,83 +0,0%° 0,85+0,02 0,83+0,02
SER 0,60+0,08 0,67 +0,02° 0,55+ 0,0% 0,60 0,02 0,64 + 0,06 0,68+0,02 0,61+0,01
PRO 0,68 +0,0%F 0,90 + 0,02° 0,68 + 0,08 0,73+0,08* 0,76 + 0,08 0,76 +0,01 0,77 +0,03
ASP+ASN 1,90 + 0,0% 2,26 + 0,07 1,99 + 0,08° 2,24 + 0,08 2,46 +0,11° 2,13+0,05 2,39+0,07
MET 0,46 0,025 0,29 +0,08" 0,47 +0,02°  0,40+0,08® 0,35+0,08 0,38+0,03 0,59+0,02
HYP 0,09 + 0,06 0,20 + 0,04° 0,04 +0,06° TE® 0,03 +0,068° 0,04+0,00 0,08+0,00
GLU+GLN 2,97 +0,16° 2,93 + 0,18 2,67 £0,16° 3,12 +0,09" 2,93 + 0,04 2,90+0,06 4,75+0,06
PHE 0,60+ 0,05 0,64 +0,02°° 0,57 +0,0f° 0,67 £0,025® 0,71 +0,04° 0,70+0,01 0,72+0,02
LYS 0,99 + 0,05 1,07 + 0,04¢ 1,04 £ 0,08 1,02 + 0,04¢ 1,25 +0,07° 1,24+0,05 1,12 +0,04
HIS 0,57 +0,0% 0,60 + 0,08" 0,55 + 0,02° 0,49 + 0,02° 0,61 +0,01° 0,61+0,02 0,68+0,02
TYR 0,51+0,02° 0,49 +0,04° 0,49+0,02° 047+0,0% 053+0,0%° 054+0,01 0,57+0,02
Cc-C 0,16 +0,0° 0,13 +0,0%" 0,15+0,04* 0,09 +0,08° 0,16 + 0,01¢ 0,19+0,01 0,19+0,02
TOPLAM 14,7 16,5 14,6 16,3 16,7 16,5 19,1
15°C
ALA 1,33 +0,08° 1,02 + 0,08 0,93 +0,06" 0,90 + 0,08 1,14 + 0,08 1,27 + 0,08
GLY 1,06 + 0,0%° 0,80 + 0,08% 0,70 + 0,08 0,73 + 0,08 0,92 + 0,08 0,99 + 0,02
VAL 1,56 £0,03° 1,30 +0,08 1,19 +0,08%° 1,12 +0,0%° 1,48 +0,08° 1,65 + 0,01
LEU 1,95 + 0,08° 1,45 +0,08° 1,35+0,08® 1,27 +0,08° 1,78 +0,08° 1,84 +0,03
ILE 1,27 £ 0,03° 1,10 + 0,08% 0,95 + 0,05 0,95 +0,05° 1,28 + 0,04° 1,39 + 0,06
THR 1,17 £0,08° 0,85+ 0,08 0,75+0,08° 0,73+0,08® 0,96 + 0,08 1,09 + 0,06
SER 0,93 +0,0% 0,69 + 0,08 0,57 +0,0%° 0,56 + 0,0%° 0,81 + 0,08 0,88 + 0,02
PRO 1,04+0,08  0,74+0,05° 0,72+0,08® 0,67 +0,0%" 0,88 +0,0? 0,97 +0,01
ASP+ASN 3,04+0,0f 2,08+0,08° 1,97 £ 0,08° 1,76 + 0,08° 2,27 +0,08° 2,86 + 0,06
MET 0,79+0,02 0,13 +0,0%° 0,49 + 0,08 0,29 +0,08° 0,49 + 0,0%° 0,54 + 0,01
HYP 0,05 + 0,06 0,02 + 0,06° 0,07 +0,00° 0,03 + 0,06° 0,04 + 0,08% 0,04 + 0,00
GLU+GLN  5,79+0,08 2,87 +0,08° 525+0,1% 1,89 + 0,08° 3,00+ 0,15% 3,78 +0,04
PHE 0,96+0,08 0,72+0,08° 0,63+0,08* 0,58+0,08 0,88 +0,0%° 0,92 + 0,04
LYS 1,64 +0,09° 1,42 +0,0%° 1,04 +0,0%" 1,28 + 0,08 1,56 + 0,06° 1,62 +0,07
HIS 0,92 +0,05 0,68 +0,058" 0,59 + 0,08 0,12 +0,0f° 0,68 + 0,05* 0,82+ 0,02
TYR 0,78+0,08* 0,51 +0,0% 0,49 + 0,05 0,61 +0,0%° 0,64 + 0,08 0,72+0,01
Cc-C 0,22+0,02 0,16 + 0,068% 0,13 +0,0% TE® 0,21 +0,01° 0,25+ 0,01
TOPLAM 24,5 16,5 17,8 13,5 19,0 21,6
20°C
ALA 1,07 £ 0,02" 1,19 £ 0,025¢ 1,32 +0,04° 1,13 +£0,08% 1,22 +0,10®
GLY 0,88+ 0,04 0,92 +0,08® 1,05 + 0,04° 0,83 +0,0%° 0,98 +0,02%
VAL 1,18 + 0,02" 1,44 +0,0%° 1,62 +0,0%° 1,34 +0,0%° 1,62 +0,04°
LEU 1,54 +0,08®  1,66+0,08% 1,79 +0,0%° 1,56 +0,08% 1,84 +0,02°
ILE 1,02 +0,08° 1,23 +0,08% 1,34+0,0™ 1,14+0,08® 1,41+0,0%
THR 0,92 +0,0%° 0,99 + 0,08% 1,02 + 0,04 0,97 +0,08% 1,11 +0,0%°
SER 0,73+0,08 0,79 +0,0% 0,77 0,08 0,79 +0,0%° 0,88 + 0,01°
PRO 0,84+0,02 0,84+0,0% 0,97 +0,01° 0,82 +0,0¥ 0,99 + 0,02°
ASP+ASN 3,08 +0,1% 2,98 + 0,08° 3,28 + 0,04° 2,42 + 0,04 3,38 +0,05°
MET 0,62 +0,08° 0,52 + 0,05° 0,69 + 0,0%° 0,37 +0,0%° 0,57 +0,08%
HYP 0,07 +£0,00° 0,08 +0,00° 0,08 +0,00° 0,04 +0,06° 0,07 +0,00°
GLU+GLN  3,43+0,18® 3,01+0,1% 5,10 + 0,07° 3,63+0,1% 3,24 +0,05°
PHE 0,75+ 0,0 0,82 +0,08Ca 0,83 + 0,08 0,78 +0,08% 0,94 +0,08°
LYS 1,16 + 0,04° 1,59 +0,08° 1,40 + 0,08 1,39 + 0,05° 1,60 + 0,02°
HIS 0,68 0,03 0,79 +0,08% 0,77 £0,04* 0,66 + 0,08 0,81 +0,02°
TYR 0,65 + 0,0% 0,64 + 0,0%° 0,65 + 0,0%° 0,64 + 0,0%° 0,72 +0,02°
Cc-C 0,21+0,0 0,17 +0,0% 0,18 +0,08>* 0,22 +0,0¥ 0,29 + 0,05°
TOPLAM 18,9 19,6 22,8 18,7 21,7

ALA: Alanin, GLY: Glisin, VAL: Valin, LEU: Lésin, LLE: Izol6sin, THR: Tironin, SER: Serin, PRO: Prgl&sSP: Aspartik asit, ASN:
Asparijin, MET: Metiyonin, HYP: 4-Hidroksiprolin, 3J: Glutamik asit, GLN: Glutamin, PHE: FenilalanihYS: Lizin, HIS:
Histamin, TYR: Tirosin, C-C: Sistin. TE: Tespit Eafnedi, Aritmetik ortalamazStandart hata, OrneksayN=3

Ayni satirdaki farkh buyik harfler (A,B,C..) grul arasindaki farki belirtir (p<0.05). Farkl sibtdki ayni amino asite asit ve ayni
sutundaki farkh kuclk harfler (a,b,c...) gruplaasindaki farki belirtir (p<0.05)
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ALA: Alanin, GLY: Glisin, VAL: Valin, LEU: Lésin, ILE: Izoldsin, THR: Tironin, SER: Serin, PRO: ProlidSP: Aspartik asit, ASN:
Asparijin, MET: Metiyonin, HYP: 4-Hidroksiprolin, BJ: Glutamik asit, GLN: Glutamin, PHE: FenilalanibYS: Lizin, HIS:
Histamin, TYR: Tirosin, C-C: Sistin.

Sekil 16. Lakerdanin farkli sicakliklara olgustiailmasi sirasinda ortalama toplam amino
asit miktarlari.

4.3.2. Sarimsak ekstraktinin amino asit désimine etkisi

Son yillarda bircok asairici, balik ve dier su Uriinlerininsiemeciliginde dgal bitki
ekstraklarinin  kullanimi ve etkileri ile ilgili camalar yaprglardir. Dgsal bitki
ekstraktlarinin drinde kullanimi, genellikle UrGk@ruma amaciyla yapiimaktadir. Bu
calismada ise sarimsak ekstrakti, Urinde lezzetigehi saglamasi ve yani sira bir risk
unsuru olan biyojen amin ajumuna etki yaratiimasi amaciyla uygulagtmi Uriine ilave
edilen sarimsak ekstrakti konsatrasyonu, duyusalliz@rde panelistler tarafindan
belirlenmitir.

Olgunlgmanin +4°C’de yapilga sarimsak ekstraktli lakerdada toplam amino asit
miktari 19,1 g/100g olarak tespit ediktii (Cizelge 15). Bu grupta, olgunima sireci
boyunca amino asit miktari dizensiz bir azalmaegdsg, en yuksek seviyeye 10. glinde
ulasan miktar (19,8 g/100g), en glik duzeye ise 8. gunde (13,4 g/100g)suigtir.
Olgunlgma suresince meydana gelen bu azalma, alanin, d#sighrolin ve glutamik asit
ile glutamin miktarlari hari¢, der tim amino asitlerde gorulstir. Bu grupta, baskin
amino asitler glutamik asit ile glutamin, aspardi&it ile asparajin ve losindir. Sarimsak
ekstrakti eklenerek +4°C’de olgustailan lakerda drtnlerin (14,4 g/100g), sarimsaksi
drtnlere (19,1 g/100g) nazaran daha az orandanto@iaino asit icegine sahip olduklari

tespit edilmgtir. Bu durum, protein molekilerinin serbest amiasitlere dongmesi
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nedeniyle veya amino asitlerin salamura suyuna dgbgun bir sekilde transfer
olmasindan kaynaklangtir.

Sarimsakli lakerda trlnlerin 15°C’de olguialdigl grupta, total amino asit miktari
23,7 g/100g olarak belirlenstir. Olgunlgsma siresinin 6. gininde 16,1 g/100g olarak
tespit edilen amino asit miktari, sire¢ boyuncagdiazbir arty gostermgtir. Bu Urtinlerde
de baskin amino asitler, géir 6érneklerde oldgu gibi, glutamik asit ile glutamin (5,43
0/100g), aspartik asit ile asparajin (2,99 g/10Gpin (1,86 g/100g) ve valin (1,72 g/100g)
dir. Sarimsak ilave edilmeden 15°C’de hazirlanderda Urtinlerde ise, toplam amino asit
miktari 21,7 g/100g deri ile sarimsakli olanlardan daha az miktarda itesgilmistir
(Cizelge 15).

Yapilan cagmada, 20°C’de 15. gunde olgugda sarimsak ekstrakti ilaveli lakerda
drinlerde toplam amino asit miktari 26,3 g/100grakabelirlenmgtir. Stre¢c boyunca
dizensiz arfigosteren amino asitler engiik dezerini 10. gtinde (16,0 g/100g) gOrigiir.
Baskin amino asitler bu drtnlerde, glutamik awtdlutamin, aspartik asit ile asparajin,
l6sin ve valindir ve miktarlari sirasiyla 5,28 gdtf) 3,36 g/100g, 2,19 g/100g ve 2,00
0/100g olarak tespit edilstir (Cizelge 15).

Sarimsak ilavesiz lakerdalarda oddugibi, farkli sicakliklarin toplam amino asit
miktarina etkisi sarimsakl lakerda da goriUgminetiyonin (MET) hari¢ dier amino

asitlerin miktari sicaklik artikca artgtir (Sekil 17).
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Cizelge 15. Sarimsak ekstrakti ilave edgmakerdalarin farkli sicakliklarda olgugfaasi
suresince amino asit gigimi

Total Olgunlasma Siresi (Gin)

Amino Asit

(g/1009) 6 8 10 13 15 17 22
+4°C
ALA 0,52 + 0,05 0,79 + 0,05 1,03 +0,08° 1,05 + 0,08° 0,99 + 0,08° 0,92+0,03 0,76 +£0,03
GLY 0,75+0,05%° 0,64 +0,05° 0,82 + 0,04% 0,88 + 0,03° 0,75+0,08° 0,79+0,02 0,61+0,02
VAL 1,06 + 0,04° 0,96 + 0,08 1,27 £0,02° 1,22 +0,08° 1,21 +0,14¢ 1,24+0,02 0,95 0,02
LEU 1,34 +0,07 1,15 +0,08° 1,46 + 0,02° 1,39 +0,06%° 1,49+0,11¢ 1,45+0,06 1,11+0,03
ILE 0,86 + 0,0%° 0,84 + 0,05 1,03 +0,0%° 1,01 +0,04° 1,06 + 0,04° 1,11+0,07 0,80+0,02
THR 0,83 £0,02° 0,68 + 0,08 0,84 +0,0%° 0,82 +0,02° 0,84 + 0,05° 0,82+0,02 0,62 +0,02
SER 0,70 £ 0,0% 0,56 +0,08¢ 0,63 +0,03% 0,64 +0,04° 0,64 + 0,03 0,64 +0,02 0,47 £0,01
PRO 0,73+0,0% 0,61 +0,0%° 0,78 + 0,01 0,80 + 0,02" 0,75+0,08% 0,76+0,02 0,59 +0,03
ASP+ASN 2,27 +0,1% 1,76 +0,05° 2,60 + 0,08° 2,82 +0,08° 3,18 + 0,067 2,45+0,06 1,58+0,06
MET 0,46 + 0,0%° 0,31 +0,0% 0,57 +0,0%° 0,26 + 0,0f° 0,29 + 0,0f° 0,28+0,01 0,38 +0,02
HYP 0,05 + 0,06 0,03 +0,06° TE" 0,08 + 0,00° 0,06 + 0,0¥° 0,06 +0,00 0,06 + 0,00
GLU+GLN 3,12 +0,0%* 2,40 £ 0,0%" 6,09 +0,18° 3,67 £ 0,08 2,46 +0,16° 2,12+0,07 3,98+0,05
PHE 0,65+0,08° 0,57 +0,08° 0,70 + 0,02 0,63+0,08% 0,72 +0,04° 0,74+0,02 0,52+0,01
LYS 1,14 +0,08° 0,99 + 0,08 0,93 + 0,06° 0,43 + 0,04° 1,14 + 0,05° 1,30+0,04 0,93+0,02
HIS 0,57 £ 0,09 0,52 + 0,08 0,55 + 0,08 0,22 +0,0% 0,72 +0,06" 0,74+0,04 0,54+0,01
TYR 0,51 +0,08° 0,45 +0,08% 0,41 +0,0%° 0,17 +0,05° 0,59 + 0,02° 0,60+0,02 0,40 +0,04
C-C 0,17 + 0,04 0,12 +0,08° 0,07 +0,0%° TE® 0,14+0,0%* 0,16+0,01 0,11+0,00
TOPLAM 15,7 13,4 19,8 16,1 17,0 16,2 14,4
15°C
ALA 1,04 +0,03% 0,90 + 0,08 0,96 + 0,06* 1,23 + 0,07 1,14 +0,08%® 1,27 +0,03
GLY 0,76 £0,05%  0,82+0,02® 0,75+0,0% 0,94 + 0,08 0,88+0,03%® 1,00+0,04
VAL 1,19 + 0,04" 1,04 +0,0%° 1,22 +0,08° 1,48 + 0,08 1,63 +0,08° 1,72 +0,03
LEU 1,46 + 0,08 1,18 + 0,0%° 1,38 + 0,08 1,73 £ 0,08° 1,78 £ 0,08° 1,86 + 0,03
ILE 1,00 + 0,08° 0,89 +0,0%° 0,95 + 0,08° 1,26 + 0,04° 1,32 + 0,07 1,39 + 0,05
THR 0,69 + 0,0% 0,76 £ 0,08 0,76 + 0,08* 1,04 +0,09° 1,07 £ 0,04° 1,08 + 0,03
SER 0,57 +0,0% 0,55 + 0,08 0,55 + 0,08 0,79 +0,02° 0,81 +0,03" 0,81 +0,02
PRO 0,72 +0,0¢ 0,73 +0,0¥° 0,73 +0,08* 0,86 £0,05%* 0,93 +0,08° 0,99 +0,03
ASP+ASN 2,26 + 0,08 1,68 + 0,08° 1,99 + 0,08 2,56 + 0,07 2,95 + 0,06" 2,99 + 0,07
MET 0,29 + 0,08 0,51 + 0,08 0,51 +0,08* 0,67 +0,08° 0,75 + 0,0%° 0,76 +0,01
HYP 0,07 +0,00° TEC TE® TE®  0,03+0,08° 0,04 + 0,00
GLU+GLN  3,38+0,1% 2,68 +0,08° 4,13 +0,08° 4,21 +0,08° 5,18 + 0,09° 5,43 + 0,08
PHE 0,58 + 0,09 0,66 +0,0%° 0,66 + 0,08* 0,84 + 0,04 0,89 +0,02° 0,95+ 0,04
LYS 1,05 + 0,05 0,66 + 0,08 0,66 + 0,08 1,63 +0,06° 1,55 +0,08° 1,57 0,02
HIS 0,49 + 0,09 0,34 +0,17 0,34+0,1% 0,79 + 0,02° 0,81 +0,04° 0,84 + 0,02
TYR 0,42 + 0,08 0,28 + 0,0 0,28 +0,0f° 0,71 +0,0%° 0,73 +0,05° 0,75+ 0,02
Cc-C 0,10 + 0,08 TEC TE® 0,28 + 0,02° 0,26 + 0,02° 0,24 + 0,02
TOPLAM 16,1 13,7 15,9 21,0 22,7 23,7
20°C
ALA 1,15 + 0,06° 0,93 + 0,0%° 0,88 + 0,04 1,17 + 0,08  1,52+0,07®
GLY 0,88+0,05¢* 0,72+0,08® 0,76+0,08° 0,93 +0,0% 1,21 +0,04°
VAL 1,39 + 0,047 1,06 + 0,08° 1,17 £ 0,08° 1,52 + 0,08 2,00 £ 0,02°
LEU 1,61+ 0,08 1,26 + 0,08° 1,29 + 0,04° 1,72 +0,08° 2,19 + 0,09°
ILE 1,17 + 0,04 0,94 + 0,04 0,95 + 0,04° 1,29 +0,16° 1,73 +0,04°
THR 0,94 + 0,09 0,77 +0,0%° 0,68 +0,08° 1,01 + 0,08 1,27 +0,08°
SER 0,74 +0,0% 0,63 + 0,08° 0,47 +0,0%° 0,78 + 0,05 1,00 + 0,04°
PRO 0,82 + 0,02 0,65 + 0,09" 0,71 +0,08° 0,90 + 0,0¥° 1,17 +0,02°
ASP+ASN 3,05+0,07 3,58 + 0,067 1,99 + 0,08 2,65+0,08¢ 3,36 +0,06°
MET 0,45 + 0,04° 0,31 +0,0% 0,50 +0,02° 0,45 + 0,04° 0,46 +0,02°
HYP 0,10 + 0,067 0,17 +0,0%° 0,06 + 0,06° 0,04 + 0,08° 0,05 + 0,06
GLU+GLN 5,32 +0,06° 2,78 +£0,09 4,46 0,07 4,03+0,16° 5,28 + 0,08°
PHE 0,80 + 0,0% 0,62 0,08 0,62 0,0 0,85 +0,0%° 1,10 + 0,06°
LYS 1,26 +0,08® 1,22 +0,0%° 0,67 +0,08° 1,36 + 0,08° 1,99 + 0,04°
HIS 0,79 + 0,09 0,57 £0,09% 0,41 +0,05* 0,79 + 0,05 1,01 +0,02°
TYR 0,60 +0,0%° 0,51 +0,0¥ 0,33 + 0,09 0,61 + 0,08 0,77 +0,02°
C-C 0,20 + 0,04 0,18 + 0,06° 0,03 +0,06° 0,20 + 0,08° 0,23 + 0,0%°
TOPLAM 21,3 16,9 16,0 20,3 26,3

ALA: Alanin, GLY: Glisin, VAL: Valin, LEU: L6sin, ILE: Izolésin, THR: Tironin, SER: Serin, PRO: ProliiSP: Aspartik asit, ASN:
Asparijin, MET: Metiyonin, HYP: 4-Hidroksiprolin, BJ: Glutamik asit, GLN: Glutamin, PHE: FenilalanibYS: Lizin, HIS:
Histamin, TYR: Tirosin, C-C: Sistin. TE: Tespit Eatnedi, Aritmetik ortalamazStandart hata, Orneksay=3

Ayni satirdaki farkh buyik harfler (A,B,C..) grugl arasindaki farki belirtir (p<0.05). Farkl sibtdki ayni amino asite asit ve ayni
sutundaki farkli kiigik harfler (a,b,c...) gruplaasindaki farki belirtir (p<0.05)
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ALA: Alanin, GLY: Glisin, VAL: Valin, LEU: L&sin, ILE: Izoldsin, THR: Tironin, SER: Serin, PRO: ProliSP: Aspartik asit, ASN:
Asparijin, MET: Metiyonin, HYP: 4-Hidroksiprolin, BJ: Glutamik asit, GLN: Glutamin, PHE: FenilalanibyYS: Lizin, HIS:
Histamin, TYR: Tirosin, C-C: Sistin.

Sekil 17. Sarimsakh lakerdanin farkl sicakliklanggunlstiriimasi sirasinda ortalama

toplam amino asit miktarlari.

4.3.3. Farkh olgunlasma sicakliklarinin ve sarimsak ekstraktinin biyojenamin

olusumuna etkisi

Proteinlerin yap! ta olan amino asitler, serbest formda da bulunatktedir. Bu
calismanin lakerda Urin gruplarinda, 26 adet serbestaisit oldgu tespit edilmtir.
Serbest amino asitler, balik eti icin cok onemliegiklerdir. Ozellikle etin lezzet ve
aromasinin olkumunda etkili bir rol oynamaktadirlar. Ette meydayeden biyokimyasal
olaylar neticesinde miktari artan bu asitler, mdaganizmalar aracgl ile
dekarboksilasyona gumayarak biyojen aminlere dograektedirler. Bu nedenle serbest
amino asitler biyojen aminlerin dncul kilkleri olarak da ifade edilmektedirler. Yapilan
bu calsmada, taze palamut bainda serbest amino asit ve biyojen amin miktadazelge
18'de verilmgtir. Taze palamut balinda 21 adet serbest amino asit tespiti yagjimi
bunlarin toplam miktari 4,18 g/100g olarak saptgtimiBu miktarin buyik ¢gunlugu ise
%88 oraninda histidin tarafindan giurulmaktadir. Histidini takip eden gbr serbest
amino asitler, glutamin, alanin ve prolin olaraHitbenmistir.

Berlam balginin (Merluccius merlucciysserbest amino asit icgrilizerine yapilan

bir argtirmada, tironin (THR; 11,86 mg/100g), lizin (9,010g/100g), alanin (8,21
mg/100g), glisin (5,54 mg/100g) ve glutamik asit4@ mg/100g)'in baskin amino asit
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olduklar belirlenmg ve toplam serbest amino asit miktarinin da 46,610@g oldgu
bildirilmi stir (Ruiz-Capillas ve Moral, 2001). Sut bahmin (Chanos changsdesisik
organlarinda serbest amino asit igerin aratirilmasi Gzerine yapilan bir ¢cginada, beyaz
ve koyu renkli kaslarinda sirasiyla, 72,51 umoléy 64,92 umol/g miktarinda toplam
serbest amino asit bulunglu rapor edilmgtir (Shiau ve ark., 1996). Camada ayrica,
serbest HIS oraninin, toplam serbest amino asitamikn, beyaz kaslarda %63'Und,
kirmizi renkli kaslarda ise %33'Unu eturdugu belirtilmistir (Shiau ve ark., 1996).
Antoine ve arkadgari (2001), yaptiklari bir calmada mahi-mahiGoryphaena hippurys

ile sarikanat orkinosThunnus albacargdaliginin beyaz ve koyu renkli kaslarinda serbest
amino asit iceriklerini tespit etgler ve serbest histidin miktari mahi-mahi galin beyaz

ve koyu renkli kasinda sirasiyla 308,33 mg/10093,22 mg/100g olarak, sarikanat
orkinos balginda ise 956,63 mg/100g, 378,73 mg/100g olaralasagdardir. Mohamed ve
arkadalarinin (2009) yaptiklari ¢caimada, geleneksel adi Feseekh olan Misira 6zgu
tuzlanmg ve fermente edilngikefal balginda Mugil cephalu} serbest amino asit gigimi
incelenmgtir. Olgunlgsmanin ardindan (20 gin) Grinde toplam serbest anaisio
miktarinin kuru girhk Gzerinden 8 g/kg; histidin (2,5 g/kg kurgidik) ve alanin (2,1 g/kg
kuru girlik)’'nin ise baskin amino asitler oldu bildirilmistir.

Taze palamutta 8 adet biyojen aminin tespiti yagthm Bunlar triptamin,
feniletilamin, putresin, kadaverin, histamin, tiramspermidin ve spermin olup, miktarlari
ise toplam olarak 184,46 mg/kg olarak belirlestmi (Cizelge 18). Biyojen aminler
icerisinde en fazla bulunan amin, tiramindir (106mMg/kg).

Palamut bafii bilindigi Gzere, uygun kqullarda muhafaza edilmeglidurumlarda,
amin pozitif bakteri varfiinda yuksek miktarlarda biyojen amin icerebilmektedapilan
bu calsmada; lakerda Uretiminde hammadde olarak kullamiamut bafiinda, biyojen
amin miktarlar risk tgkil edecek dgerlerde bulunmamngtir. Literatiirde de elde egimiz
bulgulara benzer sonuclar bulunmaktadir. @metaze palamut balinda Sarda sarda
en ¢ok gorilen biyojen aminin 162,59 ppm ile speimoldusu, tiramin ve feniletilaminin
ise sirasiyla 22,40 ppm ve 14,67 ppm dizeyindettedpdigi belirtiimistir (Koral, 2012).
Ton baliklar Uzerine yapilan bir ¢cghada, taze ton b&nin biyojen amin iceginde
diUsUk miktarlarda histamin (0,32 pg/g) tiramin (0,3@/g), kadaverin (0,25 pg/g), putresin
(0,29 pg/g), spermidin (5,10 pg/g), spermin (1442§/g) icergi tespit edildgi ve
fenilalanin ve triptamin saptanamgdibildiriimistir (Veciana Nogues ve ark., 1997).

Uskumru ile yapilan b&a bir calgmada ise, 3 gin +3°C’de depolanan uskumruda
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putresin, spermidine ve histamin miktarlar sires12,3 mg/100g, 1,2 mg/kg ve 0,37
mg/100g olarak saptangtr (Okstiiz, 2000).

Kim ve arkadaglari (2009), balik, kafadanbacakli, kabuklu ve ygakga tirlerinden
olusan 41 adet deniz Urinin biyojen amin iceriklerincaledikleri cagmada; kolyoz
(Scomber japonicys zurna Cololabis saird ve sarikuyruk $eriola dumerili) baliklari
hari¢, dger tim Orneklerde biyojen amin riski bulunm@adi belirtmglerdir. Calsmada
tespit edilen maksimum biyojen aminlerin toplamiyka balginda 673,3 mg/kg, zurna
baliginda 395,3 mg/kg, sarikuyruk bahda ise 639,9 mg/kg olarak tespit edgtmi
Ayrica calgmada tiramin, putresin, kadaverin ve fenilalanigogn aminlerinin baskin
oldugu da rapor edilnstir. Cin’de yapilan bir cajmada ise 13 balik tlrtndn biyojen amin
miktari 6lcilmig ve toplam biyojen amin miktarinin 5,03-156,17 nggédcasinda dstigi,
ortalama miktarin 44,17 mg/kg olgw, biyojen aminlerin i¢cinde histamin miktarinin da
21,85 mg/kg'in altinda tespit edifdibildirilmi stir (Zhai ve ark., 2012).

Lakerdanin olgunkdiriimasi sirasinda serbest amino asgigmi ve biyojen amin
olusumu Sekil 18, 19, 20, 21, 22 ve 23'de gorulmektedir. @gn amin oncusid olan
serbest amino asitlerden histidin (HIS) miktarintlem 6rnek gruplarinda genel anlamda
olgunlgmanin 8. gunine kadar bariz bir aga8. giinden sonra ise bir grgozlenmgtir.
Sekizinci gunde histidin miktari en gik (201,3 mg/100g) 15°C’de olgustailan
sarimsakli orneklerde§ékil 22), en yiksek ise (1935,7 mg/100g) 20°C’dgualatirilan
sarimsak ilave edilmemidrneklerde tespit edilstir (Sekil 20). Serbest histidinin
dekarboksilasyonu sonucu ean histamin ise olgurgmma boyunca genel anlamda
histidine paralel bir dg#sim gostermgtir. Sadece +4°C ve 15°C’de olgustiaulan
sarimsaksiz lakerdalarda histamin igeré. giinde pik yaparak agtgdsterny ve sirasiyla
27,38 mg/kg ve 22,44 mg/kg. olarak saptagtmi

Olgunlama siresince serbest histidin ve histaminde meydgelan dgisim
istatistiki acgidan dgerlendirildiginde, her ikisinin de o©nemli derecede azaldve
olgunlggma suresi ile negatif bir korelasyon icinde olduklaelirlenmitir (P<0,01;
Cizelge 16). Serbest histidin ve histamin arasindagki incelendginde ise, +4°C’de
olgunlatirilan sarimsaksiz lakerda 6rnekleri haricigedi tim ornek gruplarinda pozitif
yonde ve istatistiksel olarak anlamli bir korelasymulundgu tespit edilmgtir (P>0,01,;
Cizelge 17).

Serbest histidinden sonra lakerdalarda en yilksedethest amino asit lizin (LYS)
dir. Lizin, taze balikta 17,8 mg/100g olarak belmng, 6n tuzlama samasindaki balikta
ise 49,7 mg/100g olarak tespit ediytiv. Olgunlaggmanin 3. ginunden sonra tim 6rnek
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gruplarinda lizin miktari artrgive olgunlama siresince 6. ve 13. gunlerde en yuksek
degerine ulamistir. Olgunlgmis lakerdalarda lizin miktari en ik +4°C’de
olgunlatirilan sarimsakli lakerdada (106,0 mg/100g), eksgld ise 355,8 mg/100g orani
ile 15°C’de olgunlatirilan sarimsakh grupta belirlengtir. Lizinin dekarboksilasyonu
sonucu olgan kadaverin miktari ise, olgugfaa suresince histamine benzer bigigien
gostermy, tum o6rnek gruplarinda genel anlamda azglimi Sadece +4°C ve 15°C
olguniagtirilan sarimsaksiz lakerdalarda 6. ginde ani tis g0Ostererek, sirasiyla 6,49
mg/kg, 10,44 mg/kg seviyelerine yuksedtiri (Sekil 18; Sekil 19). Kadaverinin 6. ginde
meydana getirgg bu artgin ayni ginde lizinde meydana gelen satiiligkili oldugu
dUstndlmektedir.

Yapilan Pearson korelasyon analizi sonucunda deeselizin ile olgunlgma sireci
arasinda pozitif bir itki tespit edilmstir (P<0,01). Buna kam kadaverin miktari ile
olgunlgma sureci arasinda ise negatif bir korelasyon Ibalmistir (P<0,01; Cizelge 16).
Serbest lisin ile kadaverin arasindakgkide ise tum o6rneklerde negatif bir korelasyon
bulunmaktadir. Yani olgunjana siresince serbest lizin artarken balik etindkinaun
Kadaverin azalmtir. S6z konusu korelasyon 15°C’de olguytlalan sarimsakli ve
sarimsaksiz lakerda orneklerinde o©6nemsiz bulynniB>0,05), +4° ve 20°C’de
olgunlgtirilan drneklerde ise 6nemli olgu saptannstir (P<0,05; Cizelge 17).

Putresinin onclslu olan ve taze palamut goatla 19,9 mg/100g olarak bulunan
serbest ornitin, tim o6rnek gruplarinda olggmanin 6. ve 13. gunlerinde arti
gostermgtir. Olgunlggmanin 6. gininde meydana gelensktda en yuksek gerler 15°C
ve 20°C’de olgunlgtirilan sarimsaksiz lakerdalarda tespit edilolup miktarlari sirasiyla
33,4 mg/100g ve 78,2 mg/100g olarak belirlegtmi Serbest ornitinin dekarboksilasyonu
ile olusan putresinin olgunkma siresince @gsimi ise, tim o6rneklerde benzegekilde
gerceklgmistir. Olgunlagmanin 6. ginine kadar serbest ornitin ile farklirdag gdsteren
putresin, altinci gunden sonra ornitin ile paraieldesisim gostermgtir.

Istatistiki acidan ise olgunjma suresi ile ornitin dgsimi arasindaki iki, 6rnek
gruplari arasinda farkliik gostergtir. Olgunlggmasi +4°C ve 20°C’de gercekigilen
sarimsaksiz lakerdalar ile 15°C ve 20°C’'deki saakhslakerdalarda serbest ornitin
degisimi olgunlagma suresi ile pozitif bir dgsim gostermy, diger 6rnek gruplarinda ise
negatif bir korelasyon tespit edilgir. Diger taraftan putresinin g@simi, +4°C ve
20°C’deki sarimsakli lakerdalarda olgutea streci ile pozitif bir ikki icermekte, geriye

kalan tim gruplarda ise negatifski bulunmaktadir. Serbest ornitin ve putresin ardaki
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iliski ise, sadece +4°C’de olgustailan sarimsakli lakerdalarda 6nemli olarak tespi
edilmistir (P<0,05).

Serbest amino asitler icerisinde énemli bir yearotirosin (TYR), fenilalanin (PHE)
ve triptofan (TRP) olgunkma siresince ornitine benzer birgdem gostermglerdir.
Serbest tirosin ve fenilalanin taze balikta 19,1/16g ve 20,3 mg/100g olarak
saptanmasina gemen triptofan olgunkmanin 3. gunidne kadar tespit edilemgmi
Olgunlgmanin 3. guninden sonra ise s6z konusu 3 serbesb amitin miktarlarinin
dizensiz bir dgisim gosterdgi ve bu dgisimlerin olgunlagma sureci ile pozitif bir ikkiye
sahip oldgu tespit edilmgtir (Cizelge 16). Her ne kadar tirosin ve fenilatarserbest
amino asitleri olgunkana suresince pozitif bir korelasyona sahip olsaulamino asitlerin
dekarboksilasyonu sonucu e&n Tiramin vep-feniletilaminin, olgunlama sireci ile
negatif bir korelasyona sahip olglu belirlenmgtir (P<0,01). Triptamin d&simi ile
olgunlama suresi arasindaki gki ise, 20°C’deki sarimsaksiz ve 15°C ile 20°C'deki
sarimsakli lakerdalarda negatif gdr 6rnek gruplarinda ise pozitiftir. Triptamin icbu
ili skilerin hicbiri istatistiksel olarak dnemganamaktadir (P>0,05). Olguslaa siresince
serbest amino asit ve biyojen aminsklsi irdelenecek olursa, tirosin ile Tiramin ve
fenilalanin ile B-feniletilamin korelasyonlarinin, tim 0Ornek gruphata negatif oldgu
tespit edilmgtir (P<0,01; Cizelge 17). Serbest triptofan ilepfamin arasinda ise, +4°C’de
olguniatirilan lakerdalarda pozitif bir gki bulunmakta ve sadece 15°C sarimsakli

lakerdalarda tespit edilengki 6nem taimaktadir (P<0,01).

Cizelge 16. Serbest amino asit ve biyojen aminlggudasma slresince Pearson

korelasyon katsayilari

Lakerda Sarimsakli Lakerda

+4°C 15°C 20°C +4°C 15°C 20°C
HIS -0,675** -0,776** -0,672** -0,800** -0,440*  -0,787**
LYS 0,790*  0,596**  0,604** 0,619**  0,795* 0,833**
ORN 0,089 -0,106 0,252 -0,156 0,469* 0,403
TYR 0,606**  0,505**  0,574** 0,300 0,700**  0,678**
PHE 0,734*  0,647**  0,641** 0,371* 0,820** 0,936
TRP 0,635**  0,725**  0,767** 0,533* 0,115 0,805**
Histamin -0,558** -0,665** -0,829** -0,829** -0,856** -0,86**
Kadaverin -0,793**  -0,645** -0,796** -0,758** -0,722** -0,76**
Putresin -0,036 -0,201 -0,072 0,092 -0,259 0,087
Tiramin -0,905** -0,918** -0,871** -0,854**  -0,909** -0,89**
B-feniletilamin -0,817** -0,889** -0,899** -0,860** -0,896** -0,96**
Triptamin 0,057 0,050 -0,251 0,174 -0,088 -0,20

**: P<0,01; *:P<0,0!
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Calismanin sonucunda, lakerdanin olgyntasi suresince genel olarak serbast amino
asitlerin histidin harici tamaminda grtigorilmis, biyojen amin miktarlarinda ise
beklenenin aksine azafflitespit edilmgtir. Bunun nedeninin etteki biyojen aminlerin,
Ozellikle de histaminin, salamuraya gecmesindemakhandgl distintimistir. Bu konuda
calisma yapan dier aratiricilarin da ayni fikri paykgigr belirlenmgtir (Veciana Nogues
ve ark., 1997; Hernandez-Herrero ve ark., 2002).

Cizelge 17. Olgunkama siresince serbest amino asit ve biyojen amiatasindaki

korelasyon ilgkileri

Lakerda Sarimsakli Lakerda

+4°C 15°C 20°C +4°C 15°C 20°C
HIS&Histamin 0,323 0,536** 0,779** 0,868** 0,775** 0,894**
LYS&Kadaverin -0,577** -0,043 -0,508*  -0,631* -0,332 -0,562**
ORN&Putresin 0,299 0,086 -0,334 0,426* -0,191 0,348
TYR&Tiramin -0,616** -0,537** -0,688**  -0,515* -0,531** -0,611**
PHE&-feniletilamin  -0,739** -0,630** -0,695**  -0,579** -0,650** -0,819**
TRP&Triptamin 0,238 -0,073 -0,167 0,131  -0,519** -0,345

**: P<0,01; *:P<0,05
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SMA Hasan Basri ORMANCI
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Sekil 18. +4°C’de olgunlgtirilan lakerda da serbest amino asit ve biyojemaatkilesimi.
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SMA Hasan Basri ORMANCI
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Sekil 19. 15°C’de olgunigirilan lakerda da serbest amino asit ve biyojemaatkilesimi.
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SMA Hasan Basri ORMANCI
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Sekil 20. 20°C’de olgunigirilan lakerda da serbest amino asit ve biyojemaatkilesimi.
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Sekil 21. +4°C’de olgunligirilan sarimsakli lakerda da serbest amino ashiyejen amin
etkilesimi.
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Sekil 22. 15°C’de olgunigirilan sarimsakli lakerda da serbest amino ashiyejen amin

etkilesimi.
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Sekil 23. 20°C’de olgunigirilan sarimsakli lakerda da serbest amino ashiygjen amin
etkilesimi.

84



BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI VE TARTI _SMA Hasan Basri ORMANCI

Taze ve On tuzlanmpalamut baliklari ile, farkh sicakliklarda olgastirilan lakerda
drtnlerin amino asit ve biyojen amin miktarlari siredaki ilgki Cizelge 18'de verilmtir.
Taze balikta 4,2 g/100g olan toplam amino asit anikibn tuzlamada azalarak 3,5 g/100g
olarak tespit edilnstir. Olgunlamis Urtinlerde ise toplam amino asit miktari, en yuksek
+15°C’de olgunlatinlan sarimsakh drtiinde (3,4 g/100g), ensiddise yine 15°C’de
olgunlatirilan sarimsaksiz lakerda Uriinde (1,5 g/100g@)itesliimistir. +4°C ve +20°C’de
olgunigtirilan baliklarda, amino asit ve biyojen amin raikhda bariz bir ikki
gozlenmemgtir. Baliklarin +15°C’deki olgunlgma sirecinde gerceklen bariz farkliliklar
ise histidin miktarina kgu olarak sekillenmistir. Serbest histidin miktari taze balikta
3675,4 mg/100g olarak belirlengnion tuzlamada 2984,3 mg/100g, +4°C olgsata
lakerda Griinde 1249,1 mg/100g, 15°C 787,7 mg/1@0807C ise 1238,6 mg/100g olarak
tespit edilmgtir. Sarimsak ekstraktl lakerda Urlinlerde iseitdhistmiktari +4°C’de 1125,9
mg/100g, 15°C’de 2159,8 mg/100g ve 20°C’de 1300311009 olarak saptangtir.

Serbest amino asitlerin, amin pozitif bakterilearafindan dekarboksilasyona
ugramasl sonucu biyojen aminler ghiaktadir. Biyojen aminler taze balikta
bulunabilecgi gibi islenmis Urlinlerde de bulunabilmektedir. Yapilan galada
olgunlgmis baliklarin toplam biyojen amin miktarlar 57,92;68 mg/kg arasinda
degsismektedir. En dgilk biyojen amin toplami 20°C’de olgusgtailan sarimsakli
orneklerde (57,92 mg/kg), en vyiksek biyojen amimplami ise 20°C sarimsaksiz
orneklerde (68,79 mg/kg) bulunmaktadir (Cizelge .1&yrica her ¢ sicakhk
uygulamasinda da sarimsakli drneklerin biyojen aigenikleri daha az bulunngtur. Bu
durum sarimgan biyojen amin olgumunda baskilayici etkiye sahip ofgunu
gostermektedir. Bir gier husus, cajmada beklenilen, olgunima sicaklig arttikca
biyojen amin miktari artmamive hatta azalngtir. Bunun nedeni ise yuksek sicaklikta
tuzlama teknolojisinde difiizyon ve osmoz reaksigomin ¢cok hizli gercekjenesi ve
baliga tuz girginin daha hizli olmasi nedeniyle tuzun bakterildeda hizli etki etmesi
olarak digunulmektedir.

Taze, on tuzlanmive farkh sicakliklarda olgungenis lakerdalar biyojenik amin
kalite indeksleri agisindan incelepitide, taze balikta 1,08, 6n tuzlannbalikta ise 1,44
olarak tespit edilnstir. Bu dezerlerin Mietz ve Karmaq1977)in iyi kalitede ton baliklari
icin vermis oldugu deser aralgindan (0-1) daha yuksek olglw gérilmektedir. Bu ¢cajmada
ise Urunlerin indeks gerleri oldukca diilk bulunmy ve hatta genel olarak sicaklik
yikseldikge indeks derlerinde azalma olgw gorilmistir. Ornggin +4°C’de olgunlaan
sarimsaksiz lakerdada indeksgele 0,52 iken 15°C ve 20°C’lerde olgukdan sarimsaksiz
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lakerdalarda sirasiyla 0,37 ve 0,32 olarak saptgmmiUriinlere ilave edilen sarimsak
ekstraktinin ise, s6z konusu indekg@lni azaltici herhangi bir etkiye yol agmgdtespit
edilmistir (Cizelge 18.

Sonu¢ olarak gpilan cajmada olgunlgma sicakigl ne olursa olsun, lakerda
drtnlerde biyojen amin riski bulunmadibelirlenms, aksine tuz ile muamele 6ncesi balik
etinde var olan biyojen amin miktarinin, olgwmea sirecinde miktar olarak azalma
gosterdgi tespit edilmgtir. Bu konuda Silla Santos (1996),’da tuzun uskuialiklarinda,
konsantrasyonu ne olursa olsun biyojen amirswhunu inhibe etgini rapor etmgtir.
Ulkemizde yapilan bir ¢aimada, 11 farkh balik tirinden kuru tuzlama yontdeni
uretilen Urdinlere ait 31 adet 6gme histamin miktarlarinin <0.84 ile 105,84 ppm anas
degistigi rapor edilmgtir (Koral, 2012). Cakmada ilgili érneklerden sadece sardalya
ornesinde yuksek miktarda (105,84 ppm) histamin tesgitnaistir. Histamin miktarinin
diger kuru tuzlannmy 6rneklerde ise 20 ppm’in altindagilgm gosterdgi belirlenmistir.

Tuzlanmsg balik Grtnleri Gzerine farkh Glkelerde de pek g@Misma yurutilmigtar.

Bu calsmalardan Zhai ve arkaglari (2012), Cin’de ticari olarak satilan 49 adetlanms,
fermente ve konserve balik Urdnlerinin biyojenik imnghistamin, triptamin, putresin,
feniletilamin, kadaverin, triamin, spermidin ve sp&) miktarlarini argtirmislardir.
Calismada, birgok trtiinde biyojen amin miktarinirsiki belirlenmesine ganen, fermente
drtnlerden hafif tuzlanmuistavrit balginda (484,42 mg/kg) ve paketlenerek satilan yilan
baliginda (166,45 mg/kg) toplam biyojen amin miktarlatdukca yiuksek oranda tespit
edilmistir. Bunun yaninda ayni ¢ainada, Guney Cin bélgesinin geleneksel balik tGrini
olarak belirtilen hafif tuzlanngiistavrit balginda, feniletilamin, putresin, kadaverin ve
tiramin miktarlari sirasiyla 57,61 mg/kg, 64,53 kgy/ 244,41 mg/kg ve 62,85 mg/kg
olarak saptanmgiir. Tuzlanmg ve fermente Urlnlerdeki histamin miktari ise, éiksek
35,08 mg/kg olarak bildirilngtir (Zhai ve ark., 2012). Yine Koral (2012), ulkerde
uretilen ¢iroz 6rneklerinde histamin miktarinin 2 @m’den daha az bulungiuinu, angliiez
orneklerinden sadece birinde 229,11 pprgedietespit edildgini belirtmigtir.

Kanki ve arkadglari (2004), Japonya’da 2002 yilinda tuketilen “tBluamirinboshi”
adli kurutulmyg sardalya $ardinops saggxirininden kaynaklanan histamin zehirlenme
vakasini bildirmglerdir. Zehirlenme vakasina neden olan Urinun vakaerceklstigi
restorandaki Orng ile Gruntn Uretildgi tesisten alinan numunelerin analizi sonucu
histamin iceriklerinin sirasiyla 3000 mg/kg ve 1740@/kg oldgu rapor edilmgtir. Diger
bir calsmada Wootton ve arkaglari (1989), Asya da tuketilen geleneksel yontehaler

tuzlanmg ve kurutulmyg fermente Urtnlerde, yiksek miktarda histamin bdiganu
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bildirmislerdir. Kurutulmy balik Grtnlerinde putresin ve kadaverin miktarlasirasiyla
2200 ve 3300 ppm, histamin miktarini ise 800 pparak tespit etrglerdir. Auerswald ve
arkadalari (2006), Guney Afrikada sa# sunulan kurutulmuton balginda (Thunnus
albacare$ 8000 ppm histamin bulungunu bildirmglerdir. Park ve arkadg&ari (2010) ise
Kore’de marketlerden temin ettikleri 23 adet tumhapn uskumru Urdndnde duk
diuzeylerde histamin bulungunu bildirmglerdir. Calsma sonugclarina gére bu Uriinlerdeki
feniletilamin ve putresinin tespit edilemggi agmatin, triptamin, kadaverin, histamin,
tiramin, spermidin ve sperminin maksimum miktarisinasi ise 19,8 mg/kg, 7,3 mg/kg,
12,1 mg/kg, 16,5 mg/kg, 20,4 mg/kg, 18,8 mg/kg Merbg/kg oldgu rapor edilmgtir.
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Cizelge 18. Taze, 6n tuzlamgnve farkh sicaklik ve uygulamalara tabi

tutunalgunlgmis lakerdalarin amino asit

ve biyojenik amin

desisimleri
B Lakerda Sarimsakli Lakerda
Taze On Tuzlama
4°C 15°C 20°C 4°C 15°C 20°C
Serbest Amino Asit (mg/100g)
ALA 62,0+4,1 275+27 27,8+15 40,4+0,5 24,1,3 37,2+1,8 25,3+0,6 36,8+1,9
GLY 21,4+£0,9 13,6 +0,9 6,8+0,4 10,2+0,3 4,0 10,0+0,5 5,0+0,2 7,3+0,2
VAL 176+1,1 8,1+0,3 28,6 £1,3 40,7+1,2 52,3,3 352+1,1 32,9+0,9 529+15
LEU 33,0£3,2 51,1+2,6 76,2+1,0 101,8+1,6 51315 732+29 1589+1,9 185,3+4,2
ILE 30,6 £3,2 TE 30,6+29 36,8+29 41,6+04 341+14 52,1+24 655+25
THR TE TE 3,3+1,0 8,7+0,4 TE 49+0,5 TE 54,3
SER TE TE 6,0+0,7 124+1,1 29+1.2 6,715 6,4+0,5 10,8+1,5
PRO 50,2 £4,0 304+24 72+0,7 12,5+0,7 6075 10,7+1,0 9,1+0,7 11,2+1,6
ASN TE TE 5,8+0,9 4,7+0,7 6,4+0,6 4,7+0,9 9,2+0,6 TE
TPR 30,6 £1,7 63,3+2,3 TE 2,7+0,3 TEO 3,9&0, 5,2+0,6 TE
ASP TE TE 3,4+0,6 79,8+29 79,1+28 9,5+0,6 1235+2,0 127,1+1.3
MET 11,7+£1,2 6,3+0,3 13,3+0,9 19,8 +0,9 2625 13,0+£0,9 22,7+1,7 36,1+15
HYP TE TE TE TE TE TE TE 3,3+0,6
GLU TE TE 195+1,3 30,1+0,3 13,6 +0,7 252,60 20,2+1,3 269+1,0
PHE 20,3+1,2 37,4+1,0 53,9+2,3 59,1+1,7 1842,7 455+2,3 131,2+4,9 111,2+1,7
GLN 172,2+8,9 155,3+4,3 41,0+1,7 20,7+1,5 6,61+ 0,5 254+1,2 33,3+1,6 20,1+0,7
ORN 19,927 23,8+1,3 150+1,1 9414 2821 11,9+£0,7 38,8+0,7 32,5+0,9
LYS 17,8+0,9 49,7+2,3 1295+2,2 109,0+ 3,8 262 +2,0 106,0 £ 4,6 355,8+4,0 257,5+6,3
HIS 3675,4 +45,7 2984,3 +132,6 1249,1 £ 34,8 78712,9 1238,6 £ 29,7 11259 +31,4 2159,8 +56,3 1300,1+26,5
TYR 19,1+£3,9 22,1+£1,2 350+0,9 34,1+1,6 etl1,4 29,6 +15 95,3+3,5 58,8 +0,9
TRP TE TE 1,8+0,2 9,2+0,5 16,4+£0,5 6,3 0,6 ET 17,8 £0,8
TOPLAM (g/100g) 4,2 3,5 1,8 15 2,1 1,6 3,4 2,4
Biyojen Amin (mg/kg)
Triptamin 6,39 £1,02 8,51 +0,69 5,83+0,36 598,13 4,98 +0,34 6,83 £ 0,37 5,26 £ 0,19 5,02190
B-feniletilamin 19,13 +1,50 21,32+1,79 6,66 +®,1 3,47 £0,26 2,45 £ 0,27 3,80+£0,30 2,43 +£0,22 A7 0,26
Putresin 4,51+0,82 2,26 £0,21 2,79+0,21 2,5804 2,94 £0,23 3,32+0,15 2,45 £ 0,09 3,73260,
Kadaverin 7,36 £1,03 10,28 + 1,63 1,23+£0,15 3@13 1,95+0,21 2,32+0,10 2,46 £0,12 2,106
Histamin 15,44 + 1,55 11,75+1,01 3,68 £0,13 252209 2,10+0,10 2,66 £0,20 2,36 £ 0,05 2,451
Tiramin 106,47 £5,10 80,55 + 3,44 33,22+ 0,57 126t 0,79 33,49+ 2,05 30,13 £ 2,20 24,56 +1,73 ,522 3,00
Spermidin 8,42 +£1,95 3,70+0,51 1,68+0,24 21034 1,57 £0,29 2,56 +0,35 2,32+0,19 2,19240
Spermin 16,74 + 1,20 12,07 +1,13 12,57 +1,68 4a,2,04 19,32+ 1,64 10,41 + 0,96 16,50 + 0,47 318, 1,52
TOPLAM 184,46 150,44 67,67 63,93 68,79 62,02 58,33 57,92
Kalite indeksi (QI) 1,08 1,44 0,52 0,37 0,32 0,60 ,370 0,39

ALA: Alanin, GLY: Glisin, VAL: Valin, LEU: Lésin, ILE: Izoldsin, THR: Tironin, SER: Serin, PRO: ProlitSP: Aspartik asit, ASN: Asparijin, MET: Metiyami HYP:

Glutamin, PHE: Fenilalanin, LYS: Lizin, HIS: Histam TYR: Tirosin, C-C: Sistin.
TE: Tespit Edilemedi, Ornek sayisi; N=3

4-Hidroksiprolin, GLU: Glutamik asit, GLN:
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BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI VE TARTI _SMA Hasan Basri ORMANCI

4.4. Lakerdada Biyojen Amin Olusturan Bakteriler

Yapilan calmada lakerda drunlerde biyojen amin uretme kabliliy@dugu
distintlen toplam 46 adet izolat elde edgtmi (Cizelge 19). Oncelikle tanimlanmasi
yapilan bu sUpheli izolatlardan, Staphylococcaceae familyasiai 11 adet,
Enterobacteriaceae ve Moraxellaceae familyalariita familyasina ait Gar adet,
Bacillaceae familyasina ait 5 adet, Pseudomonadacknilyasina ait 4 adet,
Xanthomonadaceae, Sphingomonadaceae ve Microc@ecdamilyalarina ait 3’er adet,
Alcaligenaceae ve Streptococcaceae familyalarirta 2aier adet ve Clostridiaceae

familyasina ait yalnizca 1 adet bakteri gidibelirlenmitir.

Cizelge 19. Tanimlanan izolatlar

Bakteri Kodlari Izole Edilen Bakteriler Familya

HY3 Pseudomonas luteola Pseudomonadaceae
H5 Pseudomonaspp. Pseudomonadaceae
H7 Pseudomonas oryzihabitans Pseudomonadaceae
L8 Pseudomonas fluorescens Pseudomonadaceae
HY6 Acinetobacter baumannii Moraxellaceae

HY7 Acinetobacter baumannii Moraxellaceae
HY10 Acinetobacter baumannii Moraxellaceae
HY13 Acinetobacter baumannii Moraxellaceae
HY21 Acinetobacter baumannii Moraxellaceae

H2 Acinetobacter baumannii Moraxellaceae
HY15 Proteus vulgaris Enterobacteriaceae
HY16 Proteus mirabilis Enterobacteriaceae
HY17 Proteus vulgaris Enterobacteriaceae
HY20 Serratia plymuthica Enterobacteriaceae
HY41 Proteus vulgaris Enterobacteriaceae
L7 Buttiauxella agrestis Enterobacteriaceae
L9 Stenotrophomonas maltophilia Xanthomonadaceae
L11 Stenotrophomonas maltophila Xanthomonadaceae
L12 Stenotrophomonas maltophila Xanthomonadaceae
HY5 Bordetellaspp. Alcaligenacea

HY9 Alcaligenesspp. Alcaligenaceae
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BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI VE TARTI

SMA Hasan Basri ORMANCI

Bakteri Kodlari

izole Edilen Bakteriler

Familya

HY35 Sphingomonas paucimobilis Sphingomonadaceae
HY38 Sphingomonas paucimobilis Sphingomonadaceae
L3 Sphingomonas paucimobilis Sphingomonadaceae
HY11 Staphylococcus aureus Staphylococcaceae
HY22 Staphylococcus aureus Staphylococcaceae
H3 Staphylococcus warneri Staphylococcaceae
H25 Staphylococcuspp. Staphylococcaceae
H28 Staphylococcuspp. Staphylococcaceae
H43 Staphylococcuspp. Staphylococcaceae
H44 Staphylococcuspp. Staphylococcaceae
L13 Staphylococcus warneri Staphylococcaceae
L14 Staphylococcus warneri Staphylococcaceae
L15 Staphylococcus warneri Staphylococcaceae
L16 Staphylococcus warneri Staphylococcaceae
HY28 Bacillusspp. Bacillaceae

HY36 Bacillusspp. Bacillaceae

H33 Bacillus spp. Bacillaceae

H34 Bacillusspp. Bacillaceae

H35 Bacillusspp. Bacillaceae

H20 Streptococcuspp. Streptococcaceae
H27 Streptococcuspp. Streptococcaceae
H9 Clostridiumspp. Clostridiaceae

H45 Micrococcusspp. Micrococcaceae

H48 Microccoccusspp. Micrococcaceae

H50 Micrococcusspp. Micrococcaceae

4.5. Bakterilerin Biyojen Amin Olusturma Kapasiteleri

Yapilan calgmada, cgtli biyokimyasal testlerle siniflandiriimibakteri tirlerinden
17 adedinin biyojen amin ajturma kapasitelerine bakilgtir (Cizelge 20). Elde edilen
bulgulara gore, izole edilen bu bakterilerin icinkistidin ve tirosini dekarboksile etme
yetenekleri olmayan bakteriler bulunmaktadir. Nitelkanalizler sonucunda tespit edilen
histamin miktarlari, 0,11-7,71 mg/L arasindagigemektedir. Tiramin miktar ise, yine

bircok bakteride tespit edilemegtir.
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BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI VE TARTI _SMA Hasan Basri ORMANCI

Bakterilerin olygturduklari biyojen aminler icinde en fazla ige¥i sahip olan
Kadaverindir. Kadaverini,Pseudomonas luteqglaButtiauxella agrestis, Bacilluspp.,
Sphingomonas paucimobilis, Streptecocspp. bakterileri hari¢, dier tim bakterilerin
oldukca yiksek seviyelerde Uurgttitespit edilmstir. Kadaverin Uretiminde en fazla
aktiviteye sahip olan bakteroteus vulgarig725,32 mg/L) olarak tespit edilgtir. Bunu
Acinobacter baumannif724,66 mg/L) veStaphylococcus aurey§13,52 mg/L) bakteri
turleri izlemektedir. Putresin ajturma yeteng ise 7 adet bakteride gorulmibu
bakterilerin 50 ppm’in Uzerinde putresin gurdusu belirlenmgtir. En yiuksek putresin
icerikleri Sphingomonas paucimobilis, Buttiauxella agrestisyr&ia polymuthicave
Acinobacter baumannibakterilerinde sirasiyl855,74 mg/L, 348,23 mg/L, 316,58 mg/L
ve 310,50 mg/L olarak saptarytmr.

Tsai ve arkadgari (2005), market ve slUpermarketlerde satilana88t tuzlanng
uskumru Ornginde histamin ve histamin Ureten bakteriler Gzegaptiklari caymada, 33
drnekten 2’sinde 70,1 ve 120,2 ppm histamine nagigani, diger drneklerde ise ortalama
30 ppm histamin buldiunu bildirmglerdir. Histamin Ureten bakteri tirlerini iseantoea
sp., Pantoea agglomeranse Enterobacter cloacaenlarak belirlemglerdir. Huang ve
arkadalarn (2010) ise, Tayvan'da satilan 46 adet kurutglialik Grintnde histamin ve
histamin Ureten bakterilerin vaglni argtirdiklari c¢algmada, test edilen o6rneklerin
%30,4’Untn 50 ppm’den fazla histamin icggidi, dokuz 6rnekte ise histamin miktarinin
63,10 ile 479,00 ppm arasindagdtigini bildirmislerdir. Orneklerden 13 adet histamin
Ureten bakteri tirt izole edilgve bunlarin triptik soy broth (% 1 L-histidin) bgsrinde
histamin tretimlerinin 8,7-531,2 ppm arasindgistesini belirtmislerdir. Yapilan bgka bir
calsmada da, taze ve donmton balgindan izole edilerStenotrophomonas maltophila
bakterisinin 25 ppm’den daha az histamin Ugattj bakteri tarafindan Uretilen kadaverin
miktarinin ise 759,3-2399,0 ppm arasind&igtesi bildirilmi stir (Ben-Gigirey ve ark.,
2000). Kore usult tuzlanarak fermente edglimamsi bakinda (Myeolchi-Jeot) yapilan bir
calismada ise, florada bulungétaphylococcusp. bakterilerinin baskin olmasingmaen,
s6z konusu bu bakterilerin amin giurmada zayif olduklarini, bunun yanindastha
Bacillus licheniformisolmak tzereBacillus sp. cinsi bakterilerin bu Griinde biyojen amin

olusumundan sorumlu olduklarini belirtgterdir (Mah ve ark., 2003).
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Cizelge 20. Bakteri izolatlarinin atiwrduklari biyojen amin miktarlari

Biyojen Aminler (mg/L)

Bakter Kodu Tursmi Putresin Kadaverin Histamin Tiramin _Toplam
Biyojen Amin

HY9 Alcaligenesspp. 50,66 438,71 0,18 TE 489,55
HY6 Acinobacter baumannii 310,50 413,98 0,18 TE 724,66
HY3 Pseudomonas luteola 5,46 0,63 0,23 TE 6,32
H45 Micrococcusspp 26,42 437,53 0,19 TE 464,14
H3 Staphylococcus warneri 3,52 442,01 0,21 TE 445,74
L8 Pseudomonas fluorescens 9,11 442,26 0,19 TE 451,56
H5 Pseudomonasp. 4,37 445,34 0,19 TE 449,9
HY5 Bordetellaspp. 5,01 435,52 0,11 0,67 441,31
L7 Buttiauxella agrestis 348,23 3,69 0,37 TE 352,29
HY36 Bacillusspp. 36,52 18,05 7,71 0,31 62,59
HY35 Sphingomonas paucimobilis 355,74 10,57 0,56 TE 366,87
L9 Stenotrophomonas maltophila 2,55 439,52 0,21 TE 442,28
HY20 Serratia polymuthica 316,58 392,49 0,16 TE 709,23
HY16 Proteus mirabilis 2,90 442,15 TE TE 445,05
HY15 Proteus vulgaris 289,62 435,70 TE TE 725,32
HY11 Staphylococcus aureus 295,07 418,27 0,18 TE 713,52
H20 Streptecoccuspp. TE 2,00 TE 1,63 3,63

TE: Tespit Edilemedi
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Palamut bafiindan lakerda Uretimi ve olguglaa sirasinda meydana gelen
degisimlerin tespiti amaciyla yapilan bu gahada, Ug¢ fakli olgunkma sicakkginin (+4°C,
15°C ve 20°C) amino asit gigimi ile biyojen amin olgumuna etkileri argiriimis ve
biyojen amin olgumundan sorumlu bakteriler tespit edilmeye sgatistir. Bunun yani
sira Urdne ilave edilen sarimsak ekstraktinin dején amin olgumuna etki duzeyi
arggtirimistir.

1-) Palamut baliklarinin farkli ¢ sicaklikta gedestirilen olgunlama sireci
sonunda; +4°C’de bekletilen baliklarin 22. gind®;Cde bekletilenlerin 17. ginde ve
20°C’de ise 15. gunde olgusntgz ve lakerda haline gelglitespit edilmgtir.

2-) Lakerda urun, kink beyaz-ucuk pembe renktendkee 0zgu aromasi olan orta
sertlikte, tuzu bariz hissedilen, kolayggenebilir bir Grin olarak tarif edilmektedir.
Enstrumental olaral,*, a*, b* degerleri sirasiyla 37,44, 5,23, 0,47 olarak belirlemenk
Olctimlerinin skaladan kaitiklari mat-pembe renk olarak belirlenytir.

Uriiniin spesifik tadi olan tuzlu balik eti tadi, “dri@ninda sarimsak ekstrakti ilavesi
sonucu dgismis, sarimsak dUrinin kokusunda barizs Hor koku olarak hissedilrgiir.
Sarimsak ekstrakth driinlerin enstrumental renkizlea sonucunda ise, ekstraktin triindn
renginin daha parlak olmasinigsadigi belirlenmistir.

3-) Besin kompozisyonu analizlerinde elde edilefgblara gore lakerda drindn,
%14,64 ham protein, %17,39 hamgyd6015,14 ham kil ve %52,22 oraninda su iggrdi
belirlenmitir. Urtinde tespit edilen kil @erinin, tuz icerdi ile ilgili oldugu lakerdada tuz
oranin ise %20 civarinda olgu belirlenmitir.

4-) Lakerda Urinin kimyasal kalite parametreleanopH, peroksit, TBA, TMA-N,
su aktivitesi (@) ve su fazinda tuz (WPSY sekilde tespit edilmtir; pH:5,90; peroksit:
5,50 milimol Q/kg; TBA: 2,63 mg MA/kg; TMA-N: 2,28 mg/100g;,a0,76 ve WPS:
27,56. Lakerda urtne sarimsak ilave edilmesi, ksal&alite acisindan 6nemli olan
peroksit dgerine etki olgturmus, sarimsak ekstrakti katkili lakerdalarin perokisateri
3,70 milimol Q/kg’a olarak belirlennitir.

Mikrobiyolojik acidan drinde genel anlamda, toplaaerobik ve halofilik
bakterilerin hakim oldgu belirlenmi (10* kob/g), bu bakterilerin yani sira patojen tiirleri
bulunan Staphylococcusspp., Bacillus spp. ve Clostridium spp. (16-10° kob/g)
bakterilerine rastlanngiir.
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5-) Palamut bagiinda toplam amino asit miktari 18,5 g/100g olasdptt edilmsgtir.
Amino asit kompozisyonu icerisinde, en fazla asharsit ve asparajin (3336,5 mg/100g)
toplami bulunmakta ve bu amino asitleri glutamikt a& glutamin toplami (2781,6
mg/100g) izlemektedir. Yiksek oranda olmasi bekieméstidin ise bazik karakterli
olmasindan ve analiz yonteminde izlenen asidik yadan dolayr gier amino asitlere
oranla daha az miktarda (1335,0 mg/100g) tespi¢leithistir.

Lakerdada ise toplam amino asit miktari 19,1 g/1@grak tespit edilnstir.
Lakerdanin olgunkanasi suresince ve sicakh artmasi ile beraber toplam amino asit
miktarinin da artgi belirlenmg, 15°C’de toplam miktar 21,6 g/100g; 20°C’'de isg721
g/100g olarak bulunnytur.

6-) Taze palamut ba@inin serbest amino asit miktar1 4,2 g/100g olanalkitmus, bu
miktarin %88’inin serbest histidin gerinden olgtugu belirlenmitir.

Lakerda drunde toplam serbest amino asit miktad’Cide olgunlatirilan
lakerdalarda 1,8 g/100g; 15°C’de olgupialan lakerdalarda 1,5 g/100g ve 20°C’de
olgunigtirilan lakerdalarda ise 2,1 ¢@/100g olarak tespdilnastir. Lakerdanin
olgunlastiriimasi sresince serbest amino asit miktarlariazalma gorulmgidir.

7-) Palamut baginda biyojen aminler, miktar sirasina gore tirarfli6,47 mg/kg),
feniletilamin (19,13 mg/kg), spermin (16,74 mg/kg)stamin (15,44 mg/kg), spermidin
(8,42 mg/kg), kadaverin (7,36 mg/kg), triptamin3®,g/100g), putresin (4,51 mg/kg)
olarak belirlenmgtir. Bu bulgulara gére palamut bainin taze iken biyojen amin acisindan
risk tasimadgini gostermektedir.

8-) Lakerdanin drinde toplam biyojen amin miktarl&°C, 15°C ve 20°C
sicakliklarina gére sirasiyla 67,67 g/100g, 63,930@g ve 68,79 g/100g olarak tespit
edilmis, farkh sicakliklarda Uretilen lakerda Urdnlerinydgen amin miktarlari birbirine
yakin bulunmgtur. Lakerda driinde de biyojen amin @lmunun risk olsturabilecek
limitin altinda oldgu belirlenmitir.

9-) Yapilan cakmada olgunlgma sicakigindaki arts biyojen aminlerin olgumu
Uzerine etki etmy olgunlgma sicaklgl arttikca biyojen amin okwmu ve dgisimindeki
hiz artmgtir.

10-) Lakerda drtne ilave edilen sarimsak biyojennamiusumunu etkilemytir.
Sarimsak kullanilan trinlerde biyojen amin miksarmsaksiz lakerdalara gbére daha az
(toplam biyojen amin miktari +4°C’de 62,02 g/100g°C’'de 58,33 g/100g ve 20°C’'de
57,92 g/100g) miktarlarda bulungtur.
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11-) Lakerda Urinden potansiyel biyojen amin stltan bakteri suslari;
Pseudomonas luteola, Bordetellspp, Acinetobacter baumannii, Alcaligenespp,
Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Proteuwabilis, Serratia polymuthica, Bacillus
spp, Sphingomonas paucimobilis, Staphylococcus warndPseudomonas spp,
Pseudomonas oryzihabitans, Clostridiwmpp., Streptococcuspp, Staphylococcuspp,
Micrococcus spp, Buttiauxella agrestis, Pseudomonas fluorescetsnd®ophomonas
maltophilaolarak belirlenmitir.

12-) Calsmada elde edilen bakteri stari; 6zellikle putresin ve kadaverin tUretme
etkisine yani ornitin ve lizini dekarboksile etmetgneklerine sahiptirler. S6z konusu
suslardan 13 adedi kadaverin, 7 adedi ise putresisuatunda etkili olduklari saptansgtir.

13-) S6z konusu bakterilerin putresini, 50,66-385)Tg/kg arasinda; kadaverini ise
392,49-445,34 mg/kg arasinda Urettikleri tespilnediir.

Lakerda Turkiye'de eskiden sadece torik, ginimiigeeorigin azalmasindan dolayi
palamut baliindan yapilan ve tuketimi oldukcagkeet goren bir Grindir. Kuru veya
salamura tuzlama yontemine gore farlgkekillerde uretilen bu Urinde; kullanilan
hammadde baliktan, Gretim yénteminden ve olguméasicakigindan kaynaklanan, kalite
kayiplari olabilmektedir.

Lakerda uretiminde sagidaki Onerilere uyulmasi, Urinun kalitesinin Usvigede
tutulmasina imkan ggayacaktir:

1-) Lakerda yapiminda kullanilacak hammaddeninelignin iyi kalitede olmasi
gerekmektedir. Bununla beraber ah eti diri ve siki olmahdir. Balikgilar arasinda,
“lodos esen havada yakalanan Palamutgbah eti yumgak olur, o baliktan lakerda
yapilmaz” inanci vardir. Bu, genel anlamd&mpbir tespittir. Lodos, havanin isinmasina
yol agmakta ve bu havada baliklar daha cabuk rigmeaek, ette kalite kayiplari daha hizli
olmaktadir.

2-) Baliklar lakerda yapimi igirslenirken, kullanilan bigan ¢ok keskin olmasi ve
takoz kesiminde baiin zedelenmemesi gerekmektedir. Kesilen kisimlgiinizsiiz ve diiz
olmasi, 6zellikle kuru tuzlamada bah homojen tuzlanmasi acisindan énemlidir.

3-) Baligin kemik iligi ve i¢ organlarinin iyice temizlenmesi gerekmekteemik
ili gi, kan pihtilar ve i¢ organ kalintilari, baim kot tat ve kokuya sahip olmasina neden
olmaktadir. Bu nedenle kemikglnin, temiz bir stipirge ¢opu, kirdan ya dayardimi ile
cikariimasi ve kan pihtilari ile i¢ organlarin @ iyi temizlenmesi gerekmektedir. Bunun
icin on tuzlama gamasi yapilmali, balik etindeki kanin giderilmeaglanmalidir. On

tuzlamada kesinlikle tuzlu-buzlu su kullaniimaliz tkonsantrasyonu %5-10, salamura su
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sicaklgl 2-4°C ve kan giderimi suresinin ise en az iki gilmasi tavsiye edilmektedir.
Kan giderimi siresi tespitinde en pratik Olclt,asalira suyunun ve et renginin agik
morumsu renkte olmasidir. Ayrica salamura suyunen dun yenilenmesi de kaliteyi
korumak acisindan dnengtanaktadir.

4-) Tuzlama gamasinda; ilk olarak 6n tuzlamadan cikartilan bexikin, en az bir
saat sure ile suyunun suzdurilmesi ve bu esnada letrumasinin engellenmesi
gerekmektedir. Bunun i¢in balik etinin derisiz kaarinin, tilbent veya adi stizmegkd
ile drtilmesi uygun olacaktir. Kuru tuzlama yontagin tuzlamada iri taneli tuz (2 veya 3
numara) kullaniimal ve bu tuzun kah derisiz kisimlarina ¢ok fazla bastiriimadann eti
kabul ettgi 6lctide miktar ayarinda yapilmalidir.

Baligin tuzlanmasinda dikkat edilmesi gerekegedibir husus; baliklarin kaplara
dizilisinde kabin tabaninin tuzla kaplandiktan sonraghsltuzlanan derisiz kisimlarinin
ust Uste gelecejekilde dizilmesidir. Dizilimden sonra bgln Gstu de tuz ile kaplanmali ve
uzerine baliin hava ile temas etmesini engellemek icfrl&k konulmaldir. Tuzlama
sonrasinda okan salamura berrak olmalidir.

5-) Lakerdanin Uretimi ve olgunfariimasi esnasinda meydana gelen en 6nemli
kimyasal dgisim riski yag oksidasyonudur. Bunun sebebi ise 0n tuzlagamasindan
sonra, tuzlanan baliklarin doku suyunungikgamasinda triinin hava ile temas etmesidir.
Eger bu aama dikkatli bir sekilde yapilirsa ve bain solisyon yizeyine c¢ikmasi
engellenebilirse lakerda Uretiminde oksidatif nskimize edilebilmektedir. Bu ¢gimada
Lakerda trine sarimsak ekstrakti ilavesgliyaeya orta yél olarak adlandirilan palamut
baligi etinin az da olsa oksidayongramasini baskilargtir.

6-) Yapilan bu cagmada farkli sicakliklarda lakerda trin Gretymsicaklgin ve
yani sira Urine ilave edilen sarimsak ekstraktimiypjen amin olgumuna etkisi
argstinimistir. Palamut bafinin olgunlamasi, dgik sicaklga (+4°C) nazaran ylksek
sicakliklarda (15-20°C) daha kisa slrede gergpkigir. Sicaklik artgi, tuz ve enzim
aktivitesi ile mikroorganizma faaliyetlerini hizldmdigindan; bu durumun Grdndn
depolama gamasinda nasil etki gostergcéilinmemektedir. Dolayisiyla bundan sonra
yapilan cakmalarin, farkli olgunlgma sicakliklarinin 6zellikle de yuksek sicaklikhari
(20°C ve Uzeri) urinun raf 6mrine etkisinin tespithiinde olmasi tavsiye edilmektedir.

7-) Lakerda Ulkemizde tek tip olarak yapiimaktadesauzlanmy olarak satia
sunulmaktadir. Dgal katki maddeleri ile Griin yelpazesinin getiimesi, farkli aromal

aran tipleri Gretilmesi ticari tretim icin bir iactir. Bu cakmada yapilan sarimsak
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ekstraktinin yani sira; kokulu balik etine ya, defne, dere otu veya kekik vb. ile
calismalar katki olgturacaktir.

Uretimi kolay ve ucuz olan tuzlama teknolojisi ilgili yapilacak her cafma hem
bu teknoloji ile Uretim yaparsletmelerin pazar payini artirmasi hemde Urinletivegli

bir sekilde Uretilerek tiketimin yaygindarilmasi agisindan dnemlidir.
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EKLER
Ek 1. Arastirmada Kullanilan Alet ve Malzemeler

Santifirlj (NUve, NF800R), DPPH (2.2-diphenyl-14yitydrazil), methanol
(MERCK), UV/VIS spektrofotometre (PG Instrument TBs), gallik asit (Merck), Folin
Ciocaltaeu reaktifi (Merck), sodyum karbonat (Me@rckaliminyum klortr (Merck),
Mueller Hinton Agar (Merck), Brain Heart Infusiorrd@h (Merck), etiiv (Nive FN-500V,
Nuve-EN500, Fine Tech SFCN 302, Shin Saeng Co., Qddel SC771), hassas terazi
(Kern ABJ 220-4M), sulfirik asit (Merck), kjeldahhbleti (Merck), HO, (Merck), ya
yakma blguna (InKjel M), distile su, sodyum hidroksit (Mejckboric asit (Merck),
Kjeldahl destilasyon unitesine (Behrotest WD20, I@&edt), hidroklorik asit (HCI)
(Merck), kloroform (Merck), CaGl (Merck), rotary evaporatér (IKA RV10 basic), kdl
finni (Elektro.mag M 1811), sodyum sitrat tampdnefck), GC/MS (Thermo-Finnigan),
trikloroasetik asit (TCA) (Merck), tekstur analithazi (TA.XT2 Tekstiur Analiz (Stable
Micro Systems Ltd., Surrey, UK)), renk analiz cih@iZlinolta Chromometer), pH metre
(Hanna pH 211), potasyum kromat indikatéri@KO,) , gumi nitrat (AgNGs) (Merck),
Ultra Turrax (IKA yellow line DI25 basic), glasiyealsetik asit (Merck), tiyobarbutirik asit
(Merck), su banyosu (Electromag), potasyum iyoddierck), sodyum tiyosilfat (Merck),
nisasta (Merck), triklorasetik (Merck), formaldehit étk), toluen (Merck), potasyum
karbonat (Merck), sodyum sulfat (Merck), pikrik tagMerck), perklorik asit (Merck),
Vorteks (Nive NM-110), sodyum bikarbonat (Merckandil klorir (Sigma), amonyak
(Merck), amonyum asetat (Merck), asetonitril (SigmAPLC (Shimadzu LC-20AD),
pepton (Oxoid), stomacher (Seward 400), Plate Céwgar (PCA) (Merck), anaerobik
kavanoz (anaerocult C) (Merck), sodyum klortr (Na@®flerck), Violet Red Bile Agar
(VRB) (Merck), D-Coccosel Agar (Bio-Merieux), Bairarker Agar (BP) (Merck),
Tryptose Sulfite Cyclocerine Agar (TSC) (Merck), Ban Rogosa Sharpe Agar (Oxoid),
Mannitol-Egg-yolk-Polymyxine Agar (Merck), Malt Eeict Agar (Merck), triptone
(Oxoid), maya ekstrakti (Merck), kalsiyum karbon@¥lerck), Bromocresol-Purple
(Merck), amonyum stlfat (Merck), glukoz (Merck), §freezyum Silfat (MgS©O7H,O ve
MnSO, 4H,0) (Merck), Demir Silfat (FeSO7H,O) (Merck), kresol kirmizisi (Merck),
(L-histidine hydrochloride monohydrate, L-tyrosink;ornithine hydrochloride, ve L-
lysine hydrochloride) (Sigma), Api 20E Test KitiiBneriux), VITEK 2 GN Otomasyon
Cihazi (Biomeriux) (Ref 21 341), GP (Ref 21 342)7 ldiamino heptan (Sigma),
Cadaverine dihydrochloride (Sigma), Spermine tribgtiloride (Sigma), Spermidin
tetrahydrochloride (Sigma), Putresine dihydroclder{Sigma), Tyramine hydrochloride



(Sigma), Tyrptamine hydrochloride (Sigmd#)phenyletylamine hydrochloride (Sigma),
Histamine dihydrochloride (Sigma).



Ek 2. Amino Asit Tayininde Elde Edilen Standartlara Ait GC/MS Kromatogrami
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Ek 3. Biyojen Amin Tayininde Elde Edilen Standartlara Ait HPLC Kromatogrami

==== Shimadzu LCsolution LC Data Image ====
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