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Bu calisma, ekonomik ©neme sahip karideslerdeki melanosis
olusumunu Onlemede alternatif bir metot olan 4-Hexylresorcinol
(4HR)’iin kullanimi ve iiriindeki kalinti miktarlarimin HPLC-FLD ile
tespitine dairdir. Bu amacla, Ege Denizi Ozdere mevkiinden trol ile
avlanan karidesler ( Parapenous longirostris )kullanilmistir.

Karidesler 5 gruba ayrilarak %0,0025 , %0,05 , %0,62 ve %0,1’lik
4HR soliisyonlarinda 2 dk daldirarak uygulanmistir. Bir grup 6rnege ise
kontrol amaciyla herhangi bir islem uygulanmamistir. Uygulama sonrasi
derhal soguk zincire alinan 6rnekler laboratuar ortamina taginmaistir.

Kalint1 analizleri icin 6rnekler avlamayi takip eden 2., 4., 7. ve 14.
giinde calisilmistir. Bu siire zarfinda ornekler buzdolabinda ( +2 - +4 °C
araliginda ) {izeri parca buzlarla kapli olacak bicimde muhafaza
edilmistir.

Calisma oncesi numuneler laboratuar ortamina alinarak melanosis
gelisiminin tespiti icin goriintiileri kaydedilerek Otwell-Marshall
melanosis gelisim skalasina gore degerlendirilmistir. Skalaya gore tiim
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orneklerin ilk 6 giin icinde kabul edilebilir degerlerde oldugu tespit
edilmistir.

Kalintilarinin  tespiti icin Agilent HPLC-FLD kullaniimistir.
Ekstraksiyon prosediiriine gore hazirlanan ornekler, belirlenen giinlerde
cihaza verilerek sonuclart kaydedilmistir. Calisma Oncesi giinliik
kalibrasyon egrisi, 25, 50, 75 ve 100 ppb’lik konsantrasyonlarla
cizilmistir. Her calisma giinii 2 yiikli ( spike) ve 1 kor ( blank )
caligilarak giinliikk ortalama geri alimlar belirlenmistir. Giinliikk geri
alimlar % 82- 112 aralifinda degisim gostermistir. 5 grup Ornegin her
biri i¢in 3 paralelli calisilarak ortalamalar1 kabul edilmistir. Standart
sapmalarda u¢ degerler cikartilarak hesaba katilmamistir. % 0,0025
konsantrasyonda 4HR uygulanmig A Grubu orneklerde ilk 6 giinde
melanosis skala degeri olarak 4’li gegmemistir.

4HR, karideslerde melanosisi 6nlemede diisiik konsantrasyonlarda
bile olduk¢a etkili oldugu gibi kalint1 miktarlar1 yoniinden %0,0025’1lik
konsantrasyonda 2 dk daldirma yontemiyle uygulandiginda ilk 4 giin
icinde Avrupa Birligi MRL (Maksimum Rezidii Limitleri) degeri olan 2
mg/kg’t agmadigr tespit edilmistir. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda
uygulanmasi ve 4.gilinden sonraki degerlerde kalinti miktarinda yiikselme
oldugu tespit edilmistir.

Anahtar sozciikler: Karides, melanosis, 4-Hexylresorcinol,
kalint1 miktarlari, HPLC-FLD
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ABSTRACT

MELANOSIS (BLACK SPOT ) INHIBITION AND
4-HEXYLRESORCINOL RESIDUE ANALYSIS IN SHRIMPS

FATIH SERT

M.Sc. Thesis, Departmet of Fishing and Processing Technology
Supervisior: Prof. Dr. Stikran CAKLI
July 2007, 53 pages

This study is about the use of the 4-Hexylresorcinol an alternative
method for inhibiting melanosis on shrimps, with an economical value,
and determining the residue amounts of those by HPLC-FLD. For this,
shrimps caught with trawl from Ozdere location, at Aegean Sea.

Shrimps were divided into 5 groups and were applied with 4HR
solutions at concentrations of 0,0025 — 0,05 — 0,62 — 0,1 % for 2 min.
One of those wasn’t applied any treatment due to the control analysis.
The samples, taken to the cold-chain immediately after the application,
were carried to the laboratory.

For residue analysis, samples were examined at the 2", 4™ 7" and
14" days after catching. At this time, the samples were put in safekeeping
in refrigerator ( between +2 - +4 C°) as covered with ice.

Before the examination, the samples were taken to the milieu and
their images were setted down for the determination of the melanosis.
They were evaluated according to the Otwell and Marshall’s melanosis
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scale. As to the scale, it was ascertained that the samples were in
acceptable levels for the first 6 days.

For determining the residues, Agilent HPLC-FLD was used. The
samples prepared to the extraction procedure were examined with
equipment in definite days and the results were saved. Before the
examinations, the daily calibration curves were fixed with 25, 50, 75 and
100 ppb standarts. Each exam days, 2 spiked samples and 1 blank sample
were determined and daily recoveries were calculated. Daily recoveries
shows variation between 82 and 112 %. For each five sample groups
were examined with three parallels and their means are excepted. At
standart deviations, the sharply points were removed and not added to the
calculation. In the Group A samples applied 4HR with a concentration of
0,0025 %, the melanosis scale levels didn’t pass over the number 4.

4HR is very effective in preventing melanosis even at a lower
concentration also when applied in a concentration of 0,0025 % for 2 min
by dipping was setted to pass over the level of 2 mg/Kg, the MRL of EC,
for the first four days. But when it was applied at a higher concentration
and after the 4th day, the residue limits were setted in an increase.

Key words: Shrimp, melanosis, 4-Hexylresorcinol, residue limits,
HPLC-FLD



IX

TESEKKURLER

Ulkemizde ve tiim diinyada yeni yeni calisiimaya baslanan bir konu
olan bu tezimde, bana yon veren ve calismalarimda siirekli olarak
destekleyen sayin danisman hocam Prof. Dr. Siikkran CAKLI’ya sonsuz
tesekkiirlerimle birlikte, laboratuar ortaminda her konuda tiim fedakarligi
ile destek veren kimyacimiz sayin Giiven OZDEMIR’e ve calisma
siirecinde arastirma ve ¢alismalarimda her an yanimda olan esim Leyla

SERT e ¢ok tesekkiir ederim.

Ayrica tezin yazim ve hazirlanmasi asamasinda desteklerini higbir
zaman esirgemeyen degerli arkadaslarim Bekir DOGAN, Ridvan
UYSALER ve Ramazan ULUDAG’a, manevi desteklerinden dolay1

sevgili aileme ¢ok tesekkiir ederim.






X1

ICINDEKILER SAYFA
KABUL VE ONAY SAYFASI ....ooueeereereeessesssessesssessesessessesessens 111
OZET ccoueeeeereeeeresresessssnssesssssssssssesssssssssssssssessssssessssesssssssessasessosses \Y%
ABSTRACT c.ceeerreresresressessesssssssssssssesssssssssessessessssssssssssssssessasseses A1
TESEKKUR .....covvrrerrerresnessessessssssssssnsssssssssessessessssssssssssssssessassens IX
ICINDEKILER ......oveeeereeererenenesesssesesessssssssssessssssssssasesssssssssssens XI
TABLOLAR DIZINI c.uuueeerereeernreesensennsessssssssssessesssssssssssesssnnes XIV
SEKILLER DIZINI c...cuveuereeereeenenererenenenesesesesesesesesesescsesssssssssesesene XV
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI .....coeeveeuveeerecerernennns XVII
Lo GIRIS aoevereeeeerereeenenenenesesesesesesesesssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssns 1

2. ONCEKI CALISMALAR ....ccceteeeerereeresesesessssesessesessssesssssesens 4
2.1. Melanosis Uzerine Genel Bildirimler ...........ceueeecveecueverennnene 4
2.1.1 Enzimatik esmerlesmeye genel bir bakis .......ccceeeeercunccsnnces 4
2.1.2 Akuatik gidalarda esmerlesmenin ekonomik yararlari..... 4

2.1.3 Akuatik gidalarda esmerlesmeden dolay1 olusan

(2 Q) 1 1001 111G 217 ) 1] P2 1 N 5
2.1.4. Enzimatik esmerlesmenin fizyolojik rolii .......cccccceevueeernnees 6
2.1.4.1. Hayvanlarda ........ccccccceeveeccsnccscnncsssnscssssscsssssssssssssssssssnsess 7
2.1.5. Esmerlesmenin KONtrolii......cccceceeeeeccnnccssssansccsssanscccsansccssnes 8
p 5 TSI T 111 1110717175 1 PN 10
2.5.1.2. inhibitorlerin sIflandiriimast ........e.ceeeeeeesesesessesssessene 10
2.2. 4-Hexylresorcinol Uzerine Genel Bildirimler ............cevee.... 12
2.2.1. Kimyasal OZellIKIer ........cccvueersrurcscnicssnicssrnrcssrnscsssescsnsacsonsecs 12
2.2.2.Kimyasal aciklamalar ..........cccceeevcrresscnrcscnrcscnicscnnncssanncsnnees 13

2.2.3. Genel aciKIamalar ..........covieeveinsnicscninsnncssnnssnncsssissssessssssseens 14



XII

2.2.4. Biyokimyasal 0ZelliKIer ........ccccccerrerersnrcssnnccssanccssanecsasecsnnees 14
2.2.4.1 Emilim, dagilim ve atiliml ......cccceeereercscnrcscrnrcsssnecssssscsnnecs 14
2.2.4.2 Biyotransformasyom........cceeeecscescsssescssssscssssssssssssssssssonsess 14
2.2.4.3.Toksikolojik calismalar .........c.ccceveeevurcscnncsnncssnissnncssnsssancnns 14
2.2.5. MRL (Maksimum rezidii limitleri) degerleri. ..................... 14
2.2.6. Enzim inhibitorii olarak 4-Hexylresorcinol.........ccceceeeeneee 15
3. MATERYAL METOD ....ccueiuievrnsensunnsansncsansssssansssssnssssssssssses 19
R0 DAY P2 1) o 7 | RN 19
3.1.1. Materyalin hazirlanmasi .......cceececccvnecccsssnneccssssnseccssnssecsnns 19
3.1.2. 4-Hexylresorcinol uygulamasl........ccceeeeeeecsssnrcssseecssssscsnnecs 19
3.2 MtOd...uuuiiuniceeisencsnnnsnncsnnissnnssnnsssessssesssessssssssnssssessssssssssssassens 21
3.2.1. HPLC SiStemni .cccceerueesuecsenseecssnssncssecsasssasssecsssssnssssssasssssssesssees 21
3.2.2. Kalint1 Analiz Metodu .......ceeeeeesuecsecsnisnecsnnsencsaecsasssncssessnces 23
3.2.2.1. ReAKLfIEr .....ccoevueriurinrrineinircnenntinnnnsnnnsnecsnesssnesncsssecnnns 24
3.2.2.2. CINAZIAT c..uucneeenneintiiniiciennincnenetnssessssesssessssisssnsssssssesnns 24
3.2.2.3. Ekstraksiyonun hazirlanmasl ..........cceceeeencnnccscnnccscnsecsnnees 24
3.2.2.4. Kromatografik Kosullar..........cccccceeveecssnccscnnccssanccssanccsnnees 25
3.2.3. Melanosis degerlendirme .........ccccceceeecscnccscsnscsssescsssscsonsecs 25
4. BULGULAR .....uucoiritiinicnnsrncssisnnssecssessssssecssssssssssssssssssssesssses 27
4.1. Melanosis Gelisimi I¢in Bulgular...........ececeeeeueseeseressesesessenens 27
4.2. Kalint1 Miktarlari icin Bulgular..........ceeeeereeesereesenesesesensasens 33
S. TARTISMA ..uuoouuiiiinrieensnncnnsnecssissnsssecsssssssssscsesssssssssasssssssesssses 38

6.SONUC VE ONERILER..........oomrereermsssssssmmsnssssssssssnsssssssnns 42



XIII



X1V

TABLOLAR DIiZiNi

TABLO SAYFA
Tablo 2.1. Enzimatik esmerlesmenin 6rnek inhibitorleri ........... 11
Tablo 3.1. Konsantrasyonlarin hesaplanmasi .........cccceeevneeeccccnnnes 20
Tablo 3.2. Otwell ve Marshall melanosis gelisim skalasi............. 26
Tablo 4.1. Melanosis geliSimi......cccccveeeserecsrercssnrcssarcsssescsssescsnsscses 27
Tablo 4.2. Orneklerin 2.giin KAYItIArT .......c.cceeeeeeeereeessereseesesesenes 28
Tablo 4.3. Orneklerin 4. giin KAYItIarT ........ceeeeereecrenrereseccsenenes 29
Tablo 4.4. Orneklerin 7. giin KAYItIATT ......cceeeerereeenessereseesesenenes 30
Tablo 4.5. Orneklerin 13. giin KayItlar ........cceeoeeeeeeesseneseeesenenes 31
Tablo 4.6. A Grubu oérneklerde giinlere bagh melanosis

£ 1 1) 111 32
Tablo 4.7. Tespit edilen kalinti miktarlari ( pg/Kg ).....cccceevrennee. 33
Tablo 4.8. Geri alimlara bagh olarak diizeltilmis kalinti
MIKLArlars (UE/KE ) ccvvueecrrrecsrarcssnicsssnncssanesssanessssessssssssssssssssssssnsess 34
Tablo 4.9. Kalinti miktarlarimin ppm (mg/Kg) olarak

(1 (375 3 (<) OO 35
Tablo 4.10. Kalinti miKtarlari........eeeeeciecnsncsenssencsnecssncnnes 35
Tablo 4.11. A grubu kalinti miktarlari ve geri almlar................ 36

Tablo 4.12. A Grubu kalinti miktar grafiksel degerlendirme....



XV

SEKILLER DiZiNi
EKIL SAYFA
Sekil 2.1. Baz1 gidalarda melanosis durumu............ccccceeeeecnecsnncens 6

Sekil 2.2. Polifenol oksidaz enziminin mikroorganizmalarca
AKLIVASYONU ceuveiernnicssanecssanesssanesssanesssssesssnsssssssssssssssssssssnsssssnssssssssss 7
Sekil 2.3. Hexylresorcinol, ézellikle bogaz pastillerinde

antiseptik olarak kullanilmaktadir .........ccceceeceicscnccscreecsssencsnnees 15

Sekil 2.4. 4-Hexylresorcinol’iinPolifenol oksidaz iizerindeki

INAIrgeyici etKiSi cucccvvrecrsenccssancsssencsssnnessnnesssnnessansessasscssasscssasssssanees 16
Sekil 2.5. islenmemis baslar1 ayrilnus karideslerde 2°C de

depolanma siiresince siyah benek olusumu .......cccccceevueeercneccsnnces 17
Sekil 3.1. Numune hazirlanmasinda kullanilan ekipman ........... 20
Sekil 3.2. Numunenin saklamada kullanilan ekipman ................ 21
Sekil 3.3. HPLC iinitesi temel diyagrami........cccccceeeveecscvercscnnecsenns 22
Sekil 3.4. Analizlerimizde kullamilan HPLC sistemi ................... 23
Sekil 5.1. Kalinti miktarlarindaki artis.........ccceeeeeecceccececcscancesane 39

Sekil 5.2. Enzimatik inhibitorlerin bir arada kullanimiu.............. 40



XVI

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

4HR.......ccucc... : 4-Hexylresorcinol

POE .............. : Polyphenol ( Polifenol ) Oksidaz Enzimi

HPLC-FLD .. :Yiiksek Performansh Likit Kromatografi — Fluoresans
Dedektor

GRAS............ : Genel Olarak Giivenlidir ( Generally Recognised As
Safe )

FDA .............. : Food and Drug Administration

SCF ......ccuuuuu. : Scientific Committee on Food of the EC

7. X0 JO : Diinya Gida Orgiitii

| (€. S : Kilogram

117 : Miligram

11 : Mikrogram

1111 WS : Nanometre

1] 1) 1 | E : Pieces Per Millions ( mg/Kg )

1] 1] 1 J : Pieces Per Billions (ug/Kg)

Vssseeeecnnens : Hacim

BLK .............. : Blank ( K6r ) Numune

SPK......ccoueeee : Spiked ( Yiiklii ) Numune

MRLS...cccorueee : Maksimum Kalint1 Limitleri ( Maximum Residue
Limits)

TM [..eeeccreeenenes : Trade Mark



1.GIRIS

Su {iriinleri sektoriinde ©nemli o©l¢iide ekonomik degere sahip
tiriinlerin basinda karidesler gelmektedir. Karidesler, yiiksek degere sahip
su tiirlinlerinin basinda gelir, bu nedenle diinya su {iiriinleri sektoriinde
oldukca onemli bir ticari hacme sahiptir. Karidesler ekvatordan kutuplara
kadar genis bir yayilim alanina sahiptir. Tatl1 su, ac1 su ve denizlerde
yaygin olarak bulunur. 2500 tiiri bilinmektedir ve bunlarin sadece 300
kadar ticari dneme sahip olup, ozellikle 100 kadar tiirii diinya avciliginin
onemli bir boliimiinii olusturmaktadir ( Bascimar, 2004 ). Tiirkiye
denizlerinde bugiine kadar 61 tiir saptanmis olup, bunlardan 7’si ticari
olarak degerlendirilmektedir. Bu tiirlerden Penaeus japonicus, Penaeus
semisulcatus, Metapenaeus monoceros, Metapenaeus stebbingi ve
Trachypenaeus curvirostris Kizil Deniz kokenli olup, Akdeniz ve Ege
sahillerinde; Penaeus kerathurus ve Parapenaeus longirostris ise
Karadeniz disindaki tiim denizlerde yaygin olarak bulunur. Karadeniz’de
ticari degere sahip tiirlere rastlanilmamaktadir, ¢iinkii ekolojik kosullar
karidesler icin fazla uygun degildir (Anonim, 2004 ) .

Raf omriiniin uzatilmasi, tiiketici istek ve beklentileri, doku ve tat
degisimleri isleme sektoriinde iizerinde durulmasi gereken Onemli
konulardir. Karides isleme sektoriinde ise siyah benek olusumunun
(melanosis) 6nlenmesi olduk¢a énemli bir konudur. Siyah benek olusumu
tilkketicinin talebinin diigmesine, dokuda degisimlere ve raf omriiniin kisa
olmasina sebep olmaktadir (Taoukis et al., 1990 ). Siyah benek olusumu
yani melanosis olimden birka¢ saat sonra olusan ve iiriiniin niteliginin
bozulmasina neden olan bir seri reaksiyonlar sonucunda meydana
gelmektedir (Taoukis et al., 1990.; Mendes et al., 2005 ).

Melanosis meyve,sebze ve crustecealarda olusabilir ( Marshall et
al., 2000 ). Kabuklu deniz iiriinlerinde hasat sonrasi sogutma hemen
uygulanmazsa kabuktaki degisimler derhal baslar ve bu durum raf
omriinii kisaltir. Goriiniimdeki bu degisimler tiiketici saglig1 acisindan
risk tasimamakla birlikte iirliniin tercih edilmemesine ve iiriiniin
bozulmus oldugu diisiincesine neden olmaktadir. Bu durum sektorde
onemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Melanosis olusumu tiirlere,
avlama sonrasi islemlere ve cevresel sartlara bagli olarak farklilik
gosterir. Melanosis karideslerde bas kisminda, bacak diplerinde, karapaks
ve kuyrukta yayilma gostermektedir (Mendes, 2005 ).



Melanosis inhibisyonu yani Onlenmesi ticari kayiplar nedeniyle
onem kazanmaktadir. Melanosis inhibitorleri antioksidanlar, asitleyiciler,
selatlayic1 ajanlar, enzim inhibitorleri ve kompleksleyici ajanlardir
(Marshall et al., 2000). Yaygin olarak antioksidanlardan siilfitler
kullanilmaktadir (Montero et al., 2005.; Mendes, 2005 ). Ancak 6zellikle
ist solunum yollar1 rahatsizliklar1 tasiyan insanlarda saglik yoniinden
riskler tasimasit nedeniyle alternatif yOntemlerin aranilmasi geregi
dogmustur (Wagner and Finne, 1986 ). Bu maksatla son zamanlarda
alternatif bir ajan olarak 4-Hexylresorcinol ( 4HR ) degerlendirilmistir.

4HR, karideslerde melanosis inhibisyonunda son zamanlarda bahsi
gecen ve uygulanmaya baslanmis bir antiseptik maddedir ( Anonim,
2003 ). 4HRnin daldirma yontemiyle uygulanmasi, melanosisi dnlemede
oldukca basarili oldugu yapilan calismalarda tespit edilmistir (Otwell et
al.,, 1992.; McEvily et al., 1990 ). 4HR, melanosis reaksiyonunda rol
oynayan Polifenol Oksidaz Enzimi (POE) ile etkileserek bu reaksiyonu
katalize etmesini engeller (McEvily et al., 1992). 4HR, bu konuda
oldukca spesifik ve etkilidir ( McEvily et al., 1991,1992 ). POE, 4HR
tarafindan baglandigi ve etki etmesini Onledigi i¢in melanosis
olusumunda duraklama oldugu gozlenmistir ( Mendes, 2005 ). Siilfite
alternatif olarak 4HR kullanimi, saglik acisindan da oldukg¢a giivenlidir.
Terapotik ( tedavi ) amaclarla uzun yillardir bogaz pastillerinde
kullaniliyor olmast siilfitlere gore oldukca zararsiz oldugunu acik¢a
gostermektedir. Kullanimda ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile etkin
oldugu tespit edilmistir ( Frankos et al., 1991).

Kullanilan her bir harici madde iiriinde kalint1 biraktigi gibi 4HR
icin de kalint1 degerleri Avrupa Birligi Kriterleri’nce belirlenmistir ( EC
Directive 2006/52). Kalint1 miktarlarinin tespiti icin Yiiksek Performansh
Likit Kromatografi-Fluoresans Dedektér (HPLC-FLD) ile yapilmaktadir
( Jonker and Dekker, 2000 ). AB Direktifleri uyarinca 4HR, gida katki
maddeleri arasinda yer almaktadir ve kalint1 degerleri olarak, taze veya
islenmis kabuklu ve su iiriinlerinde 2 mg/kg’lik bir limit belirtilmistir
(Anonim, 2003).

Karideslerdeki melanosis olusumu ve Onlenmesi, bu konuda
kullanilan kimyasal ajanlar ve kalintilarina dair yapilan calismalar
sOyledir:

Robbins (1931), hexylresorcinol ve heptilresorcinoliin farkli sartlar
altinda emilim ve atiliminin miktarsal ¢calismalarini arastirmistir.



Otwell and Marshall (1986), karideslerde melanosis kontrolii i¢in
silfit kullammmi iizerine c¢alismis ve siilfitlere alternatif ajanlarin
arastirilmasini1 yapmuglardir.

Frankos et al. (1991), karideslerde melanosisi ©nlemek igin
4HR’nin kullanim1 ve toksikolojik ve farmakolojik degerlendirilmesini
calismislardir.

Radha et al. (1991), karideslerde siyah benek olusumunun
onlenmesi, 4-Hexylresorcinol ve kalint1 analizlerini ¢alismiglardir.

Slattery et al. (1995), siyah benek onlemede iri karideslerin uzun
stireli 4HR icine daldirma islemlerini incelemistir.

Jonker and Dekker (2000), HPLC-FLD ile 4HR kalintilarini
calismislardir.

Mendes et al. (2005), P.longirostris’de isleme siirecinde 4HR
kalintilarindaki degisimleri incelemistir.

Montero et al. (2005), melanosis inhibisyonu ve P.longirostris’ de
cesitli uygulamalar sonucunda 4HR kalint1 seviyelerini incelemistir.

Bu calisma ile Tiirkiye’de ilk kez karideslere avlama sonras1 hemen
4HR daldirma uygulamasi yapilarak 4HR’nin melanosis onlemedeki
etkileri gbzlemlenmis ve kalint1 analizleri yapilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Melanosis Uzerine Genel Bildirimler
2.1.1. Enzimatik esmerlesmeye genel bir bakis

Goriintim, tat, doku ve besleyici deger gida seciminde tiiketicilerce
gdz Oniinde bulundurulan dort Ozelliktir. Renk tarafindan ©Onemli
derecede etkilenen goOriinim, gida kalitesini  degerlendirmede
tilketicilerce kullanilan ilk O©zelliklerden bir tanesidir. Renk klorofil,
kerotenoit ve gidalardaki antosianinler gibi dogal olarak bulunan
pigmentlerce veya hem enzimatik hem de enzimatik olmayan
reaksiyonlar sonucu olusan pigmentlerce etkilenmis olabilirler.
Enzimatik esmerlesme meyve, sebze ve su iiriinlerini etkileyen en 6nemli
renk reaksiyonlarindan biridir. Baslangicta fenoloksidaz, fenolaz,
monofenoloksidaz, difenoloksidaz ve tirosinaz olarak bilinen
polifenoloksidaz enzimince bu olay katalize edilir ( Marshall et al.,
2000).

Enzimatik esmerlesme meyve sebze ve su iiriinlerinde en ¢ok
incelenen reaksiyonlardan biridir. Gida bilimi, bah¢ivanlik, ekim ve hasat
sonrasi fizyoloji, mikrobiyoloji ve hatta bocek ve kabuklu fizyolojisi ile
ilgilenen arastirmacilar bu sistemlerdeki etkilerinin farkliligindan dolay1
bu reaksiyonu incelemislerdir (Lambrecht, 1995.; Marshall et al., 2000 ).

2.1.2 Akuatik gidalarda esmerlesmenin ekonomik yararlari

Akuatik organizmalar gelisimleri ile ilgili 6nemli fizyolojik
fonksiyonlar1  bildirmek icin  polifenoloksidaza  giivenmektedir.
Polifenoloksidazlar karides ve 1stakoz gibi kabuklularda ve boceklerde
kabuk degistirme sonras1 kabugun sertlesmesinde 6nemlidir ( Marshall et
al., 2000). Polifenoloksidaz yaralarin iyilestirilmesinden de sorumludur.
Akuatik organizmalardaki yaralarin iyilestirilmesi, hem anti bakteriyel
hem de antifungal aktiviteler sergileyen kinononlarin polimerizasyonu
sonucunda iiretilmis bilesikleri iceren bitkilerde olusanlarla aymidir.
Maalesef hasat sonrasi kabuklarin polifenoloksidazca esmerlesmesinin
katalize etmesi hem kalite hem de bu iiriinlerin tiiketicilerce kabul
edilebilirligini zit olarak etkilemektedir.



2.1.3 Akuatik gidalarda esmerlesmeden dolayr olusan ekonomik
kayiplar

Hasat sonrasi akuatik gidalardaki esmerlesme veya melanosis
kabuklularda birincil olarak meydana gelmektedir. Bu yiiksek fiyath ve
ekonomik olarak degerli liriinler enzimatik esmerlesmeye son derece
aciktir. Melanosis hasat sonrasi1 depolama siiresince kafalar
ayiklanmadigi takdirde 1stakozlarda genellikle daha siddetlidir. Eger kafa
uzaklastirilirsa latent haldeki polifenoloksidazi aktive eden ve
esmerlesmeyi yiikselten proteazlart elemine etme acgisindan gerekli
ihtimam gosterilerek kuyrugun tamamen yikanmasi gerekir. Melanosisli
triinlerin zararli olmamasina ve tat veya aromayl bozmamasina ragmen
tilkketiciler bu iirtinlerdeki bozulmay1 ¢agristiran esmer renk degisiminden
dolayr bu iiriinleri se¢cmeyecektir. Bu {iriinlerdeki siddetli melanosis
marketlerde yer alan bu akuatik iiriinlerce yiiksek deger arz etmesinden
dolayr muazzam ekonomik kayiplara sebep olabilir. Onemli derecede
azaltilan veya melanosisin siddetinden dolayr tamamiyla kaybedilen
milyonlarca dolar degere sahip ABD’ ya giren ithal edilmis pek c¢ok
akuatik iiriin ornekleri bulunmaktadir (Marshall et al., 2000). Maalesef
bu iirlinlerin biiyiik bir cogunlugu bilimsel ve teknik kaynaklarca fakir ve
bu yikici kayiplarin olugsmasini 6nlemek icin gerekli isleme alt yapisinca
fakir olan gelismekteki iilkelerden elde edilmektedir. Diger taraftan
melanosis i¢in kabul edilebilir kabuklu tiirlerinin smirli  olmasi
melanosisi Onlemek icin {riinlerin nasil islenecegine karar verilmesi
problemine yol agmaktadir.

Yukarida tartismanin temelinde esmerlesmenin hem yararli hem de
zararh etkilere sahip olmasina dayandigi aciktir. Esmerlesmenin zararl
etkilerinin kontrolii bu yiizden gidacilara 6nemli bir sorun yaratmaktadir.

Meyve ve sebzelerdeki esmerlesmenin kontrolii meyve sebze ve su
iriinlerinde esmerlesmeyle sorumlu mekanizmanin anlasilmasina,
polifenoloksidaz enziminin 6zelliklerine onlar1 substrat ve inhibitorlerine
ve bu parametrelerin her birisini etkileyen kimyasal, biyolojik ve fiziksel
faktorlerin anlasilmasina baglidir. Bu mekanizmalarin anlagilmasiyla
gerek esmerlesmenin 6nlenmesinde gerekse siddetinin yavaslatilmasinda
uygulanabilir. Boylece {iriinlerin raf 6mrii uzatilabilir ( Martinez and
Whitaker, 1995 ).
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Sekil 2.1. Baz1 gidalarda melanosis durumu ( A.Karides, B.Elma , C.Muz )
(Lambrecht., 1995; Marshall et al.’dan, 2000)

2.1.4. Enzimatik esmerlesmenin fizyolojik rolii

Gidacilarin enzimatik esmerlesmenin nasil Onlenecegini daha iyi
anlayabilmeleri i¢in polifenoloksidazin bitki ve hayvan dokusunda neden
bulundugunun anlasilmasi1 ©onemlidir. Bu dokulardaki POE’nin bazi
fonksiyonlarinin bilinmesine ve tahmin edilmesine karsin, bilim adamlari
gerek bitkilerde gerekse hayvanlarda bu enzimin fonksiyonlarindan
olusan bulmacanin pargalarim bir araya getirmeye hala ugrasmaktadirlar
( Marshall et al., 2000; Martinez and Whitaker, 1995).



2.1.4.1. Hayvanlarda

POE gerek boceklerde gerekse kabuklularda zimojen veya
propolifenoloksidaz formunda bulunur ve bu canlilarda hastaliklara kars:
diren¢ sagladigr diisiiniilmektedir. Bu enzimin ayni zamanda hem
bagisiklikla hem de ayirt edicilikle ilgili olduguna inanilmaktadir.
Arastirmacilar karides ve 1stakozlarda latent POE’nin hem tripsin hem de
endojen enzimlerce aktive edildigini gostermektedirler (Chen and Challa,
1992). Bu arastirmacilar bu tiirlerdeki aktivasyonun bir kisim
izoenzimlerce olusturulan proteoliz sonucu olustugunu bildirmektedirler.
Simotripsin ve pepsin gibi tripsin kadar aktivasyonda etkili degildir
(Ferrer et al.,1989).

,/\ Melaninler

Antimikrobiyal

Mlkroorganlzmalar

Glukanlar
|Glikoproteinle

Laminarin A Polimerize
Proteaz & Uriinler

o ¢

Inaktif Aktif <:>
Polifenol Oksidaz Polifenol Oksidaz
Fenolikler

Sekil 2.2. Polifenol oksidaz enziminin mikroorganizmalarca aktivasyonu
(Lambrecht et al, 1995; Marshall’dan, 2000 )

Sekil 2.2, konak¢i savunma mekanizmasinca proPOE’nin
aktivasyonunu resmetmektedir. POE’i aktive eden proteazlar mikrobiyal
aktivitelerce eyleme gecirildigi disiiniilir. Glukanz, glikoproteinler,
laminarlinler, lipopolisakkaritler gibi mikroorganizmalarca {iretilen



ikincil ~ metabolitler =~ de  propolifenolinoksidazin ~ proteazlarca
aktivasyonunu baglatir. Bu metabolitler ayn1 zaman da proteolitik
aktivitelerin yoklugunda bile proPOE’nin aktivasyonunda yeteneklidir.
Hayvanlarda savunma mekanizmasinin POE aktivitelerini
benimsemesine ragmen kabuklu ve boceklerdeki asil rolii biiyilik olciide
yasam dongiisii siiresince kitin kabugunun sertlesmesine iligkindir.
Kabugun sertlesmesinin bocek ve kabuklularin kabuk degistirmesiyle
iligkili olmast sebebiyle proPOE’nin aktivasyonu kabuk degistirme
asamalarin kontrolii icin miikemmel bir mekanizma sunar. POE’nin
boceklerde genis Olciide calisilmasina ragmen hem kabuklularda hem de
boceklerde kabuk degistirme islemi hemen hemen aymi sekilde
gerceklestigi aciktir. ProPOE kabuk degistirme dongiisiiniin basindan
sonuna kadar bulunur (Marshall et al., 2000).

2.1.5. Esmerlesmenin kontrolii

Enzimatik  esmerlesmenin  oran1  dokunun  aktif POE
konsantrasyonu, fenolik konsantrasyonu, pH, sicaklik ve oksijenin
mevcudiyetine baglidir. POE fenollerin oksidasyonunu katalize ederek
oldukca aktif bilesikler olan kinononlara doniistiiriir. Kinononlar
kendiliginden polimerizasyona ugrayarak yiiksek molekiil agirlikli
bilesikler veya esmer pigmentleri ( melaninleri ) liretir. Bu melaninler
aminoasit ve proteinlerle reaksiyona girerek esmer rengin artmasina yol
acabilir (Marshall et al., 2000). Pek ¢ok calisma gidalarda POE’nin gerek
inhibisyonu odaklanmistir. Bu istenilmeyen enzim aktivitelerinin
kontrolii i¢in yillarca cesitli teknik ve yoOntemler gelistirilmistir. Bu
yontemler bir veya daha fazla reaksiyonda gerekli bilesiklerin yok
edilmesini amag¢lamistir.

v Oksijenin onlenmesi: Oksijenle temasin kesilmesi biiyiik
Olciide esmerlesmeyi geciktirir. Ancak esmerlesme oksijene
maruz kalinca hizla gerceklesir. Oksijenin uzaklastiriimasi
suya, sosa, salamuraya daldirmayla veya vakum
uygulamastyla miimkiindiir.

v" Prostetik bakir gruplarmin uzaklastirnlmasi: Enzimatik
esmerlesmenin olusabilmesi icin POE’nin bu bakir grubuna
sahip olmas1 gerekir. Selatin ajanlar bu bakir yapinin
uzaklastirilmasinda etkilidir (Chen and Challa, 1992).



v POE’nin inaktivasyonu: Konservelenmis veya
dondurulmus gidalarda esmerlesmenin kontrolii igin
buharda  haglamak gibi 1s11  islemler = POE’nin
inaktivasyonunda  etkilidir. ~ Ancak  1s11  islemler
uygulanabilirlik agisindan taze {iiriinlerde uygun degildir
(Montero et al., 2001).

v" Fenolik substratlarmin kimyasal modifikasyonu: POE
kafeik asit, protokatequik asit, klorojenik asit ve trozin gibi
fenolik substratlarin oksidasyonunu katalize eder. Bu
substratlarin  kimyasal —modifikasyonu  oksidasyonunu
onleyebilir (Sanchez-Ferrer et al.,1989;Taoukis et al., 1990).

v' Ozel kimyasal bilesikler: Belirli kimyasal bilesikler POE
aktivitelerinin iriinleri ile reaksiyona girer ve melanin
olusumuna yol agan enzimatik olmayan reaksiyon
asamalarinda olusan renkli bilesiklerin olusumunu inhibe
eder.

Enzimatik esmerlesmenin Onlenmesinde bircok teknik uygulanir.
Parcalayict enzimlerin kullanimi, dogal olarak olusan enzim inhibitorleri,
radyasyon uygulanmasi gibi olduk¢a yeni teknikler 1sil isleme ve
kimyasal islemlerle iligkili saglik risklerine alternatif olarak
arastirilmakta ve kullanilmaktadir (Mendes, 2005).

Esmerlesmenin kontrolii icin belli bagh bazi islemler su basliklar
altinda toplanabilir:

Isil islem

Dondurma

Dehidrasyon

Radyasyon islemleri

Yiiksek basin¢ uygulamasi

Siiper kritik karbondioksit uygulamasi
Ultrafiltrasyon

Ultrasonikasyon

ve ayrintili olarak ele alinacak olan; inhibitorler.
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2.1.5.1. inhibitorler

Enzimatik esmerlesme enzimleri, substratlari veya reaksiyonun
diger iiriinleri hedeflenerek inhibe edilebilir.

i.

il.

1il.

Enzimler hedeflenerek inhibisyon: Polifenol enzimi {izerine
direkt rol oynayan inhibitorler iki grupta toplanabilir. 11k grup,
azide, cyanide karbon monoksit, tuz iyonlar1 ve tropolone gibi
metal iyon selatorleri icerir ve ¢esitli kaynaklardan polifenol
iizerine iyi derecede etkir. Ikinci grup; benzoik asit ve cinnamik
asitin aromatik karboksilik asitlerini igerir ve fenolik bilesiklere
yapisinin benzerligi ile polifenol oksidaz enzimi ile rekabet
ederek etkir.

Substratlart hedefleyerek inhibisyon: Ortamdaki hem oksijenli
hem de fenolik substratlarin uzaklastirilmasi ile esmerlesme
kontrol edilebilir. Oksijenin uzaklastirilmas1 kuskusuz fenolik
oksidasyonun o©nlenmesinde kullanilan son derece memnun
edici bir islemdir. Bununla birlikte oksijenin asir1 derecede
azligl, anaerobik metabolizmanin eyleme ge¢cmesini ve bunun
sonucunda tat kaybi ve bozukluklar1 gibi bazi metabolizma
sapmalarina yol acar. Bazi spesifik absorbanlar gidalardaki
fenolik bilesikleri elemine etmesi icin fiziksel olarak
uygulanabilir. Cyclodextrinler, polifenol iceren bilesikleri
olusturarak polifenol oksidaz enzimini inhibe ettigi diisiiniiliir.
Bunun yam sira, siilfath polisakkaridler de esmerlesmede
inhibitor etkiye sahiptir.

Reaksiyon iiriinlerini hedefleyerek inhibisyon (McEvily et al.,
1992)

2.1.5.2.inhibitorlerin siniflandirilmasi

Gida islemede esmerlesme inhibitorlerinin kullanimi, toksisite,
saglik, tat, doku iizerindeki etki ve maliyetlere iligkin faktorlerce
sinirlandirilmistir. Esmerlesme inhibitorleri birincil etki mekanizmalarina
gore smiflandirilabilir. POE inhibitorlerinin 6 kategorisi enzimatik
esmerlesme onlenmesinde uygulanabilmektedir. Bunlar:
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Tablo 2.1. Enzimatik esmerlesmenin 6rnek inhibitorleri ( McEvily et al.., 1992)

Indirgeyici ajanlar

Siilfath ajanlar

Askorbik asit ve analoglari
Sistin

Glutathione

Selatin ajanlar

Fosfatlar
EDTA
Organik asitler

Asitli bilesikler

Sitrik asit
Fosforik asit

Enzim inhibitorleri

Aromatik karboksilik asitler
Alifatik alkoller

Anyonlar

Peptidler

Resorsinol bilesikleri

Enzim uygulamalari

Oksijenazlar
o-metil transferazlar
Proteazlar

Komplekslestirici ajanlar

Cyclodextrinler
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2.2. 4-Hexylresorcinol Uzerine Genel Bildirimler

2.2.1. Kimyasal ozellikler

HO

HO

CH,

Formiilii: C12H1802

Molekiil Agirhgr: 194.27 gr

Sinonim: 4-Hexyl-1,3-dihydroxybenzene; 4-Hexyl-1,3-benzenediol; 4-
Hexylresorcinol; 4-n-hexylresorcinol;  Ascaryl; crystoids
anthelmintic;  Gelovermin;  Caprokol;  Hexylresorcinol;  4-
Hexylresorcin  (Almanca); 4-hexilresorcinol — (Ispanyolca);  4-
hexylrésorcinol (Fransizca); 4-hexylresorcine

Fiziksel durumu: Beyazdan kirli beyaza kadar kristalize

Erime noktasi: 65 — 67 °C

Kaynama Noktasi: 333 °C

Su Icinde Coziinebilirlik: < 0.1 g/100ml (alkol ve eterde ¢oziilebilme )
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2.2.2.Kimyasal aciklamalar

Dihydroxybenzene molekiil yapisinin geleneksel isimlere sahip 3
izomeri bulunmaktadir. Ortho (1,2) izomer; cozeltilerde fotografik
giiclendirici olarak kullanilan berrak kristal formunda ve noron iletici ve
hormonal olarak o6nemli fizyolojik etkilere sahip  sentetik
catecholaminlerin iiretiminde baslatici rol oynayan; Catechol olarak da
adlandirilir. Meta (1,3) izomer; diazo boyar maddelerin iiretiminde
kullanilan igne kristalleri ve plastiklestiricileri olusturan Resorsinol’ diir.
Benzenin siilfiirik asidi buhari ile siilfonlastirilmasi ile ve kostik soda ile
benzen edisulfonik asidin erimesi neticesinde elde edilir. Resorsinol
recinelerde UV absorbani olarak kullanilir. Floresans iiretiminde, deri
boyamada ve yapistiricilarda kullanilir. Formaldehitle reaksiyonuyla
yapay ipek ve naylon yapiminda kullanilan recineyi iiretir. Silfiir gibi
diger akne tedavileriyle kombine olarak yagl cilt problemlerinde ve akne
tedavisinde kullanilir. Giines yaglarinda ve sampuanlarda kepek onleyici
olarak da kullanilmaktadir. Ayrica sentetik farmakolojik kimyasallarda
ve diger organik bilesiklerde ara fonksiyona sahiptir. Para (1,4) izomers;
fotografik giiclendirici ve iiretici olarak kullanilan berrak prizmalar
olusturan Hidrokinonon ( kinolon olarak da bilinir) olarak adlandirilir.
Benzokinononun ¢ok miktardaki kimyasal reaksiyonlarinda olusur. Bu
bilesik genel amagh inhibitor, stabilizer, antioksidant ve ara iiriindiir. En
onemli kullanimi1 diger inhibitér antioksidant, stabilizer ,boya ve zirai
kimyasallarin yapiminda ara iiriin olmasidir.

4-Hexylresorcinol; suda ¢oziinmez, alkol ve eterde coziilebilir,
gargaralarda ve deri yaralarinin temizlenmesinde antihelmentik ve
antiseptik olarak ve gidalarda esmerlesme Onleyici olarak kullanilir.
(http://www.chemicalland21.com/lifescience/phar/4-hexylresorcinol.htm)

2.2.3. Genel aciklamalar

Bu madde karides ve diger kabuklularda melanosis ( siyah benek )
gelisimin 6nlemek amaciyla kullanilmaktadir. Avrupa Birligi ‘nce daha
onceleri bu maksat disinda degerlendirilmemistir.

4-hexylresorcinol, yenilebilir kabuklu porsiyonunda yaklasik 1
mg/kg’lik bir kalinti ile sonuglanan 50 mg/litre konsantrasyonda sivi
soliisyon olarak uygulanmaktadir. Bu kullanimdan kaynaklanan bilesigin
viicuda alimi yaklasik olarak giinliik kisi bazinda 1-8 pg’dir. Bu sonuca
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karsin, Avrupa Birligi 4-hexylresorcinolii diisilk miktarlarda tiiketilen
maddeler i¢in daha Onceleri yaymlanmis ilkelere gore degerlendirmistir.
Komite, antiseptik olarak kullanilan, her pastilde 2,4-4 mg 4-
hexylresorcinol iceren bogaz pastillerinin bazi iilkelerde miktarin cok
cok iistiinde kullanildiginm1 bildirmektedir.
(http://www.inchem.org/documents/jecfa/jecmono/v35je04.htm )

2.2.4. Biyokimyasal ozellikler
2.2.4.1 Emilim, dagilhm ve atihm

Iki kisi 4-hexylresorcinolden 1 gr aldiklarinda, ilk 12 saat icinde
idrarda ortalama %18 geri alinmustir, sonrasinda bilesige idrarda
rastlanmamuistir. Fekal atilim ise dozun %64’ kadardir.( Robbins,1931)

2.2.4.2 Biyotransformasyon

4-hexylresorcinoliin bir eterik siilfat bilesigi formunda temel olarak
idrar yoluyla atildigi bildirilmistir ( Goodman and Gilman, 1970;
Marshall et al.’dan, 2000 ). Ancak bu bilginin dogrulugu
arastirilmamustir.

2.2.4.3.Toksikolojik calismalar

4-hexylresorcinol alkol icinde veya zeytinyadi icersinde kedilere
verildiginde 60 mg/kg a kadar bir dozajda patolojik etkileri olmadigi
gozlenmistir. Ancak 260 mg/kg’lik bir doz tiim hayvanlar icin 6liimciil
olmustur. 88-140 mg/kg araligindaki dozajda kopeklerde bir etki
gozlenmemistir ( Christensen and Lynch, 1993; Marshall et al.’dan,
2000).

2.2.5. MRL ( Maksimum rezidii limitleri) degerleri

Avrupa Parlamentosu ve Konseyi’nin, 95/2/EC Renklendirici ve
Tatlandiricilar Disindaki Gida Katkilart Direktifi ve 94/35/EC Gida
Maddelerinde Tatlandiricilarin Kullanimi  Direktifi’ni  diizenleyen 5
Temmuz 2006 tarihli 2006/52/EC Direktifi geregince; etken madde
olarak 4- Hexylresorcinol, E586 gida katki maddesi kodu ile taze,
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dondurulmus veya derin dondurulmus kabuklu et dokusunda maksimum
kalint1 limitini ( MRLs ) 2 mg/kg olarak belirlemistir.

‘E 586 #Hexylresorcinol Fresh, frozen and 2 mgkg as residues in crustacean
deep-frozen crusta | meat’;
ceans

2.2.6. Enzim inhibitorii olarak 4-Hexylresorcinol

Fenolik parcalara yapisal olarak benzeyen m-difenolik bilesikler
olan degistirilmis resorsinoller polifenol oksidaz aktivitesi iizerinde tam
bir Onleyici etkiye sahiptir ( McEvily et al., 1991,1992 ). 4. aromatik
resorsinol halkasina hekzil, dodesil veya siklohekzil gruplar1 hidrofobik
olarak baglanirsa polifenol oksidaz iizerindeki etki artmaktadir. Tirosinin
hem monofenolaz hem de difenolaz aktiviteleri 4HR ile inhibe
edilmektedir (Frankos et al., 1991 ). 4-hexylresorcinol farmasotik
kullannrmda uzun bir ge¢mise sahiptir ve melanosis inhibitorii olarak
giivenle ve etkin olarak kullanilmaktadir.

Poain relief fr sore throats

Strepsils

eXtra

Blackcurrant Lozenges
Hesylresarcinal

Arassihetsc ang
Agi

Sekil 2.3. 4-Hexylresorcinol, ozellikle bogaz pastillerinde antiseptik olarak
kullanilmaktadir.

4HR gidalarda esmerlesmenin kontroliinde siilfitlere gore bir kisim
avantajlara sahiptir. Bunlar, inhibitor etkisinde spesifik etkisi, diisiik
konsantrasyonda  etkili olmast ve kimyasal dayamkliligidir.
Esmerlesmenin Onlenmesinde askorbik asit ile birlikte sinerjik etkiye
sahiptir. 4HR polifenol oksidaza ©zel olarak etkirken askorbik asit
polifenol oksidaz tarafindan olusan kinononlar1 indirger ve enzimatik
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reaksiyonu katalize edemez hale getirir ( Kahn and Andrawis, 1985;
Marshall et al.’dan, 2000).

OH
RO\IOHO&‘HO] ( Renksiz )

} FRO +0,
oH -
o Kompleks
PPO + 0, /EI ——— . Femer
- - " Polimerler
R oH R 0 /
Difenol ( Renksiz ) Kinonon ( Renkli ) Amino asitler

Proteinler

| |

imlirgl"\'iri Ajan

Sekil 2.4. 4-Hexylresorcinoliin Polifenol oksidaz iizerindeki indirgeyici etkisi
(Kahn and Andrewis, 1985; Marshall et al.’dan, 2000 )

Birgok c¢alisma 4HR’nin karideslerde enzimatik esmerlesmenin
kontroliinde etkinligini gostermistir ( Otwell et al, 1992; McEvily et al,
1991 ). EverFresh™ | aktif bilesen olarak 4HR ve tasiyici ajan olarak
sodyum klorid igeren patentli bir iirlindiir ( ABD patent no: 5,049,438 ).
Siilfitlere alternatif olarak kabuklularda enzimatik esmerlesme yani siyah
benek olusumunun kontrolii i¢in incelenmistir ( Lambrecht, 1995 ). Taze
kafalar1 ayrilmis karidesler 1 dk siireyle 4HR i¢ine daldirildiklarinda,
temiz suya veya %]1,25 sodyum metabisiilfite daldirilmis olanlara gore
daha uzun bir periyotta siyah benek olusumunda ciddi bir dayaniklilik
sergilemistir. 2 °C de 7 giinliik bir depolama sonrasinda bu karides
orneklerinde temiz su uygulanmis olanlarda %54 oraninda, sodyum
metabisiilfit uygulananlarda % 11 ve 4HR uygulanan orneklerde ise
sadece %3,6 oraninda siyah benek olusumu gozlenmistir ( Sekil 2.5 ).
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Sekil 2.5. Islenmemis baslari ayrilmis karideslerde 2°C de depolanma siiresince
siyah benek olusumu (Lambrecht, 1995; Marshall et al.’dan, 2000 )

14. giin sonrast kontrol numunesinde ve siilfit uygulanmis
orneklerde sirasiyla % 75 ve %25 oraninda siyah benek olusmustur.
Ancak 4HR uygulanmig karideslerde ise siyah beneklerde bir artis
gdzlenmemistir.

4-hexylresorcinol kimyasal olarak dayanikli suda coziilebilen bir
bilesiktir. Toksikolojik, mutajenik, karsinojenik ve alerjik incelemeler ve
caligmalar karides uygulamalarinda 4HR kullanim seviyelerine iliskin
herhangi bir risk olmadigin gostermektedir ( Frankos et al, 1991 ). 4HR,
karidesler icin kullaniminda Amerika Birlesik devletleri Gida ve ilag
Yonetimi ( US Food and Drug Administration ) tarafindan GRAS
(Generally Recognised As Safe, genel olarak giivenlidir ) olarak kabul
edilmistir ( Frankos et al., 1991;). Karideslerde melanosis Onlemede
kullanimi 1 ppm’e kadar olan kalint1 limitlerinde tat, doku veya renkte
herhangi bir etkiye sahip degildir (Iyengar et al, 1991).

Enzimatik  esmerlesmenin  kontroliinde  yeni  yaklasimlar
tiniversitelerde, devlet arastirma laboratuarlarinda ve ticari sektorde
calisma altindadir. Bu alternatif yontemler, etkinlik, maliyet ve
diizenleyici etkilerine gore degerlendirilmelidir. Enzimatik inhibitorler
tat, doku ve rengi etkilememelidir. Belirli bir esmerlesme Onleyici
ajaninin  se¢imi uygulanacak metodun yani sira bu faktorlere de
dayanmaktadir.
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Enzimatik esmerlesmenin kontroliinde pek ¢ok metot uygulanabilir.
Fiziksel uygulamalara ilave olarak, kimyasallarin biiyiikk bir kismi
polifenol oksidazi inhibe edebilmektedir. Ancak sirli sayidaki
enzimatik esmerlesme inhibitorleri tiiketici sagligi ve/veya maliyetler
sebebiyle kabul edilerek uygulanabilmektedir.
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3. MATERYAL METOD
3.1. Materyal
Bu calismada Penaeidae familyasi1 karideslerden P. longirostris

tirii kullanilmistir. Ortalama 10 cm boyunda 4,5 kg karides ile Ornegi
calisilmistir.

3.1.1. Materyalin hazirlanmasi

Bu c¢alismada  kullanilacak
karideslerin  avlanmast  amaciyla
[zmir-Seferihisar koyundan 5 kisilik
miirettebata sahip kiiciik bir trolle
denize ¢ikildi. Av sahasi; Teke Burnu
ile Ozdere arasinda 38° 06" 682” N
enlemi ile 26° 41" 158” E boylamlar1
arasindaki bolgedir. Derinlik olarak

2/12/2005 i N e . 120 ile 140 kulag (1 kulag :1,83 m )
ok aa LS ; arasinda ¢ekim yapilmistir. Cekim 2
knott (mil/sa)’lik bir hizla saat 06.2 ile 1322 arasinda

gerceklestirilmistir.

3.1.2. 4-Hexylresorcinol uygulamasi

Calisma gruplar olarak, avlanan karidesler gruplara ayrilarak daha
onceden tespit edilen ylikleme miktarlarina karsilik gelecek sekilde tekne
tizerinde 2 dk’lik daldirma yontemiyle 4HR ile muamele edildi. Calisma
oncesi 4 seviye tespit edildi. Her bir grup i¢in 750 gr kabuklu karides
ornegi esas alindi. Karides / deniz suyu orani %2 olacak sekilde her bir
grup icin 1,5 L deniz suyu hazirlandi. Hesaplanan konsantrasyonlara
karsilik gelecek sekilde 4HR deniz suyu igersinde ¢ozdiiriildii.
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Tablo 3.1. Konsantrasyonlarin hesaplanmasi

0,0379 gr 4HR 1500 ml deniz suyu icinde
Grup A ( %0.0025) cozdiriildi.

0,7565 gr 4HR 1500 ml deniz suyu iginde
Grup B (%0.05) cozdiiriildii.

9,3012 gr 4HR 1500 ml deniz suyu icinde
Grup C (%0.62) cozdiiriildii.
Grup D (%0.1) 1,5616 gr 4HR 1500 ml deniz suyu iginde

¢cOzdiiriildii.

Sekil 3.1 -1

Sekil 3.1 - 2

Sekil 3.1. Numune hazirlanmasinda kullanilan ekipman

Avlanan karidesler deniz suyu ile yikama sonrasi tartilarak ( Sekil
3.1-1 ) her bir grup kendi daldirma soliisyonlar icinde 2 dk bekletildi.
islem tamamlaninca karides 6rnekleri numaralandirilmis saklama kaplari

( Sekil 3.1-2 ve Sekil 3-2 ) igersine alinarak %2

karides/ buz olacak

sekilde kirilmis buzla kaplanarak soguk hava deposunda karaya

cikincaya kadar tutuldu.
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Sekil 3.2- 1

[0 L2 2 00E

Sekil 3.2- 2

Sekil 3.2. Numunenin saklamada kullanilan ekipman

3.2. Metod

3.2.1. HPLC Sistemi

Bir HPLC sistemi bireysel modiiller halinde veya tek bir aparat
olarak kurulabilir. Modiiller bir sistem bir sorun halinde daha esnek bir
yapiya sahiptir. Parca degisimi modiiller sistemde miimkiin oldugu gibi
tek bir firmaya bagli kalma zorunlulugu da ortadan kalkmis olacaktir.
Eger kendi basiniza baz1 kiiclik problemleri ¢6zmek gibi bir diisiince
sahibi degilseniz bu durumda kompakt sistemleri tercih etmelisiniz.
Kompakt sistemler ise daha fazla modiilden olustugu icin ¢cok daha fazla

yer kaplayacaktir.




22

241  )bar

e
-
e
e
e
o
=
o

)

Sekil 3.3. HPLC iinitesi temel diyagrami 1-Solvent Sisesi 2-Fritli transfer hatt1 3-
Pompa 4- Enjektor 5-Kolon (Termostatli) 6-dedektdr 7-Atk 8-Veri Degerlendirme (
Meyer, 2004 )

Bir HPLC sistemi sekilde gosterildigi gibi en azindan Mobil faz
iinitesi, transfer hatti, pompa, kolon, dedektor ve verileri kaydedip
degerlendirme birimlerine sahip olmalidir. En Onemli par¢a kolon
olmasina ragmen genellikle en kiicik parcadir. Is1 kontrolii igin
termostata yakin yerlestirilir. Birden fazla solvent (¢oziicii) ile calisma
yaygin oldugu i¢in pompa biriminde kontrollii bir mikser gerekmektedir.
Degerlendirme bir bilgisayar ile yapiliyorsa ayn1 zamanda tiim sistemin
kontrolii de bu bilgisayar ile yapilabilmektedir.
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Sekil 3.4. Analizlerimizde kullanilan HPLC sistemi

HPLC’nin dogas: geregi 3 saglik riski bulunmaktadir:
Toksik solventler

Sabit fazdan kaynaklanan pulmoner irritasyon
Yiiksek basinctan ileri gelen tehlike

Solventlere ve bunlarin buharlarina uzun ve kisa vadede maruz
kalmanin riskleri herkesge bilinse de genellikle gerekli itina
gosterilmemektedir. Kaplar amaclarina uygun bicimde kapaklarla
kapatildiginda ve kimyasal atiklar yeterli genislikteki kaplarda ve itina ile
uzaklastirildiginda laboratuar i¢i toksik buhar, c¢evresel kirlilik
olmayacak ve yliksek safliktaki solventlere bulagmamis olacaktir.

3.2.2. Kalint1 Analiz Metodu

4HR kalinti miktarlarim tespit i¢in Jonker and Dekker (2000) ‘e ait
metod kullanilmistir. Metod; iiriinlerin metanol ile ekstraksiyonu ve ters
faz kolon ile fluoresans dedektorde tespitine dayanmaktadir. % 75
ortalama geri alim ile 25, 50, 75, 100 ppb’lik standartlarla degerlendirme
yapilmistir.

Avlamay1 takip eden 2, 4, 7 ve 14 giinlerde her bir grup 6rnekten 3
paralel caligitlmistir. Orneklere ilave olarak 3 blank (kor) 6rnek ve 3 spike
(ytiklii) ornek giinliik geri alim ve kontrol i¢in calisilmistir. Calisma
sonunda toplamda 72 6rnek sonuclar1 degerlendirilmistir.
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3.2.2.1. Reaktifler

¢ 4-Hexylresorcinol H-6250 ( Sigma Chemical CO.): Stok
soliisyonu; 10 ml’lik hacimli balon i¢ine 50 mg 4-HR tartilarak
methanol ile ¢ozdiiriilerek hacme tamamlanir. Stok standarda ise;
stok soliisyonundan 200 palinarak 10 ml MeOH ile dilue edilir. LC
stok soliisyonu: 250 u stok standardindan alinarak 10 ml MeOH ile
hazirlanir. LC calisma standartlari: 25, 50 ve 75 ng/ml olacak
sekilde LC stok soliisyonundan alinarak mobil faz ile hazirlanir.

¢ Fosfat Buffer ( pH 3.0): 0,01 M’lik olarak hazirlanir.1,36 gr
KH,PO4 1 L su igersinde cozdiiriilerek pH % 25’lik H3POy, ile
ayarlanir.

e Ultra saf su

e Mobil faz: Fosfat buffer : Acetonitril ( 40+60, v/v)

3.2.2.2. Cihazlar:

e LC Sistem: Agilent 1100 Series, Fluoresans dedektér ve
ChemStation Software

¢ L.C analiz kolonu: Ters-faz C;3 250 x 4 mm ( Inerstil ODS,)

¢ Degasser: Agilent D1100

3.2.2.3. Ekstraksiyonun hazirlanmasi

Numuneler:

Karidesler ayiklanir ve homojenize edilir.

5 gr homojenize doku 50 ml’lik santrifiij tiipiine alinarak
tizerine 10 ml su ilave edilir.

30 sn karistirilir.

15 ml metanol ilave edilip 30 sn ultrasonikte tutulur.

5 dk. 3000 g’de santrifiij edilir.

Ust faz 50 mI’lik hacimli balona filtre edilerek alinur.

oo OO
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O 10 ml ilave edilerek ekstraksiyon iki kez daha tekrarlanarak
ist fazlar balonda filtre edilerek toplanir. Hacim su ile 50
ml’e tamamlanir.

O Balon karigtirilir.

O 5 ml alinarak 20 ml’lik hacimli balonda mobil faz ile hacme
tamamlanir.

O 1 ml eppendorf tiipiine alinarak 3 dk 11000 g’de santrifiij
edilir.

Q Ust fazin 50 p’s1 cihaza enjekte edilir.

Yiiklii Numuneler:

5 gr homojenize karides numunesine 100 u 4HR stok
standardindan ilave edilip 15 dk beklenir ve ekstraksiyon prosediirii
aynen uygulanir.

3.2.2.4. Kromatografik kosullar

Akis hizi: 0,8 ml/dk
Enjeksiyon hacmi: 50 p
Dedektor: Ex: 280 nm
Em: 310 nm
Caligma siiresi: 15 dk

Baslama ve bitislerde LC calisma standartlarindan 50 ng/ml’lik
standart ve yiiklii numuneler ile ¢alisilmistir.
3.2.3. Melanosis Degerlendirme

Orneklerdeki melanosis gelisiminin degerlendirilmesinde Otwell ve
Marshall’a ait melanosis skalasi esas alinmistir.
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Tablo 3.2. Otwell ve Marshall melanosis gelisim skalas1

Melanosis gelisim skalasi

Melanosis Aciklama (Otwell ve Marshall, 1986)

Durumu

0-1 Melanosis yok |

Bazi karideslerde az
melanosis

Cogu karideste az
melanosis

Cogu karideste, orta
derecede melanosis

Cogu karideste,
yiiksek derecede
melanosis

Agir derecede, kabul
edilemez




4.BULGULAR

4.1. Melanosis Gelisimi Icin Bulgular
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Karaya cikartilan 6rnekler en kisa siirede laboratuara ulastirilarak
buzdolabinda ortalama 2,8 ° C de tutuldular. iki haftalik bir siirecte
burada bekletilen ornekler, giinliik yapilan melanosis degerlendirilmesi
esnasinda, gerekli oldugu diisiiniildiigiinde, kirli sular1 uzaklastirilarak
yerine kirilmig buz ilavesi yapilarak soguk muhafazasi son derece
dikkatle takip edilmistir. Bu siire zarfinda kaydedilen melanosis gelisimi
sOyle gerceklesmistir:

Tablo 4.1. Melanosis gelisimi

GRUPLAR
- A B C D

UL (%0,0025)| ( %0,05) | (%0,62) | (%0,1) BLK
1.GUN 1 1 1 1 1
2.GUN 1 1 1 1 2
3.GUN 1 1 1 1 3
4.GUN 2 1 1 1 5
5.GUN 2 2 1 1 5
6.GUN 3 2 1 1 7
7.GUN 4 2 2 1 8
8.GUN 4 2 2 2 9
9.GUN 5 3 2 2 10
10.GUN 6 3 2 2 10
11.GUN 6 3 2 2 10
12.GUN 6 3 2 2 10
13.GUN 7 4 2 3 10
14.GUN 8 4 2 3 10

Tablo dikkate alindiginda, kor oOrneklerde 4. giinden sonra
melanosis gelisimi kabul edilebilir diizeyi asmaya baslamistir. 7. giinden
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sonra yiiksek derecelere ulasmistir. 4HR uygulanmis 6rneklerde ise ilk 6
giin i¢inde melanosis gelisimi oldukca diisiik diizeylerde gerceklesmistir.
Konsantrasyona bagli olarak melanosis gelisimi degismistir. Yiiksek
konsantrasyon uygulanmis orneklerde ( Grup C ve Grup D ) 2 haftaya
yakin bir siirede melanosis gelismemistir. Tiiketim siiresinde ( ilk 4 giin )
4HR melanosisi engellemede basarili olmustur.

Orneklerdeki melanosis durumu, Otwell ve Marshall’in skalasina
gore degerlendirilerek karideslerin durumlar1 dijital ortamda
kaydedilmistir. Calismaya baslamadan o©nce Ornekler buzdolabindan
calisma masasina ¢ikartilmis ve goriintiileri alinmistir. Giinlere bagh
olarak alinan gruplarin fotograflar1 sdyledir:

2. Giin:

Tablo 4. 2. Orneklerin 2.giin kayitlart
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2.giin orneklerde renk ve doku biitiinliigli gayet iyidir. Melanosis
olusumu heniiz ¢ok erken sathalarindadir. Grup C ve Grup D
orneklerinde 4HR partikiilleri hafif gézlenmektedir.

4.Giin:

Tablo 4. 3. Orneklerin 4. giin kayitlari

rup B - Grup C

Kor orneklerde melanosis gelisimi belirmeye baslamistir. Yiiksek
konsantrasyonlu gruplarda 4HR toz partikiilleri halinde karideslerin ayak
dipleri, karin bolgesi ve kuyrukta pembe birikimler yaptigi tespit
edilmistir.
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7.Giin:

Tablo 4. 4. Orneklerin 7. giin kayitlar1

rp C Grup D

_ Kor orneklerdeki melanosis gelisim kabul edilebilir diizeyi agmustir.
Orneklerdeki doku biitiinliigti bozulmaya baslamistir. C ve D
gruplarindaki kalintilar daha belirgin ve yogun haldedir.
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13. Giin:

Tablo 4. 5. Orneklerin 13. giin kayitlart

A grubu ve kor ornekler, gerek melanosis durumu gerekse doku
yapist agisindan tiiketim icin uygun degildir. B, C ve D grubu 6rneklerde
melanosis uygun olmakla birlikte doku bozulmalari, kabuk
parcalanmalar1, ayak ve bas kisimlardaki kopmalar tiiketici lizerinde
olumsuz etkiye sahiptir. C ve D grubu ornekler pembe 4HR kalintilart
sebebiyle mat bir goriiniime sahiptir.
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Tablo 4.6. A grubu 6rneklerde giinlere baglh melanosis gelisimi
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4.2. Kalint1 Miktarlari icin Bulgular

Belirlenen giinlerde karides Ornekleri analiz prosediiriine uygun
olarak ekstrakte edilip kalmtilar1 tespit i¢cin HPLC ye verildi. ik giin
orneklerindeki kalint1 miktar1 cihazda meydana gelen kiigiik bir problem
sebebiyle tespit edilememistir. Ancak 2, 4, 7 ve 14. giin kalintt miktarlari
verimli bir sekilde tespit edilmistir ( Orneklerin kromatogramlar1 ve
kalibrasyon degerlerinin bir kismi EKLER boliimiinde verilmigtir.) .
Tespit edilen kalint1 miktarlar1 tablodaki gibidir:

Tablo 4.7. Tespit edilen kalint1 miktarlar ( pg/Kg )

- Grup A Grup B Grup C Grup D
SRS (%0.(1))025) (%0%5) (%022) (%(El)
48.266 412,064 | 4568710 | 4995.400
2.GUN | 40202 636,440 | 4595000 | 16313.870
12,622 630.199 | 4684890 | 1516,685
Ortalama| 43,697 576234 | 4616200 | 7775318
53.450 634520 | 6235260 | 2130.130
4.GUN | 60489 786,720 | 6474.060 | 2037.320
59.720 1233250 | 6921.110 | 2788.730
Ortalama| 57,886 884,830 | 6543477 | 2318,727
58.047 1205080 | 10727510 | 3138.750
7.GUN | 49544 899.760 | 9959370 | 2935520
47,384 1165640 | 6923210 | 3107.540
Ortalama| 51,958 1120160 | 9203363 | 3060,603
100381 1274720 | 18381.920 | 3720.600
14.GON [ 66434 1371940 | 21420040 | 3489.680
90,275 1469500 | 22636241 | 3287.320
Ortalama| 85,697 1372,053 | 20829400 | 3499,200

Numunelerle birlikte ¢alisilan kor ve yiiklii 6rneklere bagli olarak
geri alimlar1t % 82 ile % 115 arasinda degismektedir. Bu geri alimlara
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bagli olarak numunelerdeki gercek kalinti miktarlart su sekilde
gerceklesmistir:

Tablo 4.8. Geri alimlara bagl olarak diizeltilmis kalinti miktarlar1 (ug/kg )

Ort: Ortalama SD: Standart Sapma RSD: Rolatif Standart Sapma

.. Grup A Grup B Grup C Grup D

GUNLER | (%0.0025) | (%005 | (%062 | (%0.1)
41,967 358,290 3972,493 | 4343,500
2.GUN 34,956 553,385 3995,353 | 14619,660
37,060 591,433 4073,512| 1318,758
Ort. 37,994 501,036 4013,786| 6760,639
SD 2,938 102,125 43,251 5692,710
RSD 7,732 20,383 1,078 84,204
46,475 551,715 5421,559 1852,148
4.GUN 52,595 684,053 5629,195 1771,450
51,927 1072,311 6017,905| 2424,801
Ort. 50,332 769,360 5689,553| 2016,133
SD 2,741 220,927 247,170 290,844
RSD 5,446 28,716 4,344 14,426
61,403 1349,033 11174,418| 3269,510
7.GUN 51,608 937,244 10374,277| 3057,814
49,358 1214,201 7211,631| 3237,000
Ort. 54,123 1166,826 9586,775| 3188,108
SD 5,229 171,417 1710,953 93,083
RSD 9,661 14,691 17,847 2,920
123,178 1564,209 22556,454| 4565,548
14.GUN 81,521 1683,508 26284,531| 4282,186
110,776 1803,223 27838,286| 4033,870
Ort. 105,158 1683,647| 25559,757| 4293,868
SD 17,464 97,577 2216,365 217,214
RSD 16,607 5,796 8,671 5,059

Yukaridaki ifadeler kalintt miktarlarinin pg/kg (ppb) cinsinden
ifadeleridir. Ekstraksiyon siiresince numune 40 kat dilue edildigi icin
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kalint1 miktarlar1 yukaridaki degerlerin 40 kati hesaplanarak kg miktara
karsilik gelen kalint1 miktarlar tespit edilmis olacaktir. Bu durumda;

Tablo 4.9. Kalinti miktarlarinin ppm (mg/kg) olarak degerleri
* : Degerler arasinda bir korelasyon olmadigi icin hesaplanmamastir.

Gruplar
Giinler
A B C D
2 1,52 20,04 160,55 -k
4 2,01 30,77 227,58 80,65
7 2,16 46,67 383,47 127,52
14 4,21 67,35 1022,39 171,75

Kalinti miktarlarini grafiksel olarak ifade edecek olursak;

Tablo 4.10. Kalint1 miktarlar1

Kalint1 Miktarlar: ( ppm )

~1100,00
900,00 + ——Group A
700,00 + — Group B
= 500,00
£ 300,00 | Group C
& 100,00 + Group D
-100,00
2 4 7 14
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Tablolardaki degerlerden de anlasilacagi iizere A Grubu
disindakiler Avrupa Birligi MRL ( Maximum Residue Limits,
Maksimum Kalint1 Seviyeleri ) degeri olan 2 mg/kg seviyesini daha ilk
giinden agmis bulunmaktadir. Bu sebeple A Grubu orneklerini ayrintilt
olarak incelenirse A grubu 6rneklerin kalinti miktarlar1 ve giinliik yiikli
numunelerin geri alimlar birlikte degerlendirildiginde;

Tablo 4.11. A grubu kalinti miktarlar1 ve geri alimlar

.. Grup A .
Giinler ( %0.0025) Geri alimlar
2 1,52 115
4 2,01 115
7 2,16 96
14 421 81,5

MRL seviyeye bagl olarak grafiksel degerlendirildiginde ise;

Tablo 4.12. A Grubu kalint1 miktar1 grafiksel degerlendirme

A Grubu Kalinti Miktari

5,00
—~ 4,00
3,00 -
2,00 -
1,00
0,00

Group A
------- MRL Deger

Miktar (ppm

Gunler
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Tabloda anlasildig: iizere orneklerdeki kalint1 miktarlar ilk 4 giin
icinde MRL seviyenin altindadir. 4 ile 7. giinler arasinda ise sinir
seviyede kalint1 icermektedir. Ancak 7 giinden sonra seviyeyi astig1 icin
AB kalinti yoOnetmeligince tiiketimine izin verilmeyecektir. Burada
dikkati ¢ekecek bir nokta sudur ki; bir haftalik bir siirede melanosis
gelisimi, skala degeri olarak sadece 4’e kadar yiikselmistir (Tablo 10 ).
Aym siirecte kalintt miktar1 ise MRL seviyelerdedir ( Tablo 15 ). 4HR
uygulanmis Ornekler, kor grup oOrneklerin 3. giinden sonra ulastig
melanosis seviyesine 7.giinden sonra ulagmistir. Yani raf Omriinii
neredeyse iki kat arttirmis ve kalinti yoniinden riskli seviyelerin altinda
kalmustir.
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S. TARTISMA

Bu calisma karideslerde 4HR uygulamasi sonucu gozlenen
melanosis gelisiminin degerlendirilmesi ve 4HR kalintilarinin giinlere
bagl degisiminin tespiti i¢in yapilmistir.

Calisma oOrnekleri ayni zamanda, aym bolgede ve trol ile
avlanmistir.  Gruplara  ayrilarak  o6rneklerin  her  biri  farkh
konsantrasyonlardaki 4HR soliisyonuna daldirilmislardir. Daldirma
stiresi sabit olup 2 dk’dir.

Melanosis gelisimi dijital goriintiileri kaydedilerek giinliik olarak
takip edilmistir. Melanosis olusumu 4. giinden sonra hizlandig1r ve 4HR
uygulanmamis blank ( Kor ) orneklerde 5.giinden sonra dokunun uygun
olmadigr gozlenmistir. %0,62 ve % 0,1’lik konsantrasyonlarda 4HR
uygulanmis Orneklerde 14 giin i¢cinde herhangi bir melanosis olusumu
gozlenmemistir. Ancak dokunun yapisin1 koruyamamasit ve 4HR’nin
karapaks, bacak dipleri ve bas bolgesinde yogun birikimi tiiketici
begenisi agisindan olumsuz oldugunu diisiindiirmektedir. Melanosis
geligimi yoniinden, % 0,0025 , %0,05 , %0,62 ve %0,l1
konsantrasyonlarindaki 4HR uygulanmis her bir grup tatmin edici
sonuglar vermistir. Ilk 7 giinliik tiiketim periyodu i¢in melanosis olusumu
kabul edilebilir diizeyi asmamaistir.

Melanosis  ¢6nlemede 4HR, %0,0025 gibi diisiik bir
konsantrasyonda bile etkili olmustur. Montero et al. (2005),
calismalarinda 4HR’nin  degisik  konsantrasyonlarda  melanosis
inhibisyonunda etkilerini calisarak 6. giine kadar %0,0025
konsantrasyonda kullannominda skala degeri olarak 4’t asmadigini
gostermiglerdir. Aymi ¢calismalarinda % 0,05 — 0,01 - 0,1 - 0,5 -1 -5
konsantrasyonlarini da denemislerdir. Melanosis skala degerinin 6zellikle
yiiksek konsantrasyonlarda 12 giin sonrasinda bile 2 degerini agsmadigini
belirtmislerdir. Yapilan ¢alisma bu verileri destekleyerek % 0,0025’1lik
konsantrasyonda melanosis degeri olarak 7. giinde 4 degerine ulagmustir.

Kalinti analizleri icin HPLC-FLD kullanilmistir.  Farkli
konsantrasyonlardaki her bir grup 3 paralel oOrnekle calisilmistir.
Paraleller aras1 rolatif standart sapma ortalama olarak 10,89 olarak
gerceklesmistir. Hatta bazi grup orneklerde rolatif standart sapma 1,07
gibi oldukg¢a 1yi degerlere ulagmustir.

Uygulanan 4HR konsantrasyonu arttikga dokuda biraktigi kalinti
seviyesi de benzer olarak artmistir. En yiiksek kalinti miktari, %0,62
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konsantrasyondaki 4HR icine daldirilmis olan Grup C orneklerinden elde
edilmistir. Deger olarak en yiiksek miktar 14. giin analizlerinde Grup C
orneklerinde ortalama 1022,39 mg/kg olarak tespit edilmistir. En diisiik
deger ise 2.giin analizlerinde A Grubu Orneklerinde 1,52 mg/kg olarak
kaydedilmistir.

Calisma standartlar1 olarak 25 — 50 — 75 — 100 ppb’lik 4HR
standartlar1 kullanilmistir. “0” noktast dahil toplam 5 noktadan gececek
sekilde hazirlanan kalibrasyon egrisi 0,9998 koreldsyon ile sonug
vermistir.

Yapilan caligmalar sonucunda 4HR kalintisinin giinlere bagh olarak
artis gosterdigi tespit edilmistir. Grup A Orneklerinde 2.giin kalinti
miktart 1,52 mg/kg, 4.giin kalint1 miktar1 2,01 mg/kg, 7.giin kalint1
miktar1 2,16 mg/kg ve 14.giin kalint1 miktar1 4,21 mg/kg olarak tespit
edilmistir. Degerler kalinti miktarinin arttigin1 gostermektedir ( Tablo
4.12).

Montero et al. ( 2005 ); yaptiklar1 ¢alismalarinda %0,01°lik 4HR
uygulamasinda 2.giin 2,73 mg/kg, 4.giin 3,22 mg/kg, 7.giin 2,57 mg/kg
ve S5.giin 5,91 mg/kg kalintt miktar1 tespit etmistir. Benzer sekilde
Mendes et al. (2005), yaptiklar1 ¢alismada kalinti miktarinin daldirma
stiresi artikca ve daldirma soliisyonunun konsantrasyonu yiikseldikce
4HR kalint1 miktarlarinda artis oldugunu gostermislerdir.

4-Hexylresorcinol Kalintilar

migkg
25
[
20 | e
_— -— 0.10%
151 ¢ —-— 0.26%
10
——
5 * —
U T T T T T T
o 10 &

Sekil 5.1. Kalinti miktarlarindaki artis ( Mendes et al. , 2005 )
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Kalint1 analizleri i¢in Jonker and Dekker (2000) uyguladiklari
metod kullanilmistir. Mendes et al. (2005), isleme siirecinde 4HR kalinti
miktarlarinin degisimin inceledikleri ¢alismalarinda yine Jonker and
Dekker’in (2000) metodunu tercih etmistir. Ancak bazi ¢alismalar 4HR
analizlerinde farkli metod ve yoOntemlerin de kullanilabilecegini
gostermektedir. Montero et al. ( 2005 ), calismalarinda Smallwood et al.
(1998)’e ait metodu tercih etmislerdir.

4HR’nin ticari olarak kullanimi yaygin degildir. Mevcut sartlarda
su iirtinleri sektoriinde kullanim1 yoniinde sadece bir yurtdisi firmasi goéze
carpmaktadir. ABD’de EverFresh™ adi ile piyasaya sunumu soz
konusudur. Bu firma disinda ticari olarak arzina rastlanmamuistir.
EverFresh™ | 4HR’yi sodyum kloridle kompoze ederek piyasaya
vermektedir.

Enzimatik inhibitorlerin bir arada kullanimi melanosis 6nlemede
daha etkili oldugu yoniinde bazi calismalar yapilmistir. Ozellikle
Montero et al.(2005) ayrintili bir calisma yapmislardir. Calismalarinin
neticesinde asagidaki tablodaki degerleri elde etmislerdir:

4
= * AC
;‘E
a3 5 o AC-CH
o
:.E: 2 - ""'::H
) o §-NaCl
P

1{4“- T T I

0 3 ] ] 12

Giinler

Sekil 5.2. Enzimatik inhibitorlerin bir arada kullanimi ( Montero et al., 2005 )

AC: %0,5 Askorbik asit, %0,5 Sitrik asit ve %0,3 Asetik asit iceren 4HR

CH: 450 mg/kg EDTA ve %1,5 Sodyum Piyrofosfat iceren 4HR

AC+CH: %0,5 Askorbik asit, %0,5 Sitrik asit ,%0,3 Asetik asit, 450 mg/kg
EDTA ve %1,5 Sodyum Piyrofosfat iceren 4HR

S-NaCl: Sorbitol ve NaCl iceren 4HR’nin serpme olarak kullanimi

Yapilan ¢alisma, 4HR’nin tek basina kullaniminin da melanosis
onlemede oldukga etkili oldugunu gostermistir.



41

4HR calismalar1 heniiz yeni yeni baslamustir. {lk calismalar 1990’1
yillarda yapilmaya baglamistir. Konunun yeni olmasi, yeni ¢alisilmaya
baslamis olmasi bu konuda baz1 eksikliklere neden olmustur.
Calismalarin biiyiik bir kismu belli tiirlerle sinirli kalmustir. Ozellikle
P.longirostris lizerinde calisilmistir. Mendes et al. (2005), yine ayni
sekilde P.longirostris’te 4HR kalinti miktarlarinin isleme siirecindeki
degisimlerini calismistir. Lopez et al. (2005), 4HR iceren uygulamalarla
Norve¢ 1stakozu  Nephrops norvegicus’ta kalite  degisimlerini
incelemistir. Otwell and McEvily (1990), EverFresh™ ile %0,0005 gibi
diisik konsantrasyonda P.duarorum’da melanosisi etkili bir sekilde
onledigini bildirmislerdir.
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6.SONUC VE ONERILER

Karideslerde yapilan incelemeler sonucunda, melanosis i¢in kabul
edilebilir diizeye kadar degerler ilk hafta korunabilmistir. %0,0025
konsantrasyonda 4HR uygulanmis Grup A oOrneklerinde 7.giine kadar
melanosis degeri 4’0 asmamistir. %0,05 konsantrasyonda 4HR
uygulanmis Grup B oOrneklerinde ise 12.giine kadar melanosis degeri 4
skala ( Otwell and Marshall, 1986 ) degerini asmamistir. Grup C
orneklerinde ise %0,62 konsantrasyonunda 4HR uygulanmis ve
melanosis degeri iki hafta siiresince 2 degerini asmamistir. Grup D, %0,1
konsantrasyonda 4HR uygulanmis ornekler olup benzer sekilde iki
haftalik bir siirede 3 degerini agmamistir. Sonuclar 1s181inda, 4HR
melanosis olusumunun o©nlenmesinde diisiik konsantrasyonlarda bile
oldukca etkilidir.

Kalintilarin tespiti i¢in HPLC-FLD kullanilmistir ve giinlere bagh
olarak bu miktarlar farklilik gostermistir. A Grubu ( %0,0025 )
orneklerin kalinti miktarlar1 2.giinden 14. giine kadar 1,52 mg/kg’dan
5,24 mg/kg’a yiikselmistir. B Grubu ( %0,05 ) orneklerin ise 20,04
mg/kg’dan 67,35 mg/kg’a ylikselmistir. C Grubu ( %0,62 ) 6rneklerinde
2.giin analizlerinde 160,55 mg/kg kalinti tespit edilmisken 14.giin
1022,39 mg/kg kalint1 tespit edilmistir. D Grubu orneklerde ise 80,65
mg/kg ile 171,75 mg/kg araliginda kalinti tespit edilmistir.Yapilan
caligmalar sonucunda kalintt miktarlarinin giinlere bagli olarak arttigi
tespit edilmistir.

Yapilan calismalarda Parapenaeus longirostris tiirli karides
kullanilmistir. Bilimsel caligmalarin biiyiik bir kismi da tercihini bu
tirden yana kullanmistir. Sadece birka¢ calisma Nephrops norvegicus,
P.duarorum gibi diger cins ve tiirlerde uygulanmistir. Farkli tiirlerde
4HR’nin uygulanarak incelenmesi, degerlendirilmesi 4HR’nin daha iyi
anlagilmasini saglayacaktir.

4HR konusunda bilimsel veri azligi, arastirmalarin kapsamli
olmayisina dolayisiyla sinirli sayida calisma yapilmis olmasina neden
olmaktadir. Hali hazirda 4HR’nin ham materyalinin temininin yurtdigina
dayanmasi kullaniminmi direkt etkilemektedir. Bilimsel calismalarin
desteklenerek bu calismalar 1s18inda ticari iiretimin tesviklenmesi 4HR
kullanimin1 olumlu yonde etkileyecektir.

Saglik yoniinden risk tasimayan, melanosis 6nlemede oldukga etkili
olan 4HR, su iiriinleri sektoriinde 6zellikle kabuklu sektoriinde giderek
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onem kazanmaktadir. Bilimsel c¢alismalarla birlikte 4HR’nin
kullaniminin tegviki sektorel acidan dnemlidir.

4-Hexylresorcinol diisilk konsantrasyonlarda bile etkin bi¢imde
melanosis olusumunu engellemistir. Ekolojik olarak hizla kirlenen
diinyamizda, diisiik konsantrasyonlardaki kimyasal kullanimi son derece
onem kazanmaktadir. % 0,0025 gibi diisiik bir konsantrasyonda 4HR’nin
kullanimi, hem etkili bir inhibisyon saglayacak hem de ¢evreye minimum
diizeyde kalinti birakacaktir. Diger melanosis inhibitorlerine alternatif
olarak kullanilan 4HR, toksikolojik olarak bunlarla kiyaslanmayacak
derecede zararsizdir. Ozellikle bogaz pastillerinde antiseptik madde
olarak kullanilmasi, sodyum metabisiilfit gibi saglik ag¢isindan son derece
zararl1 maddelere, alternatif olarak dikkate deger bir ozelliktir. Ayrica
uygulama esnasinda, avlama sonrasi veya isleme siirecinde, {iist solunum
yollar1 iizerinde herhangi bir tahris edici veya irritasyona neden
olmamaktadir. Siilfit gibi kimyasallar 6zellikle uygulama esnasinda
solunum yollarinda, burun ve gozlerde ciddi tahrislere neden olmaktadir.

Alternatif melanosis inhibitorii olan 4-Hexylresorcinoliin kullanimi,
mevcut sartlarda madde temininin yurtdisina dayanmasi, diger inhibitor
maddelere kiyasla biraz daha pahali olmas1 ve bu konudaki caligmalarin
yeni yeni baglamis olmasi gibi sebepler nedeniyle direkt etkilenmektedir.

Sonug olarak; yapilan ¢alismalar 1s181nda, melanosisi 6nlemede bu
derece etkili bir kimyasal olan 4-Hexylresorcinoliin karides gibi
ekonomik degere sahip iirlinlerde raf Omriinii uzatmasi, tiiketici goz
zevkini korumasi ve saglik yoniinden , diger melanosis inhibitorlerine
tercihen kullanilmasi tavsiye edilmektedir.
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