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OZET

BAZI MiKROBIYOLOJiK METABOLITLERIN CiPURA (Sparus
aurata)’ DAKI BOZUCU MIKROORGANIZMALAR UZERINE ETKIiSi VE
SOGUKTA DEPOLAMA ASAMASINDA KULLANILMA POTANSIYELI

Hatice HASANHOCAOGLU YAPICI

Doktora Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dali
Danigsman: Prof. Dr. Latif TASKAYA
Ocak 2020, 114 sayfa

Su iriinleri, Son yillarin en fazla biiyliyen gida sektorlerindendir. Ancak ozellikle
mikroorganizma aktiviteleri yiiziinden ¢abuk bozulan gidalar arasinda yer almaktadir.
Bu da su driinleri endiistrisinin karsi karsiya oldugu en biiyiik problemdir. Tiim
canlilarda oldugu gibi baliklarin da yasam siiregleri boyunca dogal bir mikroflorasi
vardir. Mevcut mikroflora hasattan sonra pek cok degisime ugrayarak sonunda
yalnizca belirli baz1 mikroorganizma tiirleri ortamda baskin hale gegerek bozulmaya
neden olurlar. Bir gidanin kalitesini korumak ve raf dmriinii uzatmak i¢in 6ncelikli
olarak bu bozulmaya neden olan dominant mikroorganizmalarin belirlenmesi ve
bunlar iizerine inhibe edici ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Bu amagla tez calismasinda 6ncelikle tilkemiz i¢in degerli bir balik olan ¢ipura balig
(Sparus aurata) materyal olarak segilmis ve bozulmaya neden olan dominant
mikroorganizmalari belirlenmistir. Temin edilen baliklar buzlanarak aerobik
kosullarda 16 giinliik soguk muhafazaya (+4+2°C) alinmistir. Depolama siiresince
analiz giinlerinde toplam bakteri, maya&kiif, psikrotrofik ve lipolitik bakteri i¢in
ekimler yapilmistir. PCA’ya yapilan ekimlerden farkli morfolojideki koloniler izole
edilmistir. izolatlara gram boyama ve oksidaz testleri yapilarak, aym sonuglar1 veren
izolatlar gruplandirilmigtir. Farkli gruplardan izolatlar segilerek 6nce API kitleri, daha
sonra 16S rDNA yontemi kullanilarak PZR ile tanimlanmig ve bozulmaya neden olan
dominant bakteriler Pseudomonas fragi ve Pseudomonas fluorescens grup olarak
belirlenmistir.

Mikroorganizmalar biyolojik faaliyetleri sonucu metabolit adi verilen kiigiik
molekiiller sentezlemektedir. Mikroorganizmalarin irettikleri bu metabolitler
gidalarda dogal koruyucu olarak kullanabilmektedir. Bu tez c¢alismasinda birer
mikrobiyolojik metabolit olan mevinolin, nisin ve oksitetrasiklin satin alinarak,
¢ipuranin dominant bozulma bakterileri tizerindeki etkilerinin ortaya konulmasi
amaglanmistir. Bunun i¢in Oncelikle metabolitlerin  minimum inhibisyon
konsantrasyonlar1 (MIK) belirlenmistir. Mevinolinin her iki bakteri iizerindeki MIK
degeri 32 ng/ml olarak tespit edilmistir. Caligmada nisinin, gram negatif olan P. fragi
ve P. fluorescens bakteriler iizerinde, 0.125 — 128 pg/ml araliginda gerceklestirilen
analizlerde MIK degeri belirlenememistir. Oksitetrasiklin metabolitinin ise P. fragi ve
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P. fluorescens iizerinde sirastyla 1 ve 8 pg/ml MIiK degerine sahip oldugu tespit
edilmistir.

Kullanilan miktarin ve maliyetin oldukg¢a diisiik olmas1 sebebi ile soliisyon ¢aligsmalari
oksitetrasiklin ile gerceklestirilmistir. Oncelikle oksitetrasiklin metabolitinden
konsantrasyonu 8 pg/ml olacak sekilde 200 ml soliisyon hazirlanarak disk diifizyon
yontemi ile belirlenen dominant bakteriler {izerindeki antimikrobiyal etkisi
degerlendirilmistir. Hazirlanan oksitetrasiklin sollisyonun P. fragi ve P. fluorescens
tizerindeki en biylik inhibisyon zonunun sirasiyla 22.6 ve 13.1 mm oldugu tespit
edilmistir.

Son olarak farkli bir parti ¢ipura balig1 temin edilerek yine konsantrasyonu 8 pg/ml
olan oksitetrasiklin soliiyonu 3 farkli yontem (daldirma, sprey, buz) ile baliklara
uygulanmistir. Kontrol (K), daldirma (D), sprey (S) ve buz (B) gruplar1 yine aerobik
sartlarda soguk havada (+4+2°C) 16 giin boyunca depolanmis ve raf Omriini
belirlemek i¢in araliklarla duyusal, mikrobiyolojik ve kimyasal analizler yapilmistir.

Analiz sonuglarina gore buz seklinde uygulanan oksistetrasiklinin ¢ipuranin duyusal
ve mikrobiyolojik acidan raf omriinii kontrol grubuna gore 5 giin kadar uzattig
belirlenmistir. Ayrica kontrol grubuna goére Pseudomonas spp.’de en az 2 log,
proteolitik bakterilerde de en az 1 log diisiis sagladig1 ortaya konmustur. Kimyasal
olarak toplam ugucu bazik azot (TVB-N) (31.36 mg/100g) ve trimetilamin azot (TMA-
N) (1.03 mg malonaldehit/kg) degerlerinin diger gruplara gore ¢ok daha az seviyelerde
kaldig1 belirlenmistir. Tiyobarbiitirik asit (TBA) degerleri incelendiginde 17. giinde
kontrol, daldirma ve sprey gruplari sirasiyla 5.30, 4.71 ve 4.94 mg malonaldehit’kg
iken; oksitetrasiklinli buz uygulamasi 2.46 mg malonaldehit/kg’dir. TBA sonuglarina
gore oksistetrasklinin ayrica antioksidan 6zelliginin de giiclii oldugu goriilmektedir.
Cipura orneklerinin baslangictaki ham protein ve ham yag degerleri sirasiyla %18.56
ve %10.55tir. Depolamanin 17. giiniinde bu degerler kontrol (%17.57 ve %09),
daldirma (%16.97 ve %6.74) ve sprey (%16.53 ve %8.55) grubunda kayiba ugradigi
goriilmiistiir. Buz uyglunan grupta ise ham protein ve ham yag degerleri %18.23 ve
%10.45 ile tazeye en yakin besin i¢erigine sahip grup olarak tespit edilmistir.

Oksitetrasiklinin; soguk depolama siiresince ¢ipura baliginin bozulma etmeni
mikroorganizmalar1 {iizerindeki inhibe edici etkisi ortaya konulmustur. Yapilan
denemeler sonucunda oksitetrasiklinin buz olarak uygulanmasinin raf Omriinii
uzatmak i¢in ¢ok daha etkili bir ydontem olabilecegi belirlenmistir. Ayrica su triinleri
isleme tesislerinde kullanilma potansiyeli ve dnemi tartisilmistir.

Anahtar Sozciikler: Spesifik Bozulma Organizmalart (SBO), Mevinolin, Nisin,
Oksitetrasiklin, Pseudomonas spp., Raf Omrii, Cipura



ABSTRACT

EFFECT OF SOME MICROBIOLOGICAL METABOLITES ON SPECIFIC
SPOILAGE MICROORGANISMS IN GILTHEAD SEA BREAM (Sparus
aurata), AND THEIR USAGE POTENTIAL IN COLD STORAGE

Hatice HASANHOCAOGLU YAPICI

Doctor of Philosophy (Ph.D.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Fisheries
Supervisor: Prof. Dr. Latif TASKAYA
Ocak 2020, 114 pages

Seafood is one of the fastest growing food markets in recent years. However, it is
among quickly spoiling food especially due to microorganism activity. This is one of
the biggest challenge facing seafood industry. Fish, as all living, have a natural
microflora during their lifetime. Current microflora undergoes many changes after
harvesting, only some specific microorganisms become dominant in environment
resulting in spoilage. In order to quarentee quality and expand shelf life of any food
product; it is mandatory to determine this spoilage causing dominant microorganisms
and perform prohibitive precautions on them.

Therefore; first of all, gilthead sea bream (Sparus aurata) which is a valuable species
in our country, was selected as main material in this thesis and dominant
microorganisms causing its spoilage was determined. Procured fish were placed in ice
and stored in cold (+4+2°C) for 16 days in aerobic conditions. Total bacteria, lipolytic
bacteria, yeast&mould and psychrotrophic bacteria were performed during storage.
Colonies with varying morphologies were isolated from PCA plantings. Isolates
producing similar results in gram staining and oxidase test were grouped as one.
Isolates obtained from different groups were identified first by API kits then 16S
rDNA sequencing by PCR and Pseudomonas fragi and Pseudomonas fluorescens
groups were detected as dominant spoilage bacteria.

Microorganisms synthesize small molecules called metabolites as result of their
biological activities. These metabolites can be used as natural preservatives for food.
Thus; mevinolin, nisin and oxytetracycline, which are microbiological metabolites,
were purchased and their effects on mentioned dominant spoilage bacteria for gilthead
sea bream was studied in this thesis. To do so; first of all, Minimum Inhibatory
Concentration (MIC) of metabolites were identified. MIC value of mevinolin on both
bacteria was identified to be 32 pg/ml. MIC value of nisin on P. fragi and P.
fluorescens, which are gram-negative bacteria, could not be detected in series of
analysis performed in 0.125 — 128 ug/ml range. Oxytetracycline metabolite's MIC
values on P. fragi ve P. fluorescens were detected as 1 and 8 pug/ml respectively.

Solution applications were performed with oxytetracycline due to low amount and
hence cost of required usage. First; 200 ml solution with 8 pg/ml oxytetracycline
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concentration was prepared and its antimicrobial effect using disc diffusion method on
dominant spoilage bacteria was researched. Maximum inhibitoin zone of prepared
oxytetracycline solution on P. fragi and P. fluorescens were identified as 22.6 and 13.1
mm respectively.

Finally, oxytetracycline solution, again with 8 pg/ml concentration, using 3 different
methods (dipping, spraying and ice) was applied to another party of gilthead sea
bream. Control (K), dipping (D), spraying (S) and ice (B) groups were, again, stored
in cold (+4+2°C) and aoreobic conditions for 16 days. Sensory, microbioligical and
chemical analysis were performed periodically on these groups in order to identify
shelf life.

Analysis results unveiled that oxytetracycline applied as ice (B) increases sensory and
microbioligical shelf life of gilthead sea bream about 5 days compared to control (K)
group. It was also found out that; application of oxytetracycline applied as ice (B)
causes a decrease at least 2 log in Pseudomonas spp. and 1 log in proteolytic bacteria
compared to control (K) group. Chemically it was detected that total volatile base
nitrogen (TVB-N) (31.36 mg/100g) and trimethylamine nitrogen (TMA-N) (1.03 mg
malonaldehit/kg) values are much lower compared to other groups. Thiobarbituric acid
(TBA) values at day 17 for control (K), dipping (D) and spray (S) groups were 5.30,
4.71 and 4.94 mg malonaldehit/kg respectively whereas it was close to half at 2.46 mg
malonaldehit/kg for oxytetracycline ice (B) application. TBA values also shows that;
oxytetracycline, in addition, has stronger antioxidant feature. Initial raw protein and
raw lipid values of gilthead seabream samples were 18.56 %and 10.55 %. At day 17;
those values were observed to drop in control (17.57 %and 9 %), dipping (16.97 %and
6.74 %) and spray (16.53 %and 8.55 %) groups. Oxytetracycline ice group was
detected to be closest group to the fresh food content with raw protein and raw lipid
values at 18.23 %and 10.45 %respectively.

It is manisfested that oxytetracycline has an inhibiting effect on dominant spoilage
microorganisms of gilthead sea bream during cold storage. Its application in the form of
ice is a much better method for increasing shelf life as a result of assays has been done
in this study. In addition, the potential of using in seafood processing and importance
of oxytetracycline were discussed.

Keywords: Specific Spoilage Organisms (SSOs), Mevinolin, Nisin, Oxytetracycline,
Pseudomonas spp. Shelf Life, Sea bream
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1. GIRIS

Mikroorganizmalar diinya tizerindeki en eski varliklar olarak tanimlanmistir. Gozle
goriilemeyen bu minik canlilar yasami pek ¢ok yonden etkilemis, hala etkilemektedir
ve etkilemeye devam edecektir. Insanoglu uzun yillar bu gézle gériilemeyen canlilarin
varligindan siiphelense de ilk inceleme Antony van Leeuwenhoek tarafindan 1684
yilinda kendi yaptigi mikroskop ile gergeklesmistir. Leeuwenhoek bu canlilar
“hayvancik” anlamina gelen Animalcules olarak adlandirmistir (Anonim, 2019;

Susever, 2016).

Mikrobiyolojinin altin ¢ag1 olarak bilinen 1800 — 1900 yillarinda pek ¢ok hastaligin
etken mikroorganizmasi izole edilerek tanimlanmis; ikinci diinya savasindan sonra
antibiyotiklerin kesfi ile de sitma, difteri, verem, menenjit gibi zamanin 6nemli
hastaliklar1 tedavi edilmistir. Boylece mikrobiyolojinin 6nemi anlasilmis ve ilgi
giderek artmistir. 1940’larda elektron mikroskobunun gelistirilmesi ile viral
hastaliklarin incelenmesi ve kontrol altina alimmasi saglanmistir. Glinlimiizde ise
mikrobiyoloji ve mikroorganizmalar gida, tip, kozmetik, ekoloji, genetik, farmakoloji,
ziraat gibi pek ¢ok endiistri alaniyla i¢ icedir (Madigan ve Martinko, 2012; Anonim,
2019; Susever, 2016; Sanli, 2019).

Mikroorganizmalar “mikrop” adi altinda yalmizca hastalik yapici zararlilar gibi
algilansa da bundan ¢ok daha fazlasi anlamima gelmektedir. Mikroorganizmalar
yeryliziinde canli kiitlenin 6nemli bir kismin1 olusturur. Diinyada 500.000 - 6.000.000
arasinda farkli tiirde mikroorganizma oldugu sanilmaktadir. Bugiine kadar bunlarin
%S5 'inden daha az1 oldugu kabul edilen 3.500 bakteri, 90.000 fungi (maya, kiif, sapkali
mantar), 100.000 protist (alg ve protozoa) tanimlanabilmistir. Mikroorganizmalar
yasamsal faaliyetlerde gerekli olan temel maddeler i¢in depo gorevini iistlenmelerinin
yani sira diger organizmalarin ihtiyact olan pek ¢ok kimyasal reaksiyonun
gerceklesmesinde onemli rol oynarlar. Mikroorganizmalar yasam icin gerekli temel
maddeler i¢in depo gorevi goriir ve diger organizmalar i¢in gerekli pek ¢ok kimyasal
reaksiyonu gergeklestirirler (Giiven vd., 2011; Anonim, 2015a; Coban, 2013). Ornegin
dogada azot, karbondioksit, oksijen gibi yasam i¢in hayati dongiilerde biiyiik rol



oynamaktadir. Mikrobiyal ekoloji; mikroorganizmalarin atik Su aritimi, maden aritimi
gibi alanlarda kullanilmasini saglamaktadir. Diger sanayi dallarinda kullanilan bazi
kimyasal maddelerin (organik asitler, etil alkol, vitamin vb.) mikrobiyolojik yollardan
daha hizli ve ekonomik tiretimi endiistriyel mikrobiyolojinin gelisimi ile miimkiin
olmaktadir. Hiicre ve genetik iizerine ¢alismalarda mikroorganizmalar sayesinde ¢igir
acan sonuglar elde edilmektedir. Gidalarin saglikli sekilde iiretilmesi, temin edilmesi,
islenmesi, saklanmasi ve tliketilmesi i¢in gida mikrobiyolojisinin 6nemi ve gerekliligi

her gecgen yil giderek artmaktadir.

Su triinleri, artan diinya niifusunun ihtiyag duydugu protein ihtiyacinin en kaliteli
sekilde karsilanabilecegi bir kaynaktir. Protein igerigi viicut i¢in gerekli tim esansiyel
amino asitlerden olusmaktadir. Bunun yani sira yararli coklu doymamais yag asitlerinin
varlig1 (PUFAS, EPA, DHA), zayif bag dokusu sayesinde kolay sindirilebilme 6zelligi,
biinyesindeki biyoaktif bilesenleri, vitamin ve mineraller ile birlikte saglikli ve lezzetli
bir 6giin olarak tim saglik kuruluslari ve beslenme uzmanlari tarafindan tavsiye
edilmektedir (Murray ve Burt, 2011; Hamed vd., 2015; SGB, 2019). Giinlimiizde
insanlarin saglikli yasam ve fit olma istegi ile de uyumlu olarak su tiriinlerine olan ilgi
giderek artmaktadir. Bununla birlikte diinyada su iiriinleri tiretimi ve tiiketimi her

gecen sene artmaktadir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Diinyada su iiriinleri iiretimi

Avcilik (bin ton) Yetistiricilik (bin ton)
Deniz i¢su Toplam Deniz i¢su Toplam TOPLAM
2013 79.386 11.202 90.588 25.405 44,784 70.189 160.777
2014 79.888 11.333 91.221 26.810 46.905 73.715 164.936
2015 81.262 11.408 92.670 27.499 48.596 76.095 168.765
2016 79.290 11.633 90.923 28.704 51.368 80.072 170.995
2017 80.598 11.924 92.522 30.626 49.509 80.138 172.660

Kaynak: SGB, 2019

Tiirkiye’de su iiriinleri {iretimi; avcilik ve yetistiricilik yolu ile yapilmaktadir. Ug tarafi
denizlerle ¢evrili ilkemizde ayrica 200 kadar dogal g6l, 300°den fazla baraj goli, 33
tane bilyiik akarsu ve 750’den fazla golet bulunmaktadir. Bu zengin kaynaklarimiz ve
tir ¢esitliligimiz tilkemizi su triinleri tiretimi agisindan oldukga sansh bir konuma
getirmektedir (Yiiksel ve Diler, 2019). Ozellikle son yillarda yetistiricilige yapilan
yatirrmlar ile riinlerimiz  ¢esitlenmekte ve diinya sahnesinde yerini

saglamlastirmaktadir. Ulkemizdeki su iiriinleri iiretiminin %35.3'{inii deniz baliklar1,
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%9.9'unu diger deniz tiriinleri, %4.8'ini i¢ su iiriinleri ve %50'sini yetistiricilik tirtinleri
olusturmaktadir (Cizelge 1.2). 2018 yilinda avcilikla yapilan iiretim 314 bin 094 ton,
yetistiricilik {iretimi ise 314 bin 537 ton olarak gergeklesmistir (TUIK, 2019a).

Cizelge 1.2. Tiirkiyedeki su iiriinleri iiretim ve tiiketim miktarlar

Deniz Uriinleri ~ Yetistiricilik Uretimi*  Tatlisu Uriinleri*  Kisi basina tiiketim

(Ton) (Ton) (Ton) (kg)
2013 339 047 233 394 35074 6.3
2014 266 078 235133 36 134 5.5
2015 397 731 240 334 34 176 6.1
2016 301 464 253 395 33856 5.4
2017 322 173 276 502 32 145 5.5
2018 283 955 314 537 30139 6.1

Kaynak: TUIK, 2019b,
*Yetistiricilik iiretimi ve tatlisu tiriinleri i¢in kaynak Tarim ve Orman Bakanlig1

Ulkemizde 2019 yili Ocak ayi itibari ile en gok ihracat gerceklestirilen ilk 5 alt

sektdrden su iiriinleri, 91.5 milyon dolarla birinci sirada yer almaktadir (EiB, 2019).

Mugla ili’nin su iiriinleri ve hayvansal ihracat acisindan Tiirkiye’de Istanbul ve
Izmir’den sonra 3. sirada yer aldigi bildirilmistir. Ancak kiyr seridinin 1.484 km
uzunlugunda oldugu ve ihracatinin %73’{iniin su iriinlerinden olustugu goz Oniine
aliminca; Mugla su friinleri s6z konusu oldugunda Tiirkiye’de ilk siraya
yukselmektedir. Mugla, 94 bin 750 ton iiretimle Tiirkiye deniz kiiltiir balik¢iligi
liretiminin ytizde 65'ini gerceklestirmektedir. 64 bin 923 ton ¢ipura, levrek ve alabalik
thra¢ edilerek {tilkemizin Ozellikle levrek ve c¢ipura ihracatt konusunda diinya
liderligine katkis1 en fazla olan ildir (Kartal, 2018). Avrupa, Rusya, ABD olmak iizere
bircok tilkeye ihracat yapilmaktadir (Geng, 2019).

Ulkemizde su iiriinleri iiretiminde gosterdigimiz basartyr maalesef ki tiiketim
miktarimizda gosterememekteyiz (Cizelge 1.2). Diinyada yillik kisi bagina diisen su
tirtinleri tiikketimi 16 kg, AB iilkelerinde ise 22 kg (SGB, 2019) iken Tiirkiye de bu
miktar 2018 yilinda 6.14 kg olmustur (TUIK, 2019b)

Tiiketimin az oldugu iilkemizde ¢ipura sevilerek tiiketilen ve en ¢ok tercih edilen su
{iriinleri arasindadir. Ulkemiz kiyilarinda gerceklesen kontrolsiiz ve asir1 aveilik
sonucunda ¢ipura popiilasyonunun sayisi hizla azalmistir. Ulkemizde avlanan cipura

miktarinda 2014 yilindan itibaren disiis goriilmektedir. Bu durum ¢ipuranin



yetistiriciligine agirlik verilmesine yol a¢gmustir. Cipura baligi {iretim kiiltiiriine
uygunlugu nedeniyle ekonomik degeri yiiksektir. Bu sebeple iilkemizde ¢ipura

yetistiriciligi her gecen sene artis géstermektedir (Cizelge 1.3) (Anonim, 2015b).

Cizelge 1.3. Cipura baligimin avlacilik ve yetistiricilik miktarlari

Avlanan deniz baliklart miktar: (Ton)

2013 2014 2015 2016 2017 2018
Toplam | 295167.9 | 231058.3 | 345765.0 | 2637245 | 269 676.4 | 222 023.6
Cipura 943.5 606.3 480.9 495.1 590.0 544.1
Yetistiricilik iiretimi (Ton)
2013 2014 2015 2016 2017 2018
Toplam | 233393.9 | 235133.0 | 240334.0 | 253395.0 | 276502.0 | 314537.0
Cipura | 35701.1 41 873.0 51 844.0 58 254.0 61 090.0 76 680.0

Kaynak: TUIK, 2019a

Artan cipura yetistiriciliginin ¢ogu Mugla Ili smirlar1 icerisinde yapilmaktadir. Bu da
calisma da cipuranin tercih edilmesinin nedenlerinden biridir. Ulkemiz su iiriinleri
reticilerinin ~ artan  uluslararas1  ticaret ve rekabet ortaminda yerlerini
saglamlagtirabilmesi ve pazar paylarini biiyiitebilmesi icin kaliteli iiriinlere sahip
olmalar1 gerekmektedir. Bunu saglamak i¢in {iretilen su iirlinlerini en iyi kalitede

muhafaza ederek tiiketicilere ulastirmak gerekmektedir.

Su iirlinlerinin endiistriyel anlamda en biiyiik problemi ¢abuk bozulan gidalar arasinda
yer almasidir. Baliklar avlandiktan veya hasat edildikten sonra gesitli islemlere maruz
kalmaktadir. Bu isleyislere bagli olarak baligin kalitesinde bir takim olumsuz
degisimlerin olusmasi kaginilmazdir (Huss, 1995; Turan vd., 2006). Mikrobiyolojik
aktivite, lipitlerin oksidasyonu, enzimatik faaliyetler ve otoliz gibi reaksiyonlardan
dolayi kalite kayiplari ¢ok cabuk gerceklesmektedir (Cakli ve Kisla, 2003; Hisar vd.,
2004; Ghaly vd., 2010). Balik etinin; Su igeriginin ve besin degerinin yiiksek olmasi
ve zay1f bag dokusu, onu insanlar i¢in oldugu kadar mikroorganizmalar i¢in de oldukca
zengin bir besin kaynag1 yapmaktadir. Bu yiizden dolay1 baliklarda kalite kaybinin en
biiyiik nedeni mikrobiyolojik aktivite olarak sayilmaktadir (Borgstorm ve Farber,
1965; Cakl1 ve Kisla, 2003; Capkin, 2008). Bu durum fireticide ekonomik, tiiketicide
hijyen ve saglik kaygilarina sebep olmaktadir. Su iriinleri iseleme teknolojisinde
baligin mikroflorasinin belirlenmesi, bozulmaya neden olabilecek potansiyel
dominant mikroorganizmalarin 6n goriilebilmesi, gerekli engelleyici 6nemlerin

alinabilmesi i¢in elzemdir.



Bu tez ¢alismasinda iilkemizde sevilerek tiiketilen ve su iirlinleri ihracatimizda ikinci
sirada yer alan ¢ipurada (Sparus aurata) kalite kayiplarina ve bozulmaya neden olan

spesifik bozulma mikroorganizmalari tespit edimeye ¢alisilacaktir.

Gidalarda mikroorganizmalarin gelisimini durdurmak igin pek ¢ok baharat (karanfil,
kekik, zerdagal, defne vb.) ve bitki ekstraktinin (portakal/limon kabugu, papatya, ada
cay1, lavanta vb.) antimikrobiyal etkileri denenmektedir (Coskun, 2010; Oksiiztepe
vd., 2010; Bingél ve Bostan, 2012; Attouchi ve Sadok, 2012; ilkimen ve Giilbandilar,
2018; Navarro-Segura vd., 2019; Baptista vd., 2020; Liu vd., 2020). Sentetik
koruyucularin yerini alabilecek dogal madde arayisinda mikroorganizmalar ve
bunlarin metabolitleri de unutulmamalidir. Mikroorganizmalarin birbiri tizerine inhibe
edici etkileri daha ¢ok besiyeri ortamlarinda ve patojen mikroorganizmalar tizerinde
denenmektedir. Bu ¢alismalarda daha ¢ok laktik asit bakterileri (LAB) ve bunlarin
metabolitleri kullanilmaktadir. Ancak farkli mikrobiyolojik metabolitlerin dogal katki

maddesi arayisina dahil edilmesi gerektigi diistiniilmektedir.

Yapilan tez ¢aligmasinda dogal koruyucu olarak 3 adet mikrobiyolojik metabolit olan
nisin, mevinolin ve oksitetrasiklinin ¢ipuranin belirlenen SBO’lar1 iizerinde
antimikrobiyal etkileri denenecektir. Nisin, LAB tarafindan iiretilen, gidalarda oldukga
yaygin kullanilan ve etkileri hakkinda daha fazla literatiir bilgisi bulunan
metabolitlerden biridir. Bu yilizden nisin; analizi yapilan oksitetrasiklin ve mevinolinin
etkilerinin yorumlanabilmesi ve daha etkili olup olmadiklarinin karsilastirilabilmesi
icin calismada kullanilmistir. Mevinolin, kolestrol diisiirlicii ilaglarda kullanilan
statinlerden biridir. Tibbi olarak kullanilan mikrobiyolojik bir metabolitin, balik gibi
degerli bir besin ile birlestirilmesinden fonksiyonel bir gida iiretilebilme potansiyeli
diisiinelerek tez caligmasma dahil edilmistir. Oksitetrasiklin balik hastaliklarinda
kullanilan oldukga bilindik bir antibiyotiktir. Baligin canlilik siirecindeki mikroflorasi
tizerine etkileri ile ilgili nispeten daha fazla bilgi bulunmasma karsin baligin
Olimiinden sonraki mikroflora iizerindeki etkileri hakkindaki bilgiler yok denecek
kadar azdir. Bu yiizden ¢alismada ¢alisma materyali olarak segilen ¢ipuranin bozulma
etmeni mikroorganizmalar {izerindeki etkilerinin ortaya konulmasi planlanmistir.
Yapilan tez ¢alismasinda, nisin de dahil olmak iizere segilen diger mikrobiyolojik
metabolitler olan mevinolin ve oksitetrasiklin ilk defa patojen mikroorganizmalar
yerine, su iirlinlerinin bozulma etmeni olan mikroorganizmalar tizerinde denenecektir.

Ayrica denemeler besiyeri boyutlarinda kalmayarak; en etkili ve maliyet agisindan
5



uygun olan metabolit soliisyon halinde 3 farkli yontemle (daldirma, sprey ve buz)
cipura baligina uygulanacak ve raf dmri iizerindeki etkileri duyusal, mikrobiyolojik
(toplam bakteri, Pseudomonas spp., koliform bakteri, lipolitik, proteoliitik, maya&Xkiif,
psikrotrofik bakteri ve Vibrionaceae), kimyasal (TVB-N, TBA ve TMA-N) fiziksel
(pH, su aktivitesi ve renk) ve besin (ham protein, ham yag, nem ve kiil) analizleri ile
ortaya konulacaktir. Olusturulan metabolit soliisyonun su friinleri sanayisinde

kullanilma potansiyeli tartisilacaktir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Cipurann Spesifik Bozulma Etmeni Mikoorganizmalar ile Tlgili Cahismalar

Tiim canlilarda oldugu gibi baliklar da yasam siirecleri boyunca gesitli
mikroorganizmalarla temas halindedir. Yasam dongiilerini farkli ortam ve sekillerde
geciren baliklarin dogal mikrofloralar1 da farklilik gosterir. Baliklar avlandiktan ve
immiin sistemleri ortadan kalktiktan kisa siire sonra solungag, deri ve i¢ organlarinda
mevcut bulunan mikroorganizmalar steril olarak kabul edilen balik etine gegmektedir
(Soyer, 1999; Cakli ve Kisla, 2003; Hisar vd., 2004). Ayrica hasattan sonraki tiim
islemler sirasinda farkli kaynaklardan mikroorganizmalar da baliga bulasabilmektedir.
Bulasan bu mikroorganizmalar zamanla istenmeyen bilesenlerin ve kalite kayiplarinin
olusmasina neden olmaktadir (Glilyavuz ve Unliisaym, 1999; Yilmaz vd., 2007;

Serdaroglu ve Baris, 2012).

Baliklarin mikrobiyolojik o6zellikleri i¢ ve dig faktorlere bagli olarak degisim
gostermektedir. Su aktivitesi (aw), balik eti bilesimi, pH gibi parametreler i¢ faktorler
arasinda incelenmektedir. Etkili onemli dis faktorler ise; baliklarin canli iken ve
islenmesi esnasindaki ¢evre kontaminasyonu ve sicakliktir. Ayrica su {iriinlerinin
islenmesinde goérev alan personel ve isleme ekipmanlarinin hijyen-sanitasyon
acisindan  yetersizlii  neticesinde bazi  olumsuz etkilerin  olusabilecegi
unutulmamalidir. Su iirlinlerinin hasat1 yapildiktan sonraki nakil, isleme ve depolanma
asamasinda zaman-sicaklik iliskisine dikkat edilmemesi, hijyen sartlarina uyulmamasi
mikrobiyolojik yiikii arttiran ve bu agidan baligin raf émriinii azaltan durumlar olarak
gosterilmektedir (Gram ve Huss 1996; Unliitiirk ve Turantas 1999; Koutsoumanis ve

Nychas 2000; Hisar vd. 2004).

Gidalarda bulunan mikroorganizmalar zamanla ve uygulanan tiim islemlerle
farklilasabilir. Bazi organizmalar ortamda daha fazla ¢ogalarak diger organizmalarin
Oniline ge¢ip ortami domine etmektedir. Bu organizmalar kimyasal ve enzimatik
reaksiyonlarla kotii tat, koku gibi istenmeyen bilesenlerin olusmasina ve kalite
kayiplarina sebep olmaktadir. Bu bakterilere “spesifik bozulma organizmalar1” (SBO)

denilmektedir (Gram ve Dalgaard, 2002; Yilmaz vd., 2007; Reynisson, 2009; Bohme



vd., 2010; Serdaroglu ve Baris, 2012; Bekaert vd., 2015; Zhang vd., 2016;). Bu

organizmalarin ortaya konmasi kalite kontrolii ve raf 6mrii i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Ozellikle ¢abuk bozulan bir gida olan su fiiriinlerinde mikrobiyolojik agidan
olusabilecek degisimlerin onceden bilinip gerekli tedbirlerin alinmasi igin SBO’nun

bilinmesi ve kontrol altina alinmasi olduk¢a 6nemli bir konudur.

Hasat isleminden sonra baligin mikroflorasi yakalandig:r ortamin kirlilik durumuna,
sicakligima, yakalanma sekline ve avlandiktan sonraki iglemlere baghdir (Cakli ve
Kisla, 2003). Soguk sulardan avlanan baliklarin derisinde gram negatif bakteriler
(Morexalla, Psychrobacter, Acinetobacter, Pseudomonas, Flavobacterium,
Shewanella ve Vibrio), sicak sularda avlananlarda gram-pozitif bakteriler
(Micrococcus, Coryneform ve Bacillus) bulunmaktadir. Ilik sularda avlanan baliklarda
ise psikrotrofik, aerobik ya da fakiiltetif aerobik Gram (-) bakteriler (Pseudomonas,
Moraxella, Acinetobacter, Photobacterium ve Aeromonas) mevcuttur. Ayrica deniz
suyunda sodyuma ihtiya¢ duyan halofilik bakteriler olan Vibrio, Photobacterium ve
Shewanella putrefaciens gibi Gram (-) bakteriler bulunurken tatli sularda avlanan
baliklarda deniz suyundaki bakterilere ilaveten Pseudomonas, Moraxella,
Acinetobacter,  Aeromonas,  Staphylococcus, Bacillus,  Corynebacterium,
Lactobacillus, Brevibacterium, Alcaligenes ve Streptococcus’a ait tiirlerin varligindan
s0z edilebilir. Her iki kaynakta bulunan baliklarin sindirim sistemlerinde
Achromobacter, Pseudomonas, Flavobacterium, Vibrio, Bacillus, Clostridium ve
Escherichia cinslerine ait bakteriler bulunmaktadir (Cakli ve Kisla, 2003; Hisar vd.,
2004; Oksiiztepe vd., 2010). Bu bakterilerden bazilar1 baligin bozulmasinda etkili olan
Gram negatif proteolitiklerdir. Bozulmada etkili olan diger kisim bakteriler ise
sonradan, sekonder olarak isleme, paketleme ve tasima sirasinda kontamine olan

mezofilik bakterilerdir (Cakli ve Kisla, 2003; Hisar vd., 2004; Colakoglu, 2004).

Depolama esnasinda 1-2 hafta i¢inde mikroflora degisiklikleri meydana gelir. Ortamda
korunmasiz olarak birakilan baliklarda mezofilik fermantatif Gram (-) bakteri olan
Vibrioneaceae  baskin  olabilir.  Kirli  sulardan  yakalanan  baliklarda
Enterobacteriaceae’nin zamanla baskin hale gelmesi s6z konusudur. Sogukta
muhafazada psikrotrofik bakteri olan Pseudomonas ve Shewanella dominant hale
gecmektedir. Aerobik sartlarda buzda depolamada flora hemen hemen yalnizca

Pseudomonas ve S. putrefaciens’ten olusmaktadir. Anaerob sartlarda (vakum ambalaj,
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modifiye atmosfer paketleme vb.) ise bozulmaya, CO2’e dayanikli G (+) bakteriler
Photobacterium phosphoreum ve laktik asit bakterileri (Lactobacillus ve
Carnobacterium) neden olmaktadir. Kurutulmus ya da tuzlanmis baliklarda halofilik
bakterilerin ve 1slak tuzlama yapilmis {iriinlerde ise mayalarin gelismesi s6z konusu
olabilmektedir. Tuz gibi koruyucu ilavesi yapilmamis hafif 1sil islem gérmiis sous vide
gibi tirlinlerde en biiyiik problem ise spor olusturabilen Clostridium ve/veya Bacillus
bakterileridir (Gram ve Huss, 1996; Gram ve Dalgaard, 2002; Cakl1 ve Kisla, 2003;
Hisar vd., 2004).

Su iriinleride SBO’nun diginda endige yaratan diger mikroorganizmalar bulagma
sonucu zehirlenmelere neden olabilen patojen mikroorganizmalardir. Clostridium
botulinum tip E tarafindan {iretilen toksinin neden oldugu botulizm ve Vibrio
parahaemolyticus’un sebep oldugu gastroenteritis drnek olarak verilebilir. Vibrio
tirlerinden V. parahaemolyticus kiy1 sularindan, kérfezlerden, nehir agizlarina yakin
deniz sularindan avlanan su {riinlerinde siklikla  rastlanmaktadir. Bu
mikroorganizmanin deniz suyunda yaz aylarinda daha ¢ok izole edildigi bilinmektedir.
Vibrio cholerae ise fekal kontaminasyona maruz kalmis deniz suyu ve ¢ift kabuklu
yumusakealarda uzun siire canliligini koruyabilmekte ve tiiketilmesi durumunda ishal
ve kusma ile ¢ok miktarda siv1 ve elektrolit kaybina sebep olan kolera hastaligina
neden olabilmektedir. Aeromonas hydophila’nin en sik izole edildigi kaynaklar; tatl
su sistemleri, evsel ve endiistriyel atik sular, ylizey sular1, kuyu sulari, islem gérmemis
cesitli igme ve kullanma sularidir. Listeria monocytogenes ve diger Listeria tiirleri de
baglica tatli sulardan, endiistriyel, insan ve hayvan kaynakli kontaminasyona maruz
kalmis s1g deniz sularindan avlanan baliklardan izole edilmektedir. Salmonella cinsi
bakteriler baglica insan ve hayvan bagirsaklarinda bulunur. Baliklar 6nemli bir
Salmonella kaynagi olmamalarina ragmen, kanalizasyon sulart ve digki ile kontamine
olmus sulardan avlanan baliklarda Salmonella, Escherichia coli, Shigella gibi
patojenlerin gelismesi s6z konudur. Diger 6nemli bir patojen olan Staphylococcus
aureus insan deri, bogaz, burun florasinda mevcuttur. Ozellikle avlandiktan sonra ¢ok
fazla el ile temas eden, hijyen sartlariin zayif oldugu ve uygun sartlarda
bekletilmeyen su iirlinlerinde gelisimi ve toksisitesi s6z konusu olabilir. C. botulinum
E tipi cogunlukla deniz ve g6l sularinda ve diplerindeki ¢amurda, balik bagirsaklarinda

bulunmaktadir. Baliga bulagmasi halinde spor olusturabilmeleri nedeni ile inhibe



edilmeleri oldukca zordur. Ozellikle yetersiz 1s1l islem uygulanmis konserve gidalarda

tehlike arz etmektedirler (Cakli ve Kisla, 2003; Hisar vd., 2004).

Calismada segilen ¢ipura balig1 (Sparus aurata) sicak ve iliman sularda, kumlu—
camurlu ortamlarda bulunan bir deniz baligidir. Bu ylizden ¢ipuranin deri, solungag ve
bagirsaklarinda bulunmasi s6z konusu olabilecek bakteriler; Micrococcus, Bacillus,
Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter, Photobacterium, Aeromonas, Vibrio,
Photobacterium, Shewanella, Flavobacterium, Clostridium ve Escherichia tiirleridir
(Cakli ve Kisla, 2003; Hisar vd., 2004; Parlapani vd., 2013). Bu bakterilerden bir kism1
avlanmadan sonra yapilan islemlere, depolama sartlarina ve sicakliklarina gore
dominant mikroflora haline gelerek bozulmadan sorumlu hale gelebilmektedir. Bu

konuda yapilan bazi ¢alismalara asagida deginilmistir.

Tryfinopoulou vd., 2002 farkli sicaklik ve paketleme yontemleri ile muamele edilen
¢ipuralarda baskin olan Pseudomonas spp’nin hangi suslar oldugunu belirlemeye
calismiglardir. Calisma sonunda bu tiirlerin P. fluorescens, P. lundensis’in yani sira P.
fragi ve P. putida oldugunu belirtmislerdir. Yapilan diger bir ¢alismada tuzlu deniz
suyundan avlanan baliklarda ¢ogunlukla Pseudomonas, Achromobacter,
Acinetobacter, Flavobacterium, Alteromonas ve Shewanella spp. bakterileri tiirlerinin
varligindan s6z edilmistir. Bu yiizden ¢ipuralar tuzlu suda bekletip vakum paketler
icerisinde 1s1nlama uyguladiklar1 ¢alismalarinda bozulma mikroorganizmalar olarak
Pseudomonas, H2S bakterileri, B. thermosphacta, Enterobacteriaceae iizerinde
yogunlasmislardir (Chouliara vd., 2004). Parlapani vd. (2013)’nin ¢ipura iizerinde
yaptiklar1 bir ¢alismada 16 giinlik depolama sonundaki dominant mikroflorayi
Acinetobacter, Pseudomonas ve Shewanella olarak ortaya koymuslardir. Parlapani
vd., (2014) c¢ipura baligmin farkli sartlar ve sicakliktaki bozulma etmeni
mikroorganizmalar iizerine yaptiklari farkli bir c¢alismada tiim durumlar igin
Pseudomonas spp.’nin dominant oldugunu aktarmiglardir. Parlapani vd., 2018 yilinda
Yunanistan’mn iki farkli yakasindaki Iyon ve Ege Denizi’den temin ettikleri ¢ipura
baliklari ile yaptiklar1 diger bir ¢alismada 0, 4 ve 8°C’de muhafaza ettikleri ¢ipuralarin
depolama siiresince mikrobiyal yiiklerindeki degisimler ve mikrofloralarindaki
farkliligi degerlendirmislerdir. Calisma sonunda Ege ve Iyon Denizleri’ndeki
cipuralarda ortak olarak belirlenen dominant mikroflora Pseudomonas olarak ifade

edilmistir.
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2.2. Antimikrobiyal Etkili Dogal Bilesenler ile Tlgili Cahsmalar

Gida sektoriinde patojenik bakterilere karsi miicadele uzun zamandir stirmektedir.
Bunun yani sira son yillarda su iriinlerinde spesifik bozulma mikroorganizmalarinin
belirlenmesi, arastirmalara yeni bir bakis a¢is1 kazandirmistir. Calismalar hem patojen
hem de o6zellikle SBO iizerine inhibe edici ya da gelismelerini yavaslatici etki

gosterebilecek farkli yontemler iizerine yogunlasmaktadir.

Gidalarin korunmasi igin yillardir 1s1l islem, sogukta muhafaza, paketleme vb.
metotlarin kullanimi s6z konusudur. Bu metotlardan biri de katki maddelerinin
ilavesidir. Gida katki maddeleri Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri
Yonetmeligi’'nde “Besleyici degeri olsun veya olmasin, tek basma gida olarak
tilkketilmeyen ve gidanin karakteristik bileseni olarak kullanilmayan, teknolojik bir
ama¢ dogrultusunda iiretim, muamele, isleme, hazirlama, ambalajlama, tasima veya
depolama asamalarinda gidaya ilave edilmesi sonucu kendisinin ya da yan iirlinlerinin,
dogrudan ya da dolayli olarak o gidanin bileseni olmas1 beklenen maddeleri” seklinde
tanimlanmaktadir. Su iirlinlerinde hali hazirda askorbik asit, eritorbik asit, propilgallat,
BHA/BHT, sitrik asit, EDTA ve TBHQ gibi katki maddeleri kullanilmaktadir
(Kocatepe ve Turan, 2018). Bunlara alternatif dogal katki maddelerinin arastirilmasi
devam etmektedir Baharatlarin, ¢esitli yoresel bitkilerden elde edilen ekstraktlarin ve
farkli metotlarin diger gida iriinlerinde oldugu gibi su {liriinlerinde de kalite ve raf
omrii {izerine etkileri arastirilmaktadir (Oksiiztepe vd., 2010; Ozyurt vd., 2010;
Iturrida ve Olabarrieta 2012; Cai vd., 2014; Taskaya ve Yasar 2018).

Toz biberiye ekstrakti kullanarak hazirlanmis soliisyona 2 dakika siire ile batirilarak 3
farkli metotla pisirilen ¢ipura filetolar1 -18 °C’de 4 ay siire ile depolanmistir. Bu
calisma sonunda 4 ay sonunda hi¢bir grupta bozulma tespit edilmedigi aktarilmigtir
(Ozyurt vd., 2010). Oksiiztepe vd (2010)’nin yaptiklar1 ¢aligmada gokkusag
alabaligindan elde ettikleri koftelere farkli oranlarda sodyum laktat ilave ettikten sonra
kimyasal, duyusal ve mikrobiyolojik degisimleri incelenmistir. Caligma sonuglarim
sodyum laktatin iirlinlin duyusal 6zelliklerini etkilemedigi ancak mikrobiyel gelismeyi

yavaglatarak raf Omriinii arttirdig1 seklinde paylagsmislardir.

Gama 1sinlamast yapilmis cipura Orneklerinde diisiik dozda (1 kGy) yapilan
uygulamaya gore, yiiksek doz (3 kGy) uygulanmis grupta Pseudomonas spp., H2S
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tireten bakteriler, Brochothrix thermosphacta, Enterobacteriaceae ve laktik asit

bakteri sayilarinin daha diisiik oldugu bildirilmistir (Mol ve Ceylan, 2011).

Iturrida ve Olabarrieta (2012) tarafindan yapilan ¢alismada 12 dogal ekstraktin
antimikrobiyal etkisi incelenmistir. Bunun igin baliklarin bozulma etmeni olan P.
fluorescens, A. hydrophila/caviae ve L. innocua bakterileri kismi vakumlanmis ¢ipura
ve levrek baliklarindan izole ederek 5 ml saf ekstrakt asilanan steril filtre kagit diskler
bakteri bulunan petrilere; direkt besiyeri {izerine konularak ve petrinin kapak kismina
konularak iki farkli yontem ile uygulanmistir. Calisma sonunda turuncggil ekstraktinin
12 dogal madde icerisinde en etkili oldugu ve ekstraktlarin film halinde

uygulanmasinin daha da etkili oldugu goriilmiistiir.

Cipura filetolarina defne ve kekik yagi ilavesi ile jelatin kaplama yapilan diger bir
calismada toplam bakteri sayis1 defne ve kekik yagi eklenen jelatin ile kaplanan
gruplarda daha az sayiya ulastig1 belirlenmistir (Gergek, 2014). Cetinkaya vd. (2017)
alabalik filetolarina 6giitiilmis biberiyeyi dogal bir antioksidan olarak uyguladiklar
ve vakum pakette sous-vide islemine tabi tuttuklari caligmada, biberiyenin
numunelerin raf émrii ve kabul edilebilirligi en az 5 giine kadar uzattigini tespit

etmislerdir.

Defne ve kimyon ugucu yaglarinin taze, vakumlu paketlenmis yabani ve ¢iftlik ¢ipura
(Sparus aurata) filetolar1 iizerindeki koruyucu etkisinin degerlendirildigi ¢alismada,
bakteri gelisiminin 0.5 ile 1 log arasinda diistiigli aktarilmistir. Ayrica TBA
degerindeki %40’ lik diistis ile lipit oksidasyonunu da azaltarak filetolarinin raf d6mriinii
yaklasik 5 giin uzattig1 bildirilmistir (Attouchi ve Sadok, 2012). Dogal koruyucular
tizerine yapilan diger bir ¢aligmada bergamot, karvakrol ve greyfurt esansiyel yaglarini
ve nanokapsiil inf-siklodekstrin igeren buzun, ¢ipuranin 17 giin boyunca 2°C'de
depolamasinda kullanilmasinin mikrobiyal, fiziksel-kimyasal ve duyusal kalite
degisiklikleri degerlendirilmistir. Sonuglar katkili olarak hazirlanmig buzun ¢ipuranin
kalitesini korudugunu ve raf 6mriinii 4 giine kadar uzattig1 ifade edilmistir (Navarro-
Segura vd., 2019).

Eritme peynirine S. aureus ve E. coli’nin inokiile edilerek, %1’ lik ve %3’ lik kekik,
nane, anason, dereotu ve sarimsak tozunun antimikrobiyal etkilerinin incelendigi

calismada 90 giinliik periyod sonunda, S. aureus iizerine en etkili baharat ¢esitlerinin
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nane (%3) ve dereotu oldugu, E.coli tizerinde ise kullanilan biitiin baharat gesitlerinin

etkili oldugunu belirtmislerdir (Giimiis ve Bursa, 2015).

Bunun yani sira son yillarda mikrobiyolojik metabolitlerin pek ¢ok endiistride ham
madde, yan iirlin ve ana {iriin olarak kullanimi1 artmaktadir. Gida endiistrisinde ise
farkli mikrobiyolojik metabolitlerin patojen mikroorganizmalar iizerine inhibe etkileri

denenmektedir (Gliven vd., 2011).

Canli organizmalarda iireme, biiylime, gelisme, hareket gibi yasamsal faaliyetlerini
siirdiirebilmek i¢in gerceklesen kimyasal olaylarin tiimiine metabolizma; bu
metabolizma reaksiyonlari sonucu ortaya c¢ikan ara ve son iriinlere metabolit

denilmektedir (Onbasili ve Aslim, 2011; Schuhmacher vd., 2013).

Bakteri popiilasyonun iireme egrisi 4 ana fazdan olusmaktadir. Bunlar; lag fazi,
logaritmik {ireme fazi, durgun faz ve oliim fazi seklindedir. Belirli bir besiyerine
aktarilan bakteriler ilk olarak; tireyebilmek i¢in gerekli enzimlerin tiretimini yaparlar.
Bu enzimlerin sentezlenmesi igin gerekli olan zaman lag fazi olarak bilinmektedir.
Hazirlik siirecinden sonra her bir bakteri hiicresi hizla béliiniir ve popiilasyonda hizli
logaritmik bir artig gézlemlenir. Bu asamaya logaritmik faz denilmektedir. Logaritmik
cogalma sirasinda bakteriler hizli sekilde besin elementlerini tiiketir ve ortamda artik
tiriinler birikmeye baslar. Bu asamada durgun faz baslar ve bu fazin sonunda bakteriler
yasamlarini belirli bir siire devam ettirseler de lmeye baslarlar ve lireme egrisi 6lim

fazina ulagsmis olur (Madigan ve Martinko, 2012).

Bakteriler, aktif hiicre ¢ogalmasimnin gerceklestigi lag ve logaritmik {ireme fazinda
birincil metabolik yollarla reaksiyonlar gergeklestirirler. Birincil metabolik
faaliyetlerle ortaya g¢ikan metabolik iriinlere primer metabolitler denir. Primer
metabolitler, bakterilerin ¢ogalmasi ve yasamsal faaliyeti i¢in esas bilesenler olup
diisiik molekiil agirhikls iiriinlerdir. Ornek olarak amino asitler (lizin), piirin, piirimidin
ve vitaminler (B12) verilebilir ancak endiistriyel agidan degerli ve daha ¢ok bilinen
primer metabolitler; ethanol ve asetik asit, laktik asit, sitrik asit gibi organik asitlerdir.
Sekonder metabolitler ise genelde durgun fazda iiretilirler ve bunlar gelisme ve lireme
icin gerekli iriinler degildirler. Primer metabolitlerin aksine sadece belli grup
bakteriler tarafindan {retilirler. Sekonder metabolit denilince ilk akla gelen

antibiyotikler olsa da bunun disinda mikotoksinler, pigmentler ve bazi vitaminler de
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sekonder metabolitlere Ornek olarak verilebilir (Onbasili ve Ashm, 2011;

Schuhmacher vd., 2013; Keegan ve O’Leary, 2014).

Gidalarda 6zellike primer metabolitlerin kullanimi olduk¢a yaygindir. Asetik asitin
marinat teknolojisi ile baliklara uygulanmasi zaten siire gelen bir prossestir (Celikyurt
ve Arict, 2008). Kiling ve Yavuz’un (2011) farkli konsantrasyondaki laktik asite 30dk
stire ile daldirdiklar1 alabalik filetolarinda toplam, psikrofil ve Enterobacteriacae
bakterileri acisindan incelemislerdir. Laktik asitte bekletme isleminin alabalik
filetolarmin raf Omriinii uzatti§i ve bakteri yiikiinii azaltmada en etkili, %35
konsantrasyondaki laktik asite daldirilan grubun oldugu aktarilmistr. Ancak %1-2
laktik asit kullaniminin duyusal olarak daha ¢ok begenildiginin alt1 ¢izilmistir.

Bakteriyosinler; kullanilan sentetik gida koruyucularina kars1 son donemde olusan
kaygidan dolayr dogal koruyucu arayislart ile dikkatleri {istiinde toplayan
mikrobiyolojik  sekonder metabolitlerdir. Bakteriyosinler ribozomal olarak
sentezlenen hiicre dis1i benzer ve/veya rekabet¢i bakteri tilirlerine karsi
bakteriyosid/bakteriyostatik etki gdsteren antimikrobiyal proteinler veya peptitlerdir.
(Cleveland vd, 2001; Field vd., 2012; Sidhu ve Nehra, 2017; Kaktcham vd., 2019).

Nisin; Lactococcus lactis suslarinin iirettigi FDA’nin GRAS sinifina almis oldugu,
WHO tarafindan da E 234 kodu ile gida katki maddesi olarak kabul goren tek
bakteriyosindir (Ceylan ve Mol, 2015). Elli yildan fazla 40 kadar iilkede siit, et,
pastacilik, konserve gibi pek ¢ok gidada olduk¢a genis ¢capli olarak kullanilmaktadir.
Nisin hedef hiicredeki sitoplazmik zarda por olusumunu tesvik etmektedir. Porlarin
olugmasiyla hiicreler i¢in gerekli olan aminoasitlerin, ATP ve katyonlarin kaybi
meydana gelmekte ve hiicredeki canlilik i¢in gerekli tiim biyokimyasal reaksiyonlar
sekteye ugramaktadir (Ozel ve Simsek, 2017). Nisin Nisaplin olarak
ticaretlestirilmistir. Nisin sar1 — kahverengi renkte olup pH degeri 3.2 ile 3.8
arasindadir. Gram pozitif ve spor olusturan Clostridium spp. gibi bakterilere karsi
oldukca etkili oldugu tespit edilmistir (Williams ve Delves-Broughton 2003;
Hofstetter vd., 2013). Ancak gram negatif bakterilerdeki hiicre duvarinin digindaki dis
membranin nisinin sitoplazmik zara erisimini sinirlandirdig: bilinmektedir. Bu ytlizden
Gram negatif ve mantarlara karsi ya ¢ok az bir etkiye sahiptir ya da hicbir etki
gostermemektedir (Williams ve Delves-Broughton, 2003). Ayrica etin yiiksek pH

degerinin ve ¢ig ette bulunan bazi enzimlerin nisinin etkinligini azalttig
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belirtilmektedir (Cleveland vd, 2001; Williams ve Delves-Broughton 2003; Field vd.,
2012; Gharsallaoui vd., 2016). Hiicre duvarina farkli islemlerle (1s1, donma vb.) zarar
verilecek olursa gram negatif bakterilerin de nisine duyarli hale gelebildileri
aktarilmistir. Bu ylizden nisinin etilendiamintetraasetik asit (EDTA) gibi ajanlarla
birlikte kullanilmasinin uygun oldugu bildirilmistir (Williams ve Delves-Broughton,
2003).

Liu vd. (2020)’nin, yildiz anason esansiyel yagi, polilisin ve nisin karigimin
nanoemiilsiyon esasli aktif kaplama olarak, etin kalite 6zellikleri ve raf omrii
tizerindeki etkilerini degerlendirmeyi amacladiklar1 ¢alismada depolama sirasinda
bakteri liremesinin engellenmesi ile raf Omriiniin 8 giinden 16 giine uzatildig
aktarilmistir. Y1ldiz anason esansiyel yagi, polilisin ve nisin i¢ceren kaplamanin, hazir
et Uriinleri i¢in kalite ve raf dmriinli korumak i¢in potansiyel bir yontem oldugunu

dogrulamislardir.

Andrés-bello vd., (2015) vakum emprenye teknigi ile ¢ipura filetolarini nisin tireten L.
lactis bakteri (107 kob/ml) soliisyonu ve nisin soliisyonu (0.02 g/ml) ile muamele
ettikleri ve +4°C’de 15 giin depoladiklari calismada ¢ipura filetolarinda bakteri artigini
ve gelisme fazlarimi incelemislerdir. Nisinin  Enterobactericeae iizerinde

bakteriyostatik etkisinin oldugu aktarilmistir.

Bakteriler hari¢ okaryotik hiicreler de antimikrobiyal peptit (pardaxin, histatins,
ceratotoxin vb.) iiretmektedir. Ancak pek ¢cogu toksik oldugu i¢in gidalarda ya da insan
tiketimi i¢cin kullanilmamaktadir (Cleveland vd., 2001). Bunlarin arasinda istisnai
olarak statinler kardiyovaskiiler hastaliklarda oldukc¢a yaygin olarak kullanilan fungal
kaynakli sekonder metabolitlerdir. Aspergillus spp., Monascus spp. gibi fungal
organizmalarin {rettigi statinlerin antifungal aktivite gosterdigi belirtilmektedir.
Statinler mikroorganizmalarda ergosterol, insanlarda ise kolestrol sentezini inhibe
eder. Mevinolin beyaz — sarimsi renkli alkolde ¢oziilen ticari statindir. Tipta kandaki
lipid seviyesini diistiriicii etkisi ile kolesterol ve kalp hastalarinda ilag olarak
kullanilmakta oldugu aktarilmistir (Ath ve Yamag, 2012). Ancak mevinolinin gida

endiistrisinde kullanimina literatiir taramalarimizda rastlanilmamistir

Mikroorganizmalarin ~ diger  bir  metaboliti  antibiyotiktir.  Antibiyotikler
mikroorganizmalari 6ldiiren ya da gelismelerini engelleyen dogal ya da sentetik ilaglar

olarak tanimlanabilir. Oksitetrasiklin; Streptomyces rimosus isimli bakteri tarafindan
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tiretilen bakteriyostatik etkiye sahip dogal kaynakli olan dort tetrasiklin tlirevinden biri
olan antibiyotiktir. FDA tarafindan balik yetistiricili§inde kullanilmasi onaylanan
sadece li¢ antimikrobiyalden biridir (Vorbach vd., 2019). Tiirkiye’de veterinerlikte,
Ozellikle su tirtinleri hastaliklarinda en ¢ok kullanilan antibiyotikler arasindadir. Bunda
etki spektrumlarinin son derece genis olmasi en dnemli rolii oynar (Sanli, 2019; Kaya
vd., 2007). Sar1 renkli bir sodium tuzudur. Alkol, aseton ve propilen glikolde ¢oziiniir.
pH seviyesi 2-5 arasinda degisir (Saghaei, 2014). Oksitetrasiklin, 50S ve 30S
ribozomal alt dnitelerine tersine baglanarak bakterilerde protein sentezinin
inhibisyonu yoluyla calisan bakteriyostatik bir antibiyotiktir (Vorbach vd., 2019).
Solunum yolu, siniis, orta kulak, deri, idrar yollar1 iltihaplarindan belsogukluguna
kadar bir¢cok enfeksiyonun tedavisinde oksitetrasiklin kullanilabilir. Ayrica sarbon,
bruselloz, tularemi, kolera ve Yersinia pestis tedavilerinde etkili oldugu bildirilmistir.
Agir akne tedavisinde oksitetrasiklin igeren ilaglarin olumlu sonuglar verdigi
goriilmiistiir. Akvaryum balig: yetistiriciliginde bazi akvaryum baligi hastaliklarinin
tedavisinde oOzellikle de baliklarin karin ¢okmelerinde yaygin olarak kullanildig:
aktarilmistir. Oksitetrasiklin agiz yolu ile alindiktan sonra et¢il hayvanlarda 2-4 saat,
diger hayvanlarda 2-8 saat sonra plazmada en yiiksek degere ulasir. Bu diizeylerde 6
saat boyunca kalir ve 24 saat sonra etkisiz seviyelere iner. Gram negatif bakterilerde
hem etkin hem pasif tasima ile hiicre igine girisi séz konusudur. Ilacin plazmadaki
etkili yogunlugu 0.5-1 pg/ml arasindadir (Saghaei, 2014). Oksitetrasiklin verildikten
sonra yaklasik 60 dk i¢inde idrar ve digkilama ile degismemis halde (%60-70 arasinda)
viicuttan atilabilmektedir (Kater 2006; Saghaei, 2014)

Babacan ve Karadeniz (2019)’in ¢ig tavuk etlerinden izole ettikleri Salmonella
tiirlerinin antibiyotik duyarliliklarini arastirdiklar1 ¢alismalarinda 30pg oksitetrasiklin
kullanmislar ve disk difiizyon yontemi ile yaptiklari analiz sonuglarina gére 29 susu
diregli, 6 susu ise duyarl olarak tespit etmislerdir. Giiralp (2012) hastalikli levrek
baliklarindan izole edilen patojen tiirleri Pseudoalteromonas spp., Vibrio spp., V.
anguillarum, V. splendidus ve Psychrobacter spp. olarak tespit etmisler ve 30 pg
oksitetrasikline karsi hassas olduklarini bildirmiglerdir. Turtura vd., (1990) tavuk
karkaslarindan izole edilen koliform bakteriler E. coli, Enterobacter spp., Citrobacter
spp., Klebsiella spp. ve Serratia spp., antibiyotik direnglerini test ettikleri
caligmalarinda 30 pg/ml tetrasiklini disk difiizyon yontemi ile uygulamislardir. E.
coli’nin oksitetrasikline karsi en direngli sus oldugunu ifade etmislerdir.
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Bu ¢alismalara ilave olarak gida ve pek ¢ok sektérde mikroorganizmalar ve metabolit
olarak tirettikleri biyokoruyucular kullanilmaktadir. Taze baliklarin muhafazasinda bir
antibiyotik olan oksitetrasiklin (OTS) ve bakteriyosin olan nisinin birlikte kullanimi
s0z konusudur. Bu amacla muhafazada kullanilan buza OTS veya nisin ilave edildigi
gibi fileto formundaki baliklar bu maddeleri i¢eren ¢ozeltilere daldirilabilmektedir

(Angis ve Oguzhan, 2008).

Bazi mikroorganizmalarin yalnizca tlirettikleri metabolitlerin degil kendilerinin de bazi
patojenler iizerine etkileri yapilan ¢alismalar ile ortaya konulmustur. Gram ve
Dalgaard (2002) yaptiklari derlemede bozulmaya neden olmayan LAB’larin direkt
kullanim1 ya da tirettikleri bakteriyosinlerin kullaniminin gida sektoriinde raf dmriinii
arttirmada etkili olabilecek yontemlerden oldugunu belirtmislerdir. Tangiiler ve Erten
(2006) bir LAB olan Weisella tiirlerinin balik sosu, sucugu gibi iriinlerin
olgunlastirilmas1 ve dayamikliliginin saglanmasinda starter kiiltiir olarak ilave

edildigini ortaya koymuslardir.

Ibrahim vd. (2003), ¢esitli baharatlarin ve Bifidobacterium tiirlerinin, E. coli O157:H7
asitlanmis  sigir kiymasi {izerindeki antimikrobiyal etkilerini incelemislerdir.
Bifidobacterium longum ve baharatin sinerjistik etkisinin E. coli iizerinde en fazla etki
gosteren grup oldugunu tespit etmislerdir. Tas ve Erginkaya (2008)’nin yaptiklar
caligmada probiyotik Ozellikteki Lactobacillus acidophilus NCC68, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus casei Shirota suslarinin E.coli 0157:H7 ATCC 35150
patojenti iizerine antibakteriyel etkileri arastirilmistir. Test edilen tiim probiyotik laktik

asit bakterileri E. coli O157:H7 iizerine antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir.

Chahad vd. (2012) deniz levreginden ve ¢ipuradan izole ettikleri 84 LAB susunu
tanimlamislar ve su triinlerinde potansiyel bozulma ve patojenik bakterilere karsi
inhibe edici aktivitelerini karakterize etmislerdir. Enterococcus tiiriine ait biyoaktif
suslarin Carnobacterium sp, Bacillus sp, L. monocytogenes, Aeromonas salmonicida,
A. hydrophila ve Vibrio anguillarum’a karst inhibisyon etkisinin oldugu ifade
edilmistir. Ayica bu bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin Listeria’yi inhibe

ettigi aktarimistir.

Lee vd., (2015) Japon yilan baliklarindan izole ettikleri laktobasili tiirlerinden

Lactobacillus pentosus’un siipernatantinin yine balik hastaliklarinda 6nemli patojenler
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V. anguillarum, Vibrio alginolyticus, V. parahaemolyticus, Vibrio harveyi, E. coli,

Edwardsiella tarda ve Streptococcus iniae tizerinde etkili oldugunu aktarmiglardir.

Metabolitler sadece raf omrii uzatma amagcl olarak kullanilmamaktadir. Ornegin su
tirtinleri ¢iftliklerinde Pseudomonas aeruginosa tiiriinden tiretilen sekonder metabolit

olan ramnolipid suyu temizlemek i¢in kullanilmaktadir (Onbasili ve Aslim, 2011).

Mikroorganizma ve metabolitlerinin antimikrobiyal etkileri lizerine yapilan ¢caligmalar
cogunlukla patojen mikroorganizmalar iizerine olup bozulma etmeni
mikroorganizmalara olan etkiler hakkindaki veriler olduk¢a azdir. Metabolitler ile
ilgili calismalar olmasina karsin bunlarin etkileri genellikle besiyeri ortaminda

belirlenmis ve gidalara yonelik calismalar kisith olarak kalmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Spesifik bozulma etmeni mikroorganizmalarmin belirlenmesi igin

kullanilan ¢ipura baliklarinin temin edilmesi

Calisma metaryeli olarak segilen ¢ipura; Sparidae familyasina ait, Akdeniz'de yayilim
gosteren bir tiirdiir. Kuvvetli ¢cenesiyle kiigiik kabuklulari, baliklar1 ve diger hayvanlar
kolayca yiyen etcil bir baliktir. Sicak ve 1liman sularda, kumlu—¢amurlu ortamlarda
yasayan demersal bir deniz baligidir. Eti lezzetli az kilgikli, sert, beyaz ve orta yaglidir
(Anonim, 2015c).

Cipuranin spesifik bozulma etmeni organizmalarinin tespiti i¢in yapilan g¢alisma
ornekleri Mugla ilinin Milas ilgesinde faaliyet gostermekte olan, ag kafes igin
SURSAN ve toprak havuz i¢in CAKIL Su Uriinleri isletmelerinden 23.05.2017
tarihinde temin edilmistir (Sekil 3.1). Ag kafesten alinan ¢ipuralar (25 adet) limandan
(10.00-10.30); toprak havuzdan alinan ¢ipuralar (20 adet) ise hasat isleminden hemen
(09.00-10.00) sonra teslim alinmigtir. Her iki grupta strafor kutularda buzlanarak 2 saat
icerinde Mugla Sitki Kogman Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Su Uriinleri Kalite

Kontrol ve Mikrobiyoloji Laboratuvarina getirilmistir.

Ny
R
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Sekil 3.1. Cipura érneklerinin temin edildigi isletmeler
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Laboratuvara getirilen ag kafes ve toprak havuz gruplarimin her birinden rastgele 10
adet balik secilerek boy agirlik dl¢timii yapilmistir. Baliklar temiz straforlara buz-
balik-buz olacak sekilde yerlestirildikten sonra stroforlarin agzilar1 kapatilmis ve
soguk hava (+4+2°C) deposunda 16 giinliik depolamaya alinmstir. (Sekil 3.2 ve Sekil
3.3). Strafor kutularin altina delikler agilarak buzun erimesiyle olusan suyun birikmesi
Onlenmistir. Depolama siiresi boyunca 0, 3, 6, 9, 12, 14, 15 ve 16. giinlerde 6rnek
alinarak mikrobiyolojik (toplam bakteri, lipolitik bakteri, maya&kiif ve psikrotrofik

bakteri) ekimler yapilmis ve toplam ve psikrotrofik bakteri ekimlerinden izolatlar

alimustir.

Sekil 3.3. Ag kafes ve toprak havuz baliklarinin depolanmasi

Depolama stiresince mikrofloranin etkilenmemesi i¢in herhangi bir buz ilavesi
yapilmamstir. Ilave edilen buzdan mikrobiyolojik ekimler de yapilmistir. Tiim

islemlerde iki farkli grup 6rnegin birbirine temas etmemesine 6zen gosterilmistir.
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3.1.2. Bozulma etmeni mikroorganizmalar iizerinde etkisi belirlenecek olan

mikrobiyolojik metabolitlerin temini

Mikrobiyolojik metabolit olarak fungal metabolit olan Aspergillus terreus tarafindan
tiretilen mevinolin, Lactococcus lactis suslarinin tirettigi bakteriyosin olan nisin ve
Streptomyces rimosus tiirettigi bir antibiyotik olan oksitetrasiklin kullanilmigtir. Tales
Analitik Ltd. Sti.’den satin alinan tim metabolitler Sigma-Aldrich (mevinolin CAS
Number 75330-75-5; nisin CAS Number 1414-45-5; oksitetrasiklin CAS Number
2058-46-0) markadir. Alinan metabolitler kullanilasiya kadar buzdolabi sartlarinda
muhafaza edilmistir. Metabolitler iiretici firma talimatlarima gore ¢oziindiiriilerek

kullanilmastir.

3.1.3. Metabolit soliisyonun uygulanacagi cipuralarin temini ve gruplarin

hazirlanmasi

Nisin, mevinolin ve oksitetrasiklin metabolitleri igerisinde en etkili metabolit analiz
sonuglarina gore belirlenmistir. Belirlenen metabolit son asamada soliisyon haline
getirilerek ¢ipura baliklarina uygulanmistir. Metabolit soliisyonun raf émrii tizerindeki
etkilerinin tespiti i¢in kullanilacak olan 72 kg (200 — 300 g/adet) ¢ipura baliklari ise
Aydm ilinin Didim ilgesinde bulunan OZBASER Su Uriinleri Tic. ith. ihr. Ltd.
Sti’inden 27.08.2019 tarihinde satin alinmistir. Baliklar buzlanarak strafor kutular
icerisinde en kisa siirede Mugla Sitk1 Kogman Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Su
Uriinleri Kalite Kontrol ve Mikrobiyoloji Laboratuvarina getirilmistir. Laboratuvara
getirilen baliklardan 5 adet balik taze ornek analizleri igin ayrilmistir. Daha sonra

baliklar her grupta en az 60 adet (18 kg) balik olacak sekilde gruplandirilmistir.

Kontrol grubu (K): Cipura baliklart higbir islem uygulanmadan yalnizca temiz
straforlara buz-balik-buz olacak sekilde siralanarak aktarilmig ve straforlarin kapagi

kapatilip (+4+2°C)’deki soguk hava deposunda 16 giin boyunca tutulmustur.

Daldirma grubu (D): Cipura baliklarinin daldirilacaklari soliisyon 1:1 (balik:soliisyon)
oraninda hazirlanmistir. Bunun igin metot kisminda aktarildig1 sekilde MIK degeri
belirlenen metabolitten 18 litre soliisyon igin gerekli miktar 0.144 g olarak
hesaplanmistir. Metabolit tartilarak 18 litre igme suyu igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir.

Hazirlanan soliisyonun (+4+2°C)’ye sogumasi saglanmistir. Cipura baliklar1 1 dk siire

21



daldirilip ¢ikartilarak kullanilmamis olan temiz straforlara buz-balik-buz olarak
yerlestirilmistir. Ardindan straforlarin kapaklar1 kapatilip (+4+2°C)’deki soguk hava

deposunda 16 giin boyunca tutulmustur.

Sprey grubu (S): Cipura baliklarinin {izerine piiskiirtiilerek uygulanacak olan soliisyon
aym sekilde, belirlenen MIK degerine uygun olarak hesaplanmis olan 0.144 g
metabolit tartilarak 18 litre igme suyu igerisinde ¢Oziindiiriilerek hazirlanmistir.
Hazirlanan soliisyon (+44+2°C)’ye sogutulmus ve basingli plastik sprey sisesine
aktarilmigtir. Daha sonra baliklar 1zgara tizerine dizilerek her bir yiizeye 2 dk boyunca
(yaklasik 1.2 It) piiskiirtme islemi uygulanmistir. Spreyleme isleminden sonra baliklar
temiz strafor kutulara buz-balik-buz olacak sekilde aktarilmistir Ardindan straforlarin

kapaklar1 kapatilip +4(+2)’deki soguk hava deposunda 16 giin boyunca tutulmustur.

Buz grubu (B): Diger gruplarda oldugu gibi MIK degerine uygun olarak 0.144 g
metabolit tartilarak 18 litre igme suyu igerisinde ¢6ziindiiriilmiis ve bu soliisyon buz
haline getirilmistir. Daha sonra buzlar kirilarak temin edilen gipura baliklar1 temiz
straforlara soliisyonlu buz-balik-soliisyonlu buz olacak sekilde siralanmig ve ardindan
straforlarin kapaklari kapatilip (+4+2°C)’deki soguk hava deposunda 16 giin boyunca
tutulmustur (EK A).

Tiim gruplarin strafor kutularinin altina delikler acilarak depolama boyunca buzun
erimesinden kaynakli suyun uzaklagmasi saglanmigtir. Depolamanin 3, 6, 9, 12, 15 ve
16. giinlerde her bir gruptan en az 5 adet balik rastgele alinarak duyusal,

mikrobiyolojik, kimyasal, fiziksel ve besin analizleri yapilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Cipuranin spesifik bozulma etmeni mikroorganizmalarimin belirlenmesi

Cipuranin bozulma etmeni mikroorganizmalarin belirlenmesi i¢in temin edilen ¢ipura
baliklarindan analiz giinlerinde rastgele sekilde segilerek ornekler alinmistir. Alinan
orneklerden ekim kabini icerisinde ve bek alevi altinda steril makas ve pens ile 10 g
balik eti stomacher posetlere tartilmistir. Uzerine otoklavlanmis 90 ml %0.1 peptonlu
(Pepton feom meat Merck 1.07214.0500) su eklenmistir. Ornekler stomacher
(Bagmixer, Intersince) cihazi ile homojenize edildikten sonra posetten 1 ml alinarak

igerisinde 9 ml steril peptonlu su (%0.1) bulunan tiiplere aktarilarak diliisyonlar
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hazirlanmistir. Depolamanin ilk giinlerinde 10%’e kadar diliisyon yeterli goriilmiis
ancak ilerleyen giinlerde 10°’e kadar seri diliisyonlar hazirlanmigtir. Tiipler vorteks

(Velp Scientifica, Italya) ile iyice karistirilarak kullanilmistir (Giirgiin ve Halkman,
1990).

Toplam mezofilik ve psikrotrofik bakteri i¢in; hazirlanan diliisyonlardan 1 ml steril
pipetle alinarak 170°C’de steril edilmis cam petrilere aktarilmis iizerine otoklavlanip
45°C’ye sogutulmus Plate Count Agar (PCA, Merck 1.05463.0500) dokiilmiistiir.
Besiyeri donduktan sonra toplam mezofilik bakteri i¢in petriler 36°C’de 24 — 48 saat;
toplam psikrotrofik bakteri i¢in 7°C’de 10 giin inkiibasyona birakilmistir (Maturin ve
Peeler, 2001).

Lipolitik bakteri i¢in; hazirlanan diliisyonlardan 1 ml steril pipetle alinarak 170°C’de
steril edilmis cam petrilere aktarilmis tizerine otoklavlanip 45°C’ye sogutulmus ve 5
ml tributyrin (500 ml igin) eklenmis Tributyrin Agar (Fluka 91015-500 g + Tributyrin;
Fluka 91010) dokiilmiistiir. Petriler donduktan sonra 30°C’de 3 giin siire ile
inkiibasyona birakilmistir (Halkman ve Dogan, 2000).

Maya&kiif i¢in; once Potato Dextrose Agar (PDA, Merck 1.10130.0500) 170°C’de
steril edilmis bos cam petrilere dokiilmiis ve besiyeri donduktan sonra tizerine 0.1 ml
hazirlanan diliisyonlardan ekim yapilip drigaski ile yayilmistir. Petriler 30°C’de 3 — 5
giin inkiibasyona birakilmistir (ICMSF, 1986).

Ekimler ii¢ paralel olarak yapilmustir. Inkiibasyon sonunda tiim bakteri gruplar1 igin

hesaplamalar 30-300 aras1 koloni bulunan petriler ile gergeklestirilmistir.

Saymm islemlerinden sonra petriler incelenerek farkli morfolojideki koloniler 6ze
yardimi ile Nutrient Brotha (Merck 1.05443.0500) izole edilmis ve 36°C’de 18 — 24
saat inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra brothtan Nutrient Agara (Merck
1.05450.0500) ¢izme ekim yapilmistir. Agarda 36°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra
gelisen bakteri kolonileri ileri ¢alisma ve tanimlama islemleri i¢in igerisinde %40
gliserol (Merck 1.04092.2500) igeren nutrient broth bulunan steril ependorflara
aktarilarak — 80°C’de muhafazaya alinmistir (Halkman, 2005).

Tanimlama testleri icin — 80°C’den c¢ikarilan bakteriler nutrient agara yine ¢izme
metodu ile aktarilmis ve koloni olusturmalari i¢in mezofil bakteriler 36°C’de 24 saat;

psikrotorof bakteriler 10°C’de 24 — 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Olusan
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kolonilere gram boyama seti (Merck Millipore, Cat No.111885) ile iiretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda gram boyama yapilmustir. izolatlar ayrica oksidaz testine

tabi tutulmustur (Hariggan ve McCance, 1976).

Gram pozitif olan bakteriler dogrulama i¢in egg-yolk tellurite emilsiyon (Himedia
0000319402) ilavesi yapilmisg Baird Parker Agara (Merck 1.05406.0500); oksidaz
negatif izolatlar H>S bakteri analizi i¢in TSI (Triple Sugar Iron) Agara (Merck
1.03915.0500) ekim yapilmistir (Halkman, 2005; Dolapg1, 2016).

Gram boyama ve oksidaz sonuclarina gore gruplandirilmis izolatlardan segilerek
iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda API 20 E ve API 20 NE (biomérieux) kitleri

ile tanimlama yapilmaistir.

Secilen bazi izolatlar ayrica 16S rDNA analizi i¢in MG Biyoinformatik firmasina

gonderilmistir. Firmada yapilan islemler su sekilde aktarilmistir.

Kiiltiir ortaminda teslim alinan numuneden 6rnekler mikrosantrifiij tiipiine alindiktan
sonra DNeasy Blood & Tissue Kits (Qiagen, Germany) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bakteriyel 16S ribosomal DNA’ya ait yaklastk 1400 bp
uzunlugunda bir bolge 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) ve 1492R
(TACGGYTACCTTGTTACGACTT) (Wilson vd., 1990) primerleri kullanilarak
cogaltilmistir. PZR reaksiyonlar1 50 pl son hacimde hazirlanmis olup, reaksiyon
ortamina 0.5 U Taq DNA polimeraz, 5 ul 10 x reaksiyon tamponu (100 mM Tris—HClI,
pH 8.8, 500 mM KCI, %0.8 Nonidet P—40), primer ¢iftlerinin her birinden 10 pmol
(Macrogen), 0.2 mM dNTP (MBI Fermentas), 3 mM MgCl; ve 10-200 ng kalip DNA
eklenmistir. PZR uygulamalarinda; 94°C’de 5 dakikalik baslangi¢ denatiirasyonu ve
sonrasinda 33 dongiiden olusan; denatiirasyon (94°C’de 40 saniye), primer baglanma
(51°C’de 40 saniye), uzama (72°C, 1 dakika) ve son uzama (72°C’de 10 dakika)
adimlan takip edilmistir. PZR iiriinlerinin kalite ve kantitesi %1°lik konsantrasyonla
hazirlanan agaroz jel ile elektroforetik olarak kontrol edilmistir. PZR {iiriinleri agaroz
jelden kesilerek saflastirmigtir. Uriinlerin konsantrasyonlar1 ve boyutlari tekrar %2’lik
agaroz jelde goriintiilenerek belirlenmistir (Sun vd., 2012). Marker olarak Thermo
Scientific™ SMO0331 kodlu iriin kullamilmistir. Dizileme islemleri Applied
Biosystems™ 3730x] DNA Analyzer cihazi kullanilarak otomatik olarak
gerceklestirilmistir. Dizileme islemleri ileri ve geri yonlii primerler kullanilarak ¢ift

yonlii olarak gerceklestirilmistir. Dizileme reaksiyonlari sonrasinda ham dizileri i¢eren
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.abl  formatindaki kromotogramlar bir araya getirilerek ileri analizler
gerceklestirilmistir. Ileri ve geri yonlii diziler Geneious R9 programi kullanilarak
birlestirilmistir. Dizi okumalarinda kalitesiz ve hatal1 okumalar kontrol edilmistir. Her
bir primer ¢ifti i¢in ortak okuma bolgeleri ¢coklu hizalama yapilarak konsenstis diziler
.abl ve .fasta formatinda kaydedilmistir. Fasta dosyalar1 kullanilarak diger analizler
gerceklestirilmistir. Her bir 6rnege ait diziler BLAST veritabaninda taranmis ve agiga
¢ikan sonuglar kaydedilmistir (Camacho vd., 2009). Daha sonra ayni tiire ait oldugu
belirlenen 6rnekler Mafft programi kullanilarak ¢oklu olarak hizalanmistir (Katoh vd.,
2009). Hizalanan dizi verisi kullanilarak 6rnekler arasindaki %benzerlik degerleri
(%identity) hesaplanmistir. Ayrica hizalanan veri kullanilarak ornekler arasindaki
iliskinin belirlenmesi i¢in Kimura-2 genetik uzaklik modeli ve Neighbor-joinin
(komsu-baglama) yontemi kullanilarak filogenetik agaglar olusturulmustur (Kimura,
1980; Tamura, vd., 2013). Aga¢ topolojisinin test edilmesi i¢in Bootstrap yontemi
kullanilmistir ve 500 tekrarli olarak test edilmistir. Elde edilen .fasta dosyalari
Genbank veri tabaninda yiiksek benzelik sekansi1 (megablast) segilerek taranmistir ve
sonucglar “BLAST Sonuglar’” dosyasina kaydedilmistir. Burada maksimum
kimliklendirme degerleri ile “Taxonomy reports” maksimum benzerlik veren

organizma kullanilarak tanimlama yapilmaistir.

3.2.2. Metabolitlerin bozulma etmeni mikroorganizmalar iizerindeki minimum

inhibisyon konsantrasyonlarimin (MiK) belirlenmesi

Metabolitlerin minimum inhibisyon konsantrasyonun (MIK) belirlenmesi igin tiip
diliisyon metodu kullanilmistir. Bunun igin metaboliten hazirlanan soliisyondan 1 ml
alinarak igerisinde 1 ml Mueller-Hinton Broth (Merck 1.10293.0500) olan tiipe
aktirilmig, daha sonra buradan diger tiiplere aktarilarak 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5,
0.25, 0.125 pg/ml konsantrasyonlarda tiipler hazirlanmistir.

Calismada ¢ipuranin spesifik bozulma etmeni mikroorganizmalar olarak tespit edilen
izolatlar ve ayrica Mugla Sitk1 Kogman Universitesi Tip Fakiiltesinden temin edilen
patojen mikroorganizmalar olan E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25923) ve
P. aeruginosa (ATCC 15422) saf kiiltiirleri kullanilmistir. Belirtilen bakterilerin
nutrient agarda 24 saatlik kiiltiirleri Mueller-Hinton brothta yogunluk 108 cfu/ml
(McFarland 0.5 bulanikligina) erisinceye kadar steril ekiivyon cubugu ile aktarilmistir.

Hazirlanan bu broth kiltirinden 0.1 ml alinarak 10 ml Mueller-Hinton brothta
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aktarilarak kiiltiir solisyonu hazirlanmistir. Kiiltlir soliisyonundan 1ml alinarak
icerisinde 1 ml farkli konsantrasyonlarda metabolit bulunan tiiplere aktarilarak
37°C’de 24 saatlik inkiibasyona kaldirilmistir. inkiibasyon sonunda tiiplerdeki iireme
gozle degerlendirilip tiremenin olmadig: diliisyondan ve iireme olmayan diliisyonun
hem bir alt hem bir ist diliisyonundan dokme plak yontemi ile nutrient agara ekim
yapilarak inkiibasyona birakilmistir. Uremenin olmadig: diliisyon MIK degeri ve bir
iist diliisyon MBK (minimal bakterisidal konsantrasyon) degeri olarak alinmistir (Tas
ve Erginkaya, 2008; Demirpek, 2012; Giiralp, 2012; Azizkhani vd., 2013; Yazdi vd.,
2014).

3.2.3. Secilen metabolitin bozulma etmeni mikroorganizmalar iizerindeki

antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi

Cipuranin spesifik bozulma etmeni olarak izole edilmis ve molekiiler tanimlamasi
yapilmus tiirler ile patojen P. aeruginosa iizerine segilen ve MIK degeri belirlenen
mikrobiyolojik metabolitin antimikrobiyal etkisini belirlemek i¢in disk difiizyon
metodu kullanilmistir. Nutrient agarda 24 saatlik kiiltiiri yapilmis bakteri kolonileri
nutrient broth igerisine 0.5 McFarland olacak sekilde aktarilmis ve daha sonra steril
ekiivyon cubugu ile agar yiizeyine aktarilmistir. MIK degerine gore ayarlanarak iki
adet 200 ml metabolit soliisyonu hazirlanmistir. Metabolit soliisyonlarindan biri bos
antibiyotik disklerine (Bioanalyse 1903261) 20 ul ve 50 ul miktarinda emdirilerek agar
yiizeyine yerlestirilmistir. inkiibasyon sonunda olusan inhibisyon zonlarinin gaplari
mm olarak 6l¢iiliip kaydedilmistir (Bauer vd., 1966; CLSI, 2010; Yildirirm 2010)
Antimikrobiyal etki analizleri hazirlanan metabolit soliisyonundan yarim saat, 1, 2, 4,
8, 12, 24 ve 48 saat ara ile tekrarlanmistir. Bu siire icerisinde metabolit soliisyonlar1
+4£3°C’de saklanmis ve hazirlanan diger metabolit soliisyonundan pH degeri de

Olgtilmiistiir (Ek B).

3.2.4. Hazirlnana metabolit soliisyonun cipura baliklarinin raf 6mrii ve et kalitesi

iizerine etkilerinin belirlenmesi
3.2.4.1. Depolanan gruplarin duyusal analizleri

Depolamaya alinan K, D, S ve B gruplarindan analiz giinlerinde rastgele alinan ¢ipura

baliklarina 6 panelist tarafindan Aubourg (2001)’un “Taze baliklarin duyusal analiz
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degerlendirme tablosu” ve MEB (2012)’in “Begeni ile ilgili puan skalasi”na gore iki

farkli puanlama sistemi ile duyusal analiz yapilmistir. Deri, goz, solungag, doku, koku

ve dis goriiniis kriterleri 4 puan iizerinden Cizelge 3.1°deki tanimlamalar gz 6nilinde

tutularak degerlendirilmistir.

Cizelge 3.1. Taze baliklarin duyusal analiz degerlendirme cizelgesi

En Iyi Kalite Iyi Kalite Orta Kalite Kabul Edilmeyen
(4 puan) (3puan) (2puan) (1puan)
Cok yogun Onemsiz Pigmentasyon renksiz ve . Onemli
. . . pigmentasyon
Deri pigmentasyon pigmentasyon bulanik kayplan
Saydam mukus kayiplar1 Siit goriiniimlii mukus Mat mukus
Dis biikey ama biraz
D1s biikey ¢okiik Diiz I¢ biikey
Giz Saydam kornea Hafif s_aydam kornea Az saydam kornea SutL}msu kor?ea
Parlak ve siyah Siyah fakat Mat 067 bebei Grilesmis g6z
gbzbebegi bulaniklagmaya & £ bebegi
baglamig g6z bebegi
Parlak kirmizi Giil rengine calan Grimsi-sarimsi renk
. kirmizi e
Solunea Flamentlerin tek Flamentler acilivor Soluk kirmizi degisimi
R acilimi1 ¢ok Jer acuty Flamentler birlesmis Flamentler tamamen
ivi ama birlesmeye ap1smi
y baslamis yapiymiy
e ve Sululugunu ve - Syl.l.'l \./.e S(?.IUK Sarimsi ve kuru
pembemsi . ol gOriiniimli
Doku pembeligini koruyor Kaslar tamamen
Kas yapist Kaslar . .
Kas yapis1 normal 1 yumusamig/birlesmi
normal . yumusamaya/birlesmeye
. goriiniimde $
goriiniimde baglamig
Keskin yosun ve . L
Koku deniz {irtini Zayl.f yosunumsu ve Eksi ve acimtirak koku Keskin cksi ve iyice
Kokusu deniz iiriinii kokusu acilasmis koku
Sert ve elastik doku El ile dokunuldugunda et Onemli sekil
D Oliim sertligi Elile kivami eski haline degisiklikleri
6rii1$1ii belirtileri heniiz dokunuldugunda et gelmiyor mevcut olup
g $ baglamamis kivamui eski haline Esneklik gozle goriilebilir mekanik islemler
gelebiliyor azalmig icin uygunsuz

Genel begeni ise 10 puan izerinden Cizelge 3.2’deki puanlar dikkate alinarak tazelik

derecisine gore gerceklestirilmistir

Cizelge 3.2. Begeni ile ilgili puan skalasi

10-9 7 6 5 4 3 2 1
Tyinin alt1 Ortanin
Genel |\ rivemmel | 9K | iyi | ortanm | orta | M | ket | COK | Asm
Begeni st kotiiniin kot | koti
usti

Panelistlerin verdiklerin puanlarin ortalamalar1 hesaplanarak duyusal analiz sonuglari

olusturulmustur.

27




3.2.4.2. Depolanan gruplarin mikrobiyolojik analizleri

Depolama siiresince analiz glinlerinde K, D, S ve B gruplarindan rastgele olarak alinan
3 adet baligin dorsal kas etinden steril bistiiri ve pens ile 10 g 6rnek alinarak laminar
kabin igerisinde stomacher posetlere aktarilmistir. Uzerine &nceden hazirlanip
otoklavlanmis 90 ml %0.1 steril peptonlu su konularak stomacher ile homojenize
edilmistir. Daha sonra posetten 1 ml alinarak igerisinde 9’ar ml steril peptonlu su
bulunan tiiplere aktarilarak 10®’ya kadar diliisyonlar hazirlanmistir (Andrews ve
Hammack, 2003).

Hazirlanan diliisyonlardan 1 ml otomatik pipet ile alinarak 170°C’de en az iki saat
tutularak steril hale getirilmis cam petrilere aktarilarak {izerine toplam ve psikrotrofik
bakteri sayimu i¢in; otoklavlanip 45°C’ye sogutulmus Plate Count Agar (PCA, Merck
1.05463.0500) dokiilmiistiir. Besiyeri donduktan sonra petriler toplam bakteri igin
37°C’de 24-48 saat; psikrotrofik bakteri i¢in 7°C’de 10 giin siire ile inkiibasyona
birakilmiglardir (Maturin ve Peeler, 2001).

Pseudomonas spp. bakteri sayimi igin diliisyonlardan alinan 1 ml 6rnek steril petrilere
aktarilarak {izerine otoklavlanip 45°C’ye sogutulmus Pseudomonas Base Agar (Merck
1.07620.0500) dokiilmiistiir. Petriler daha sonra 37°C'da 18-24 saat ile inkiibasyona
birakilmistir (Pereira vd., 2018).

Koliform bakteri sayimi i¢in Violet Red Bile Agar (VRB) (Merck 1.01406.0500)
hazirlanarak diliisyonlardan alinan 1 ml Ornek {izerine dokiilmiis ve besiyeri
donduktan sonra bir kat daha besiyeri dokiilmiis ve petriler 37°C’de 24- 48 saat
inkiibasyona birakilmistir (FAO, 1986).

Toplam lipolitik bakteri sayimi i¢in diliisyonlardan alinan 1 ml 6rnek iizerine 500 ml
igersine 5 ml tributyrin eklenmis Tributyrin Agar dokiilmiis ve 30°C’de 3 giin siire ile

inkiibasyona birakilmigtir (Halkman ve Dogan, 2000).

Toplam proteolitik bakteri sayimi i¢in Kurt ve Akytliz (1984)’iin kullandig1 yontem

modifiye edilerek yapilmitir. Diliisyonlardan alman 1 ml ornek steril petrilere

aktarilmis ve tizerine Skim Milk Powder Agar dokiilmiis 30°C'de 24-72 saat siire ile

inkiibasyona birakilmigtir. Skim Milk Powder Agar 50 ml saf su icerisinde 5 g Skim

Milk Powder (Oxoid 1044910) ¢oziindiiriilmiis ayr1 bir kapta 1 g Agar Agar (Merck

1.01613.0500) 50 ml saf suda ¢oziindiiriilmiis daha sonra ikisinin iyice karigmasi
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saglanarak hazirlanmigtir. Hazirlanan besiyeri otoklavlanarak steril hale getirilmistir

(Halkman ve Dogan, 2000).

Maya-kiif sayimi i¢in Potato Dextrose Agar (PDA) steril petrilere dokiilmiis ve
besiyeri donduktan sonra {lizerine diliisyonlardan 0.1 ml aktarilarak drigaski ile yiizeye
yayma islemi yapilmistir. Daha sonra petriler 30°C’de 3 — 5 giin siire ile inkiibasyona

birakilmistir (ICMSF, 1986).

Vibrionaceae bakteri sayimi i¢in 1 ml 6rnek steril petrilere aktarilmis ve tizerine
Thiosiilfate Citrate Bile Sucrose Agar (TCBS) (Merck 1.10263.0500) dokiildiikten
sonra petriler 37°C’da 18-24 saat ile inkiibasyona birakilmistir (Nigro ve Steward,
2015; 1S0O, 2017).

Mikrobiyolojik sayim 30-300 arasindaki koloni olan petrilerden yapilarak

hesaplamalar yapilmstir.

3.2.4.3. Depolanan gruplarin kimyasal analizleri

TVB-N analizi; Antonacopoulos (1973)’e gore yapilmistir. Homojenize edilen 10 g
balik eti tartilip iizerine 200 mg MgO ve 100 ml saf su ilave edilerek distile edilmistir.
Bos erlene 10 ml %3’lik borik asit, 100 ml saf su ve 6-8 damla metil kirmizisi
eklendikten sonra 200 ml distilat birikene kadar distilasyon iinitesinde (VELP-UDK
142) tutulmustur. Olusan distilat 0.1 N HCI ile titre edilerek ve toplam ugucu bazik

azot miktarlar1 asagidaki formiilde (3.1) verildigi sekilde hesaplanmistir.

) ) 0.1 N HC1 sarfivat (ml) X 1.4 X 100
TVB-N (mg N/100g) = _ (3.2)
Ornek agrhg (g)

TBA analizi; Tarladgis vd. (1960)’a gore spektrofotometrik yontem kullanilarak
yapilmistir. Homojenize edilmis ¢ipura etinden 10 g Kjeldahl tiipiine tartilarak tizerine
2.5 ml 1:2’lik HCI, 97.5 ml distile su eklenmistir. Daha sonra 200 ml distilat
toplanincaya kadar distilasyon iinitesine konulmustur. Deney tiiplerine 5 ml destilat,
kor i¢in ise 5 ml saf su aktarildiktan sonra {izerine 5 ml TBA reaktifi eklenmistir. Bu
tiipler 35 dakika kaynayan su icerisinde bekletilip sogutulduktan sonra ve 538 nm
dalga boyunda UV spektrofotometrede (PG Instrument T80+UV/VIS) okunmustur.
Okunan degerler 7.8 ile carpilarak ¢ipura baliklarindaki mevcut TBA degeri mg

malonaldehit/kg olarak saptanmustr.
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TMA-N analizi; Schormiiller (1968)’e metoduna gore yapilmistir. Cipura balik
etinden 10 g tartilip %7.5’1uk triklorasetik asit ile ekstrakte edildikten sonra kaba filtre
kagidi ile erlen igerisine siiziilmiistiir. Stiziintliden 4ml cam tiiplere aktarilmis lizerine
1ml %20’lik formaldehit, 10 ml toluen (Merck) ve 3 ml %50’lik potasyum hidroksit
eklendikten sonra iyice karistirilmigtir. Fazlarin ayrilmasi i¢in 5 dk beklendikten sonra
iist fazdan 5 ml tiiplere aktarilarak tizerine Sml %0.02 pikrik asit ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Ayni1 islemler kor numune i¢in de tekrarlanmistir. Elde edilen pikrik asitli
¢Ozelti kor numuneye kars1 410 nm dalga boyundaki spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir.
Okunan absorbans degerleri hazirlanan standart egrilerle hesaplanarak oOrnekteki

TMA-N miktar1 mg/100g olarak verilmistir.

3.2.4.4. Depolanan gruplarn fiziksel analizleri

pH analizi; Manthey vd. (1988)’e gore, pH metre (Inolab WTW pH meter)
kullanilmistir. Olgiim islemi 10 g balik drnegi tartilip 1:1 sulandirildiktan sonra

homojenize edilerek probun bu ¢dzelti icerisine daldirilmasi ile yapilmistir.

Su aktivitesi (aw); Novasina (Model: LabSwift) marka su aktivite ol¢cim cihaz1 ile

belirlenmistir.

Renk analizi; kolorimetre (Pen Color Art 1L, Artoksi MSM, Tiirkiye) kullanilarak
yapilmustir. CIE sistem tarafindan rapor edilen L*, a* ve b* degeri sirasiyla
aydinlik/parlaklik, kirmizilik/yesillik ve sarilik/mavilik olarak belirlenmistir.
Kolorimetre beyaz plaka ile kalibre edilmistir. CIE renk sistemi et iiriinlerinde renk

Olctimiinde en yaygin kullanilan sistemdir (Luo, 2006).

3.2.4.5. Depolanan gruplarin besin analizleri

Ham protein analizi; AOAC (2006)’ye gore Kjeldahl metodu kullanilarak yapilmistir.
Homojen hale getirilen o6rneklerden 1 g tartilarak Kjeldalh tiiplerine aktarilmis ve
tizerine bir adet Kjeldahl tableti eklenmistir. Daha sonra 10 ml %98’lik H2SO4 ilave
edilerek yakma {initesinde (VELP-DK 85) 420°C’de tiipler igindeki 6rnekler yesil-sar1
saydam bir renk alincaya kadar yakilmistir. Yakma islemi sonrasinda ise tiipler oda
sicakligina kadar sogutularak {izerine 75 ml distile su eklenerek distilasyon {initesine
aktarilmistir. Distilasyon {initesinde tiiplerin igerisine 50 ml %40’lik NaOH ve 25 ml

%3’likk borik asit otomatik olarak eklenmektedir. Yaklasitk 200 ml destilat
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toplanincaya kadar destile edilip indikatdr ilavesinden sonra 0.2 N HCI ile titre
edilerek orneklerdeki %N (azot) miktar1 asagidaki formiil (3.2) ile hesaplanmis ve
%ham protein i¢in hayvansal iirlinlerde 6.25 olan protein faktorii ile carpilarak sonug

elde edilmistir.

0N = 14.1 X [Titre edilen asit miktar (ml) - I“{ﬁr deneme icin kullamlan asit miktart (ml)] X Asit norma]jtesiX 100 (3.2)
Omek g (g)

Ham yag analizi; Bligh ve Dyer (1959)’1n metodu esas alinarak yapilmistir. Analiz
i¢in 6nceden homojenize edilmis olan 6rneklerden yaklasik 5 g 6rnek, hassas terazide
tartilip lizerine 1:2 oraninda 120 ml methanol+kloroform karigimi eklenerek tekrar
homojenize edilmistir. Daha sonra bu 6rnekler tizerine %0.4’1iik CaCl: soliisyonundan
20 ml eklenerek bir siizme kagidindan (Schleicher & Schuell, 5951/2 185 mm), sabit
tartima getirilip daras1 not edilmis balonlara siiziilmiistiir. Bu balonlar agizlar1 hava
almayacak sekilde kapatilarak bir gece karanlik ortamda bekletilmis ve ertesi giin
ayirma hunisi yardimiyla methanol+sudan olusan iist tabakadan, kloroform+lipit
bulunan alt tabakanin ayrilmasi saglanmistir. Balon iginde kalan kloroform+lipit
karisimindaki  kloroform, 60°C’de rotary evaporator (Heidolph) kullanilarak
ucurulmus ve balonlar etiivde 60°C’de 1 saat siireyle bekletilerek icerisindeki
kloroformun tamamen ugmasi saglanmistir. Balonlar etivden c¢ikartildiktan sonra
desikator igerisinde oda sicakligina kadar sogutulup hassas terazide tartilmistir.

Asagidaki formiil (3.3) ile de hesaplama yapilmistir.

alon+Lipit agrhs (g)]-Bos balon agirhs
% Ham vag = [(Balon+Lipit agwrhf (g)]-Bog balon agm g‘(g)}(mo (3.3)

Ornek miktan(g)

Nem miktari tayini; AOAC (2006) metodu esas alinarak yapilmistir. Cam petri kaplar
3 saat 105°C’lik etiivde (NUVE FN 120) tutulduktan sonra 1 saat desikatdrde
bekletilip hassas terazide tartilip darasi not alinmustir. 5 g 6rnek sabit tartima getirilmis
petri kaplarina aktarilarak ve 105°C’lik etiiv igerisinde 3 saat siire ile kurutulmustur.
Sogumasi icin petriler desikatorde yarim saat bekletilip hassas terazide tartilarak

asagidaki formiille (3.4) nem miktar1 hesaplanmistir.

[Petri+Ornek (g)]-Son tartm (g)

X 100 (3.4)

% Nem =

Ham kiil analizi; AOAC (1990) yontemine gore yapilmistir. Bos porselen krozeler
sabit tartima gelinceye kadar 550°C’de 4 saat boyunca kiil firin1 (Niive MF120)
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icerisinde bekletilip daha sonra desikatdre alinip sogutulmus ve hassas terazi ile
agirliklar 6l¢iilmiistiir. 5 g 6rnek tartildiktan sonra kiil firmina yerlestirilerek 550°C°de

tamamen kiil haline gelinceye kadar yakilmistir.

Son tartmm (g) - Ik tartwm (g)
Ornele agwhs ()

% Ham kil = X 100 (3.5

Desikatorde soguduktan sonra son tarttim yapilmis ve ham kil oranlart %olarak
asagidaki formiille (3.5) gore hesaplanmistir. Analizler ii¢ paralleli olacak sekilde
gergeklestirilmistir.

3.2.5. istatistiksel analizler

Elde edilen parametreler arasindaki farklarin istatistiki olarak anlamli olup olmadig,
SPSS 16 Windows bilgisayar programi kullanilarak varyans (ANOVA) analizi ile
ortaya konulmustur. ANOVA’da gruplar arasinda anlamli bir farkin (P<0.05)
belirlenmesi durumunda farkin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek i¢in Tukey

testi uygulanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULAR

4.1. Cipuranmin Spesifik Bozulma Mikroorganizmalarinin Tamimlama Sonuclar:

Ag kafes ve toprak havuzdan temin edilerek laboratuvara getirilen baliklarin boy-
agirhik Olgiimleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Ag kafesten alinan baliklarin boy
ortalamasi 26.0 cm, agirlik ortalamasi ise 409.4 g iken, toprak havuzdan alinan
baliklarin boy ortalamasi 25.8 cm, agirlik ortalamasi 315.6 g olarak Ol¢iilmiistiir. Ag
kafesten alinan cipura baliklar1 boy-agirlik olarak birbirine daha yakin iken toprak

havuzlarda baliklar arasindaki boy-agirlik farki daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Baliklarin boy-agirhk degerleri

Ag Kafes Toprak Havuz
Boy (cm) | Agirlik (g) Boy (cm) | Agirlik (g)
Min. 25.2 328.1 21.5 150
Max. 29.9 482.2 31.7 568.7
ORTALAMA | 26.0£1.4 | 409.4+53.0 | 25.8£2.6 | 315.6+98.0

Cipuranin bozulma etmeni mikroorganizmalarinin belirlenmesi i¢in yapilan 16 giinliik

depolama ¢alismasinin kiiltiirel sayim sonuglar1 Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Ag kafes ve toprak havuz ¢ipura baliklarinn kiiltiirel sayim sonuclar: (log kob/g)

Toplam Bakteri Lipolitik Bakteri Maya& Kiif Psikrotrofik Bakteri
Ag Toprak Ag Toprak Ag Toprak Ag Toprak
Kafes Havuz Kafes Havuz Kafes Havuz Kafes Havuz

O.giin | <1*£0.0° <1*+0.0° <1*+0.0* <1*+0.0° <1*+0.0° <1*+0.0° <1*+0.0* <1*+0.0°
3.giin | 0.0£0.0° 0.0*+£0.0*° <1*+0.0° <1*+0.0* <1*+0.0° <1*+0.0® <1*+0.0* 0.0+0.0?
6.giin | 0.0+£0.0°  0.0£0.0* <1*+0.0° <1*+0.0° <1*+0.0® <1*+0.0° <1*+0.0* <1*+0.0°
9.giin | <1*+0.0° 0.0£0.0° 4.4+0.3%° 3.7+0.9° 4.8+0.0° 4.0+0.1° 5.4+0.0° 3.7+0.1°
[2.giin | 6.4+0.1* 6.0+0.1* 7.2+40.1* 63+0.0° 6.840.3° 6.2+0.0° 7.3+0.0°  6.7+0.0°
14.giin | 6.0£0.1* 5.6£0.1* 6.8£0.2°8 6.2+0.3° 6.4+0.2° 6.0£0.1* 6.8+0.0° 6.6+0.12
15.giin | 6.8£0.1*  6.4+0.1° 6.9+0.0° 7.6+0.1*  6.5+0.1° 7.5£0.0° 7.2+0.0*  7.4+0.02
16.giin | 6.7£0.12 59+0.0° 7.7£0.0° 7.6£0.1> 6.2+0.1° 6.9+0.1* 7.2£0.1*  7.2+0.0°

* Petrilerde koloni sayis1 30’dan az bulunmustur. Ancak gelisen kolonilerden izolat alinmistir.

Veriler Ortalama + Standart sapma olarak verilmistir.

Ustsel olarak verilen harfler satirlar aras1 istatistiksel karsilastirmay ifade etmektedir. Farkli harfler

gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir (P<0.05).
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Taze su iriinlerinde toplam bakteri ve psikrotrofik bakteri miktarinin kabul
edilebilirlik sinir degeri 7 log (kob/g) olarak bildirilmistir (ICMSF, 1986; Sallam,
2007). Calismada 9. giinden sonra mezofilik bakteri artis1 olsa da depolamanin son
glinline kadar bu degerin tiiketilebilir limit degerini asmadig1 goriilmiistiir. Mezofilik
bakteri yiikii acisindan toprak havuzdan alinan 6rnekler ag kafes drneklerine oranla

daha az seviyelerde kaldig: tespit edilmistir.
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Sekil 4.1. Cipuranin bozulma etmeni mikroorganizmalarinin belirlenmesi icin yapilan kiiltiirel
sayim sonuclari
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Iki grupta da 9. giinde lipolitik, psikrotrofik bakteri ve maya&kiif acisindan artig
gozlenmistir. Her iki kaynaktan alinan ¢ipura baliklarinda psikrotrofik ve lipolitik
bakterilerin artisinin diger analiz edilen bakteri gruplarina gére daha fazla oldugu
tespit edilmistir. Psikrotrofik bakteri yiikii 12. giinde toprak havuz 6rneklerinde 6.7 log
iken ag kafes orneklerinde 7.3 log ile tiiketilebilir limit degeri agmistir. Depolamanin
sonunda psikrotrofik, lipolitik bakteri ve maya kiif agisindan her iki grubun

mikrobiyolojik yiik seviyelerinin ayni oldugu tespit edilmistir.

Toplam bakteri ve psikrotrofik bakteri agisindan gruplar arasinda depolama zamanina
bagli olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P>0.05). Depolamanin son giiniine kadar
lipolitik bakteri agisindan gruplar arasinda istatistiksel farkin anlamli oldugu (P<0.05),

maya kiif agisindan da gruplar arasindaki farkin 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0.05).

Ag kafes ve toprak havuz 6rneklerinden yapilan ekimlerde kiiltiirel sayim islemleri
tamamlandiktan sonra alinan izolat sayilar1 Cizelge 4.3’teki gibidir. Depolama
boyunca PCA’dan (mezofil ve psikrotrof) toplam 154 izolat alinmistir. Ayrica ilk giin
baliklarin {izerine ilave edilen buzdan ekim yapilarak 1 izolat alinmistir. Toplamda

155 izolat elde edilmistir.

Cizelge 4.3. Analiz giinlerinde yapilan ekimlerden alinan izolat miktarlar:

*154 adet izolat 6rnek ekimlerinden alinmis, 1 adet izolat ise buzun psikrotrofik bakteri ekiminden elde

edilmistir.

Toplam Bakteri Psikrotrofik Bakteri
Ag Kafes Toprak Havuz Ag Kafes Toprak Havuz
0.giin 2 4 1 0
3.giin 0 1 0 1
06.giin 0 0 3 3
9.giin 3 0 9 9
12.giin 8 5 9 10
14.giin 2 2 12 14
15.giin 5 5 6 11
16.giin 6 6 9 8
Toplam 26 23 49 56
Toplam 49 105
Toplam 155 (154+1)*
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Alman izolatlarin daha kolay takibi i¢in asagidaki gibi bir kodlama sistemi

uygulanmistir (Sekil 4.2).

Analiz giinleri

0-3-6-9-12-14-15-16 Izolat numarasi
( f ) .
«—
T: Toprak havuz / \
A: Ag kafes
T: Mezofilik bakteri Diliisyon numarasi

P: Psikrotorfik bakteri (1-2-3-4-5)

Sekil 4.2 izolat kodlama sistemi

Izolatlara uygulanan gram boyama ve oksidaz testleri sonuglari izolat numaralart ile

Cizelge 4.4 ve 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.4. Ag kafes ve toprak havuz orneklerinden depolama boyunca yapilan toplam bakteri
ekimlerinden alinan izolatlarin gram boyama ve oksidaz test sonuclar:

TOPLAM BAKTERI
Ag Kafes Toprak Havuz
Gram Pozitif Gram Negatif Gram Pozitif Gram Negatif
Oksidaz | Oksidaz | Oksidaz | Oksidaz | Oksidaz | Oksidaz | Oksidaz | Oksidaz
() () (+) () () () () ()
0.giin 6 5 124 3
3.giin 7
6.giin
9.giin 10 11 9
. 1314 22 1516 17
12.giin 2526 27 2324 19 20
14.giin 35 36 37 38
.. 50 45 46 47 3940 42
15.giin 48 41 43
16.giin 51 58 59 52 5354
60 61 62 55 56 57

Ag kafes ve toprak havuzun toplam bakteri profillerine bakildiginda toprak havuz
orneklerinden elde edilen izolatlarda gram pozitif bakterilerin varlig1 depolamanin ilk
giinlerinde s6z konusu iken depolamanin ilerleyen giinlerinde izolatlar gram negatif
olarak tespit edilmistir. Ag kafes orneklerinden alinan 6rneklerde ise depolamanin 12
ve 15. gilinlerinde de gram pozitif bakteri izolasyonu s6z konusudur. Ancak
depolamanin sonuna dogru her iki grubunda mezofilik bakteri agisindan dominant
mikrofloranin gram negatif, oksidaz negatif, kok, kokobasil ve basillerden olustugu

ortaya konmustur.

36



Cizelge 4.5. Ag kafes ve toprak havuz 6rneklerinden depolama boyunca yapilan psikrotrofik

bakteri ekimlerinden alinan izolatlarin gram boyama ve oksidaz test sonuclar:

PSIKROTROFIK BAKTERI
Ag Kafes Toprak Havuz
Gram Pozitif Gram Negatif Gram Pozitif Gram Negatif
Oksidaz | Oksidaz | Oksidaz | Oksidaz | Oksidaz | Oksidaz | Oksidaz | Oksidaz
(+) () () () (+) () (+) )
0.giin 8
3.giin 12
6.giin 323334 28 29 31
757679 63 64 66
9.giin 81 80 82 85 77 71 65 67 68 69
86 12
9799 87 88 89
100 101
. 909192
12.giin 102 103 93 94 95
104 105 96
106
125 126 139 140
127 128 141 142
. 129 131 143 144
14.giin 132 133 145 146 | 138149
134 135 147 148
136 137 150 151
114 115
107 108 116 117
. 118 119
15.giin 109 110
111112 120121
122 123
124
152153 162 164
154 155
.. 166 167
16.giin 156 157
159 160 168 169
161 170 173

Her iki grubun psikrotrofik bakteri profili aynidir ve dominant mikrofloranin gram

negatif, oksidaz pozitif kok, kokobasil ve basil tiirlerinden olustugu tespit edilmistir.

Son olarak buzdan yapilan ekimlerde PCA’dan alinan izolat gram negatif oksidaz

pozitif basil olarak tespit edilmistir.

[zolatlardan oksidaz negatif olanlar TSI agara ekilmistir ve sonuglar1 Cizelge 4.6’da

verilmistir. Bu sonuglara gore ag kafes ya da toprak havuzdan alinan 6rneklerden elde

edilen izolatlarda H»S iireten bakteriye rastlanmamustir.
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Cizelge 4.6. Oksidaz negatif izolatlarin TSI agar ekim sonuclari

Ni:::;;ﬁ TSI yatik agar tiipiindeki degisim Nl{f::;j_;m TSI yatik agar tiipiindeki degisim
T.0.T.1-1 Gaz yok, HsS yok, alt/iist sari A9.T.1-9 Degisim yok

T.0.T.1-2 Gaz yok, H,S yok, alt/iist sar1 A.12.T.4-25 Gaz yok, HS yok, alt/iist sar1
T.0.T.2-3 Gaz yok, HaS yok, alt/iist sari A.12.T.2-27 Gaz yok, H:S yok, alt/iist sari
T.0.T.1-4 Gaz yok, HS yok, alt/iist sari T.15.T.3-41 Degisim yok

A.0.T.1-5 Degisim yok A.15.T.3-50 Gaz yok, HS yok, alt/iist sari
A.0.T.1-6 Gaz yok, H,S yok, alt/iist sari T.9.P.1-65 Gaz yok, HS yok, alt sari
T.3.T.1-7 Gaz yok, H,S yok, alt/iist sari

Elde edilen 14 tane gram pozitif izolat Baird Parker Agara ¢izgi metot yontemi ile

ekilerek gram pozitif olduklar1 dogrulanmis ve -80°C’de ihtiyag halinde kullanilmak

tizere muhafaza altina alinmistir. Tezin asil konusunu olusturan 145 adet gram negatif

bakteri izolatlarindan 64 tanesinin API kitleri ile tanimlamasi yapilmaigtir.

Toplam mezofilik bakteri ekimlerinden elde edilen izolatlara yapilan API tanimlama

sonuclar1 Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7. Ag kafes ve toprak havuzdan alinan ¢ipura baliklarinda toplam mezofilik bakteri
ekimlerinden elde edilen izolatlarin API tanimlama sonuclari

Ag Kafes Toprak Havuz
Anallz Izolat Kodu ve API Sonucu Izolat Kodu ve API Sonucu
Giinii Numarasi Numarasi
G%N AO0T.1 5 | Acinetobacter junii/johnsonii TO0T2 3 Acinetobacter Iwoffii
3.
GUN
6.
GUN
A9.T.1 9 TANIMLANAMADI
9. .
GUN A9T1 10 Pseudomonas alcaligenes
A9T1 11 = Aeromonas hydrophila/caviae
1 Al12T3 13 Pseudomonas fluorescens
GUN T.12.T4 16 Pseudomonas stutzeri
Al12T4 @ 22 Pseudomonas fluorescens
GlgN Al14T3 35 Pseudomonas fluorescens T.14T.3 37 Pseudomonas putida
T.15.T.5 40 Pseudomonas fluorescens
Gll5]N A15T.4 @ 48 Pseudomonas fluorescens T.15.T.3 41 TANIMLANAMADI
T.15.T.3 43  Pseudomonas fluerescens
A16.T.2 51 Aeromonas hydrophila/caviae T.16.T4 52 Pseudomonas putida
16.
.. T.16.T.4 P monas fluor n
GUN 6 55 seudomonas fluorescens

A.16.T.4 58 Pseudomonas fluorescens

T.

16.T.3 = 57 Pseudomonas fluorescens

Izolatlarin API tanimlama sonuglarina bakildiginda mezofilik bakteri acisindan her iki

grup i¢inde baskin tiiriin Pseudomnas spp. oldugu goriilmektedir. Toprak havuzdan
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farkli olarak, ag kafeslerden temin edilen ¢ipura drneklerinde refakatci flora olarak

Aeromanas tiirlerinin de varlig1 s6z konusudur.

Toplam psikrotrofik bakteri ekimlerinden elde edilen izolatlara yapilan API tanimlama

sonuglar1 Cizelge 4.8’ de verilmistir.

Cizelge 4.8. Ag kafes ve toprak havuzdan alinan ¢ipura baliklarinda toplam psikrotrofik bakteri
ekimlerinden elde edilen izolatlarin API tammmlama sonuclari

Ag Kafes Toprak Havuz
Anallz Izolat Kodu ve AP Sonucu Izolat Kodu ve AP Sonucu
Giinii Numarasi Numarasi
0. Comamonas testosteroni/
GUN AOP1 8 Pseudomonas alcaligenes
3. Brevundimonos
GUN T.3P2 12 vesicularis
A6.P.1 33 Moraxella sp. T6.P.1 29 | Pseudomonas fluorescens
6.
GUN A6.P.1 34 Ralstonia pickettii T6.P.1 31  Pseudomonas fluorescens
A9P3 77 Acinetobacter Iwoffii TOP1 63 Stenotrophomonas
maltophia
9 A9.P.3 79 Ralstonia pickettii T9.P.1 66 Pseudomonas fluerescens
GUN A9.P3 85 Ralstonia pickettii T.9.P.1 67 TANIMLANAMADI
A9.P.1 86 Pseudomonas fluorescens T.9.P.1 72 Delftia acidovorans
Al12P.4 99  Pseudomonas fluorescens T.12P4 88 Ochrobactrum anthopi
GléN Al12P4 100 = Pseudomonas fluorescens T.12P4 91 Pseudomonas stutzeri
Al2PA4 103  Pseudomonas fluorescens T.12P4 96 Pseudomonas fluorescens
A14P4 127 Brevu_ndlmo_nos T14P5 138 Pseudompnas
vesicularis orzyhabitans
14. A.14P.4 129 TANIMLANAMADI T.14P.5 144 @ Pseudomonas aeruginosa
GUN
) T.14P4 148 TANIMLANAMADI
Al14P4 131 Pseudomonas stutzeri .
T.14P.4 150 Pseudomonas putida
A.15P5 108 Pseudomonas stutzeri T.15P4 115 Ochrobactrum anthopi
15 Al15P4 111 Ochrobactrum anthopi T.15.P.5 117  Pseudomonas fluorescens
GUN T.15P5 119 Ochrobactrum anthopi
A.15.P4 112 = Pseudomonas fluorescens
T.15.P.5 123 | Pseudomonas fluorescens
A.16.P.5 154 = Pseudomonas fluorescens T.16.P.4 162 | Pseudomonas fluorescens
T.16.P.5 164  Pseudomonas fluorescens
A.16.P.5 155 Burkholderia cepacia
T.16.P.5 166 & Pseudomonas fluorescens
16. Aeromonas
GUN T.16.P5 167

A16P5 156 Ralstonia pickettii hydrophila/caviae

T.16.P.5 168 @ Pseudomonas fluorescens

T.16.P.5 169  Pseudomonas fluorescens
A.16.P.5 159  Pseudomonas fluorescens

T.16.P5 173 Pseudomonas putida
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Her iki grubun da psikrotrofik bakteri profiline bakildiginda Pseudomnas spp.’nin
dominant oldugu ancak refakatgi floranin mezofilik bakterilerden daha gesitli oldugu

goriilmektedir.

API kitleri ile tanimlanamayan izolatlar ve tezin ileri asamalarinda kullanilabilecek
izolatlar daha kesin bir tanimlama yapilmasi i¢in 16S rDNA analizine gonderilmistir.
Ayrica buzdan alinan izolat ve onceden ayrilan gram pozitif izolatlardan 5 tanesi
secilerek genetik tanimlamasi yapilmistir. Toplamda 35 izolatin genetik tanimlama

sonuglar1 Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9. Ag kafes ve toprak havuzdan alinan ¢ipura baliklarinda yapilan bakteri
ekimlerinden elde edilen izolatlarin 16S rDNA tanimlama sonuclari

Ag Kafes Toprak Havuz
Tiir ada izolat Kodu ve Tiir ada izolat Kodu
Numarasi ve Numarasi
Acinetobacter bouvetii A9.T.1-9 Acinetobacter Iwoffii T.0T.2-3
Staphylococcus warneri A.15.T.3-50 Pseudomonas lundensis T.14T.3-37
Pseudomonas fluorescens A.16.T.4-58 Arthrobacter gandavensis T.15.T.3-41
group
Pseudomonas fluorescens T.16.T.4-53
Pseudomonas sp. A6.P.1-34
Psychrobacter cibarius A9.P3-76 Frigoribacterium sp. T.3.P2-12
Acinetobacter sp. A9.P3-T77 Pseudomonas lurida T.3.P.1-28
Psychrobacter cibarius A9.P.3-82 Flavobacterium sp. T.9.P.1-63
Janthinobacterium lividum A.12.P.4-104 | Arthrobacter citreus T.9.P.1-65
Pseudomonas fragi A.15.P.5-109 Pseudomonas fragi T.9.P.1-66
Flavobacterium hercynium A.14P.4-129 Flavobacterium sp. T.9.P.1-67
Pseudomonas fluorescens A.14P.4-135 Pseudomonas fluorescens T.9.P.1-69
group
Pseudomonas fragi A.16.P.4 — 153 Flavobacterium frigidimaris | T.12.P.4-—87
Pseudomonas fluorescens A.16.P.5-159 Flavobacterium sp. T.15.P.5-118
group
Pseudomonas fragi A.16.P.5-160 | Pseudomonas fragi T.15.P.5-123
Flavobacterium T.14.P.4 - 148
branchiarum
Acinetobacter johnsonii T.14.p.4 - 149
Flavobacterium sp. T.14.p.5-150
Flavobacterium sp. T.16.P.5 - 166
Pseudomonas fragi T.16.P.5-169
Pseudomonas fragi T.16.P5-173

Genetik tanimlama sonuglar1 incelendiginde hem ag kafes hem toprak havuzdan alinan
¢ipura baliklarinda Pseudomonas tiirlerinin ¢ogunlukta oldugu saptanmistir. Toprak
havuz 6rneklerinde Flavobacteruim tiirlerinin Pseudomonas tiirlerine refakat ettigi

gozlenmistir. Buz izolatinin 16S rDNA analiz sonucu P. fragi olarak bulunmustur.

Cipura baliklarinin spesifik bozulma organizmalarinin belirlemek i¢in yapilan ¢alisma

sonucu hem ag kafes hem de toprak havuz orneklerinde Pseudomonas tiirlerinin
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dominant oldugu tespit edilmistir. Yapilan genetik tanimlamalar ile de 6zellikle P.
fragi ve P. fluorescens grubu bakterilerin ¢ipura baliklarinda bozulmaya neden oldugu
ortaya konmustur (Ek C ve Ek D).

4.2. Metabolitlerin Belirlenen Bozulma Etmeni Mikroorganizmalar Uzerindeki
MIK Degerleri

Soliisyon halinde uygulanacak olan metabolitin belirlenebilmesi i¢in mikrobiyolojik
metabolitler olan nisin, oksitetrasiklin ve mevilonin P. fragi, P. fluorencens tizerinde
MIK degerleri tespit edilmistir. Ayrica patojen mikroorganizmalardan E. coli, S.

aureus ve P. aeruginosa iizerindeki etkisi de test edilmistir.

Kullanilan nisin metabolitinin MIK analiz sonuglar1 Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de

verilmistir.
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Sekil.4.4. Nisin metabolitinin P. fluorescens iizerine MiK analiz sonuclar

Nisin metabolitinin hem P. fragi hem de P. fluorescens iizerinde 128 pg/ml kadar

herhangi antimikrobiyal etkisi bulunamamustir.
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Nisin metabolitinin E. coli, S. aureus ve P. aeruginosa iizerindeki MIK degeri
sonuglart Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil.4.7. Nisin metabolitinin P. aeruginosa iizerine MiK analiz sonuglar

Nisin metabolitinin patojen mikroorganizmalar E. coli,ve P. aeruginosa iizerinde 128
ug/ml kadar herhangi antimikrobiyal etkisinin bulunmadig1 ancak S. aureus tizerinde

64 ng/ml’den sonra etki gosterdigi tespit edilmistir.

Kullanilan mevinolin  metabolitinin  belirlenen ¢ipura bozulma etmeni
mikroorganizmalar iizerindeki MIK analiz sonuclar1 Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da

verilmistir.

42



Sekil.4.9. Mevinolin metabolitinin P. fluorescens iizerine MiK analiz sonuclar

Mevinolin metabolitinin P. fragi iizerindeki MIK degeri 32 pg/ml; MBK degeri 64
pg/ml; P. fluorescens iizerindeki MIK degeri ise 32 pg/ml; MBK degeri 64 ng/ml

olarak bulunmustur.
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Mevinolin metabolitinin ayrica E. coli, S. aureus ve P. aeruginosa iizerindeki MIK
degeri sonuglart Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil.4.11. Mevinolin metabolitinin S. aureus iizerine MiK analiz sonuglar
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Sekil.4.12. Mevinolin metabolitinin P. aeruginosa iizerine MiK analiz sonuglar

Mevinolin metabolitinin E. coli, S. aureus ve P. aeruginosa iizerinde MiK degeri

sirasiyla 128 pg/ml; 128 pg/ml ve 64 ng/ml olarak tespit edilmistir.

Kullanilan oksitetrasiklin metabolitinin P. fragi ve P. fluorescens i¢in MIK analiz

sonuclar1 Sekil 4.13 ve Sekil 4.14°de verilmistir.

»

w TR l” G S &y 30 1S U 1 Y 123
Q. v Al | 2 - S et R A

= <

PrsiTErRASIL LD

S

Sekil.4.13. Oksitetrasiklin metabolitinin P. fragi iizerine MiK analiz sonuclar
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Sekil.4.14. Oksitetrasiklin metabolitinin P. fluorescens iizerine MiK analiz sonuclar

Oksitetrasiklin metabolitinin P. fragi iizerindeki MIK degeri 1 ug/ml, MBK degeri 2
ng/ml; P. fluorescens iizerindeki MIK degeri ise 8 ug/ml, MBC degeri 16 pg/ml olarak

bulunmustur.

Oksitetrasiklin metabolitinin E. coli, S. aureus ve P. aeruginosa iizerindeki MiK
degeri sonuglart Sekil 4.15, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de verilmistir.
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Sekil.4.15. Oksitetrasiklin metabolitinin E. coli iizerine MiK analiz sonuclar
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Sekil.4.16. Oksitetrasiklin metabolitinin S. aureus iizerine MiK analiz sonuclar

O5hg 0548

Sekil.4.17. Oksitetrasiklin metabolitinin P. aeruginosa iizerine MiK analiz sonuglar

Yapilan denemeler sonucu oksitetrasiklinin E. coli, S. aureus patojenleri iizerine gok

etkili olamazken Pseudomonas grubuna ait bir patojen olan P. aeuroginosa iizerinde
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etkili oldugu ancak yapilan ekimlerde 32 pg/ml’ye kadar herhangi bir MIK degerinin

olmadig1 gorilmiistiir.

Yapilan MIK sonuglar1 degerlendirildiginde tek basma nisinin ¢ipuranin bozulma
etmeni mikroorganizmalar iizerinde etkili olmadig1 tespit edilmistir. Mevinolinin ise
MIK degerinin oksitetrasiklinden ¢ok daha fazla oldugu belirlenmistir ve bu durumda
isletmelerde fazla miktarlarda kullanilmasi olduk¢a maliyetli olacaktir. Buna karsin
oksitetrasiklin metabolitinin ¢ipuranin spesifik bozulma etmeni mikroorganizmalari
tizerinde disiik dozlarda bile etkili oldugu ve soliisyon halinde ¢ipura baligina

uygulanmasinin daha soncuna varilmistir.

4.3. MiK Degerlerine Gore Hazirlanan Metabolit Soliisyonun Antimikrobiyal

Analiz Sonuclari

Cipura tlizerinde raf Omrii c¢alismalarina ge¢meden Once, uygulanacak olan
oksitetrasiklin soliisyonu 8 pg/ml (MiK degerine gore) olacak sekilde hazirlanmus, P.
fragi, Ps. fluorescens ve P. aeuroginosa iizerinde antimikrobiyal etkisi ve soliisyonun
stabilitesi test edilmistir. Oksitetrasiklin soliisyonun antimikrobiyal ve stabilite analiz

sonuclar1 Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Oksitetrasiklin soliisyonun antimikrobiyal analiz sonuclar1 (mm)

20l
30dk | 1sa | 2sa | 4sa | 8sa | 12sa | 24sa | 48sa
Pseudomonas fragi | 15.3 | 16.1 | 17.1 | 9.8 13.8 16 14 15
Pseudomonas fluorescens 6 7.4 8.1 7.1 6.7 7.7 7.4 7.9
Pseudomonas aeuroginosa - - - 6.3 - - - -
50pl
Pseudomonas fragi | 20.1 | 22.6 | 19.2 | 13.3 | 17.2 | 20.3 18.5 18.5
Pseudomonas fluorescens 13 116 | 12.1 | 118 | 114 | 10.6 13.1 10.5
Pseudomonas aeuroginosa - - - 9.1 10.1 - - -
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Sekil.4.‘18. Oksitetrasiklin soliisyonun antimikrobiyal disk difiizyon analiz sonuclari
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Sekil.4.18. ‘in devami

Antimikrobiyal analiz sonuglarmma gore 8 pg/ml konsantrasyondaki oksitetrasiklin
metabolitinin ¢ipuranin bozulma etmeni olarak tespit edilen 2 dominant bakteriden P.
fragi tizerinde P. fluorescens’ten daha etkili oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda
yine Pseudomonas spp. tiirline ait patojen bir mikroorganizma olan P. aeruginosa

tizerinde ¢ok daha az etkili oldugu gézlenmistir.
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4.4. Metabolit Soliisyonun Cipura Baliklarimin Raf Omrii ve Et Kalitesi Uzerine
Etkisi

4.4.1. Depolanan gruplarin duyusal analiz sonuclari

Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan deri sonuglar1 Cizelge 4.11 ve Sekil

4.19’da verilmistir.

Cizelge 4.11. Depolama siiresince yapilan duyusal analizlerden deri kriterinin puanlama

sonuclar
Deri
K D S B
Taze 4.0 +0.072 4.0 +0.072 4.0 £0.072 4.0 £0.072
1.giin 4.0 +£0.172 3.9+0.12 3.9 +0.2%2 4.0 +£0.1%a
4.giin 3.4 +0.280 3.7 +£0.2ABa 3.6 +0.382 3.7 +£0.3B2
7.giin 2.8 +£0.2¢¢ 3.4 +0.3B2 3.1+0.1¢ 3.3+0.5¢
10.giin 1.7 £0.7°¢ 2.3+0.60 2.6 +0.4P2 2.5 +0.7P2
13.giin 0.5 +0.5E¢ 0.9 +£0.6°" 1.0 +0.4EP 2.0 +0.9F2
15.giin 0.1 +0.1%¢ 0.3 £0.280 0.3 £0.17 1.3 +0.5"
17.giin - - - 0.6 +£0.2¢8

-Duyusal bozulma gergeklestigi i¢in analiz yapilmamustir.
Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harfler satirlar aras: istatistiksel karsilagtirmay1
ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu

gostermektedir (P<0.05).
Derl mK mD S B
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Sekil 4.19 Depolama siiresince yapilan duyusal analizlerden deri kriterinin puanlama sonuglari

Tim gruplar i¢in ilk 4 giin deri kriterleri “en iyi kalite” ile “iyi kalite aras1” puanlar
almistir. Deri goriintiisii K grubunda 7 gilinde orta kaliteye, 13 giinde ise kabul
edilemez degerlere geriledigi gortilmistir. D grubu da 13. giinde kabul edilemez

puanlar almistir. S ve B grubu ise sirasiyla 15. ve 17. giinde 1 puanin altina diigsmiis
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oldugu tespit edilmistir. Genel olarak bakildiginda D ve S grubu arasinda istatistiksel
olarak farkin anlamsiz oldugu (P>0.05) bu iki grup ile K ve B gruplar arasindaki
farkin anlamli oldugu (P<0.05) ve K ve B grubu arasindaki farkin da anlamli oldugu
(P<0.05) belirlenmistir.

Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan goz sonuglari Cizelge 4.12 ve Sekil

4.20°de verilmistir.

Cizelge 4.12. Depolama siiresince yapilan duyusal analizlerden goz Kriterinin puanlama

sonuglari
Goz
K D S B
Taze 4.0 +£0.0% 4.0 £0.072 4.0 £0.072 4.0 £0.0%2
1.giin 3.9 £0.244 4.0 £0.0%2 4.0 £0.0%@ 4.0 £0.0%2
4.giin 3.0 £0.08¢ 3.6 +£0.2ABa 3.4 +0.28° 3.3+0.380
7.giin 2.8 +0.28P 3.3+0.4B2 3.1 +0.282 3.2 +0.882
10.giin 1.5 +0.8% 2.0 +0.9% 2.0 £0.9% 2.0 +0.9%
13.giin 0.5 +0.4P¢ 0.7 £0.6"" 0.8 £0.5P° 2.1 +0.6%
15.giin 0.1 +0.0Pb 0.2 +£0.20b 0.2 +0.1P° 1.2 £0.4%2
17.giin - - - 0.5 +£0.3F2

-Duyusal bozulma gerceklestigi icin analiz yapilmamistir.

Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kiigiik harfler satirlar aras istatistiksel karsilastirmayi
ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P<0.05).
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Depolama Zamani
Sekil 4.20. Depolama siiresince yapilan duyusal analizlerden g6z Kriterinin puanlama sonuclar:

Panelistlerin 4. giine kadar tiim gruplarin goz kriterlerine “en iyi kalite” puanlarini
verdikleri goriilmiistiir. K, D ve S grubu 13. giinde sirasiyla 0.5, 0.7 ve 0.8 puan alarak

kabul edilebilir degerin altina diiserken B grubunun depolamanin son giinii olan 17.
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giinde kabul edilebilir degerin altina diismiis oldugu tespit edilmistir. Istatistiksel
acidan 15. giinde B grubu ile diger gruplar arasindaki fark anlamli bulunmustur
(P<0.05).

Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan solungac¢ sonuglar1 Cizelge 4.13 ve

Sekil 4.21°de verilmistir.

Cizelge 4.13. Depolama siiresince yapilan duyusal analizlerden solungag kriterinin puanlama

sonuclar
Solungac¢
K D S B

Taze 4.0 £0.0% 4.0 £0.0% 4.0 +£0.0% 4.0 +£0.0%
1.giin 3.7 £0.3%2 3.6 £0.442 3.8 £0.242 3.7 £0.4%2
4.giin 2.9 +0.480 3.2 £0.382 3.1 +0.58 3.2 +0.482
7.gilin 2.6 +0.580 3.0 +0.7B2 2.8 +£0.58¢P 2.7 +0.8BCP
10.giin 1.9 £0.8¢P 2.4 +£0.8% 2.5 +0.7¢ 2.3+0.7¢2
13.giin 0.5 +0.4P¢ 0.8 +£0.5PP 0.7 £0.3P° 1.6 +0.4P2
15.giin 0.1+0.1P° 0.2 £0.2Pb 0.3 +0.1°° 0.9 £0.4F2
17.giin - - - 0.7 £0.2F2

-Duyusal bozulma gergeklestigi i¢in analiz yapilmamustir.

Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kiigiik harfler satirlar aras1 istatistiksel karsilastirmay1
ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P<0.05).

Solungag mK ®mD S B
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Sekil 4.21. Depolama siiresince yapilan duyusal analizlerden solunga¢ Kriterinin puanlama
sonuclar
Laboratuvara getirilen ¢ipura baliklarinin solungaglari ilk giin panelistler tarafindan en
iyi kalite olarak degerlendirilmistir. K, D ve S gruplar sirasiyla 0.5, 0.8 ve 0.7 puan
ile 13. giinde kabul edilebilir degerin altina diismiisken; B grubu 15. giinde aldig1 0.9
puan ile panelistler tarafindan kabul edilemez olarak degerlendirilmistir. Depolamanin
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15. gliniinde K, D ve S gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmazken (P>0.05), B grubu ile diger gruplar arasindaki fark anlamli bulunmustur
(P<0.05).

Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan doku sonuglar1 Cizelge 4.14 ve Sekil

4.22’de verilmistir.

Cizelge 4.14. Depolama siiresince yapilan duyusal analizlerden doku Kriterinin puanlama

sonuclari
Doku
K D S B
Taze 4.0 £0.0% 4.0 £0.0%@ 4.0 £0.0% 4.0 £0.07¢
1.giin 3.8 £0.3%2 3.9 £0.242 3.8+0.2%4 3.9 £0.24
4.giin 3.1+0.38P 3.5 +0.4B% 3.2 +0.58 3.5+0.382
7.gilin 2.5 +0.5¢ 3.1+0.7¢ 3.1 +0.282 3.0 +£0.982
10.giin 1.9 0.8 2.4 +0.6P° 2.7 £0.4% 2.4 +0.6%°
13.giin 0.8 +0.4F¢ 1.0 +0.4% 1.0 +£0.4°> 1.7 £0.7P2
15.giin 0.1 +0.1FP 0.2 +0.27° 0.3 +0.1° 1.3+0.62
17.giin - - - 0.8 +£0.3F2

-Duyusal bozulma gergeklestigi i¢in analiz yapilmamistir.
Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harfler satirlar arasi istatistiksel karsilagtirmay1
ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu

gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.22. Depolama siiresince yapilan duyusal analizlerden doku Kriterinin puanlama
sonuclar

Taze cipura baliklarmin ve ilk analiz gilinlindeki tiim gruplarin dokusu panelistler
tarafindan begenilmis ve en iyi kalite olarak belirlenmistir. K grubu en 6nce kabul

edilemez puanlara diisen grup olarak belirlenmistir. Depolamanin 15. giiniinde K, D,
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S ve B gruplarinin doku puanlar sirasiyla 0.1, 0.2, 0.3 ve 1.3 olarak saptanmistir. B
grubu ancak 17. glinde kabul edilebilir limitin altina diismiistiir. B grubunun diger

gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05).

Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan koku sonuglar1 Cizelge 4.15 ve Sekil

4.23°de verilmistir.

Cizelge 4.15. Depolama siiresince yapilan duyusal analizlerden koku kriterinin puanlama

sonuclar
Koku
K D S B
Taze 4.0 £0.0%2 4.0 £0.0%2 4.0 £0.072 4.0 £0.07
1.giin 3.8 +0.272 4.0 £0.142 3.9 +0.2A2 4.0 +£0.1%2
4.giin 3.2 +0.48° 3.5 +0.48 3.4+0.48 35048
7.gilin 2.7 £0.7¢ 3.2 +£0.582 3.1 +0.4B2 3.2 +0.982
10.giin 1.7 £0.9P° 2.4 +0.8%2 2.5 +0.6%2 2.6 0.7
13.giin 0.4 +0.4Ec 0.7 £0.6P° 0.8 £0.4PP 2.0 +0.7¢2
15.giin 0.1 +0.1Fb 0.2 +£0.20° 0.1 +0.20b 0.9 +£0.1P2
17.giin - - - 0.8 £0.4Pa

-Duyusal bozulma gergeklestigi i¢in analiz yapilmamustir.

Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harfler satirlar aras istatistiksel karsilastirmay1
ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.23. Depolama siiresince yapilan duyusal analizlerden koku Kriterinin puanlama
sonuclari

Depolamanin ilk 7 giinii D, S ve B gruplar1 “en iyi kalite” ve “iyi kalite” aras1 puanlar
almistir. K grubu ise 7. giinde 2.7 puan ile orta kalite olarak degerlendirilmistir. B
grubu hari¢ diger gruplar 13. glinde kabul edilemez olarak puanlandirilmistir. B grubu

13. giinde 2 puan alirken 15. giinde 0.9 puana diiserek kabul edilemez olarak
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degerlendirilmistir. B grubunun K grubu ile arasindaki fark 4. giinden, diger gruplar

arasindaki fark ise 13. giinden itibaren istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(P<0.05).

Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan dis goriiniis sonuglar1 Cizelge 4.16 ve

Sekil 4.24°de verilmistir.

Cizelge 4.16. Depolama siiresince yapilan duyusal analizlerden dis goriiniis kriterinin puanlama

sonuclari
Dis Goriiniig
K D S B
Taze 4.0 £0.0% 4.0 £0.0% 4.0 £0.07 4.0 £0.07¢
1.giin 3.9 £0.242 3.9 £0.14 4.0£0.142 4.0 £0.17
4.giin 2.9 +0.18¢ 3.6 £0.38¢2 3.4+0.15° 3.4 +0.3%
7.giin 2.6 +0.58¢ 3.3+0.3¢% 3.1 +0.280 3.4 +0.782
10.giin 1.8 +0.6° 2.5+0.7P2 2.6 +£0.5¢2 2.5 +0.6%
13.giin 0.4 £0.4°¢ 0.8 £0.4EP 0.8 +£0.4PP 2.0 +£0.7¢2
15.giin 0.1+0.1P° 0.2 £0.2Fb 0.3+0.1%° 1.4 +0.5P2
17.giin - - - 0.6 £0.2F2

-Duyusal bozulma gergeklestigi i¢in analiz yapilmamustir.
Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harfler satirlar arasi istatistiksel karsilagtirmay1
ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu

gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.24. Depolama siiresince yapilan duyusal analizlerden dis goriiniis Kriterinin puanlama
sonuclar

Caligmanin ilk giinii laboratuvara getirilen ¢ipura baliklar1 dis goriiniis olarak en iyi
kalite olarak belirlenmistir. K, D ve S grubu sirasiyla grubu 0.4, 0.8 ve 0.8 puan ile 13.
giinde, B grubu ise 0.6 ile 17. giinde kabul edilebilir degerlerin altinda puan almistir.
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Genel olarak degerlendirildiginde B grubunun diger gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05).

Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan genel begeni sonuclar1 Cizelge 4.17 ve

Sekil 4.25°de verilmistir.

Cizelge 4.17. Depolama siiresince yapilan duyusal analizlerden genel begeni kriterinin
puanlama sonuclari

Genel Begeni
K D S B
Taze 10.0 +0.0%2 10.0 +0.0%2 10.0 +£0.0%2 10.0 +0.0%2
1.giin 9.5 +0.58° 9.8 £0.2A2 9.8 £0.42 9.9 £0.242
4.giin 8.0 0.6 8.9 +0.8B2 8.8 +£0.882 8.8 +£0.682
7.giin 6.8 +0.6"¢ 8.3 +£0.480 7.7 £0.3¢¢ 8.8 £0.852
10.giin 4.8 +0.95¢ 5.9 +£0.9¢0 6.8 +0.9P2 6.9 +0.9¢2
13.giin 1.6 +0.9" 2.7 0.8 3.3 0.5 5.7 £0.7P2
15.giin 0.9 £0.2¢p 1.0 +£0.4E0 1.2 +0.3 2.6 £0.4F2
17.giin - - - 2.4 +£0.9F2

-Duyusal bozulma gergeklestigi i¢in analiz yapilmamustir.

Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kiiciik harfler satirlar arasi istatistiksel karsilastirmay1
ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.25. Depolama siiresince yapilan duyusal analizlerden genel begeni Kriterinin puanlama
sonuclar
Panelistler c¢ipura baliklarint miikemmel olarak degerlendirmislerdir. Yalnizca K
grubu baliklar hizli bir diisiis gostererek 15. gilinde asir1 kdétiiniin altinda bir puan
almistir. D, S ve B grubu baliklar 7 giin boyunca genel begeni acisindan iyi olarak
degerlendirilmistir. Panelistler tarafindan D ve S gruplar1 15. gilinde sirasiyla 1 ve 1.2
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puan alarak asir1 kotii; B grubu baliklar ise 2.6 ile ¢ok kotii olarak bulunmustur.
Depolama boyunca gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli olmasina
(P<0.05) karsin 15. giinde K, D ve S gruplar1 arasindaki fark anlamsiz (P>0.05)
yalnizca B grubunun diger gruplar arasindaki farki anlamli olarak tespit edilmistir

(P<0.05).

4.4.2. Depolanan gruplarin mikrobiyolojik analiz sonuclar:

Depolama siiresince analiz gilinlerinde yapilan toplam bakteri sonuglar1 Cizelge 4.18

ve Sekil 4.26’da verilmistir.

Cizelge 4.18. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan toplam bakteri sonuclari

Toplam Bakteri

K D S B

Taze <184 <]?A <lah <lah
1.giin <1oA 0 +0,0A <1oA <1oA
4.giin 2.8 +£0.208 3.3 +0.2%8 3.0 £0.22® <]cA
7.giin 3.8 £0.2:C 3.3 +0.0% 3.8 £0.22C 3.0 £0.68
10.giin 5.6 +£0.0°F 7.1 £0.22° 5.9 +£0.3%0 3.9 £0.1¢¢
13.giin 4.9 +0.3%° 6.4 £0.1%C 5.6 +0.5%° 5.0 +0.5¢D
15.giin 7.2 £0.2%F 6.7 £0.1°C 6.1 £0.0° 6.8 +£0.1°F
17.giin - - - 5.7 £0.2%

Petrilerdeki koloni sayisi 30 altinda olan sonuglar <1 olarak gosterilmistir.
-Duyusal bozulma gerceklestigi icin analiz yapilmamustir.
Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harfler satirlar aras1 istatistiksel karsilastirmay1
ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu

gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.26. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan toplam bakteri sonuglari
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Taze ve 1. giinde tim gruplardaki baliklarda toplam bakteri gelisimi sayilabilir
limitlerin altindadir. Ancak yalnizca B grubu i¢in toplam bakteri yiikii 7. giine kadar
sayilabilir limitlerin altinda kalmaya devam etmistir. Toplam bakteri agisindan limit
degere (7 log) D, S ve K gruplarinin sirasiyla 10. giin, 13. giin ve 15. giin de ulastig1
ancak B grubunun 17 giinlik depolama sonunda dahi limit degeri agmadigi
goriilmiistiir. Depolamanin sonlarina dogru diger gruplar ile B grubundaki toplam
bakteri yiikli arasindaki fark kapansa da depolamanin 15. giiniine kadar fark

istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (P<0.05).

Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan Pseudomonas spp. sonuglar1 Cizelge

4.19 ve Sekil 4.27°de verilmistir.

Cizelge 4.19. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan Pseudomonas spp. sonuglari

Pseudomonas spp.

K D S B

Taze 0+0.04 0+0.0% 0+0.0" 0+0.0"
1.giin <1aA <1 <] <1

4.giin 3.1 £0.1°8 4.2 +0.0%8 3.9 +0.0%8 3.2 40.1%8
7.giin 4.9 +0.1%¢ 4.8 +0.2%8 5.1 +0.8%C 4.0 +0.0°¢
10.giin 5.3 +0.1¢¢ 6.8 +0.2%C 5.9 +0.10C 4.1 +£0.0
13.giin 6.8 £0.1°P 7.2 £0.1%° 7.5 +0.22P 6.7 £0.3%
15.giin 9.3 +0.0% 7.2 £0.1°P 7.0 £0.0°° 6.9 +0.0°
17.giin - - - 5.8 £0.2%°

Petrilerdeki koloni sayis1 30 altinda olan sonuglar <1 olarak gosterilmistir.
-Duyusal bozulma gerceklestigi i¢in analiz yapilmamistir.

Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kiiciik harfler satirlar aras1 istatistiksel karsilastirmay1
ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.27. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan Pseudomonas spp. sonuglari

59



Depolama siiresince taze ve 1. giinde sayilabilir limit altinda olan Pseudomonas spp.
4. giinden itibaren tim gruplarda artis gostermistir. Oksitetrasiklin uygulanan
gruplarda 6zellikle de B grubunda bu artisin daha az seviyelerde kaldig1 gozlenmistir.
Kontrol grubunun 15. giinde Pseudomonas spp. yiikii 9.3 log’a ulasirken; D, S ve B
gruplarin yiikii sirastyla 7.2, 7.0 ve 6.9 log olarak kalmistir. Depolamanin 15. giintinde
kontrol grubunun diger gruplarla ve B grubunun diger gruplarla arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmus (P<0.05); D ve S grubu arasindaki fark anlamsiz

bulunmustur (P>0.05).

Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan koliform bakteri sonuglart Cizelge 4.20

ve Sekil 4.28°de verilmistir.

Cizelge 4.20. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan kolifrom bakteri sonugclar:

Koliform Bakteri

K D S B

Taze 0 +0.0A 0+0.04 0 +0.0A 0 +0.0A
1.giin <13 0 +0.0~ <] <1
4.giin <] 0 +0.0A 0 +0.04 <1A
7.giin <1aA <1 <] <1
10.giin 3.1 +0.0%8 2.6 +£0.1°8 <1A <1A
13.giin 4.4 +0.1%¢ 3.6 £0.1°¢ 3.4 +0.1%8 2.8 +0.0B
15.giin 6.8 £0.0%° 5.1 £0.1°P 5.7 +£0.10C 5.0 £0.2°P
17.giin - - - 4.0+0.0%C

Petrilerdeki koloni sayis1 30 altinda olan sonuglar <1 olarak gosterilmistir.

-Duyusal bozulma gerceklestigi i¢in analiz yapilmamistir.

Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kiiciik harfler satirlar aras1 istatistiksel karsilastirmay1
ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P<0.05).

Koliform Bakteri ——K —=D —o—S B
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Sekil 4.28. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan kolifrom bakteri sonuglar:
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Tiim gruplarda koliform bakteri varlig1 7. giine kadar sayilabilir limit altinda kalmistur.
Depolamanin 10. giiniinde ise K ve D gruplarinda koliform yiikii siras1 ile 3.1 ve 2.6
log iken S ve B gruplar1 hala sayilabilir limitin altinda kalmaya devam etmistir.
Depolamanin son giinii istatistiki agidan K grubu ile diger gruplar arasindaki fark
anlamli (P<0.05) iken D, S ve B gruplart arasindaki fark anlamsiz bulunmustur

(P>0.05).

Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan lipolitik bakteri sonuglar1 Cizelge 4.21

ve Sekil 4.29°da verilmistir.

Cizelge 4.21. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan lipolitik bakteri sonuc¢lari

Lipolitik Bakteri

K D S B

Taze <]eA <]aA <1 <1
1.giin 2.5 +0.4%8 S =l <1bA
4.giin 2.8 £0.5% <1hA <1bA <1bA
7.giin 4.8 £0.1%¢ 4.6 +0.1%8 3.9 +0.1°8 <]cA
10.giin 6.9 £0.02° 7.2 £0.0% 6.1 £0.1°C 3.9 +0.1®
13.giin 7.6 £0.0% 7.2 +£0.1°€ 7.8 £0.1%P 6.2 +0.1¢C
15.giin 7.9 +£0.0PE 9.4 +0.02° 7.7 £0.0P° 7.3 £0.3P
17.giin - - - 7.3 £0.1%°

Petrilerdeki koloni sayisi 30 altinda olan sonuglar <1 olarak gosterilmistir.

-Duyusal bozulma gerceklestigi icin analiz yapilmamistir.

Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harfler satirlar aras istatistiksel karsilastirmay1
ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P<0.05).

Lipolitik Bakteri ——K —e—D —e—S —o—B
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Lipolitik bakteri gelisimi oksitetrasiklin uygulanan gruplarda 7. giine kadar sayilabilir
limitin altinda kalmistir ve kontrol grubu ile olan bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (P<0.05). Depolamanin 7. giiniinde K, D ve S gruplarindaki yiik, sirasi
ile 4.8, 4.6 ve 3.9 log olarak tespit edilmistir. B grubunda ise 10. giine kadar artig
goriilmemisken; 10. giinde lipolitik bakteri yiikii 3.9 log olarak bulunmustur. B
grubunun diger gruplar ile farki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05).
Depolamanin sonuna dogru B grubunun lipolitik bakteri yiikii diger gruplara oranla

daha diisiik seviyelerde kaldig1 belirlenmistir.

Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan proteolitik bakteri sonuglar1 Cizelge

4.22 ve Sekil 4.30°da verilmistir.

Cizelge 4.22. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan proteolitik bakteri sonuclar:

Proteolitik Bakteri

K D S B
Taze <] <di <18A <1A
1.giin <1aA <1 <] <1
4.giin <] <] <1A <1A
7.giin 2.7 £0.2%® 2.9+0.1%® 2.7 £0.2%® <1
10.giin 5.0 £0.4°C 5.7 +0.02¢ 3.9 +0.2°C 2.8 +£0.1%
13.giin 6.1 £0.2%° 5.9 +0.1%C 6.1 £0.2%° 5.4 £0.0°C
15.giin 6.8 +0.2% 5.9 £0.1°¢ 5.7 £0.1°P 5.7 +£0.1bC
17.giin - - - 5.5 +0.1%C

Petrilerdeki koloni sayis1 30 altinda olan sonuglar <1 olarak gosterilmistir.

-Duyusal bozulma gerceklestigi i¢in analiz yapilmamistir.

Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kiiciik harfler satirlar aras1 istatistiksel karsilastirmay1
ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P<0.05).

Proteolitik Bakteri ——K —0—=D =#-S B
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Sekil 4.30. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan proteolitik bakteri sonuclari
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Proteolitik bakteri sonuglarina gore K, D ve S gruplarinin 7. giine; B grubunun ise 10.
giine kadar sayilabilir limitin altinda kaldig1 goriilmektedir. Depolamanin 15. giiniinde
K, D, S ve B gruplarmin proteolitik bakteri yiikii sirasiyla 6.8, 5.9, 5.7 ve 5.7 log olarak

tespit edilmis ve oksitetrasiklin uygulanan gruplarin kontrol grubu ile arasindaki fark

anlamli bulunmustur (P<0.05).

Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan maya&kiif sonuglar1 Cizelge 4.23 ve
Sekil 4.31°de verilmistir.

Cizelge 4.23. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan maya&Kiif sonuclar:

Maya&Kiif
K D S B

Taze 0 +0.0% 0+0.0% 0+0.0% 0+0.0%
1.giin <134 <13A <1 0 +0.0A
4.giin <1 <1%A <14 <14
7.giin <18A <134 <1 <1
10.giin 3.9 £0.2%8 3.9 £0.1%8 2.6 £0.4%8 <1°A
13.giin 4.8 £0.1%¢ 4.1 £0.1°%8 4.3 +0.1PC 4.1 +0.0P8
15.giin 5.2 £0.1%° 4.9 +£0.5°C 5.2 +0.22P 4.8 +0.10C
17.giin - - - 5.6 £0.1%°

Petrilerdeki koloni sayisi 30 altinda olan sonuglar <1 olarak gdsterilmistir.
-Duyusal bozulma gergeklestigi i¢in analiz yapilmamustir.
Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harfler satirlar arasi istatistiksel karsilagtirmay1

ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.31. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan maya&Kkiif sonuglari
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Maya&kiif sonuglar1 proteolitik bakteri sonuglari gibi baslangigta sayilabilir limit
degerin altinda kalmistir. Depolamanin ilk giinlerinde K ve D grubun arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (P>0.05). Depolamanin 13.
giinlinde oksitetrasikilin uygulanan gruplarin maya&Xkiif ytikii kontrol grubundan daha
az miktarlarda olsa da depolamanin ilerleyen giinlerinde K, D ve S gruplarinda hemen
hemen ayni miktarlarda gelisme gozlenmistir. Depolamanin 15. giiniinde K, D, S ve B

grubu sirastyla 5.2, 4.9, 5.2 ve 4.8 log olarak tespit edilmistir.

Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan psikrotorofik bakteri sonuclar1 Cizelge

4.24 ve Sekil 4.32°de verilmistir.

Cizelge 4.24. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan psikrotrofik bakteri sonuclari

Psikrotrofik Bakteri

K D S B
Taze <] <] <1eA <1A
1.giin 3.1 +0.228 2.2 +0.28 2.5 +0.1%8 2.6 +0.0%B
4.giin 3.6 +0.2%8 2.6 +0.28 3.0 +£0.00C 2.2 0,298
7.giin 5.4 +0.0%C 5.3 £0.1%C 4.7 +0.0°° 3.2 £1.1¢
10.giin 7.3 £0.2°0 8.0 +0.0% 6.3 +0.1° 4.5 +0.19
13.giin 7.8 £0.1% 7.5 £0.1°° 7.9 £0.0%F 6.5 +0.1°E
15.giin 8.1 £0.0%€ 7.8 £0.0% 7.8 £0.0% 7.4 £0.1°F
17.giin - - - 7.4 £0.1%F

Petrilerdeki koloni sayisi 30 altinda olan sonuglar <1 olarak gosterilmistir.

-Duyusal bozulma gerceklestigi icin analiz yapilmamustir.

Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kiiciik harfler satirlar aras1 istatistiksel karsilastirmayi
ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.32. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan psikrotrofik bakteri sonuclari
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Psikrotrof bakteri yiikiiniin ilk giinden itibaren tiim gruplarda arttig1 ancak kontrol ve
D grubundaki artigin daha hizli olarak 10. giinde limit degeri astig1 tespit edilmistir.
Oksitetrasiklinin sprey ve buz yontemi ile uygulandigi gruplarda ise limit degerin
sirastyla 13. ve 15. giinlerde asildigi belirlenmistir. Psikrotrof agisindan bakteri
yiikiinlin B grubunda depolama boyunca daha yavas bir artisin oldugu gézlenmis ve
istatistiksel agidan bu fark anlamli bulunmustur (P<0.05). Calisma boyunca higbir

grupta Vibrionaceae varligina rastlanamamustir.

4.4.3. Depolanan gruplarin kimyasal analiz sonuclari

Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan TVB-N sonuglar Cizelge 4.25 ve Sekil

4.33’de verilmistir.

Cizelge 4.25. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan TVB-N sonuclar:

TVB-N (mg/100g)

K D S B
Taze 18.82 £0.072¢  18.82+0.07%®  18.82+0.07®®  18.82+0.07%°
1.giin 20.20+£0.58°®  17.65+0.30%¢  19.76 £0.55°C  20.22 +0.43%¢
4.giin 18.60 £1.122€  17.50 +£0.48°%  16.74 £0.96°  17.59 +0.27°F
7.giin 21.37+0.48C  21.46+1.02°¢  18.96+0.22°°  18.25 +0.66"°
10.giin 22.78 £0.36°C  23.61+2.17°¢  20.04 £0.28°C  16.97 +£0.77
13.giin 35.46 £0.74®  36.89 £0.59*®  26.04 £0.20°®2  18.87 £0.82°°
15.giin 52.82 £2.54%  51.73+0.81%  41.41+0.67**  23.00 £0.56®
17.giin - - - 31.26 £0.32%A

-Duyusal bozulma gergeklestigi i¢in analiz yapilmamustir.

Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harfler satirlar aras1 istatistiksel karsilastirmay1
ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.33. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan TVB-N sonuclari
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Ik giin taze cipuralarda TVB-N degeri 18.82 mg/100g olarak belirlenmistir.
Depolamanin 4. giiniinde itibaren tiim gruplarin TVB-N degerlerinde anlamli bir artis
goriilmiis, K ve D gruplarindaki artis diger gruplara oranla daha fazla oldugu
belirlenmistir. K ve D gruplari depolamanin 13. giiniinde simir degerlerini (35
mg/100g) asarken, S grubu 15. giinde tiiketilebilir siir degerini asmistir. B grubu ise
depolama boyunca sinir degerleri igerisinde kalmistir. K ve D gruplar1 arasinda
istatistiksel bir fark goriilmezken (P>0.05), diger gruplar arasindaki fark anlamli

bulunmustur (P<0.05).

Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan TBA sonuglart Cizelge 4.26 ve Sekil

4.34°de verilmistir.

Cizelge 4.26. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan TBA sonuglari

TBA (mg malonaldehit/kg)

K D S B
Taze 0.18 +0.00%F 0.18 +0.00%F 0.18 +0.00%€ 0.18 +£0.00%°
1.giin 0.33 +0.04% 0.27 +0.06°F 0.29 +0.02°  0.35+0.03%°
4.giin 1.42 +0.08%€ 1.36 £0.23%° 0.77 +0.08°° 1.46 +0.04¢
7.giin 1.26 +0.03% 1.09+£0.01°F  1.05+0.02°®  1.35+0.06C
10.giin 2.06 £0.03%° 1.54 £0.05° 1.28 +0.02¢¢ 1.55 £0.12°C
13.giin 2.87+£0.08°C  2.05+0.04°C  2.15+0.07°®  1.94 +0.04®
15.giin 3.21+0.07®  2.81+0.03" 2.4440.06°®®  2.00+0.01%
17.giin 5.30+0.01* 471 £0.02°4  4.94+0.03°A  2.46+0.11°"

Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harfler satirlar aras1 istatistiksel karsilastirmay1

ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu

gostermektedir (P<0.05).
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Calismada kullanilan gipuralarin taze TBA degeri 0.18 mg malonaldehit/kg olarak
belirlenmistir. Depolama boyunca tiim gruplarda istatistiksel olarak onemli artiglar
goriilmiis ve aralarindaki fark anlamli bulunmustur (P<0.05). Depolama sonunda K,
D, S ve B gruplarmin TBA degerleri sirasiyla 5.30, 4.71, 4.94 ve 2.46 mg
malonaldehit/kg olarak tespit edilmistir. Higbir grubun TBA degeri tiiketilebilir sinir
degeri olan 8 mg malonaldehit/kg’1 asmamistir. Ancak depolamanin sonunda D ve S
gruplarinin TBA degeri, B grubunun TBA degerinin yaklasik iki kat1 oldugu net olarak
goriilmektedir.

Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan TMA-N sonuglar Cizelge 4.27 ve Sekil

4.35’da verilmistir.

Cizelge 4.27. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan TMA-N sonuglar:

TMA-N (mg/100g)

K D S B
Taze 0.25+0.03®®  0.25+0.03°  0.25+0.03®°  0.25+0.03*
1.giin 0.11 +0.02%€ 0.12 +0.00% 0.14 +0.02% 0.14 +0.02%°
4.giin 0.30+0.02°®  0.36+0.01*  0.32+0.05°  0.33 +0.02¢
7.giin 0.24 +£0.04®®  0.17+0.02°5  0.20+0.02%  0.24 +0.03*C
10.giin 0.42+0.02®  0.23+0.00°®  0.23+0.02°®  0.21 +0.02*¢
13.giin 1.05+0.03°°  0.83+0.05°°  0.53+0.02°C  0.28 +0.03%
15.giin 2.97 +0.05%® 1.48 £0.068 1.22 +£0.01¢® 0.42 +0.04%8
17.giin 4,70 £0.01*  3.87+0.04"* 378 £0.02°*  1.03 £0.03*

Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harfler satirlar aras istatistiksel karsilastirmay1

ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P<0.05).

TMA-N

1.glin

W”\f"/‘v\

4.giin

7.gln

10.giin

13.giin

Depolama Zamani

15.giin

Sekil 4.35. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan TMA-N sonuclar1
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Calismada kullanilan taze c¢ipuralarin TMA-N degeri 0.25 mg/100g olarak
belirlenmistir. Depolamanin boyunca TBA sonuglarina benzer bir sekilde tiim
gruplarda istatistiksel olarak onemli artiglar goriilmiis ve aralarindaki fark anlamli
bulunmustur (P<0.05). Depolama sonunda K, D, S ve B gruplarinin TMA-N degerleri
sirastyla 4.70, 3.87, 3.78 ve 1.03 mg/100g olarak belirlenmistir. Depolamanin sonunda
B grubunun TMA-N degeri; tim gruplar igerisinde en diisiik sevide oldugu; K
grubunun ise en yiiksek degere sahip oldugu tespit edilmistir. Tiim gruplarin TMA-N

degerleri tiiketilebilir sinir degeri olan 8 mg/100g’1n altinda kaldig1 goriilmistiir.

4.4.4. Depolanan gruplarin fiziksel analiz sonuglar:

Depolama siiresince analiz glinlerinde yapilan pH sonuglar1 Cizelge 4.28 ve Sekil

4.36°de verilmistir.

Cizelge 4.28. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan pH sonuclar:

pH
K D S B
Taze 6.25+0.02°  6.25+0.022°°  6.25+0.02°°  6.25+0.02*C
1.giin 6.26+0.02°®  6.19+0.01°®°  6.19+0.01°°  6.29 +0.01%®
4.giin 6.28 £0.01%° 6.32 +0.02%C 6.35 +0.012C 6.30 £0.02%8
7.giin 6.30 £0.01%° 6.27 +0.02%C 6.29 £0.01%¢ 6.20 £0.01°¢
10.giin 6.40 +0.02%C 6.42 +0.00%® 6.40 £0.01%8 6.30 £0.01°8
13.giin 6.61 +0.03%® 6.58 £0.01%8 6.47 £0.01°8 6.35 +0.01°%8
15.giin 6.75+0.01*  6.80+0.02*  6.66£0.04°A  6.60 +£0.02°A
17.giin 6.75+0.05*  6.75+0.02*  6.66 £0.02°A  6.60+£0.01°A

Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kiiciik harfler satirlar aras1 istatistiksel karsilastirmay1
ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.36. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan pH sonuclari
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Baslangi¢ taze ¢ipura baliklarinda pH degeri 6.25 olarak belirlenmistir. Depolama
stiresince kontrol grubunda siirekli bir artis s6z konusu iken oksitetrasiklin uygulanmis
gruplarda 7. giinde bir disiisten sonra artis gézlenmistir. Depolamanin 13. giiniinden
itibaren 6zellikle K ve D grubunda diger gruplara oranla bu artisin daha fazla oldugu
gozlenmistir (P<0.05). Depolama sonunda K, D, S ve B grubunun pH degerleri
strastyla 6.75, 6.75, 6.66 ve 6.60 olarak tespit edilmistir. K ve D ile S ve B gruplarinin

pH degerleri arasindaki fark istatistiksel agidan anlamsiz bulunmustur (P>0.05).

Depolama siiresince analiz glinlerinde yapilan su aktivitesi sonuglar Cizelge 4.29 ve

Sekil 4.37°de verilmistir.

Cizelge 4.29. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan su aktivitesi sonuglari

Su Aktivitesi (aw)

K D S B
Taze 0.80+0.00®  0.80+0.00®  0.80+0.00°®  0.80+0.00%®
1.giin 0.78 £0.00®®  0.77 +0.00°®  0.77 £0.00°®  0.78 +0.00%
4.giin 0.78 +0.00°8 0.78 £0.008 0.78 +0.00"8 0.79 +0.0028
7.giin 0.79 +0.0028 0.79 +0.0028 0.79 +0.0028 0.79 +0.0028
10.giin 0.82+0.00*  0.83+0.00¥  0.83+0.00¥  0.80 £0.00°®
13.giin 0.83+0.00®  0.83+0.00*  0.83+0.00»  0.81 £0.00°®
15.giin 0.84 £0.00*  0.84+£0.00¥  0.84£0.00**  0.80 +0.00®
17.giin 0.88+0.00  0.8740.00°*  0.89+0.00**  0.84 £0.02°A

Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harfler satirlar aras istatistiksel karsilastirmay1
ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.37. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan su aktivitesi sonugclari
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Laboratuvara getirilen taze ¢ipuralarda su aktivitesi (aw) degeri 0.80 olarak
belirlenmistir. Depolamanin boyunca tiim gruplarin aw degerlerinde ¢ok az artig
meydana gelmis ve istatistiksel olarak aralarindaki farkin anlamsiz oldugu
belirlenmistir (P>0.05). Depolama sonunda K, D, S ve B gruplarinin aw degerleri
sirastyla 0.88, 0.87, 0.89 ve 0.84 olarak tespit edilmistir.

Depolama siiresince analiz gilinlerinde yapilan L* (parlaklik) sonuglart Cizelge 4.30

ve Sekil 4.38°de verilmistir.

Cizelge 4.30. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan L* sonuglari
K D S B

Taze 38.35+2.16%  38.35+2.16%°°  38.35+2.16%¢  38.35+2.16%
1.giin 38.82 £2.19°C  41.48 £0.62°C  40.78 £2.29%®  38.90 +1.65°C
4.giin 41.02+0.76°®  41.94+0.35°C  42.84 +2.28  41.61 +£0.96"®
7.glin 41,38 £0.48°%®  42.20+1.53"®  43.04 £0.51*  42.08 £0.93A
10.giin 41.96+0.84°8 42,89 +1.72%® 4278 £1.20%  42.07 £1.47"
13.giin 43.99 £1.51°4  44.65+0.61%A 42.16+1.36°%  42.30 £1.20%
15.giin 4279 £1.34°%  43.49£0.78%  42.59 +£0.20"*  43.36 £1.26*
17.giin - - - 42.17 £0.68%

-Duyusal bozulma gerceklestigi icin analiz yapilmamistir.

Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kiigiik harfler satirlar aras istatistiksel karsilastirmay1

ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu

gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.38. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan L* sonuclari
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Taze ¢ipura baliklarinin L* degeri 38.35 olarak belirlenmistir. Depolamanin boyunca

tiim gruplarin L* degerlerinde az miktarda artis goriilmiis ve istatistiksel olarak gruplar

arasindaki farkin anlamsiz oldugu belirlenmistir (P>0.05).

Depolama siiresince analiz glinlerinde yapilan a* (kirmizi/yesil) sonuglar1 Cizelge

4.31 ve Sekil 4.39°da verilmistir.

Cizelge 4.31. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan a* sonuclari

a*
K D S B
Taze -0.71 £0.30%  -0.71 £0.30**  -0.71 £0.30**  -0.71 +0.30**
1.giin -0.95+0.59°8  -1.64+£0.47°®  -0.97+0.16"®  -0.61 £0.32*A
4.giin -1.07 £0.54%  -1.51 £0.20°®  -0.86 £0.47°%A  -1.94+0.21°°
7.giin -1.12+0.63°8  -1.88+0.09°  -0.81 £0.30"  -1.75 £0.29°
10.giin -1.52 £0.52%C  -2.06 £0.12°®  -1.31+£0.26%8  -1.75+0.24C
13.giin -1.77 £0.29°¢  -1.70 +0.18°®  -1.37+0.38%®  -1.69 +£0.31°BC
15.giin -2.14£0.48°®  -1.59+0.36°®  -1.62+0.34°°¢  -1.53+0.11%
17.giin - - - -1.52 £0.37%8

-Duyusal bozulma gergeklestigi i¢in analiz yapilmamustir.

Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kiiciik harfler satirlar aras1 istatistiksel karsilastirmayi
ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.39. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan a* sonuclari

Taze ¢ipura baliklarinin a* degeri ise -0.71 olarak belirlenmistir. Depolamanin
boyunca tiim gruplarin a* degerlerinde negatif yonde bir artig (kirmizi renkte azalis,

yesil renkte artig) tespit edilmis ve istatistiksel olarak S grubunun diger gruplar ile
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arasindaki farkin anlamli oldugu belirlenmistir (P<0.05). Yesil renge dogru en fazla
artis genel olarak K ve D gruplarinda goriilmiistiir.

Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan b* (sari/mavi) sonuglar1 Cizelge 4.32

ve Sekil 4.40°de verilmistir.

1zelge 4.04. Depolama suresince analiz gunierinde yvyapiuan sonuciari
Cizelge 4.32. Depol iiresi liz giinlerinde yapilan b* 1

b*
K D S B
Taze -3.62 £0.46%8  -3.62 £0.46%  -3.62+0.46"®  -3.62 £0.46*"
1.giin -3.83£0.50"®  -3.59+0.38%A  -3.54+0.52%8  .3.97 +0.63B
4.giin -3.41 £0.12%  -3.95£0.15% -3.68 £0.12"8 -4.08 +0.309¢
7.giin -3.46 £0.29%  -3.89+0.10°®®  -3.46+0.95"  -3.70+0.17°A
10.giin -3.86£0.25°®®  -3.97 +0.25"8C  -3.47 +0.56* -3.92 +0.50°8
13.giin -3.80 +£0.61°8  -4.01 £0.53°C  -3.76+£0.09%C  -3.83 +£0.62°AB
15.giin 4214019  -4.07+0.66°  -3.70 £0.26°  -3.74 +0.10%
17.giin - - - -3.66 £0.35%

-Duyusal bozulma gerceklestigi icin analiz yapilmamistir.

Ustsel olarak verilen biiyiik harfler siitunlar, kiiciik harfler satirlar arasi istatistiksel karsilastirmayi
ifade etmektedir. Farkli harfler gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.40. Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan b* sonuglari

Taze ¢ipura baliklarinin b* degeri -3.62 olarak belirlenmistir. Depolamanin boyunca
tiim gruplarin b* degerlerinde negatif yonde (sar1 renkte azalis, mavi renkte artis) bir
artis tespit edilmis ve istatistiksel olarak yine S grubunun diger gruplar ile arasindaki

farkin anlamli oldugu belirlenmistir (P<0.05). En fazla artis a* degerine benzer olarak
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K ve D gruplarinda goriiliirken, depolama giinlerine bagh olarak en az artigin ise S
grubunda oldugu tespit edilmistir.

4.4.5. Depolanan gruplarin besin analiz sonuglari

Depolama siiresince analiz giinlerinde yapilan besin kompozisyonu sonuglari Cizelge

4.33’de verilmistir.

Cizelge 4.33. Taze ve depolama sonunda yapilan besin kompozisyonu analiz sonuglari

Besin Kompozisyonu (%0)

Protein Yag Nem Kiil
Depolama Basi | TAZE  18.56+0.41*  10.55+0.82°  68.23 £0.48? 1.64 +0.12°
Depolama Sonu K 17.57 £0.10>  9.00 +0.84>  70.60 +1.07¢ 1.43 +0.03¢
(17. giin) D 16.97 £0.20°  6.74+0.37¢  73.55+1.13>  1.55+0.05"
S 16.53 £0.03°  8.55+0.64°  72.17 +0.81° 1.38 +0.02¢
B 18.23 £0.05°  10.49 +0.72°  67.97 +0.89° 2.57 £0.10°

Ustsel olarak verilen harfler siitunlar aras istatistiksel karsilastirmay1 ifade etmektedir. Farkli harfler
gruplar arasindaki farkim istatistiksel olarak anlaml oldugunu gostermektedir (P<0.05).

Depolama basinda taze ¢ipuralarin %protein, yag, nem ve kiil icerigi sirastyla 18.56,
10.55, 68.23 ve 1.64 olarak belirlenmistir. Depolama sonunda K, D ve S gruplarinin
%protein, yag, nem ve kiil iceriginde istatiksel olarak anlamli bir azalma goriiliirken

(P>0.05), B gruplarinda degisim anlamsiz bulunmustur (P<0.05).
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Insanoglunun beslenmesinde 6nemli bir yeri olan su iiriinleri; uygun avlama, iseleme
ve depolama sartlar1 disinda olduke¢a hizli bozulan bir gida maddesi olarak karsimiza
cikmaktadir. Her ne kadar balik eti hasattan sonra steril olarak kabul edilse de hasattan
sonraki siireglerde yalnizca solungac deri ve i¢ organlarda bulunan mikroorganizmalar
degil ayrica tasima, isleme, depolama gibi yapilan her tiirlii islem sirasinda disardan
kontaminasyon da s6z konusu olmaktadir (Cakl1 ve Kisla, 2003; Oksiiztepe vd., 2010).
Bu ylizden spesifik bozulma etmeni mikroorganizmalarin belirlenmesi ve inhibe edici

yollarin arastirilmasi1 mikrobiyolojik kaliteyi koruyabilmek i¢in 6nem arz etmektedir.

Calisma materyali olarak Mugla ilinin su iriinleri tiretiminde ve ihracatinda 6nemli
yeri olan, iilkemizde sevilerek tiiketilen ¢ipura baligi seg¢ilmistir. Iliman sularda
yasiyan ¢ipurada dogal yasam siirecinde deri, solungag ve sindirim sistemindeki
mikroflora Pseudomonas, Morexella, Acinetobacter, Photobacterium, Aeromonas,
Achromobacter, Flavobacterium, Vibrio, Bacillus, Clostridium, Escherichia gibi
tirlerden olusmaktadir. Calismada oncelikle cipuranin aerobik sartlarda sogukta
muhafaza edildiginde bozulma etmeni olan mikroorganizmalarin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bunun i¢in ag kafes ve toprak havuzdan temin edilen baliklar acrobik
sartlarda +4°C’de depolanmistir. Depolama siiresi, ¢ipuranin raf dmrii tizerine yapilan
diger calismalarla (Grigorakis vd., 2003; Tsironi ve Taoukis, 2010; Parlapani vd.
2013) uyumlu olacak sekilde 16 giin olarak belirlenmistir. Depolama siiresince iki
farkli kaynaktan temin edilen ¢ipuralardan toplam bakteri, lipolitik bakteri, maya&kiif
ve psikrotrofik bakteri ekimleri yapilmistir. Ekim sonuglarina gére hem ag kafes hem
de toprak havuz orneklerinde 6 giin boyunca analizi yapilan bakterilerin geligimi
sayilabilir limit degerin (<1 log) altinda kalmistir (Cizelge 4.2). Her iki kaynaktan
temin edilen ¢ipuralarin toplam mezofilik bakteri yiikii, depolamanin sonuna kadar
ICMSF (1986) tarafindan kabul edilebilir limit deger olarak belirlenmis 7 log
gecmedigi belirlenmistir. Psikrotrofik bakteri agisindan iki grubun da depolamanin
sonlarina dogru limit degeri gectigi belirlenmistir. Baliklara soguk zincirin
uygulandigi g6z oniine alindiginda soguk seven psikrotorof bakterileri artisinin daha
fazla olmasi beklenen bir sonugtur. Diger yandan lipolitik ve psikrotrofik bakteri artis

ag kafes orneklerinde daha hizli gergeklesmistir. Baliklarin kimyasal kompozisyonu
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ve mikroflorast yetistirme, beslenme ve avlanma sekillerine gore farklilik gosterir
(Haard, 1992; Marco vd., 2017). Buna gore ag kafes ve toprak havuz 6rneklerindeki
mikrobiyolojik farkin ¢ipura baliklarinin farkli boyutlarda ve yetistirme ortamlarinin
farkli olmasindan kaynaklanabilecegi ve bu ylizden daha biiylik ve daha yagli olan ag
kafes baliklarinda daha hizli bir artisin goézlemlenmis olabilecegi diistiniilmektedir.
Ancak saklama kosullar1 ayn1 olan iki grubun depolamanin sonunda mikrobiyolojik
yuklerinin de hemen hemen ayn1 oldugu elde edilen sonuglar da goriilmektedir (Sekil

4.1).

Yapilan ¢alismada hem ag kafes hem de toprak havuz orneklerindeki mezofilik ve
psikrotrofik bakterileri ekimlerinden depolama boyunca toplam 155 adet izolat
alimmstir (Cizelge 4.3). Bu izolatlarin hepsine molekiiler tanimlama yapilacak maddi
kaynak bulunmadigindan dolayi, izolatlar gram boyama ve oksidaz test sonuglarina
gore gruplandirilmistir (Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5). Farkli gruplardan olmasina 6zen
gosterilerek secilen izolatlardan 19 tanesine hem API hem de 16S rDNA analizi, 45

tanesine yalnizca API ve 15 tanesine yalnizca 16S rDNA tanimlamasi yapilmistir.

API kit tanimlar1 sonucu ag kafes Orneklerinde mezofilik bakteri izolatlari; A.
junii/johnsonii, P. alcaligenes, A. hydrophila/caviae, P. fluorescens; toprak havuz
orneklerindeki ise A. Iwoffii, P. stutzeri, P. putida, P. fluorescens olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.7). Ag kafes orneklerindeki psikrotrofik bakteri izolatlarinin API
tanimlama sonuglari; P. alcaligenes, Moraxella spp., R. pickettii, A. lwoffii, P.
fluorescens, B. vesicularis, P. stutzeri, O. anthopi, B. cepacia; toprak havuz
psikrotrofik bakteri izolatlar: ise; B. vesicularis, P. fluorescens, S. maltophia, D.
acidovorans, O. anthopi, P. stutzeri, P. orzyhabitans, P. aeruginosa, P. putida, S.
paucimobilis, A.hydrophila/caviae olarak bulunmustur (Cizelge 4.8). Calismamizda

kullanilan ¢ipura baliklarindan alinan izolatlarda H2S bakterilerine rastlanmamustir.

Genetik tanimlama sonuglarina gore ag kafes orneklerinde toplam mezofilik bakteri
ekimlerinden alinan izolatlar A. bouvetii, S. warneri, P. fluorescens group; toprak
havuz 6rneklerindeki mezofilik izolatlar ise A. Iwoffii, P. lundensis, A, gandavensis,
P. fluorescens olarak tanimlanmistir. Psikrotrofik bakteri ekimlerinden elde edilen
izolatlarin genetik tanimlama sonuglari ise ag kafes 6rneklerinde Pseudomonas sp., P.
cibarius, Acinetobacter sp., J. lividum, F. hercynium, P. fluorescens group, P. fragi;

toprak havuz orneklerinde ise Frigoribacterium sp., P. lurida, Flavobacterium sp., A.
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citreus, P. fluorescens, F. frigidimaris, F. branchiarum, A. johnsonii, P. fragi olarak
ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.9).

API Kkitleri ile yapilan tanimlamalar ile genetik tanimalar arasinda bazi farklar
mevcuttur. Yapilan literatiir taramalarinda farkli tanimlama yontemleri ile 6rnegin
hazirlanmasi, kullanilan kiltiir ortami gibi nedenlerden farkli sonuglar elde
edilebilecegi bu ylizden molekiiler tanimlarin mutlaka yapilmas1 gerektigi
vurgulanmaktadir (Fonnesbech Vogel vd., 2005; Béhme vd., 2010; Ugur vd., 2012;
Parlapani vd., 2013).

Tanimlama sonuglar1 genel olarak ele alindiginda az sayida tespit edilen gram negatif
oksidaz negatif izolatlar Acinetobacter spp. (3, 5, 9, 77, 149) olarak belirlenmistir.
Depolamanin ilk giinlerinde her iki kaynaktaki ¢ipuralardan da izole edilen gram
pozitif tiirler ise Frigoribacterium sp., Arthrobacter spp., Stahpylococcus sp. olarak
tespit edilmistir. Depolamanin 12. giiniinden itibaren hem ag kafes hem de toprak
havuzdaki izolatlar gram negatif oksidaz pozitif tiirlerden olusmaktadir. Genetik
tanimlama sonuglarina goére hem ag kafes hem de toprak havuz Orneklerinin

SBO’larmin P. fragi ve P. fluorescens grup oldugu tespit edilmistir.

Calismamiza benzer olarak Parlapani vd. (2013) c¢ipuranin baglangic dominant
mikrofloras: Acinetobacter, Shewanella, Pseudomonas ve Flavobacterium tiirlerini
icerirken iken bozulma etmeni mikroorganizmalar1 Acinetobacter, Pseudomonas ve
Shewanella olarak tespit etmislerdir. Ayrica Parlapani vd. (2014)’nin ¢ipura baliginin
farkli sartlar ve sicakliktaki bozulma mikroflorasini belirledikleri diger bir ¢alismada
tim deneme kosullar1 altinda Pseudomonas spp.’nin dominant oldugunu tespit
etmiglerdir. Calismamizdan farkli olarak H>S (Shewanella putrefaciens) ve
Enterobacteriaceae bakteri tiirlerinin de mevcut oldugunu belirtmiglerdir. Bu
farkliligin ¢ipuralarin temin edildigi sularin kirlilik orani ile ilgili oldugu
diistintilmektedir. Zira kirli kaynaklardan elde edilen baliklarda Enterobacteriaceae
tiirlerinin bozulmadan sorumlu olabilecegi aktarilmistir (Cakli ve Kisla, 2003; Hisar

vd., 2004).

Tryfinopoulou vd., (2002) ¢ipurada baskin olarak bozulmaya neden Pseudomonas spp.
suslarmin hangileri oldugunu belirlemek igin yaptiklar1 ¢alismada P. fluorescens ile
birlikte P. lundensis’in en fazla oldugunu P. fragi ve P. putida suslarinin ise daha az

miktarda bulundugunu ifade etmislerdir. Bu ¢alismada bulunan suslar ¢alismamizla
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benzerlik géstermektedir. Calismamiza benzer diger bir ¢calismada ise Giarratana vd.,
(2016) ¢ipuranin spesifik bozulma organizmalarin1 P. fluorescens, P. putida, P.
syringae, P. fragi, S. putrefaciens ve S. baltica olarak belirtmislerdir. Iyon ve Ege
Denizi’nden temin edilen ¢ipura baliklarinda direkt 16S NGS (kiiltiirden bagimsiz
analiz) yontemi ile yapilan tanimla sonuglarina goére Ege Denizi’ndeki ¢ipuralarda
dominant mikroflora Psychrobacter yanisira Pseudomonas olarak ifade edilmistir.
Iyon Denizi’nden temin edilen &rneklerin dominant mikrofloras1 ise yalnizca

Pseudomonas olarak belirtilmistir (Parlapani vd., 2018).

Gidalarda spesifik bozulma organizmalarinin belirlenmesi {lizerine artan ¢aligmalarla
birlikte bu organizmalari lizerinde bakteriyostatik ya da bakterisid etki gosterebilecek
bilesenlerin arastirilmasi da hiz kazanmistir. Aynmi ortamda bulunan bakteriler
birbirleri ile rekabet igindedir. Ozellikle ortamda besin azaldig1 zaman bakteriler diger
bakterileri 6ldiirmek i¢in gesitli kimyasallar sentezler. Bu tez ¢alismasinda istenmeyen
mikroorganizmalart dldiirmek i¢in yine mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen,
metabolit ad1 verilen bu dogal bilesenlerin etkisi arastirilmistir. Calismada kullanilan
¢ipura baliklarinin dominant mikroflorasi literatiirle uyumlu sekilde Pseudomonas
spp. olarak ortaya konulmustur. Bu tiirler igerisinde bozulmadan sorumlu
mikroorganizmalar P. fragi ve P. fluorescens seklinde belirlenmis ve ¢alismanin

devaminda kullanilacak metabolitler bu izolatlar iizerinde denenmistir.

Nisin, mevinolin ve oksitetrasiklin metabolitlerinin P. fragi ve P. fluorescens tizerinde
oncelikle minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Nisin metabolitinin
128 pg/ml konsantrasyona kadar her iki tiir i¢inde herhangi bir etkisinin olmadig1
tespit edilmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). Mevinolin metabolitinin MiK degerinin ise
her iki bakteri tiirii icinde 32 pg/ml oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).
Ancak ¢ipuranin spesifik bozulma etmeni olarak belirlenen P. fragi ve P. fluorescens
tizerinde sirasiyla 1 ug/ml ve 8 pg/ml ile en diisiik miktarlarda bile etki gosterebilen
metabolit oksitetrasiklin olmustur (Sekil 4.13 ve Sekil 4.14). Calismada yalnizca
belirlenen spesifik bozulma mikroorganizmalarina kars1 degil ayrica gidalarda 6nemli
patojen bakteriler olan E. coli, S. aureus ve P. aeruginosa iizerine de MIK analizleri
yapilmustir. Buna gére nisinin E. coli ve P. aeruginosa kars1 MiK degeri 1024 pg/ml
konsantrasyona kadar tespit edilememistir. S. aureus iizerinde ise 64 pg/ml

konsantrasyonlarinda etkili olabilecegi belirlenmistir. Mevinolin ve oksitetrasiklin
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metabolitlerinin konsantrasyonun 128 pg/ml ¢ikmasi durumunda patojenlere karsi

nisinden daha etkili oldugu belirlenmistir.

Scarano vd., (2018) ¢ipuradan (Sparus aurata) izole ettikleri 104 Aeromonas spp karsi
15 antibiyotigin MIK degerini mikrodiliisyon ydntemi ile dl¢tiikleri ¢alismalarinda
0.06 pg/mlP’den 128 pg/ml’ye kadar antibiyotik konsantrasyonlarini denemislerdir.
Oksitetrasiklinin ¢ipuradan elde edilen Aeromonas tiirlerine karst MIK90 degeri
16 ug/ml olarak bulunmustur. Yapilan baska bir ¢alismada portakal, greyfurt ve
limondan elde edilen R(+) limonenden (LMN) 2, 4 ve 8 ul kullanilarak disk difiizyon
yontemi ile cipura filetolarindan elde edilen spesifik bozulma organizma suslari
tizerinde etkisi arastirillmigitr. S. putrefaciens lizerinde ozellikle 8 pl’nin giicli
etkisinin oldugu diger suslar {izerinde etkisinin daha zayif oldugu bildirilmistir. Tiim
bakteriler iizerinde 2 pl’nin herhangi bir etkisinin goriilmedigi aktarilmistir
(Giarratana vd., 2016). 9 antibiyotigin mikrodiliisyon metodu ile E. coli iizerindeki
minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin arastirildigir diger bir calismada da
oksitetrasiklinin E. coli {izerinde MIK90 degeri 8 pg/ml olarak bildirilmis ve 1 ile 128
pg/ml gibi genis bir aralikta etkiye sahip oldugu aktarilmistir (Boer vd., 2015).

Nisin ile yapilan MIK denemeleri sonucu gram negatif bakteriler iizerinde
antimikrobiyal bir etki gostermedigi belirlenmistir. Yapilan farkli ¢alismalar ile nisinin
hiicre duvarindan kaynakli olarak gram negatiflere karsi antimikrabiyal -etki
gosteremedigi aktarilmistir (Cleveland vd, 2001; Williams ve Delves 2003; Field vd.,
2012; Gharsallaoui vd., 2016). Yiiriitiilen tez ¢calismasinda ise Pseudomonas gibi gram
negatif bakteriler iizerinde duruldugu i¢in ¢ipuraya uygulanacak metabolit

soliisyonunda nisin kullanim1 uygun goriilmemistir.

Mevinolin metabolitinin kullaniminin balik tiikketimini fonksiyonel gida agisindan one
cikarabilecek olmasina karsin, caligma bulgularina gore ¢ipuranin spesifik bozulma
mikroorganizmalari iizerindeki MIK degerinin oksitetrasiklinden daha fazla oldugu
ortaya cikmaktadir. Ayrica tipta kullanilan kolestrol diisiirici bu metabolitin
maliyetinin oldukc¢a yiiksek olmasi sebebi (litre bagina yaklagik 3.700 TL) ile balik
tireticilerinin tercih edebilecegi bir secenek olmaktan ¢ikmaktadir. Bu yiizden diisiik
miktarlarda etkili olabilen ve fiyat agisindan hem iiretici hem de tiiketiciye ek bir kiilfet
getirmeyecek olan oksitetrasiklin (litre basina yaklasik 50 kurus) metabolitinin tezin
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ileriki asamasinda metabolit soliisyonu olarak ¢ipuraya uygulanarak raf dmrii ve et

kalitesi iizerine etkilerinin denenmesinin daha uygun oldugu ortaya ¢ikmistir.

Cipurada metabolit soliisyonu uygulamasina gegilmeden once oksitetrasiklinin
belirlenen MIK degerine uygun sekilde hazirlanan 6n soliisyonun 48 saat boyunca
+4+3°C’de muhafaza edilmis ve belirli araliklar ile P. fragi, P. fluorescens ve P.
aeuroginosa iizerindeki inhibisyon zonlar1 ve pH degeri (Ek B) 6l¢iilmistiir. P. fragi
icin en biiyilik inhibisyon zonu soliisyonun hazirlanmasindan 1 saat sonra yapilan
analiz 22.6 mm olarak ol¢iilmiistiir. P. fluorescens igin en biiylik inhibisyon zonu 2
saat sonunda yapilan 6lgiimlerde 12.1 mm olarak tespit edilmistir. Soliisyonun genel
olarak P. aeuroginosa iizerine etkisinin olmadig1 ancak 8 saatlik soliisyonda 10.1 mm

inhibisyonun zonun gerceklestigi gézlemlenmistir (Cizelge 4.10).

Oksitetrasiklin her ne kadar mikroorganizmalardan tiretilen dogal bir bilesen olsa da
antibiyotik katagorisi altinda yer almaktadir (TKB, 2003). Bu yiizden ¢ipuraya direkt
uygulanmasi halinde endiselere neden olabilir. Ancak JECFA (2002) tarafindan
oksitetrasiklinin  diisiik derecede toksisiteye sahip ve tetrasiklinler veya
kombinasyonlari i¢in giinliik alinabilir dozajin (ADI) 0-30 pg/kg oldugu bildirilmistir.
Insanlarda yapilan ¢alismada NOEL (deney hayvanlarinda saptanabilir ters bir etki
olusturmayan, kg-viicut agirlig1 bagina diisen maksimun mg madde miktari) degerinini
2 mg/giin (giinde 33 pg/kg esdeger) oldugu aktarilmistir. Tetrasiklinler i¢in MRL
(maksimum kalint1 limiti) olarak tahmini giinliik alim miktar1 ise 0.37 mg/giin olarak
belirtilmistir  (JECFA, 2002). Calismada soliisyon olarak kullanilacak
oksitetrasiklinin, belirlenen bu limit degerlerin ¢ok altinda olmasi antibiyotik

endisesini bir nebze gidermektedir.

Aragtirilmasi gereken diger bir konu antibiyotigin dokularda birikimidir. Vorbach vd.,
(2019)’nin ele aldiklar1 galismada oksitetrasiklin antibiyotigini Devario aequipinnatus
baligina oral yoluyla vermektense farmakokinetik daldirma banyo terapisi i¢in farkl
konsantrasyon denemeleri yapmuslardir. Baliklar 0, 25, 50, 100 mg/I
konsantrasyonlardaki oksitetrasiklin banyosunda 6 saat; 200, 300, and 400 mg/I
konsantrasyonlardaki oksitetrasiklin banyosunda 12 saat siire ile tutulmustur. Daha
sonra kan ve kas dokularindaki oksitetrasiklin miktarinin belirlenen 1 pg/ml
maksimum serum konsantrasyonu (Cmax) degerine ulasip ulasamadig1 incelenmistir.

12 saat boyunca 400 mg/l oksitetrasiklin banyosunda tutulan baliklarin kan ve kas
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dokularindaki Cmax degerinin 1 pg/ml gectigi belirtilmistir. Oksitetrasiklinin
yartlanma 6mrii kanda 10.27 ve kasta 15.02 saat olarak tespit edildigi aktarilmistir.
Oksitetrasiklinin banyo terapisi ile ¢ipura baliklarina uygulandigi diger bir ¢alisma da
17 ila 18°C’deki su sicakliginda 24 saat boyunca 50 pg/ml OTS konsantrasyonu
kullanilarak gerceklestirilmistir. 24 saat sonunda kas/deri ve plazmadaki OTS
seviyelerinin tespit edilebilir oldugu ve sirastyla 0.096 pg/g ve 0.047 pg/ml olarak
olgiildiigii bildirilmistir. (Rigos vd., 2006). Yapilan her iki ¢alismada da kas ve
dokulardaki oksitetrasiklin miktarlarinin JECFA (2002) tarafindan belirlenen ADI,
NEOL ve MRL degerinin altinda oldugu agiktir. Ayrica ¢calismamizda oksitetrasiklin
kullanim1 ¢ok daha az miktarlarda (ml’de 8 pg) ve daldirma/spreyleme yontemleri

icin uygulama siiresi cok daha kisadir.

Calismamiz acisindan olumlu diger bir arastirma sonucunun ise Ueno vd., (1999) nin
marketlerde satisa sunulmus 12 tiir balikta, oksitetrasiklin kalintisinin belirlenememis
olarak aktarilmasidir. Ulusal kalint1 programi kapsaminda yetistirilen su iiriinlerinde
olmas1 gereken maksimum kalint1 limitleri oksitetrasiklin i¢in < 100 ppb olarak
verilmistir. Ankara ve Izmir bolgesinde {ic farkli alabalik ciftliginden, ii¢ farkli
donemde 20’ser adet olmak iizere alinan toplam 120 adet Ornekte oksitetrasiklin
kalintisina rastlanmadig1 ifade edilmistir (Ozdemir, 2010). Tetrasiklinler siit,
antiasitler, demir bilesikleri, kasiyum, magnezyum, aluminyum gibi bilesikler ile
alindiginda sindirim sisteminden emiliminin azaldig1 bildirilmistir (Ozaras vd., 2002).
Su tirtinlerinin 6zellikle kalsiyum ve magnezyum agisindan zengin oldugu goz 6niinde
tutulursa  oksitetrasiklinin  baliklara dogal koruyucu olarak kullanilirken

bagirsaklardaki emiliminin daha az olabilecegi diisiiniilmektedir.

Oksitetrasiklinin raf 6mrii calismalarinda olumsuz olarak degerlendirilebilecek husus
antibiyotik diren¢ kazanimidir. Turtura vd., (1990) tavuk karkaslarindan izole edilen
koliform bakteriler E. coli, Enterobacter spp., Citrobacter spp., Klebsiella spp. ve
Serratia spp., antibiyotik direnglerini test ettikleri ¢alismalarinda 30 pg/ml tetrasiklini
disk difiizyon yontemi ile uygulamislar ve sonugta %85 ile E. colinin en direngli
oldugunu onu sirasiyla %35 Citrobacter, %21 Klebsiella, %14 Serratia ve %12 ile
Enterobacter suslarinin izledigini bildirmislerdir. Ancak yine de su driinleri
yetistiriciliginde bakteriyel hastaliklarla miicadelede oksitetrasiklin ve tetrasiklinin
bakteriler tizerindeki etkinliklerinin yiiksek olmasi sebebi ile kullaniminin dah giivenli

olacagi tavsiye edilmektedir (Capkin vd., 2015). Oksitetrasiklinin veteriner ilaci olarak
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satilan prospektiisiinde Gram pozitif aeroblar (Bacillus sp., Corynebacterium sp.,
Erysipelothrix rhusiopathia, L. monocytogenes ve Streptococci) ve Gram negatif
bakterilere (Actinobacillus sp., Bordetella sp., Francisella tularensis , Haemophilus
sp., Pasteurella multocida, P. haemolytica, Yersinia sp., Campylobacter fetus,
Borrelia sp., Leptospira sp., Moraxella bovis) kars1 etkisinin iyi derecede oldugu
yoniinde ibare bulunmaktadir. Staphylococci, Enterococci, Enterobacter sp. ve
Enterobacteriaceae familyasina dahil Enterobacter sp., E.coli, Klebsiella sp., Proteus
sp., Salmonella sp., tiirlerine karsi etkisinin degisken oldugu ifade edilmektedir.
Tetrasiklinlere direngli olan tiirler ise Mycobacterium sp., Proteus vulgaris, P.
aeroginosa, Serratia sp., Mycoplasma bovis ve M. hyopneumoniae olarak
aktarilmaktadir (Anonim, 2005). Bu tez ¢alismasinda kullanilan bakterilerin direng

kazanip kazanmadig1 halen arastirilmasi gereken bir nokta olarak kalmaktadir.

Son olarak oksitetrasiklin soliisyonu ¢ipura baliklarina 3 farkli metotla uygulanarak
duyusal, mikrobiyolojik, kimyasal, fiziksel kalitesine ve besin kompozisyonundaki
degisimlere bakilmistir. Oncelikli olarak gidalarda duyusal kalite raf &mriinii
belirleyen en 6nemli unsur olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Duyusal olarak kotii olan bir
tirtin mikrobiyolojik ya da kimyasal agidan bozulmamis dahi olsa tiiketiciler tarafindan

tercih edilmez (Varlik vd., 1993).

Tez caligmasinda temin edilen 6rnekler laboratuvara getirildiginde deri, goz, solungac,
doku, koku ve dis goriiniis kriterleri agisindan panelistler tarafindan “en iyi kalite”
olarak degerlendirilmistir. Depolamanin ilk giinlerinde tiim gruplar en iyi kalite ve 1yi
kalite arasinda degerler almistir. K, D ve S gruplarmin pek ¢ok duyusal kriter i¢in 10.
giine kadar tiiketibilir oldugu B grubunun ise 5 ginliik fark ile 15. giine kadar
tilketilebilir oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.11-4.17 ve Sekil 4.19-4.25). Buz
seklinde uygulanan oksitetrasiklinin duyusal agidan kontrol grubuna gore ¢ipuralarin
raf Omriinii 5 giin uzattig1 yapilan analiz sonuglari ile ortaya konmustur. Yapilan diger
bir calismada buzlanarak sogukta muhafaza edilen ¢ipuralarin 9 giinliikk duyusal analiz
degerlendirmeleri sonucu siir degeri asmadigi aktarilmistir (Erdem ve Cakli, 2018).
Cipura baliklarini Iyon ve Ege Denizi’den ayri ayr1 temin edilerek yapilan farkli bir
calismada sonuglarimizla uyumlu olarak baslangigta duyusal kalitesinin mitkemmel
oldugu ve orneklerin iki farkli denizden temin edilmesine ragmen duyusal olarak raf

Omiirleri arasinda farklilik olmadig: belirtilmistir. Depolama sicaklik derecelerine gore
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0, 4 ve 8°C’de sirasiyla 14, 6 ve 3 giine kadar duyusal olarak tiiketilebilir oldugunu
kaydetmislerdir (Parlapani vd., 2018).

Portakal, greyfurt ve limondan elde edilen ugucu yaglardaki aromatik ana bilesen olan
R(+) limonenin (LMN) uygulandig ¢ipura filetolar1 15 giin boyunca 2°C’de vakum
altinda depolanmustir. Diisiik konsantrasyonlardaki limonen miktarinin duyusal olarak
belirgin bir etkisinin olmadig1 ancak daha yiiksek konsantrasonlarda limon kokusunun
hissedildigi kaydedilmistir. Duyusal agidan kontrol grubunun 9. giinde kabul edilemez
oldugu %0.8 limonen uygulanan grubunun 12. giinde %1.2 ve %1.6 limonen
uygulanan gruplarin ise 15. giinde panelisler tarafindan ret edildigi bildirilmistir.
Limonenin ¢ipura baliklarinin raf dmriinii uzattig1 ve duyusal olarak hos bir katkisinin
oldugu ifade edilmistir (Giarratana vd., 2016). Y1ldiz anason esansiyel yagi, polilisin
ve nisin karisiminin nanoemiilsiyon esasli aktif kaplama olarak et {iriiniine uygulandigi
calismada elde edilen duyusal analiz sonuglarina gore, etin renginin, kokusunun ve
genel kabul edilebilirliginin iyi bir sekilde muhafaza edildigini aktarmislardir (Liu vd.
2020).

Mikrobiyolojik acidan bir giday1 koruyabilmek kalite ve saglik agisindan oldukga
onemlidir. Su driinleri gibi mikroorganizmalara kars1 savunmasiz bir gidada
antimikrobiyal koruyucular 6nem kazanmaktadir. Calisma i¢in laboratuvara getirilen
cipura Orneklerinde baslangi¢ toplam bakteri yiikii sayilabilir limit degerin altinda
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.18). Cipura filetolarin marine edildigi ve
1sinlamanin etkisine bakildigi diger bir calismada ise baslangi¢ toplam mezofilik
bakteri yiikii 4.2 log olarak bulmuslardir (Chouliaro vd., 2005). Dikel (2012)
tarafindan yapilan calismada taze ¢ipuranin etindeki toplam mezofilik bakteri yiikii
1.65 log olarak tespit etmislerdir. Yapilan farkli bir galismada baslangic toplam bakteri
yikii 3.9 log olarak belirtmislerdir (Parlapani vd., 2014). Baslangi¢ yiiklerindeki
degisimler baliklarin fileto olup olmadigina ve analize alinana kadar gecen siirede

gordigii islemlere gore degismektedir.

Depolamanin ilerleyen giinlerinde K, D ve S gruplarinda toplam bakteri yiikiindeki
artis B grubuna oranla daha fazla olmustur. Toplam bakteri agisindan yalnizca K grubu
15. giinde tiiketilebilir limit degerin tstiine ¢ikmustir. D ve S grubu 6.7 ve 6.1 log ile
limit degerine oldukga yakin olarak tespit edilmistir. Depolamanin 17. giiniinde bile B

grubu tiiketilebilir limit degeri gegmemis oldugu tespit edilmistir. Oksistetrasiklinin
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Ozellikle buz olarak uygulanmasinin toplam bakteri {izerinde etkili oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.18 ve Sekil 4.26).

Parlapani vd., (2018) Iyon ve Ege Denizi’nden alman ¢ipuralarda baslangi¢ toplam
bakteri miktarni 4.5 log olarak tespit etmislerdir. Cipura baliklarini 0, 4 ve 8°C’de
saklayarak bakteri yiikleri ve cesitlerini ortaya koymuslardir. Iyon Denizi’nden elde
edilen ¢ipura baliklarinin duyusal olarak bozuldugu noktadaki toplam bakteri yiikii 0,
4 ve 8°C’de sirasiyla 7.71 (14. giin), 8.21 (6. glin) ve 7.74 (3. giin) log iken ayn1 sira
ile Ege Denizi’nden gelen baliklarda ise 7.42 log (14. giin), 8.03 log (6. giin) ve 7.55
log (3. giin) olarak belirtilmistir.

Andrés- bello vd., (2015) ¢ipura filetolarin1 vakum emprenye teknigi ile nisin iireten
bakteri soliisyonu ve nisin ile muamele ettikleri ¢aligmada kontrol grubunun baslangic
toplam bakteri yiikii 2.8 log iken depolamanin sonunda (15. giin) 8.5 log’a ulastigi
bildirilmigtir. LAB sollisyonuna daldirilan gruplarda depolama boyunca toplam
bakteri yiikii beklenildigi gibi yiiksek ¢cikmig ve 7.1 ve 7.5 log araliginda oldugu
aktarilmistir. Ancak bu yiikiin LAB bakterilerinden kaynaklandigi LAB bakterileri
disinda toplam mezofilik bakteri artisinin sinirlandigi ifade edilmistir. Nisin soliisyonu
uygulanan gruplarda baslangi¢ degeri 2.63 log ile kontrol grubuna yakin iken zamana
bagli olarak kontrol grubundaki artistan farkli olarak toplam bakteri degerinin 6. giinde

5.3 log olarak kaldig: aktarilmistir.

Limonenin (LMN) 15 giin boyunca 2°C’de depolanmis ¢ipura filetolarinin raf dmrii
tizerindeki etkisinin arastirildig ¢alismada ¢ipura baliklarinin baglangic SBO yiikii 3.5
log olarak tespit edildigi aktarilmistir. Kontrol grubunun 6. giinde limit degeri gegtigi,
15 giinliik depolama sonunda kontrol grubu 8.6 log’ya ¢ikarken %0.8’lik grubun 7 log,
%1.2’lik grubun 6.9 log ve %1.6’lik grubun ise 6.5 log’da kaldig: bildirilmistir.
Filetolara %0.8, %1.2 ve %1.6 oraninda limonen igeren aygicek yagi uygulanmig
gruplarda kontrol grubuna oranla mikrobiyolojik artis daha az kaydedilmistir
(Giarratana vd., 2016).

Aerobik sartlarda saklanan balik ve et iiriinlerinde Pseudomonas spp.’nin dominant
mikrooganizma oldugu belirtilmektedir (Gram ve Huss, 1996; Kyrana vd., 1997).
Belirlenen bozulma etmeni mikroorganizmalarin da iginde yer aldigi Pseudomonas
spp. baslangicta tespit edilememistir. Ancak 4. giinden itibaren O6zellikle kontrol
grubunda hizla yiikselerek 15. giinde 9.3 log’a ulastig1 belirlenmistir. Oksistetrasiklin
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uygulanan gruplarda bu artis cok daha az seviyelerde kalmis, 6zellikle buz uygulamasi
15. glinde 6.9 log ile en diisiikk degeri almistir (Cizelge 4.19 ve Sekil 4.27).
Oksistetrasiklin uygulamasinin Pseudomonas spp. iizerine en az 2 log diisiis sagladigi
ortaya konmustur. Tsironi ve Taoukis (2010) ozmotik 6n islem, MAP ve nisin
uygulama kombinasyonlarinin ¢ipuranin raf émrii tizerindeki etkilerini inceledikleri
calismada baslangic Pseudomonas spp yikiinii 2,9 log olarak tespit etmislerdir.
Bulgular arasindaki bu farkin, ¢alismalarda farkli tipte materyal (biitlin balik/fileto)
kullanimindan kaynaklandigi diistintilmektedir. Parlapani vd. (2014) ¢ipura baliklarini
aerobik kosullarda ve MAP paketleme ile farkli sicakliklarda depoladiklari ¢alismada,
Pseudomonas spp. yiikiiniin sicakliga bagli olarak aerobik sartlar i¢in 8 — 8,5 log, MAP

icin 7 — 8 log araliginda oldugunu belirtmislerdir.

Enterobactericeae gida sanayisinde 6nemli bir bakteri grubudur. Ozellikle kirli
sulardan avlanilan baliklarda ya da avlandiktan sonra ge¢ sogutma uygulandiginda
bozulmada 6nemli rol oynamaktadir. Koliform grubu bakteriler bu aileye dahil
bakterilerdir ve hijyen eksikligi gostergesidir (Bohme vd., 2010; Ganguly ve Bordoloi,
2014; Andrés-Bello vd., 2015). Calismada kullanilan taze ¢ipura baliklar1 koliform
bakteri agisindan temiz bulunmus ve depolamanin 7. giiniine kadar koliform bakteri
yikii sayilabilir limit degerin altinda kaldigr goriilmiistiir. Depolamanin sonunda
kontrol grubu ile oksitetrasiklinin daldirma ve sprey olarak uygulandigi gruplar
arasinda bir farkin olmadigi tespit edilmistir. Koliform grubu bakteri {izerinde
oksistetrasiklinin inhibe edici bir etkisinin oldugu sonucuna varilmstir (Cizelge 4.20
ve Sekil 4.28). Calismamiza benzer olarak nisinin ve laktik asit bakterileri igeren
soliisyonun ¢ipura baliklarina daldirma yontemi ile uygulandig: diger bir ¢caligmada
Enterobactericeae i¢in kontrol grubunda hizli bir artisin s6z konusu oldugu ve
depolama sonunda 3.78 log (kob/g) degerine ulastigi ifade edilmistir. LAB soliisyonu
uygulanan grupta 10 giin boyunca soliisyonun koruyucu etkisi gézlense de depolama
sonunda kontrol grubuna yakin bir deger bulundugu aktarilmistir. Ancak nisin
uygulanan grupta Enterobactericeae yiikii 15. giinde 2 log olarak tespit edilmistir.
Nisinin bu grup bakteriler {izerinde bakteriyostatik etkisinin oldugu vurgulanmistir

(Andrés- bello vd., 2015).

Lipolitik bakteri gelisimi kontrol grubunda diger gruplara oranla daha hizl gelismistir.
Oksitetrasiklin her ne kadar depolamanin baslangicinda lipolitik bakteri gelismini

yavaglatmis olsa da depolamanin sonuna dogru etkisini kaybetmistir. Depolamanin 15.
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giiniinde K, D, S ve B gruplarinin sirastyla 7.9, 9.4, 7.7 ve 7.3 log olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.21 ve Sekil 4.29).

Proteolitik bakteri ac¢isindan oksitetrasiklinin daha etkili oldugu go6zlenmistir.
Ozellikle buz uygulamasinda proteolitik bakteri gelisimi kontrol grubuna oranla 1 log
(kob/g) daha diisiik seviyede kalmistir (Cizelge 4.22 ve Sekil 4.30).

Caligmamizdaki taze ¢ipura etinde maya&kiif hi¢cbir grupta goriilmemistir. Maya&kiif
baliklarda daha c¢ok deri lizerinde bulunmakta ete bulasimi zaman igerisinde
gerceklesmektedir (Hisar vd., 2004). Depolamanin ilk giinlerinde gruplardaki
maya&kiif gelisimi sayilabilir limit degerin altinda kalsa da 10. glinden itibaren K, D
ve S grubunda artis s6z konusudur. Depolamanin 15. giinlinde B grubunun maya&kiif
yiikii 4.8 log ile diger gruplara oranla daha diisiik seviyerlerde kalmistir (Cizelge 4.23
ve Sekil 4.31).

Su drtnleri ¢abuk bozulan bir gida grubu oldugu igin hasattan hemen sonra
sogutulmal1 ve tiiketiciye kadar bu soguk zincir kirtlmamalidir. Ancak psikrotrofik
bakteriler gibi soguk seven bakteriler soguk zincir altinda da gelisebilmekte ve
bozulmaya neden olmaktadir. Depolamanin ilk giiniinde psikrotrof bakteri yiikii tiim
gruplar igin sayilabilir limit degerin altinda olarak bulunmustur. Depolama boyunca
oksitetrasiklinin daldirma yontemi ile uygulanmasinin psikrotrof bakteri {izerinde
herhangi inhibe edici etkisinin olmadig1 gdézlemlenmistir. K ve D grubu 10. giinde
tikketilebilir limit degeri gegmistir. S grubu 13. giinde 7.9 log ile limit degeri gegmisken
B grubu 15. giine kadar bu degerin altinda kalmistir (Cizelge 4.24 ve Sekil 4.32).
Psikrotrofik bakteri agisindan degerlendirildiginde oksistetrasiklinin buz olarak
uygulamasi ¢ipura baliklarinin raf 6mriinii kontrol grubuna gore 5 giin kadar uzattig1

ortaya konulmustur.

Calismamizda Vibronaceae grubuna rastlanmamistir. Bu ¢ipuralarin temin edildigi
sularin temiz oldugunu ve depolama sirasinda bulasma kaynagmin olmadiginin

gostergesidir (Ganguly ve Bordoloi, 2014).

Baliklarda olusan TVB-N, esas olarak proteinlerin ve protein olmayan azotlu
bilesiklerin pargalanmasi sonucu olusan amonyak ve primer, sekonder, tersiyer
aminlerden olustugu ve bozulma indikatorii olarak kullanildigi bildirilmistir (Hisar
vd., 2004; Ganguly ve Bordoloi, 2014). Taze baliklarda TVB-N degeri 5 — 20 mg/100g

(Parlapani ve Boziaris, 2016) arasinda oldugu tiiketilebilir limit degerinin ise 30 — 35
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mg/100g olarak aktarilmistir (EC 2005; Ganguly ve Bordoloi, 2014). Laboratuvara
getirilen ¢ipura baliklarinda TVB-N degeri 18.82 mg/100g olarak tespit edilmistir. K
ve D gruplarindaki TVB-N artis1 13. giinde sirasiyla 35.46 ve 36.89 mg/100mg ile; S
grubu ise 15. giinde 41.41 mg/100g ile sinir degeri gegmistir. B grubu depolama
boyunca sinir degerini gegmemistir (Cizelge 4.25 ve Sekil 4.33). Cipura filetolarinin
LAB soliisyonu ve nisin soliisyonu ile muamele edildigi ¢aligmada +4°C’de 15 giinliik
depolama sonucu LAB sollisyonu uygulanan gruplarda TVB-N degeri 11.5 mg /100g;
nisin soliisyonu uygulanan grupta ise 11.0 mg/100 g olarak tespit edildigi ve
calismamizdaki B grubuna benzer sekilde depolama boyunca limit degerini

asmadiklar1 aktarilmistir (Andrés-Bello vd., 2015).

Baliklarda o6nemli kalite kriterlerinden biri lipit oksidasyonu sonucu olusan
malonaldehitlerin  gostergesi TBA degeridir (Uretener, 2009; Dikel, 2012).
Laboratuvara getirilen taze ¢ipura baliklarinda TBA degeri 0.18 mg manolaldehit/kg
olarak tespit edilmistir. Dikel (2012) ¢ipura baliklarini kitosan eklenen jelatin ile
kapladigi tez ¢calismasinda taze baliklarin TBA degeri, 0.16 mg manolaldehit/kg olarak
bildirilmistir. Baliklarin tizerine yiiksek hidrostatik basing uygulamalarinin kalite ve
raf Omrii lizerine etkilerinin incelendigi diger bir ¢alismada taze ¢ipura baliginin TBA
degeri Kontrol grubu icin 1.53 mg manolaldehit/kg olarak aktarilmistir (Uretener,
2009). Baslangic TBA degeri baligin tiirii, yag miktari, mevsim vb. faktorlere gore
degisse de taze balik eti i¢in genellikle 1-2 mg manolaldehit/kg olarak bildirilmistir
(Connell, 1990). Oksidasyona bagli olarak TBA da artmistir. Degolamanin 17.
giniinde K, D, S ve B grublarinin TBA miktar1 5.30, 4.71, 4.94 ve 2.46 mg
manolaldehit/kg olarak tespit edilmistir. Calisma boyunca higbir grup tiiketilebilir sinir
deger olan 8 mg manolaldehit/kg (Alparslan vd., 2019) asmasa da buz olarak
uygulanan oksitetrasiklinin antioksidan olarak etkisinin en yiiksek oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.26 ve Sekil 4.34).

Baliklarin bozulmasina neden olan mikrobiyal aktiviteyi belirlemek i¢in trimetilamin
(TMA) seviyesi kullanilir (Ghaly vd., 2010). Balik tiirlerinin ¢ogu trimetilamin oksit
(TMAOQO) icermektedir. Aeromonas spp., psikrofil Enterobacteriaceae, P.
phosphoreum, S. putrefaciens ve Vibrio spp. gibi bakteriler TMAO’yu anaerobik
solunumda terminal elektron alicis1 olarak kullanarak TMA’ya indirgeyebilir. TMA
baliga oOzellikle karakteristik "balik kokusu” veren bilesendir ancak onun da

indirgenmesi ile bozulma {irtinii bilesikler ve kotii koku ortaya ¢ikmaktadir (Gram ve
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Huss 1996; Soyer, 1999; Hisar vd., 2004; Fonnesbech Vogel vd., 2005). Cipura
baliklar1 laboratuvara getirildiginde TMA-N miktar1 0.25 mg/100g olarak tespit
edilmistir. Depolama boyunca bu deger tiim gruplarda artmistir. Taze veya
dondurulmus baliklarda TMA-N analizine gore kalite siniflandirilmasi 0-1 mg/100 g
(0-5 mg TMA/100 g) birinci kalite; 1-5 mg/100 g (5-26 mg TMA/100 g) satilabilir
kalite; >5 mg/100 g islemeye ve tiketime uygun degil seklinde yapilmaktadir
(Serdaroglu ve Deniz, 2001). Bu siniflandirmaya gore higbir grup depolama boyunca
tiketilebilir limit degeri gegmemisse de B grubu 1.03 mg/100g TMA-N degeri ile
diger gruplar arasinda en diisiik degere sahip olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.27 ve
Sekil 4.35).

Taze baliklarda pH degeri baligin tiirii, biiyiikliigii ve ortam sicakligina gore degisse
de 6.2 ila 6.6 arasinda olmalidir (Soyer, 1999). Cipura baliklarinin baslangic pH degeri
6.25 olarak bulunmustur. Mikroorganizmalarin aktivitesi sonucu amonyak gibi alkali
bilesiklerin birikmesi, pH degerinde artisa neden olur (Ganguly ve Bordoloi, 2014).
Depolama boyunca tiim gruplarda mikroorganizmalarin aktivitesinin artisi ile birlikte
pH degeri de artmaktadir. B grubundaki artis diger gruplara oranla daha az seviyelerde
kalmistir (Cizelge 4.28 ve Sekil 4.36). Cipura filetolar1 iizerinde LAB ve nisin
sollisyonun etkilerinin denendigi diger bir calismada, muamele edilmemis ¢ipura
filetolarin baslangic pH degeri 6.26 olarak bulunmus; LAB soliisyonuna daldirilan
cipura filetolarinin baslangic pH’1 6.23; nisin soliisyonuna daldirilanlarin ise 6.18
olarak tespit edildigi belirtilmistir. Tiim gruplarin depolama boyunca artig gosterdigi
ve nisin ve LAB soliisyon grubu arasinda pH acisindan herhangi istatistiksel bir farkin

olusmadigi ifade edilmistir (Andrés-Bello vd., 2015).

Cipura orneklerinde su aktivitesi laboratuvara getirilen ilk giin 0.80 olarak tespit
edilmistir. Depolamanin ilk giinlerinde aw degerinde bir miktar diisiis meydana gelmis
ancak daha sonra yiikselmistir (Cizelge 4.29). B grubundaki su aktivitesi degisimi 15.
giine kadar istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (P>0.05). Diger gruplardaki su
aktivitesi degerleri 10. giinden sonra taze degere gore istatiksel olarak anlamli bir
degisime  ugramistir  (P<0.05). Besinlerdeki su  aktivitesinin  artmasi
mikroorganizmalarin gelisimini desteklemektedir (Petruzzi vd., 2017). Bu yiizden su
aktivitesindeki bu anlamli artisin K, D ve S gruplarindaki mikroorganizmalarin daha
fazla artmasina ortam saglamis olabilecegi diisiiniilmektedir. Andrés-Bello vd., (2015)

vakum emprenye teknigi ile ¢ipura filetolarin1 LAB ve nisin soliisyonu ile muamele
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ettikleri calismada taze ¢ipura filetolarinin aw degeri 0.99 olarak verilmistir. 15 giinliik
depolama sonucunda kontrol, LAB ve nisin soliisyonu gruplarinin aw degerleri
sirastyla 0.99, 0,98 ve 0,98 olarak bulundugunu ve su aktivitesinde ¢ok biiyiik bir

degisimin olmadigini kaydetmislerdir.

Calisma boyunca renk analizleri yapilmis, Ornekler parlaklik, kirmizi/yesil ve
sari/mavi renk a¢isindan degerlendirilmistir. Cipura baliklarinda baslangic L*, a* ve
b* degerleri sirasiyla 38.35, -0.71 ve -3.62 olarak tespit edilmistir. Depolamanin
ilerleyen gilinlerinde tiim gruplardaki ¢ipura baliklarinda parlaklik (L*) artmustir.
Taskaya vd., (2010) baliklarda parlaklik degeri onemli bir kalite parametresi olarak
degerlendirilmekte oldugunu ifade etmislerdir. Gruplarda kirmizi renkten yesil renge
(@*) dogru bir artis s6z konusudur. Yapilan ¢alismalarda kirmizi rengin (a*) depolama
bagli olarak diistiigli ifade edilmektedir (Erdem ve Cakli, 2018; Dowlati vd., 2013).
Ancak B grubunun a* degerindeki degisim diger gruplara oranla en az seviyede
kalmistir. Cipura baliklarinda depolama boyunca tiim gruplarda mavi rengin arttig1
tespit edilmis ve artisin en az oldugu gruplar sirasiyla S ve B grubu olmustur (Cizelge

4.30-4.32 ve Sekil 4.38-4.40).

Yapilan baska bir ¢alismada LAB ve nisin soliisyonlari vakum emprenye teknigi ile
cipura baliklarina uygulanmistir. Renk analiz sonuglarina bakildiginda kontrol, LAB
soliisyonu ve nisin soliisyonu gruplarinin baglangi¢ L* degerleri sirasiyla 35, 38 ve 36;
a* degerleri — 2,6, -2,2 ve — 1,8; b* degerleri ise 0.38, -1,8 ve — 2,1 olarak bulundugu
bildirilmistir. Calismamizla benzer olarak bu calismada da L* degerlerinde depolama
boyunca artis oldugu aktarilmistir. Renkteki degisimin empresyon sivisindan daha ¢ok

depolama zamanindan kaynaklandig1 vurgulanmistir (Andrés-Bello vd., 2015).

Calisma i¢in temin edilen ¢ipura baliklarinin besin komposizyonu ilk giin %18.56 ham
protein, %10.55 ham yag, %68.23 nem ve %1.64 kiil olarak tespit edilmistir.
Depolama sonunda tiim gruplarin ham protein ve yag degerlerinde, mikrobiyolojik ve
enzimatik faaliyetlerin artmas1 sonucu azalma goriilmiistiir. Ozellike lipolitik bakteri
artiginin fazla oldugu D grubu, ham yag miktarindaki diisiisiin en fazla goriildiigi grup
olmustur. Bunun yaninda B grubunda ham protein %18.23 ve ham yag %10.49 ile
degisimin en az oldugu ortaya konmustur (Cizelge 4.33). Soguk ve sicak
dumanlamanin ¢ipuranin raf émrii ve besin igerigi lizerindeki etkisinin incelendigi

calismada taze cipura baliginin protein, yag nem ve kiil degerleri sirastyla %20.40,
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%2.98, %72.93 ve %1.39 olarak tespit edildigi belirtilmistir (Bilgin vd., 2008).
Yapilan diger bir ¢alismada Yunanistan’da Agustos ve Ocak aylarinda avlanan ¢ipura
baliklarini, 15 giin siire ile kimyasal ve mikrobiyolojik olarak karsilastirmiglardir.
Ocak ayimnda protein, yag nem ve kiil degerleri sirasiyla %18.1, %9.80, %71.1 ve
%1.36 iken, agustos ayinda ayni sira ile %18.1, %10.5, %70 ve %1.24 olarak tespit
ettiklerini belirtmislerdir (Grigorakis vd., 2003). Baliklarin besin iceriklerinin baligin
beslenmesi, olgunlugu, ¢evre sicaklig1 ve boya gore degistigi aktarilmistir (Varlik vd.,
2004). Bu yiizden farkli ¢alismalar ile ¢alismamizda elde edilen sonuglar arasindaki

ufak farkliliklarin ¢ipuralarin farkli yerlerden temin edilmesinden kaynaklandigi

distiniilmektedir.
Sonug olarak:

e Cipura baliklarinin aerobik sartlarda buz ile sogukta (+4+2°C) depolandiginda
spesifik bozulma mikroorganizmalar1 P. fragi ve P. fluorescens olarak tespit
edilmistir.

e Mevinolin, nisin ve oksitetrasiklinin bu mikroorganizmalar iizerinde inhibe edici
etkileri denenmistir. Nisinin gram negatif bakteriler olan P. fragi ve P. fluorescens
tizerinde 128 pg/ml konsantrasyonuna kadar herhangi bir etkisinin olmadigi
belirlenmistir. Mevinolinin her iki bakteri iizerindeki MiK degeri 32 pg/ml olarak
tespit edilmistir. Oksitetrasiklinin ise P. fragi ve P. fluorescens iizerindeki MiK
degeri sirasiyla 1 ve 8 pg/ml olarak tespit edilmistir.

e Daha diisiik miktarlarda etki gosterebilmesi ve fiyatinin uygunlugu nedeni ile
oksitetrasiklin metabolitinin soliisyon olarak kullanilmasinin diger test edilen
metabolitlere goére daha uygun olacagi belirlenmistir. Oksitetrasiklinden
hazirlanan soliisyonun disk diflizyon yoOntemi ile antimikrobiyal etkisi
denendiginde, P. fragi ve P. fluorescens iizerinde sirasiyla 22.6 ve 11.6 mm
inhibisyon zonu olusturdugu gézlenmistir.

e Oksitetrasiklin soliisyonunun daldirma, sprey ve buz yontemleri ile ¢ipura
baliklarina uygulandiginda; buz uygulamasinin diger uygulamalara gére ¢ipuranin
mikrobiyolojik, kimyasal kalitesini ve besin igerigini korudugu, raf Omriinii
duyusal ve mikrobiyolojik agidan Kontrol grubuna goére 5 giin kadar uzattig1 tespit

edilmistir.
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e Oksitetrasiklinin tireticiye ve tiiketiciye ek bir ekonomik kiilfet getirmeden su

tirlinlerinin raf dmriinii uzatmada kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
Oneriler:

e Metabolitlerin soliisyon halinde su firiinleri isleme tesislerine uygulanmasindan
once bir¢ok arastirmanin daha yapilmasi gerekmektedir. Ancak yapilan ¢caligmalar
sonucu kullaniminda herhangi bir sakincanin ortaya ¢ikmamasi ve resmi olarak
yonetmeliklerde yer almasi halinde; halinde glazing isleminde, fileto yikama
suyunda, tesis igerisindeki kisa siireli duraklama noktalarinda buz/soliisyon olarak
kullanim1 6nerilmektedir.

e ileriki caligmalarda oksitetrasiklin uygulamasimin bakteriler iizerindeki gen
degisimlerinin ve diren¢ kazanip kazanmadiginin mutlaka arastirilmasi
gerekmektedir.

e Ayrica bu konudaki en 6nemli nokta oksitetrasiklinin, biitiin baliga veya filetoya,
hangi yontemle uygulanirsa uygulansin, dokulara gecisi ve birikiminin tespit

edilmesi elzemdir.

Yiriitilen tez ¢alismast kapsaminda ilk defa mevinolin yalnizca patojen
mikroorganizmalar tizerinde degil, bozulma etmeni mikroorganizmalar {izerinde de
denenmistir. Balik hastaliklarinda sikg¢a kullanilan oksitetrasiklin ise ilk defa soliisyon
halinde ¢ipuranin raf 6mrii ¢alismalarinda denenmistir. Calisma sonucunda elde edilen
olumlu ve bir o kadar da basarili sonuglarin, mikrobiyolojik metabolitlerin dogal
koruyucu olarak su frtinleri isleme tesislerinde kullanilabilirligine onderlik edecegi
kaginilmazdir. Bu sayede raf omrii kisaligindan kaynakli ortaya ¢ikan ekonomik
kayiplarin Oniine gegcilebilecegi diisiiniilmektedir. Elde edilen arastirma sonuglari;
oksitetrasiklin soliisyonunun ticari olarak degerli diger su iriinleri (karides, yengec,
diger balik cesitleri vb.) Tlzerindeki etkilerinin ortaya konulacagi; farkh
aragtirmalarinda ytiriitiilmesine onderlik edebilecektir. Yalnizca su iirlinleri degil
benzer SBO’lara sahip diger gida ¢esitlerinde de raf dmrii ¢aligmalarinin yapilmasi

mumkindiir.
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EK. A:

Gruplarin Hazirlanma Akis Semasi

AKkis Semasi
Cipuralarin Temini

Kontrol Daldirma | |  Sprey Buz
grubu grubu grubu grubu

(K) (D) (S (B)

A y
o Her bir grup icin ayr1 ayr1 MiK degerine uygun olarak
Hig bir islem

uygulanmadan
yalnizca temiz
straforlara
buz:balik:buz
olacak sekilde
siralanip
kapagi
kapatilarak
+4£2°C’de
depolamaya
alinmustir.

0,144 g oksitetrasiklin tartilmis ve dnceden +4°C’ye
sogutulmus 3 farkli temiz damacana igerisinde
bulunan 18 litre su igerisinde ¢6ziindiirilmustir.

.

Baliklarin
laboratuvara
gelmesinden bir
saat Once
sollisyon
hazirlanmstir.
Hazirlanmis
sollisyon
igerisine 1:1
oraninda olacak
sekilde baliklar
1 dk siire ile
daldirilip
cikartilmistir
Daldirilmis
baliklar
buz:balik:buz
olacak sekilde
temiz straforlara
yerlestirilmistir.

Baliklarin
laboratuvara
gelmesinden bir
saat Oonce
sollisyon
hazirlanmistir.
Getirilen baliklar
1zgara lizerine
dizilerek her bir
ylizeye 2 dk
boyunca
(yaklasik 1.2 1t)
hazirlanmis
sollisyon
puskiirtiilmiistir.
Spreylenmis
baliklar
buz:balik:buz
olacak sekilde
temiz straforlara
yerlestirilmistir.

Bir giin
onceden
hazirlanan
sollisyon buz
haline
getirilmistir.
Elde edilen
buzlar baliklar
getirilmeden
once kirilarak
gelen baliklar
buz:balik:buz
olacak sekilde
temiz
straforlara
yerlestiilmistir.

Tiim straforlarin kapaklar1 kapatilmistir. Ardindan strafor kutularinin altina
delikler agilarak depolama boyunca eriyen buzun uzaklasmasi saglanmistir.
Depolamanin 3, 6, 9, 12, 15 ve 16. giinlerinde her bir gruptan en az 5 adet
balik rastgele alinarak duyusal, mikrobiyolojik, kimyasal, fiziksel ve besin
analizleri yapilmustir.
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EK. B: Oksitetrasiklin Metabolit Sollisyonun Zamana Bagli pH Degerleri

Sicaklik

0) PH

Ik 6lgtim 32.2 7.15
30 dakika 22.2 7.30
1 saat 16.3 7.13

2 saat 10.1 7.22

4 saat 6.1 7.30

8 saat 5.2 7.36
12 saat 5.0 7.37
24 saat 5.3 7.33
48 saat 6.9 7.68
96 saat 4.6 7.65
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Pseudomonas fragi 16S rDNA Sekans Dizilimi
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Pseudomonas flourescens 16S rDNA Sekans Dizilimi
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