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OZET

Bu ¢alismada, marine edildikten sonra farkli sekillerde paketlenip 4+1 °C’de muhafaza edilen tirsi (4/osa immaculata,
Bennett, 1838) filetolarinda biyojenik aminlerin ve mikrobiyolojik degisimlerin belirlenmesi amaglanmistir. Marine
orneklerde mikrobiyolojik kriter olarak toplam aerob mezofilik bakteri, toplam psikrofil bakteri, maya-kiif, koliform
ve toplam histamin tireten bakteri sayilari ve tirleri belirlenmistir. Ayrica bakterilerin molekiiler ve biyokimyasal
identifikasyonu gergeklestirilmistir. Depolama sonunda salamura, yagda ve vakum paketlenen marine tirside histamin
miktari sirastyla 2.19,2.09 ve 2.41 mg kg™, TAMB sayilari; 2.49, 2.75 ve 2.68 log kob g™! olarak tespit edilmistir. Histamin
ireten bakterilerden Pantoea agglomerans, Shewanella baltica, Brevundimonas diminuta, Pseudomonas putida,
Acinetobacter calcoaceticus tanimlanmistir. Salamura ve yagda paketlenen marine tirsinin histamin ve mikrobiyolojik
kriterler agisindan 7 ay, vakum paketlenen marine tirsinin ise 6 ay 4+1 °C’de depolanabilecegi sonucuna varilmistir.
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ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine the biogenic amines and microbiological changes of shad (4/osa immaculata,
Bennett, 1838) fillets, which were marinated, differently packaged and stored at 4+1 °C. Total aerobic count, psychrophilic
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flora count, mould-yeast, coliform and histamine forming bacteria count as microbiological criteria of marinated fish
were investigated. In addition to that biochemical and molecular identification of isolated bacteria were performed. At
the end of storage period, for marinated shad of different packed with brine, oil and vacuum packed were determined
histamine values as 2.19, 2.09 and 2.41 mg kg™, and TAC values as 2.49, 2.75 and 2.68 log kob g, respectively. Pantoea
agglomerans, Shewanella baltica, Brevundimonas diminuta, Pseudomonas putida and Acinetobacter calcoaceticus
were identified as histamine producing bacteria. For histamine and microbiological criteria; It was determined that brine
and oil recipe shad marinade can be stored at 4+1 °C for 7 months, while vacuum packed ones can be stored in the same

conditions for 6 months.

Keywords: Shad; Marinade; Microbiology; Biogenic amines; Histamine

1. Giris

Geleneksel gidalar, tretildigi yorelerin kiiltliriiniin
¢ok onemli bir pargast olup, binlerce yillik yasam
bi¢iminden giinlimiize ulasan kendine 6zgii niteliklere
sahip driinlerdir. Su driinlerinin  islenmesinde
geleneksel olarak kullanilan yontemlerin basinda
tuzlama, kurutma, dumanlama ve marinasyon
gelmektedir. Marinasyon teknigi asit (asetik asit,
genellikle sirke) ve tuz eklenmesi ile yapilan bir
isleme yontemidir (Koral 2012). Ozden & Baygar
(2003), tiriinti bozan bakterilerin pH 4.0-4.5 arasinda
inhibe edildiklerini bildirmislerdir. Bu ylizden marine
iirtinlerin pH degerinin 4.0-4.5 araliginda olmasi
gereklidir. Ancak bu pH derecesi amin olusumu
icin en uygun pH araligi olan 4.5 ile 5.0 arasindadir
(Teodorovic et al 1994). Ayrica 3.8-4.3 pH araligi
proteaz enzimleri, dzellikle katepsin i¢in optimumdur
ve bu enzimlerin marinata 6zgii aromanin ve kendine
Ozgii tadin olusumundaki etkileri fazladir (Huss
1995; Kiling & Cakli 2004; Olgunoglu 2007).
Boylece ozellikle biyojenik aminler (BA) agisindan
tehlikeli olarak bildirilen tirsi tiirii baliklardan yapilan
marinatlarda kalite sorunu yaratabilecegi g6z oniinde
bulundurulmalidir.

Biyojenik aminler, ugucu olamayan diisiik
molekiil agirligma sahip alifatik (metilamin,
etilamin, putresin, kadaverin, spermin, spermidin),
aromatik (tiramin, 2-feniletilamin) ve hetorosiklik
(histamin, triptamin) organik bazlardir. Bu aminler
biyolojik olarak aktif bilesikler olup, genelde
gidalardaki serbest amino asitlerin mikrobiyolojik
dekarboksilasyonu ve aldehit ve ketonlarin
transaminasyonu sonucu olusurlar (Ababouch et al
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1991; Lehane & Olley 2000). Biyojenik amin
dekarboksilaz aktivitesine sahip Enterobacteriaceae
familyasina ait pek ¢ok bakteri tiiriiniin (Morganella
morganii, K. pneumoniae, Proteus vulgaris ve
Hafnia alvei ile Clostridium, Lactobacillus, Vibrio,
Pseudomonas ve Photobacterium "a ait tiirler), ¢esitli
gidalarda yiiksek oranda biyojenik amin irettigini
kanitlayan pek ¢ok g¢alisma mevcuttur (Lehane &
Olley 2000; Marino et al 2000; Flick et al 2001).
Morganella  morganii, Klebsiella pneumoniae,
Proteus vulgaris ve Hafnia alvei gibi balik ve balik
tirtinlerinden histamin tireten bakteri tiirleri siklikla
izole edilmistir (Lehane & Olley 2000; Huss et al
2003). Vibrio, Pseudomonas ve Photobacterium
bakteri tiirlerinin dogal deniz ortaminda ve baliklarda
bulunabilecegi, ancak mezofilik Enterobacteriaceae
ve C. perfringens ’in tipik olarak daha sonradan bu
urlinlere bulasabilecekleri belirtilmistir.

Clupeidae familyasindan olan tirsi (4losa
immaculata, Bennett 1838) pelajik bir tir olup
denizlerde yasasalar da bazi formlar1 akarsulara
ve tathisu gollerine uyum gostermislerdir. Tirsi
balig1 iilkemizde 2004 yilinda 1.172 ton, 2006-
2009 yillarinda artan bir grafik gostererek sirastyla
2.574 ve 3.070 ton avlanmisg, 2013 yilinda ise tirsi
av miktar1 1,541 ton gergeklesmistir (TUIK 2014).

Bu ¢aligma ile lilkemizde 6zellikle Karadeniz’de
avciligi yapilan tirsi baligindan yapilan marinatin farklt
paketleme yontemleri uygulanarak, mikrobiyolojik
ve biyojenik aminler acisindan kalite degisimlerinin
aragtirilmast ve elde edilen iriinlerin bu kriterler
acisindan raf dmiirlerinin belirlenmesi amaglanmustir.
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2. Materyal ve Yontem

2.1. Orneklerin hazirlanmasi

Arastirmada, Trabzon balik halinden alinan 36.5 kg
tirsi baliklar1 (4losa immaculata) strafor kutularda
buzlanarak laboratuvara getirilmis, boy-agirlik
Olciimleri yapildiktan sonra, parazit riskinin ortadan
kaldirilmast amaciyla 24 saat stire ile -27+2 °C’de
dondurulmustur (EC 2004). Dondurucudan ¢ikarilan
baliklar buzdolabi kosullarinda ¢ozlindiiriilerek
fileto haline getirilmis ve tartimlari yapilmistir.

2.2. Marinasyon islemi

Baliklarin bas ve i¢ organlart temizlendikten
sonra fileto haline getirilmis ve yikandiktan sonra
stiziilerek marinasyon islemi uygulanmistir. Bir
kismi, ham materyal (taze balik) analizleri i¢in
ayrilmis, kalan filetolar % 4.5’lik alkol sirkesi, % 10
tuz ve % 0.2 sitrik asit ile hazirlanmig salamurada
48 saat siireyle buzdolabinda olgunlastirmaya
birakilmistir. iki giin buzdolabinda bekletildikten
sonra salamura suyundan ¢ikarilan baliklarin sulari
stiziilerek 3 gruba ayrilmistir: I. grup 150 g fileto,
50 mL salamura sivisi ile, II. grup 150 g fileto, 50
mL ayg¢igek yag1 kullanilarak 3 birim balik 1 birim
stv1 yag olacak sekilde hazirlanmus, 1. ve II. gruplar
250 g’lik seffaf plastik kutularda ambalajlanmigtir.
III. grupta ise 150 g tirsi filetolari, polietilen (PE)
ve polyamid (PA) icerikli, 5 katli, % 30 oraninda
sikistirilabilen, 42 mikron kalinliginda vakum poset
ile ambalajlanmig ve tiim gruplar calisma siiresi
boyunca 4+1 °C’de 7 ay stireyle depolanmustir.

2.3. Biyojenik aminler

Biyojenik aminlerin analizi Kose et al (2011)
metodunda gore yapilmistir. Yontem, Ornek
ekstraksiyonu, tlirevlendirme ve HPLC cihazina
enjekte etme asamalarindan olusmaktadir.

2.4. Toplam aerob mezofilik ve toplam psikrofil
bakteri sayimi

Toplam aerob mezofilik ve psikrofil bakterilerin sayimi1
icin PCA (plate count agar) besi yeri kullanilmistir.
Hazirlanan besiyerlerine uygun diliisyonlarda 0.1 mL
alinarak yayma yontemiyle 2 paralel olacak sekilde
ekim yapilmistir (Harrigan & McCance 1976).

2.5. Histamin tireten bakterilerin aranmasi

Histamin tireten bakterilerin izolasyonu i¢in Niven’s
besi yeri kullanilmig uygun diliisyonlarda 0.1 mL
yayma yontemiyle ekim yapilmistir. Histamin
iireten mezofilik bakterilerin sayimi igin 37 °C’de 24
saat, histamin {ireten psikrofilik bakteri sayimi i¢in
ise 8 °C’de 10 giin siireyle inkiibasyona birakilmigtir
(Niven et al 1981).

2.6. Bakterilerin identifikasyonu

Niven’s agarda iireyen tiim koloniler tek kolonilerden
preparat hazirlanarak kristal violet ile basit boyama
yapilmig. 1 dakika bekleme periyodundan sonra
preparat yikanarak kurutulmustur. Daha sonra
mikroskopta immersiyon objektifi ile incelenerek
morfolojik 6zellikleri ortaya konulmustur (Arda 2000).

2.7. DNA ekstraksiyonu

Niven’s agarda {ireyen tim koloniler TSA’da
subkiiltire alinarak  saflagtirilmusti.  Molekiiler
identifikasyon i¢in saf kiiltiirden alinan bakteriler steril
serum fizyolojik iceren 1.5 mL’lik ependorf tiiplerine
konulmus ve 10,000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Bakteri peleti 180 puL enzimatik lizis buffer
icerisinde 37 °C’de 1.5 saat inkiibe edilmis, daha sonra
DNA ekstraksiyonu, Qiagene DNA easy mini kit
kullanilarak gerceklestirilmigtir. DNA ekstraktlar1 dizi
analizi igin 16S rDNA {iniversal bakteri primerleri (27F
ve 1492R) kullanilarak, Histamin iireten bakterilerin
tespiti icinse gram negatif bakteriler i¢in (Hdc-F
ve Hdc-R) ve gram pozitif bakteriler i¢in (Hdc-1 ve
Hdc-2) HDC geni spesifik primerleri kullanilarak
calistimustir (Isiddan 2011).

2.8. DNA dizi analizi

PZR iiriinleri herhangi bir klonlama yapilmadan
dogrudan dizi analizi i¢in Macrogen laboratuvarina
gonderilmistir. Bakteri izolatlarina ait 16S rDNA
geninin 1465 bazlik korunmus bir bélgesini hedefalan
27-F ve 1492-R primerleri ve gram negatif bakteriler
icin histidin dekarboksilaz geninin 709 bazlik
korunmus bir bolgesini hedef alan Hdc-F ve Hdc-R
ve gram pozitif bakterilerin histidin dekarboksilaz
geninin 174 bazlik bir bdlgesini hedef alan Hdc-
1 ve Hdc-2 primerleri kullanilarak Makrogen
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laboratuvarlarinda (World Meridian Venture Center
10F, 60-24, Gasan-dong, Geumcheon-gu, Seoul,
Korea) ¢ift yonli olarak diziletilmistir. Elde edilen
DNA dizileri GenBank, NCBI (National Center
for Biotechnology Information) iizerinden BLAST
programi kullanilarak analiz edilmistir (Isidan 2011).

2.9. Verilerin analizi

Elde edilen verilere gére depolama siiresinin artigina
bagl ve gruplar arasi farki saptamak amaci ile tek
yonlii Anova ve Tukey testi uygulanmis, 6nem
derecesi P<0.05 olarak kullanilmustir. Istatistiki
analizde JMP 5.0.1. SAS (SAS Institute Inc, NC,
ABD) paket programi kullanilmistir (Siimbiiloglu
& Stimbiiloglu 2000).

3. Bulgular ve Tartisma

Tirsi baliklarinda deneme baslangicta yapilan
Ol¢timler sonucunda toplam 186 adet (36 kg) tirsi
baliginin ortalama boyu 28.71£1.58 cm, ortalama
agirhgr ise 191.53+33.63 g olarak ol¢iilmiistiir.
Fileto ¢ikarma isleminden sonra 50 g’lik 372 adet
fileto toplam 18.6 kg olarak tartilmistir ve bu islem
sonucunda net et verimi % 52 olarak hesaplanmistir.

3.1. Biyojen amin miktarlart

Marine edilerek salamura, yag ve vakum pakette
saklanan tirsi filetolarinin  biyojenik  amin
degerlerinde meydana gelen degisimler Cizelge
1’de verilmigtir. Arastirmada ham materyaldeki
putresin, kadaverin ve histamin degerinin sirasiyla,

Cizelge 1- Ham ve marine edilen tirsi baliginda 4 °C’de depolama siiresince biyojenik amin degisimleri

Depolama

L Feniletilamin ~ Putresin Kadeverin Histamin Tiramin Spermidin Spermin
Ssuresi
Ham materyal  24.46£029°  0.85£0.00°  1.95£0.06°  0.5240.02°  23.514024°  17.26£0.13*  4.37+0.17°
Er‘i’;d“mlmu 208240255  0.42£0.04°  1.90£0.0°  124£0.04°  24.77£033°  16.98£0.03*  2.64+0.16"
0. giin 11.404024°  0.4240.04°  1.54£0.05°  130+£0.08°  9.60£0.28"°  6.40£021°  1.42+0.04¢
S 520£0.11% . 0.37+£0.03°.  0.9240.04®  229+0.01%  7.61£022°.  3.02£0.01<_ 0.93£0.02¢
C C B A C C B
15.gin Y 14.86:0.07¢, 1.76£0.01<  0.83£0.02¢, 229+0.00°,  16.19+0.147, 838+0.14° 2.72+0.05¢
VP 13.54£0.20°,  2.06+0.06™, 142+0.05¢, 229+0.11°,  18.17+0.11°,  10.95:0.08°, 2.56:0.06°,
S 5750.14°.  050£0.04°.  0.96£0.01°, 2.69£0.05°,  8.59£0.19°.  3.09£0.08%¢_ 1.14+0.04¢_
Lay Y 1250£0.09°, 209+0.07°,  1.78£0.09% 2.12+0.14*,  17.59£0.14*, 9.35:0.07¢,  3.13£0.10%
VP 10.99+0.11°, 2.80+0.19°,  1.570,10°, 221£0.13°, 132620297, 84420187,  2.74%0.14°
S 570037 0.68:0.04¢, 0.94+0.01¢, 239+0.02%  9.77+0.15¢.  3.13x0.02%¢_ 124+0.04¢
2.ay Y 12.84:0.08°, 265:0.12¢,  1.95£0.07¢%  2.34:0.07¢,  1932+0.149  8.33£0.07°,  3.49:0.11%
VP 7.72£0.09°,  2.700.07¢,  2.16£0.09°, 221£0.11°, 2148032  7.44%0.14°,  3.64x0.00°,
S 5.16x0.08%, 0.93:0.04c.  0.74%0.05°. 251£0.06®, 10.92+0.08°. 2.98+0.03<_  131+0.04"
3.ay Y 855:0.12¢,  2.48+0.10°,  1.87+0.08%, 225:0.14*, 21.91+0.11°, 741014, 3.44=0.14%
VP 732+0.13¢  2.830.04® 262008, 2.14£0.06°, 11.75:0.11¢, 545£0.09°¢  3.32:0.21%
S 5.03:0.04°,  0.90:0.01°c, 095:0.05°, 2.14£0.06¢,  11.43+0.17¢.  2.77+0.14¢_  134+0.01%
B To00ne 2300018 200t 20700k 209000 137 g1n014  34a0 14’
an + abe + a + a -+ © =+ + a
00+0.08¢,  236:0.01%¢  273£0.08¢,  2.07+0.08%,  20.90+0.13%  6.18+0.14¢,  3.45:0.14%
S 5.39:0.04% 1.13:0.04°, 0.84£0.06%_ 232£0.05™  13.79+0.15°_ 3470.12%_  13620.01*
S.ay Y 7.78:0.14% 188:0.08%, 236:0.08°, 239:0.07°, 21.20£0.21¢, 6.01=0.11¢,  3.74%0.14°
VP 567008, 190011, 206£0.07°, 2.09£0.08°,  20.70£0.13°, 530+0.14¢,  3.56+0.08%
S 542003, 1.19£0.06°, 0.79:0.04%_ 222006, 1421£08°_  3.62£0.11°_  1.40:0.01%
6.ay Y  7.32:0.16°,  1.71x0.08%  246:0.06*, 234£0.14*,  22.00£0.07°,  6.680.14¢  334=0.14%
VP 4070077,  149+0.05¢ 194£001°, 205:0.06°,  21.15£0.08%  550£0.14¢,  3.34%0.18%
S 5.74x0.09°,  1.50:0.07¢,  0.98+0.04*, 2.19:0.07%, 16410.04*, 434x032°_  145:0.00°,
Z.ay Y 7.73:023%  1.51:0.08¢, 228+0.04°,  2.09+0.08¢  2255:0.14%  623+0.07¢,  3.09+0.07%
VP 3.76:0.087,  14320.18¢  1.89£0.03*, 241£008°,  22.10£0.13¢, 5.11x0.14¢,  3.13%0.11°,

* ayni siitunda farkl kiiciik harfler ayn1 gruplarda aylar arasi farkin 6nemli oldugunu, ayni stitunda farkls bityiik harfler farkli gruplarda
ayni zamandaki farkinm 6nemli oldugunu (P<0.05) gosterir; S, salamura; Y, yagda; VP, vakum paket
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0.85+0.00, 1.95+0.06, 0.52+0.02 mg kg' olarak
6l¢tilmiis, depolama sonunda putresin degerleri artig
gostererek salamurada, yagda ve vakum pakette
sirastyla 1.50+0.07, 1.514+0.08 ve 1.43+£0.18 mg kg
olarak dl¢iilmistiir. Kadaverin, salamura, yagda ve
vakum pakette aylar i¢cinde degiskenlik gosterse de
depolama sonunda sirastyla 0.98+0.04, 2.28+0.04
ve 1.89+0.03 mg kg! degerlerine ulagsmustir.

Histamin degeri depolama sonunda salamura,
yag ve vakum pakette sirastyla 2.19+0.07, 2.09+0.08
ve 2.41+0.08 mg kg' olarak Ol¢lilmiistir. Marine
edildikten sonra farkli paketlenen tirsi baliginda
biyojenik amin yoniinden grup i¢i ve gruplar arasinda,
depolama boyunca istatistiksel fark anlamli (P<0.05)
olarak saptanmustir (Cizelge 1).

Biyojen amin olusumunda; gidanin mikrobiyolojik
kalitesi ve kontaminasyon diizeyi, ortamda bulunan
dekarboksilaz ~ pozitif —mikroorganizma miktari,
dekarboksilatif enzimler i¢in gerekli olan kofaktorlerin
varlig, serbest amino asit miktari ile ortamin pH degeri
gibi faktorlerin disinda depolama sicakliginin ve
stiresinin 6nemli bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir
(Masson et al 1997; Erdem et al 2005; Auerswald et
al 2000).

Buzda ve buzsuz ortamda i¢ organlari
¢ikarilmis bir sekilde soguk ortamda muhafaza
edilen ringalarda yapilan denemede (Ozogul et al
2002) histamin igerigi depolama siiresince artis
gostererek 16 giinliik depolama sonunda sirasiyla
27.14 mg 100 g ve 39.64 mg 100 g! bulunmustur.
-18 ve -25 °C’de 3 ay dondurularak depolanan
beyaz ton baliginda histamin igerigi ile ilgili
calismada ise histamin degerleri sirastyla 1.17 ve
1.62 mg L' olarak belirlenmistir (Ben-Gigirey et
al 1998). Mackie et al (1997), buzda ve 10 °C’lik
serin kosullarda depolanan ringa ve uskumrudaki
biyojenik amin formasyonunu aragtirmislardir.
Depolama sonunda (13 giin) uskumru ve ringadaki
histamin miktarinin EEC (European Economic
Community) histamin seviyesi olan 10 mg 100
g’dan daha diisiik oldugunu bulmuslardir (Ozogul
et al 2004).

Olgunoglu (2007) marine edilmis hamside,
olgunlastirma sonrasi putresin, kadaverin ve

histamin degerlerini sirasiyla 8.4+0.19, 13.4+0.41
ve 13.4+0.41 mg kg', 7 aylik depolama sonunda
ise artiy gostererek 17.0+0.19, 25.6+0.12 ve
34.5+2.00 mg kg!' olarak olglildiigiint belirtmistir.
Histamin konsantrasyonunun FDA (Food and Drug
Administration) tarafindan toksik olarak bildirilen
50 mg kg'in altinda kaldigi ve marine edilmis
hamside kaliteyi belirlemede iyi bir indikator oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte olgunlagtirma
tamamlandiktan sonra spermin (8.4+£0.74 mg kg™)
ve spermidin (8.1£0.93 mg kg') degerlerinde
depolama sonuna kadar baslangic degerlerini
asmadiklari kaydedilmistir.

Ozogul et al (2002), ringanm biitiin olarak
depolama kosullar1 altinda (2+2 °C’de buzda,
buzsuz ortamda ve modifiye atmosfer pakette),
kaslarindaki spermin ve spermidin igeriginin 10 mg
kg’ dan diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Caligmada analiz edilen biyojenik amin
degerlerinin ham materyalden 7. aya uzanan
periyotta Onemli Ol¢iide degisim gostermedigi
ortaya konulmustur. Ham materyaldeki putresin,
kadaverin ve histamin degerinin sirasiyla,
0.85+0.00, 1.95+0.06 ve 0.52+0.02 mg kg olarak
6l¢iilmiis, olgunlastirma sonrasi 0. giinde putresin
ve kadaverin degerleri diislis gostermis fakat
histamin degeri ylikselmistir. Depolama sonuna ise
kadar putresin degerleri artis gostererek salamurada,
yagda ve vakum pakette sirasiyla 1.50+0.07,
1.51+0.08 ve 1.43+0.18 mg kg! olarak 6l¢iilmistiir.
Kadaverin, salamura yagda ve vakum pakette aylar
icinde degiskenlik gosterse de depolama sonunda
sirastyla 0.98+0.04, 2.28+0.04 ve 1.89+0.03 mg kg!
degerlerine yiikselmistir. Histamin degeri depolama
sonunda salamura yag ve vakum pakette sirasiyla
2.1940.07, 2.0940.08 ve 2.41+0.08 mg kg™ olarak
Olciilmiistiir. Depolama sonunda her {i¢ paketleme
yonteminde de histamin diizeyinin 3 mgkg' degerini
asmadigi ortaya konmustur. Elde edilen bu histamin
degerlerinin, T.C. Tarim ve Kdoyisleri Bakanligi
Koruma ve Kontrol Genel Miidiirligi’niin, 1380
sayilt Su Uriinleri Kanuna gére belirlenen diizeyin
(100 mg kg ') ve FDA tarafindan kabul edilen toksik
degerin (50 mg kg') oldukga altinda kaldig1 tespit
edilmistir (Cizelge 1).
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Gokoglu (2003), marine edilmis sardalya da
(Sardina pilchardus) biyojenik amin degisimini
belirlemek iizere yaptig1 ¢alismada, sardalya
filetolarin1 % 15 tuz ve % 2 ile % 4’lik asetik
asit icerisinde oda sicakliginda (25+2 °C) 24 saat
stireyle olgunlagmasi i¢in bekletmis ve olgunlagma
stiresi boyunca baslangicta ve dort saat araliklarla
biyojenik aminleri tespit etmistir. Taze sardalyadaki
tyramin, putresin, kadaverin ve histamin degerlerini
sirastyla 82.37, 127.21, 20.14 ve 14.23 mg kg
olarak bildirmistir. Yapilan c¢alismada zaman ve
paketleme yontemine bagli olarak biyojen amin
miktarlarinda yiikselmeler oldugu belirlenmistir.

3.2. Toplam aerobik mezofilik bakteri sayilar

Marine edilerek farkli paketleme yontemleri ile
paketlenentirsi filetolarinin toplam aerobik mezofilik
bakteri sayisinda meydana gelen degisimler
Cizelge 2’de verilmistir. Ham materyalde TAMB
sayist 5.14+0.03 log kob g' olurken, dondurulan
ve marinasyon sivisinda olgunlastirilan tirside,
TAMB degeri sirastyla 3.11+£0.01 ve 2.91+0.03
log kob g'! olarak kaydedilmistir. Salamura, yag
ve vakumla paketlenen marinatlarin marinasyon
sonrast TAMB sayis1 2.91£0.03 log kob g olurken
depolama sonuna kadar tiim paketleme seklinde

farklilik gozlenmemis ve bu degerler sirasiyla
2.4940.02, 2.75+0.02 ve 2.68+0.02 log kob g
olarak belirtilmistir (Cizelge 2).

Ham materyalde dondurulduktan sonra ve
marinasyon sonrast toplam psikrofilik bakteri
acisindan 4.36+0.02, 2.97+0.01 ve 2.27+0.03 log
kob g' olarak olgllmiistiir. Yagda Olciilen TPB
sayilarinin depolamanin ilk 3 aylik periyodunda
azalirken, 7. ayda artarak 2.62+0.04 log kob g!
degerine ulastigi hesaplanmisti. Ham materyalde
mezofil ve pisikrofil degerleri yiiksek iken,
marinasyon siiresince bu degerlerin diistigi
kaydedilmis (P<0.05), paketleme yontemlerinde
degisime rastlanmamustir. Ayrica depolama siiresince
toplam aerob bakteri sayist tiiketilebilirlik smir
degeri olan 105-10°kob g degeri asilmadig tespit
edilmistir (Cizelge 2).

Sen & Temelli (2003), soslu ve sebzeli marine
hamside, marinasyondan sonra mikroorganizma
sayilarinda diisiis meydana geldigini bildirmislerdir.
Aksu et al (1997), yaptiklart ¢aligmada, marinasyon
isleminin ilk giintinde, 10° kob g mezofilik bakteri
sayisinin 10* kob g! degerine geriledigini rapor
etmislerdir. Poligne & Collignan (2000), asetik asit,
glukonik asit ve her iki asit ¢dzeltilerinin birlikte

Cizelge 2- Marina tirsilerdeki toplam mezofilik aerob bakteri (TAMB) ve toplam psikrofilik bakteri (TPB)

(log kob g) sayilarindaki degisimler

Paketleme sekli
Depolama siiresi Salamura* Yag* Vakum paket*

Mezofilik Psikrofilik Mezofilik Psikrofilik Mezofilik Psikrofilik
Ham materyal 5.14+0.03 a* 436+0.02a  5.14+0.03a 4.36+0.02a 5.14+0.03a  4.36+0.02 a
Dondurulmus tiriin -~ 3.11£0.01 b 2.97+0.01b  3.11+0.01b  2.97+0.01b  3.11+0.01 b 2.97+0.01 b
0. giin 2.91+0.03 b 2.27+0.03¢  291+0.03b 2.27+0.03¢  291+0.01b  2.27+0.03 ¢
15. glin 2.88+0.01b 2.55+0.01c¢  2.49+0.27c¢ 2214+0.03¢ 2.87+0.01b  2.37+0.03 ¢
1. ay 2.30+0.09 ¢ 2.49+0.01c¢  2.41+0.10c  2.30+0.06c  2.51+0.03 ¢ 2.37+0.13 ¢

2. ay 2.24+0.09 ¢ 233£0.01 ¢ 2.57+0.04c  2.39+0.01c  2.34+0.04 c 2.31£09 ¢
3. ay 2.2540.03 ¢ 2.2940.03¢  2.16+0.17c¢  2.45+£0.03¢  2.65+0.01 ¢ 2.5540.15¢
4. ay 2.50+0.12 ¢ 2.27+0.03¢c  2.45+0.04c  2.49+0.01c  2.66+0.04 c 2.57+0.13 ¢
5.ay 2.52+0.06 ¢ 2.28+0.02¢  2.58+0.10c  2.524+0.02¢c  2.74+0.02bc  2.53+0.16 ¢
6. ay 2.59+0.01 ¢ 2.24+0.04c  2.68+0.04c  2.59+0.03¢c  2.66+0.04 ¢ 2.57+0.19 ¢
7. ay 2.49+0.02 ¢ 224+0.06 ¢  2.75+0.02c¢  2.62+0.04c  2.68+0.02 ¢ 2.58+0.12 ¢

*, ayni siitunda farkli kiigiik harfler grup i¢i ortalama farklarmimn énemli oldugunu belirtir (P<0.05); *, siitunlarda farkli gruplari arasi

fark 6nemsizdir (P>0.05)
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kullanildigr hizli marinasyon teknigi ile hamside
(Engraulis engrasicolus) yaptigl calismada, taze
materyaldeki toplam mezofilik acrob bakteri sayisini
1.5x10° kob g olarak bildirmislerdir. Ozogul et al
(2007), kafadan bacaklilar, kabuklular ve eklem
bacaklilardan elde edilen marinanatin bakteriyolojik
degerlendirilmesi i¢in yaptiklari arastirmada, TAMB
sayisinin 3 aym sonunda 4 log kob g, depolamanin
sonunda ise 3 log kob g degerinin altinda kaldigini
bildirmislerdir. Fuselli et al (2003), soguk marine
edilmis hamsideki (Engraulis anchoita) tipik
mikroorganizmalar1  saptamak ic¢in yaptiklari
calismada ham maddede TAMB sayisint 2.2x10*
kob g! ve TPB sayisimt 1.9x10* kob g' olarak
belirlemesine karsilik marinasyonun tamamlandigi
sathada mikroorganizma yiikiine rastlamadiklarini
bildirmislerdir. Olgunoglu (2007), marine edilmis
hamsi baliginda, ham materyalde TAMB sayisini
4.81 log kob g' olarak kaydederken depolama
sonunda ise 4.66 log kob g' olarak rapor etmistir.
Yapilan c¢alismalarda aerob bakteri degerleri,
hammadde tiirli depolama sekli ve zamana baglh
olarak bizim g¢aligmamizdaki degerlerden yiiksek
bulunmustur.

3.3. Bakterilerin identifikasyonu

Biyokimyasal ve molekiiler identifikasyon galigmalar
sonucunda Nivan’s agarda iireyen ve saf olarak izole
edilen toplam 68 adet farkli koloninin 37 farkli bakteri
tiiriine ait oldugu ortaya konulmustur. Identifikasyonu
tamamlanan bakterilerin depolama siiresi boyunca
farkli paketlerden izole edilen mezofilik ve psikrofilik
bakterileri tiirleri Cizelge 3’te verilmistir.

Cizelge 3 incelendigi zaman, ham materyalde
23 adet mezofil, 17 adet psikrofil bakteri tiirii tespit
edildigi goriilmektedir, depolama sonunda ise birer
tiir bakteriye rastlanmistir. Caligmada kullanilan
iiriin {izerinde, paketleme yontemi ve marinasyonun
isleminin mikrobiyolojik kalite agisindan Onemi
ortaya konmustur.

Nivens agarda tireyen bakterilerin identifikasyonu,
16S rDNA iniversal primerleri kullanilarak
gerceklestirilen PZR calismasindan elde edilen
irtinlerin dizi analizi yaptirilarak gen bankasinda

BLAST fonksiyonu kullanilarak gergeklestirilmistir.
BLAST sonuglarinin biyokimyasal verilerle de
ortlistiigli gozlenirken sonug olarak 37 farkli bakteri
tirliniin varligt ortaya konulmustur. Buna ilaveten
HDC (histidin dekarboksilaz) geni spesifik primerler
kullanilarak yapilan PZR caligmalarmma gore 5 farklh
tiirin HDC genine sahip oldugu, dolayisiyla histidin
amino asidini histamine doniistiirebildigini ortaya
koydu. Bu bakterilerin Pantoea agglomerans,
Shewanella  baltica, Brevundimonas diminuta,
Pseudomonas putida, Acinetobacter calcoaceticus
ve bir adette Kkiiltiir almmarak tanimlanmamis bir
bakteri (uncultured bacterium) oldugu tespit
edilmistir. Ayrica yapilan identifikasyon ¢aligmalart
ve HDC spesifik PZR c¢alismalari, Niven’s agarda
ireyen tim bakterilerin histamin iiretmedigini
ortaya koymustur. Bu nedenle Kkiiltiirde yapilan
bakteri sayiminin dogrudan histamin tireten bakteri
olarak degerlendirilmesinin ¢ok ger¢eke¢i olmadigt
diigiiniilmektedir.

Islenmis gidalarda zehirlenmelere sebep olan
en onemli faktorlerden birisi olan histamin, pek
¢ok islenmis balik iirlin i¢inde 6nemli bir bozulma
kriteridir. Bu amagla arastirmacilar islenmis gidalarda
histamin olusumuna sebep olan bakteri tiirleri
iizerinde ozellikle durmuslar ve bazi tiirleri tespit
etmislerdir. Bu tez c¢alismasinda izole edilen
tiirlerinde daha dnceki yapilan bilimsel makalelerde
islenmis baliklarda histamin olusumuna sebep
oldugu ortaya konmustur (Taylor et al 1979;
Rodriguez-Jerez et al 1994). Bununla beraber
siklikla karsilasilan Morganella morganii, Hafnia
alvei gibi bazi histamin ireten bakterilere bu
calismada rastlanmamigtir. Kim et al (2003)’nin
yaptiklart bir ¢aligmada islem gérmeyen kolyoz
baliklarma 15 ve 25 °C’de depoladiklar1 baliklar
ozellikle Morganella morganii bakterisinin baskin
tir oldugu fakat 4 °C’de ise Actinobacillus ureae
ve Pseudomonas putida tirlerinin daha baskin
olduklar1 ortaya konmustur. Tez c¢alismasinda
yapilan  izolasyon c¢alismalar1 bu  agidan
degerlendirildiginde baslangigta mevcut olsa bile
tim isleme asamalari ve devamindaki bekletme
siiresinin 4 °C’de gerceklestirilmesi, Morganella
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Cizelge 3- Marine tirsi baligindan 4 °C’de depolama siiresince izole edilen bakteriler

Depolama stiresi Mezofil Psikrofil
Acinetobacter venetianus Citrobacter freundii
Uncultured bacterium* Shewanella baltica*

Ham materyal

Enterobacter cloacae
Pantoea agglomerans*
Pseudomonas putida™®
Corynebacterium medionlanum
Bacillus pseudofirmus

Vibrio vulnificus

Serratia liquefaciens
Uncultured bacterium
Shewanella baltica*
Microbacterium paraoxydans
Brevundimonas diminuta*®
Citrobacter freundii
Escherichia coli

Uncultured Firmicutes bacterium

Acinetobacter calcoaceticus*
Mycobacterium sp.
Brevundimonas diminuta*
Acinetobacter xiamenensis
Staphylococcus sp.

Leclercia adecarboxylata
Bacteroides fragilis*
Macrococcus caseolyticus
Psychrobacter sp.

Pantoea agglomerans*

Dondurulmus balik

Pseudomonas putida*

Stenotrophomonas maltophilia
Brevundimonas diminuta™®

Citrobacter freundii

Psychrobacter luti

Escherichia coli,

Vibrio ichthyoenteri, Rothia mucilaginosa

Mycobacterium sp.
Psychrobacter sp.
Shewanella baltica*

Marinasyon sonrasi

Streptosporangium roseum
Methanocorpusculum labreanum
Chitinophaga pinensis
Macrococcus caseolyticus
Myxococcales bacteria
Enterobacter hormaechei
Mycobacterium sp.

Shewanella baltica

Leclercia adecarboxylata
Marine snow associated bacterium
Pseudomonas putida*

Psychrobacter sp.
Staphylococcus sp.
Acinetobacter xiamenensis
Brevundimonas diminuta*
Acinetobacter calcoaceticus
Shewanella baltica*

. glin salamura

Macrococcus caseolyticus
Myxococcales bacteria
Enterobacter hormaechei

Bacteroides fragilis*
Leclercia adecarboxylata

Citrobacter freundii
Mycobacterium sp.

Mycobacterium sp.
Macrococcus caseolyticus

15. giin vakum paket Shewanella baltica*
Leclercia adecarboxylata
Marine snow associated bacterium Shewanella baltica*
. - Pantoea agglomerans* Staphylococcus pasteuri
13. giin yagda Psychrobagcfer sp. Ps;ih);obacter sﬁ.
Pseudomonas putida* Citrobacter freundii
30, giin salamura Myxococcales bacteria -
) Enterobacter hormaechei
30, ail Shewanella baltica* Macrococcus caseolyticus
. giin vakum paket T ;
eclercia adecarboxylata
Citrobacter freundii Citrobacter freundii
30. giin yagda Pantoea agglomerans* Psychrobacter sp.
Pseudomonas putida*
90. giin salamura - -
90. glin vakum paket Shewanella baltica* Macrococcus caseolyticus
- - . Psychrobacter sp.
90. giin yagda Pseudomonas putida Citrobacter freundii

150. giin salamura

Enterobacter hormaechei

150. giin vakum paket

Macrococcus caseolyticus

150. giin yagda

Shewanella baltica*

Psychrobacter sp.

210. giin salamura

210. giin vakum paket

Shewanella baltica*

Macrococcus caseolyticus

210. giin yagda

Pseudomonas putida*

Psychrobacter sp.

*_ histamin treten bakteriler; -, iireme yok
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morganii bakterisinin izole edilememesinin sebebi
olabilecegi disiiniilmektedir. Bununla birlikte
Pseudomonas putida yedinci aya gelindiginde bile
yagda ambalajlanan grupta izole edilebilmisgtir.

Amerika’da, ton balig1 konservelerinde yapilan bir
calismada Acinetobacter calcoaceticus, Citrobacter
freundii, Enterobacter agglomerans, Enterobacter
cloacae, H. alvei, K. pneumoniae, Proteus rettgeri ve
Proteus vulgaris bakterilerini histamin tirettigi ortay
konmustur (Taylor et al 1979). Bu bakterilerden
Acinetobacter calcoaceticus, Citrobacter freundii,
Enterobacter agglomerans ve Enterobacter cloacae
caligmada izole edilmekle birlikte Citrobacter
freundii HDC spesifik PCR c¢alismasinda negatif
olarak bulunmustur.

Calismada izole edilen ve HDC pozitif oldugu
belirlenen  Pantoea agglomerans, Shewanella
baltica, Brevundimonas diminuta, Pseudomonas
putida ve Acinetobacter calcoaceticus bakterileri
cesitli arastirmacilar tarafindan calisilmis ve zayif
HDC aktivitesine sahip olduklar1 ortaya konmustur
(Rodriguez-Jerez et al 1994). Elde edilen histamin
degerleri goz oniine alinarak degerlendirildiginde
histamin diizeyindeki ¢ok zayif artisin depolama
sicakliginin yant sira izole edilen HDC pozitif
bakterilerin bu etkilerinin Morganella morganii,
Hafnia alvei gibi bakterilere oranla oldukca diisiik
olmasindan ileri gelebilecegi diisiiniilmektedir.

4. Sonuclar

Marine edilerek farkli paketlenen tirsi filetolarmin
yagda ve salamurada paketleme sonucunda 7
aylik raf dmriiniin oldugu, vakum paketin ise 6 ay
stire ile tiiketilebilecegi belirlenmigtir. Depolama
sonunda her {i¢ paketleme yonteminde de histamin
diizeyinin 3 mg kg' asmadig1 ortaya konmustur.
Elde edilen bu histamin degerlerinin, Gida Tarim ve
Hayvancilik Bakanlig1 tarafindan belirlenen diizeyi
(100 mg kg') ve FDA tarafindan kabul edilen
toksik degeri (50 mg kg!") asmadig1 tespit edilmistir.
Tirsi marinatin ham materyaldeki toplam aerobik
mezofilik bakteri sayisi, psikrofil bakteri sayis1 ve
histamin iireten bakteriler iizerine azaltici etkisinin
oldugu belirlenmistir.

Calismada izole edilen ve HDC (histidin
dekarboksilaz) genine sahip bakterilerin, HDC
aktivitesine sahip olan tiirler olduklar1 goriilmektedir.
Bakteriyolojik bulgular biyojenik amin degerlerinin
Olciimiiyle de desteklenmektedir. Yapilan ¢aligmada
zay1f HDC aktivitesine sahip Pantoea agglomerans,
Shewanella baltica, Brevundimonas diminuta,
Pseudomonas putida, Acinetobacter calcoaceticus
ve bir adette kiiltiir alinarak tanimlanmamis bir
bakteri izole edilmistir. Bu yoniiyle iilkemizde
yapilan ilk ¢aligma niteligindedir.

Farkli bir tat ve uzun siireli bozulmadan
dayandig1 i¢in tirsi marinatlart iyi bir tirlin olarak
isleme sektoriinde kullanilabilir. Calismada denenen
metotlarin  diginda, marinasyon  oranlarinin
degistirilmesinin kalite tizerindeki farkli etkilerinin
olabilecegi diisiintilmektedir. Bununla birlikte tirsi
marinatlarinda farkli sos ve sebzeler kullanilarak
kalite degisimleri ve raf Omrii calismalar1 da
yapilabilir.

Tesekkiir

Bu calisma, Recep Tayyip Erdogan Universitesi
(Rize-Tiirkiye)  “Bilimsel ~Aragtirma  Birimi”
tarafindan desteklenmistir (Proje Numarasi: RUBAP
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