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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SARDALYA (Sardina pilchardus) MARINATLARININ OLGUNLASMA VE
OLGUNLASMA SONRASI PROTEIN DENATURASYONUNUN
BELIRLENMESI

Buse Nihan DERICIOGLU

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Dog¢. Dr. Gonca ALAK

Marinasyon, yaygin olarak su, tuz ve diger bilesenlerin kas dokusu icerisine enjeksiyon,
yuvarlama veya daldirma yontemleri ile dagilmasini saglayan bir yontemdir.

Bu caligmada sardalya balig1 (Sardina pilchardus) farkl asitlik derecelerinde (%2,5-5)
marinasyon islemine tabi tutulmustur. Olgunlasma siiresi (22. giinde) ve olgunlasma
sonrast ii¢ aylik depolama doneminde marinat protein denatiirasyonu ve kalite degisimi
belirlenmistir. Denatiirasyon takibi TVB-N, DSC ve SDS-PAGE degerleri ile, kalite
parametreleri ise pH, asitlik, tuzluluk ve lipit oksidasyonu dikkate alinarak her iki donem
icin incelenmistir. Calismanin sonucunda farkli asitlik seviyelerinde olgunlastirilmig
marinatlarda olgunlagma asamasinda TVB-N miktarindaki degisim dnemsiz (p>0,05),
pH, TBARS, asitlik ve tuzluluk miktarindaki degisim ise 6nemli (p<0,05) olarak tespit
edilmistir. Olgunlasma sonrasi déonemde ise TBARS miktarindaki degisim Onemsiz
(p>0,05), DSC, TVB-N, asitlik ve tuzluluk miktarindaki degisimler ise Onemli
bulunmustur (p<0,05). DSC analizleri, depolama sonunda proteinlerin termal
stabilitesinde genel itibariyle bir diisiis meydana geldigini gostermistir. SDS-PAGE
analizinde ise balik kas ve salamura proteinlerinin farkli profiller gosterdikleri tespit
edilmis ve MHC (miyosin), Actin, TM (timin) bantlar1 olgunlagma siiresi boyunca
yogunlugunu kaybetmeye baslamistir.

2019, 57 sayfa
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ABSTRACT

MSc Thesis

DETERMINATION OF PROTEIN DENATURATION OF SARDALYA (Sardina
pilchardus) MARINATES BEFORE AND AFTER THE MATURATION

Buse Nihan DERICIOGLU

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Aquaculture

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Gonca ALAK

Marination is a method that allows the diffusion of water, salt and other components into
muscle tissue by injection, rolling or dipping.

In this study, sardine fish (Sardina pilchardus) was subjected to marination at different
degrees of acidity (2.5-5%). The duration of maturation (on day 22) and three months
after maturation, protein denaturation and quality changes of marinades were determined.
TVB-N, DSC and SDS-PAGE values and quality parameters were examined for both
periods by considering pH, acidity, salinity and lipid oxidation. As a result of the study,
in the maturation period of matured marinades at different acidity levels, while the change
in the amount of TVB-N was found to be insignificant (p> 0.05), but the differences in
pH, TBARS, acidity and salinity levels were found to be significant (p <0.05). In the post-
maturation period, the change in TBARS amount was insignificant (p> 0.05), DSC, TVB-
N, acidity and salinity changes were found to be significant (p <0.05). DSC analysis
showed that there was a general decrease in the thermal stability of proteins at the end of
storage. SDS-PAGE analysis showed that fish muscle and brine proteins showed different
profiles and MHC (myosin), Actin, TM (timin) bands started to lose their density during
the maturation period.

2019, 57 pages
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1. GIRIS

Su iriinlerinin kimyasal bilesimi bir¢ok faktore (yas, cinsiyet, ¢evre, mevsim, ¢evre
sicakligi, Uriinlin boyu ve olgunluk) bagh olarak degisiklik gostermekle birlikte ana
bilesimi; su, yag ve proteindir. Su iiriinlerinin %98’ ini olusturan bu bilesenler, etin besin
degeri, fonksiyonel 6zellikleri, duyusal kalitesi (koku ve damak tadi) ve depolama
stabilitesi lizerinde etkiye sahiptir. Karbonhidratlar, vitaminler, mineraller gibi diger
bilesenler ise az miktarda bulunmalarina ragmen, baligin 6limii sonrasinda dokuda

cereyan eden biyokimyasal olaylarda 6nemli rol oynamaktadir.

1.1. Su

Genel olarak su triinlerinin su icerikleri ¢cok degisiklik gostermekle beraber baliklarda
%70-80 dolayinda olan bu oran kabuklu deniz iiriinleri ve yosunlarda %90’1
bulabilmektedir (Cakli 2010; Aksu 2014). Beyaz etli baliklarda su igerigi %70-85 iken
kirmizi etlilerde ise %70-75 civarinda olmaktadir. Baliklar i¢in yag ve su miktar1 arasinda
ters orantili bir iligkinin oldugu bilinmektedir. Bu duruma ilaveten tiire gore degisimlerde
gozlemlenmektedir ve %50-60’a varan miktarda su oranlarinda distsler
goriilebilmektedir. Yag oranlan diislik olan mezgit, sudak ve dil balig1 gibi baliklarin su
orani yliksektir. Farkli bir durum olarak da yavru ve geng¢ baliklarda su orani oldukca
yiiksek olup yas ilerledik¢e baliktaki yag oraninin yiikselmesine bagli olarak su miktari
azalmaktadir (Gokoglu 2002; Cakli 2010).

1.2. Proteinler

Tiim organizmalarda ¢at1 bilesen islevinde olan proteinler, su iiriinlerinde ayrica enerji
kaynag1 ve =zararli bilesiklerin baglanarak viicuttan uzaklastirilmasinda da gorev

almaktadir (Gokoglu 2002; Cakl1 2010; Ciftei ve Cicik 2011).



Besleyici ve nitelikli protein yapisinda iyi bir gida kaynagi olan su iiriinleri %18-20
protein igerigi ile viicut tarafindan kullanilabilir protein igerir (Gokoglu 2002; Cakl
2010). Su tiriinlerinin biinyesinde bulunan proteinlerin sindiriminin kolayliginin yanisira,
bliylime, gelisme ve dokularin muhafazasinda etkinlige sahip olup esansiyel aminoasitleri

de barmdirmaktadir (Gokoglu 2002; Cakli 2010).

Su irlinlerinde su orani gibi protein igerigi de tiirlere gore degisim gosterir, drnegin
alabaligin protein igerigi %19 iken, kalkanin (Psetta maxima) %17, istiridyenin (Ostrea
edulis) %9, midyenin (Mytilus galloprovincialis) %10, istakozun (Panulirus homarus)
%16, karidesin (Fenneropenaeus indicus) %19’dur (Aksu 2014). Diger etlere oranla
kollojen miktar1 diisiik, bag doku yoniinden zayif olan su iiriinlerinin proteinleri kalite ve
miktar olarak diger et proteinlerine benzerdir (Gokoglu 2002; Cakli 2010). Balikta
bulunan proteinler myofibriler (yapisal), sarkoplazmik ve bag dokusu (stroma) proteinleri

olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir (Aksu 2014).

1.2.1. Myofibriler (yapisal) proteinler

Balik kas dokusunda hakim proteinlerden aktin, miyosin, tropomiyosin, aktomiyosin ve
titin (connectin) bu grupta incelenmektedir. Bu proteinler balik kas dokusunda toplam
proteinin %70-80’ini olustururlar. Myofibriler proteinlerin %50-58’1i miyosinden, %15-
20’s1 ise aktinden olusmaktadir. Bazi1 baliklarin ve yumusakcalarin bilesimlerinde
paramiyosin olarak isimlendirilen bir myofibriler protein bulunmaktadir. Kalin flamentin
yapisinda bulunan bu protein denizde yasayan yumusakcalarin tuzlu suda ¢6ziinen
kisimlarinda %60, miirekkep baliginda ise %14 oraninda bulunabilmektedir (Cakli 2010;
Aksu 2014). Myofibriler proteinler 0,3-1,0 iyonik siddetli tuzlu su g¢ozeltilerinde

¢oziinebilme 6zelligine sahiptir.

1.2.2. Sarkoplazmik proteinler

Diisiik iyonik siddete sahip tuz ¢ozeltilerinde ¢oziinen, sarkoplazmik proteinler toplam

proteinlerin %25-30’unu olusturmaktadir. Balik kas dokusunda hemoglobin, myoglobin,



sitokrom-C, miyoalbumin, globulin ve ¢esitli enzimleri i¢ceren 100’e yakin sarkoplazmik
proteinin bulundugu ve kirmizi kasli baliklarin beyaz kaslilara gore daha fazla
sarkoplazmik protein i¢erdigi bildirilmistir (Aksu 2014). Sarkoplazmik proteinler, 70-
80°C gibi bir sicaklikta koagiile olan stroma proteinleri gibi ¢ok diisiik jelasyon 6zelligi
gostermektedir (Gengcelep 2008).

1.2.3. Bag dokusu (stroma) proteinler

Sarkoplazmik ve myofibriler proteinlerin ekstraksiyon isleminden geriye kalan
proteinlere stroma proteinleri denir. Kompleks bir yapinin kollajen ve elastin karmasidir.
Balik kasindaki kollajen miktar1 baligin cinsine, beslenme sekline ve erginlik durumuna
baglidir. Genel olarak balik kas yapisi %0,2-2,2 oraninda kollajen igerir. Kollajen miktar1
yoniinden zengin olan pismemis balik eti daha az kollajen igceren pismemis balik etine

gore daha sert yapidadir (Gokoglu 2002).

1.3. Protein Olmayan Azotlu Bilesikler (PONB)

Bu bilesikler suda ¢oziilebilir, diisiik molekiil agirlikli, protein tabiatinda olmayan ve azot
ihtiva eden trimetilamin (TMA), trimetilamin oksit (TMAO), guanidin bilesikleri
(kreatin, kreatinin), serbest aminoasitler, niikleotitler, dipeptitler, amonyak ve iire gibi

maddelerdir (Cakl1 2010; Aksu 2014).

1.4. Lipitler

Lipitler, su {riinlerinde gelisim, saglik ve seksiiel yonden 6nemli bir goéreve sahiptir. Su
tirtinleri yaglar1 kendi fiziki yapisina gore depolayarak enerji kaynagi olarak kullanma
yetisine sahiptir. Bu canlilar, icinde bulunduklar1 ortam sartlarina gore lipit

metabolizmalarini gelistirmislerdir (Yildirim ve Acar 2013).



Baliklarda lipitlerin depolandigi temel kisimlar tiirlere gore degisiklik gdsterir. Lipitler
oncelikli olarak derinin ii¢lincii tabakasinda lokalize olurlar. Karin dokusu, karaciger,

mesentirik dokular da diger depo yerleri olarak bilinmektedir (Balgik Misir 2014).

Su iirtinleri i¢in lipitler, enerji kaynagi olmalarinin yaninda yag asitleri bileseni ve hiicre
zarlarinin yap1 tasi olarakta gorev yaparlar. Uzun zincirli doymamis yag asitlerinin
(PUFA) biiyiik bir kismi hiicre membranlarinin gegirgenligini, akiskanligini, esnekligini

ve aktivasyonunu saglayan eikosanoidlerin Onciileri olarak bilinmektedir (Harlioglu

2011).

Balik etinin yapisindaki yaglar, iiclii yag asidi bilesigi ve uzun zincirli ¢oklu doymamis
yag asitlerinden olusur. Su friinlerini diger etlerden ayiran en 6nemli 6zellik insan
viicudunda sentezlenemeyen disaridan almmasi zorunlu PUFA yag asitlerini

icermeleridir (Cakli 2010; Sen 2011).

Cizelge 1.1. Bazi su iiriinlerinin omega-3 yag orani (g/100 g) (Kaya vd 2004)

Balik Tiirii Yag Doymus |Tekli Coklu EPA DHA
(0/1009) |(g/100g) |Doymamis |Doymams |(g/100g) |(g/100g)
(9/100g) (9/1009)

Hamsi 4,8 1,3 1,2 1,6 0,5 0,9
Sazan 5,6 1,1 2,3 1,3 0,2 0,1
Yayin baligi 43 1,0 1,6 1,0 0,1 0,2
Uskumru 13,0 2,5 59 3,2 1,0 1,2
Gokkusagi 3,4 0,6 1,0 1,2 0,1 0,4
alasi

Kefal 8,4 1,5 1,2 1,6 0,6 0,5
Orkinos 6,6 1,7 2,2 2,0 0,4 1,2
Yengec 1,3 0,2 0,2 0,5 0,2 0,2
Karides 11 0,2 0,1 0,4 0,2 0,1
Istiridye 2,5 0,6 0,2 0,7 0,2 0,2




Su iirlinlerinden gelen doymamis yag asitleri (6rnegin; linoleik asit) kullanilarak birgok
omega-6 grubu yaglarin olusumu saglanir. Alfa linoleikten omega—3 grubu yaglardan
olan EPA (Eikosapentaenoik asit) ve DHA (Dokosaheksaenoik asit) yag asitleri
sentezlenir ve bu iki yag asidinin de en 6nemli kaynagi su {irtinleridir (Ariman ve Yand1

2006; Cakli 2010).

1.5. Karbonhidratlar

Karbonhidratlar genellikle glikojen yapidadir (Aksu 2014). Glikoz kas ve karacigerde
glikojen olarak depo edilir. Kaslarda depo edilen glikojen sadece kendi ihtiyacim
karsilamaya yoneliktir. Karacigerde depo edilen glikojen ise plazma glikozunun 6ncelikli

kaynagidir (Ozkan ve Emre 2003).

Su triinlerinde enerji ihtiyact canlinin fiziksel durumu, kimyasal yapis1 ve cevresel
sartlarina baglidir. Diger canli gruplarinda oldugu gibi karbonhidratlar enerji tilketiminde
oncelikli olmasina ragmen su iiriinlerinde daha az 6neme sahiptir (Akpinar ve Metin
1999). Karbonhidrat miktar1 beyaz etli baliklarda %1’in altinda iken, yagl baliklarin
koyu renkli kaslarinda bu oran %2’ye kadar ¢ikabilmektedir (Cakli1 2010; Aksu 2014).

1.6. Vitaminler

Insan saghg agisindan son derece dnemli olan vitaminlerin eksikliginde viicutta bazi
sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir. Su iirlinleri hem kaslarinda hem de yaglarinda A, D, E,
K vitaminlerini bulundururlar (Atar ve Algicek 2009). Pek ¢ok su iiriiniinde A ve E
vitamini bulunurken 6zellikle yagli baliklar bu vitaminler yoniinden daha zengindir
(Cakl1 2010; Kadam and Prabhasankar 2010). Salmon, tuna ve morina karaciger yagi D
vitamini bakimindan zengindir (Atar ve Algicek 2009). Yine koyu renkli baliklarin
kaslarinda tiamin (B1), yassi baliklarin derisinde riboflavin (B2), yaglh baliklarda niasin
(B3), deniz kabuklular1 basta olmak {izere balik etinde giinliik ihtiyacin %100’iini

karsilayacak kadar kobalamin (B12) bulunmaktadir. Balik etinde en az miktarlarda



bulunan vitamin ise C vitaminidir (Atar and Algigek 2009; Cakli 2010; Kadam and
Prabhasankar 2010).

1.7. Mineraller

Mineraller insan metabolizmasinda ¢esitli gorevleri olan tamamlayici elementlerdir.
Insan beslenmesinde oldukca 6nemli olan mineraller: kalsiyum (Ca), sodyum (Na),
magnezyum (Mg), fosfor (P), kiikiirt (S), potasyum (K), iyot (I) ve klor (Cl)’dir. Balik
derisi ve kemikleri Ca, P yoniinden, istiridye ise bakir (Cu) yoniinden olduk¢a zengindir
(Atar ve Algigek 2009). Balik etleri demir yoniinden zayif olsa da beyaz etli baliklarin
blinyesinde bulunan demir emilimi yiiksektir. Bu nedenle miktar az olsa da

faydalanabilme etkinligi yiiksektir (Simsek vd 2009).

Iyot ve selenyum deniz iiriinlerinde diger gida iiriinlerine oranla bol miktarda bulunan
minarellerdendir. Tuzlulugu yiiksek sularda yasayan su iiriinlerinde iyot miktar1 oldukga

fazla bulunur (Simsek vd 2009).

1.8. Marinasyon

Giin gectikge ¢alisan niifusun artmasi islenmis gidaya olan ilgiyi ve tiikketimi artirmastir.
Boylece belirli zamanlarda fazla avlanan su {riinlerinin verimin az oldugu dénemlerde
tiikketiciye sunulmasi saglanmis olmaktadir (Ovayolu 1997). Ozellikle iilkemizde
mevsimsel ve taze tliiketime olan talebi degistirmek ve diisiik olan balik tiiketimini
artirmak adina tiiketiciye farkli tatlar ve {iriin cesitliligi sunan islenmis {iriinlerin
kazandirilmas: amagclanmaktadir. Islenmis su {iriinleri arasinda, &zellikle Avrupa
iilkelerinde tiiketimleri ¢ok yaygin olan, buna ragmen iilkemizde pek fazla bilinmeyen
marine lirlinler; gerek damak zevki, gerekse taze balik tiiketiminin olmadig1 donemlerde
tercih edilebilirlik agisindan iizerinde ¢alisilan konulardandir (Ozden ve Baygar 2003;

Kiling ve Cakli 2004; Olgunoglu 2010).



Marinat/marinasyon terimi, ilk olarak 1957 yilinda Alman Su Uriinleri Endiistrisi Federal
Birligi’nin su iiriinlerini tanimladig: bildirisinde resmi olarak yer almistir (Meyer 1965;
Tirakoglu 2003; Kasikcit 2013). Marinasyon, gidalarin korunmasinda bilinen en eski
muhafaza islemlerinden birisi olup diinyada yaygin olarak ringa (Ringa ringa), hamsi
(Engraulis encrasicholus), sardalya (Sardina pilchardus) ve caga (Sprattus sprattus
phalericus) gibi yagl baliklardan yapilmaktadir (Gokoglu 2002; Kasike1 2013).

Tirkiye’de marine iirlinler iizerine yapilan calismalar sinirli sayida ve farkli baliklarin
farkli olgunlastirma basamaklari tizerinedir (Meyer 1965; Aksu vd 1997; Gokoglu et al.
2004; Kiling 2003; Kasike1 2013; Patir vd 2015).

Marinatlar, su {rlinlerinin asetik asit ve tuz ¢ozeltisinde 1sil islem uygulanmaksizin
olgunlastirllmas1 ve farkli tatlar kazandirilmasi amaciyla bazi karisimlarla (seker,
baharatlar, salamura, sos ve sebzelerle) zenginlestirilen iiriinlerdir (Kasikc1 2013). Balik
ve kabuklularin farkli sekillerde 1sil isleme tabi tutulup ardindan sos veya salamura
icerisinde paketlendikleri marinat tiirleri de bulunmaktadir (Meyer 1965). lyi marinatlar
elde etmek i¢in yalnizca iyi kalitede taze materyaller kullanilmalidir (Connell 1980).
Marinasyon islemi sonucu elde edilen iirlinler, yar1 konserve edilmis marinatlar olup
sadece belirli bir siire korunabilmektedir. Bu korunma stirecinde asetik asit ve tuzun etkisi
bulunmakta ve balik etinin raf dmriinii de uzatmaktadir (Gokoglu 2002; Kiling ve Cakli

2004).

Birka¢ agsamadan olusan marinasyonun birinci basamaginda karmasik bir fiziko-kimyasal
olay olan olgunlastirma islemi yapilir (Olgunoglu 2010). Bu asamada tuz ve asetik asit
balik etinde ayni yonde ve beraber etki gostermekle birlikte, baz1 durumlarda da karsilikli
olarak birbirini engelleyen ve zit 6zellik gosteren maddelerdir. Tuz, ete sertlik verirken

asetik asit yumusaklik vermektedir (Kili¢ ve Cakli 2004; Olgunoglu 2010).

Marinasyon teknolojisinde olgunlasma hem asit hem de tuzun birbirinden bagimsiz
etkisiyle gerceklesir. Bu sebepten, asit olgunlastirilmasi ve tuz olgunlastirmasi tanimlari

kullanilir. Tuz olgunlastirmasinda ete 0zmoz yolu ile gegen tuz, enzim faaliyetine etki



ederek olgunlagsmayr durdurur veya yavaslatir. Tuz, {riine gegerken etteki bagli su
salamuraya gecer. Boylece tuz konsantrasyonu diiser. Tuz asidin yumusatici etkisini
azaltir veya durdurur (Kiling 2003). Konsantrasyon arttik¢a aroma azalir, fakat liriiniin
raf Omrii uzar (Gokoglu 2002). Tuz ve sirkenin ete gecisi ilk 24 saat igerisinde hizh
gerceklesirken bu gecis ilerleyen saatlerde daha yavas olmaktadir (Varlik vd 1993)
Yapilan ¢alismalarda sirkenin tuza nispeten ete daha hizli gectigi belirtilmistir (Ersan

1960; Kiling 2003).

Baligin muhafazas1 i¢in kullanilan tuz tek basina veya tuz-seker ikilisi olarak
kullanildiginda marinattaki bakteriyel ve enzimatik hareketlerin iiriinde tipik tat
olusumunu saglamaktadir. Marinattaki asit tadin1 azaltabilmek igin asetik asidin
tamaminin veya bir kisminin yerine sitrik veya tartarik asit kullanilabilmektedir (McLay
1972; Ovayolu 1997; Whittle and Howgate 2002; Huss et al. 2004; Kiling ve Cakl1 2004;
Olgunoglu 2007).

Marinasyon sirasinda tuz ve asetik asit etin igerisine dagilarak proteinleri denatiire eder
ve pH degerini diisiiriir, bdylece lizozomal katepsinler tipik tat olusumunu saglar (Kiling

ve Cakli 2004; Cetinkaya 2008).

Marine triinler soguk marinatlar, pisirilmis marinatlar ve kizartilmis marinatlar olmak

lizere ii¢ gruba ayrilir.

1. Soguk marinatlar: Taze materyal, asetik asit ve tuz ¢ozeltisinde olgunlastirilmaktadir.
Bu tarz marinatlarda 1s1 uygulama islemi yoktur (Clucas and Ward 1996; Kiling ve Cakli
2004). Isil isleme tabi tutulmadigindan dolayi, hidrolizi 6nlemek ve bakteriyal
bozulmanin 6niine gecebilmek i¢in buzdolabi kosullar1 altinda depolanmalidir (Owens

and Mendoza 1985).

2. Pisirilmis marinatlar: Baliklar 85°C’deki asetik asit ve tuz ¢ozeltisine
birakilmaktadir. Bu islem esnasinda bir¢ok bakteri inhibe olurken, enzimlerde islevini

kaybetmektedir (Clucas and Ward 1996; Kiling ve Cakli 2004). Pisirilmis balikta sogutma



islemi yavas yapilir veya 1lik bir sekilde uzunca bir siire bekletilirse balikta acilagma ve
kot bir koku meydana gelir. Bu sebepten marinat bekletilmeden ¢abuk bir sekilde
sogutulmalidir (Connell 1980).

3. Kizartilmis marinatlar: Asetik asit ve tuz ¢ozeltisinde paketlenmeden once kizartilan
materyalde cogu bakteri Oliir ve enzimler denatiire olur (Clucas and Ward 1996; Kiling
ve Cakli 2004). Bu tarz marinatlarin ¢ok iyi sogutulduktan sonra paketlenmesi gerekir

(Meyer 1965).

Marinasyon islemi ile marinatin pH’s1 diiserken, ette tekstiirel degisimler (yumusama
gibi) olusmakta, su tutma kapasitesi ve pisirme ile meydana gelecek kayiplar
azalmaktadir (Oreskovich et al. 1992; Kiling 2003). Marinatlarda istenilen pH 4-4,5
olmakla birlikte en iyi pH 3,8-4,3 araligi olup gidalarin bozulmasina neden olan
bakterilerin gelisimini 6nlemektedir. Bu pH degeri proteazlar, bilhassa da lizozomal
katepsin tiirli enzimler i¢in optimumdur (McLay 1972; Ovayolu 1997; Whittle and
Howgate 2002; Huss et al. 2004; Kiling ve Cakli 2004; Olgunoglu 2007).

Balik proteinlerinin pargalanmasi, ilk olarak peptidaz, amidaz, imidaz enzimlerinin
aktiviteleri ve mikrobiyolojik faaliyetler sonucunda ger¢eklesmektedir. Pargalanma
sonrast yikim iiriinleri depolama siiresinin ilerleyen safhalarinda ortaya ¢ikmaktadir. Bu
maddeler, azotlu maddelerin pargalanmasi sonucu olusan ugucu bazlar (TVB-N),
amonyak, mono, di ve trimetilamin, ugucu asitler, hipoksantin ve malonaldehit gibi
rediiktan maddeler olarak kendini gostermektedir (Schormuller 1968; Ludorff and Meyer
1973; Malle and Poumeryol 1989; Ozden ve Baygar 2003; Cakir ve Colakoglu 2011).
Protein ve yag acisindan zengin olan su iiriinlerinin hava ile belirli bir silire temasi
sonucunda {irlin oksidasyona ugrar ve bu durum {iriinde istenmeyen tat ve koku

olusmasina neden olur.

Gittik¢e genisleyen su lriinleri-gida pazarinda, 6nemli olan liretim verimliligi ve fileto
kalitesinde protein yikimi ile ilgili ayrmntili calismalara yogunlasilmistir. Islenmis

tirtinlerin kalitesini ve tiiketilebilirligini belirlemek adina bir takim fiziksel, kimyasal ve
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mikrobiyolojik analizler yapilmaktadir. Bu analizlerden beklenen; kisa siirede {iriin i¢in
hizli ve dogru sonuglar vermesidir. Ozellikle yurt dis1 ihracatinda énemli yer tutan marine
tirlinlerin simdiye kadar yapilan analizlerinde genellikle mikrobiyal yiik, aroma, tekstiir
ve bazi kimyasal (pH, TVB-N ve TBARS) analizleri iceren ¢alismalar bulunmaktadir
(Kiling 2003; Gokoglu et al. 2004; Kiling ve Cakli 2004; Patir vd 2015).

Oksidasyon sonucu meydana gelen degisimleri belirlemek igin {irline belli akreditasyon
testleri uygulanir. Proteolizin et ve et kalitesi {izerindeki énemi bilinmesine ragmen,
proteoliz iiriinlerinin izlenmesine yonelik ¢ok az yontem olmasi, protein degisimleri ve

balik kalitesi hakkinda bir eksiklik olusturmaktadir (Verrez-Bagnis et al. 2001).

Toplam ugucu bazik azot (TVB-N), su lriinlerinin tazelik derecesinin belirlenmesinde
fazlasiyla tercih edilen kimyasal degiskenlerden biridir. Rutin laboratuvar analizlerinde,
TVB-N igeriginin belirlenmesinde verimli, kullanim1 kolay ve saglikli sonuglar veren
yontemlere yiiksek talep vardir. Giiniimiizde, su triinlerinde TVB-N igerigi indeksini
belirlemek i¢in buhar damitma, kolorimetrik, fotometri, yliksek performansli sivi
kromatografisi, gaz kromatografisi, kilcal elektroforez, yar1 iletken metal oksit sensorleri,
secici  elektrotlar, spektrofotometrik veya potansiyometrik saptama ile akis
enjeksiyon/gaz seyreltme (FIGD) gibi bir¢ok analitik yontem bulunmaktadir. Bu
yontemler arasinda, buhar damitma islemi, kurutulmus balik gibi yliksek miktarda TVB-
N igeren numunelerin analizi i¢in oldukca giivenli ve popiilerdir. Buhar damitma
yonteminin prensibi, alkalin ¢ozeltiyi kullanarak TVB'nin balik kasindan ¢ikarilmasi ve
asit ile titre edilmesidir. Asit tiikketimi, damitilan toplam baz ile 6l¢iiliir. Bu bazlar,

amonyak, dimetilamin ve trimetilamin karisimidir (Sewwandi et al. 2016).

Proteinlerin molekiil agirliklarinin  belirlenmesinde en yaygin olarak kullanilan
yontemlerden biri sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE)’dir. Sarj edilmis molekiillerin bir elektrik alanindaki molekiiler kiitleleri ile
karisimlarinin ayrilmasi i¢in kullanilan bir analitik yontemdir. Daha ¢ok protein
molekiillerini tanimlamak ve izole etmek i¢in kullanir. Laemmli (1970) tarafindan

gelistirilen stireksiz bir elektroforetik sistem olarak bilinen SDS-PAGE yaygin olarak 5
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ila 250 KDa arasinda molekiiler kiitlelere sahip proteinleri ayirmak i¢in tercih edilir.
Bunun yanisira SDS-PAGE yontemi fazla oranda ¢oziilme gdstermesi, rahat bir sekilde
tekrarlanabilirligi ve proteinlerin molekiil agirhigina gore hareket etmesinden dolayi

yaygin olarak kullanilir (Parisi and Agulari 1985).

SDS-PAGE, Kkiitle ile protein ayrilmasini saglayan bir elektroforez yontemidir. Ortam
(ayn1 zamanda "matris" olarak da adlandirilir) poliakrilamid bazl: siireksiz bir jeldir. Ek
olarak, SDS (sodyum dodesil siilfat) kullanilir. Yaklasik 1,4 gram SDS, iki amino asit
bagma bir SDS molekiiliine karsilik gelen bir gram proteine baglanir (Reynolds and
Tanford 1970; Smith 1984; Staikos and Dondos 2009). SDS, proteinlerin i¢ yikiinii
kapsayan ve bunlara ¢ok benzer yiik-kiitle oranlarini veren bir ylizey aktif madde olarak
islev goriir. Proteinlerin i¢ ylikleri, SDS yiiklemesine kiyasla dnemsizdir ve pozitif yilikler
ayrica bir ayirici jelin temel pH araliginda biiytik dl¢lide azaltilir. Sabit bir elektrik alanin
uygulanmasi {izerine, protein, kiitlesine bagli olarak, her biri farkli bir hizda olan anoda

dogru gd¢ eder. Bu basit prosediir kiitle ile kesin protein ayrimi saglar.

Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC); 1sitilan bir polimerde referans maddeye goére
meydana gelen fiziksel degisimlerin nedenlerini ortaya ¢ikaran en 6nemli tekniklerden
biri olup alaninda yapilan diger metotlara gore daha iyi sonug vermektedir (Yorulmaz
2005). Termal yontemler iginde en ¢ok tercih edilen bu kalorimetrik metot, kontrollii
atmosfer kosullarinda zaman ve sicakligin fonksiyonu olarak maddedeki fiziksel
degisimlere bagl enerji olciilmektedir. Ozellikle cam, polimer, gida ve seramik

alanlarinda kullanilir.

Proteinlerin reaktif oksijen tiirevleri ile kovalent modifikasyonu, protein oksidasyonunun
olugmasini saglamaktadir (Shacter 2000). Proteinin birincil, ikincil ve {igiinciil yapisinda
reaktif oksijen tarafindan bir takim degisimlerin meydana gelebilecegi bilinmektedir. Bu
durum {irliniin protein c¢oziiniirliigli ve rehidrasyon gibi fiziksel ozelliklerini de

kapsayabilmektedir (Nakyinsige et al. 2015).
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Gidalarda (et, balik, tavuk) protein oksidasyonu bazi oksitleyiciler (reaktif oksijen tiirleri,
reaktif azot tiirleri ve oksidasyonun ikincil {iriinleri) tarafindan tesvik edilebilir (Lund et

al. 2011; Hailili 2017).

Saklama ve isleme esnasinda meydana gelen oksidatif reaksiyonlar, islenmis iirlinlerde
reaktif oksijen tiirlerinin reaksiyon olasiligini artirarak oksidasyona miisait bir ortam
hazirlamaktadir. Bu durumun, etin duyusal ve tekstiirel bir¢cok 6zelligini olumsuz olarak
etkiledigi bilinmektedir. Protein oksidasyonunda bazi faktorler (sicaklik, pH, su aktivitesi
ve ortamda bulunan katalist ve inhibitor maddeler) 6nemli rol oynamaktadir (Nakyinsige
etal. 2015; Hailili 2017). Et iiriinlerinde lipit ve protein oksidasyonu arasindaki iliski tam
olarak aydinlatilmamis olsa da lipit peroksit iirlinlerinin protein oksidasyonunu baslattigi

yoniinde goriisler bulunmaktadir (Soladoye et al. 2015).

Bu calismada, su {irlinleri kimyasal bilesiminde %17-20’lik bir seviye ile 6nemli bir
bilesen olan proteinlerin islenmis iiriinlerdeki degredasyonunun TVB-N’nin yanisira
hizli, giivenilir - modern bir teknik olan DSC analizleri ile yorumlanmasi ve

elektrofotometrik yontemlerle de desteklenmesi amaclanmaistir.



13

2. KAYNAK OZETLERI

Kiling (2003) sardalya baligindan (Sardina pilchardus W., 1792) yapilan limonlu
pastdrizasyonlu ve limonlu pastorizasyonsuz marinatlarin raf dmriinde TBA sayisinin
onemli oldugunu ve marine edilen iirtinlerin raf démriinii 5 ay, domatesli pastorizasyonlu

ve domatesli pastorizasyonsuz marinatlarin raf mriinii ise 6 ay olarak bildirmistir.

Tuzlama ve marinasyon yontemleri ile islenmis istavrit baligmin (Trachurus
mediterraneus, Steindachner 1868) muhafazasi sirasindaki kalite degisimlerinin
belirlendigi bir calismada, marinat (sade ve baharatll)) ve tuzlama yontemleri
kullanilmistir ve 6rnekler buzdolabinda (4°C+1) 120 giin boyunca muhafaza edilmistir.
Arastirma sonunda, yapilan duyusal, TVB-N, TBA, TMA ve pH analizlerine gore
salamura ve marinat (tuz ile sirke ve baharatl) iiriinlerin sirastyla 30, 60 ve 90 giin

bozulmadan saklanabilecegi kaydedilmistir (Erdem vd 2005).

Gokoglu et al. (2004), marine edilmis sardalya (S. pilchardus) baliklarinin raf émriinii
arastirdiklar1 calismada, 24 saat boyunca %2 veya %4 asetik asit iceren %10 NaCl
cozeltisinde bekletilen marinatlari cam kavanozlarda, iizerlerini aygicek yagi ile
kaplayarak 4°C'de depolamistir. Depolama siiresince duyusal analizlerin yani sira toplam
ucucu bazik azot (TVB-N), trimetilamin (TMA-N) ve pH degerleri incelenmistir. TVB-
N ve TMA-N degerlerinin %?2’lik uygulamada daha yiiksek, pH degerinin ise her iki grup

icin 6nemsiz oldugu kaydedilmistir.

Donmus sardalya (S. pilchardus) filetolari kullanarak yapilan marinatlarda %7 asetik asit
ve %14 sodyum kloriir uygulanarak 4°C'de marine edilen liriinlerin olgunlagma siiresi (22
giin) sonunda kimyasal analizlerde anlamli bir fark bulunmadigi rapor edilmistir (Kiling

ve Cakl1 2004).

Eke (2007), farkli balik tiirlerinin marinatlarinin kalitesini belirledigi caligsmada, taze

palamut (Sarda sarda, Bloch 1793), hamsi (Engraulis encrasicholus, Linnaeus 1758) ve
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zargana (Belone belone euxini, Giinther 1866) baliklarin1 deneme materyali olarak
kullanmis ve 4°C'de muhafaza etmistir. 170 giinlik depolama siiresine tabi tutulan
iirlinlerin biyokimyasal kompozisyon, kimyasal ve duyusal kaliteleri aragtirilarak raf
omrii tespit edilmistir. Palamut, hamsi ve zargana baliklarinin ham materyalde ortalama
pH degerleri siras1 ile 6,04+0,01, 6,18+0,13 ve 6,16+£0,00 olarak belirlenmistir.
Marinatlanmis palamut etinin pH’st 10. giinde 5,39+0,01 iken son giinde (170. Giin)
4,59+0,01°e diismiistiir. Marinatlanmis hamsi etinin pH’s1 10. giinde 5,51+0,01, 170.
giinde ise 4,21+0,01’e diismiistiir. Zargana marinatinin pH’s1 10. giin 5,48+0,01 iken,
170. glinde ise 4,82+0,01 oldugu belirtmistir. Depolama sonunda iiriinlerin ortalama pH
degerlerinin belirli smirlar i¢inde kaldigi gozlenmis, TMA ve peroksit degerinin
depolama sonunda tiiketilebilir sinirinin altinda oldugunu bildirmistir. Sonugta palamut
marinatiin raf émrii 130 giin, hamsi ve zargana marinatlarinin raf 6miirleri ise 155 giin

olarak rapor edilmistir.

Egirdir goliinden avlanan giimiis baligi (Atherina boyeri, Risso 1810)’ndan marinat
yapimi ve bazi besinsel 6zelliklerinin tespiti i¢cin yapilan c¢alismada, baliklar %10 tuz
(NaCl) ile farkli asetik asit (CH3COOH) konsantrasyonlari (%2 ve %3) ile marine
edilmistir. 24 saatlik olgunlagtirma isleminden sonra marinatlar yag iginde ve
buzdolabinda muhafazasinin 120. giiniinde asetik asitle yapilan marinatlarin bozulmadig1

bildirilmistir (Cetinkaya 2008).

Olgunoglu (2007), hamsi (E. engrasicholus L., 1758) marinatlarini1 0-2°C’de depolayarak
duyusal, kimyasal ve mikrobiyolojik degisimlerini arastirmistir. Depolamanin ilk
zamanlarinda toplam ugucu bazik azot (TVB-N), tiyobarbitiirik asit (TBA) ve pH
degerleri sirastyla 11,90+0,70mg/100g, 1,16+0,00mg malonaldehit/1000g, 3,94+0,01
olarak belirlenirken, depolama sonunda s6z konusu degerler zamana bagli artig gostererek
16,91+0,66 mg/100g, 4,20+0,08 mg malonaldehit/kg, 4,24+0,01 seviyelerine ulagsmistir.
Arastirma sonunda marinatlarin 0-2°C’de 7 ay depolanabilecegini, TBA ve peroksit

sayisinin kaliteyi belirlemede TVB-N’e gore daha etkili oldugunu ifade etmistir.
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Farkl1 oranlarda tuz ve asetik asit igeren (%6 tuz + %2 asetik asit, %6 tuz + %4 asetik
asit, %9 tuz + %2 asetik asit ve %9 tuz + %4 asetik asit) salamuralarla 4°C’de marine
edilen hamsilerle yapilan bir ¢calismada, olgunlagsmanin belirli giinlerinde (0, 1, 3,6 ve 9.)
renk ve duyusal degisimler izlenmistir. Marinasyon isleminin baliklarda parlaklik (L*) ve
sarilik (b*) degerlerinde artisa kirmizilik (a*) degerinde ise azalisa neden oldugu, ayrica
duyusal kalitenin giinle paralel olarak artarak son giin (9.giin) 6rneklerinin daha iyi sonug

verdigi bildirilmistir (Candogan vd 2008).

Cakar ve Colakoglu (2011), farkli dogal katki maddeleri kullanilarak hazirlanan hamsi (E.
engrasicholus) marinatlarinin raf omrii siirelerinin belirlenmesi {izerine yaptigi bir
calismada; marinatlar iki farkl bilesim (I: %3 asetik asit -%6 tuz, I1: %25 sirke -%7 tuz)
kullanilarak hazirlanmis ve iki farkli paketleme materyali (cam kavanoz ve plastik kap)
ile +4°C’de depolanmistir. Arastirma sonunda asetik asit ile olgunlastirilan tiriinlerin
sirke ile olgunlastirilanlara gore duyusal ve dayaniklilik anlaminda daha iyi oldugunu
bildirmistir. Bitki ekstraklarinin antimikrobiyal ve antioksidan o6zellikleri bulunmasina
karsin kullanilan miktar nedeni ile marinatlarin raf Omiiriine herhangi bir etkisinin
olmadigi, ancak duyusal olarak marinatin lezzet ve kokusunu olumlu yonde etkiledigini
rapor etmistir. Ayrica marine iriinlerde cam kavanoz kullaniminin iiriin dayanikliligini

artirdigini bildirmistir.

Hamsi baliginin (E. encrasicolus L., 1758) marinat seklinde islenerek kimyasal
kompozisyonunun ve farkli soslarla (zeytinli, zeytinsiz) sunumlarmin duyusal olarak
degerlendirilmesinin arastirildigi ¢alismada, %10 tuz ve %6 asetik asit ile hazirlanan
hamsi marinatlar1 0°C ve 4°C’de 1 hafta bekletildikten sonra pH analizleri yapilmis, 2
farkli sos ile zeytinli ve zeytinsiz sekilde hazirlanan 6rneklerde, duyusal degerlendirme
sonucu, aygigegi yagi, biber salcasi, domates salcasi, tuz, sarimsak, nane, karabiber,
kimyon ile sunulan marinatlarin daha fazla begeni kazandigi, bu begenide zeytinli

sunumlarn etkili oldugu tespit edilmistir (Inanl1 vd 2010).

Coban ve Ozpolat (2011), barbunya baligmin farkli konsantrasyonlardaki (%4 ve %8)

asetik asit sollisyonlarinda marine edilen ve cesitli soslarla (6 farkli sosla) zenginlestirilen
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tirtinler duyusal olarak degerlendirmistir. Olgunlastirilan baliklarda en fazla begeniyi %4
asetik asit ve %10 tuz ile olgunlagtirildiktan sonra limon suyu, sarimsak, ceviz igi ve

zeytinyagi ile muamele edilen grubun aldigi bildirilmistir.

Biberiye ve kekik esansiyel yaglari uygulayarak marine edilen kerevitlerin 4°C’de
muhafazasi sirasinda meydana gelen kimyasal [pH ve tiyobarbitiirik asit (TBA)],
mikrobiyolojik ve duyusal degisimlerin incelendigi ¢alismada, gruplar arasinda pH degeri
bakimindan istatistiksel olarak fark belirlenmemistir. TBA miktarlar1 agisindan kontrol
grubu ile esansiyel yag uygulanan gruplar arasindaki farkin onemli oldugu tespit
edilmistir. Sonug olarak, uygulanan esansiyel yaglarin, iirliniin raf omrii, kimyasal ve

mikrobiyolojik kalite lizerine olumlu etki gosterdigi bildirilmistir (Duman vd 2012).

Kigiikgiilmez (2012), kitosanin, marine edilmis sardalya (S. pilchardus) filetolarinin
kimyasal, duyusal ve mikrobiyolojik degisimleri iizerindeki etkisini arastirmistir.
Marinasyon ¢ozeltilerini, kitosan grubu i¢in %10 sodyum kloriir + %1 kitosan (%3 asetik
asit iginde ¢oziilmis) olacak sekilde ve kontrol grubu igin %10 sodyum kloriir + %3 asetik
asit igeriginde olusturmustur. Marine isleminden sonra, 60 giin boyunca depolanan
orneklerde kitosan grubunda tiyobarbitiirik asit (TBA) degerleri kontrol grubuna gore
daha diisiik bulunmus, her iki grupta ise pH 4,5’un altinda belirlenmistir. Calismada,
kitosan ilavesi ile sardalya marinasinin istenmeyen kimyasal degisiklikleri ve lipit
oksidasyonunu geciktirdigi, duyusal niteliklerini iyilestirdigi ve iirlinlin raf omriinii

uzattig1 sonucuna varmistir.

Ultrasonik uygulamanin hamsi marinatlarinda asetik asit ve tuzun tasinmasina olan
etkisinin arastirildig1 ¢alismada, filetolar %4 asetik asit ve %8 tuz igeren soliisyona
daldirildiktan sonra farkli ultrasonik yogunlukta (20, 25 ve 30 W/cm?) ve farkls siirelerle
(10, 20 ve 30 dakika) islenmistir. Genel olarak, ultrasonik marinatlar hamsi
marinatlarinda nem tasinmasini etkilemis ve ultrasonik yogunluk artarken nem igerigi
azalmistir. Ultrasonik marinat, ultrasonik yogunluga ve marinleme siiresine bagl olarak

2

asetik asit ve NaCl taginimini hizlandirmigtir. En iyi sonuglar 30 W/cm* ultrasonik
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yogunluga sahip marine edilmis hamsilerde elde edilmis ve pH degerinin diisiiriilmesinde

en yiiksek etkiyi gosterdigi bildirilmistir (Turhan et al. 2013).

Kasike1 (2013), gokkusagi alabaliklarin1 (Oncorhynchus mykiss) biberiye ve kekik yagi
ile marine etmis, muhafaza siiresi boyunca kimyasal parametrelerin etkilesimini
aragtirmistir. Muhafaza siiresini kontrol grubuna gore 2 ay daha uzattigi, kekik yaginin
biberiye yagina gore daha koruyucu oldugu ve beslenmemizde 6nemli olan yag asitleri

tizerine de her iki yagin olumsuz etkisinin olmadigini tespit etmistir.

Gokkusagi alabaligindan (O. mykiss) iki farkli asitlik diizeyinde (%2 ve %4) ve farkli
eugenoliin seviyelerinde (%0,1 ve %0,5) hazirlanan marinatlarda mikrobiyolojik yiik
(toplam aerobik mezofilik, psikrofilik ve Enterobacteriaceae) iizerine uygulamalarin
istatistiki agidan dnemli bir etkisinin olmadigi bulunmustur. pH bakimindan ise gruplar
arasinda dnemli bir fark belirlenmezken, TVB-N ve TBA iizerine eugenoliin etkili oldugu

rapor edilmistir (Patir vd 2015).

Kadak ve Celik (2015), kitosanla muamele edilen hamsi (E. encrasicolus) marinatlarin
fiziksel ve duyusal degerlerinde istatistiki olarak dnemli diizeyde degisimlerin oldugunu
bildirmistir. pH degerinin tim gruplarda 4,5 degerinin altinda kaldigini, %1 kitosan
eklenen grubun en iyi sonucu verdigini ve bunu sirasiyla %0,5 kitosan ve kontrol

gruplarinin takip ettigini ifade etmistir.

Uskumrunun (Scomber scombrus) kimyasal bilesim ve fiziko-kimyasal degisikliklerini
belirlemek amaciyla bitkisel yaglarla (aygicegi ve keten tohumu yagi) yapilan
marinasyonda taze marine edilmis (0 giin) ile 30 ve 60 giinliik marinatlarin kimyasal
bilesimi, lipid ve mineral igerigi incelenmistir. Kullanilan bitkisel yaglarin depolama
stiresince incelenen parametreler acisindan {rlinlerde benzer egilim gosterdigi

kaydedilmistir (Zhelyazkov et al. 2015).

Szymczak and Lepczynski (2016), ringa baligini1 sadece tuz ve asetik asitten olusan bir

suda marinasyonu ile proteazlarin marine edici tuzlu suya gecisini saglamistir. Amonyum
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stilfat ¢oktiirmesi ve pepstatin-A agaroz yatagi iizerinde afinite kromatografisi
kullanilarak, aspartil proteazlar saflastirilmistir. Pepstatin-A’nin, saflagtirilmis preparat
aktivitesini tamamen inhibe ettigini, katepsin D ve E icin spesifik olan fliiorojenik
substratlara kars1 aktivite gosterdigini bildirmistir. inkiibasyon siiresine bagli olarak,
preparasyonun 2,0 veya 4,5'de optimum pH gosterdigi, 2D SDS-PAGE ayrimi, katepsin
D, E ve pepsin'e 6zgli molekiil agirlig1 ve pl degerlerine sahip birkag¢ proteinin varligini

da ortaya koymustur.

Ringa balig1 marinatlarinda, katepsin D'nin lizozomal ve ¢6zlinen fraksiyonlarda bimodal
dagiliminin arastirildig1 ¢alismada, lizozom fraksiyonunda 2 misli daha yiiksek katepsin
D aktivitesi gozlenmistir. Katepsin D'nin salamura aktivitesi, diisiik frekansli-yiiksek gii¢
ultrason muamelesi sirasinda veya tuzlu suyun coklu donma-¢éziilmesinden sonra
logaritmik fonksiyonda arttig1 bildirilmistir. Aktivite artis1 sadece lipid ve siispansiyon
icermeyen tuzlu suda saglanmistir. Calisma sonuglari, marine edici tuzlu suda lizozomal
katepsin D aktivitesinin 6l¢limiiniin katepsin E aktivitesini belirlemede gerekli oldugu,
tuzlu su i¢indeki lizozom igeriginin 6nemli 6l¢iide azaldig1 ifade edilmistir. Lizozomlarin
varlig1 - ayrilmas1 ve muhtemelen katepsin salinimi ihtimalinin, marinat tuzlu suyunun
endistriyel kullanimi sirasinda, balik ve et teknolojisinde yeni katepsin preparatlari

olarak diisiiniilebilecegi de rapor edilmistir (Szymczak 2016).

Maktabi et al. (2016), sogutulmus depolama sirasinda gokkusagi alabalik filetolarinda
yerel bir marinasyon prosesi ile tesvik edilen kimyasal ve mikrobiyolojik degisiklikleri
inceledikleri ¢calismalarinda tiyobarbitorik asit (TBA) ve pH degerlerini incelemislerdir.
Marine edilmis 6rneklerde TBA'daki varyasyonlar, marine ve kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bulunmazken, pH 6nemli derecede diisiik bulunmustur. Bu
calismanin en belirgin bulgusu, 4°C'de saklanan geleneksel marine edilmis gokkusagi

alabalik filetosunun sekiz giin boyunca depolanabilir olmasidir.

Taze veya dondurulmus/coziilmiis sigir eti Orneklerinin, tuzlanma siirecinde su
aktivitesindeki (aw) degerler, nem ve tuz igerikleri ile et proteinlerinin 1s1l 6zelliklerinde

degisikliklerin tespit edildigi calismada, taze donmus / ¢6ziilmiis et numunelerindeki aw
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degerleri tuzlamanin etkisi ile 6nemli derecede diismiis, tuz igerigi tuzlama islemi
sirasinda artmig, nem igerigi de azalmistir. Numunelerin termal analizinden, nem
iceriginin diismesi sonucu denatiirasyon pik sicakliklarinin azaldigi ve dokunun tuz

konsantrasyonunun artmasiyla da piklerin gézlenmedigi bildirilmistir (Akkdse 2017).

Turan et al. (2017) farkl1 esansiyel yaglarla (%0,1) marine ettikleri hamsilerde, %10 NaCl
+%4 alkol sirkesi + %0,2 sitrik asit ¢dzeltisi uygulayarak oksidatif ve duyusal 6zelliklerin
depolama siiresince degisimini arastirmiglardir. Bes farkli grup [A Grubu Kontrol: sadece
aycicegi tohumu yagi, Grup B: aycicegi tohumu yag1 +%0,1 biberiye yagi, Grup C:
aycicegi tohumu yagi +%0,1 kisnis yagi, D Grubu: ay¢icegi tohumu yagi +%0,1 defne
yagt ve Grup E: aycicegi tohumu yag +%0,1 sarimsak yagi] olarak dizayn ettikleri
calismalarinda, depolama sirasinda, kontrol grubunun 2-tiyobarbitiirik asit reaktif madde
(TBARS) degerlerinin, esansiyel yaglar iceren diger gruplardan daha yiiksek oldugunu,
%0,1 oraninda ilave edilen defne yaginin marinasyonlarda lipit oksidasyonunu
geciktirdigini ve sogutulmus depolama sirasinda {iriiniin duyusal niteliklerini artirdigini

bildirmislerdir.

Marinasyon siirecinde hamsinin baz1 fiziko-kimyasal parametrelerin tespitinin yapildig
calismada, hamsiler %10 tuz, %4 alkol sirkesi ve %0,2 sitrik asit igeren salamurada
balik:salamura orani 1:2 olacak sekilde 24 saat siireyle, 4+2°C’de marine edilmistir.
Marinasyon esnasinda renk, su aktivitesi (aw), pH, tuz, sirke analizleri 6 saat ara ile
yapilmustir. Taze balik etinde su aktivitesi (aw), pH, tuz ve sirke degerlerinin sirasiyla;
0,961, 6,42, 0,27, 0,00 bulunan degerlerin marinasyon sonunda 0,915, 3,98, 6,29 ve 1,93
oldugu belirlenmistir (Keskin vd 2018).

Simgek ve Serindag (2008) aygcicegi, misir, findik ve soya yaglarinin oksidatif
kararliligimi belirlemek i¢in diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) ile yaptiklar
analizlerde, findik yaginin diger yaglara gore daha yiiksek kararliliga sahip oldugunu,

DSC metodunun giivenilir ve hizli bir metot alternatifi olabilecegini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirma yeri

Calisma, Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi I¢ Su Baliklar1 Uygulama ve
Arastirma Biriminde bulunan Isleme Unitesi ve Su Uriinleri Fakiiltesi Isleme

Laboratuvarlari’nda yiiriitiilmiistiir.

3.1.2. Balik - fileto

Arastirmada Ege denizinden yakalanarak i¢leri temizlenmis ve soguk zincir altinda temin
edilen sardalya baliklar1 (Sardina pilchardus) kullanilmistir. Baliklar  Atatiirk
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Isleme Unitesinde soguk marine edilmis ve 3 ay

boyunca 4+0,5°C’de depolanmustir.

3.2. Metot

3.2.1. Soguk marinasyon

Iki farkli konsantrasyonda (%2,5-%5) glasial asetik asit kullanilarak asagidaki
diyagramda gosterildigi gibi hazirlanan marinatlarda olgunlasma sonu (21.giin) ve
olgunlagma sonrasi 3 ay depolama (4+0,5°C) siire¢lerinin belirli donemlerinde (1., 2., ve
3. aylar) kimyasal-biyokimyasal analizler yapilmistir. Sardalya filetolari figilar i¢erisinde
kas yapisinda marinasyon tamamlanana kadar (balik filetolar1 bigakla kesilmeye direng
gostermeyene kadar) tutulmustur. Bu siiregte salamura ¢ozeltisinin figida homojen
dagilimi ve balik filetolarinin yapismamasi igin 1. ve 8. giinde figilar 10 dk yuvarlama
islemine tabi tutulmustur. Olgunlagsma periyodu sonunda (22.giinde) beyaz, opak ve

uygun kivamda olan balik filetolar1 cam kavanozlara (1,5 balik: 1 salamura oraninda)
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transfer edilmis ardindan belirli gramajlara (250 g) boliinen her bir marinata 100 ml

zeytinyag1 eklenip vakum ambalajlanarak analizler yapilmistir (Coban ve Ozpolat 2011).
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3.2.2. pH

Kiiciik parcgalar haline getirilmis 6rneklerden paralelli olarak 10 g alinmais tizerine 100 ml
saf su eklenerek homojenize edilen karisimda pH metre ile pH degerleri dl¢iilmiistiir. pH

metre Ol¢iim yapilmadan 6nce 4,00 ve 7,00’lik tampon ¢dzeltileri ile kalibre edilmistir

(Alak 2011).

3.2.3. Salamura ve marinatlara ait asitlik ve tuz seviyelerinin belirlenmesi

Salamurada asitlik miktar1 tayini: Marinat (2g) ve salamuradan (2ml) ornekler
alarak, 100 ml’lik distile su ile sulandirilip erlenmayerin agzi kapatilarak igerik
kaynama baslangicina kadar isitilmigtir. Ortalama 10 dakika bekletilip sogutulduktan
sonra birka¢ damla fenolfitaleyn eklenip 0,1 N NaOH ile titre edilmistir (Schormuller
1968; Ludorf and Meyer 1973).

Asetik asit i¢in; % Asitlik miktar1: Harcanan 0,1N NaOH miktar1 x 0,6 / 2

Salamurada tuz miktar tayini: Marinat (5g) ve salamura (5ml) 6rnekleri balon jojeye
aliarak distile su ile 250 ml’e tamamlanmistir. Bundan 10 ml (F=25) alinip, lizerine 5
damla fenolfitaleyn damlatilip, 0,1 N NaOH ile hafif pembe renk olusuncaya kadar (en
az 30 saniye kalabilen) nétralize edilmistir. Sonra {izerine 5 damla K2CrO4 (%5 lik) ilave
edilerek 0,1 N AgNOs ile kalic1 kirmizi-kahverengi renk olusuncaya kadar titre edilmistir
(Schormuller 1968; Ludorf and Meyer 1973)

%Tuz Miktar1: Harcanan 0,1 N AgNOs miktar1 x 0,585 x F / Ornek agirligi*

*Tahmin edilen tuz miktarma gore alinacak filtrat oranlari; %3 tuz miktarina kadar olan
orneklerde 50 ml (F=5), %3-10 tuz miktarina kadar olanlarda 25 ml (F=10), %10-20

arasinda olanlarda ise 10 ml (F:25) olarak kullanilmistir.
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Salamura ve marinatlardaki asitlik ve tuz seviyesi analizleri yukarida anlatilan yonteme
gore T.C. Tarim ve Orman Bakanligi Erzurum Gida Kontrol Laboratuvar Miidiirliigiinde

yapilmistir.

3.2.4. Thiobarbitiirik Asit Reaktif Substans (TBARS) él¢iimii

TBARS degerinin belirlenmesinde Lemon (1975) tarafindan verilen yontem
uygulanmistir. Kiiciik pargalar haline getirilen 6rneklerden 1’er g numune alinarak,
tizerine 6 ml TCA soliisyonu (%7,5 TCA, %0,1 EDTA, %0,1 propil gallat) eklenmistir.
Karisim 15-30 sn homojenize (Ultra-Turrax’da) edildikten sonra Whatman 1 filtre
kagidindan gegcirilerek filtre edilmis, elde edilen ekstraktan 3 ml alinarak iizerine 3 ml
TBA ¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra su banyosunda 95°C-100°C’de 40-45 dakika
inkiibe edilmistir. Sogutulan 6rnekler (5-10 dakika oda kosullarinda) spektrofotometrede
532 nm dalga boyunda okunmustur. Hazirlanan standart egriden elde edilen deger
formiile uygulanarak TBARS degeri (umol Malonaldehit/kg doku) hesaplanmistir (Alak
2011).

Fihrdy bl
i

L

Fp—
=T 1§ I gLA

Sekil 3.2. TBARS 6l¢iimiine ait goriintii (Orijinal resim)
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3.2.5. Toplam ucucu bazik azot (TVB-N) analizi

Malle and Tao (1987) tarafindan verilen yontemde kii¢iik modifikasyonlar uygulanarak
yapilmistir. Kii¢iik parcalar haline getirilen 6rneklerden 40’ar gr alinarak {izerlerine 80
ml TCA ¢ozeltisi ilave edilmis, daha sonra karisim Ultra Turrax’da (IKA Werk Tp 18-10
20,000 rpm) 1-2 dakika homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat 2500 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmis ardindan supernatant tekrar filtre kagidi (Faltenfiller @150 mm,
hizli filtre edebilen) ile filtre edilmistir. Filtrattan 25 ml alinarak {izerine 5 ml NaOH ilave

edildikten sonra distilasyon cihazina yerlestirilmistir.

Distilatin toplanacagi erlen igerisine 5 ml %4’liik borik asit ¢ozeltisi (4 gr/100 ml ¢ozelti
giinliik olarak kaynatilip sogutulmus saf sudan hazirlanarak) ve 0,02 ml indikator (0,1 gr
metil kirmizis1 ve 0,1 gr brom kresol yesili; 100 ml etanol) ilave edilmistir. Borik asit ve
indikator iceren erlen distilasyon cihazina yerlestirildikten sonra distilasyon islemi 5
dakikada 25 ml distilat toplanacak sekilde gerceklestirilmistir. Elde edilen distilat 0,1 N
H>SOs ¢ozeltisi ile pembe renk olusuncaya kadar titre edilmistir. TVB-N degeri
titrasyonda harcanan H>SO. ¢ozeltisi (n) dikkate alinarak asagidaki formiille
hesaplanmistir (Carbas 2008; Alak 2011).

TVB-N (mg/100g) = n x 16,8 mg azot
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Sekil 3.3. TVB-N &l¢limiine ait goriintii (Orijinal resim)

3.2.6. Diferansiyel taramah kalorimetre (DSC) analizi

DSC analizi i¢in et drneklerinden yaklasik 10 mg kadar doku 6rnegi alinarak 40pL’lik
aliminyum DSC kaplarinda tartilmis ve kaplar hermetik bir sekilde kapatilmistir. DSC’ye
yerlestirilen 6rnek kaplari, referans olarak bos kap kullanilarak, 20°C’den 90°C’ye
5°C/dk’lik hizla 1sitilmistir. Boylece elde edilen termogramlardan proteinlere ait termal
degisimlerin sicaklik ve entalpi degerleri belirlenmistir. DSC cihaz1 (DSC-60 Plus-
Japanese), analizler yapilmadan once sicaklik ve 1s1 akist i¢in indiyum (T:156,6°C;

AH:28,5 j/g) kullanilarak kalibre edilmistir (Akkdse 2017).
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Sekil 3.4. DSC o6l¢limiine ait goriintii (Orijinal resim)

3.2.7. Protein miktar1 élciimii

Marinat ve salamuralarin kantitatif protein miktarinin 6lgiilmesinde Lowry et al. (1951)
yontemiyle total protein miktarlar1 hesaplanmistir. Bu yontemde bakir iyonlari protein
peptid baglar ile alkali ortamda bir kompleks olusturur ve bakir indirgenir. indirgenmis
ortamda yer alan bazi aminoasitler (Tyr, Trp ve Cys) Folin-Fenol reaktifini indirgeyerek
renk olusumuna neden olur. Olusan rengin siddeti protein konsantrasyonu ile dogru

orantili olup 660 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir.

Sekil 3.5. Protein miktar1 6l¢limiine ait gériintii (Orijinal resim)
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3.2.8. Protein profilinin belirlenmesi

Marinat ve salamura suyu proteinlerinin profil analizi sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) metodu ile gergeklestirilmistir (Laemmli
1970). Eppendorf tiipe alinan 100 pl hidrolizat iizerine 900 ul elektroforez 6rnek buffer
tamponu eklenmistir. Tipler iyice karistirilarak 100°C’de 1 dk siireyle bekletildikten
sonra Laemmli metodu TetraCell BioRad sistemine uyarlanarak SDS-PAGE islemleri
gerceklestirilmistir. Jeldeki proteinlerin boyanmasi i¢in Ornekler 2 saat Oriole
sollisyonunda  bekletilmis ve protein bantlarinin  dansitometrik  analizleri

gercgeklestirilmistir (BioRad Oriole user manual).

3.2.8.a. SDS-PAGE analizi

Diiz cam plaka (10x8,5 cm) ile 1,5 mm kalinligindaki plastik seritleri (spacer) olan plaka
sandvi¢ seklinde bir araya getirilmistir. Ilk 6nce resolving jel 10 ml’lik bir enjektor ile
plakalarin arasina hava kabarcigl olusturmadan iist kenara ~2,5 cm kalincaya kadar
doldurulmustur. Jelin dokiilmesini takiben 1 ml’lik bir enjektorle jel yiizeyi lizerinde
biitanol ile ince bir tabaka olusturularak diiz bir polimerizasyon hatti meydana
getirilmistir. En az 2 saat siireyle polimerizasyon i¢in beklendikten sonra su silizgeg
kagidiyla uzaklastirilmis ve kimyasal kompozisyonu stocking jel hazirlanip, hava
kabarcig1 olusturmadan bir enjektér yardimi ile dokiilmiistiir. Hemen ardindan 1,5 mm
kalinligindaki taraklar yerlestirilmis ve polimerizasyon i¢in en az 3 saat slireyle
beklenilmistir. Siirenin sonunda taraklar c¢ikarilarak, polimerizasyon artiklarini
uzaklagtirmak i¢in numunelerin uygulanacaklari kuyucuklar 3 defa tris-glisin elektrot
tamponuyla (pH 8,3) yikanmis ve yikama sonrasi kuyucuklar ayni tampon ile
doldurularak, numuneler kuyucuklara 15 pl olacak sekilde uygulanmistir (Laemmli
1970). 20 mA/jel sabit akim modunda yaklasik 90 dakika siireyle elektroforez islemi
gerceklestirilmis, siire sonunda jeller oriole soliisyonunda 2 saat siireyle bekletilerek, jel

goriintlileme sistemi ile (Bio Rad Gel Doc XR) fotograflari ¢ekilmistir.
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Sekil 3.6. Protein analizlerine ait SDS-PAGE goriintiisti (Orijinal resim)

3.2.8.b. Protein standarti

Ticari olarak temin edilen 500 pl’lik uygulamaya hazir marker karisimi (Precision Plus

Protein™ All Blue Prestained Protein Standart, kat. No: 1610373) kullanilmigtir.

Uygulamsi: Ornek kuyucuklarina 15 pl ilave edilerek 20 mA/jel sabit akimda yaklasik
90 dakika stireyle elektroforez islemi devam etmistir. Elektroforez sonrast homojenat
orneklerine ait jeller coomassie brillant blue R250 ile boyanmis ve Biorad Gel Doc XR
jel gortntiileme sisteminde fotografi cekilerek, ImagelLab 4,1 programi ile analiz

edilmistir.

3.2.8.c. Proteinlerin molekiil agirhiklariin hesaplanmasi

Molekiil agirliklart bilinen standart proteinlerin molekiil agirliklar1 ve jeldeki gog
mesafeleriyle iligkili olarak semi-logaritmik bir grafik yardimiyla 6rnek proteinin
molekiil agirliginin tespit edilmistir. Her standart protein i¢in Rf degeri asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmaistir.

Proteinin g¢ mesafesi

Nispi go¢ degeri (Rf) =
Boyanin go¢ mesafesi
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3.2.9. istatistiki analizler

Tiim Olglimler iicer defa yapilmis ve sonucglar ortalama + standart sapma olarak
verilmistir. TBARS, pH, TVB-N, asitlik, tuzluluk 6rnekleri arasinda kiyaslamalar student
T ve Duncan ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak, DSC analizleri ise Generalized Linear

models olarak p<0,05 seviyesinde yorumlanmistir (SPSS yazilimi siiriim 22,0).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Marinasyon Asamasi ve Sonrasi pH Degisimi

Farkli asitlik seviyelerinde olgunlastirilmis marinatlarda pH degeri zamana paralel olarak
muamelelerde artislar gostermistir. Olgunlasma asamasinda marinatlar arasinda istatistiki
olarak fark belirlenmistir (p<0,05). Olgunlasma baslangicinda 6,32+0,06 olarak
belirlenen pH degeri olgunlagsma sonunda (22.giin) en yiiksek kontrol grubunda
(6,93+0,13) kaydedilmistir. Bu deger, %2,5 ve %5 asit uygulanan gruplarda sirasiyla
2,86+0,13 ve 2,56+0,02 olarak dlciilmiistiir. Olgunlagsma sonrasi gegen ii¢ aylik donemde
ise %2,5 asit uygulanan gruplar daha yiiksek pH degisimleri gostermis ve bu durum
p<0,05 seviyesinde anlamli bulunmustur. Depolama siiresince elde edilen verilere
dayanarak yiiksek seviyedeki asit uygulamasinin pH iizerinde etkili oldugu gozlenmistir.
Olgunlagma siiresi sonunda marinat salamura sularinda da pH degisimi énemli olarak

belirlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Farkli seviyelerde asitle olgunlastirilan marinatlarin olgunlasma asamasi ve
olgunlagma sonrasina ait pH degisimleri

Uygulama | Olgunlasma asamasi et | Olgunlasma sonrasi (ay) *
(giin) *
0 (et) 22(et) 1 2. 3
Kontrol 6,32+0,06 | 6,93+0.13* | - - -
%2,5asit | 6,36+0,01 | 2,86+0,13° | 3,75+0,01% | 3,88+0,01% | 4,04+0,13?
%5 asit 6,34+0,02 | 2,56+0,02° | 3,58+0,01° | 3,48+0,02° | 3,70+0,02°
Olgunlasma  asamasi
salamura (giin) *
%02,5 asit | - 2,73+0,05% | - - -
%5 asit | - 2,49+0,04° | - ; ;

*p<0,05, OD: Onemli degil (p>0,05), ayn1 siitunda ayni1 harfle (a, b) gdsterilen degerler arasinda istatistiki

olarak fark yoktur.
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Calismamizda ana materyalde 6,32 olan pH, marinasyon islemi ile asidik bir hal almis,
olgunlagma ve olgunlagma sonrasi siireglerde 4,5’in altinda kalmistir. Baz1 arastirmacilar
bu tarz iriinlerde pH'min 4,1-4,5 arasinda olmasi ve 4,5’1 agsmamasi gerektigini
bildirmislerdir (Mclay 1972; Ludorff and Meyer1973; Celik 2004). Bu durum arastirma
bulgularimizla ortiismektedir. Farkli balik tiirleri ve tekniklerle yapilan marinasyon
calismalar1 da sonuglarimizla uyumludur (Erkan vd 2000; Celik 2004; inanli vd 2010;
Patir vd 2015; Maktabi et al. 2016; Taskaya et al. 2016).

Farkli asitlik seviyelerinde gbzlemlenen degisimlerde ise %2,5 asit uygulanan grupta
DSC sonuglart da dikkate alindiginda T3 degerinde gozlemlenen artisin bu grubun
pH’sinda etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Marine islemi sirasinda tuz ve asetik
asidin et igerigine dagilmasiyla proteinler denatiire olur ve pH degeri diiser (Tagkaya et
al. 2016). Bilindigi gibi sicakligin artmasina paralel olarak et proteinlerinde denatiirasyon
gerceklesmekte ve bu durum serbest asidik gruplarin yok olmasina neden olarak etin pH
degerini artirmaktadir. Ozellikle sarkoplazmik proteinlerdeki denatiirasyon sonucu ortaya
¢ikan —SH ve —OH gruplar1 nedeniyle de etin tamponlama kapasitesi artmakta ve pH

degeri ylikselmektedir (Lawrie 1998).

Her ne kadar 2,5 asit uygulamasinda pH degeri yiiksek olarak ifade edilmis olsa da
kontrole kiyasladigimizda dramatik bir diisiis oldugu kolaylikla gézlenmektedir. Izlenen
bu azalislarda ise kullanilan marinat bilesimindeki mevcut H' iyonlar etin tamponlama
etkisini azaltarak marinasyonda asidik bir siirece sebep olmaktadir (Ergezer 2005). Yine
bu durumda olgunlasma sirasinda ortaya ¢ikan laktik asit birikimi (kaslarda mevcut
glikojenin anaeorobik oksidasyon ile pargalanmasi sonucu toplanmasina) ve etin
tamponlama kapasitesine de baglanabilir (Young et al. 1999). Diisiikk pH degerleri, artan
laktat seviyesi ve ATP degredasyonu ile agiklanabilir (Lowe et al. 1993; Erikson et al.
1999; Wilkinson et al. 2008; Morkere et al. 2008; Digre et al. 2011). Calismamizda diistik
pH degerleri asidik marinatlarda gézlemlenen bir durumdur. Bilindigi izere marinatlarda
tuz-fosfat ¢ozeltileri pH'1 arttirir, bozulma mikroflorasini uyarir ve mikrobiyal biiylimeyi

baskilar. Asidik marinatlarda ise ¢ozeltiler pH'1 diisiiriir ve mikrobiyal biliylimeyi inhibe
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eder. Bu etki, zayif organik asitlerin varligindan kaynaklanmaktadir (Vlahova-Vangelova
and Dragoev 2014).

4.2. Marinasyon Asamasi ve Sonrasi Marinat Asitlik Miktar1 Degisimi

Farkl asitlik seviyelerinde olgunlastirilmis marinatlarda asitlik miktar1 zamana paralel
olarak artig gostermistir. Olgunlagsma sonunda (22.giin) en yiiksek asitlik %5 asit
uygulanan grup da (1,29+0,01) belirlenmis, marinasyon asamasi ve sonrasinda asitlik
miktar1 degisimi Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Bu deger, %2,5 asit uygulanan grupta ise
0,77+0,01 olarak kaydedilmistir. Olgunlagma sonrasi gegen ii¢ aylik donemde ise %5 asit
uygulanan gruplar daha yiiksek asitlik degeri degisimleri gosterirken, depolama siiresince
elde edilen verilere dayanarak yiiksek seviyedeki asit uygulamasinin asitlik degeri
tizerinde etkili oldugu goézlenmistir. Olgunlagma siiresi sonunda marinat salamura

sularinda asitlik degeri degisimi dnemli olarak belirlenmistir (p<0,05).

Iki marinat grubunda da balik etindeki asitlik miktar1 zamana bagli olarak azalma
gostermistir. Bu durum arastirmada elde edilen pH bulgular ile paralellik géstermis ve

onceki ¢aligmalarla da uyumlu oldugu goriilmiistiir (Meyer 1965; Kiling 2003).

Cizelge 4.2. Farkl seviyelerde asitle olgunlastirilan marinatlarin olgunlasma agamasi ve
olgunlagma sonrasina ait asitlik miktar1 degisimleri (%)

Uygulama | Olgunlasma asamas: et | Olgunlasma sonras (ay)
(giin)
0 22" 1. 2. 3.
Kontrol® | - - - - -
%2,5 asit® | - 0,77£0,01 | 0,88+0,02" 0,83£0,02° | 0,76+0,01°
%5 asit? | - 1,29+0,01 | 1,52+0,03% 1,37+0,022 1,34+0,042
Olgunlasma asamasi
salamura (giin) "
%2,5 asit_| - 0,75+0,01° | - - -
%5 asit - 1,24+0,01* | - - -

*p<0,05, OD: Onemli degil (p>0,05), aym siitunda aymi harfle (a, b) gosterilen degerler arasinda istatistiki
olarak fark yoktur.
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4.3. Marinasyon Asamasi ve Sonrasi Tuz Miktar1 Degisimi

Farkli asitlik seviyelerinde olgunlastirilmis marinatlarda tuz miktar1 Cizelge 4.3’de
gosterilmistir. Tuz miktar1 zamana paralel olarak azalma gostermistir. Olgunlasma
sonunda (22.giin) en yiiksek tuzluluk %2,5 asit uygulanan grupta (6,69+0,01)
belirlenmistir (p<0,05). Bu deger, %5 asit uygulanan grupta ise 6,41+0,06 olarak
kaydedilmistir (p<0,05). Depolama siiresince elde edilen verilere dayanarak yiiksek
seviyedeki asit uygulamasimin tuzluluk degeri iizerinde etkili oldugu gozlenmistir.
Olgunlagma sonrasi gegen ti¢ aylik donemde ise %2,5 asit uygulanan grubun tuz degisim
degeri 6,67+0,04 den 5,90+0,10’a, %5 asit uygulanan grup da ise bu deger 5,98+0,07°den
5,63%0,15’¢ diismiis ve degisimler dnemli bulunmustur (p<0,05). Sonuglarimiz Simat et
al. (2011) ve Lim et al. (2014) ile uyumludur. Bu duruma uyumlu sonuglar Dokuzlu
(1996) ve Kiling (2003) tarafindan yapilan ¢alismalarla da belirlenmistir. Marinatlarin tuz
miktarinda gesitli faktorlerin (kimyasal bilesimine, et sikiligina, asit oranina, damak
zevkine, mevsime ve Uriiniin 6ngoriilen depolama siiresine ve muhafaza sartlarina) ve
balik etinin tuzu absorbe etmesi ile sicaklik arasindaki iliskinin etkili oldugu
bilinmektedir (Meyer 1965; Mclay 1972; Ludorff and Meyer 1973; Connell 1980;
Gokoglu 2002). Calismada olgunlagsma siiresi sonunda marinat salamura sularinda

tuzluluk degeri degisimi p<0.05 seviyesinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.3. Farkli seviyelerde asitle olgunlastirilan marinatlarin olgunlasma agamasi ve
olgunlagma sonrasina ait tuz miktart degisimleri

Uygulama | Olgunlasma asamasi et | Olgunlasma sonrasi (ay) "
(giin)*
0 22 1. 2. 3.
Kontrol - - - - -
%2,5 asit | - 6,69+0,01* | 6,67+0,04% 6,51+0,06* | 5,90+0,10°
%5 asit | - 6,41+0,06" | 5,98+0,07" 5,7240,05° | 5,63+0,15"
Olgunlasma asamasi
salamura (giin) "
%72,5 asit | - 8,13+0,01% | - - -
%5 asit | - 7,89+£0,04° | - - -

*p<0,05, OD: Onemli degil (p>0,05), aym siitunda aym harfle (a, b) gésterilen degerler arasinda istatistiki
olarak fark yoktur.
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Asitlik derecesine bakildiginda, tuz miktarinda belirlenen azalisin baslangicta yliksek asit
uygulamasindan kaynaklandigi boylece bu konsantrasyondaki asitligin tuzun ete gecisini

inhibe ettigini sdyleyebiliriz (Taskaya et al. 2016).

4.4. Marinasyon Asamasi ve Sonrasi Marinat Thiobarbitiirik Asit Reaktif Substans

(TBARS) Degisimi

Farkli asitlik seviyelerinde olgunlastiriimis marinatlarda TBARS degeri zamana paralel
olarak muamelelerde artislar gostermistir. Olgunlasma asamasinda marinatlar arasinda
istatistiki olarak onemli farklar kaydedilmistir (p<0,05) (Cizelge 4.4). Olgunlasma
baslangicinda 2,13+0.04 pmolMA/kg doku olarak belirlenen TBARS degeri olgunlasma
sonunda (22.glin) en yliksek kontrol grubunda (9,25+0,03 pmolMA/kg doku)
belirlenmistir. Bu deger, %2,5 ve %5 asit uygulanan gruplarda sirasiyla 2,46+0,11 ve
2,46+0,04 umolMA/kg doku olarak saptanmustir.

Cizelge 4.4. Farkl seviyelerde asitle olgunlastirilan marinatlarin olgunlasma agamasi ve
olgunlagsma sonrasina ait TBARS degisimleri (umolMA/kg doku)

Uygulama | Olgunlasma asamasi et | Olgunlasma sonrasi (ay) P
(giin)*
0 22 1. 2. 3.
Kontrol? | 2,134£0,04 |9,25+0,03 |- - -
%2,5 asit? | 2,13+0,03 | 2,46+0,11 | 3,10+0,042 4,7240,59% | 4,82+0, 572
%5 asit? | 2,11+0,03 | 2,46+0,04 | 3,05+0,04° | 4,57+0,56° | 4,57+0, 52°
Olgunlasma asamasi
salamura (giin) P
%2,5 asit | - 0,94+0,02 |- - -
%5 asit - 0,84+0,16 | - - -

*p<0,05, OD: Onemli degil (p>0,05), ayn1 siitunda ayn1 harfle (a, b) gdsterilen degerler arasinda istatistiki

olarak fark yoktur.
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Olgunlasma sonras1 gegen ii¢ aylik donemde ise %2,5 asit uygulanan gruplar daha ytiksek
TBARS degisimleri gostermis olsa da p<0,05 seviyesinde anlamli bulunmamuistir.
Depolama siiresince elde edilen verilere dayanarak yiiksek seviyedeki asit uygulamasinin
TBARS olusumunu nispeten yavaslattigi gozlenmistir. Olgunlasma siiresi sonunda

marinat salamura sularinda da TBARS degisimi 6nemsiz olarak belirlenmistir (p>0,05).

Lipit oksidasyon isleminin seyrini belirleyebilmek icin ikincil oksidasyon iiriinleri
onemlidir. Lipid oksidasyonun sekonder driinlerini izlemede TBARS Kklasik
yontemlerden biridir (Qiu et al. 2016). Bu anlamda iirinler TBA degeri lizerinden
siiflandirilirlar ve bu deger bir tirtinde 3 mg MDA/kg doku’dan az ise {iriin mitkemmel
kaliteli, 5 mg MDA/kg doku diizeyinde ise iyi kaliteli olarak tanimlanmaktadir. Bu
calismada marinasyon agamasi ve sonrasinda yapilan tiim 6lgiimlerde {iriinler iyi kalite
derecesinde degerlendirilmistir. Yanlizca kontrol grubu bu degerlerin {izerinde

seyrederek tiiketilebilirlik seviyesi olan 7-8 mgMDA/kg doku’yu gecmistir.

Bununla birlikte, TBARS’in marine orneklerde soguk muhafazada meydana gelen

bozulmanin belirlenmesinde giivenilir bir parametre olamayacagi da gézlenmistir.

Diisiik TBARS degerlerinde, en az marinasyon prosediirii kadar marinatlarin, antioksidan
ozelligi olan zeytinyagi ile muamele edilmesinin ve vakum ambalajlama yapilmasinin da
etkili oldugu diistintilmektedir (Blackhurst et al. 2011; Alak et al. 2011). Vlahova-
Vangelova and Dragoev (2014)’e gore fenolik bilesiklerden zengin marinat soliisyonlari,
ikincil lipid oksidasyon {iriinlerini baskilamakta ve depolama sirasinda TBARS’in
neredeyse degismeden kalmasini saglamaktadir (Gray and Pearson 1987). Yine
zeytinyag icerisinde bulunan E vitamini de prooksidan aktivitelerinden dolayr diisiik

TBARS degerlerinde rol oynamaktadir (Kim et al. 2010).
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4.5. Marinasyon Asamasi ve Sonrasi Marinat Toplam Ucucu Bazik Azot (TVB-N)
Miktar1 Degisimi

Farkl asitlik seviyelerinde olgunlastirilmis marinatlarda TVB-N degeri zamana paralel
olarak muamelelerde artiglar gostermistir. Olgunlagsma asamasinda marinatlar arasinda
istatistiki olarak farklar belirlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.5). Olgunlagsma baslangicinda
6,64+0,12 mg/100g olarak belirlenen TVB-N degeri olgunlasma sonunda (22.giin) en
yiiksek kontrol grubunda (24,41+0,52 mg/100g) 6l¢iilmiistiir. Bu deger, %2,5 ve %5 asit
uygulanan gruplarda sirasiyla 6,12+0,19 mg/100g ve 6,22+0,59 mg/100g olarak
kaydedilmistir. Olgunlasma siiresi sonunda marinat salamura sularinda TVB-N degisimi

Oonemsiz olarak belirlenmistir (p>0,05).

Cizelge 4.5. Farkli seviyelerde asitle olgunlastirilan marinatlarin olgunlagsma asamasi ve
olgunlagma sonrasina ait TVB-N degisimleri

Uygulama | Olgunlasma asamasi et | Olgunlasma sonrasi (ay)
(giin)
0 220D 1. o0 |2~ 3.*

Kontrol2 | 6,64+0,12 | 24,41+0,52 - - -
%2,5 asit? | 6,74+0,02 | 6,12+0,19 8,10+0,45% | 11,52+0,90% | 15,25+0,282
%5 asit? | 6,72+0,09 | 6,22+0,59 7,67+0,54° | 9,51+0,46° | 13,68+0,90°

Olgunlasma asamasi

salamura (giin) 9°

%2,5 asit | - Uygulama | Olgunlasma | Olgunlasma
3,97+0,192 asamasi et | sonrasi (ay)
(giin)
%5 asit | - 3,9240,25° |- - -

*p<0,05, OD: Onemli degil (p>0,05), ayn1 siitunda ayn1 harfle (a, b) gdsterilen degerler arasinda istatistiki
olarak fark yoktur.

Marinasyon sonrast elde edilen TVB-N degerleri yapilan benzer calismalarla da

desteklenmektedir (Aksu vd 1997; Cadun 2002; Kiling 2003). Calismamizda marinasyon
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asamasinda gozlemlenen TVB-N azaliglarinda, asit ve tuz miktarmin etkili oldugu

diisiiniilmektedir (Cadun 2002; Kiling 2003).

Olgunlasma sonras1 gecen {i¢ aylik donemde ise %2,5 asit grubunun TVB-N degerinin
8,10+0,45 mg/100g’den 15,25+0,28 mg/100g’e, %5 asit grubunun TVB-N degerinin ise
7,67+0,54 mg/100g’den 13,68+0,90 mg/100g’a ylikseldigi goriilmiistiir. Depolama
stiresince TVB-N degisimi birinci ayda dnemsiz (p>0,05), ikinci ve li¢lincli ayda onemli
olarak kaydedilmistir (p<0,05). Bu bulgular depolamaya bagli olarak yapilan diger
calismalarin TVB-N degerlerindeki artisla uyumludur (Aksu vd 1997; Kiling 2003;
Olgunoglu 2007; Eke 2007; Gulsun et al. 2009). Bu calismalarla olan TVB-N
farkliliklarinin, ¢aligilan balik tiirli ve tuz miktarinin farkli olmasindan kaynaklandigi
diigiiniilmektedir (Gokoglu et al. 2004). Bazi arasgtirmacilar TVB-N’nin sinir degerini taze
ve islenmis iriinlerde 25-35 mg/100g’olarak kabul etmektedir (Jinadasa 2014). Bu
calismadaki TVB-N bulgularimiz s6z konusu araligin ¢ok altindadir. TVB-N, duyusal
skor ve bakteri sayimi1 gibi kalite endeksleri kadar glivenilir olmasa da bazi durumlarda
taze baliklarin kalitesinde belirleyicidir. TVB-N, baliklarda bozulmanin erken evreleri
arasinda ayrim yapilmasina yardimci olmamakla birlikte, ikinci bozulma evrelerinde,

olduke¢a hassas endeksleri temsil etmektedir.

4.6. Marinasyon Sonrasi Marinatlara Ait Termal Uygunluk (DSC)

Termal analizler sonucu elde edilen termogramlarda kontrol numunesi (0.giin) i¢in {i¢
farkl1 pik belirlenmis ve bu piklerin sirasiyla myosin (T, AH,), sarkoplazmik proteinler
ile kalojen (T3, AH;) denatiirasyonuna ait oldugu dikkate alinmistir. Bununla birlikte
%2,5 asit uygulamalar1 ve kontrol gruplarinda bir diger denatiirasyon piki (T,, AH,)
(Cizelge 4.6) daha gozlenmis ve bu pikin 6zellikle sarkoplazmik proteinler ile kalojende

meydana gelen degradasyon sonucu ortaya ¢iktig diistiniilmiistiir.



Cizelge 4.6. Farkli seviyelerde asitle olgunlagtirilan marinatlarin olgunlagsma agamasi ve olgunlagma sonras1t DSC profili

T, AH,4 T, AH, T, AH
Zaman |Uygulama Zaman Zaman Zaman Zaman Zaman
(°C) . (J/gkm) . (°C) . J/gkm) | (°C) . (J/gkm)
giin) (giin) (giin) (giin) (giin)
Kontrol  |42,37+0,03" 0,700,022 53,17+0,10° 0,95+0,012 72,89+0,020 0,41+0,012
Oc Oa Oa Oa Ocd Oa
2,5 45 32+0,02° 0,38 +0,00 59,99+1,362 0,03+0,00° 77,0940,75° 0,28+0,01°
22° 5 47,08+0,04* |22° [0,34+0,01c |22° |- 22° |- 22%  [74,62+0,34° |22°  [0,18+0,01°
2,5 44 50+0,38° 0,37+0,01° 58,92+0,372 0,03+0,00° 77,37+0,16° 0,27+0,01°
lay* |5 4545+2,13* |52° [0,35+0,01¢ |52° |- 52° |- 52°  170,68+0,41° |52°  [0,03+0,00°
2,5 43,16+2,00° 0,36+0,01° 58,56+0,43 0,03+0,00° 77,03+0,11° 0,16+0,01°
2ay° |5 44.32+1322 |82™ [031+001c |82° |- 82> [ 82  170,16+0,06° |82°  [0,03+0,01°
2,5 42 84 +1,95° 0,33+0,02b 58,68+0,71° 0,03+0,00° 74,99+1,23° 0,03+0,01°
3ay™ |5 44,55+0,04* |112° [030+0,02¢ |112° |- 112° |- 1129 [69,91+1,14° |112° [0,03+0,01°

Her DSC sicaklik ve entalpi degeri i¢gin kendi siitununda verilen ayni harfler arasinda fark bulunmamaktadir

8¢
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DSC analizleri sonucu elde edilen piklere ait ortalama denatiirasyon sicakliklari ile
entalpi degerleri Cizelge 4.6’da verilmistir. Bu sonuglara gore depolama siiresince
uygulanan muameleye bagli olarak tiim pik sicakliklarinin ve entalpi degerlerinin belirli
oranda azaldigin1 veya artik tespit edilemedigini sdylemek miimkiindiir. Bu durum
depolama sonunda proteinlerin termal stabilitesinde genel itibariyle bir diislis meydana
geldigini gostermektedir. Diger yandan sardalyalara uygulanan farkli soliisyonlarin
depolama sonunda %35 asit uygulamasi i¢in daha iyi sonuglar verdigi goriilmektedir

(p<0,05).

Calismamizin protein denatlirasyon ve degregasyonun belirlendigi DSC sonuglarinda,
aragtirmacilara gore gecis pikleri I, II, III, siras1 ile miyosin, sarkoplasmik proteinler-
kollajenle beraber olabilir ve aktin olarak tanimlanir (Hastings et al. 1985; Howell et al.
1991). Balik etindeki gozlemlenen proteinlerle ilgili degregasyonda ilk pik miyosin
yikimi, ikinci gegis arasinda kollajen ve sarkoplazmik parcalanmasi ve son pik ise aktin

dokiimii ile iligkilendirilir (Vasquez Mejia et al. 2018)

Miyosin ge¢is sicakliklar: kontrole ek olarak bazi muamele gruplarinda %2,5 asetik asit
uygulanan marinatlarda olgunlagsma asamasi ve sonrasinda azalmistir. Bu durumun
proteinlerin konformasyonel yapilarimin agilmasi, protein agini ve ara yiiziini
olusturmasindan ve yag globiillerini 6rtmek i¢in uygulama bilesenleri ile reaksiyona
girmesinden, proteinlerin daha fazla agiga ¢ikarak miyosini daha hassas hale
getirmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir (Vasquez Mejia et al. 2018). Bu
calismada, depolama boyunca miyosin molekiiliindeki temel protein alanlariin ne dl¢iide
secici denatlire oldugu belirlenmistir. Bu durum protein bozunmasinin gegis
sicakliklarindaki degisikliklerle iligkili olabilecegi fikrini giiclendirmektedir (Rios-Mera
etal. 2017; Vasquez Mejia et al. 2018). Yiiksek sicakliktaki aktin olarak adlandirilan son
pik, onemli miyofibriler proteinlerdendir, aradaki pikler ise sarkoplazmik ve/veya
kollajene baglhdirlar. Temel proteinlerde gegis sicakliinda ilk giine gore (0. gilin kontrol)
azalmalar goriilmektedir. Depolama sonunda muamele gruplarinda gegis sicakligt ve

entalpi degeri miyosin piki ve 3. pik i¢in kontrole gore hafif¢e yilikselmistir. Diisiik entalpi
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degerlerinde ise marinasyon siirecindeki tuzlama isleminin etkili olabilecegi

diistiniilmektedir (Zhang et al. 2014).

Miyosin jeli olusumu; 30 ve 45°C arasinda bir ge¢is ve 50°C'nin iizerinde miyosin baginin
geri doniisiimsiiz agregasyonu (bu asamada disiilfiir baglar1 ve hidrofobik etkilesimler
etkilidir) olmak tizere iki asamali bir reaksiyona sahiptir. Bu son asamanin ardindan
genellikle 72 ve 83°C arasinda aktin denatiire edilir (Varnam and Sutherland 1995;
Vasquez Mejia et al. 2018). Bilindigi gibi dokudaki azalma, proteolitik aktivitedeki artis
ve miyosin denatiirasyonu arasinda baglant1 bulunmaktadir (Sahin and Sumnu 2001).
Dokunun protein denatiirasyonunda sicaklik ve tuzluluk ana neden olarak kabul

edilmektedir (Liu et al. 2013).

DSC sonuglarma bakildiginda zaman ilerledik¢e proteinlerin denatiirasyonu igin gerekli
olan enerji yavas yavas artmis, ardindan benzer bir hizda azalisa ge¢cmistir. Bu artiglar
denatiirasyonda proteolitik enzimin inaktivasyonunun oldugunu gostermektedir (Sahin
and Sumnu 2001). Ayrica, entalpi ve daha yiiksek sicakliklarda daha diisiik tepe
noktalarindaki azalmanin, sardalya marinatlarinda proteinlerin ag¢ilmasina karsilik

geldigini de diisiinebiliriz (Ovissipour et al. 2017).

4.7. Marinasyon Asamasi ve Sonrast Marinat ve Salamuralarda Protein Profil

Degisimi

Marinat ve marinat salamuralarina ait protein profili Sekil 4.1-4.2’de sodyum dodesil
stilfat-poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) goriintiileri ile verilmistir. SDS-PAGE
ile belirlenen proteinler ve agirliklart sekilden de goriildiigii gibi miyosin agir zinciri
(MHC, 220 kDa), aktin (43 kDa) ve tropomyosin (TM, 38 kDa) olarak belirlenmistir. O.
giinde cok belirgin bir sekilde kendini gosteren MHC (miyosin), Actin, TM (timin)
bantlar1 olgunlagma siiresi boyunca yogunlugunu kaybetmeye baslamistir. MHC bandi
22. ginde %5 asit igeren marinasyonda diger asit grubuna oranla daha yogun
goriinmektedir. Olgunlagsma sonunda (22. giin) marinasyon salamuralarinda ise %2,5 asit

iceren salamurada TM band1 daha yogun belirlenmistir.
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Bu proteinlerden 6zellikle MHC, oksidatif hasarlara egilimli olup yapilan SDS-PAGE
modellemesinde Onemli kayiplar gostermistir. Enerji metabolizmasinda yer alan
enzimlerin aktivitesi, et kalitesi 6zellikleri i¢in biiyiik 6nem tasir, ¢linkii aktin-miyosin
kompleksi ve pH diisiisii, kasin ete doniisiimiinden sorumlu ana degisikliklerdir (Torres

de Souza Rodrigues et al. 2017).

Calismamizda marinasyon sonunda aktin ve miyosin bant yogunluklarinda gézlemlenen
azalmalar, aktin ve miyosin filamentleri arasindaki bozulmanin sonucu olarak,
sarkomerik I-bandinda ince filamentlerin kirilmasi ve miyofibriller pargalanmanin
olugmasi ile agiklanir. Buna ilaveten kas yapist da bu duruma neden olabilmektedir
(Torres de Souza Rodrigues et al. 2017). Tropomyosin (TM), miyofibrillerin diizenleyici
bir proteinidir ve iki alt {initeli bir sargili sarmalin standart yapisi olarak bildirilmistir
(Nishio et al. 2018). Calismamizda SDS-PAGE’de tiim ayrilmis tepe bantlar1 34 kDa’a
tasinmustir (Sekil 4.1, 4.2). Bu sonu¢ Roy et al. (1976) ve Nishio et al. (2018) ile

uyumludur.

Depolama siiresi sonunda marinatlarda MHC, actin ve TM bant yogunluklar1 azalmistir.
Bu veriler Zhang et al. (2017) ile uyumlu olmakla birlikte bu durum s6z konusu
arastiricilar tarafindan oksidasyon iiriinii olan S-S' nin olusumu, béylece MHC, aktin ve
TM bant yogunluklarinda azalmalarla agiklanmistir. Ciinkii sistein yan zincir gruplari
proteinler tizerinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir (Park and Xiong 2007, Park et al.
2007).



42

-

250

100
15

50

37

25

20

15

FOe o0

Sekil 4.1. Olgunlasma asamasi protein profili
1: Kontrol, 2:%2.5 asitlik marinat, 3:%5 asitlik marinat, 4:%2.5 asitlik salamura, 5:%5 asitlik salamura



Cizelge 4.7. Olgunlagsma asamasi marinat ve salamaura protein miktari

Kontrol Olgunlasma donemi (22 giin) marinat Olgunlasma donemi salamura

%2.5 asitlik %5 asitlik %2.5 asitlik %5 asitlik
Volume MW (kd) | Volume MW (kd) | Volume MW (kd) | Volume MW (kd) | Volume | MW (kd)
156911,6 228.851 202480,6 | 237.282 204737,1 | 216.345 32446,68 | 192.193 9220,35 144.083
48189,57 162.895 69774,4 169.824 62326,75 | 159.546 33566,95 | 177.035 14155,8 104.030
129663,9 130.825 151372,8 | 128.425 121288 126.106 44614,17 | 150.000 7848,13 | 95.416
203372,4 89.918 336926,8 | 86.939 417230,9 | 87.643 54466,39 | 126.106 7618,37 | 89.918
96095,39 76.382 138632 74.274 116685,8 | 75.000 54651,3 107.023 16361,73 | 84.951
106082,5 62.442 233641,2 | 63.338 182906,8 | 52.205 20596,31 | 94.395 27487,74 | 79.533
58346,66 54.597 125493,8 | 40.565 104648 41.152 28391,92 | 88.373 21028,27 | 68.635
64943,5 42.930 139017,5 | 38.161 151108,6 | 38.272 40085,88 | 83.705 15019,85 | 59.761
61044,34 | 41.471 109839,2 | 37.685 76827,75 | 37.589 42290,67 | 78.928 5403,62 | 52.205
71387,26 | 38.394 69926,96 | 37.382 65016,34 | 37.388 28515,66 | 73.524 25627,92 | 45.716
90637,11 37.403 71401,45 | 36.109 66071,44 | 36.468 34462,59 | 66.897 25872,85 | 41.152
43282,97 37.377 163487,2 | 35.232 101898,5 | 35.546 29700,13 | 58.877 17458,69 | 37.810
55159,1 37.208 60573,97 | 32.139 59052,8 34.177 17894,75 | 50.711 30093,45 |37.419
205963,1 34.177 106161,2 | 28.358 150977 28.139 36689,55 | 45.199 10174,42 | 37.166
192298,7 27.923 141785 26.870 106977,4 | 27.075 50601,68 | 40.850 13980,63 | 36.354
220953,8 26.077 283268,4 | 21.935 2954237 | 21.935 51889,48 | 37.968 14095,9 | 34.546
159757,9 21.998 106072,9 | 21.517 106201,2 | 21.475 60400,06 | 37.403 22382,4 | 28.139
126272,7 21.656 150467,6 | 21.066 150051,7 | 21.047 35182,54 | 37.244 16832,69 | 23.324
62312,66 21.180 196501,3 | 20.449 175430 20.417 24464,38 | 35.839 25022,67 | 22.703
1547222 20.811 103998,3 | 20.192 102582,3 | 20.147 39771,69 | 34.898 32896,66 | 21.874
131565,9 20.583 151993,1 | 19.214 212953,4 | 19.214 16670,81 | 31.262 41755,47 | 20.147
78598,13 20.275 87758,94 | 18.460 125503,8 | 17.810 53515,72 | 27.923 18612,86 | 18.000
144758,2 19.214 203521,7 | 17.520 124172,2 | 16.531 23633,49 | 26.077 22547,47 | 12.025
234364,5 16.332 1075125 | 14.823 88878,08 | 14.823 306449 21.998 24780,17 | 10.893

ev



Cizelge 4.7. (devam)

82129,18 14.737 281702,7 | 11.869 306297,9 | 11.869 55269,38 | 21.435

2347319 12.025 210702,3 | 11.154 167127,5 | 10.809 57008,68 | 21.131

138009 11.022 49516,1 20.919
39579,34 | 20.606
97881,5 20.147
109567,7 | 18.809
20769,53 | 15.842
53415,79 | 11.869
41730,64 | 10.809

TOPLAM

3351554 4004014 3842375 1685690 466278

144
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Sekil 4.2°de olgunlagsma sonrasi depolanan marinatlarin SDS-PAGE bant goriintiileri
verilmistir. TM ve aktin bantlarinda donemsel kayiplarin oldugu, bant yogunluklarinin
azaldig1 goriilmektedir. Belirlenen azalma Baylan et al. (2014) tarafindan yapilan ve
depolamanin 7. haftasina kadar aktinin sabit kalip, sonra kademeli olarak azaldig:
sonucunu bulan c¢alisma ile uyumludur. Yine ¢alismamizda belirlenen protein
konsantrasyonlarina baktigimizda (Cizelge 4.7-4.8), yiliksek protein iceriklerinde
tuzlama isleminin su miktarini azaltmasi nedeniyle protein icerigini yiikseltecegi durumu
ile agiklamir (Kolsaric1 and Ozkaya 1998; Baylan et al. 2014). SDS-PAGE ile belirlenen
farkli balik tiirleri ve farkli islenmis iiriinlere ait degiskenlik gosteren protein profillerinde
ise farkli kas olgunlasma donemlerinin yanisira kas olgunlagsma donemlerinin etkili

oldugu bilinmektedir (Hernandez-Herrero et al. 2000; Baylan et al. 2014).
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Sekil 4.2. Olgunlasma sonrasi protein profili

1: %5 asitlik marinat (1.ay), 2:%2.5 asitlik marinat(l.ay), 3:%5 asitlik marinat(2.ay), 4:%2.5 asitlik
marinat(2.ay), 5:%5 asitlik marinat(3.ay), 6: %2.5 asitlik marinat (3.ay)



Cizelge 4.8. Marinatlara ait depolama donemi protein miktari

1. ay 2. ay 3.ay

%2.5 asitlik %5 asitlik %2.5 asitlik %5 asitlik %2.5 asitlik %5 asitlik
Volume Iz/li\é\)/ Volume 'z/ll(\é\; Volume IE/IL\(;\; Volume ,z/||<\c/i\)/ Volume ,z/||<\c/i\)/ Volume lz/ll(\é\)/
192021 | 280769 58552 | 303846 | 189171 | 288462 96816 | 311538 | 170512 | 284615 | 113552 | 311538
107112 | 212234 23060 | 216350 | 101593 | 212234 30571 | 216350 96690 | 212234 31140 | 212234
43450 | 188327 24133 | 138517 50130 | 184508 72867 | 130814 47417 | 184508 33232 | 135865
456085 | 101279 | 101808 | 110258 | 506643 | 100000 | 128521 | 105481 | 523567 | 108600 | 100336 | 108600
115252 | 84425 | 286753 | 98779 | 175945 | 81419 | 272569 | 97613 | 135690 | 79623 | 202800 | 101279
185828 | 67532 42248 | 80825 | 160241 | 64794 64630 | 79623 | 207436 | 63870 47937 | 82013
146928 | 47937 77465 | 70180 | 166165 | 46107 61888 | 67532 | 176521 | 46107 38750 | 71034
138099 | 41508 53832 | 67532 | 158961 | 39961 61003 | 65714 | 150935 | 39961 55715 | 68428
90165 | 39027 84464 | 54792 | 103403 | 38482 80640 | 53111 | 105066 | 38482 60454 | 55659
179410 | 37202 44501 | 47937 | 164350 | 37202 82285 | 46692 | 176084 | 37202 61949 | 47937
156310 | 37000 | 115499 | 41162 | 198448 | 36866 | 151163 | 39961 | 173348 | 36866 | 111807 | 40835
85237 | 35759 73610 | 38831 71707 | 36162 93417 | 38185 | 134950 | 36398 72587 | 38482
102648 | 31112 | 102945 | 37202 | 107385 | 30887 | 112340 | 37202 | 144656 | 31112 86892 | 37202
128803 | 29299 72861 | 37102 | 230640 | 28181 | 118992 | 36937 | 234423 | 27743 96676 | 37000
295071 | 22977 70331 | 36937 | 312529 | 22682 73386 | 36506 | 305986 | 22417 65119 | 36607
84693 | 22041 83090 | 31781 80461 | 21793 | 114606 | 31336 | 111796 | 21851 79330 | 31559
113193 | 21416 | 104379 | 28181 | 158939 | 21455 | 165742 | 27743 | 143759 | 21191 | 135876 | 27961
172431 | 20692 | 322490 | 22977 | 163894 | 20726 | 264263 | 22875 | 124462 | 20710 | 216011 | 23193
289021 | 19945 59700 | 21912 | 168822 | 20238 87598 | 21912 | 104553 | 20566 62027 | 21975
138466 | 18952 67169 | 21540 | 110876 | 19497 | 121619 | 21378 | 181312 | 19350 57854 | 21540
101466 | 17464 45121 | 21096 | 105631 | 18695 67921 | 20758 | 108533 | 18606 43562 | 21191
91500 | 16055 41915 | 20852 93078 | 17464 45796 | 20318 93524 | 17264 80911 | 20726
182873 | 12162 36756 | 20279 | 190720 | 12386 54547 | 20000 | 223484 | 12561 36845 | 20279
194032 | 11049 27758 | 20150 | 199072 | 11225 71925 | 19702 | 192739 | 11315 37648 | 19945

1%



Cizelge 4.8. (devam)

23127 | 18695 50650 | 18333 108168 | 19497
28695 | 17264 48181 | 17564 25909 | 16255
21092 | 15372 34888 | 15277 31323 | 15758
108557 | 12272 114406 | 12386 78549 | 11948
130902 | 11136 183805 | 11225 139612 | 11049
TOPLAM
3790096 2332813 3968803 2927036 4067444 2312571

Ly
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5. SONUC

Sardalya baligindan farkli asitlik derecelerinde iiretilen marinatlarin olgunlagma
asamasinda ve olgunlasmadan sonraki donemde protein denatiirasyonunun belirlenmesi
lizerine yapilan calismada, iki gruptan olusan marinatlar 4°C’de depolanarak belirli

analizlere tabi tutulmuslardir.

Protein denatlirasyon ve degregasyonlarinin izlenmesi asamalarinda TVB-N, DSC ve
SDS-PAGE tekniklerinden yararlanilmistir. Bunlara ek olarak marinatlarda TBARS, pH,

asitlik ve tuzluluk analizleri de yapilmistir. Bu analiz sonuglarindan;

1. Farkl asitlik seviyelerinde olgunlastirilmis marinatlarda TBARS degeri zamana
paralel olarak muamelelerde artiglar gostermistir.

2. Farkl asitlik seviyelerinde olgunlastirilmis marinatlarda pH degeri zamana paralel
olarak muamelelerde artislar gostermistir. Olgunlasma asamasinda marinatlar arasinda
istatistiki olarak fark belirlenmistir.

3. Termal analizler sonucu elde edilen termogramlarda depolama siiresince uygulanan
muameleye bagli olarak tiim pik sicakliklarinin ve entalpi degerlerinin belirli oranda
azaldig1 veya artik tespit edilemedigi gézlenmistir.

4. Farklh asitlik seviyelerinde olgunlastirilmis marinatlarda TVB-N degeri zamana
paralel olarak muamelelerde artiglar gostermistir. Olgunlagsma asamasinda marinatlar
arasinda istatistiki olarak farklar belirlenmistir.

5. Farkli asitlik seviyelerinde olgunlastirilmis marinatlarda asitlik miktar1 zamana
paralel olarak artis gostermistir. Olgunlagsma sonunda (22.giin) en yiiksek asitlik %5 asit
uygulanan grup da (1,29+0,01) kaydedilmistir.

6. Tuz miktar1 zamana paralel olarak azalma gostermistir. Olgunlagsma sonunda
(22.giin) en yiiksek tuzluluk %2,5 asit uygulanan grupta (6,69+0,01) belirlenmistir.

7. 0. giinde ¢ok belirgin bir sekilde kendini gésteren MHC (miyosin), Actin, TM (timin)
bantlar1 olgunlasma siiresi boyunca yogunlugunu kaybetmeye baslamistir. MHC bandi
22. giinde %S5 asit igeren marinasyonda diger asit grubuna oranla daha yogun

goriinmektedir.
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Yapilan bu c¢aligmada marinasyonda %14 tuz ile birlikte uygulanan farkli asitlik

dereceleri i¢in %S5 asetik asit kombinasyonunun en iyi sonucu verdigi tespit edilmistir.

Su iirlinleri yiiksek orandaki doymamis yag asitleri ve zengin protein icerigiyle hassas
gida iiriinleri arasindadir. insan diyetindeki proteinler, gastrointestinal sindirimden sonra
viicudun fonksiyonu iizerinde olumlu etkisi olan, fizyolojik olarak aktif bilesenlerin kabul
edilmis bir kaynagidir. Bu anlamda farkl: alternatif {iriinlerin tanitim1 saglanarak siirekli
tiikketim tesvik edilmelidir. Tiiketici taleplerinde etkili olabilmek adina Tiirk damak tad1
dikkate alinarak, farkli teknik ve farkli katki maddelerinin kombinasyonlar1 ile marine
{iriinlerin tiiketiminin arttirilmasina yonelik calismalara yogunlasilmalidir. Ozellikle
protein denatiirasyonlarini daha aza indirgeyen metotlarin yani1 sira bu kayiplarin
belirlenmesi adina da daha hizli ve giivenilir sonuglar veren analizlerin su iiriinleri isleme

sektorline entegrasyonu saglanmalidir.
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