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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

GOKKUSAGI ALABALIGI (Onchorynchus mykiss) FILETOLARINDA FARKLI
OLDURME TEKNIiKLERININ ANTiOKSIDAN DUZEYi VE PROTEIN
OKSIDASYONU UZERINE ETKILERI

Abdulcelil ISIK

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Su Uriinleri Anabilim Dali

Danisman: Dog¢. Dr. Gonca ALAK

Bu ¢alismada, gida bozulmalarinin ana nedeni olarak kabul edilen protein oksidasyonu ile
oldiirme teknikleri arasindaki iliski incelenmistir. Bu amagla basina vurma (T1), boynunu
kirma (T2), ve ¢upmnma (T3) yontemleri uygulanarak oOldiiriilen gokkusagi alabaligi
(Onchorynchus mykiss) filetolarinin antioksidan durumu, in vivo myofibriller protein (MP)
oksidasyonu ve duyarlilig1 ile 6liim sonrasi oksidasyonu (hidroksil radikal oksidasyon sistemi
ile indiiklenen) degerlendirilmistir.

Bu amagla farkli stres kosullari altinda 6ldiiriilen baliklarin +4°C’de depolanan filetolarinda
protein oksidasyon parametreleri [pH, laktik asit, glikojen seviyesi, siilfidril gruplar (-SH),
disiilfid baglar1 (S-S), karbonil miktarlar1 ve protein profilleri] ile antioksidan seviyeleri
(superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)), malondialdehit
(MDA)), oliim sonrasi 72. saat boyunca farkli zaman araliklarinda analiz edilmistir.
Incelenen tiim parametreler arasinda istatistiki olarak énemli farklar belirlenmis (p<0,05) séz
konusu yontemlerde en fazla stres veren teknigin ¢irpinma yontemi oldugu gozlenmistir.
Enzim aktivite sonuglari, yiiksek MDA ve karbonil miktar1 dikkate alindiginda diger gruplara
oranla T3 grubunda en gii¢lii stres kosullarinin olustugunu ve in vivo miyofibriler protein
(MP) oksidasyonunu tesvik ettigini gdstermistir (p<0,05). Bunun yani sira, yiiksek H2O:
konsantrasyonlarinda miyosin agir zincir (MHC) yogunluklarinda ve siilfidril gruplarinda
ciddi kayiplar oldugu da belirlenmistir (p<0,05).

Protein profillerinde miyosinin 6ldiirme tekniginden ¢ok etkilendigi aktinde ise oksidasyon
kaynakli azalmalarin oldugu belirlenmistir. Yine S-S ve S-H’ larda azalmalar karbonil
konsantrasyonlarinda ise artiglar belirlenmis fakat her iki siire¢ icinde en etkili degerler
cirpinma tekniginde belirlenmistir.

Bulgularimiz kisa siireyi kapsayan 6ldiirme tekniklerinin (basina vurma ve boynunu kirma)
O. mykiss refahini ve diisiik MP oksidasyon oranlari agisindan daha iyi et kalitesi sonuglari
verdigini gostermektedir. Genel olarak, T3 grubu filetolarin oksidatif hasara daha hassas
oldugunu, T1 ve T2 gruplarimin ise diisitk MP oksidasyon oranlan ile et kalitesinin
korunmasinda daha iyi sonuglar verdigini soyleyebiliriz.

2019, 60 sayfa

Anahtar Kelimeler: Oldiirme teknigi, protein oksidasyonu, antioksidan durumu, stres, SDS-
PAGE



ABSTRACT

Master Thesis

THE EFFECT OF DIFFERENT SLAUGHTER TECHNIQUES ON ANTIOXIDANT
STATUS AND PROTEIN OXIDATION OF RAINBOW TROUT (Onchorynchus
mykiss) FILLETS

Abdulcelil ISIK

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

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Gonca ALAK

In recent years, protein oxidation has been accepted as the main cause of food spoilage. In
this study, it is aimed to evaluate the status of antioxidant, in vivo myofibrillary protein (MP)
oxidation - sensitization and post-death oxidation (induced by hydroxyl radical oxidation
system) of commonly used slaughter techniques (T1; hitting to head, T2; neck crushing and
T3; fluttering) on rainbow trout (Onchorynchus mykiss) fillets.

For this purpose, in this study, activities of antioxidant enzyme, stress conditions and protein
oxidation parameters [pH, lactic acid, glycogen level, antioxidant enzyme activities (CAT,;
catalase, GPx; glutathione peroxidase and SOD; superoxide dismutase], malondialdehyde
level (MDA), sulfhydryl groups (-SH), disulfide bonds (S-S), carbonyl amounts and protein
profiles were analyzed at different time intervals for 72 hours post-death.

Significant differences were found among all the parameters investigated (p<0.05) and it was
observed that the most stressing technique was the fluttering method. When enzyme activity
results, high MDA and carbonyl content were taken into consideration, it was determined that
the strongest stress conditions occurred in fluttering group compared to other groups and in
vivo myofibrillar protein (MP) oxidation was encouraged (p<0.05). Also, high concentrations
of hydrogen peroxide were found to have serious losses in myosin heavy chain (MHC)
concentrations and sulfhydryl groups (p<0.05).

It was determined that myosin was affected by the techniques in protein profiles, and in actin
oxidation induced decreases. Reductions in disulfide bonds (S-S) and sulfhydryl groups (S-
H) have also been shown to increase in carbonyl concentrations, but the most effective values
in both processes have emerged in the T3 group (fluttering).

Our results showed that fluttering group (T3) filets were more sensitive to oxidative damage
and hitting to head (T1) and neck crushing (T2) groups showed lower MP oxidation rates and
improved meat quality.

2019, 60 pages

Key Words: Slaughter method, protein oxidation, antioxidant status, stress, SDS-PAGE
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1. GIRIS

Niifus artigi, gelismis {ilkelerdeki saglikli beslenme bilinci gibi nedenler su iiriinleri
talebinde bir artisa neden olmustur. Su tiriinleri sanayisi, yliz milyonlarca insan i¢in gida
temin ve gelir kaynagi olmanin yani sira sahip olduklar1 protein, yag, karbonhidrat,
vitamin ve mineral maddeleri acisindan da dengeli beslenmede her gecen giin gida

sanayiinde 6nde gelen bir sektor halini almistir.

Saglikli beslenme bilinci ile su iiriinlerinin dnemi hayvansal protein kaynaklari arasinda
giderek artmistir. Bu baglamda, gidalarin kimyasal bilesimine 6nemli 6l¢iide dikkat
edilerek, ozellikle yag ve kolesteroliin yliksek seviyelerinin sagliga olan olumsuz etkileri
dikkate alinmis, doymamis yaglar ve omega grubu (-3, ®-6) yag asitlerini
icermelerinden dolay1 balik ve su iirlinlerinin tiiketimi artmistir (Gokoglu 2002; Alak

2011).

1.1. Su Uriinlerinin Kimyasal Bilesimi

Ana bilesimi; su, yag ve proteinden olusan su iriinlerinin kimyasal bilesimi ¢esitli
faktorlere (cevre sicakligi, iirlinlin boyu, yasi ve olgunluk gibi) bagl olarak degisiklik
gosterir. Su lirlinlerinin % 98’ni olusturan bu bilesenler, etin besin degeri, fonksiyonel
ozellikleri (koku ve damak tad1), duyusal kalitesi, depolama stabilitesi iizerinde etkiye
sahiptir. Karbonhidratlar, vitaminler, mineraller gibi diger bilesenler az miktarda

bulunmakla birlikte birgok biyokimyasal olaylarda 6nemli rol oynamaktadir (Cakl1 2008).

Su firiinlerinin temel bilesenlerinden birisi yaglardir. Baliklarda yag miktar1 proteinde
oldugu gibi sabit olmayip ¢esitli faktorlere bagli olarak degiskenlik gostermektedir.
Baligin tiirti, yasi, biiylikligl, yasadigr ortam, suyun sicakhi§i ve kirlilik durumu,
beslenme kosullari, mevsim gibi faktorler yag icerigi lizerinde dnemli etkiye sahiptirler.

Tiim dokularda bulunmalarma ragmen, daha ¢ok yagl baliklarin deri altindaki yagh



tabakalarinda, yagsiz baliklarin karaciger ve kas dokusunda bulundugu rapor edilmistir
(Achman 1995; Donmez ve Tatar 2001; Konar ve Kopriicii 2002; Cakli 2008).

Baliklarda lipidler fosfolipidler, steroller, trigliseroller, mum esterleri, gliseril esterleri,
glikolipidler, siilfolipidler olarak bulunarak temel hiicre fonksiyonlarina katilirlar
(Gokoglu 2002; Cakli 2008). Yaglar, insan organizmasi i¢in gerekli olan en onemli
unsurlardan bir tanesidir. Sadece yiiksek enerji kaynagi olmayip ayni zamanda yagda
¢Ozilinen vitaminleri bulundurmalari, proteinlerle bilesik olusturmalar1 sonucunda
lipoproteinleri olusturmalar1 ve kan lipid diizeylerinde rol oynamalari bakimindan

oldukga 6nemlidir (Kaya vd 2004).

Baliklar igerdigi yag oranlari agisindan yagsiz, hafif yagli, orta yagh ve yagh baliklar
olarak siniflandirilmaktadirlar (Cizelge 1.1.) (Cakli 2008; Oehlenschldger and Rehbein
2009).

Cizelge 1.1. Baliklarin yaglilik durumlarina goére smiflandirilmas: (Cakli 2008;
Ochlenschldger and Rehbein 2009).

Yag orani Balik tiirii
Yagsiz baliklar <1 Mezgit, turna
Hafif yagh bahklar 1-5 Kefal, alabalik
Orta yagh bahklar 5-10 Sardalya, ton balig1, somon balig1
Yagh baliklar >10 Uskumru, ringa

Yag miktar1, baligin tiirtine ve biyolojik durumuna gore %]1’in altinda olabildigi gibi
%30’larn tizerine kadar da ¢ikabilmektedir (Oehlenschlédger and Rehbein 2009).Yaglar
gliseroliin yag asitleri ile olusturdugu ester sinifi bilesiklerdir. Bir molekiil gliseroliin ii¢
molekiil yag asidi ile esterlesmesiyle bir trigliserid olugsmaktadir (Kaya vd 2004). Yag

asitleri genel olarak ¢ift sayida karbon atomu igeren, diiz zincirli ve degisik zincir



uzunluguna sahip monobazik organik asitler seklinde tanimlanmaktadir (Achman 1995;
Cakl1 2008). Yag asitleri igerdikleri karbon atomlarinin sayisi, zincir uzunluklari, karbon
atomlar1 arasindaki ¢ift baglarin sayilari ve doymamishik derecelerine gore
siniflandirilmaktadirlar (Donmez ve Tatar 2001). Bugiine kadar tanimlanabilmis yag
asitleri en az 2, en ¢ok 26 karbon atomu igerirler. Karbon sayis1 6’dan az olan yag
asitlerine kisa, 6-12 karbonlu yag asitlerine orta, 14 ve daha fazla karbon atomu igeren

yag asitlerine uzun zincirli yag asitleri denir (Achman 1995; Cakli 2008).

Yag asitlerinin zincir yapisindaki farkliliklar diiz ya da dallanmis yapida olmalarinin yani
sira doymus, doymamis ve halkali yapida olup olmamalarina gore de degiskenlik
gostermektedir. Molekiil yapilarindaki bu farkliliklar, yag asitlerinin fiziksel, kimyasal
ve fizyolojik niteliklerinde de degisikliklere neden olduklarindan, siniflandirilarak

incelenmektedir (Achman 1995).

Balik eti, yaglarin yani sira ortalama olarak %17-22 civarinda protein ve %75-80 oraninda
su icermektedir. Baligin kalitesini 6nemli Ol¢iide belirleyen su miktar1 ¢ok sayida
faktorden etkilenmektedir. Ozellikle beslenme ve cinsel olgunluk durumu, kasin su igerigi
tizerinde belirgin bir etkiye sahiptir. Pek ¢ok balik tiirlinde yumurtlama esnasinda besin
elementlerinin ve enerji rezervlerinin tiikenmesi nedeniyle 6zellikle yagsiz baliklarin su

miktarinda bir artis goriilmektedir (Sikorski et al. 1990; Gokoglu 2002).

Beslenme durumu ve tiirlere bagl olarak balik kas dokular1 ortalama %50-85 oraninda su
icermektedir (Sikorski et al. 1990). Toplam suyun ¢ok az miktar1 (ortalama % 4) kimyasal
olarak baglanmistir. Balik etinde yag miktar1 arttikga su miktar1 azalma egilimi
gostermektedir. Canlinin yasi, boyu ve beslenme durumu su oraninda etkilidir (Varlik
2004).

Kimyasal bilesiminde bulunan esansiyel aminoasitlerden dolayi, biyolojik degerleri
oldukca yiiksek protein ve yag icerigi su iiriinlerini diger gidalara oranla daha ayricalikli

bir hale getirmektedir. Su {tirtinleri su grup proteinleri igermektedir (Dénmez 2017);



-Sarkoplazmik proteinler: Biyokimyasal olaylari yiiriiten bu proteinler, toplam
proteinlerin %25-30’unu olusturur ve diisikk iyonik siddete sahip tuz ¢ozeltilerinde
coziinmektedir. Balik kas dokusunda 100’¢ yakin sarkoplazmik protein bulunur. Bu
proteinler 6zellikle hemoglobin, myoglobin, stokrom -C, myoalbumin, globulin ve ¢esitli
enzimlerin yapisinda yogun olarak yer almaktadir. Yine balik kas rengi de bu proteinlerin
varlig1 acisindan 6nemli bir belirleyici olup kirmizi kaslarda beyaz kaslara gore daha

yogun bulunmaktadir (Sekil 1.1).

-Myofibriler proteinler: Balik kas dokusunda toplam proteinin %70-80’ini olusturan bu
proteinler kontraktif sistemi diizenlemektedir. Bu proteinler 0,3—1,0 iyonik siddetli tuzlu
su ¢ozeltilerinde ¢oziinebilme 6zelligine sahiptir. Balik kas dokusunda hakim proteinler;

aktin, myosin, tropomyosin, aktomyosin ve titin (connectin) bu grupta incelenmektedir.

-Stroma proteinleri: Kompleks bir yapiin kollajen ve elastin karmasi olan,
sarkoplazmik ve myofibriler proteinlerin ekstraksiyon isleminden geriye kalan proteinler
olarak tanimlanmaktadir. Balik kasindaki kollajen miktart bazi faktorlere bagli olarak
(baligin cinsine, beslenme sekline ve erginlik durumuna) degisim gosterir ve kasin

biitiinliiglinden sorumlu olan proteinlerdir.

miyotom myocommata
Acik renkli

fileto
0
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Sekil 1.1. Somon balig1 kas yapisi (Kong 2007)



Protein olmayan azotlu bilesikler (PONB): Genel olarak koyu renkli kas igeren
baliklarin daha fazla miktarlarda protein olmayan azotlu bilesik icerdigi bilinmekle
birlikte bu durumda tiir, tazelik durumu ve baligin yasadigi ortam kosullarinin da etkili
oldugu bilinmektedir. Deniz baliklar1 ve kabuklularin kas dokularindaki PONB’ in %85’
ini aminler, aminoksitler, guazidinler, niikleotidler, serbest aminoasitler ve niikleotid
yikim {riinleri, amonyum ve iire tiirleri olugturmaktadir (Gokoglu 2002; Cakli 2010;
Ciftci ve Cicik 2011; Dénmez 2017).

Gastrointestinal sistemde parcalanan proteinler, aminoasitler seklinde emilirler ve bu
amino asitler proteinlerin yapiminda ve doku onariminda gdrev almaktadir (Gokoglu
2002; Cakli 2010; Ciftci ve Cicik 2011; Dénmez 2017). Yirmi gesit amino asitten
triptofan, tireonin, fenilalanin, valin, izolGsin, metionin, lisin, 16sin gibi amino asitler
esansiyel aminoasitler olup, insanlar tarafindan gidalarla alinirlar. Viicuttaki onarim ve
gelisim siireglerinde esansiyel aminoasitler ¢ok biiyiik dnem arz etmekte ve bir tane bile
esansiyel amino asitin eksik olmasi hayati fonksiyonlarda ciddi olumsuzluklara neden

olmaktadir (Gokoglu 2002; Cakli 2010; Cift¢i ve Cicik 2011; Dénmez 2017).

Vitaminler, insanlarin ve hayvanlarin gelismeleri ve yasamsal faaliyetlerini devam
ettirebilmeleri i¢in gerekli olan, diisiik miktarlarda dahi etkilerini gosterebilen organik
yapida maddeler olup enerji vermeyen ancak enerji degisimleri ve besin elementlerinin
metabolizmasinin diizenlenmesinde gorev alan maddelerdir (Gokoglu 2002). Vitaminler,
yagda ve suda ¢oziinen vitaminler olmak iizere iki grup altinda incelenmektedir (Lall and
Parazo 1995) ve fizyolojik fonksiyonlarin devam ettirebilmesi i¢in gidalarla birlikte
alinmalar1 gerekmektedir (Lall and Parazo 1995; Cakli 2008). Baliklarin vitamin
igerikleri farkl: tiirlerin yanisira ayni tiir igerisinde de yasa, boyuta, cinsiyete, mevsimlere,
beslenme sekillerine, saglik durumlarina ve yasadiklart bolgelere gore degisiklik

gostermektedir (Cakli 2008; Oehlenschlager and Rehbein 2009).

Baliklar ve deniz iiriinleri diger yasayan organizmalarda oldugu gibi 90 tane dogal

element icermektedir. Viicut bilesimlerindeki en biiyiik orani, karbon, hidrojen, nitrojen,



oksijen ve siilfiir olusturmaktadir. Buna ilaveten 6 tane nemli makro elementi (kalsiyum,

magnezyum, fosfor, sodyum, potasyum ve klor) yapilarinda barindirmaktadir (Lall 1995).

Baliklar ve deniz iiriinleri mineral maddelerce zengin olup bu maddeleri besinlerden,
yasadiklar1 su ortamindan dogal olarak almakta ve iskelet, kas ve diger organlarinda

depolamaktadir (Kiigiikgiilmez 2005).

1.2. Balik Eti Kalitesi Uzerine Rigor-mortisin Etkisi

Avlanmay1 takiben balikta 6liim sonrasi degismeler; baligin dogal ortamindan alinmasi
sonucu kan dolagiminin durmasi ve yasamsal faaliyetlerinin sona ermesi ile olusan
metabolik artiklarin uzaklastirilamamasi, enerji doniigiimiiniin  kesilmesi ve doku
gelisiminin sona ermesi gibi bir takim olaylar1 kapsamaktadir. Her ne kadar balik avlanma
sonrast yasamsal fonksiyonlarini yitirmis olsada kas dokusunda bulunan mevcut ATP ve
glikojen gibi enerji kaynaklari ve diger kimyasal bilesikler ile post-mortem biyokimyasal
reaksiyonlara maruz kalmaktadir. Balik kasindaki post-mortem degisimler; baligin
tiirline, biiyiikliigiine ve ortam sicakli§ina gore hizli veya yavas gelisebilmektedir. Diistik
sicakliklarda biyokimyasal reaksiyonlarin hizi yavaslarken, yiiksek sicakliklarda
artmakta ve meydana gelen {irlinler balikta kalite kaybina ve ileri diizeyde bozulmaya

neden olmaktadir (Soyer 1999).

Canli balikta kasin kasilmasi i¢in gerekli enerji glikoliz sirasinda olusan ATP’den
saglanmaktadir. Bu durumda dokuda ATP tiikketimi ve tekrar olusumu, kasilma ve
gevseme olaylar siirekli olurken, post-mortem sonrasinda ise dokuda kan dolagimi ve
oksijen kaynaginin kesilmesiyle birlikte ATP miktar1 hizli bir sekilde azalmakta, kasilma
ve gevseme olaylart da bu azalma sirasinda sinirli olarak devam etmektedir (Foegeding
et al. 1996). Bu mekanizma kisaca sdyle izah edilmektedir: Canlinin yasami sirasinda
kaslarda bulunan glikojen aerobik kosullarda, glikoza (CsH1206) doniiserek oksijenle
yanma reaksiyonu sonucu karbondioksit (CO2) ve su (H20) agiga ¢ikar. Ortaya ¢ikan
enerji ile canli organizmanin enerji ihtiyact karsilanir. Oliim sonrasi ise oksijen alimi

durur ve yanma olay1 ger¢eklesmedigi igin kaslarda bulunan glikojen anaerobik sartlarda



pargalanarak laktik aside doniisiir (Thomas et al. 1999; Robb et al. 2000; Pottinger 2001,
Robb 2001; Skjervold et al. 2001; Stien et al. 2005).

Baliklar avlandiktan sonra kas hiicreleri canliliklarimi bir siire korumaktadir. Ancak
baligin 6liim siirecinde kreatin fosfat konsantrasyonunun diismesi ile birlikte myosine
bagl olan ATP konsantrasyonu da paralel olarak diismektedir (Iwamoto et al. 1988;
Watabe et al. 1991; Wang et al. 1998). Kaslarin kasilmasi sirasinda ATP myosinden
ayrilir ve serbest kalan myosin, kaslardaki konsantrasyonu diismiis olan ATP’ye
baglanamayip ortamda bulunan aktin ile birlesmesinden dolay1r bir aktomyosin
kompleksinin olusumu gergeklesir ve kaslarda sertlesme meydana gelir (Pate and Brokaw
1980; Wang et al. 1998). Canlinin 6liimiinden kisa bir siire sonra kaslarda meydana gelen
bu olaya rigor-mortis (6liim sertligi) denir (Iwamoto et al. 1987; Wang et al. 1998).
Sicakkanli hayvanlarda rigor-mortis siiresi farkl: tiirlerde 6-18 saat arasinda degisirken,
baliklarda normal kosullarda bu siire 1-3 saat arasindadir (Geri et al. 1996; Mecatti 1999;
Boneli 1999).

Baliklarin avlanmasini miiteakip kas dokusunda meydana gelen biyokimyasal olaylar {i¢
asamada gergeklesir; pre-rigor asama (et yumusak), rigor asama (et sert) ve post-rigor

asama (ette sertlik kaybinin meydana gelmesi) (Caggiano 2000).
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Sekil 1.2. Kas dokusunda meydana gelen post-mortem degisimler (Caggiano 2000).

Pre-rigor: Baliklarin limiinden sonra hiicrelere oksijen gegisi olmamasindan dolay1
viicuttaki reaksiyonlar anaerobik kosullarda gerceklesmeye baslar, bu asamada glikojen
parcalanarak laktik asite doniisiir ve kaslardaki pH degeri diiser. Bu evrede balik eti

yumusak haldedir.

Rigor-mortis: Bu siiregte adenozin trifosfat (ATP), adenozin difosfat (ADP) ve adenozin

monofosfat (AMP) miktarlarinda diisme, balik etine lezzet veren IMP (inosin mono



fosfat) konsantrasyonunda ise belirli bir siire yiikselme gorilmektedir. Ayni zamanda
ATP konsantrasyonunun diismesine paralel olarak dokularda sertlesmelerde
gozlenmektedir. Bu asamada onemli olan bir diger siirecte IMP’nin inosine ve devami
olarak da hipoksantine parcalanmasidir ki balik etinde istenmeyen kotii kokular bu
asamada olusmaktadir. Otolitik enzimlerin aktif hale gelerek protein yapisini

pargalamaya baslamasi ile birlikte rigor-mortis siireci tamamlanmais olur.

Post rigor: Bu asamada kas proteinleri denatiire olmaya baslamakta ve etin su tutma
kapasitesi diismektedir (Caggiano 2000). Bu asama, her bir balik tiirii i¢in karakteristiktir
ve sicaklikla degiskenlik gostermektedir.

1.3. Protein ve Lipid Oksidasyonu

Gida sanayiinde en 6nemli bozulma sebeplerinden biri oksidasyondur. Bu konuda yapilan
calismalar lipid oksidasyonu iizerine yogunlagsmis, protein oksidasyonu ise
onemsenmemistir (Lund et al. 2011). Ozellikle son yillarda yapilan calismalar, su
triinlerinin bozulma stirecinde lipid oksidasyonu ve mikrobiyolojk bozulmalar kadar

protein oksidasyonunun da rol oynadigini gostermektedir (Alak 2011; Zhang et al. 2017).

Oksidatif stres Triinleri veya proteinlerin reaktif oksijen tiirevleri ile kovalent
modifikasyonu, protein oksidasyonunun olusmasi saglamaktadir (Shacter 2000).
Proteinin birincil, ikincil ve tgilinciil yapisinda reaktif oksijen tarafindan bir takim
degisimlerin meydana gelebilecegi bilinmektedir. Bu durum {irliniin protein ¢6ziiniirligii,
rehidrasyon ozelligi gibi fiziksel ve fonksiyonel 6zelliklerini de kapsayabilmektedir

(Nakyinsige et al. 2015).

Gidalarda (et, balik, tavuk) protein oksidasyonu bazi oksitleyiciler (reaktif oksijen tiirleri,
reaktif azot tiirleri ve oksidasyonun ikincil iiriinleri) tarafindan tesvik edilebilir (Lund et
al. 2011; Hailili 2017). Bunlar arasinda hidroksil, siiperoksit, peroksil ve nitrik oksit gibi
serbest radikaller protein oksidasyonunda énemli rol oynamaktadir (Nakyinsige et al.
2015; Hailili 2017). Tiim ROS'lar arasinda, hidroksil radikalleri (OH), en 1yi bilinen ana
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oksitleyici serbest radikaldir. Bu radikaller miyofibriler proteinin in vitro biyokimyasal
ozelliklerini etkileyerek genellikle Fenton tepkimesi ile hidrojen peroksit (H20>)
varliginda meydana gelen, demir ve hiicresel indirgeyicilerle olusur (Harel and Kanner

1985; Park et al. 2007a; Park et al. 2007b).

Oksidatif reaksiyon acisindan miyosin ve troponin olduk¢a hassasken, bazi amino asitler
(sistein, tirosin, fenilalanin, triptofan, histidin, prolin, arginin, lizin ve metiyonin) reaktif
oksijen tiirlerine kars1 kismen hassasiyet gosterir. Ozellikle kiikiirt igeren aminoasitlerin
(sistein ve metiyonin gibi) daha kolay okside olabilecegi belirtilerek genellikle giiclii
reaktif radikallerin oksidasyonun baslatilmasinda daha az se¢ici oldugu da ifade edilmistir
(Nakyinsige et al. 2015; Hailili 2017). ROS’ lar ya amino asitlerin yan zincirlerini
modifiye ederek ya da proteinin polipeptit bagina hiicum ederek bu oksidasyonu
baslatirlar. Devaminda sirastyla amino asitlerinin yan zincirlerinin degisime ugramasi,
proteinin par¢alanmasi, agregasyonu, polimerizasyonu gibi siirecler meydana gelerek
biyokimyasal ve fiziksel bozulma tetiklenir. Bu durum, gidalarin duyusal ve besleyici
ozelliklerini de olumsuz olarak etkileyebilmektedir (Lund et al. 2011; Nakyinsige et al.
2015; Hailili 2017; Zhang et al. 2017).

Protein yapisindan hidrojenin ayrilmasi ile protein radikali olusur ve oksijen varliginda
peroksit radikaline (POO*) doniisiir. Baska molekiilden hidrojen ayrilmasiyla alkil
peroksit olusumu, alkoksil radikal ve onun hidroksil tiirevlerinin hidroperoksit radikaliyle

reaksiyonu saglanmis olur (Nakyinsige et al. 2015).

Kas proteinlerinin, 6zellikle miyofibriller proteinlerin (MP), isleme ve saklama esnasinda
reaktif oksijen tiirlerine (ROS) duyarli oldugunun ve serbest radikaller yoluyla
proteinlerin oksidasyonuna neden oldugunun anlasilmasiyla protein oksidasyon
tizerindeki arastirmalar artmaya baslamistir (Nakyinsige et al. 2015). Uygun ve 6zel
metotlarin eksik olmasindan dolay1 bu alandaki aragtirmalar yavas ilerlemektedir (Lund
etal. 2011). Saklama ve isleme esnasinda meydana gelen oksidadif reaksiyonlar, islenmis
tirtinlerde reaktif oksijen tiirlerinin reaksiyon olasiligin1 artirarak oksidasyona miisait bir

ortam hazirlamaktadir. Bu durumun, etin duyusal ve tekstiirel bir¢ok 6zelligini olumsuz



11

olarak etkiledigi bilinmektedir. Protein oksidasyonunda bazi faktorler (sicaklik, pH, su
aktivitesi ve ortamda bulunan katalist ve inhibitér maddeler) 6énemli rol oynamaktadir

(Nakyinsige et al. 2015; Hailili 2017).

Kas proteinlerindeki reaktif oksijen tiirleri karbonil tiirevlerinin olusumuna, stlfidril
gruplarinin kaybina ve oksidasyonun neden oldugu proteinlerin polimerizasyonu ile
protein yapist ve islevsellikleri lizerinde daha fazla hasara yol acarak, protein
agregalarinin olusumunu ve temel amino asitlerin yikimu ile filetolarin besin degerlerinin
azalmasina neden olmaktadir (Lund et al. 2011). Karbonil gruplarindaki artis ve siilfidril
gruplarindaki azalisla protein oksidasyonu izlenebilmektedir (Turan 2011; Bastioglu vd

2016).

Et iirtinlerinde lipid ve protein oksidasyonu arasindaki iligki tam olarak aydinlatilmamis
olsa da lipid peroksit iiriinlerinin protein oksidasyonunu baslattigi yoniinde gorisler

bulunmaktadir (Soladoye et al. 2015).

Gidalarin besleyicilik 6zellikleri ve kaliteleri agisindan en az proteinler kadar 6nemli olan
bir diger grupta lipidlerdir. Bu grup oksidatif reaksiyonlarin esas hedefi olup, islenmis ve
islenmemis gida iirlinlerinde ciddi problemlere (tat, koku, renk ve beslenme degerlerinde
istenmeyen degisim, zararli bilesenlerin olusumu ve raf Omriiniin kisalmasi) neden
olmaktadir (Elias et al. 2008; Gallo et al. 2012). Farkli enzimatik ve kimyasal siiregler
(fotooksidasyon, lipoksigenaz enziminin aktivitesi ve otooksidasyon (serbest radikal
zincir reaksiyonlar1)) sonucunda lipid oksidasyonu ger¢eklesebilmektedir. Bu

mekanizmalarin i¢erisinde en dnemlisi otooksidasyondur (Fernandez et al. 1997).

Baslica {i¢ basamakta gergeklesen lipid oksidasyonunda oncelikle hidrojen, doymamis
yag asidinden ayrilir ve geriye serbest lipid radikali kalir. Daha sonra serbest lipid radikali
oksijen ile reaksiyona girerek lipid peroksi radikalini, bu da doymamis yag asidi
zincirinden hidrojeni ayirarak hidroperoksidleri ve yeni bir serbest lipid radikalini

olusturur. Son agamada ise hidroksiperoksitler bakir, demir gibi metal iyonlar1 varliginda
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cok hizl bir sekilde bazi bilesenlere (keton, aldehit ve benzer) parcalanir (Warthesen et
al. 1997).

1.4. Antioksidan Enzimler

Reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 sinirlandirmak
icin canlilarda antioksidan savunma sistemleri (ASS) gelismistir. Antioksidanlar,
peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve reaktif oksijen tiirlerini toplayarak
lipid peroksidasyonunu inhibe ederler (Kilbas 2006). Biyolojik ve biyokimyasal
sistemlerde katalaz (CAT), peroksidaz (POD), glutatyon rediiktaz (GSSG-Rx) ve
stiperoksit dismutaz (SOD) antioksidant etkiye sahip olduk¢a dnemli enzimlerdir (Giilgin
2002). Antioksidan enzimler oksidatif stres tarafindan indiiklenen anahtar bilesenlerdir
(Orug et al. 2004; Alak et al. 2017a, 2017b). Bu enzimler, endojen [Siiperoksitdismutaz
(SOD), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon-S-Transferazlar (GST), Katalaz
(CAT), Mitokondriyal sitokromoksidaz sistemi, Hidroperoksidaz] ve eksojen [Vitamin E
ve C, bazi ilaglar] olmak iizere iki grup altinda incelenmektedir. Antioksidan enzimler
hiicre dengesinin diizenlenmesinde yagsamsal bir 6neme sahiptir (Doyotte et al. 1997;
Alak et al. 2013). Oksijen yoniinden zengin bir atmosferin varligi reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS)’ne kars1 ¢ikan endojen bir antioksidant sistemin
gelismesini saglamistir (Sen and Packer 2000; Ugar et al. 2012). Bu O2 metabolizmasi
iriinlerinin azaltilmas1 enzimatik SOD, CAT ve GSH-Px hiicresel savunma

mekanizmalariyla kontrol edilmektedir.

Siiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1, EC-SOD): Siiperoksit serbest radikalinin hidrojen
peroksit (H202) ve molekiiler oksijene (O2) doniisiimiinii katalizleyen antioksidan
enzimdir. SOD’un fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
serbest radikalinin (O2) lipid peroksidasyonu gibi zararli etkilerine karsi korumaktir.

SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi1 olan dokularda fazladir (Atabeyoglu 2011).

Glutatyon peroksidaz (Glutatyon: H202 oksidorediiktaz, EC 1.11.1.9):

Hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
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sitozolde bulunur. Diger antioksidan enzimlerle birlikte GSH-Px, oksijen tiiketiminin
hizla arttif1 sirada serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar
gormesini Onler. GSH-Px, eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir

(Ahmad et al. 1995).

Katalaz (CAT: EC 1.11.1.6): Protein yapisinda bol miktarda bulunan karakteristik bir
enzimdir. Bu enzim yaygin bir sekilde hayvan, bitki ve mikroorganizmalarda mevcuttur.
Ayrica toksik hidrojen peroksidi, hiicrelerden uzaklastirmada da onemli bir rol
oynamaktadir (DeDuve 1983). Katalaz genellikle H20; lireten enzimlerin lokalize oldugu
peroksizomlarda bulunmaktadir. Baliklarda, amfibilerde ve memelilerde karaciger,
bobrek, kalp ve beyinde yiiksekten diisiige dogru aktivite dagilimi gostermektedir
(Ahmad et al. 1995). Katalaz, hidrojen peroksitin suya doniistiiriilmesini tek yonlii olarak
gerceklestirir (Kunce and Trelease 1986; Havir and Mchale 1987; Keha ve Kiifrevioglu
2012) ve prostetik grup olarak “hem” grubunu icerir (Kar and Mishra 1976; Yamaguchi
and Nishimura 1984). Omurgali, omurgasiz, bitki ve mantarlarda mevcut olup yiiksek bir

turnover sayisina (5x10° s71) sahiptir (Odabasoglu 1988).

Oksidatif stres durumunda serbest radikaller ile antioksidanlar arasindaki denge bozulur
ve dokularda hasarlar olusmaya baglar. Bu durumda en fazla hiicre membranlarinda
bulunan poliansatiire yag asitleri (PUFA) olumsuz etkilenerek lipid peroksidayonunu
baslatir. Lipid peroksidasyonu sonucunda, lipid peroksitleri (lipid peroksit, siklik peroksit
ve siklik endoperoksit) olugsmakta ve bu reaksiyon zincirleme olarak devam etmektedir.
Lipid peroksidasyonununda agiga ¢ikan zararli iiriinler sonraki basamakta membran
proteinlerinin yapisini bozarak hiicrede kalic1 hasarlara sebep olmaktadir (ispirli 2016;

Parlak 2016).

Yapilan literatlir taramalarinda, balik yemlerinde antioksidan kullanim ile ilgili ¢cok
calismaya rastlanilmistir (Sonmez et al. 2015; Castro et al. 2015; Guardiola et al. 2017;
Alak et al. 2018, 2019a, 2019b; Yilmaz 2018; Wang et al. 2019). Fakat bu enzimlerin,
baliklarda oldiiriilme stresi ve protein oksidasyonu ile ilgili korelasyonlar1 hakkinda

siirli galisma bulunmaktadir (Zhang et al. 2017).
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Stres cevabi, omurgalilarda fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak algilanan tehditlere
kars1 baslatilan degisken bir iglevdir (Ashley 2007). Baliklarda 6ldiirme 6ncesi stresorler
(kesim, yakalama, muhafaza, tasima, 6ldiirme) giiclii bir sekilde metabolik, hiicresel,
osmoregulatif, hematolojik ve bagisiklik degisikliklerini i¢eren ve balik filetolarinin
kalitesini bozan faktorler oldugu dogrulanmistir (Barton 2002; Poli et al. 2005). Kalite
Ozelliklerinin yani sira, kesim Oncesi stresin proteinlerin ve miyofibriler proteolizin

oksidatif stabilitesini de etkiledigi bildirilmistir (Silva et al. 2012).

1.5. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Elektroforetik metotlar genellikle biiyiikliik, yiik ve 3 boyutlu yapi (konformasyon)
bakimindan yiiklii durumda olan makromolekiillerin yiiksiiz bir ortamda birbirinden
ayrilmast i¢in kullanilmaktadir. Molekiiller sahip olduklar1 elektron yiikiine gore
elektroforez esnasinda jel iizerinde zit elektrota dogru hareket ederler. Benzer sekilde
protein ya da DNA/RNA elektriksel bir ortamda yiikii ile dogru orantili ancak sekli ve
biiyiikliigii ile ters orantili bir hizda hareket eder (Parlak 2016; Olmez 2017).

SDS-PAGE metodu en yaygin olarak uygulanan protein elektroforez yontemidir. Bu
yontem daha c¢ok proteinlerin molekiil agirliklarinin saptanmasinda, protein safliginin
kontroliinde, proteinleri fraksiyonlamada ve saf proteinin alt yapisinin incelenmesinde
kullanilmaktadir. Bu teknik yiiksek ¢oziiniirliikk saglamasi, kolay tekrarlanabilirligi ve
proteinlerin elektroferogramlarda molekiil agirliklarina gore hareket etmesinden dolay:
oldukca avantajlidir (Ates vd 2008; Unliisayin et al. 2009; Sébeli ve Kayaard1 2014;
Olmez 2017).

Amino asit igerigi yoniinden zengin olan hidrolizatlarin fonksiyonel materyal olarak
kullaniminda hidrolize proteinin molekiil agirlig1 en énemli faktordiir. Istenen molekiiler
biiyiikliilk ve fonksiyonel Ozellikteki bir hidrolizati veya peptid fraksiyonunun elde
edilmesi i¢in kullanilacak yontemlerle bu proteinlerin tespitinde kullanilan yontemler

farklidir (Ekici ve Akyiiz 2003; Aylangan ve Oztan 2008; Ayana ve Turhan 2010; Olmez
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2017). SDS-PAGE teknigi, et proteinlerinin ayiriminda kullanilabilecek uygun bir
yontem oldugu kanaatine varilmistir (Ekici ve Akyiiz 2003; Olmez 2017).

Yukarda irdelenen tiim durumlar goz 6ntine alindiginda, 61iim sonrasi baliklarin et kalitesi
tizerine etkili olan en 6nemli siirecin rigor-mortis oldugu anlasilmistir (Sikorski et
al.1990; Ruff et al. 2002). Rigor-mortis hiz1 genis sekilde pre-mortem (6lim Oncesi)
safhadaki stresin (Nakayama et al.1992; Loewe et al.1993) ve et kalitesinin (Stroud 1969;
Loewe et al.1993) belirteci olarak kullanilabilmektedir (Skjervold et al. 1999). Ozellikle
avlanmadan sonraki 6liim sekli oldukg¢a 6nemli olup baliklarin strese girmesi sonucu ROS
bilesiminin arttig1 bilinmektedir. Kas proteinleri, 6zellikle miyofibriler proteinler (MP),
reaktif oksijene duyarlidir ve serbest radikallerle protein oksidasyonunun devam
edecegine inanilmaktadir. Bu dogrultuda hidroksil radikal oksitleme sistemi gidalarda
protein oksidasyonu iizerine yaygin olarak calisilan bir konudur (Cui et al. 2012;
Bastioglu vd 2016; Chen et al. 2016; Zhang et al. 2017). Fakat 6ldiiriilme seklinin protein
oksidasyonunu nasil etkiledigi hakkinda smirli bilgi mevcuttur. Konu ile ilgili
caligmalarin az olmasi ve g¢esitlendirilmemesi, gida sistemlerinde o6zellikle de su
iriinlerinde  goriilen protein oksidasyon mekanizmasini  heniiz tam olarak

aydinlatamamistir (Utrera and Estevez 2012).

Bu calismanin amaci, 6zellikle balik ¢iftliklerinde sik kullanilan 6ldiirme tekniklerinin
nasil bir strese (antioksidan enzim ve malondialdehit seviyesi) sebep oldugunu, in vivo
protein oksidasyonu ve postmortem oksidasyonlarla alabalik filetosu iizerine etkisini kas
glikojen seviyesi, pH, laktik asit seviyesi, S-S baglari, SH ve karbonil
konsantrasyonlarinin yani sira protein profili ile inceleyerek en uygun 6ldiirme teknigini

belirlemektir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Zhang et al. (2007), yaptiklar1 ¢alismada, Sparus macrocephalus’u, 8 hafta boyunca
farkli seviyelerde alfa-tokoferil asetat i¢eren diyetlerle besleyerek fileto kalitesi ve enzim
aktivitelerini arastirmiglardir. Deneme sonunda toplam serum siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesinin alfa-tokoferil asetat ilavesi ile yiikseldigini ortaya koymuslardir. Elde edilen
filetolarin sogukta depolanmasi sirasinda, yiiksek oranda alfa-tokoferil asetatla beslenen
balik filetolarinin oksidasyon seviyelerinin olduk¢a diisiik oldugunu ve lipid

peroksidasyonunun 6nlendigini rapor etmislerdir.

Elektrik alan siddeti ve akim siiresinin, siniizoidal 50 Hz AC ile sersemletilerek avlanan
yabani Atlantik ringa baligi (Clupea harengus) iizerindeki etkisinin incelendigi bir
calismada, degisen elektrik alan kuvvetleri ve akim siirelerinin fileto kalitesini olumsuz

etkiledigi sonucuna varilmistir (Nordgreen et al. 2008).

Roth et al. (2009), Atlantik somonlarda (Salmo salar) 6ldiirme 6ncesi balik pompast ile
toplama ve canli dondurma streslerinin taze ve fiime {riinlerindeki et kalitesini
arastirmislar. Bu islemlerin ardindan baliklar kafeslerde, elektrik soku (16 saniyelik) ile
sersemletilerek, 4 giin boyunca kasta pH ve rigor indeks Ol¢iimleri yapilmistir. Yine
filetolarm bir kismi (taze) pre ya da post-rigor asamalarda buzdolabinda 7 giin
depolamanin ardindan renk, damlama kayb1 ve doku sertligi agisindan analiz edilirken,
diger filetolar ise kuru tuzlanip tiitsiilenerek 14 giin sonunda ayni analizlere tabi
tutulmustur. Kas pH's1 ve sertligin rigorun baglangicina gore, stres faktorii sayist ile
(pompa ile toplama, canli sogutma ve elektrik ¢arpmasi) azaldigini, taze filetolar icin
filetolama yontemi ve kesim oOncesi kosullarla 6ldiirme tekniginin son iiriin kalitesinde
oldukga etkili oldugunu, islenmis {iriinlerde (tuzlama ve tiitsiilleme) ise kesim veya

filetolama yontemlerinden kaynaklanan farkliliklarin ortadan kalktigin1 bildirmislerdir.

Kesim oncesi islemlerin stres yanitlar1 ve et kalitesine olan etkilerinin arastirildig bir

calismada, denizde yetistirilen gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) sirasiyla
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nakliye, 4 giin kafeste tutma, 30—50 dk yogun stoklama, pompa ile toplama, elektrik soku
ve yeniden 4 saat yogun stoklama gibi islemlere tabi tutulmustur. Rigor-mortisin zaman
seyri 6lim sonras1 72 saat olarak degerlendirilmis ve fileto kesimleri yapilan 6rneklerin
esneme ve agirlik kaybi gibi parametreleri incelenmistir. Hem stoklama hem de pompa
ile toplamanin rigor-mortisi baslatmada hizlandirici etkisi oldugu, tasima ve elektrik
sokunun ise etkili olmadig: bildirilmistir. Esneme ve agirlik kaybinda ise pompa ile
toplama ve elektrik sokunun 6nemli oldugunu ve yapilan 6n islemlerin strese neden
olarak gokkusagi alabaliginda rigor-mortisi ve et kalitesini etkiledigi sonucuna varilmistir

(Merkin et al. 2010).

Sun and Holley (2010), yiiksek hidrostatik basin¢ (YHB) uygulamasinin et protein
konformasyonu ve protein denatiirasyonunda etkili oldugunu ve protein jellesmesini
indiikleyebilecegini bildirmistir. Et protein sistemine, basing, sicaklik ve basing isleminin
stiresine bagl olarak, et tekstiirel degisimlerinin (yumusama-sertlesme) olabilecegini ve

s0z konusu uygulamanin pre-rigor evrede eti yumusattigini1 kaydetmistir.

Atlantik morinalarda stresin {riin kalitesi ilizerindeki potansiyel etkilerinin arastirildig
caligmada, baliklar ¢esitli (metomidat veya isoeugenol uygulanarak bayiltma ve 30 dk.
yakalama stresi) stres ortamlarina maruz birakilmistir. Stresle iligkili parametreler i¢in
temel degerler (kan biyokimyasi, kas yiiksek enerjili fosfatlar ve inosin monofosfat,
baglangic pH, kas segirmeleri ve rigor-mortis) belirlenerek analizler yapilmig ve
olusturulan stresin iistesinden gelinmesinin et kalitesinde olumsuz bir etkiye neden

olmadig bildirilmistir (Erikson et al. 2011).

Rahmanifarah et al. (2011), sazanlarda (Cyprinus carpio) kesim dncesi farkli soklama
yontemlerinin balik davraniglart ve {irliniin kalitesi lizerine etkisini incelemistir. Karanfil
yagi, CO2, sogutarak hipotermi (HY) ve asfeksi (AS) yoOntemleri kullandiklar
caligmalarinda rigor motris, pH ve et kalite dlgiimleri ile kalite iizerindeki degisimler
arastiritlmistir. Et kalitesi dlgtimlerinde CO; ve asfeksi grubunda pH’nin hizhi diistiigi,

rigor- mortisin erken basladigi ve ¢oziildiigii ortaya koyulmustur.
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Yapilan bir calismada, geleneksel buz depolamasi yerine, bulamagla sogutma yoluyla
morina baliklarinin hasadi arastirilmistir. Bulamacgla deneme prosediiriinde, -2.0 +
0.3°C'de deniz suyu camuru kullanilmis ve anestezi edilmis (AQUI-S ™) baliklar ile
perkiisyonda sersemletilen ve bulama¢ iginde sogutulan morina baliklar
kargilastirilmistir. Buzda saklanan morinalar ise kontrol grubu olarak kullanilmistir.
Baliklarda 6ldiirme sonrasinin 7 ve 14. giinlerinde tasima stresi (baslangi¢ kas pH' s1, kas
segirmeleri, rigor-mortis), ¢ekirdek sicakliklari, kalite indeks metodu, mikrobiyolojik
sayimlar, agirlik degisimleri, fileto renkleri gibi parametreler incelenmistir. Belirlenen
depolama giinleri sonrasi (7 ve 14. giinler) su igerigi, pH, adenosin trifosfat-degradasyon
tiriinleri, K degeri, su tutma kapasitesi, fileto rengi ve dokusal analizler yapilmistir.
Bulamagta bekletilen morinalarin buzda sogutmadan daha hizli sogudugu ve daha yiiksek
kalite degerleri gosterdigini bildirmislerdir. Asir1 sogutmanin potansiyel avantajlarinin
(daha diisiik mikrobiyolojik aktivite, buzda depolanan baliklara kiyasla tazeligin daha iyi
korunmasi) yanisira daha diisiik toplam kalite indeksi skorlar1 ve daha diisiik K degerleri
gibi parametrelerde de 14 giin sonunda daha belirgin farklarin olustugu, kesim oncesi
strese maruz birakilan filetolarda daha yiiksek inosin monofosfat (IMP) degerleri elde

edildigi rapor edilmistir (Digre et al. 2011).

Addis et al. (2012), Avrupa levreklerinde (Dicentrarchus labrax) kas doku proteinlerinin
postmortem biitlinliigii izerine 6ldiirme tekniginin etkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda,
iki boyutlu jel elektroforezi (2D DIGE) kullanilarak {i¢ farkli kesim teknigini [havadaki
asfeksi (AA), buzda asfeksi (Al) ve omurilikte kirilma (SCS)] incelemislerdir. Tek
proteinler agisindan, en 6nemli etkiyi niikleosit difosfat kinaz B tlizerinde gordiiklerini ve
bu durumdan SCS uygulanan baliklarin daha az etkilendigini bildirmislerdir. Sarkomerik
proteinlerden ise miyosin agir zinciri ve miyosin baglayict protein C ve sitosolik
proteinler fruktoz bifosfat aldolaz, gliseraldehid 3-fosfat dehidrojenaz ve enolaz 1'in
biitlinliigii de yine bu teknikle daha iyi korunmustur. Bu teknigin erken post-mortem
fazdan beri kas proteini biitlinliigii tizerindeki etkisi tespit edilebilir olmasi ve protein
biitiinliiglinli buzda ya da havada asfeksi ile 6liimden daha iyi korudugu dolayistyla tercih

edilebilir olacagini ifade etmislerdir.
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Sazanlarda (Cyprinus carpio) hasat, nakil ve 6ldiirme yonteminin, et kalitesine etkisinin
arastirildigl caligmada baliklar baslarina vurma, CO2 ve canli dondurma teknikleri
uygulanarak oldiiriilmistiir. Yapilan islemlerde kafasina vurmanin et kalitesini olumsuz
etkilemedigi, CO2 uygulamasinin rigor-mortis gelisiminde etkili oldugu, en biiyiik stresin
ise canlt dondurma tekniginde gozlemlendigi bildirilmistir. CO2 ve canli sogutma
uygulanan gruplarda pH diizeylerinde diisiis oldugu kaydedilmistir. Buna ilaveten hayvan
refah1 standartlarina gore en uygun bulunan basina vurarak 6ldiirme yonteminin ayni

zamanda en 1yi fileto kalitesini sagladig: bildirilmistir (Varga et al. 2014).

Faizan et al. (2013) Atlantik somonlarinda, diyetsel alfa tokoferoliin vitamin E doku
konsantrasyonlari, lipid peroksidasyonu (malondialdehid), antioksidan enzimler ve yag
asidi bilesimi iizerine etkisini inceledikleri ¢alismalarinda, 14 hafta boyunca farkl
seviyelerde (150 ve 400 mg / kg) E vitamini ile besleme yapmislardir. Deneme siiresi
sonunda, alfa-tokoferoliin filetolarda malondialdehid konsantrasyonlarinda azalisa neden
oldugunu, glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz dahil olmak {izere karaciger
antioksidan enzimlerinde ise degisim go6zlenmedigini bildirmislerdir. Ayrica alfa-
tokoferol takviyelerinin, Atlantik somon filetolarimin et kalitesini ve besin degerini

olumlu yonde arttirabilecegini de ifade etmislerdir.

Atlantik salmonlarda (Salmo salar) o6ldiirme seklinin et kalitesi ilizerine etkisinin
arastirildigr diger bir calismada, baliklar (1) perkiisyon ve ardindan hemen kesim, (2)
karbondioksite (CO2) maruz birakildiktan sonra canli dondurma ve (3) CO2’ye maruz
birakip darbeli vurma-ve hemen kesim yontemleri kullanilarak oldiirtilmiistiir. Uygulanan
islemlerde en yliksek kas sertliginin, perkiisyon ve ardindan hemen kesim yapilan grupta
belirlendigi, CO2 kombinasyonlarinda ise diisiik sertlik degerlerinin olustugu

bildirilmistir (Merkin et al. 2014).

Rotabakk et al. (2014), Atlantik morina (Gadus morhua) ile yaptiklar1 c¢aligmada,
baliklari 6ldiirdiikten sonra 2 grup halinde (kesim sonrast hemen fileto haline getirilen ve
30 dk. islem siirecinden sonra fileto haline getirilen) olusturulan ornekleri siiper

sogutulmus veya geleneksel olarak buz iizerinde saklamistir. Ardindan 7 giin sonra post-
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mortem renk (L*, a*, b*), fileto biiziilme, damlama kayb1 ve doku sertligini incelemisler,

stiper-sogutulmus filetolarin daha iyi sonuglar verdigini gozlemlemislerdir.

Avrupa levreginin (Dicentrarchus labrax, Linnaeus 1758) et kalitesi {izerine farkli
6ldiirme islemlerinin (1) karanfil yagi ile anestezi, (2) 2 - fenoksietanol ile anestezi, (3)
vurma, (4) buz-su bulamacina daldirma (5) buz lizerinde sogutma ve (6) anestezi ile
karanfil yagi-ardindan buz-su bulamacina daldirmanin etkilerini arastirmistir. Kas pH'lar1
anestezi uygulanmis veya buz-su bulamacina daldirilmig baliklarda daha diisiik
bulunmustur. Sogutulmus veya dondurulmus depolama sirasinda lipid oksidasyon
degerlerinin gruplar arasinda 6nemli 6lgiide farklilik gostermedigi de bildirilmistir. Genel
olarak karanfil yagi ile anestezi ve ardindan buz-su bulamacinda sogutmanin et kalitesi

ve balik refahi lizerine daha pozitif etki ettigi kaydedilmistir (Simitzis et al. 2014).

Lerfall et al. (2015) pre-mortem stresin filetolanmis Atlantik somonunun (Salmo salar)
et kalitesine etkisini arastirmiglardir. Pazar biiyiikliigiindeki somonlar, yogun stoklama,
pompa ile toplama ve canli sogutmaya tabi tutularak kas pH' s1, damlama kaybi ve su
tutma kapasitesi acgisindan incelenmistir. Yogun stoklama ve dondurma stresinin
somonlarda en disiik sertlik degerini verdigini, katepsin L aktivitesinin ise stok
yogunlugu, canli sogutma ve saklama siireleri ile dnemli 6l¢iide etkilendigini, ayrica
serbest amino asitlerin rengi ve igerigi ile ilgili kiiciik etkiler gdzlemlendigini

bildirmiglerdir.

Deniz levregi i¢in denenen bazi yenilik¢i 6ldiirme yontemlerinin (buzlu su bulamaci, tek
gaz veya buzlu sudaki gaz karisimiyla, tek veya iki asamali elektrik soku ile) son iiriin
kalitesi lizerindeki etkisinin arastirildigi calismada, 6liimden sonra ve 24 saat iginde
davranigsal cevaplar, sersemletme siiresi, 6liim indeksi, kas - okiiler pH, laktik asit ve
ATP gibi parametreler incelenmistir. Buzlu suda o6ldiirme tekniginin, analiz edilen
parametreler iizerinde diisiik etkilere neden oldugu ve iirlin kalitesini korudugu (en
yiiksek pH ve ATP degerleri) bildirilirken, farkli kalite kayiplarmin gercek seviyesinin
oldiirme kosullart ve rigor-mortis baslangi¢ zamaninin etkisi ile ciddi degisimler

gosterdigi kaydedilmistir (Zampacavallo et al. 2015).
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Daskalova and Pavlov (2015), iki farkli 6ldiirme tekniginin (ani 6liim ve elektrik soku),
postmortem kas degisimleri ve et kalitesi tizerindeki etkisini incelemislerdir. Post-mortem
metabolik degisiklikleri degerlendirmek i¢in farkli zaman araliklarinda kas pH degeri;
kalite parametrelerinden et rengi, damlama kaybi ve su aktivitesi oOlglimlerini
yapmiglardir. Ani dldiiriilen grupta baliklarin hafif hizlandirilmis kas metabolizmast,
daha yiiksek kizariklik (a *) ve sarilik (b *) renk degerleri ile daha diisiik su aktivitesi

gosterdigini bildirmislerdir.

Elektrik uygulamasi ile sersemletilmis Avrupa levregi (Dicentrarchus labrax) {izerine su-
buz bulamaglarinda iki farkli kesim islemi uygulanmis, aktin yikimi ve fileto kalite
ozellikleri lizerine olan etkileri arastirilmistir. Rigor-mortis indeksi iki kesim teknigi igin
benzer iken, kesme kuvveti 6l¢iimii, su- buz uygulanan baliklarda daha hizli ve yogun bir
sekilde meydana geldigi bildirilmistir. Ayrica su-buz daldirma prosediiriiniin, daha fazla
miktarda aktin fragmaninin korunumunda da etkili oldugu ifade edilmistir. Su-buz ile
muamele edilen deniz levreklerinde kas dokusunun belirgin viskozitesi ve su tutma
kapasitesi daha diisiik bulunarak aktin biitiinligiinii korumak igin su-buzun daha iyi
oldugu, daha yiiksek viskozite ve su tutma kapasitesi degerleri ile de daha az kas hasar1

sagladigi bildirilmistir (Tulli et al. 2015).

Secci et al. (2016), karbonmonoksit (CO) uygulanarak oldiiriilen Atlantik somonlarda
(Salmo salar) balik filetolarinin lipid ve kolesterol oksidasyonu iizerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Bu amagla, buzdolabinda (2.5°C) depolanan filetolarda, TO (6liimden
64 saat sonra) ve T14 (TO'dan 14 giin) zaman araliklarinda yaptiklar1 analizlerde, yag
asidi profili, birincil (konjuge dienes) ve ikincil (TBARS) oksidasyon tiriinleri, kolesterol
oksidasyonu ve karotenoidlerin 6ldiirme yontemiyle etkilenmedigini rapor etmislerdir.
Depolamanin oksidasyon iirlinlerini artirarak balik kasinin oksidadif stabilitesini
etkiledigini ve Oldiirme yontemine bakilmaksizin kesimden hemen sonra somon
filetolarmin kalitesinin 14 giinliik buzdolabinda depolama sonucunda kabul edilebilir

smirda degisim gosterdigini bildirmislerdir.
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Seriolella punctata’dan iretilen biyoaktif peptitlerin balik filetolarmin depolanmasi
strasinda bu peptitlerin salimi tizerindeki etkilerini arastiran bir ¢calismada, filetolar belirli
giinlerde (7 ve 28 giin) farkl1 (4°C, 6°C ve dondurucu -18°C) sicakliklarda depolanmustir.
Sonuglarda, post-mortem depolama sirasinda, filetolardan salgilanan endojen enzimlerin
bir dizi polipeptitten olustugu, biyoaktivitelerin 7 giinde 4°C'de, 6 ve -18°C'ye kiyasla
daha iyi oldugu, bu baliktan elde edilen filetolarin fizyolojik giiciiniin saklama kosullar

ile manipiile edilebilecegi rapor edilmistir (Manikkam et al. 2016).

Concollato et al. (2016) karbon monoksit (CO) uygulayarak o6ldiirdiikleri salmonlar
hicbir miidahale yapmadan veya etanolde kurutarak preparatlar hazirlamigtir. Ardindan
coziinen Orneklerde farkli teknikleri [yakin kizil Gtesi yansitma spektroskopisi (NIRS),
elektronik burun (EN), elektronik dil (ET)] kiyasladiklar1 ¢alismalarinda, NIRS cihazlar
icin en etkili kombinasyonlar oldugunu, CO’ in ¢6ziilmiis ve dondurularak kurutulmus
filetolarin spektrumlarinda radyasyon absorbansini disiirdiiglinii, fakat etanol icinde
depolanmis olan ancak miyoglobin ve miyozin ile etkilesime girmis olan fileto

orneklerinde etkili olmadigini bildirmislerdir.

Oldiirme yéntemlerinin [vurma (T1), -22°C'de dondurma (T2) ve buzlu suya daldirma
(T3) daldirma] sazan baliklarinin et kalitesi iizerindeki etkileri K degeri cinsinden
degerlendirilmistir. Filetolarda depolama sirasinda toplam ugucu baz nitrojen (TVB-N),
elektriksel iletkenlik (EC), toplam bakteri sayimlar1 (TVC), biyojenik aminler ve duyusal
skorlarin yan sira pH, sertlik, asit fosfataz aktivitesi, glikojen, adenosin trifosfat (ATP)
ve laktat icerigi icin de periyodik olarak analizler yapilmistir. T3'te T1 ve T2'ye gore
anlamli derecede daha yavas ATP azalmasi, pH'da daha yavas azalma, daha yavas laktat
olusumu ve daha yiiksek baslangic glikojen diizeyleri belirlenmistir. Vurarak
sersemletilen baliklarda daha yiiksek TVB-N, EC, TVC, toplam biyojenik aminler ve
daha diisiik duyusal skorlar elde edilmistir. Tim 6ldiirme tekniklerinde buzlu suya
daldirmanin kaliteyi artirabilecegi ve sazanlarin raf Omriinii uzatabilecegi de ifade

edilmistir (Qin et al. 2016).
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Choi et al. (2016) antioksidan igerigi ve tirozinaz onleme gibi saglik agisindan faydali
biyolojik aktivitelerin arastirildigi ¢alismada, kritik su hidrolizi ile hazirlanan kolyoz
(Scomber japonicus) baligi kas protein hidrolizatlari arastirilmistir. Bu amagla 140 °C’de
5 dk. boyunca kritik olmayan hidrolizden sonra, S. japonicus kas proteininin %59.76’s1
hidolize edilerek, tepki ylizeyi metodolojisinin sonuglaria gore, reaksiyon sicakligi ve
tepki siiresi diistiik¢e verimin yiiksek oldugu bildirilmistir. En yiiksek 1, 1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) radikal temizleme aktivitesi (%90.63), 140°C’de 5 dk. siireyle
islem goren hidrolizatlarda ve en yiiksek tirozinaz 6nleme aktivitesi (65.54) ise 15 dk.
boyunca 200°C islem goéren gruplarda belirlenmistir. Ayrica sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elekroforezi ile kas proteinlerinin molekiiler agirlik dagilimlarinda da
degisimlerin oldugu, yararli biyolojik aktiviteler acisindan kisa siireli (5-15 dk.)

uygulamalarin daha iyi sonuglar verdigi kaydedilmistir.

Malabar orfoz (Epinephelus malabaricus) derisinden balik kolajen peptidlerinin
tiretilmesi igin tepki yiizeyi yontemi kullanarak hidroliz kosullarinin optimize edilmeye
calisildig1 bir arastirmada, pepsin, papain ve sigir pankreastan proteaz hidroliz enzimleri
kullanilmistir. pH, sicaklik, enzim substrat oran1 ve hidroliz derecesi gibi parametrelerle
ti¢ farkli enzimin hidroliz siiresine olan etkileri aragtirilmistir. Hidroliz dereceleri, pepsin,
papain ve proteaz i¢in sirastyla %10, %20 ve %28 olarak belirlenmistir. Hidrolizatin
molekiiler agirlik dagiliminin saptanmasi icin MALDI TOF ydntemi ile kombine edilmis
SDS-PAGE uygulanmis ve hidrolizatin 2 kDa' nin altinda molekiil agirligina sahip
peptitleri icerdigi bildirilmistir (Hema et al. 2017).

Refaey et al. (2017), tasima stresinin kedi baliklar1 (Ictalurus punctatus) fingerliklerinin
kas kimyasal bilesimi ve et kalitesi lizerine etkisini arastirdiklari ¢aligmalarinda, baliklar
3.5 saat siiren nakil islemine tabi tutulmus ve kontrol (normal su liriinleri yetistirme
kosullarinda tasima) grubuna oranla 0,24, 72 ve 168. saatlerdeki degisimleri incelemistir.
Tasima stresinin, 24. saat sonrasinda diger zaman araliklarina ve strese maruz kalmamis
baliklara kiyasla kas, su, yag ve enerji igeriginde dnemli azalmaya neden oldugunu, 0.
saat sonunda kas pH's1t ve kesme kuvvetinde ciddi azalmalar meydana getirdigini bu

durumun 24. saat sonunda artip 72. saat sonunda ise tekrar indirgenerek 168. saatte



24

diizeldigi bildirilmistir. Bu g¢alismada, tasima isleminin, l. punctatus kas kimyasal
bilesimi ve et kalitesi lizerine etki ettigi ifade edilerek bu stresin ortaya ¢ikardigi sonuglari

azaltmak icin 168 saatlik bir bekleme siiresi tavsiye edilmistir.

Soguk havalarda balik filetosunun raf 6émriinii uzatmak i¢in kullanilan Melanin icermeyen
Sepus esculenta miirekkeb ekstraktt (MFESI) tilapia filetolarina farkli dozlarda (0, 15, 25
ve 35 mg/ml MFESI) uygulanarak 4°C'de depolanmis ve protein oksidasyonunun
degerlendirilmesi adina toplam ugucu bazik nitrojen ve siilfidril-karbonil gruplarinin
icerikleri, lipid peroksidasyonu i¢in ise malondialdehid icerigi 6l¢iilmiis ve filetolarin su
tutma kapasiteleri belirlenmistir. MFESI'nin in vitro olarak sadece belli bir antioksidan
kapasitesine sahip olmadigi, ayn1 zamanda tilapia filetosunun raf omriinii de soguk
depolama kosullarinda uzattig1 belirlenmistir. Uygulanan kosantrasyonlarda, 25 ve 35 mg
/ ml'lik MFESI’ nin lipid ve proteinin oksidasyonunu engellemede ve fileto kalitesini

korumada daha etkili oldugu ifade edilmistir (Duan et al. 2018).

Zhang et al. (2017) farkli 6ldiirme tekniklerinin (vurma, buz-su bulamacina daldirma,
solungag kesimi) glimiis sazanlarda (Hypophthalmichthys molitrix) antioksidan durumu,
in vivo miyofibriler protein (MP) oksidasyonu ve postmortem oksidasyona duyarlilik
tizerine etkileri arastirilmistir. Solunga¢ kesiminin en kuvvetli stres kosullarini
olusturdugunu ve daha yiiksek karbonil konsantrasyonlara yol actigini, dolayisiyla in vivo

MP oksidasyonuna neden oldugunu bildirmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Fileto Hazirlama ve Deneme Prosediirii

Gokkusagr alabaliklar1 (108 adet 250+10g agirhginda) Atatiirk Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi I¢su Baliklar1 Uygulama ve Arastirma Biriminden temin edilerek farkli
sekillerde Oliim prosediirlerine tabi tutulmustur. Bu amagcla 6zellikle yaygin olarak
kullanilan 6ldiirme teknikleri (T1-basina vurma, T2- boyunlarini kirarak, T3- ¢irpinma
ile 6lme) uygulanan baliklar rigor baslamadan, ivedilikle fakiiltemiz isleme tnitesine
(4°C’de) getirilerek baliklardan filetolar hazirlanmistir. Aymi zamanda belirlenen

zamansal analizler i¢in 6rneklemeler yapilmustir.

3.2. Kas Glikojen Seviyesinin Belirlenmesi

Rigorun sekillenmeye basladigi andan itibaren 12 saat siiresince (0, 2, 4, 6 ve 12.
saatlerde) KOH/antron metoduna gore ticari bir kit (Abcam, Glycogen Assay Kit)
kullanilarak belirlenmistir. 620 nm’ de okunan absorbans degerleri ile sonuglar mg

glikojen/g kas olarak verilmistir.
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Kas Glikojen Seviyesi
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Sekil 3.1. Kas glikojen seviyesi standart egrisi

3.3. Laktik Asit Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Laktik asit konsantrasyonu, kas dokusunda rigorun sekillenmeye basladig1 andan 72 saat
stiresince (0, 12, 24, 36, 48 ve 72. saatlerde) ticari kit (ChemBio, CB55560) yardimu ile

belirlenmistir.

3.4. pH Olgiimii

Rigorun sekillenmeye basladig1 andan 72 saat siiresince (0, 12, 24, 36, 48 ve 72. saatlerde)
pH Ol¢limii yapilmistir. pH degerlerinin dl¢limlerinde kii¢lik parcalar haline getirilmis
orneklerden 10’ar g alinmis iizerine 100 ml saf su eklenerek homojenize edilen karisimda

pH metre (Metler Toledo) ile pH degerleri dl¢tilmistiir (Alak 2011).
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3.5. Antioksidan enzim aktivitelerinin ol¢iimii

Bu asamada uygulamanin rigor ve post-mortem siire¢lerini kapsayan saatlerde (0, 12, 24,
36, 48, 60 ve 72. saat) CAT, GPx ve SOD antioksidan enzimleri igin aktiviteler

hesaplanmustir.

3.5.1. Homejenat hazirlama

Belirlenen zaman araliklari i¢in filetolardan alinan 1 g kas dokusu 3 kat1 oranda fosfat
tamponu ile homojenize edilerek santrifiijlenmis (1300 rpm’de 45 dk.) elde edilen
stipernatant, enzim aktiviteleri ve malondialdehit (MDA) seviyelerinin belirlenmesinde
kullanilmistir (Alak et al. 2017a, 2017b).

3.5.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesinin dl¢iilmesi

Enzimatik reaksiyon sonucu agiga ¢ikan serbest oksijen radikallerinin, ortamda bulunan
nitro blue tetrazolium (NBT)’u indirgemesi esnasinda, numunedeki stiperoksit dismutaz
(SOD, EC 1.15.1.1) enziminin serbest radikalleri engellenmesi prensibine dayanan bu
yontemde, ksantin oksidaz enzimatik reaksiyonu ile sliperoksit radikalleri meydana gelir.
Uretilen siiperoksit radikalleri NBT ile reaksiyona girerek formazan (mor) boya iiretir ve
reaksiyon sonucu goriilen bu renk degisimi spektrofotometrik olarak (560 nm) Slgiiliir.
Reaksiyon sirasinda SOD aciga ¢ikan radikalleri dismiitasyona ugratir, NBT rediiksiyon
reaksiyonu yavaslar ve spektrofotometrede okunan absorbans degerleri diiser (Sun et al.
1988). Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak spesifik aktivite (EU/mg protein)

hesaplamalar1 yapilmaistir.

3.5.3. Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin ol¢iilmesi

Katalaz aktivitesinin tespit edilmesinde hidrojen peroksit (H20) radikalinin yikimina

dayal1 olan Aebi (1974) metodu kullanilmistir. Enzimatik reaksiyon, spektrofotometrede
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240 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilarak absorbans miktarinda meydana gelen azalma hizi

katalaz aktivitesi ile iligkilendirmektedir.

3.5.4. Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesinin 6l¢iilmesi

Hidrojen peroksit tarafindan indirgenmis glutatyon (GSH), GPx aracilig1 ile okside olmus
glutatyona (GSSG) ylikseltgenir. Sonrasinda ters yonde GSSG’ nin glutatyon rediiktaz
enzimi ile tekrar GSH’a indirgenmesi esnasinda ortamda bulunan NADPH (nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat) kullamilir. GPx aktivitesi, NADPH’in NADP* ye
yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalis farkinin 340 nm’ de dlgiilmesiyle hesaplanir
(Beutler1975). Numuneler hazirlanarak 37°C’de 10 dk bekletildikten sonra {izerine 10ul
t-biitil eklenerek spektrofotometrede 340 nm’de 2 dk (0; 60; 90; 120 sn) boyunca okuma
yapilmistir.

3.5.5. Lipid peroksidasyonun (MDA) él¢iilmesi

Lipid peroksidasyonunun zincirleme reaksiyonu ile sekonder bir iiriinii olarak MDA
olusmaktadir. MDA lipid peroksidasyonun belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir
parametredir. MDA, aerobik sartlarda pH 3,4’te tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 95°C’de
inklibasyon sonucu pembe renkli bir kompleks olusturur. Bu kompleks
spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda oSlgiiliir (Ohkawa et al. 1979; Gutteridge
1995).

200u1 hemolizat tizerine 800 pl fosfat tamponu, 25 ul BHT ¢ozeltisi ve 500 pul % 30°luk
TCA eklenerek, tiipler vortekslenmis ardindan 20°C’de 2 saat siiresince bekletilmistir.
Coziindiiriilen 6rnekler 2000 rpm’ de 15 dk santrifiij edilmis ve elde edilen supernatanttan
1 ml alinarak tizerine 75 pul EDTA ve 250 ul TBA eklenmistir. Olusturulan bu son mix
vortekslenerek 15 dk sicak su banyosunda (90°C’de) inkiibe edilmistir. Inkiibe olan

ornekler sogutularak 532 nm’ de okumalar yapilmistir (Luo et al. 2006).



29

3.5.6. Protein miktar1 6l¢iimii

Spesifik enzim aktivitelerinin hesaplamasinda Bradford (1976) protein tayin yontemi
kullanilmistir. Bovine serum albumin standart kabul edilerek 595 nm’ de okumalar

yapilmustir.

3.6. Miyofibriler Proteinlerin Hazirlanmasi

Uygulamanin rigor ve post-rigor siirec¢lerini kapsayan 0, 24, 48 ve 72. saatlerinde
miyofibriler proteinlerin hazirlanmasinda Park et al. (2007a, 2007b) referans alinarak
minor modifikasyonlar uygulanmistir. Bir miktar kiyilmis kas 10 mM sodyum igeren 4
izolasyon tamponuyla (fosfat, 0,1M NaCl, 2mM MgCl,ve 1ImM EGTA (pH=7.0))
homojenize edilmistir. Homojenat 10,000 g’ de 15 dk. boyunca santrifiij edilerek pelet
kissm 0,1M NaCl ile tekrar muamele edilerek homojenat olusturulmustur. Slizme
isleminin ardindan elde edilen siiziintii farkli tamponlarda bekletilerek uygun olan
analizlerde kullanilmustir. (1) 0,6M NaCl, 15mM piperazin-N, N-bis (2-etansiilfonik asit)
(PIPES) (pH 7,0) ilavesi ile protein oksidasyonunu incelenmesi ve post-mortem
oksidasyon duyarliligi, (2) 0,6M NaCl ve 15mM sodyum fosfat tamponu (pH 7,0) ilavesi
ile de in vivo protein yiikseltgenmesinin ilerlemesi (siilfidril gruplart ve karbonil
konsantrasyonlar1) belirlenmistir. Miyofibriler proteinlerin protein konsantrasyonu Biuret

yontemi esas alinarak (Torten and Whitaker 1964) tespit edilmistir.

3.7. Protein Oksidasyonu

Uygulamanin rigor ve post-mortem siireclerini kapsayan 0, 24, 48 ve 72. saatlerinde MP
oksidasyonu ig¢in Lu et al. (2017) dikkate alinmis bu amagla protein numuneleri bir
hidroksil radikal oksitleme sistemi (10 mM FeCls, 0,1 mM askorbik asit ve H20>) ile 4
farkli konsantrasyonda (0,1, 5 ve 10 mM) muamele edilerek 4°C” de 36 saat inkiibasyonla
oksitlenmistir. Protein oksidasyon {iriinleri 15 mM PIPES (pH 7,0) ile iki kez
santrifiijlenmis ardindan pelet 0,6 M NaCl ihtiva eden 15 mM sodyum fosfat tamponu

igerisinde ¢oziindiirtilerek protein oksidasyonu tamamlanmaistir.
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3.8. Protein miktariin biiiret yontemi ile belirlenmesi

Uygulamanin rigor ve post-mortem siire¢lerini kapsayan 0, 24, 48 ve 72. saatlerde protein
miktar1 Biuret yontemi esas alinarak (Torten and Whitaker, 1964) belirlenmistir. Bu
amagla 2 ml MP ve okside ornek alinarak tizerine 3 ml Biuret ayract® ilave edilmis ve 37
9C’ de 15 dk. inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonu takiben 3500 rpm’de 5 dK. santrifiij
isleminin ardindan elde edilen supernatant 540 nm‘de okunarak grafikten elde edilen y=

0,0626x +0,0239 formiilii ile protein miktarlar1 her 6rnek igin ayr1 ayr1 hesaplanmustir.

*Reaktif ayra¢ i¢in 3 g CuSO04.5H20 + 9 g C4HsKNaOe.4H2O (sodyum potasyum
tartarate) tartildi. 500 ml 0,2 N NaOH i¢inde ¢ozndiiriildii. Ardindan 5 g Kl ilive edilerek
toplam hacim 0,2 N NaOH ile 1 I’ ye tamamlanir.

3.9. Siilfidril gruplan ve disiilfid baglarinin tayini

Uygulamanin rigor ve post-mortem siireclerini kapsayan 0, 24, 48 ve 72. saatlerde okside
MP ve oksitlenmemis MP’ nin disiilfid konsantrasyonu belirlenmesinde 5, 5-ditiyobis (2
—nitrobenzoik asit) (DTNB) reaksiyonu dikkate alinmistir (Ellman 1959). MP soliisyonu
8 mL {ire igeren 4,5 mL 0,2 M Tris- HCI tamponu, 3 mM EDTA ve %1 SDS ile
karistirilarak ardindan bu miksten 4 mL alinmis, 0,5 mL tampon B (10 mM Tris-HCI, 10
mM DTNB, pH 8,0) eklenerek 40°C’de 25 dk. siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda numunelerin 412 nm‘de okunan absorbans degeri ile disiilfid konsantrasyonu

belirlenmistir.

3.10. Karbonil Konsatrasyonunun Belirlenmesi

Disiilfid gruplarinda oldugu gibi belirli zaman araliklarini (0, 24, 48 ve 72. saat) kapsayan
saatlerde oksitlenmis ve oksitlenmemis MP 6rneklerinde karbonil konsantrasyonu 2,4 —
dinitrofenilhidrazin (DNPH) yonteminde bazi degisiklikler yapilarak belirlenmistir
(Oliver et al. 1987). Bu dogrultuda, 1 mL MP ¢ozeltisi alinarak 1 mL 10 mM DNPH

coOzeltisine eklenmis ve 1 saat boyunca karanlikta inkiibe edilmistir. Daha sonra, karisim
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%20 trikloroasetik asit (TCA) ile yikanarak 5 dk. santriflij edilmis, santrifiij sonras1 elde
edilen pelet 3 mL 6 M guanidin i¢ine eklenerek 37°C’de 15 dk. inkiibasyonun ardindan
santrifiij edilmistir. Elde edilen supernatant 370 nm’de okunarak, okunan deger karbonil

konsantrasyonu olarak nmol karbonil/mg protein seklinde ifade edilmistir.

3.11. Protein Profilinin Belirlenmesi

Uygulamanin rigor ve post-mortem siireglerini kapsayan 0, 24, 48 ve 72. saatlerde
yapilmis ve homojenatlarin protein profil analizi sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforez (SDS-PAGE) metodu kullanilarak tespit edilmistir (Laemmil 1970).
Eppendorf tiipe alinan 100 pl hidrolizat iizerine 900 pl elektoforez drnek buffer tamponu
eklenerek iyice karistirilmig 100°C’de 1 dk. siireyle bekledikten sonra Laemmil metodu
TetraCell BioRad sistemine uyarlanarak SDS-PAGE islemleri gerceklestirilmistir.
Jeldeki proteinlerin boyanmasi i¢in 6rnekler 2 saat Oriole soliisyonunda bekletilmis,
protein bantlarinin dansitometrik analizleri gergeklestirilmistir (BioRad Oriole user

manual).

3.11.1. SDS-PAGE analizi

Diiz cam plaka (10x8.5 cm) ile 1,5 mm kalinligindaki plastik seritli (spacer) plaka sandvig
seklinde bir araya getirilmis, ilk once rezolving jel 10 ml’lik bir enjektorle plakalarin
arasinda hava kabarcigr olusturmadan {ist kenara ~2.5 cm kalincaya kadar
doldurulmustur. Jelin dokiilmesini takiben 1 ml’lik bir enjektorle jel yiizeyi iizerinde
biitanol ile ince bir tabaka olusturularak diiz bir polimerizasyon hatti meydana
getirilmistir. En az 2 saat slireyle polimerizasyon i¢in beklendikten sonra su siizgeg
kagidiyla uzaklastirilmis ve kimyasal kompozisyonu stocking jel hazirlanip, hava
kabarcigl olusturmadan bir enjektér yardimi ile dokiilmiistiir. Hemen ardindan 1,5 mm
kalinligindaki taraklar yerlestirilmis ve polimerizasyon i¢in en az 3 saat slireyle
bekletilmistir. Stirenin sonunda taraklar ¢ikarilarak, polimerizasyon artiklari tris-glisin
elektrod tamponuyla (pH 8,3) yikanmis ve yikama sonrasi ayni tampon ile doldurulan

kuyucuklara 15 pl numune yiiklemesi yapilmistir (Laemmli 1970). 20 mA/jel sabit akim
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modunda yaklasik 90 dk. siireyle elektroforez islemi gergeklestirilmis, siire sonunda jeller
oriole sollisyonunda 2 saat siireyle bekletilerek jel goriintiileme sistemi ile (Bio Rad Gel

Doc XR) fotograflar1 ¢ekilmistir.

3.11.2. Protein standard

Ticari olarak elde edilen 500 ul’lik hazir marker karisimi kullanilmistir (Precision Plus

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

Uygulamsi: Ornek kuyucuklarina 15 pl numune ilave edilerek 20 mA/jel sabit akimda
yaklagik 90 dk. siireyle elektroforez islemine devam edilmistir. Elektroforez sonrasi
homojenat drneklerine ait jeller coomassie brillant blue R250 ile boyanmis ve Biorad Gel
Doc XR jel goriintiileme sisteminde fotografi ¢ekilerek, ImageLab 4.1 programi ile analiz

edilmistir.

3.11.3. Proteinlerin molekiil agirhklarinin hesaplanmasi

Molekiil agirliklar1 bilinen standart proteinlerin molekiil agirliklar1 ve jeldeki goc
mesafeleriyle iligkili olarak semi-logaritmik bir grafik yardimiyla 6rnek proteinin

molekiil agirligi tespit edilmistir. Her standart protein i¢in Rf degeri hesaplanmistir.

3.12. istatiksel Analizler

Tim olgiimler licer defa tekrarlanmis ve sonuclar ortalama + standart sapma olarak
verilmistir. Generalized Linear models kullanilarak homojenite testleri yapilmis ve
farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testine tabi tutulmus, p<0,05 seviyesinde

yordanmistir (SPSS yazilimi siirtim 22.0).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Farkli o6ldiirme teknikleri uygulanan gokkusagi alabaligi filetolarina ait antioksidan
durum, in vivo miyofibriler protein oksidasyonu ve oksidasyon duyarliliklarinin
arastirildigr  ¢alismamizda oksidasyon mekanizmasinda etkili olan asamalarin

belirlenmesine galigilmistir.

4.1. Kas glikojen seviyesi, laktik asit ve pH

Farkli 6ldiirme tekniklerinin gokkusagi alabaligi filetolarina ait kas glikojen seviyesi,
laktik asit miktar1 ve pH tizerine etkisi Cizelge 4.1°de verilmistir. Glikojen seviyesi, laktik
asit miktar1 ve pH iizerinde uygulanan 6ldiirme tekniklerinin 6nemli etki gosterdigi
belirlenmistir (p<0,05). Uygulamalar arasinda en diisiik glikojen seviyesi T3 (¢irpinma)
grubunda 1.54 mg / g, en yiiksek ise T1 (kafasina vurma) grubunda 1.86 mg / g olarak
belirlenmistir. Oldiirme tekniginin baliklarda, endokrin tepkilerde ve postmortem
biyokimyasal siireclerde (ATP yikimi ve anaerobik glikolizde) 6nemli bir etkiye sahip
oldugu bilinmektedir (Poli et al. 2005; Zhang et al. 2017). Ozellikle T3 grubunda
gbzlemlenen dramatik diislislerde atak davranislarin ve ¢irpinmanin daha hizli glikojen
tiketiminde etkili oldugu diisiiniilmektedir. Tiim gruplardaki kas glikojen
konsantrasyonlarindaki depolama siiresiyle birlikte meydana gelen azaliglar laktik asit
birikiminden kaynaklanmaktadir (Zhang et al. 2017). Calismamizda gozlemlenen kas
glikojen diizeyindeki degisiklikler onceki ¢aligmalarla uyumludur (Qin et al. 2016; Zhang
et al. 2017). Glikojen seviyesindeki artiglara ise diisik metabolik hizin yol agtigi
diistiniilmektedir (Qin et al. 2016).



Cizelge 4.1. Farkli dldiirme teknikleri ile oldiriilen gokkusagi alabaligi filetolarinin soguk depolama (4+0.5°C) boyunca kas glikojen
seviyesi, laktik asit miktar1 ve pH degisimleri

Stres sartlart Oldiirme Zaman
teknigi 0 2 4 6 12 24 36 48 72
TIA  186£000° 132£000° 156=000° 143000 -0.43 0,002
B b b |

Glikojen (nglgkas) T2 1.664000°  108+000° 15340000  1.60+000% -0.71 +0,00°

T8  1544000° 1,60+000°  118+000° 148+000° -0.66<0,00°
o TIA 00440012 0.04£001°  0,15£0,01°  0,16+001°  0,10£0,01* 0,180,012
"ak“kpf‘ost';ig;‘mo'/g T2B  0,03+0,01 0,07+0012  0,12+001°  0,14+001°  0,10=0,01° 0,180,012
T3A 0,070,020 0.01£001° 017+001°  0,18+001°  0,11+001® 0,19 +0,012
TIA 62140107 60140028  601+002°  583+001°  583+0,09 623 +0,19°
pH TOA 6244015 58740030 6044004  580+008  585+003% 6,00+ 002°
T3 5894007 5860020 602+004  586£005  586+001° 596001

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmustur. Kiigiik harfler (a,b,c) ayni parametrenin ayni1 zamansal degisimlerindeki 6ldiirme tekniginin farkini, biiyiik
harfler ise (A, B) her parametredeki 6ldiirme tekniginin etkisini gostermektedir (p<0,05). T1: Bagma vurma; T2: Boynunu kirma; T3: Cirpinma.

ve
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Baliklarda stres kosullarinin erken tahmin edilmesi i¢in bir doku gostergesi olarak
anaerobik glikoliz sonucunda olusan laktik asit yaygin olarak kullanilir (Barton 2002).
Farkli 6ldiirme teknikleri uygulanan gruplara ait filetolarin laktik asit seviyesi zamanla
artig gostermistir. Bu bulgularimiz Zampacavallo et al. (2015), Qin et al. (2016) ve Zhang
et al. (2016)’1in farkli balik tiirii ve farkli 6ldiirme teknikleri uyguladiklari ¢alisma
sonuglari ile 6rtiismektedir. Bununla birlikte ¢alisma verilerimizden olan kas glikojeni ve
pH degerinin sonuglariyla da uyumludur. Bu parametrede gbzlemlenen artis, anaerobik
glikoliz sonucu tiim gruplardaki kas glikojen konsantrasyonlarmin depolama siiresi
boyunca azalmasina, boylece laktik asit seviyesinde artisa atfedilebilinir (Zhang et al.
2016). T3 grubunda belirlenen artista yiiksek stres kosullarinin etkili olmasi ve ¢irpinma
esnasinda anaerobik glikojen tliketiminden 6nemli miktarda enerji takviyesi gerekliligi
ile agiklanmaktadir (Zhang et al. 2016). Yine bilinen bir durum olarak kesim Oncesi stres
ve kas aktivitesi beyaz kasta biiyiik miktarlarda laktik asit tiretimini tegvik eder (Digre et
al. 2011). Oliimden sonra kas laktik asit miktarinda gdzlemlenen belirgin artisin 6liimden

onceki anaerobik glikoliz ile baglantili oldugu diisiiniilmektedir (Poli et al. 2005).

Tiim 6ldiirme tekniklerinde pH’da azalislar belirlenmis olsa da T3 grubu filetolar harig
diger grup filetolarda, post-mortemin ilk 12 saatlik siiresinde bu degerde oldukga hizli bir
diisiis belirlenmistir. Rigor-mortis gelisimi, kas pH' sinda eszamanli bir diisiisle birlikte
glikojenin anaerobik yikimindan kaynaklanan laktik asit liretimiyle yakindan iligkilidir
(Varga et al. 2014). Calisma verilerimizdeki pH degisimleri Roth et al. (2009), Lerfall et
al. (2015) ve Qin et al. (2016) ile uyumludur.

Bagslangic pH degerlerinde T3 grubundaki diisiik baslangic pH degeri, diger 6ldiirme
tekniklerine gore daha yiiksek pre-mortal stresi diisiindiirmektedir. Ayrica bu durumda
stres kaynakli artan laktat seviyesinin ve ATP degregasyonunun etkili olabilecegi
bilinmektedir (Loewe et al. 1993; Erikson et al. 1999; Wilkinson et al. 2008; Markere et
al. 2008; Digre et al. 2011). Filetolarda 72 saat sonunda T3 grubu T1 ve T2 ye gore daha
diisiik pH degeri vermistir. Bu duruma strese bagl glikolitik aktivitenin artmasinin neden
oldugu diistiniilmektedir (Varga et al. 2014). Daha hizli olan T1 ve T2 oldiirme

tekniklerinde ise hareketin daha ¢abuk durmasi énemlidir. Clinkii ¢irpinma ve hipoksia
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gibi durumlarda, balik aktivitesi artmakta, artan kas oksijen ihtiyac1 saglanamadig1 i¢in
goreceli ve mutlak anoksiya (artmis fiziksel aktivite tarafindan indiiklenenin diginda)

geliserek, laktattan tiiretilmis diisiik pH' ya sebep olmaktadir (Varga et al. 2014).

Calismamizda laktik asit seviyesi post-mortem siire sonunda anaerobik metabolizma ile
artmistir. Ozellikle T3 grubunda digerlerine oranla yiiksek olan bu deger icin, asir1
aktiviteye yanit olarak balik kasinda laktik asit birikimi diisiiniilebilir (Wendelaar Bonga
1997). Deneme materyali baligin beyaz kasli olmasi enerji ihtiyacinin karsilanmasinda
anaerobik glikolizden yararlanildigin1 géstermektedir (Oliveira Filho et al. 2015). Bilinen
bir durum olarak, bir stres etkeni tarafindan etkilenen somon beyaz kaslar1 aerobik ATP
tiretiminden anaerobik glikolitik yola doniisiir. Bu yol, ATP {iretimi ve bozulmasi
arasindaki bir dengesizlik nedeniyle H* 'y1 liretir, son {iriin olarak iiretilen laktat pH"
diistiriir. Buna ilaveten akut stres de pH diismesi ve rigor-mortisin erken baslamasina

neden olmaktadir (Lerfall et al. 2015).

4.2. Post-mortem Déneme Ait Antioksidan Enzim Aktivite ve MDA Seviyesi

Degisimi

Farkl1 6ldiirme teknikleri uygulanan gokkusag alabaligi filetolarinda postmortem stirecte
(72. saat) +4°C’de depolamanin bazi antioksidan enzim aktiviteleri ve MDA seviyesi
tizerine olan etkileri Cizelge 4.2°de verilmistir. Uygulanan 6ldiirme teknikleri, sz konusu
parametrelerde 6nemli etki gostermis (p<0,05) ve en ¢ok stres veren teknigin T3 grubu
oldugu belirlenmistir. Gruplar arasindaki CAT aktivitesindeki diisiisler H2O2’nin ve
stresin yiiksek olmasindan dolayi, adaptasyonun saglanamadigini géstermektedir. Ayrica
CAT aktivitesinde meydana gelen azaliglarin diger sebebinin, serbest radikallerin protein
sentezini  baskilamasindan dolayr oldugu da diisiintilebilir (Palaniappan and
Vijayasundaram 2008). Peixoto et al. (2006), katalaz enzim aktivitesinin bazi durumlarda
hem inhibisyona hem de indiiksiyona ugramasindan dolayr gecerli biyomarkirlar
olmadiklarmi bildirmektedir. Siiperoksit dismiitaz ve katalaz strese karsi savunmanin ilk
ve en onemli basamagindadir (Pandey et al. 2003). Halliwell and Gutteridge (2007)'e

gore, CAT aktivitesindeki azalislar, hiicresel redoks durumunun iyi olmasina ve stresin
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daha az etkiledigine de atfedilir. Fakat bu durum daha ¢ok kas rengi ile ilintili olup bu
enzim i¢in kirmiz1 kaslarda daha yiiksek degerler gozlenir. Ciinkii bu kaslarda aerobik
metabolizmanin baskilanmasi ile, beyaz kaslarda ise anaerobik metabolizma yoluyla
enerji olusumu gergeklesmektedir. SOD serbest radikallere ilk tepki mekanizmasi olup,
meydana gelen azalmalarin strese karsi olusan adaptasyonun bir sonucu ya da enzimin
bazal aktivitesiyle serbest radikal olusumunu inhibe etmesinin etkili oldugu
diistiniilmektedir (Song et al. 2009; Alak et al. 2017a, 2017b; 2018). GPx enziminin
substrati, glutatyon (GSH)’dir. GSH seviyesinde meydana gelen azalmalar, serbest
radikal {iretiminin artmasina ve hiicresel boyutta bozukluklara sebep olur. GSH oksidatif
stresin seviyesinin degerlendirilmesinde 6nemli olup hidrojen peroksiti inhibe etmektedir
(Jurma et al. 1997). GSH diizeyinde meydana gelen degisimler, GSH sentezinde gérev
alan enzimlerin, gerceklestirebilecekleri  diizenlenmeler ve aktivasyonlar ile
aciklanmaktadir (Zhang et al. 2005). Bu c¢alismada muamele gruplari arasinda
gozlemlenen GPx aktivitelerinde meydana gelen azalmalarin Oz’ nin artigina bagli olarak
gelistigi diistiniilmektedir (Alak et al. 2017a; 2017b). Calisilan tiim gruplardaki enzim
aktivitelerinde gézlenen azalmanin, oksidatif stres ve oksidatif strese karsi verilen adaptif
yanitin yetersizligine atfedilebilir (Song et al. 2006). T3 grubundaki GPx aktivitesi kaybi
filetodaki antioksidan savunma sistemini zayiflatir ve bdOylece in vivo protein

oksidasyonunu etkiler, 6liim sonras1 oksidasyona duyarlilik saglar.



Cizelge 4.2. Farkli 6ldiirme tekniklerinin antioksidan enzim aktivitesi; Katalaz (CAT), Siiperoksit dismiitaz (SOD), Glutatyon peroksidaz
(GPx) ve Malondialdehit (MDA) seviyesi tizerine etkisi (Ortalama +Standart Sapma)

Oldiirme Teknigi Zaman (Saat) CAT(EU/mgprotein)* SOD(EU/mgprotein)* GPx(EU/mgprotein)* MDA(ml/mgprotein)*

0 1,820,022 0,36+0,012 0,98+0,00? 2,15+0,00°

12 1,860,007 0,390,007 0,900,012 0,75+0,05°
B v 24 1,37+0,002 0,34+0,012 0,82+0,052 0,57+0,00°
ey 36 0,93+0,00° 0,33+0,02° 0,820,00° 0,39+0,01°
48 0,63+0,05° 0,300,002 0,82+0,012 0,12+0,02°

60 0,59+0,01° 0,30+0,002 0,29+0,00? 0,60+0,00°

72 0,57+0,012 0,25+0,05 2 0,28+0,022 0,38+0,01°
0 1,55+0,02° 0,32+0,01° 0,44+0,00° 3,30+0,00°
12 1,51+0,00° 0,32+0,00° 0,41+0,01° 2,28+0,05°
24 0,96+0,00" 0,3340,01° 0,57+0,05° 0,65+0,00°

Boynunu kirma

(T2) 36 0,74+0,00" 0,320,02° 0,75+0,00° 0,94+0,01°
48 0,60£0,05 0,30:£0,00° 0,58+0,01° 0,46+0,02°
60 0,75+0,01% 0,29:0,00° 0,16+0,00° 0,62:0,00°
72 0,49+0,01° 0,25+0,05° 0,16+0,02° 0,53+0,01°
0 1,48+0,02° 0,19+0,01° 0,15+0,00° 4,23+0,002
C C C a

12 1,23+0,00 0,27+0,00 0,16+0,01 3,31+0,05
C 24 0,50+0,00° 0,32+0,01° 0,48+0,05° 1,97+0,00°
rpima 36 0,49+0,00° 0,30+0,02° 0,6240,00° 1,940,012
(T3) 48 0,53+0,05" 0,28+0,00° 0,31+0,01° 1,69+0,022
60 0,45+0,01° 0,27+0,00° 0,10+0,00° 0,86:£0,00°
72 0,46+0,01° 0,10+0,05" 0,11+0,02° 1,38+0,012

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmustur. Kiiciikk harfler (a,b,c) ayni parametrenin ayni zamansal degisimlerindeki o6ldiirme tekniginin farkim
gostermektedir (p<0,05). T1: Basina vurma; T2: Boynunu kirma; T3: Cirpinma.

8¢



39

Post mortem siiresince (72. saat) artan antioksidan enzim aktiviteleri Venturini et al.
(2018) ile uyumlu olup, serbest radikal iiretiminde artigla ilgilidir (Venturini et al. 2018)
Bu artislarda aerobik metabolizmanin aktifleserek, iiretilen ROS' a kars1 hiicrenin kendine
ozgii antioksidan mekanizmalarim yiikselttigi diisiiniilmektedir. Oldiirme tekniginden
kaynaklanan streste antioksidan enzimlerin artan etkinligi, bu islem sirasinda baliklarda
artan aerobik metabolizmay1 yansitir. Ote yandan, &ldiirme stresi, anaerobik
metabolizmay1 da indiikleyebilir ve artan laktat seviyesi de bu durumu tetikleyebilir

(Oliveira Filho et al. 2015).

Stresorlerin etkisinde ROS un yiikseldigi ve bunun oksidatif strese yol agarak antioksidan
enzimleri azalttigi bilinmektedir (Alak et al. 2019). Bu durum LPO olusumunu artirarak
membran yapisini bozar ve artan MDA miktar1 s6z konusu siirecin muhtemel agiklayicisi

olarak distintiliir (Akhgrari et al. 2003; Fetoui et al. 2010).

Caligmada artan MDA seviyesinde enzim aktivitelerinin degisiminin yanisira, 6ldiirme
stresi sonucunda meydana gelen karbonil artisi, S-S bag yikimlart ve SH
konsantrasyonlarinin artist etkili olmustur. Bilinen bir durum olarak -SH metabolit
kaynaklar1 da bu artiglarda etkilidir (You et al. 2009; Alak et al. 2019a, 2019b). Reaktif
oksijen tiirleri ve serbest radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonu iiriinii olan
malondialdehit (MDA) 6l¢iimii, oksidatif stresin degerlendirilmesinde 6nemli bir belirte¢
olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Ercan and Fidanci 2012; Alak et al. 2017a;
2017b; 2018). SOD inhibisyonunda, olusturulan stres sonucunda reaktif oksijen
tiirlerindeki (ROS) artisin etkili oldugu diistiniilmektedir. Yine GSH redoks kapasitesinin
azalmasi ile O ~ iretiminin inhibe olmasindan da kaynaklanmis olma ihtimali

bulunmaktadir.

4.3. Post-mortem ve Oksidasyon Durumunda Siilfidril Gruplar1 (SH), Disiilfiir

Baglar (S-S) ve Karbonil Konsantrasyonlari

Postmortem  siiregte  miyofibriler protein (MP), -SH, S-S ve karbonil

konsantrasyonlarindaki degisiklikler, Cizelge 4.3’de gosterilmistir. Uygulanan 6ldiirme
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tekniklerinden SH konsantrasyonlart 6nemli Ol¢lide (p<0,05) etkilenerek azaliglar
gostermistir. Benzer sekilde S-S baglarinda da diisiisler kaydedilmis ve oldiirme

tekniklerinin etkili oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Postmortem siiregte gruplarda SH konsantrasyonlarinda azaliglar kaydedilmistir.
Belirlenen bu azaliglar Shi et al. (2014) ve Zhang et al. (2017) ile uyumlu olmakla birlikte
tiim gruplardaki SH konsantrasyonundaki diistislerin, disiilfid baglarinin okside olmasi
ve sistein kalintilarinin siilfidril gruplarimi okside etmesi ile agiklanabilir. Yine bu durum
bozulmus antioksidan enzim aktivitelerinin disiilfid baglarinin oksitlenme olasiligin

artirmasina ve boylece diisitk SH konsantrasyonuna baglanmaktadir (Zhang et al. 2017).

Postmortem 72 saatte, T3 (¢irpinma) grubunda S-S konsantrasyonu T1(basina vurma) ve
T2 (boyun kirma) ile karsilastirildiginda sirasiyla %100 ve %67 oranlarinda azalmalar
gdstermistir. Oldiirme tekniklerinin tamaminda postmortemin 24. saatinde belirlenen
yilksek S-S konsantrasyonlari, gruplarda disiilfid baglarinin okside olmasi ile

agiklanabilir.

Protein bozulumunun en Onemli gostergeleri arasinda siilfidril grubunun kaybi ve
karbonil gruplarin iiretimi gosterilmektedir. Karbonil tayini, protein oksidasyonunu
degerlendirmek igin rutin bir prosediir olarak kabul edilse de ¢esitli orjinli (iiretme ajani
ve lipid tiirevli karboniller gibi) karbonillerin varligina bagli olarak protein
oksidasyonunun tahmininde bazen etkili olamamaktadir (Botsoglou et al. 2014). Reaktif
oksijen gibi hidroksil radikalleri karbonil olusturmak icin peptid bagini kirabilir (Li and
Fang 1994).

Calismamizda karboksil gruplarinda (K) belirlenen artislarin (Cizelge 4.3), hidroksil
radikallerinin proteinlerden karbonil iiretimini tesvik etmesinin bir sonucu oldugu
diistiniilmektedir (Duan et al. 2018). Lipid oksidatif iriinleri, protein oksidasyon
bozunmasini yonlendirir fakat lipid oksidasyonu ve protein oksidasyonu bagimsiz veya
paralel olarak ortaya cikabilir (Grimsrud et al. 2008; Teets and Were 2008). Karbonil

bilesikleri protein oksidasyonu siiresince olusur ve bazi amino asitlerin (lisin, histidin,
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prolin ve arginin gibi), baz1 yan zincirleri karbonilasyon isleminde 6nemli rol oynar
(Lund et al. 2011). Calismamizda karbonil konsantrasyonu hem miyofibriler proteinlerde
hem de oksidasyon altindaki siirecte zamana ve oksidasyon konsantrasyonuna bagl
olarak artis gostermistir. Bu durum Duan et al. (2018) ve Zhang et al. (2017) ile
uyumludur. Ozellikle ¢irpiarak &len gruptaki yiiksek karbonil konsantrasyonu asiri stres,
antioksidan enzim aktivitelerindeki azalma ve alfa iskelet aktin, glikojen fosforilaz,

piruvat kinaz veya diger proteinlerden de kaynaklanmis olabilir (Zhang et al. 2017).



Cizelge 4.3. Farkli 6ldiirme tekniklerinin miyofibriler proteinlerin disiilfid (SS), siilfidril (SH) ve karbonil gruplar1 (C=0) seviyesi iizerine etkisi

(Ortalamaz+ Standart Sapma)

Parametre Zaman (Saat) Basina vurma Boyun kirma Cirpinma
(T1) (12) (T3)
0 0,015+0,00° 0,012+0,00° 0,007+0,00°
24 0,010+0,002 0,007+0,00° 0,005+0,00°
SH 48 0.013+0,00° 0,0120,00° 0,006+0,00°
72 0,004+0,01° 0,009:0,01° 0,0012+0,01?
0 0,010+0,002 0,008+0,00° 0,006+0,00°
24 0,007+0,002 0,0060,00° 0,005+0,00°
S 48 0,009+0,00? 0,005+0,00° 0,0030,00°
72 0,0007+0,01? 0,0006=0,00° 0,0005+0,01°
0 0,006+0,00° 0,008+0,00° 0,0010,00°
24 0,002+0,00° 0,003+0,00°? 0,002+0,00°
K 48 0,005£0,00° 0,0060,00° 0,007-:0,00?
72 0,014+0,01° 0,017+0,01° 0,026:+0,012

Kiictik harfler (a,b,c) uygulamalarin zamana gore farkliligini belirtip, ayn1 harfler ayni saatte ayni1 parametre sonuglari i¢in uygulamalar arasinda fark olmadigini

gosterir.

4%
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Oksidasyon sonucunda -SH ve S-S konsantrasyonlarinda artan zamanla birlikte ciddi
diisiisler kaydedilmis, oksidasyon konsantrasyonlart ve oldiirme tekniklerinin etkisi

onemli bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.4).

Okside iirlinlerde gozlemlenen degisimler SH ve S-S konsantrasyonlarindaki
degisikliklere benzer olup depolama siiresi ve H2O> konsantrasyonunun artmasiyla hiz
kazanmistir. En diisiik degerler 72. saat sonunda ve 10 mM H>0 uygulamalarinda elde
edilmistir. Baslica protein karbonilleri olarak a-aminoadipik ve p-glutamik
semialdehidler (AAS ve GGS) bilinmektedir ve bu karbonil bilesikleri kismen oksidatif
peptid ayrimlarindan olusur (Akagawa et al. 2006; Lund et al. 2011).

Calismamizda okside Orneklerde gozlemlenen H202-doza baghh -SH ve S-S
konsantrasyonlarindaki azalmalar Li et al. (2013) ile paralellik gostermektedir ve
ozellikle -SH konsantrasyonlarindaki azalmalarin 6ldiirme tekniklerinin sebep oldugu
stres sonucunda protein biitiinliigiiniin bozulmasi ve bu durumun siilfidril gruplariin
kaybin1  hizlandirmasina  baglanabilir. —SH’deki  postmortem  degisikliklerle
karsilastirildiginda, hidroksil radikal okside sistem (HROS)' deki protein oksidasyonu
MP’deki ilave demirin (Fe®*) tim gruplarda islevselligini artirarak SH
konsantrasyonunun azalmasina yol agmistir (Zhang et al. 2017). Ayn1 zamanda SH
diistisleri, bir hidroksil radikal iiretim sisteminin etkisiyle de olusmus olabilir (Li et al.

2013).

Elde edilen tiim -SH, S-S ve karbonil konsantrasyonlarinin 6ldiirme stresinin etkisinin
belirlenmesinde rol oynadigi, 6zellikle ¢irpiarak 6ldiirmenin MP /oksitlenmis MP'de,
azalan -SH, S-S seviyeleri ve yiiksek karbonil konsantrasyonlari ile gokkusagi alabalig

filetolarinda postmortem oksidasyonun duyarliligini artirdigi belirlenmistir.



Cizelge 4.4. Farkli 6ldiirme tekniklerinin okside proteinlerin disiilfid (SS), siilfidril (SH) ve karbonil gruplari (C=0) seviyesi tlizerine etkisi (Ortalama+
Standart Sapma)

o Zaman Basina vurma Boynunu kirma Cirpinma

2  (Saat) (T1) (T2) (T3)

© 0mM 1mM 5mM 10 mM 0mM 1mM 5mM 10 mM 0mM 1mM 5mM 10 mM
0 8,553+0,07%  8,319+0,07° 5283+0,07"  4,198+0,07" 2,677+0,07"  5,355+0,077  4,635+0,07%  4,125£0,07'  7,353+0,07°  5,909+0,07¢  5,430+0,07°¢  4,748+0,079

T 24 8,525+0,07%  7,245+0,07° 4,125+0,079  3,565+0,07"  7,365+0,07°  2,113x0,07¢  1,911x0,077  1,627#0,079  5,025+0,07°  2,665+£0,07'  2,495+0,071  2,305+0,07%

@ 48 0,878+0,07*  0,696+0,07° 0,614+0,07¢  0,3360,07'  0,620+0,07¢  0,548+0,07F  0,545+0,079  0,509+0,07"  0,654+0,07°  0,473+0,07"  0,438+0,077  0,338+0,07
72 0,034£0,07°  0,026+0,07° 0,021£0,07°  0,011£0,07"  0,055£0,07*  0,040+0,07°  0,034+£0,07°  0,028+0,07¢  0,029+0,07¢  0,020£0,07"  0,019£0,07°  0,014+0,079
0 4,77£0,07°  3,55+0,07° 2,95+0,07¢ 235£0,07¢  1,552£0,07°  1,416+0,07"  1208+0,071  1,148+0,07F  2,893+0,07¢  14830,07°  1,456+0,07"  0,795+0,07'

w 24 3,510,072 3,05+0,07° 2,75+0,07¢ 2,340,070 0,995+0,07"  1435£0,07°  1,160£0,079  1,710+0,07°  0,560£0,07'  0,547+0,07'  0,514£0,07  0,414+0,07%

% 48 0,04+0,07°  0,03+0,07¢ 0,03+0,07¢ 0,02£0,07"  0,033£0,07¢  0,030£0,07"  0,029£0,07°  0,02740,079  0,048£0,072  0,042+0,07°  0,027£0,07¢  0,022+0,07"
72 0,02+0,07¢ 0,01%0,07¢ 0,00+0,07 0,00£0,079  0,030£0,072  0,027+0,07°  0,020+0,07°  0,017+0,07¢  0,014£0,07°  0,013£0,07¢  0,010+0,07°  0,0100,07°
0 0,1560,07  0,147+0,07¢ 0,144+0,07¢  0,087+0,07% 0,160+0,07*  0,155£0,07¢  0,133+0,07"  0,128+0,079  0,123£0,07"  0,092+0,07"  0,091£0,07  0,056+0,07'
24 1,770£0,070  1,169+0,07° 1,112£0,07¢  0,538+0,07  0,823+0,07¢  0,781£0,07¢  0,750+0,07"  0,678+0,07"  0,740£0,079  0,573£0,07"  0,512+0,07%  0,458+0,07'

* 48 2,405£0,07¢  1,705+0,07" 1,145+0,07' 1235+0,07  2,50540,07°  1,535£0,07"  1425+0,077  1,175£0,07%  3,585+0,07°  2,155+0,07¢  1,935+0,07°  1,685+0,07
72 6,901+0,070  4,987+0,07° 3,8204£0,07  3,654+0,079 2,273+0,079  1,792+0,07"  1,736+0,07  1,349+0,07"  2,615£0,07°  2,491+0,07°  2,053+0,07"  1,694+0,07

Kiictik harfler (a, b, ¢, d, e, f, g, h, 1, j, k, |) uygulamalarin zamana gore farklilig1 belirtip, ayn1 harfler ayni saatte ayni1 parametre sonuglari i¢in uygulamalar arasinda
fark olmadigini gosterir

4%
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4.4. Post-mortem ve Oksidasyon Asamasina Ait Protein Profil Degisimi

Postmortem ve oksidasyon siireglerinde SDS-PAGE ile belirlenen proteinler ve agirliklari
Sekil 4.1-4.4°de verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi miyosin agir zinciri (MHC, 220
kDa), aktin (43 kDa) ve tropomyosin (TM, 38 kDa), HROS tarafindan indiiklenen protein
oksidasyonuna oldukca fazla katilmistir. Bu proteinlerden 6zellikle MHC, oksidatif
hasarlara egilimli olup yapilan SDS-PAGE modellemesi de artan H20. konsantrasyonu
ile birlikte MHC” de 6nemli kayiplar1 géstermistir. Benzer sekilde 6ldiirme tekniginden
kaynaklanan stress de bu proteinin azalmasinda etkili olmus 6zellikle de T3 grubunda
etkin olarak kendini gostermistir. Caligma verilerimize paralel olarak Addis et al. (2012)’
de benzer sonuglar kaydederek, MHC' nin biitlinliigiiniin diisiik stresli kesim kosullarinda
(omurilik kopmasi) daha iyi korundugunu, yiiksek stresli kesim yonteminin (asfiksi) ise

MHC yogunlugunu gii¢lii bir sekilde etkiledigini bildirmistir.

Enerji metabolizmasinda yer alan enzimlerin aktivitesi, et kalitesi 6zellikleri i¢in biiyiik
Oonem tasir. Ciinkii aktin-miyosin kompleksi ve pH diisiisti, kasin ete doniisiimiinden
sorumlu ana degisikliklerdir ve postmortem enerji metabolizmasindan siddetle etkilenir

(Torres de Souza Rodrigues et al. 2017).

Calismamizda postmortem asamada T3 grubunda belirlenen yogun aktin bantlari, aktinin
kas kasilmasi ve aktivasyonu ile etkilenerek yukari regiile oldugunu gostermektedir
(Amid et al. 2012). Aktin ve miyosin filamentleri arasindaki bozulmanin sonucu olarak,
sarkomerik I-bandinda ince filamentler kirtlir ve miyofibriller pargalanir. Buna ilaveten
kasilma ve kas yapis1 da bu duruma neden olabilmektedir (Torres de Souza Rodrigues et
al. 2017). Yine aktinin 6liim siiresi ve 6ldiirme teknigine bagl olarak degregasyona

ugradig bildirilmistir (Tulli et al. 2015)

Tropomyosin (TM), miyofibrillerin diizenleyici bir proteinidir ve iki alt tiniteli bir sargili
sarmalin standart yapisi olarak bildirilmistir (Nishio et al. 2018). Calismamizda SDS-
PAGE’ de tiim ayrilmis tepe bantlar1 34 kDa tasinmustir (Sekil 1-8). Bu sonug Roy et al.
(1976) ve Nishio et al. (2018) ile uyumludur.
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Okside 6rneklerin tamaminda MHC, actin ve TM bant yogunluklari azalmistir. Bu veriler
Zhang et al. (2017) ile uyumlu olmakla birlikte bu durum sdz konusu arastiricilar
tarafindan S-S'nin protein oksidasyonuna biiyiik katk: sagladigi, MHC, aktin ve TM bant
yogunluklarinda azalmalarin oldugu belirtilmistir. Ciinkii sistein yan zincir gruplari,
oksitlenmis proteinlerin ¢apraz baglariin baslatilmasinda ¢ok Onemli bir rol

oynamaktadir (Park et al. 2007a; Park et al. 2007D).
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Sekil 4.1. 0 ve 24. saate ait MP ve okside protein jel goriintiisii

*A (0. Saat);1:T1, 2:T2, 3:T3,a:0mM T1, b: ImM T1, c: 5mM T1, d: 10mM T1, e: OmM T2, f: ImM T2,
g:5mM T2, h:10mM T2, i:0mM T3, j: ImM T3, k: 5mM T3, I: 10mM T3

B (24. Saat); 4:T1,5:T2,6:T3,a:0mM T1, b: ImM T1, ¢: 5mM T1,d: 10mM T1,e: OmM T2, f: 1mM T2,
g:5mM T2, h:10mM T2, i:0mM T3, j: 1mM T3, k:5mM T3, I: 10mM T3
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Sekil 4.2. 48 ve 72. saate ait MP ve okside protein jel goriintiisii

C (48. Saat); 7:T1,8:T2,9:T3,a:0mM T1, b: ImM T1, ¢: 5mM T1, d: 10mM T1, e: OmM T2, f: 1mM T2,
g:5mM T2, h:10mM T2, i:0mM T3, j: ImM T3, k: 5mM T3, I: 10mM T3

D (72. Saat); 10:T1, 11:T2, 12:T3,a:0mM T1, b: ImM T1, ¢: 5mM T1, d: 10mM T1, e: OmM T2, f:
ImM T2, g:5mM T2, h:10mM T2, i:0mM T3, j: 1mM T3, k: 5mM T3, |: 10mM T3
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5. SONUC

Baliklar biyolojik kompozisyonlarindan dolayr ¢ok c¢abuk bozulabilen iiriinlerdir.
Bozulma, balik ve diger su iirlinlerinde raf 6mriiniin kisalmasina sebep olmaktadir. Daha
cok proteinler ve protein tabiatinda olmayan bilesiklerin sebep oldugu ve et kalitesi

tizerinde dnemli etkiye sahip olan degisimler dikkate alinmaktadir.

Uygun tekniklerle 6ldiiriilen baliklarin 6n islem ve isleme teknolojileri ile entegrasyonu
sonucunda hem raf 6mrii daha uzun olan iiriinler gelistirilerek ekonomik bir kazang, hem
de insan tiiketimi agisindan son derece dnemli gidalar arasinda bulunan su iiriinlerinin
besin kalitesi daha yiiksek tiriinler olarak pazarlanmasi saglanacaktir. Haliyle hasatta
meydana gelen bu kayiplarin 6niine gegilerek tiiketicilerinde daha kaliteli gidalara ulagma

sans1 yiikselecektir.

Su driinleri ¢iftliklerinde yaygin olarak kullanilan 6ldiirme tekniklerinin gdkkusagi
alabaliklarinda antioksidan duruma ve +4°C’de depolanan filetolarda postmortem in vivo
myofibriller protein oksidasyonu-oksidasyona duyarliliginin arastirildigi bu ¢alismada

yapilan analizler dogrultusunda agagidaki sonuclara varilmstir.

1. Uygulanan tekniklerin hepsinde pH ve glikojen seviyesinde azaliglar laktik asit
seviyelerinde ise artiglar kaydedilmis ve en belirgin degisimler ise T3 olarak kodlanan
¢irpinma grubunda elde edilmistir.

2. Antioksidan enzim aktiviteleri ve MDA seviyeleri dikkate alindiginda yine T3 grubu
uygulamasinin daha fazla strese sebep oldugu belirlenmistir.

3. Tim tekniklerde miyofibriler proteinlerde ve oksidasyon siirecinde S-S ve -SH
konsantrasyonlarinda azalma, karbonil miktarinda artis belirlenmistir.

4. Belirlenen protein profillerinde miyofibriler proteinlerden miyosin, aktin ve
tropomyosine ait bantlar SDS-PAGE teknigi ile izlenmis tiim proteinlerde siireglerde

kayiplar belirlenmistir.
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Sonuglara birlikte bakildiginda, cogunlukla bir evrensel gercek ortaya ¢ikmakta ve ani
6liim tekniklerinin gokkusag alabalig: filetolarinda daha yiiksek baslangi¢ kas glikojen
igcerigine, yiiksek kas pH'sina, ge¢ rigor-mortis baslangicina ve daha az oksidasyona sebep
oldugu ortaya konulmustur. Ayrica, bu yontemler laktik asit olusumunu azaltmis, et
kalitesini ve daha uzun raf omriinii saglamistir. Bu arastirma sonuglari, uygulamaya
aktarilabilir olmasit agisindan 6nemlidir. Yine uygun teknikler paydaslarla paylasilarak
stireklilik saglanmaya c¢alisilacaktir.Bu nedenle, yaygin olarak kullanilan tekniklerde
cirpinmadan ziyade diger iki teknigin hayvan refahi ve et kalitesi agisindan dogru

perkiisyon yontemleri oldugu goriilmiistiir.



50

KAYNAKLAR

Achman, R.G., 1995. Composition and nutritive value of fish and shellfish lipids, fish and
fishery products, Ed: A. Ruiter. CAB International Wallingford Oxon, OX10 8DE
UK, 117-157.

Addis, M. F., Pisanu, S., Preziosa , E., Bernardini, G., Pagnozzi, D., Roggio, T. and
Teruva, G., 2012. 2D DIGE/MS to investigate the impact of slaughtering
lechniques on post-mortem integrity of fish filet proteins. Journal of Proteomics,
75(12), 3654-3664.

Aebi, H., 1974. Catalase in vitro. Methods of enzymatic analysis. Ed:U. Bergmeyer. New
York and London: Academic Press, 673-667.

Ahmad, F., Ali, S.S. and Shakoori, A., 1995. Sublethal effects of danitol fenpropathrin’a
synthetic pyrethroid, on preshwater chinese grass carp, Ctenopharyngodon idella.
Folia. Biol. (Krakow) , 43, 151-159.

Akagawa, M., Sasaki, D., Ishii, Y., Kurota, Y., Yotsu-Yamashita, M., Uchida, K. and
Suyama, K., 2006. New method for the quantitative determination of major
protein carbonyls, alpha-aminoadipic and gamma-glutamic semialdehydes:
Investigation of the formation mechanism and chemical nature in vitro and in
vivo. Chemical Research in Toxicology, 19(8), 1059-1065.

Akhgrari, M., Abdollahi, M., Kebryaeezadeh, A., Hosseini, R. and Sabzevari, O., 2003.
Biochemical evidence for free radicalinduced lipid peroxidation as a mechanism
for subchronic toxicity of malathion in blood and liver of rats. Human and
Experimental Toxicology, 22: 205 -/211.

Alak, G., 2011. Probiyotik ve Prebiyotiklerin Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) Bagirsak Florast ile Filetolarinin Bazi Fiziksel, Kimyasal ve
Mikrobiyolojik Ozelliklerine Etkileri. Doktora Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Erzurum.

Alak, G., Atamanalp, M., Topal, A., Arslan, H., Orug¢, E. and Altun, S., 2013.
Histopathological and biochemical effects of humic acid against cadmium toxicity
in brown trout gills and muscles. Turkish Journal of Fisheries and Aquatic
Sciences, 13, 315-320.

Alak G., Ucar, A, Parlak, V., Yeltekin, A. C., Tas, D. O., Kocaman, E. M., Yilgin, M.,
Atamanalp, M. and Yanik T., 2017a. Assessment of 8- hydroxy-2-deoyguanosine
activiy, gene expression and atioxidant enzyme activity on rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) tissuse exposed to biopesticide. Comparative
Biochemistry and Physiology, Part C, 203, 51-58.

Alak G.,Yeltekin, A. C., Tas, I. H., Ucar, A., Parlak, V., Topal A., Kocaman, E.M. and
Atamanalp, M., 2017b. Investigation of 8-OHdG, CYP1A, HSP70 and
transcriptional analyses of antioxidant defence system in liver tissues of rainbow
trout exposed to eprinomectin. Fish and Shellfish Immunology, 65, 136-144.

Alak, G., Ucar, A., Yeltekin, A. C., Comakli, S., Parlak, V., Tas, 1. H., Ozkaraca, M.,
Topal, A., Kirman, E. M., Bolat, I., Atamanalp, M. and Tiirkez H., 2018.
Neuroprotective effects of dietary borax in the brain tissue of rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) exposed to copper-induced toxicity, Fish Physiol
Biochem, 44,1409-1420.



51

Alak, G., Yeltekin, A. C., Ozgeris, F. B., Parlak, V., Ucar, A., Keles, M.S. and Atamanalp,
M., 2019a. Therapeutic effect of N- acetyl cysteine as an antioxidant on rainbow
trout's brain in cypermethrin toxicity. Chemosphere 221, 30-36.

Alak, G., Parlak, V., Aslan, M. E., Ucar, A., Atamanalp, M. and Turkez, H. 2019b. Borax
supplementation alleviates hematotoxicity and DNA damage in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) exposed to copper. Biological trace element research,
187(2), 536-542.

Amid, A., Samah, N. A. and Yusof, F., 2012. Identification of troponin | and actin, alpha
cardiac muscle 1 as potential biomarkers for hearts of electrically stimulated
chickens. Proteome Science, 10(1), 1.

Ashley, P. J., 2007. Fish welfare current issues in aquaculture. Applied Animal Behaviour
Science, 104(3-4), 199-235.

Atabeyoglu, K., 2011. Bazi Agir Metallerin Subletal Dozlarinin Gokkugagi
Alabaliklarinda, Katalaz, Superoksit Dismutaz, Gulutatyon Peroksidaz Enzim
Aktiviteleri ve mRNA Ekspresyonlar: Uzerine Etkileri. Doktora Tezi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Atatiirk Universitesi, Erzurum.

Ates, M., Ogiit, S., Sen, I. ve Giimiis, B.A.2008. Oncorhynchus mykiss ile Salmo salar
balik tiirlerinin SDS-PAGE elektroforezi yontemi ile protein bandlarinin
karsilastirilmasi. 1. Ulusal Alabalik Sempozyumu, Isparta.

Ayana, B. ve Turhan, K. N., 2010. Gida ambalajlamasinda antimikrobiyel madde igeren
yenilebilir filmler/ kaplamalar ve uygulamalari. Gida, 35 (2), 151-158.

Aylangan, A. ve Oztan, A., 2008. Hayvansal gida sanayisi yan iiriinleri kullanilarak
protein hidrolizatlari tiretimi. Tiirkiye 10. Gida Kongresi, Erzurum.

Barton, B. A., 2002. Stress in fishes: A diversity of responses with particular reference to
changes in circulating corticosteroids. integ. And Comp. Biol., 42, 517-525.

Bastioglu, A. Z , Serdaroglu, M. ve Nacak.B., 2016. Et ve et iirlinlerinde protein
oksidasyonu. Journal of Food and Health Science, 2(3), 171-183.

Beutler, E., 1975. The preparation of red cells for assay. Red Cell Metabolism: A Manual
of Biochemical Methods. Ed : E. Beutler, Grune and Straton Company, New
York, 8-18.

Boneli, A., 1999. Post mortem fat alterations. Acquacoltura: Qualita dell’ambiente e del

prodotto. Ed. Scientifiche Italiane, Napoli, 165-166.

Botsoglou, E., Govaris, A., Ambrosiadis, L., Fletouris, D. and Botsoglou, N., 2014. Effect
of leaf (Olea europen L.) extracts on protein and lipid oxidation of long-term
frozen n-3 fatty acids-enriched pork patties. Meat science, 98, 150-157.

Bradford, M. M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, 72(1-2), 248-254.

Caggiano, M., 2000. Quality in harvesting and post-harvesting procedures-influence on
quality. fish freshness and quality assessment for sea bass and sea bream. Global
quality assessment in Mediterranean aquaculture Zaragosa. CIHEAM-
IAMZ.,.149.

Castro, C., Perez-Jimenez, A., Coutinho, F., Diaz-Rosales, P., Alexandra dos reis Serra,
C., Panserat, S., Corraze, G., Peres, H. and Oliva-Teles, A., 2015. Dietary
carbohydrate and lipid sources affect differently the oxidative status of European
sea bass (Dicentrarchus labrax) juveniles. British jurnal of Nutrition, 114, 1584-
1593.



52

Chen, L., Li, C., Ullah, N., Guo, Y., Sun, X., Wang, X. and Feng, X., 2016. Different
physicochemical, structural and digestibility characteristics of myofibrillar
protein from PSE and normal pork before and after oxidation. Meat Science, 121,
228-237.

Choi, J-S., Moon, H. E., Roh, M. K., Ha, Y. M., Le, B. B., Cho, K. K. and Choi, I. S.,
2016. Physiological properties of Scomber japonicus meat hydrolysate prepared
by subcritical water hydrolysis. Journal of Environmental Biology, 37, 57-63.

Concollato, A., Parisi, G., Masoero, G., Romvari, R., Olsen, R. E. and Dalle Zotte, A.,
2016. Carbon monoxide stunning of Atlantic salmon (Salmo salar L.) modifies
rigor mortis and sensory traits as revealed by NIRS and other instruments. J Sci
Food Agric., 96(10),3524-35.

Cui, X., Xiong, Y. L., Kong, B., Zhao, X. and Liu, N., 2012. Hydroxyl radical-stressed
whey protein isolate: Chemical and structural properties. Food and Bioprocess
Technology, 5(6), 2454-2461.

Cakli, S. 2008. Su Uriinleri isleme Teknolojisi 2 (Alternatif Su Uriinleri Isleme
Teknolojileri), Ege Universitesi Yaymlari, Su Uriinleri Fakiiltesi, Yaym No:
77.513 s, Izmir.

Cakli, S., 2010. Su Uriinleri isleme Teknolojisi. Ege Universitesi Yaymlart Su Uriinleri
Fakiiltesi Yayin No: 76, 695 s, Izmir.

Cift¢i, N. and Cicik, B., 2011. Krom (VI)’nin Oreochromis niloticus, Cyprinus carpio,
Clarias gariepinus ile Callinectes sapidus’un dokularinda birikimi, protein ve
glikojen diizeylerine etkileri. Siilleyman Demirel Universitesi Egirdir Su Uriinleri
Fakiiltesi Dergisi, 7 (2), 39.

Daskalova, A. and Pavlov, A., 2015. Effect of two stunning methods on postmortem
muscle pH and meat quality of common carp (Cyprinus carpio L.). Bulgarian
Journal of Veterinary Medicine, 18(1), 83-90.

De Duve, C., 1983. Lysosomes revisited. European Journal of Biochemistry, 137(3), 391-
397.

Digre, H., Erikson, U., Skaret, J., Lea, P., Gallart-Jornet, L. and Misimi, E. 2011.
Biochemical, physical and sensory quality of ice-stored Atlantic cod (Gadus
morhua) as affected by pre-slaughter stress, percussion stunning and AQUI-S™
anaesthesia. European Food Research and Technology, 233(3), 447.

Dénmez, 1., 2017. Su Uriinleri Tiiketimi ve Saglik liskisi, Bitirme Projesi, Su Uriinleri
Miihendisligi Anabilim Dali, Erzurum.

Donmez, M. ve Tatar, O., 2001. Fleto ve biitiin olarak dondurulmus gokkusagi
alabaliginin (Oncorhynchus mykiss W.) muhafazasi siiresince yag asitleri
bilesimlerindeki degismelerin arastirilmasi. Ege Universitesi Su Uriinleri Dergisi,
18 (1-2), 125-134.

Doyotte, A., Cossu, C., Jacquin, M.C., Babutb, M. and Vaseural, P., 1997. Antioxidant
enzymes, glutathione and lipid peroxidation as relevant biomarkers of
experimental or field exposure in the gills and the digestive gland of the freshwater
bivalve unio tumidus. Aquatic Toxicology, 39, 93-110.

Duan, Z. H., Liu, H. Z., Luo, P., Gu, Y. P.and Li Y. Q., 2018. The effect of melanin-free
extract from Sepia esculenta ink on lipid peroxidation, protein oxidation and
water-holding capacity of tilapia fillet during cold storage. Chem Cent J.
14;12(1),30.



53

Ekici, K. ve Akyliz, N., 2003. Farkli hayvan tiirlerine ait ¢ig etlerin sds-page yontemiyle
belirlenmesi iizerine bir arastirma. Yiiziincii Y1l Universitesi Veterinerlik
Fakiiltesi Dergisi, 14 (2),78-82.

Elias, R. J., Kellerby, S. S. and Decker, E. A., 2008. Antioxidant activity of proteins and
peptides. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 48(5), 430-441.
Ellman, G. L., 1959. Tissue sulfhydryl groups. Archives of Biochemistry and Biophysics,

82, 70-77.

Ercan, N. and Fidanci, U. R., 2012. Urine 8- hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG )
levels of dogs in pyoderma. Ankara Univ. Vet. Fak. Dergisi, 59, 163-168.
Erikson, U., Sigholt, T., Rustad, T., Emarsdottir, I. E. and Jorgensen L., 1999.
Contribution of bleeding to total handling stress during slaughter of Atlantic

salmon. Aquaculture International, 7, 101-115.

Erikson, U., Digre, H. and Misimi, E., 2011. Effects of perimortem stress on farmed
Atlantic cod product quality: a baseline study. J Food Sci., 76(4),S251-61.
Faizan, M., Stubhaug, 1., Menoyo, D., Esatbeyoglu, T., Wagner A.E., Struksnes, G.,

Koppe, W. and Rimbach, G., 2013. Dietary alpha-tocopherol affects tissue
vitamin e and malondialdehyde levels but does not change antioxidant enzymes
and fatty acid composition in farmed Atlantic salmon (Salmo salar L.). Int J Vitam

Nutr Res., 83(4):238-245.

Fernandez, J., Perez-Alvarez, J.A., and Fernandez-Lopez, J.A.,1997. Thiobarbituric acid
test for monitoring lipid oxidation.Food Chem., 59, 345-353.

Fetoui, H., Makni, M., Garouni, E. M. and Zeghal N., 2010. Toxic effects of lambda-
cyhalothrin, a synthetic pyrethroid pesticide, on the rat kidney: Involvement of
oxidative stress and protective role of ascorbic acid. Experimental and
Toxicologic Pathology, 62, 593-599.

Foegeding, E. A., Lanier, T. C. and Hultin, H. O., 1996. Characteristics of edible muscle
tissues. Food Chemistry, 3, 879-942.

Gallo, M. , Ferracane, R. and Naviglio, D. 2012. Antioxidant addition to prevent lipid and
protein oxidation in chicken meat mixed with supercritical extracts of Echinacea
angustifolia. Journal of Supercritical Fluids, 72, 198-204.

Geri, G., Poli, B.M., Macsini, M., Lupi, P., Parisi, G., Meacetti, M.I., Guidotti, P. and
Dell’ Angello, M., 1996. Fish freshness and quality assessment in seabass and
seabream stored at different temperatures. Seabass and seabbream culture:
Problems and prospects. Handbook of EAS, 280-283.

Gokoglu, N., 2002. Su Uriinleri Isleme Teknolojisi. Su vakfi yaymlar1.;ISBN:975-9703—
48-3, 157 s, Istanbul.

Grimsrud, P. A., Xie, H., Griffin, T.J. and Bernlohr, D. A., 2008. Oxidative stress and
covalent modification of protein with bioactive aldehydes. The Journal of
Biological Chemustry, 283(32), 21837-21841.

Guardiola, F. A., Bahi, A., Messina, C.M., Mahdhi, A., Santulli, A., Arena, R., Bakhrouf,
A. and Esteban, M.A., 2017. Quality and antioxidant response of gilthead
seabream (Sparus aurata L.) to dietary supplements of fenugreek (Trigonella
foenum graecum) alone or combined with probiotic strains. Fish & Shellfish
Immunology, 63, 277-284.



54

Giilgin, 1., 2002. Isirgan Otunun (Urtica dioica) Antioksidan Ativitesinin Belirlenmesi,
Oksidatif Ezimlerin Karakterizasyonu ve Bazi In Vivo Etkilerinin Incelenmesi.
Doktora Tezi, Atatiirk Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Erzurum.

Gutteridge, J. M. C., 1995. Lipid peroxidation and as biomarkers of tissue damage. Clin.
Chem., (41/12), 1819-1828.

Hailili, P., 2017. Islenmis Et Uriinlerinde Oksidatif ve Mikrobiyolojik Bozulmanin
Kontrolii i¢in Kullanilan Dogal ve Sentetik Maddelir ile Bunlarin Etki
Mekanizmalari. Tezsiz Yiiksek Lisans Bitirme Projesi, Fen Bilimleri Enstitiisi,
Denizli.

Halliwell, B. and Gutteridge, J. M. C., 2007. Free Radicals in Biology and Medicine,
Oxford University Press, Oxford, New York.

Harel, S., and Kanner, J., 1985. Hydrogen-peroxide generation in ground muscle tissues.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 33(6), 1186-1188.

Havir, E. A. and Mchale, N. A., 1987. Biochemical and developmental characterization
of multiple forms of catalase in tobacco leaves. Plant Physiol., 84, 450-455.

Hema, G. S., Joshy, C. G., Shyni, K., Chatterjee, N. S., Ninan, G. And Mathew, S.,
2017. Optimization of process parameters for the production of collagen peptides
from fish skin (Epinephelus malabaricus) using response surface methodology
and its characterization. J Food Sci Technol 54(2),488-496.

Iwamoto, M., Yamanaka, H., Abe, H., Ushio, H., Watabe, S. and Hashimoto, K., 1988.
ATP and creatine phosphate breakdown in spiked plaice muscle during storage,
and activites of some enzymes involved. J. of Food Sci., 53,1662-1662.

Iwamoto, M., Yamanaka, H., Watabe, S. and Hashimoto, K., 1987. Effect of storage
temperature on rigor-mortis and ATP degradation in plaice (Paralichthys
olivaceus) muscle. J. of Food Sci., 52,1514-1517.

Ispirli, E., 2016. Effects of temephos on glutathione S transferases enzyme activity in
rainbow trout Oncorhynchus mykiss. Bitirme Odevi, Su Uriinleri Fakiiltesi,
Erzurum.

Jurma, O. P., Hom, D. G. and Anderson, J. K., 1997. Decreased glutatione results in
calium — mediated cell death in PC12. Free Radical Biology and Medicine, 23(7),
1055-1066.

Kar, M. and Mishra, D., 1976. Catalase, peroxidase, and polyphenoloxidase activities
during rice leaf senescence. Plant Physiol., 57, 315-319.

Kaya, Y., Duyar, H. A. ve Erdem, E., 2004. Balik yag asitlerinin insan sagligi i¢in dnemi.
E.U. Su Uriinleri Dergisi, 21 (3-4), 365-370.

Keha, E.E., Kiifrevioglu, O.1., 2012. Biyokimya, Aktif Yaymevi, Bizim Biiro Basimevi
Yayin-Dagitim, 645 s, Ankara.

Kilbag, S., 2006. L-Name Hipertansif Ratlarda Lisinoprilin Beyinde Lipid
Peroksidasyonu Ve Antioksidan Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkisi. Tipta
Uzmanlik Tezi, Siilleyman Demirel Universitesi, Isparta.

Konar V. ve Kopriicii K., 2002. Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) etindeki yag
asidi miktarlarinin arastirilmasi. Firat Univ Fen Miih Bil Derg, 14,73-78.

Kong, F., 2007. Kinetics of salmon (Oncorhynchus gorbuscha) quality changes during
thermal processing. Washington State University Department of Biological
Systems Engineering, 186s, Washington.



55

Kiiciikgiilmez, A., 2005. Akyatan (Karatag/Adana) Lagiinii’'nden Avlanan Pastorize
Edilmis Mavi Yenge¢ (Callinectes sapidus, Rathbun,1896) Etinin Agir Metal ve
Mineral Madde Igerikleri. Cukurova Universitesi, Su Uriinleri Anabilim Dal,
Yiiksek Lisans Tezi, Adana.

Kunce, C. M. and Trelease, R. N., 1986. Heterogeneity of catalase in maturing and
germinated cotton seeds. Plant Physiol., 81, 1134-11309.

Laemmli, U.K., 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, 227(5259), 680-685.

Lall, S. P., 1995. Macro and trace elements in fish and shellfish. Ed: A. Ruiter. CAB
international Wallingford Oxon, OX10 8DE, UK p. 187-213.

Lall, S.P. and Parazo, M.P., 1995. Vitamins in Fish and shellfish. Edited: A. Ruiter. CAB
international Wallingford Oxon, OX10 8DE, UK p. 157-186.

Lerfall, J., Roth, B., Skare, E. F., Henriksen, A., Betten, T., Dziatkowiak-Stefaniak, M.
A. and Rotabakk, B. T., 2015. Pre-mortem stress and the subsequent effect on
flesh quality of pre-rigor filleted Atlantic salmon (Salmo salar L.) during ice
storage. Food Chemistry 175,157-165.

Li, P.F. and Fang, Y.Z., 1994. Effects of reactive oxygens on protein damage. Life Chem.,
14(6),1-3

Li,Y., Kong, B., Xia, X., Liu, Q. and Diao, X., 2013. Structural changes of the
myofibrillar poteins in common carp (Cyprinus carpio) muscle exposed to a
hydroxyl radical-generating system. Process Biochemistry, 48(5-6), 863-870.

Loewe, T. E., Ryder, J. M., Carragher, J.F., and Wells, R. M. G., 1993. Flesh quality in
snapper, (Pagrus auratus) affected by capture stress. J.Food Sci., 58,770-773.

Lu, H., Zhang, L., Li, Q. and Luo, Y., 2017. Comparison of gel properties and
biochemical characteristics of myofibrillar protein from bighead carp
(Aristichthys nobilis) affected by frozen storage and a hydroxyl radical-generation
oxidizing system. Food Chemistry, 223, 96-103.

Lund, M. N., Heinonen, M., Baron, C. P. and Estevez, M., 2011. Protein oxidation in
muscle foods: A review. Molecular Nutrition & Food Research, 55(1), 83-95.

Luo, Y., Su, Y., Lin, R.Z., Shi, H.H. and Wang, X.R., 2006. 2-chlorophenol induced ROS
generation in fish Carassius auratus based on the EPR method. Chemosphere,
65(6), 1064-1073.

Manikkam, V., Mathai, M. L., Street, W. A., Donkor, O. N. and Vasiljevic, T., 2016.
Sustainable use of silver warehou (Seriollela punctata): Effects of storage,
processing conditions and simulated gastrointestinal digestion on selected in-vitro
bioactivities. Food Sci Technol. 53(9),3574-3582.

Mecatti, M., 1999, Evolution of freshness parameters in various fish species.
Acquacoltura: Qualita dell’ambiente e del prodotto. Ed. Scientifiche Italiane, 157-
163.

Merkin, G. V., Roth, B., Gjerstad, C., Dahl-Paulsen, E. and Nortvedt, R., 2010. Effect of
pre-slaughter procedures on stress responses and some quality parameters in sea-
farmed rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Aquaculture, 309(1-4), 231-235.

Merkin, G. V., Stien, L. H., Pittman, K. and Nortvedt, R., 2014. The effect of stunning
methods and season on muscle texture hardness in Atlantic salmon (Salmo salar
L.). J Food Sci., 79(6),1137-41.



56

Morkere, T., Mazo,T. P. L, Tahirovic, V. and Einen O., 2008. Impact of starvation and
handling stress on rigor development and quality Atlantic salmon ( Salmon salar
L ). Aquaculture, 277, 231-238.

Nakayama, T., Da-jia, L. and Ooi, A., 1992. Tension change of stressed and unstressed
carp muscles in isometric rigor contraction and resolution. Nippon Suisan
Gakkaishi 58, 1517-1522.

Nakyinsige, K., Sazili, A. Q., Aghwan, Z. A., Zulkifli, 1., Goh, Y. M., Abu Bakar, F. and
Sarah, S. A., 2015. Development of microbial spoilage and lipid and protein
oxidation in rabbit meat. Meat Science, 108, 125-131.

Nishio, Y., Ushimura, Y., Udea, S., Maeda, N., Hattori, A. and Yamanoue, M., 2018.
Structural differences between myofibrillar protein, paratropomyosin, and
tropomyosin as revealed by highperformance liquid chromatography. Anim Sci
J.,89:1161-1168.

Nordgreen, A. H., Slinde, E., Mgller, D. and Roth, B., 2008. Effect of various electric
field strengths and current durations on stunning and spinal injuries of Atlantic
herring. J Aquat Anim Health., 20(2),110-5.

Odabasoglu, F., 1988. Ispanak Bitkisinde Pestisitler ve Bitkisel Hormonlar ile
Muamelenin Baz1 Enzim Aktiviteleri Uzerine eEkileri. S:5-9, Yiiziincii Y1l Univ.,
Fen Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi, Van.

Ochlenschliger, J. and Rehbein, H., 2009. Basic facts and figures. Ed: Oehlenschléger,
J., Rehbein, H., fishery products, quality, safety and authenticity, Wiley-
Blackwell Publishing Ltd. United kingdom, 1-17.

Ohkawa, H., Ohishi, N. and Yagi K., 1979. Assay for lipid peroxides in animal tissues by
thiobarbituric acid reaction. Analytical Biochemistry, 95, 351-358.

Oliveira Filho, P. R.C., Montes Girao, P. J., Lapa-Guimaraes, J., Miyoko Natori, M.,
Cristina Vargas, S. and Macedo Viegas, E. M., 2015. Impact of electrical stunning
on fish behavior and meat quality of pacu (Piaractus mesopotamicus). Acta
Scientiarum. Technology, 38, 81-88.

Oliver, C. N., Ahn, B. W., Moerman, E. J., Goldstein, S. and Stadtman, E. R., 1987. Age-
related changes in oxidized proteins. Journal of Biological Chemistry, 262(12),
5488-5491.

Olmez, D., 2017. Alabalik Isleme Atiklarindan Elde Edilen Hidrolizatlarin Protein-Lipit
Profillerinin Belirlenmesi,Yiiksek Lisans Tezi, Su Uriinleri Miihendisligi
Anabilim Dal1, Erzurum.

Orug, E.O., Sevgiler, Y. and Uner, N., 2004. Tissue-specific oxidative stress responses in
fish exposed to 2,4-D and azinphosmethyl. Comparative Biochemistry and
Physiology Part C 137, 43-51.

Palaniappan, P. R. and Vijayasundaram, V., 2008. FTIR study of arsenic induced
biochemical changes on the liver tissues of fresh water fingerlings Labeo rohita.
Rom J Biophys, 18, 135-144.

Pandey, S., Parvez, S., Sayeed, I., Haque, R., Bin-Hafeez, B. and Raisuddin S., 2003.
Biomarkers of oxidative stress: a comparative study of river Yamuna fish Wallago
atto. The Sience of the Total Environment, 309, 105-115.

Park, D., Xiong, Y. L. and Alderton, A. L., 2007a. Concentration effects of hydroxyl
radical oxidizing systems on biochemical properties of porcine muscle
myofibrillar protein. Food Hydrocolloids, 23(1), 26-29.



57

Park, D., and Xiong, Y. L. 2007b. Oxidative modification of amino acids in porcine
myofibrillar protein isolates exposed to three oxidizing systems. Food Chemistry,
103(2),607-616.

Parlak, V., 2016. Gokkusag1 Alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) Akut Ve Kronik,
Alfa Sipermetrin Uygulamalarinin Hematoksik, Hepatoksik ve Nefrotoksik
Etkilerinin Arastirilmasi. Doktora Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Erzurum.

Pate E.F. and Brokaw C.J., 1980. Cross-bridge behaviour in rigor-muscle. Biophys.
Struct., 7,51-54.

Peixoto, F., Alves-Fernandes, D., Santos, D. and Fontainhas-Fernandes, A., 2006.
Toxicological effects of oxyfluorfen on oxidative stress enzymes in tilapia
Oreochromis niloticus. Pesticide Biochemistry and Physiology, 85, 91-96.

Poli, B. M., Parisi, G., Scappini, F. and Zampacavallo, G., 2005. Fish welfare and quality
as affected by pre-slaughter and slaughter management. Aquaculture
International, 13, 29-49.

Pottinger T.G., 2001. Effects of husbandry stress on flesh quality indicators in fish.
farmed Fish quality. Ed: S.C. Kestin and P.D. Warris, Fishing News Books,
Cornwall, UK.,145-160.

Qin, N., Li, D., Hong, H., Zhang, Y., Zhu, B. and Luo, Y., 2016. Effects of different
stunning methods on the flesh quality of grass carp (Ctenopharyngodon idellus)
fillets stored at 4° C. Food Chemistry, 201, 131-138.

Rahmanifarah, K., Sattari, A. and Shabanpour, B., 2011. Effects of clove oil on behavior
and flesh quality of common carp (Cyprinus carpio L.) in comparison with pre-
slaughter coz stunning, chilling and asphyxia. Turkish Journal of Fisheries and
Aguatic Sciences, 11, 139-147.

Refaey, M. M., Tian, X., Tang, R., and Li, D. 2017. Changes in physiological responses,
muscular composition and flesh quality of channel catfish Ictalurus punctatus
suffering from transport stress. Aquaculture, 478, 9-15.

Robb D.H.F., 2001. The relationship between killing methods and quality. Farmed Fish
Quality. Ed: S.C. Kestin and P.D. Warris, Fishing News Books, Cornwall, UK.,
220-233.

Robb D.H.F., Kestin S.C. and Warris P.D., 2000. Muscle activity at slaughter: 1. Changes
in flesh colour and gaping in rainbow trout. Aquaculture., 182,261-2609.

Rotabakk, B.T., Bleie, H., Stien, L.H. and Roth, B., 2014. Effect of blood removal
protocol and superchilling on quality parameters of prerigor filleted farmed
Atlantic cod (Gadus morhua). Journal Food Sci., 79(5), E881-6.

Roth, B., Birkeland, S. and Oyarzun, F., 2009. Stunning, pre slaughter and filleting
conditions of Atlantic salmon and subsequent effect on flesh quality on fresh and
smoked fillets. Aquaculture, 289(3-4), 350-356.

Roy, R. K., Potter, J. D. And Sarkar, S., 1976. Characterization of the Ca?*-regulatory
complex of chick embryonic muscles: Polymorphism of tropomyosin in adult and
embryonic fibers. Biochemical and Biophysical Research Communications, 70,
28-36.

Ruff, N., FitzGerald, R. D, Cross, T.F., Teurtie, G. and Kerry J.P., 2002. Salughtering
method and a-tocopheryl acetate supplementation affect rigor mortis and filet
shelf-life of turbot Scophthalmus maximus L. Aquaculture Res., 33,703-714.

Secci, G., Serra, A., Concollato, A., Conte, G., Mele, M., Olsen, R. E., and Parisi, G.
2016. Carbon monoxide as stunning/killing method on farmed Atlantic salmon



58

(Salmo salar): Effects on lipid and cholesterol oxidation.Journal of the Science of
Food and Agriculture,96(7), 2426-2432.

Sen, C.K. and Packer, L., 2000. Thiol homeostasis and supplements in physical exercise.
American Journal of Clinical Nutrition, 72, 653-669.

Shacter, E., 2000. Protein oxidative damage. Methods Enzymol. 319, 428-436.

Shi, C., Cui, J., Yin, X,, Luo, Y., and Zhou, Z. 2014. Grape seed and clove bud extracts
as natural antioxidants in silver carp (Hypophthalmichthys molitrix) fillets during
chilled storage: Effect on lipid and protein oxidation. Food Control, 40, 134-1309.

Sikorski, Z.E., Kotakowska A. and Burt, J.R., 1990. Postharvest Biochemical and
Microbial Changes. Seafood resources, nutritional composition and preservation.
Ed: Z.E.Sikorski, CRC Press. Inc. Boca Raton, Florida. 55-72.

Silva, T. S., Cordeiro, O. D., Matos, E. D., Wulff, T., Dias, J. P., Jessen, F., and
Rodrigues, P. M. 2012. Effects of preslaughter stress levels on the post-mortem
sarcoplasmic proteomic profile of gilthead seabream muscle. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 60(37), 9443-9453.

Simitzis, P. E., Tsopelakos, A., Charismiadou, M. A., Batzina, A., Deligeorgis, S. G. And
Miliou, H., 2014. Comparison of the effects of six stunning/killing procedures on
flesh quality of sea bass (Dicentrarchus labrax, Linnaeus 1758) and evaluation of
clove oil anaesthesia followed by chilling on ice/water slurry for potential
implementation in aquaculture. Aquaculture research, 45(11), 1759-1770.

Skjervold P.O., Fjaera S.O., Ostby P.B. and Einen O., 2001. Live-chilling and crowding
stress before slaughter of Atlantic salmon (Salmo salar). Aquaculture, 192, 265-
280.

Skjervold, P. O., Fjaera, S. O., and Ostby, P.B., 1999. Rigor in Atlantic salmon as affected
by crowding stres prior to chilling before slaughter. Aquaculture., 175,93-101.

Sobeli, C., ve Kayaardi, S., 2014. Et kalitesini belirlemede yeni teknikler. Gida, 39 (4),
251-258.

Soladoye, O.P., Juarez, M. L., Aalhus, J. L., Shand, P. and Est evez, M., 2015. Protein
oxidation in processed meat: mechanisms and potential implications on human
health. Comprehensive Reviewsin Food Science and Food Safety, 14, 106-122.

Song, S. B., Xu, Y. and Zhou B. S., 2006. Effects of hexachlorobenzene on antioxidant
status of liver and brain of common carp (Cyprinus carpio). Chemosphere, 65,
699-706.

Song, Y., Zhu, L. S., Wang, J., Wang, J. H., Liu, W. and Xie, H., 2009. DNA damage and
effcts on antioxidative enzymes in earthworm (Eisenia foetida) induced by
atrazine. Soil Biology and Biochemistry, 41, 905-9009.

Sonmez, A. Y., Bilen, S., Alak, G., Hisar, O., Yanik, T., and Biswas, G. 2015. Growth
performance and antioxidant enzyme activities in rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) juveniles fed diets supplemented with sage, mint and thyme oils. Fish
Physiology and Biochemistry, 41(1), 165-175.

Soyer, A., 1999. Balikta avlanma sonrasi meydana gelen biyokimyasal degismeler. Gida,
24 (1), 33-39.

Stien L.H., Hirmas E., Bjornevik M., Karlsen O., Nortvedt R., Rora A.M.B., Sunde J. and
Kiessling A., 2005. The effects of stres and storage temperature on the colour and
texture of pre-rigor filleted farmed cod (Gladus morhua L.), Aquaculture Res.,
36,1197-1206.

Stroud, G. D. 1969. Rigor in fish: The effect on quality. Torry Research Station.



59

Sun, X. D. and Holley, R. A., 2010. High hydrostatic pressure effects on the texture of
meat and meat products. Journal of Food Science, 75(1), R17-R23.

Sun, Y., Oberley, L.W. and Li, Y., 1988. A simple method for clinical assay of superoxide
dismutase. Clin. Chem. 34 (3), 497-500.

Teets, A.S., and Were, L.M., 2008. Inhibition of lipid oxidation in refrigerated andfrozen
salted raw minced chicken breasts with electron beam irradiated almond skin
powder. Meat Sci., 80,1326-1332.

Thomas, P.M., Pankhurst, N.W., and Bremner, H.A., 1999. The effect of stress and
exercise on post-mortem biochemistry of Atlantic salmon and rainbow trout.
Journal of Fish Biology, 54(6), 1177-1196.

Torres de Souza Rodrigues, R., Luiz Chizzotti, M., Elber Vital, C., Baracat-Pereira, M.
C., Barros, E., Costa Busato, K., Aparecido Gomes, R., Machado Ladeira, M.and
Silva Martins, T., 2017. Differences in beef quality between angus (Bos taurus
taurus) and nellore (Bos taurus indicus) cattle through a proteomic and
phosphoproteomic approach. PLoS ONE, 12(1), e0170294.

Torten, J. and Whitaker, J. R., 1964. Evaluation of Biuret + dye-binding methods for
protein determination in meats. Journal of Food Science, 29(2), 168-174.

Tulli, F., Fabbro, A., D’Agaro, E., Messina M., Bongiorno, T., Venir, E., Lippe, G.,
Tibaldi, E. and Stecchini M. L., 2015. The effect of slaughtering methods on actin
degradation and on muscle quality attributes of farmed European sea bass
(Dicentrarchus labrax ). J Food Sci Technol, 52(11),7182-7190.

Turan, M., 2011. Dondurularak Depolanan Fileto Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) Kalitesine Kitosan ile Glazelemenin Etkisi. Yiiksek Lisans Tezi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Ucar, A., Ali Al-Hamdani, A.H., Alak, G., Atamanalp, M., Topal, A., Fakioglu, O.,
Arslan, H., Parlak, V. and Sensurat, T., 2012. Effects of carboxin on superoxide
dismutase enzyme activite in rainbow trout (Oncorhynus mykiss). BIBAD
Research Journal of Biological Sciences, 5 (2), 83-85.

Unliisaym, M., Giimiis, B., Erdilal, R. and Giilyavuz, H., 2009. The fluence of different
salting processes on protein loss of Sepia officinalis. 3rd Trans-Atlantic Fisheries
Technology Conference. Copenhagen.

Utrera, M. and Estevez, M., 2012. Oxidation of myofibrillar proteins and impaired
functionality: Underlying mechanisms of the carbonylation pathway. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 60(32), 8002-8011.

Varga, D., Szabd, A., Hanc, C., Jeney, Z., Ardd, L., Molnér, M. and Molnér, T., 2014.
Impact of handling and pre-mortal stress on the flesh quality of common carp
(Cyprinus carpio L.).The Israeli Journal of Aquaculture-Bamidgeh.1-6.

Varlik, C., 2004. Su Uriinleri isleme Teknolojisi. Istanbul Universitesi, Su Uriinleri
Fakiiltesi, Isleme Teknolojisi Anabilim Dali, 507s, Istanbul

Venturini, F. P., Vargas Baldi, S. C., Paris, G., Costa, T. D., Rucin Que, D. S., Melo, M.
P. and Macedo Viegas, E. M., 2018. Effects of different stunning methods on
blood markers and enzymatic activity of stress responses of tilapia (Oreochromis
niloticus). Italian Journal of Animal Science, 17(4), 1094-1098.

Wang D., Tang J., Correia L.R. and Gill T.A., 1998. Postmortem changes of cultivated
Atlantic salmon and their effects on salt uptake. J. of Food Sci., 63(4), 634-637.

Wang, L., Li, J., Wang, C, Zhao, Z., Luo, L., Du, X. and Xu, Q., 2019. Effect of N
carbamoylglutamate supplementation on the growth performance, antioxidant



60

status and immune response of mirror carp (Cyprinus carpio) fed an arginine-
deficient diet. Fish Shellfish Immunol., 3(84), 280-289.

Warthesen, J.J. and Meuhlenkamp, M.R. 1997. Food chemistry for engineers, in
Handbook of Food Engineering Practice. New York, USA: CRC Press, 668-669.

Watabe S., Kamal M. and Hashimoto K., 1991. Postmortem changes in ATP, creatine
phosphate and lactate in sardine muscle. J. of Food Sci., 56,151-153.

Wendelaar Bonga, S. E. 1997. The stress response in fish. Physiological reviews, 77(3),
591-625.

Wilkinson, R.J., Paton, N. and Porter, M.J.R., 2008. The effects of pre-harvest stress and
harvest method on the stress response, rigor onset, muscle pH and drip loss in
barramundi (Lates calcarifer). Aquaculture, 282, 26-32.

Yamaguchi, J. and Nishimura, M., 1984. Purification of glyoxysomal catalase and
immunochemical comparison of glyoxysomal and leaf peroxisomal catalase in
germinating pumpkin cotyledons. Plant Physiol., 74, 261-267.

Yilmaz S., 2018. Effects of dietary blackberry syrup supplement on growth performance,
antioxidant, and immunological responses, and resistance of Nile tilapia,
Oreochromis niloticus to Plesiomonas shigelloides. Fish and Shellfish Immunol.,
7(84),1125-1133.

You, Y., Fu, J.J., Meng, J., Huang, G.D. and Liu, Y.H., 2009. Effect of N-acetylcysteine
on the murine model of colitis induced by dextran sodium sulfate through
upregulating PON1 activity. Dig. Dis. Sci., 54, 1643-1650.

Zampacavallo, G., Parisi, G., Mecatti, M., Lupi, P., Giorgi, G. and Poli, B. M., 2015.
Evaluation of different methods of stunning/killing sea bass (Dicentrarchus
labrax) by tissue stress/quality indicators. J Food Sci Technol, 52(5),2585-2597.

Zhang, J. f., Liu, H., Sun, Y. Y., Wang, X. R., Wu, J. C. and Xue, Y. Q., 2005. Responses
of the antioxidant defenses of the Goldfish Carassius auratus, exposed to 2,4-
dichlorophenol. Environmental Toxicology and Pharmacology, 19, 185-190.

Zhang, L., Li, Q., Lyu, J., Kong, C., Song, S. and Luo, Y., 2017. The impact of stunning
methods on stress conditions and quality of silver carp (Hypophthalmichthys
molitrix) fillets stored at 4 degrees C during 72 h postmortem. Food Chemistry,
216, 130-137.

Zhang, X. D.,, Wu T. X,, Cai, L.S. and Zhu, Y. F., 2007. Effects of alpha-tocopheryl
acetate supplementation in preslaughter diet on antioxidant enzyme activities and
fillet quality of commercial-size Sparus macrocephalus. J Zhejiang Univ Sci B.,
8(9),680-685.

Zhang, Z., Lin, S., Xue, J., Shen, Q., Feng, J., Jin, R. and Dai, Z., 2016. The
characterization of myoglobin and myoglobin-induced lipid oxidation in frigate
mackerel. Journal of Food Processing and Preservation, 40(6), 1438-1447.



61

OZGECMIS

10.10.1986 Batman’da dogdu. Ilkokul, ortaokul ve liseyi Batman’da okudu. 2011 yilinda
girdigi Giimiishane Universitesini Gida Miihendisligi Fakiiltesinden 2012 yilinda yatay
gecis yaparak Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimiine gelerek
2015 yilinda mezun olup, ayn1 yil Atatiirk Universitesi Merkezi Yemekhanesinde
(MEDIKO) galismaya baslad1. Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Su Uriinleri
Miihendisligi Anabilim Dali’nda 2017 yilinda yiiksek lisans egitimine basladi.



