GULAY MERVE BAYRAKAL ISTANBUL UNIiVERSITESiI SAG. BiL. ENST. DOKTORA TEZi ISTANBUL-2016



T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

(DOKTORA TEZI)

TAZE ET URUNLERININ RAF OMURLERININ
iZLENEBILIRLiIGINDE BiYO-INDIKATORLERIN AKILLI
AMBALAJLAMA SISTEMI ICERISINDE KULLANIMI

GULAY MERVE BAYRAKAL

DANISMAN
PROF.DR.GURHAN CiFTCiOGLU

BESIN HIiJYENI VE TEKNOLOJiSi ANABILIiM DALI
BESIN HIiJYENI VE TEKNOLOJiSi PROGRAMI

ISTANBUL-2016




DOKTORA TEZi ONAYI

[stanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii . istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi,
Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali, Besin Hijyeni ve Teknolojisi Programinda
Doktora  Ogrencisi ~ Giilay Merve BAYRAKAL tarafindan Prof.Dr.Giirhan
CIFTCIOGLU’nun danigmanliginda hazirlanan “Taze Et Uriinlerinin Raf Omiirlerinin
Izlenebilirliginde Biyo- indikatérlerin Akl Ambalajlama  Sistemi Igerisinde
Kullammy” baglhkl tez asagidaki jiiri tyeleri tarafindan 26 /07 /2016 tarihinde yapilan Tez
Savunma Sinavinda basarih bulunmus ve Doktora Tezi olarak kabul edilmistir,

®~ U CyVAL

Jiiri Bagkam
Prof.Dr.Dilek HEPERKAN
Istanbul Teknik Universitesi
Kimya Metalurji Fakiiltesi
Gida Miihendisligi Boliimii

- - 7
(‘ \ - } 7 /
\ f 2
ri-Danisman / 7 Jiiri
Prof Dr.Giirhan CIFTCIOGLU Prof.Dr.Kamil BOSTAN
Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Istanbul Aydin Universitesi Giizel Sanatlar Fakiiltesi
Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali Gastronomi ve Mutfak Sanatlari Bsliimii
Jiiri J o . iiri
Prof.Dr.G TU Y HOSTURK Prof.Dr.ﬁzge OZGEN ARUN
Istanbul Universitesi Vetefiner Fakiiltesi Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Biyokimya Anabilim Dali Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali



BEYAN

Bu tez caligmasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki butin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢aligmayla elde edilmeyen biitiin
bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici

bir davranigimin olmadig1 beyan ederim.

Gulay Merve BAYRAKAL



iTHAF

Her animda yanimda olan ve bir dmiir benimle olmalarini istedigim bir tanecik
annem Milesser Oz, babam Adnan Oz, abim Gékay Mutlu Oz ve esim Alper Bayrakal’

a ithaf ediyorum.



TESEKKUR

Hayatim boyunca bana her zaman oOnciilik eden, yol gosteren, ilk okula
basladigim giinden doktora tezime kadar gecen siirede yasadigim tiim sikintilari
asmama yardime1 olan, saygi ve sevgi dolu bir birey olarak yasamami saglayan, dmrim
boyunca yanimda olan ve bundan sonra da olacagini bildigim canim annem Miiesser
OZ, camim babam Adnan OZ ve bitanecik abim Gokay Mutlu OZ’e, 11 sene énce
tutmus oldugu elimi bir glin bile birakmayan, gerek fiziken gerek ruhen her zaman
yanimda olan, okul hayat1 dahil yasadigimiz onca engeli birlikte agmamiza vesile olan,
tezime de yogun katki saglayan biricik esim Alper BAYRAKAL’a, istedigim konuda
tezimi yapmamda beni cesaretlendiren, tezim boyunca Oniime ¢ikmis tiim engellere
¢cozim bularak tezi tamamlamama yardimci olan ve bana her konuda destek olan
doktora danismamim Prof. Dr. Giirhan CIFTCIOGLU na, tiim anlayislariyla bana destek
olan degerli hocalarim ve tez izleme komitesi tiyeleri Prof. Dr. Ozge OZGEN ARUN ve
Prof. Dr. Giilhan TURKAY HOSTURK ’e, gerek ¢alisma kosullar1 gerek ise tecriibe ve
sonsuz destegi ile yanimda olan Prof. Dr. Ali AYDIN’a, Mert SUDAGIDAN’a ve sabir
ve anlayis ile bana yardimci olup gece giindiiz beraber calistigimiz basta Riiveyda
GUNAYDIN olmak tizere ¢alisma arkadaslarima, deneysel calismalarimda bana destegi
esirgemeyen Cevre Analiz Laboratuvari’na, lontek A.S.’ye, Teknokim Kimya’ya ve
Apack’a ayrica emeg@i gecen tiim hocalarima ve mesai arkadaslarima en igten

dileklerimle tesekkiir ederim.

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 47011



Vi

ICINDEKILER
TEZ ONAY | oo HATA! YER iISARETI TANIMLANMAMIS.
BEY AN et 11
ITHAF .ot bttt b bttt sttt eabe et e nrenne s v
TESEKKUR .....oviiiieeeteietee ettt sttt ettt s ettt en s snae s ses s e \Y;
ICINDEKILER ......oouiiitiiiiictetee ettt n st an et en e Vi
TABLOLAR LISTESI.....coiiiiiiiiiiiiceiese ettt X
SEKILLER LISTEST ....coiviiiiiiieiiiiticee ettt X
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI ....c.coiviiiiiiicee e Xi
OZF g, ... W .................. AN S A . XV
ABSTRACT ...ttt bbbt b e ettt ettt b e n s XVi
1. GIRIS VE AMAC ..ottt ettt st sae st sae bbb 1
2. GENEL BILGILER .......cooitiitiiiiiiiiitiiensniee st 3
B B 15 0 1 11 SRR 3
2.2. Etin Beslenme AciSINdan ONeMi ..........oucuvvivivieerieiieeisisesiees s eeses s st ese s sesessaseens 3
2.3. Etin Kimyasal BileSImI .........coiiuiiiiiiiiiiie i 5
2.3 SU e et h bR e bt e ebe e nn e reennneeaes 7
2.3.2. PIOTEINIET ... 8
2.3.3. Y AGIAT it 8
2.3.4. Karbonhidratlar ............cooiiiiiieee e 9
2.3.5. VITAMINIET ..o 9
2.3.6. MIneral Maddeler...........covoiiiiiiiiieeeee e 10
2.4. Grdalarin BOZUIMAST .......cocviiiiiiiiiiic e 10
2.4.1. Gidalarda Bozulma Cesitleri.......cccooiuiiiiiiiiiiei i 10
2.4.1.1. Fiziksel BOZUIMAIAN .........cciiiiiiiiiiicise e 11
2.4.1.2. Kimyasal BOZUIMAIAT ..........c.oooiiiiiiie s 11
2.4.1.3. Mikrobiyal Gida Bozulmalart ..........c.ccocvviiiiiiiiniiiiciccc 12
2.4.2. Etlerde Olusan Bozulmalar.............ccccceeiviiiiiiiiiiecc e 13
2.4.3. Bozulmanin Saglik A¢1sindan ONemi.........coceceeerecucccceeeeeceeceseeeeeeseeens 16
2.4.4. Etlerde Bozulma Yapici Bakteriler..........cccovviiiiiiiiiiiiiccce 19

2.4.5. Bozulma Sonucu Olusan Urlinler ...........ccceevevcrereerieeccieieeseeeeeee s 25



vii

2.5. BIYOJEN AMINIET....iiiiiiiiiee ettt 26
2.5.1. Biyojen Aminlerin Saglik Agisindan Onemi ...........ccooveevevereiriererieersierennnn, 28
2.5.2. Histamin, PULresin V& ONEMI ........cccovvevriiieiiiereiciesieie e 30
2.5.3. Histamin ve Putresin Ureten Mikroorganizmalar ..............ccccceveveerueeeececennnnnn. 31

2.6. Bozulma Tespit Metodlart ...........cocviiiiiiiiiiiiii e 32

2.7. Dijital Droplet PCR (AAPCR) .....cooiiiiiiieie e 40

2.8. Et ve Et Uriinlerinde Aktif ve Akilli Ambalajlama ..........cccceveveeeeereeeeeeeceeerenenen. 43
2.8.1. AMDAIAJIAMA .....c.viiie e s 43
2.8.2. Aktif ve Akilli Ambalajlama...........cccooiiiiiiiiiii 45

2.8.2.1. Aktif Ambalajlama Sistemleri: .........ccooviiiiiiii 45
2.8.2.2. Akallt ambalajlama........ccccoiiiiiiiiiiiiiii i 48
3. GEREC VE YONTEM .....o.oiiiiiiiiiecieitstiteee ettt ettt 62

UL GEREGQ ..t b bbbttt b nre e re e e 62
3.1.1. OrnekIerin TeMINI........ccovruerireriecterieee ettt 62
3.1.2. Ambalajlama ve Etiketlemede Kullanilan Malzemeler ...............cccocvvviivnnnnn. 62
3.1.3. Mikrobiyolojik Analizlerde Kullanilan Besiyerleri ve Kitler................ccc...... 63
3.1.4. Kullanilan Referans Suslar.........cccooiiiiiiiiiiie e 63
3.1.5. Molekiiler Analizlerde Kullanilan Soliisyonlar ve Kitler ............ccoceviiiiinnnnn. 63
3.1.6. Laboratuvarlarda Kullanilan Alet — Ekipmanlar............ccccoooevviiinniieniiinnnnnnn. 64

B.2. YONTEM ..ottt bbbt 66
3.2.1. Orneklerin Ambalajlanmasi1 ve Akill1 Etiketlerin Yerlestirilmesi .................... 66
3.2.2. Mikrobiyolojik ANANIZIEr ........ccooiiiieie s 67
3.2.3. PH ANALIZIEIT ... s 69
3.2.4. Akilli Etiket Uygulamalar1 ve Degerlendirilmesi.........ccoeeviviivieniiieniiiennnnen, 69
3.2.5. MoleKUler ANAHZIEr ..o 69

3.2.5.1. DNA EKSLraKSTYONU ...c.eeiiviiiiiiieiiieie sttt 69
3.2.5.2. DNA MIKLAI TAYINI.c..iiiiiiiieiieiiesieeie et nes 70
3.2.5.3. PCR Optimizasyonu ve Gradient Uygulamasi............ccccevrvvriiieniiienninennnn 70
3254, AAPCR ..ottt bbbt 71
3.2.6. Istatistiksel BULGUIAT .........cccvuiviviiecveiiecieicte et 72
A BULGULAR ..ottt bttt b et b et et ab e b et e sneees 73
4.1. Mikrobiyolojik Analiz Bulgulart .........ccccooceiiiiiiiiiii e 73

4.2. pH Analiz Bul@ulari........coccviiiiiiiiiiiiii e 83



viii

4.3. Akilli Etiket Degerlendirme Bulgulari...........ccoooviiiiiiiiiiiiiicecece 85
4.4. Molekiler ANalz BUIGUIATT .......c.coiiiiiiieicee s 90
5. TARTISMA ..ot 93
KAYNAKLAR .ot 102

OZGECMIS oottt s 122



TABLOLAR LISTESI

Tablo 2-1: Etin Kimyasal Bilesimi (100g) (USDA 2015) -1....c.cccceiiveivvieereeieceesie e 6
Tablo 2-2: Etin Kimyasal Bilesimi (100g) (USDA 2015) -2......coveiiiiiiieieiieieeniesee e 7
Tablo 2-3: Etlerde Bozulmaya Sebep Olan Bakteriler-1.........cccoooeiiiiiiiiinnenieiees 21
Tablo 2-4: Etlerde Bozulmaya Sebep Olan Bakteriler-2..........cccocovvvevviveiveiecicsnenns 22
Tablo 2-5: Etlerde Bozulmaya Sebep Olan Bakteriler-3.........ccccoooovvevviie e 23
Tablo 2-6: Bakteriyel Bozulma Sonucu Olusan Amino Asit ve Biyojen Aminler
(Gram 2009 P. 92) ...ttt et nr et nee e 28
Tablo 4-1: Modifiye Atmosfer Paketlenmis ve Kontrol Grubu Kiymalarin
Mikrobiyolojik Analiz Sonuglart (10210 KOb/) .....ccvviviiiiiiiiiiiiiiii e 73
Tablo 4-2: Modifiye Atmosfer Paketlenmis ve Kontrol Grubu Par¢a Etlerin
Mikrobiyolojik Analiz Sonuclart (10810 KOb/g) ......ceoviviiiiiiiiiiiiii 75
Tablo 4-3: Modifiye Atmosfer Paketlenmis ve Kontrol Grubu Tavuklarin
0] 010 o S 77
Tablo 4-4: Modifiye Atmosfer Paketlenmis ve Kontrol Grubu Baliklarin Mikrobiyolojik
Analiz Sonuglart (10210 KOD/E)...coueiiiiiiieiiiiie e 79
Tablo 4-5: Kontrol Grubu Donmus Kiymalarin Mikrobiyolojik Analiz Sonuglari (log10
0] 01 SRR 81
Tablo 4-6: Kontrol Grubu Donmus Par¢a Etlerin Mikrobiyolojik Analiz Sonuglari
(oo O o] o)) TSRO 81
Tablo 4-7: Kontrol Grubu Donmus Tavuklarin Mikrobiyolojik Analiz Sonuglari (log10
0] 01 SRR 82
Tablo 4-8: Kontrol Grubu Donmus Baliklarin Mikrobiyolojik Analiz Sonuglar1 (log10
0] 01 ) SRRSO 82
Tablo 4-9: Soguk Muhafaza Etlerin pH Analiz Sonuglart..........c.ccoceveiinininiiiinnnnn. 83
Tablo 4-10: Donmus Muhafaza Etlerin pH Analiz Sonuglart ..........cccccveveviveieciieiinennns 84

Tablo 4-11: Modifiye Atmosfer Paketleme ve Kontrol Grubu Soguk Muhafaza
Tavuklarin ddPCR Analiz Sonuglar1 (Gen Bolgesi Kopya Sayilart).........cocceevviiiienns 90



SEKILLER LISTESI
Sekil 2-1: Ulkelere ve Senelere Gore Et Uretimi (FAO 2015) ........cccceueverevevererererennnnne, 4
Sekil 2-2: Kisi Bas1 Gida Kayb1 ve Israfi (kg/y1l) (FAO 2016b).....ccvvevevercecrecerrennnne. 18
Sekil 2-3: ddPCR Caligsma Prensibi (Hindson ve ark. 2011)....ccccooceiviieiiiiiiiiieiee 42
Sekil 2-4: Akilli Ambalajlama Alaninda Yillik Bilimsel Yayin Sayisi (Vanderroosta ve
ATK. 2004) e ettt e b beene e nre e te e nreeae s 49
Sekil 3-1: AAPCR CaliSmast .......ueeveiiiiiii it e e 71
Sekil 4-1: MAP ve Kontrol Kiyma Mikrobiyolojik Analiz Sonuglar1 (logl10 kob/g) .... 74
Sekil 4-2: MAP ve Kontrol Et Mikrobiyolojik Analiz Sonuglari (log10 kob/g)............. 76
Sekil 4-3: MAP ve Kontol Tavuk Mikrobiyolojik Analiz Sonuglari (log10 kob/g)....... 78
Sekil 4-4: MAP ve Kontrol Balik Mikrobiyolojik Analiz Sonuglar1 (log10 kob/g)....... 80
Sekil 4-5: Baglangig GUNU K1yma ......covviiiiiiiiiinii i 85
Sekil 4-6: Baglangic GUinii Balik ...........ccoooiiiiiiiiiiiii e 85
Sekil 4-7: Glin Kontrol K1yma.........cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiee e 86
Sekil 4-8: 1. GUN MAP KIYMA ..oviiiiiiiiiiiiiiiiiiie et 86
Sekil 4-9: 3.Giin Kontrol BaliK.............oooiiiiiiic s 87
Sekil 4-10: 3. Giin Kontrol K1yma..........ccooviiiiiiiiiiiicee e 87
Sekil 4-11: Donmus Muhafaza Kiyma 180. GUN ........cocveiiiiiiiiiciiieeeeeee e 88
Sekil 4-12: Sicaklik-Zaman EHKELI...........cccoiiiiiiiiii e 88
Sekil 4-13: Sicaklik-Zaman ELIKELi.........cceovviiiiiiiccic e 89
Sekil 4-14: Soguk Muhafaza MAP Tavuk Histamin Degerleri (Gen Bolgesi Kopya
SAYILATT) 1t 90
Sekil 4-15: Soguk Muhafaza Kontrol Tavuk Histamin Degerleri (Gen Bolgesi Kopya
N E N U E:1 & | TSRO OPRP PR 91
Sekil 4-16: Soguk Muhafaza MAP Tavuk Putresin Degerleri (Gen Bélgesi Kopya
SAYILATT) 1t 91

Sekil 4-17: Soguk Muhafaza Kontrol Tavuk Putresin Degerleri (Gen Bolgesi Kopya
N E N U E:1 & | TSRO OPRP PR 92



Xi

SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

Kg: Mikrogram

pl: Mikrolitre

4MU: 4-metilumbelliferon

7AMC: 7-nitrocoumarin-3-carboxylic acid 7-aminocoumarin
AB: Avrupa Birligi

AC: Total Aerobic

ADHD: Attention Deficit Hyperactivity Disorder

ADP: Adenozin Difosfat

AFNOR: Association Francaise de Normalisation

agdif / agdir: Agmatine Deaminase Geni

AIE: Aggregation-induced Emission

AMP: Adenozin Monofosfat

AOAC International: Association of Official Analytical Chamists International
AODC1 / AODC2: Ornithine Decarboxylase Geni

APCI: Atmospheric Pressure Chemical lonization
APCI-MS: Atmospheric Pressure Chemical lonization Mass Spectrometry
ark: Arkadaslar

ATP: Adenozin Trifosfat

aw: Water Activity

BA: Biyojen Amin

BCG: Bromocresol Green

BHA: Butylated Hydroxyanisole

BHT: Butylated Hydroxytoluene

BSE: Bovine Spongioform Encephalopathy



CAMP: Cyclic Adenosine Monophosphate

CAP: Controlled Atmosphere Packaging

CDC: Centers for Disease Control and Prevention
cdPCR: Chamber Digital Polymerase Chain Reaction
CE: Capillary Electrophoresis

CL1/ CL2: Histidine Decarboxylase Geni

ct: Cycle Thershold

DA: Decarboxylating Agar

DAO: Diamin Oksidaz

ddPCR: Droplet Digital Polymerase Chain Reaction
DHA: Dokosaheksenoik Asit

EB: Enterobacteriaceae

EC: Escherichia coli

EC: European Commission

Eh: Redoks Potansiyeli

EHEC: Enterohemorajik Escherichia coli

EIEC: Enteroinvasive Escherichia coli

Em: Elektromanyetik Dalga

EMS: En Muhtemel Say1

EPA: Eikosapentonoik asit

ESI: Electrospray lonization

GC / MS: Gas Chromatography—Mass Spectrometry
GMO: Genetically Modified Organism

Hdc: Histidine Decarboxylase

hdc-f / hdc-r: Histidine Decarboxylase Geni

hdcRTrw / hdcRTfw: Histidine Decarboxylase Geni

Xii



HIS-F / HIS-R: Histidine Decarboxylase Geni
HPLC: High Performance Liquid Chromatography
Hx: Hypoxanthine

HxR: Inosin

IMP: Inosin-5-monofosfat

ISO: International Organization for Standardization
IU: International Unit

JV16HC / JV17HC: Histidine Decarboxylase Geni
Kob: Koloni Olusturan Birim

KPF / KPR: Histidine Decarboxylase Geni

LAB: Laktik Asit Bakterileri

LC-ESI-ITMS: Liquid Chromatography-Electrospray
Spectrometry

LDL: Low Density Lipoprotein

MAO: Monoamin Oksidaz

MAP: Modifiye Atmosfer Paketleme
MDA: Modified Decarboxylating Agar
MRD: Maximum Recovery Diluent
MRS: de Man Rogosa and Sharpe Agar
NDIR: Non Distributive Infrared

O/R: Oksidasyon-Rediiksiyon Potansiyeli
odc: Ornithine Decarboxylase

PCA: Plate Count Agar

PCR: Polimeraz Chain Reaction

PDA: Photo Diode Array

pH: Power of Hydrogen

Tonization-Tandem

Xiii

Mass



Xiv

PHDC1 / PHDC2: Histidine Decarboxylase Geni
Pt3 / Pt4: Tyrosine Decarboxylase Geni

PUT1 / PUT2: Ornithine Decarboxylase Geni

gPCR: Quantitative Polymerase Chain Reaction
RFID: Radio Frequency Identification

spp: Species (plural)

TC: Total Coliform

TLC: Thin Layer Chromatography

TMA: Trimetilamin

TMAO: Trimetilamin Oksid

Tpes: Carboxylic Acid Modified Tetraphenylethenes
TSE: Tiirk Standardlar1 Enstitiisti

TTI: Time Temperature Indicator

TVC: Total Viable Count

U: Uric acid

UHPLC: Ultra High Pressure Liquid Chromatography

UHPLC-MS/MS: Ultra High Pressure Liquid Chromatography-Tandem Mass

Spectrometry

UPLC/Q-TOFMS: Ultra-Performance Liquid Chromatography - Electrospray Time-Of-
Flight Mass Spectrometry

USDA: United States Department of Agriculture
UV: Ultraviolet

VRBA: Violet Red Bile Agar

WHO: World Health Organization

X: Xanthine

Y M: Yeast/Mold



XV

OZET

Bayrakal, G.M. (2016). Taze Et Uriinlerinin Raf Omiirlerinin Izlenebilirliginde Biyo-
Indikatérlerin Akilli Ambalajlama Sistemi Igerisinde Kullanimi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Besin Hijyeni ve Teknolojisi ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Giliniimlizde, gidalarin {iretimden tiiketime kadar bozulmadan tiiketiciye
ulagmas1 gida sanayi ve halk sagligi agisindan onem tagimaktadir. Bu alanda akill
ambalajlama teknolojisi, paket i¢inde sunulan gidalar hakkinda iireticiye, perakendeciye
ve alictya bilgi veren yeni teknolojilerdendir. Sunulan tez projesinin amaci, akilli
ambalajlama teknolojisinin uygulanabilirligini ve bozulmalarin hizli ve dogru tespiti
amaciyla gida bozulmalarinda ortaya c¢ikan biyojen aminlerin (BA) sentezinde rol
oynayan genlerin miktarinin saptanmasina yodnelik Droplet Digital PCR (ddPCR)
yonteminin kullanilabilirligini tespit etmektir. Projede ¢abuk bozulabilen trin grubu
olarak dana kiyma ve biitiin balik, dayanikl {iriin olarak ise parga et ve tavuk gogsii
soguk muhafaza altinda modifiye atmosfer paketleme (MAP) ve donmus muhafaza i¢in
standart yontemle ambalajlanarak; sogutulmus ve dondurulmus depolamanin belirli
giinlerinde mikrobiyolojik, fizikokimyasal ve molekiiler yonlerden analize alinmistir.
Deneysel Urinlere yapilan analizler sonucu MAP ve kontrol gruplar karsilastirildiginda
bozulma kriteri olarak kabul edilen degerlere her grubun farkli giinlerde ulastig tespit
edilmistir. Tavuk mikrobiyolojik verileri sonucuna gére mikroorganizma sayist 10°
kob/g’nin iizerine ¢ikan 9. giin bozulmanin basladig1 giin olarak diisiiniilmiistiir. Ayn1
giine denk gelen ddPCR verilerinde ise gen kopya sayis1 50-60’1n iizerinde tespit
edilmistir. Bu bilgilere gore histamin ve putresin {ireten gen kopya sayisi i¢in bozulma
tespiti agisindan 50 limit deger olarak yorumlanmistir. Tavuk etleri analizleri sonucu
elde edilen ddPCR verileri ile mikrobiyolojik analiz verileri karsilastirildiginda ddPCR
metodunun akilli ambalajlama sistemi igerisinde akilli etiketlerin kullanimi ile beraber
bozulmanin hizli tespiti amaciyla kullanilabilecek bir metot oldugu kanaatine
varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Mikrobiyolojik bozulma, akilli ambalajlama, ddPCR, MAP, biyo-
indikatorler.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 47011
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ABSTRACT

Bayrakal, G.M. (2016). The Application of Bio-indicators Entegrated to the Smart
Packaging System for the Shelf Life of Fresh Meat Products

Istanbul University, Institute of Health Sciences, Department of Food Hygiene and
Technology, PhD Thesis, Istanbul.

Today, supplying unspoiled food products from production to consumption is an
important challange in terms of food industry and public health. Intelligent packaging
technology, in this manner, provides valuable information aboud packaged food for
manufacturers, retailers and the consumers. The aim of this presented thesis project are;
to evaluate the applicability of the intelligent packaging and to determine the genes,
which affects the synthesis of biogenic amines, fast and accurately, by using the ddPCR
(Droplet Digital PCR) method. Minced beef and whole fish were selected as perishable
food material and beef cubes and chicken breasts were selected as durable food
material; and were packaged using Modified Atmosphere and conventional packaging.
Refrigerated and frozen samples were analyzed by means of microbiologic flora,
physico-chemical and the quantity of biogenic amine expression genes by ddPCR, in
relevant storage days. Our results showed that MAP and control groups reached to
spoilage level, according to the suggested values, on different days. 9. day is the
spoilage day based on microbiological datas that microorganism number is higher than
10® cfu/g in chicken. At the same day, gene copy number is 50-60 in ddPCR data.
According to these data, it is reported in our study that 50 is the limit value for
histamine and putrescine producing gene number. When ddPCR and microbiological
data were compared, it has been concluded that ddPCR analyze of targeted genes could
be an option for rapid detection of spoilage in smart packaging systems.

Key Words: Microbiological spoilage, smart packaging, ddPCR, MAP, bio-indicators.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 47011



1. GIRIS VE AMAC

Et, icerigindeki besleyici degeri yiiksek elementler sayesinde insan beslenmesi
ve saghgma onemli katkilar saglamaktadir. Et, balik ve tavuk yapisindaki ytiksek
protein, yag, vitamin ve mineral maddeleri nedeniyle beslenmemizin vazgecilmez
unsurlart arasindadir. Ancak bu besin elementlerinin etlerde yiiksek oranda bulunmasi
mikroorganizmalara da hizla iireme firsati taniyacagindan etler cabuk bozulabilen
gidalarin arasinda yer almaktadir (Doulgeraki ve ark. 2012; Abdel-Aziz ve ark. 2016).
Icerigindeki yiiksek su aktivitesi (aw) degeri ve kesim, par¢alama, dagitim asamalarinda
yuksek kontaminasyona maruz kalabilmeleri risk yiizdelerini arttirmaktadir. Bu
sebeplerle etlerin daha uzun raf émriine sahip olmalari, bozulmalardan kaynakli hastalik
ve Olim oranlarim azaltmak ve ekonomik kayiplarin Oniine ge¢mek acisindan et

teknolojisinin 6nemli amaglarindandir.

Gecmisten gilinlimiize kadar gidalarin muhafazasi amaciyla bircok yOontem
kullanilmistir. Gidalar1 koruyan, muhafaza eden, raf omriinii uzatan ve kalitenin
devamini saglayan ambalajlama ise bu yontemlerden en sik basvurulanidir. Gelisen
teknoloji sayesinde ambalajlar da olagan fonksiyonlar1 yanisira tiiketicilerle iletisime
gecerek multifonksiyonel konuma gelmislerdir (Pereira de Abreu ve ark. 2011;
Robertson 2012 p. 4; Lee ve Rahman 2014 p. 186). Ozellikle soguk zincirde herhangi
bir kirllma meydana geldiginde renk degistirerek durumu tuketiciye bildiren Grlnler,
dagitim sirasinda meydana gelmis aksakliklar ya da satis yerindeki elektrik kesintisi
durumlarinda irlinlerin durumu hakkinda bilgi vererek tercih sebebi olmaktadirlar
(Selman 1995 pp. 228-229; Yam ve ark. 2005). Bir diger yeni nesil etiket ise {irlinlerin
tazeligi hakkinda tiiketiciyi uyaran tazelik etiketidir. Gidalarin bozulmasi sirasinda
aci1ga ¢ikan ¢esitli maddeler ile etkilesime gegerek renk degistiren ve bdylece Urunlerin
tiikketilip tiiketilemeyecegini kolorimetrik olarak bildiren etiketler giiniimiizde akilli
ambalajlama sistemi icerisinde tercih edilen etiket tiplerindendir (Smolander 2003 pp.
128-143).

Gida zehirlenmelerinde saglik problemlerine neden olan etkenlerin tespitine
yonelik metodlar genellikle uzun siirede sonu¢ verdiginden, gidalarin bozulmasinin

Onlenmesi kadar hizla tespiti de onem kazanmaktadir. Gida kaynakli zehirlenmeler



sonucu is giiciinde azalma, hastane masraflar1 kaynakli sebeplerle ekonomik kayiplarin
disinda Sliim vakalar1 da gorilmektedir (Eley 1996 p. 13; WHO 2015). Ozellikle
baliklarda bulunan histamin kaynakli alerjiler ise ciddi saglik sorunlarina sebebiyet
vermektedir (Ohashi ve ark. 1991; Stratton ve ark. 1991). Herhangi bir belirti sonucu
zehirlenmenin teshisinin koyulabilmesi ve tedavinin o yonde yapilabilmesi i¢in ise
zehirlenmeye sebep olan mikroorganizmalar tespit edilmelidir. Mikrobiyolojik analizler
bu amagla yapilsa dahi islemlerin uzun siirmesi ve sonuglarin ge¢ alinmasi teshis ve
tedaviyi giliclestirmektedir. Molekiiler analizler ise bu asamada devreye girerek kesin
sonu¢ ve kisa zamanda teshis saglarlar. 3. nesil polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemi olan ddPCR ise her numuneyi 20.000 damlaciga boliip her damlacigi ayr
analiz ettigi i¢in dogrulugu arttirmakta ve tek bir gen dahi olsa tespit edebilmektedir
(Pinheiro ve ark. 2012; Morisset ve ark. 2013; Rothrock Jr ve ark. 2013). Dinyada
ddPCR alaninda yapilan calismalar artsa da Tiirkiye’de bu teknolojiye iceren arastirma
bulunmamaktadir. Buna karsin, yaptigimiz kaynak incelemeleri sonucunda dunyada da
ddPCR yontemini bozulmalarin erken saptanabilmesi amaciyla yapilmis bir caligmaya

rastlanilmamustir.

Bu bilgiler dogrultusunda tez ¢aligmasinin amaci, gidalarda olusabilecek
mikrobiyolojik ve fizikokimyasal bozukluklar ile ilgili direkt bilgi veren akili
ambalajlama teknolojisini hayvansal gidalarin ambalajlanmasinda  kullanarak
olusabilecek gida bozulmalarininin hizli tespiti yoluyla tiiketicilere gorsel tanilama sansi
saglayarak halk sagligina, bilime ve teknolojiye katki saglamaktir. Ayni zamanda
calismanin yonlendirdigi dogrultuda gida bozulmalarini hizli ve etkin bir sekilde tespit
edebilecek molekiiler metodun uygulanabilirligi, akilli ambalajlama yontemlerinde
kullanilan gostergelerin uyumlulugunun arastirilmasi, akilli ambalajlama teknolojisinde

molekiiler genetik tekniklerinin kullanilabilirliginin arastirilmasi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Etin Tanimi

Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebligi (2012)ne gore ¢ig kirmizi et;
vakum ambalajli veya kontrollii ortamda ambalajlanmis kirmizi et dahil sogutma,
dondurma veya hizli dondurmadan bagka herhangi bir muhafaza ydntemine tabi
tutulmamis olan kirmizi et, ¢ig kanath eti ise vakum ambalajli veya kontrolli ortamda
ambalajlanmis kanatl eti dahil sogutma, dondurma veya hizli dondurmadan baska
herhangi bir muhafaza yontemine tabi tutulmamis olan kanath eti olarak tanimlanmistir.
Genel anlamda ise et, gida degeri olan hayvanlarin tiim tiiketilebilir dokular1 olarak da

tanimlanabilir.

2.2. Etin Beslenme Acisindan Onemi

2020 yilinda diinya niifusunun yaklasik 8 milyar kisi olmasi beklenmektedir
(FAO 2014). Artan niifusla beraber barinma, saglik, egitim gibi alanlarda oldugu gibi
beslenmede de ihtiyaglarin karsilanmasi giiclesmektedir. Hayvanlarin bakim ve besleme
maaliyeti arttik¢a hayvansal iiretim de azalmakta bu da beraberinde hayvansal gidaya
ulasimi gii¢lestirmektedir. Gelismekte olan iilkelerde agligin ve yetersiz beslenmenin
giin gectikge artmasiin yani sira gelismis iilkelerde de dengesiz beslenme artmaya
baslamaktadir. Bunun en 6nemli sebepleri modern hayat, degisen yasam standartlari,
sosyo-ekonomik degisimler ve kiiltiirel degisimlerdir. Giiniimiiz yasantisinda calisan
nifus artmakta bu da paralelinde fast-food beslenme kiiltiiriinii getirmektedir. Saglikli
yasam ve hayvan refahi konular1 giindeme geldikge ise beslenme tarzi bitkisel kaynaga
yonelmekte, vejeteryanlik ve vegan beslenme artmakta bu sebeplerle de hayvansal
gidalardan alinacak besin degerleri kisitlanmakta veya tamamen yok edilmektedir.

Vejeteryan beslenmede hayvansal gidalarin tiikketiminin az oldugu bitkisel
beslenmeye agirlik verilmesinden dolayr sagliklt olup olmadigi, kalp rahatsizliklarina
kars1 ne kadar korucu oldugu tartisilmaktadir. Vejeteryanlarin yasam tarzlari daha
saglikli yasamaya yonelik oldugundan daha az sigara, alkol, ¢ay, kahve tiiketimi ve
daha fazla egzersiz yapmalar hastaliklardan korunmalarmin sebebi olabilmektedir

(Higgs 2000).



Et Uretimi:

#Afrika + Amerika = Asya - Avrupa -* Okyanusya Diinyva

Sekil 2-1: Ulkelere ve Senelere Gore Et Uretimi (FAO 2015)

Hayvansal gidalarin basinda kirmiz1 et, balik ve tavuk gelmektedir. Bu gidalarin
onemi igerigindeki besleyici elementler, proteinler, vitaminler, yaglar ve minerallerden
gelmektedir. Farkli et gruplarimin igerdigi farkli besleyici unsurlar nedeniyle saglik

acisindan énemleri degismektedir.

Konsantre besin kaynagi olan et, ideal biiyiime ve gelisme igin zorunlu bir
gidadir (Higgs 2000). Et ve balik, protein, vitamin A, vitamin B12, |, Fe, Zn, Se, taurin,
ve uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitleri i¢in dnemli kaynaklardir (Sanders 1999).
Ayrica omnivor diyetlerde D vitamini, biotin, Ca, potansiyel nikotinik asit vegan diyete
oranla daha yiiksektir (Rana ve Sanders 1986).

Esit oranda tiiketilen yagsiz si@ir eti, tavuk ve balik tiiketimi,
hiperkolesterolemik ve normokolesterolemik erkek ve kadinlarda plazma kolesterol ve
LDL kolesterol seviyesini diisiirmektedir (Higgs 2000). Duzenli et tiketimi beyin ve
zeka gelisimine katki saglamakta, bircok kronik hastaliga karst olumlu etkileri
olmaktadir (McNeill ve Van Elswyk 2012; Pereira ve Vicente 2013).

Etler, tim alternatiflerinden daha yuksek oranda c¢inko ve niasin, bitkisel
gidalardan daha fazla omega-3 icerirler. Ayrica, et vitamin B6 (ceviz harig),
selenyumdan (yumurta hari¢) da zengindir ve bitkisel Urinlerde bulunmayan vitamin
B12 i¢in en iyi kaynaktir (Williams 2007).



Ozellikle yag oram diisiik, protein oram ise yiiksek olan, vitamin, mineral, coklu
doymamis yag asitlerini ve niikleik asitleri bol miktarda igeren balik, et drlnlerine bir
alternatif olarak kabul edilmektedir. (Babal 2005 p. 1). Akdeniz insanlarinda, Eskimo ve
Asyalilar’da hastaliklara karsi bagisiklik sistemlerinin gii¢lii olmasi, diisiik kolestrol
seviyesi ve tansiyonlari, kalp hastalig1 riskinin az olusu ve hayat beklentilerinin yiiksek
olusu su iirlinlerini fazla tiikketmelerine baglanmaktadir (Babal 2005 p. 7).

Balik proteinleri metilhistidin ve hidroksimetil lizin gibi, genellikle bitki
proteinlerinde bulunmayan amino asitleri igerir. Birgok baliktaki protein kalitesi etten
daha fazla, laktoalbumin gibi ideal proteinle karsilastirilinca da esittir (Friedman 1996).

Deniz {irlinleri saglik icin faydali olan yaglar agisindan 6nemli bir kaynaktir.
Ozellikle birgok yarar1 olan uzun zincirli omega-3 yag asitleri, eikosapentonoik asit
(EPA) ve dokosaheksenoik asit (DHA) deniz (Urinlerinde yuksek diizeyde
bulunmaktadir (Levaas 2006 p. 17). Gorga (1998) ve Nettleton (2000)’den yapilan
alintrya gore, bu yag asitleri tiiketen kisileri migren, seker hastaligi, eklem romatizmasi,
kalp-damar rahatsizliklari, yiiksek tansiyon ve kolesterol bazi alerji ve kanserlere karsi
korumaktadir. Bu sebeple ticari olarak fakli firmalar farkli markalar ile balik yagi
preparatlart tiretmektedirler (Turan ve ark. 2006). Deniz Urlinlerinde bulunan omega-3
yag asidi, kalp hastaliklari, kanser, diabet, artritis, Alzheimer hastaligi, depresyon,
inflamatuar bagirsak hastaliklari, astim, ndéro-muskuler hastaliklar, prenatal sorunlar,
dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu (Attention Deficit Hyperactivity Disorder -
ADHD) gibi birgok hastaligi 6nlemede ya da azaltmada etkili olmaktadir (Babal 2005 p.
3). Dogmamis ya da emzirme donemimdeki bebeklerde beyin gelisimi agisindan 6nem
tastyan DHA ise anne siitii ile aktarilabildigi i¢in anne adaylarina haftada birkag kez
balik yenmesi tavsiye edilmektedir (L@vaas 2006 p. 23).

2.3. Etin Kimyasal Bilesimi

Et, cok cesitli hayvanlardan elde edilebilen ve bilesimi itibariyle degisik besin
elementlerini iceren bir gidadir. Yapisinda temel besin bilesenlerinin pek cogunu
bulundurmasi eti vazgegilmez bir besin kaynagi yapar. Amerika Birlesik Devletleri
Tarim Bakanlig1 Tarimsal Arastirma Servisi tarafindan ¢esitli etlerin bilesimi Tablo 2.1.

ve 2.2°de gosterildigi sekilde bildirilmistir.



Tablo 2-1: Etin Kimyasal Bilesimi (100g) (USDA 2015) -1

Kimyasal Sigir Eti (100g) | Sigir Eti (100g) Tavuk Eti Balik Eti

Bilesen Kusbast Kiyma-%15 Yagh | (100g) Derisiz | (100g) Lufer
Su 73,42 ¢ 65,66 69,29 ¢ 70,86 g
Enerji 117 keal 215 kcal 199 kcal 124 Kkcal
Protein 23,07¢g 18,59 g 13,799 20,04 ¢
Yag 2,699 15,00 g 15,48 g 4,249
Kalsiyum 9mg 15 mg 123 mg 7mg
Demir 1,85 mg 2,09 mg 1,73 mg 0,48 mg
Magnezyum 23 mg 18 mg 13 mg 33 mg
Fosfor 212 mg 171 mg 154 mg 227 mg
Potasyum 342 mg 295 mg 128 mg 372 mg
Sodyum 55mg 66 mg 51 mg 60 mg
Ginko 3,61 mg 4,48 mg 1,82 mg 0,81 mg
C vitamini 0,0 mg 0,0 mg 3,0 mg 0,0 mg
Tiamin 0,052 mg 0,042 mg 0,071 mg 0,058 mg
Riboflavin 0,124 mg 0,151 mg 0,175 mg 0,080 mg
Niasin 6,703 mg 4,649 mg 6,246 mg 5,950 mg
Vitamin B-6 0,651 mg 0,346 mg 0,320 mg 0,402 mg
Folat, DFE 13 ug 6 Hg 9 Mg 2 Ug
Vitamin B-12 1,27 ug 2,17 pg 0,35 Mg 5,39 ug
Vitamin A, 0 g 4 ug 32 g 120 ug

RAE




Tablo 2-2: Etin Kimyasal Bilesimi (100g) (USDA 2015) -2

Kimyasal Sigir Eti (100g) | Sigir Et1 (100g) Tavuk Eti Balik Eti
Bilesen Kusbasi Kiyma-%15 Yagl |(100g) Derisiz| (100g) Lifer
Vitamin A, 1U (0 [V] 14 U 107 1U 398 1U
Vitamin E 0.22 mg 0.17 mg
Vitamin D 0.1 ug
(D2 + D3)
Vitamin D 3.01U 31U
Vitamin K 0.9 ug 1.3 ug
Yag Asidi 5.715
ag Asidt 1032 g g 4710 g 0.915 g
(Doymus)
Yag Asidi (Mono 6.469
22 Asidi 0.995 g g 7.410 g 1.793 g
Doymamis)
Yag Asidi (Poli 0.433 ¢
0.108¢ 2.280 ¢ 1.060 g
Doymamis)
Trans Yag Asidi 0.113g 0.860 g
Kolesterol 55 mg 68 mg 104 mg 59 mg
2.3.1. Su

Su, insan hayatinin temel ihtiyaglarindan biri olmasi1 yaninda bir¢ok gidanin da
bilesiminde bulunan ana maddedir.

Etin besleyici degerine, renk, tekstiir, olgunluk gibi duyusal 6zelliklerine, katki
maddelerinin ¢6ziinmesine ve etkinligine katki saglayarak teknolojik 0Ozelliklerine
onemli etkileri olmaktadir. Ayrica mikrobiyal tireme ile de dogrudan iliskili olup raf
omrii belirlenmesinde kullanilmaktadir (Arslan 2013 p. 41). Deniz Urlnleri igin ise su

en 6nemli komponenttir (Pigott ve Tucker 1990 p. 41).



2.3.2. Proteinler

Besinlerin yararlanma derecesi igerisinde bulunan proteinin biyolojik degerine
baghdir (Arslan 2013 p. 44). Biyolojik degeri en yiiksek olan gida 100 ile yumurta aki
iken etin biyolojik degeri 75°dir ve igerdigi metiyonine gore hesaplanmaktadir. Et
proteinlerinin beslenme agisindan Onemli olmasinin diger sebebi de sindirilme
derecelerinin yiiksek olmasidir. Kirmizi ette biyolojik degeri en yiiksek olan kisim
bonfile (80) iken en diisiik kisim bas etidir (54) (Y1ldirim 1996 p. 310).

Ozellikle kirmiz1 et tartisilmaz en iyi protein kaynagidir (Pereira ve Vicente
2013). Et proteinlerinden en 6nemlileri aktin, miyozin ve kollajendir. Etlerde metil,
histidin, lizin ve hidroksimetil gibi bitkisel proteinlerde bulunmayan aminoasitler
mevcuttur (Friedman 1996). Ginlik esansiyel aminoasit (fenilalanin, triptofan,
metiyonin hari¢) ihtiyacitmizin karsilanmasi i¢in 150-250 g orta yaglh et tiiketilmelidir
(Y1ldirim 1996 p. 310).

Baliklar yaklasik %11-24 arasinda protein igcermektedirler (Sikorski ve ark. 1990
p. 34). Balik kaslari, iyi bir aminoasit bilesimi icerdigi gibi besleyici ve kolay
sindirilebilir proteinler i¢in de iyi bir kaynaktir (Kristinsson ve Rasco 2000). Bircok
balik proteininin besleyici degeri kazeine esit ya da daha yiiksektir ve etin protein
kalitesinden daha yiksek, laktoalbumin gibi ideal proteinlere ise esittir (Friedman
1996). Balik hayvansal protein aliminin ortalama yaklasik yiizde 20’sini karsilayarak ve
yaklasik 2,9 milyar kisinin tiiketimini saglayarak insan beslenmesinde énemli bir yer
tutar (FAO 2014).

Et, esansiyel aminoasitlerden zengin bir kaynak olmasindan dolay1 sporcularda
veya ameliyat sonrasi durumlarda kas dokusunun yeniden insa edilmesine katki saglar.
Etler taurinden de zengindir. Sisteinden taurin iiretemeyen yeni dogmus bebekler i¢in
bu aminoasit esansiyel konumundadir (Higgs 2000). Aymi zamanda taurin
suplementlerinin kalbe yararli etkilerinin oldugu konusunda da giiglii kanitlar vardir

(Stapleton ve ark. 1997).

2.3.3. Yaglar

Ette yaglar fosfolipid, notral lipid, kolesterol ve serobrosit olarak bulunurlar.
Esansiyel yag asitleri (arasidonik, linoleik ve linolenik asit) ve yagda eriyen vitaminleri
(A, D, E, K) icererek beslenmeye katki saglarlar. Ayn1 zamanda aroma maddelerinin

¢cozlinmesine yardimci olarak ve kendileri de hidrolize olarak keton, ugucu yag asitleri



ve aldehit agiga ¢ikartirlar boylece lezzet olusumunda etkili olurlar (Arslan 2013 pp. 46-
47).

Et, doku membranlarindaki trombositlerde tromboksan A, iiretimi ve hiicre dis1
trombosit agregasyonunu arttiran arasidonik asitten zengin bir besindir (Li ve ark.
1998).

Hu ve ark. (2002)’in yapmis oldugu calismaya gore deniz liriinlerinde diger
gidalara kiyasla yiiksek oranda bulunan omega-3 yag asitleri o6zellikle kadinlarda

koroner kalp hastaligin1 ve bundan kaynakli 6liimleri azaltmaktadir.

2.3.4. Karbonhidratlar

Karbonhidratlarin etteki 6nemi beslenmeden c¢ok tekstiirel Ozelliklere olan
olumlu katkisindandir. Etin en 6nemli karbonhidrat1 olan glikojen olgunlagma sirasinda
asiditeyi saglayarak olgunlagsmaya katkida bulunur (Yildirim 1996 p. 292). Baliklarda
ise karbonhidrat miktar1 6nemli diizeyde degildir (Pigott ve Tucker 1990 p. 42).

2.3.5. Vitaminler

Et ve et Urlnleri B-kompleks vitaminleri igin ¢ok Onemli bir kaynaktir.
Bitkilerde B12 vitamini bulunmadigi igin et ¢ocuklarin B12 vitamin teminati i¢in iyi bir
kaynaktir. Diger taraftan et, yagda eriyen A, D, E ve K vitaminleri ve C vitamininden
fakirdir (FAO 2007). Yagh etlerde ise yagda eriyen vitaminler bol miktarda
bulunmaktadir. Tavuk eti A vitamini ve askorbik asitten, sigir eti ise tokoferolden
zengindir (Yildirim 1996 p. 336).

Suda ¢0zunen vitaminler, B-kompleks ve C vitaminleri su trtnlerinin etlerinde
karada yasayan hayvan etleriyle yaklasik olarak ayni diizeyde bulunurlar. Yagda
¢coziinen A, D, E ve K vitaminleri ise karada yasayan hayvanlardan daha yuksek
miktarda bulunurlar. Bitkilerde bulunan provitamin A olarak bulunan karoten baliklar
ile doniistliriiliip depolanarak A vitamini seklinde diizenlenmektedir. Balik karaciger
yaglar1 ise D vitamini i¢in zengin bir kaynaktir. Balik eti alfa-tokoferolun en etkili
halini 6nemli miktarda igerir. Vitamin K ise bir¢ok balikta az miktarda bulunur. B
kompleks vitaminlerinden tiamin, riboflavin ve niasin balik dahil olmak {iizere su
{iriinlerinin kaslarinda 6nemli miktarda bulunmaktadir. Ozellikle somon ve tuna B6
vitamini i¢in 6nemli kaynaklardan biridir. B12 vitamini i¢in de baliklar iyi bir kaynak
olusturur. Deniz tiriinleri biotin agisindan da zengindir (Pigott ve Tucker 1990 pp. 43-
50).
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2.3.6. Mineral Maddeler

Ette %0,1’den fazla miktarda kalsiyum, fosfor, sodyum, potasyum, Klor,
magnezyum, demir, bakir ve ¢inko gibi iz elementler bulunmaktadir. Ette bulunan
demir bitkilerdeki demire oranla daha ylksek biyo-yararlanim, daha iyi emilim ve
metabolizmaya sahiptir (FAO 2007). Etin ig¢erdigi demir ve fosfor beslenme agisindan
ete biiyilk 6nem kazandirmaktadir. Mineraller deniz Urinlerinde etlere oranla kismen
fazla konsantrasyonda bulunmaktadir (Pigott ve Tucker 1990 p. 50). Et kobalt, krom ve
nikeli de faydali miktarlarda icermektedir (Higgs 2000).

Demir eksikligi ve demir eksikligi anemisi sanayilesmis ve gelismekte olan
tilkelerde ciddi saglik problemlerindendir. Demir gidalarda hem ya da non-hem olarak
bulunur. Hem, nerdeyse sadece hayvansal gidalarda hemoglobin ve miyoglobin olarak
bulunur. Non-hem ise, hayvan ve bitki dokularinda, takviye edilmis besinlerde ve besin

takviyelerinde bulunur (Geissler ve Singh 2011).

2.4. Gidalarin Bozulmasi

2.4.1. Gidalarda Bozulma Cesitleri

Bir gida maddesinin bozulmus olarak degerlendirilmesi, kalitesinin kabul
edilebilir degerlerinde kayiplar olusmasi seklinde bildirilmistir (Erol 2007 p. 237). Buna
karsin bozulma, kabul edilebilir maksimum bakteriyel limit veya istenmeyen koku,
gorinim ya da tat olarak da tanimlanabilir (Borch ve ark. 1996). Bozulma gida
maddesini duyusal 6zellikleri bakimindan tiiketici tarafindan kabul edilemez hale getirir
(Gram ve ark. 2002). Ayrica bozulan etlerin yiizeyinde olusan yapiskan tabaka da
uriinun kabul edilmemesi agisindan 6nemli bir faktérdir (Nychas ve ark. 2008).

Bu bozulmalar fiziksel hasarlar, kimyasal degisimler (oksidasyon, renk
degisimleri) ve mikroorganizmalar ya da metabolit atiklar sonucu olusan istenmeyen tat,
gorinim ve koku olarak meydana gelebilirler (Gram ve ark. 2002). Gidalarda olusan
fiziksel degisimler farkli kiiltiir, cografya ve aligkanliklarin etkisi ile bazi kisilerce
bozulma olarak kabul edilebilir bazilarinca ise kabul edilemez. Bu duruma 6rnek olarak,
ayranin bazi {ilkelerde bozuk yogurt olarak kabul goriiliip tiikketilmemesi, baz1 yorelerde
ise eksimis ayranin bile daha saglikli olacagi distincesi ile Ozellikle tiiketilmesi

verilebilir.
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Gidalarda meydana gelen bozulmalar birgok farkli faktdr sonucu ortaya cikar.
Sicaklik, pH, su aktivitesi, 151tk ve oksijene maruz kalma, gidalardaki kullanilabilir
kimyasallar ve besinler bu faktorlerden bazilaridir (Singh ve Anderson 2004 p. 4).

Gidalarda olusan bozulmalar, fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik olarak 3 ayri

kategoride incelenebilir.

2.4.1.1. Fiziksel Bozulmalar

Fiziksel bozulmalar fiziksel degisimler sonucu olusurlar. Taze sebze ve
meyvelerde olusan ezilmeler, renk degisimleri, asir1 olgunlasmalar, patates cipsi ve
kahvaltilik gevrek gibi gevrek gidalarda olusan sertlik ya da yumusamalar, dondurma
gibi donmus gidalarda goriilen buz kristalleri, toz gidalarda goriilen topaklasmalar,
Maillard reaksiyonu (indirgen sekerler ve aminoasitler arasinda olusan reaksiyon
sonucu enzimatik olmayan kahverengilesme), donma yaniklari, aroma ve koku
degisimleri fiziksel bozulmalara 6rnek verilebilir (Singh ve Anderson 2004 pp. 4-10).

Fiziksel bozulmalar siddetli oldugu zaman tiiketici iiriinii almak istemeyecegi
gibi bu tip bozulmalar mikrobiyal Gremeye de zemin hazirlayabilirler. Iyi tasarlanmis
ambalajlama sistemlerinin kullanimi ile gidalarda olusan bu bozulmalarin O6niine

gecilebilir (Singh ve Anderson 2004 p. 4).

2.4.1.2. Kimyasal Bozulmalar

Kimyasal degisimler vizkozitede artma, jellesme, sedimentasyon ya da renk
degisimleri (kahverengilesme) gibi fiziksel degisimlere sebep olabilirler. Lipid
oksidasyonu, enzimatik oksidasyon, lipoliz kimyasal bozulmaya sebep olan
olaylardandir (Huis in’t Veld 1996). Ayrica etlerde miyoglobin ve oksimiyoglobin
proteinlerinin oksidaz sonucu kahverengi metmyoglobine doniisimii de kimyasal
bozulma seklidir (Fellows 2009 p. 57).

Yaglarda meydana gelen bozulmalar lipolitik enzimler, oksidatif reaksiyonlar ve
hidrolitik reaksiyonlar sonucu meydana gelen kimyasal bozulmalardir. Lipid
oksidasyonu (oksidatif ransidite) kizartilmis gidalar, findik, kurutulmus meyve ve etler,
slit tozu, kahve ve margarinin igerdigi yaglarda olusan en dnemli bozulmadir (Singh ve
Anderson 2004 pp. 10-11).

Yag, karbonhidrat, protein ve mikrobesinleri kapsayan kimyasal reaksiyonlar

tiikketici tarafindan kabul edilemez renk, koku ve tekstiirel degisimler meydana getirirler.
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Bu reaksiyonlar, depolama 1sis1, 151k ve oksijene maruz kalma, gidanin pH’st ve aw

degerine bagli olarak gerceklesebilirler (Fellows 2009 p. 56).

2.4.1.3. Mikrobiyal Gida Bozulmalari

Mikrobiyal bozulmalar1 en yaygin bozulma sebebidir ve goriilebilir degisimler
(koloniler, yapiskanlik vb.), tekstiirel degisimler (polimerlerin bozulmasi) ya da
istenmeyen tat ve koku olarak ortaya ¢ikabilirler (Gram ve ark. 2002). Mikrobiyal
bozulma sonunda gida maddelerinde tat, koku ve tekstiirde degisimler, gaz olusumu,
stv1 birikimi olusabilmektedir (Erol 2007 p. 237).

Genel olarak mikroorganizma aktiviteleri gida bozulmalarinda 6nemlidir ve gida
kaynakli hastaliklara sebep olabilirler. Mikrobiyal bozulmalar taze sebze, meyve, et,
kanath eti, balik, firincilik {irtinleri, siit ve meyve suyu gibi bozulabilir gidalar agisindan
onemlidir (Singh ve Anderson 2004 p. 11). Lipaz aktivitesi igeren mikroorganizmalar
ile olusturulan hidrolitik ransidite sadece ¢ig et, balik, siit ve slt trtinlerinde meydana
gelir (Singh ve Anderson 2004 p. 17).

Bakteri, mantar, virls ve parazitler bozulmaya sebep olan
mikroorganizmalardir. Bacillus cereus, E. Coli O157:H7, Campylobacter jejuni,
Clostridium spp., Salmonella spp. gibi baz1 bakteriler gida kaynakli hastaliklara sebep
olabildigi gibi, baz1 mikroorganizmalar hastalia sebep olmadan sadece bozulmaya
sebep olabilirler (Singh ve Anderson 2004 p. 14). Enterobacteriaceac familyasinda
patojen bakteriler bulundugu gibi bozulma yapici bakteriler de bu grupta yer alirlar. Bu
grup liyesi bazi bakteriler kalite ve giivenligin indikatorii olarak kullanilabilirler (Baylis
2006 p. 639).

Zygosaccharomyces yiiksek seker ve tuz oranina sahip gidalarda koloni
olusturarak bozulmaya sebep olan mayalardandir. Saccharomyces gida ve igecek
tiretiminde yararlanilmasinin yaninda bozulmaya da sebep olarak istenmeyen etki
gosterebilirler. Penisilin ve Aspergillus da gida bozulmasina sebep olan diger kiiflerdir.
Alternaria gidalarda yiiksek toksijenik etkiye sahip mikotoksin iiretmesinin yani sira
depolanmis tahillarda ve mayalanmis tahilarda gelismeksizin varligi tazelik indikatori
olarak kullanilabilmektedir. Mayalarin bircogu ise gidalarda bulunup izole edilmesine
ragmen bozulmaya sebep olmayabilirler (Blackburn 2006 p. 19). Yarrowia lipolytica,

proteolitik aktiviteleri ile et ve sut driinlerinde, Candida, C. zeylanoides, C. tropicalis ve
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C. stellata et, balik ve kurutulmus gidalarda bozulmaya sebep olan mayalardandir
(Fellows 2009 p. 60).

Hepatit A, rota virts, Norwalk virus, BSE (bovine spongioform encephalopathy-
deli dana hastalig1) virlisler ve prionlar tarafindan olusturulan gida kaynakl
hastaliklardan bazilaridir. Parazit enfeksiyonlart da 6zellikle et, balik ve su Griinlerinde
meydana gelirler. Diphyllobothrium latum gibi sestodlar sigir, domuz ve balik etinde
bulunur. Trichinella spiralis gibi nematodlar domuz ve balik eti ile su triinlerinde
bulunur. Clonorchis sinensis gibi trematodlar ise balik, su triinleri ve bazi sebzelerde
bulunurlar (Singh ve Anderson 2004 p. 14).

Mikrobiyal gida bozulmalar1 hem mikroorganizmalarin gelisimi hem de
mikroorganizmalar tarafindan iretilen enzimlerin etkisiyle olusurlar.
Mikroorganizmalarin gida maddesinde belirlenebilir degisimlere neden olabilmesi igin
belirli bir sayiya ulagsmis olmasi gerekir (Erol 2007 pp. 237-238). Mikroorganizmalarin
bozulma potansiyeli, bir triiniin bozulmasi ile iliskili metabolitler iireten saf kiiltlr
yetenegidir (Gram ve ark. 2002). Uriin ayni1 olsa dahi cografi kaynak ve mikrobiyal
gelisim ile iligkili diger faktorlerden dolayr bozulma farkli olusabilir. Bozulmaya,
bozulmus gidadan izole edilen hangi bakterinin sebep oldugunu belirlemek i¢in detayli
kimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal analizler yapilmasi gereklidir (Gram ve Huss
1996).

Gidalarin mikrobiyal bozulmalarinda mikroorganizma tiirii ve sayisi ile baskin
mikroflora 6nemlidir. Ayn1 zamanda aw, pH, redoks potansiyeli (Eh), besin igerigi,
protein, karbonhidrat, yag gibi gida bilesenleri, hidrojen peroksit, laktik asit, bakteriosin
vb. antimikrobiyal maddeler ve koruyucu yapilar gibi i¢ faktorler, depolama,
ambalajlama, sicaklik, atmosferdeki gaz orani, 151k ve oksijene maruz kalma gibi
cevresel faktorler, ve bu faktorler arasindaki etkilesim bozulmada etkili bilesenlerdir
(Borch ve ark. 1996; Erol 2007 pp. 21-36; Fellows 2009 p. 57). Ayrica baliklarin ¢esidi,
yagsam gevresi Ve avlanma metodu da bozulmay1 belirleyen etkenlerdendir (Aksan 2010
p. 95).

2.4.2. Etlerde Olusan Bozulmalar
Et kimyasal yapisindan dolay1 kolay bozulabilir gidalar arasinda en Ust siralarda
yer almaktadir (Doulgeraki ve ark. 2012). Et, kanatli eti, balik ve siit yiiksek protein
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icerigine sahip gidalar oldugundan ¢ok ¢abuk bozulabilmektedirler (Abdel-Aziz ve ark.
2016).

Etler, bakteri, kiif ve mayalarin biiyimeleri i¢in gerekli olan tiim besin
elementlerini zengin bir sekilde icermektedir ve bu bilesenler taze ette kullanilabilir
formda yeterli miktarda bulunmaktadirlar. Etlerin pH degeri, yiiksek su miktar
mikroorganizmalarin  gelisimi i¢in optimum degerlerdir. Oksidasyon-rediksiyon
potansiyeli (O/R) tiim etlerde diisiik olmasina ragmen, yiizeydeki O/R Kkosullari
yiikselme egiliminde oldugundan aerobik, fakiiltatif aerobik ve anaerobik
mikroorganizmalarin {iremeleri i¢in uygun kosullar olugsmaktadir (Jay 2012 p. 78).
Ozellikle kiyma ve parca etlerde yiizey alaninin genislemesi sonucu mikrobiyal
gelisime daha agik hale gelerek hem aerobik bakterilerin gelisimi sonucu Pseudomonas
spp. baskin hale gelmesiyle hem de merkezde olusan mikroaerofilik ve anaerobik
gelisim ile renk, koku degisimi ve yapiskanlik meydana gelir (Aksan 2010 p. 89).

Kanath etleri ise bozulma agisindan kirmizi etlere benzemektedirler. Icerdigi
besin elementlerinin zenginligi, kesim islemi, yiiksek pH degeri (g6gis etinde 5,7-5,9),
redoks potansiyeli, kesim hattinda kullanilan su sebebiyle deride mikoorganizma
gelisiminin artmasi, deri ile birlikte tiikketime sunulmasi ve deri kivrimlart arasinda
mikroorganizmalarin birikmesi kanatli etlerinin ¢abuk bozulmasina sebep olmaktadir
(Erol 2007 pp. 244-245).

Baliklar, mikroorganizmalar tarafindan iiretilen ve kendi yapisinda bulunan
enzimler etkisiyle ete gore daha hizli parcalanmaya bagladigi i¢in bozulma reaksiyonlari
da daha hizli gergeklesir. Ayrica balik amino asit, trimetilamin oksit, kreatin gibi protein
icermeyen nitrojenli bilesikler, peptid, glikojen ve proteini yiiksek oranda icermesi,
yiiksek ph (> pH 6.0) igerigi sebebiyle mikroorganizmalarin gelisimi igin uygun ortami
hazirlar (Aksan 2010 p. 95). Yiiksek aw degeri ve doku yapisinin yumusak olmasi da
baliklarin ¢abuk bozulma sebeplerindendir (Erol 2007 p. 250). Ayrica baliklarin
avlanma yeri ile satisa sunulan yer arasindaki uzak mesafe dolayisiyla bu siire
mikroorganizmalarin lehine islemektedir. Yakalanma sekilleri de kontaminasyon
acisindan 6énemli olup baslangi¢ kalitesini belirleyebilmektedir. Yakalanma sirasindaki
hasarlar, baligin yapisi, post mortem degisim hizi ve depolanma sartlari baliklarin ¢abuk
bozulma sebeplerindendir. Baliklarin soguk kanli olmasi da diger etlerin aksine

sogutmanin mikroorganizmalar Uzerinde etkisiz kalmasina sebep olmaktadir (Fraser ve
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Sumar 1998). Etlerde mikrobiyal bozulmalar1 engelleyici olan dogal bariyerlerin fasia,
bag doku ve ligamentlerin baliklarda bulunmayisi da bozulma agisindan 6nemlidir.

Kasaplik hayvan etleri ilk kesildigi zaman steril olarak kabul edilir fakat kesim,
yliziim, parcalama ve depolama islemleri sirasinda c¢esitli kontaminasyonlara maruz
kalabilirler. Kanatli etlerinin i¢ kisimlart da genellikle sterildir ya da diisiik 1silarda
gelisemeyen birka¢ mikroorganizma igerir, bozulma florasi ise ylizeyde sinirlanmigtir.

Taze kesilmis et buzdolabinda saklandigi zaman yiiksek nem igermesinden
dolay1 bakteri ve maya kontaminasyonuna maruz kalir (Jay 2012 p. 107).

Hastalik olusturmadan once gidalarin bozulma tespitini yapmak bazen miimkiin
olmamaktadir ve gidalar duyusal olarak bozulma 0Ozellikleri gOstermese de
mikrorganizma (iremesi meydana gelmis olabilir. 10’ kob/g mikroorganizma tespiti
edilesiye kadar gidalarda koku veya tat degisimi olmayabilir ya da tiiketici tutumluluk
icin gidanin bozuldugunu kabul etmeyip tiiketebilir bu da zehirlenmelere sebep olabilir
(Sperber 2009 p. 11).

Genellikle 10°-10° kob/ml-g mikroorganizma igeren gidalarda bozulma meydana
gelmemektedir (Aksan 2010 p. 89). 10°-10" kob/g mikroorganizma sayisma sahip
vakum paketlenmis etler, bozulmus olabilir ve kotii kokuya sahip olabilirler. 10"-10®
kob/g mikroorganizma igeren aerobik ortamda depolanmis etler bozulma kokusuna
sahiptirler. Ozellikle bozulma kokusundan ette bulunan serbest aminoasitler ve bunlarla
iliskili bilesikler (H2S sulfur iceren amino asitlerden, NH3 birgcok amino asitten, indol
triptofandan) sorumludur. 10°-10° kob/ml-g arasinda mikroorganizma bulunduran
neredeyse tim gidalarda bozulma ozelligi gozukir ve aerobik depolanmig etlerde
yapiskan tabaka olusur. Yapigkan tabaka, bakteri yiginlarinin gelisimi, etin yapisal
proteinlerinin sertliginin kaybedip yumusak, gevsek bir hal almasi sonucu olusur.
Kanatl etlerinde de yapiskan tabaka olusmadan 6nce bozulma kokusu olusmaya baslar
(Jay 2012 p. 85). 10°%-10" kob/ml-g’de ise Urlinlerde belirgin yapisal degisimler
meydana gelmektedir (Aksan 2010 p. 89). MAP teknigiyle paketlenmis baliklarda 4,5
hafta sonunda LAB ve toplam psikrofilik mikroorganizma sayisi 10°~10" kob/g iken,
okside ve aci lezzet, ¢ok yumusak tekstiirel 6zellikler saptanmistir (Paludan-Muller ve
ark. 1998). Balik dokularinda bulunan otolitik enzimler tekstiirel bozulmalara sebep
olan en onemli faktorlerdendir. Koti koku ve kot tat mikrobiyal aktivite sonucu

olusmasina ragmen, ac1 ve hafif eksi tatlar yan steril 6rneklerde gozlemlenir. Paludan-
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Muller ve ark. (1998) yapmis oldugu c¢alismada, bozulmanin sadece mikrobiyal
kaynakli olmadigini ayn1 zamanda otolitik enzimlerin de etkili oldugunu belirtmislerdir.

Baslangicta bulunan bakterilerin yalnizca %10’u buzdolabinda iireme yetenegine
sahiptir ve diisiik oranda bozulmaya sebep olabilirler. Et iiriinleri hazirlanirken 65 °C -
75 °C’ye kadar 1sitilarak vejetatif formlarin birgogu 6ldiiriildiigii igin iirtinlerin raf Smrii
1sitma  sonrasit olusan kontaminasyonla iligkili olarak belirlenebilir. Yizey

kontaminasyonu et ve et Uriinlerinin raf 6mrina belirler (Borch ve ark. 1996).

2.4.3. Bozulmanin Saghk Acisindan Onemi

Gida kaynakli hastaliklar; canli hiicrelerin gida ile birlikte tiiketilmesi sonucu
bagirsak epiteline kolonize olmasiyla gida enfeksiyonu, canli hiicrelerin gida ile birlikte
tilketilmesiyle sporlanan, lizise olan hiicrelerin toksin birakmasi  sonucu
toksikoenfeksiyon ve canli hiicrelerin gidada ¢ogalarak toksin iiretmesi ve toksinin gida
ile birlikte alinmastyla meydana gelen intoksikasyon olarak 3 ayr1 grupta
incelenmektedir (Zorba 2010 pp. 129-130). Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi
(Centers for Disease Control and Prevention-CDC)’ne gore, her yil yaklasik 48 milyon
insan gida kaynakli hastaliklara yakalanabilmekte, hastalarin 128.000°1 hastanede tedavi
gormekte ve 3.000 kisi ise Olmektedir (Aday ve Yener 2015). WHO arastirmalarina
gore ise 2010 yilinda 420-960 milyon kiside gida kaynakli hastalik meydana gelmis ve
310.000-600.000 kisi hastaliklar sonucu hayatin1 kaybetmistir (WHO 2015).

Diare, kusma ve karin agris1 gida zehirlenmeleri durumunda en ¢ok karsilagilan
semptomlardir. Kolera toksini gibi bakteriyel toksinler, cyclic adenosine
monophosphate (CAMP) gibi ikincil habercilerin intraseliiler miktarin1 degistirerek
intestinal sekresyonu ve hareketliligi arttirir ve bu da diareye sebep olabilir. Beynin 4.
ventrikilinde bulunan kusma merkezinin farkli uyaricilar tarafindan uyarilmalari
sonucu kusma meydana gelir, stafilokokal enterotoksinler abdominal vagusun
uyarilmasi sonucu bu sistemi aktive ederler (Eley 1996 pp. 5-6). Gidalar bozulmalari
sonucunda gida zehirlenmeleri ve gida infeksiyonlarina neden olmaktadirlar (Erol 2007
p. 49).

Gida enfeksiyonlarina neden olan  mikroorganizmalar;  Salmonella,
Campylobacter, Vibrio parahaemolyticus, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli
(EIEC, EHEC), Listeria monocytogenes, Brucella abortus, B. melitensis,

Mycobacterium tuberculosis, Coxiella burnetti, Shigella dysenteria, hepatit A, hepatit E
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virisu, norovirGsler, rotavirts, kene kaynakli ensefalitis, echovirus, astrovirus, avian
influenzavirlsiu, poliovirus, enterovirus, Giardia duodenalis, Giardia lamblia,
Cyclospora cayetanensis, Cryptosporidium parvum, Toxoplasma gondii, Sarcocystis
spp., Balantidium coli, Entamoeba histolytica, Trichinella spp., Taenia saginata, Taenia
solium, Echinococcus spp., Fasciola hepatica, Anisakis spp. ve Diphylobothrium latum’
dur (Eley 1992 pp. 1-10; Erol 2007 p. 51; Zorba 2010 p. 130).

Gida toksienfeksiyonlar1, Clostridium perfringens, Vibrio cholera, E. coli
(enteropatojenik, enterotoksijenik), Bacillus cereus, Plesiomonas shigelloides,
Aeromonas hydrophila, Clostridium difficile tarafindan meydana gelmektedir (Zorba
2010 p. 130).

Gida toksikasyonlar1 ise, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Clostridium
botilinum, Aspergillus tdrleri, Penicillium tirleri, Fusarium tiirlerinin gida ile alimi
sonucu olugmaktadir (Erol 2007 p. 58; .Zorba 2010 p. 130).

Patojen mikroorganizmalar veya onlarin metabolitleri ile kontamine gidalarin
tiikketilmeleri sonucu bir¢ok hastalik meydana gelebilir fakat bu hastaliklarin hepsi gida
zehirlenmesi olarak tanimlanamaz (Eley 1996 p.1).

Bozulmaya neden olan bazi bakteriler histamin ve diger maddeleri Ureterek
alerjik reaksiyonlarla karakterize zehirlenmelerin olusumuna neden olurlar. Hayvansal
gida kokenli infeksiyon ve zehirlenmeler sonucu hatali {iriinlerin toplanmasi, imhasi,
isgiicii kaybi, hastaligin saptanmasi ve tedavi masraflarina baglhi 6nemli ekonomik
kayiplar meydana gelmektedir (Erol 2007 pp.43-44).

Gidalarin tiiketilmemesi ve ¢Ope atilmasi sonucu ekonomik olarak biiyiik
kayiplar verilmektedir. Bu kayiplarin 6nemli miktar1 da gida bozulmalar1 sonucu
olusmaktadir (Sperber 2009 pp. 2-3). Gida yasamin vazgegilmez bir pargasidir. Oysa,
diinyada yaklasik 1 milyar yetersiz beslenen (malnitrisyon) insan mevcuttur. Her yil
yaklagik 4 milyon metrik ton gida iretilir fakat bunun %30-50’si (1,2-2 milyar ton),
kotl hasat, depolama ve nakliye kosullart ile pazar ve tiketici israflart dolayisiyla israf
olmaktadir (Katsarova 2014). Gida ve Tarim Orgiitii’niin yapmis oldugu arastirmada her
yil 1,3 milyar ton gidanin israf edildigi bildirilmistir (FAO 2011). Yilda 263 milyon ton
et iretilirken %20’si, baliklarin ise %8’i tutulurken %35’i israf edilmektedir (FAO
2016a). Her y1l, zengin iilkelerde kisi bas1 900 kg, gelir diizeyi diisiik iilkelerde ise 460
kg gida tiretilmektedir. Kisi bas1 kaybedilen ve israf edilen gida miktarlari ise sekil 2-2’

de verilmistir. Gelismis iilkelerde bu kayip 310 Amerikan dolarina, endiistrilesmis
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tilkelerde ise 680 Amerikan dolarina karsilik gelmektedir. Endustrilesmis ve gelismekte
olan {ilkelerde ise gida israfi 630—670 milyon ton olmaktadir. 263 milyon ton etin
%20’si israf olmakta bu da 75 milyon biiyiikbas anlamina gelmektedir. Gidalarda
olusan bu kayip miktar1 ile Latin Amerika ve Afrika’da 300 milyon, Avrupa’da ise 200
milyon kisinin gida ihtiyaci karsilanabilirdi. Diinyadaki israfin %4’ korunabilseydi tim
diunyadaki 870 milyon kisi acliktan korunabilirdi (FAO 2016b). ABD Tarim
Bakanligi’nin tahminine gore ise gida kaybinin %5’1 korunabilirse bu miktar yaklasik
olarak glnlik 320.000 kisinin kirmizi ve beyaz et ihtiyacim1 karsilayabilecektir
(Cerveny ve ark. 2009 p. 69). Avrupa Birligi’nde (AB), tedarik zinciri boyunca gida
atiklar1 yaklasik 89 milyon ton veya kisi basina yillik 180 kg olarak tahmin edilmis ve
onlem almmadigi takdirde, 2020 yilina kadar yilda yaklastk 126 milyon tona
yukselmesi beklenmektedir (Katsarova 2014).
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Sekil 2-2: Kisi Bas1 Gida Kayb1 ve Israfi (kg/y1l) (FAO 2016b)

Ekonomik kayiplar bozulan gidalardan kaynaklandigi gibi gida zehirlenmeleri
sonucu olusan hastaliklarin maliyetinden de kaynaklanmaktadir. Bu maliyetler; hastane
masraflari, laboratuvar tetkikleri, hastalik sunucu iiretim ve maas kaybi, dava ve
tazminat sonucu olusan yasal giderlerdir (Eley 1996 p. 13).

Gida bozulmalar1 sadece ekonomik kayiplara neden olmaz, ayni zamanda

tiiketilebilir gida maddesi kayiplarina da yol agarlar (Erol 2007 p. 44).
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2.4.4. Etlerde Bozulma Yapic1 Bakteriler

Kirmiz1 etlerde, Pseudomonas spp., Moraxella spp., Acinetobacter,
Enterobacteriaceae, Escherichia coli, Shewanella, Serratia, Serratia liquefaciens,
Serratia marcescens, Hafnia, Hafnia alvei, Lactic acid bacteria, Brochothrix,
Brochothrix acinetobacter, B. thermosphacta, Carnobacterium spp., Leuconostoc spp.,
Lactobacillus spp., Aeromonas spp., Clostridium spp., Bacillus spp., Micrococcus spp.,
Psychrobacter ssp., Enterococcus spp., Pediococcus spp., Alcaligenes, Streptococcus,
Achromobacter, Photobacterium spp., Flavobacterium, Chromobacterium lividium,
Proteus bozulma yapan bakterilerin basinda gelirler (Borch ve ark. 1996; Gram ve ark.
2002; Erol 2007 pp. 238-243; Aksan 2010 pp. 85-90).

Tavuklarda ise Alcaligenes, Corynebacterium spp., Escherichia, Bacillus spp.,
Pseudomonas spp., Flavobacterium, Acinetobacter, Moraxella spp., Staphylococcus,
Alteromonas, Proteus, Salmonella, Micrococcus spp Enterobacter ve laktik asit
bakterileri (LAB) bozulmaya sebep olan en énemli bakterilerdir (Aksan 2010 pp. 87-
91).

Baliklarda bozulma yapan bakteriler arasinda Shewanella, Pseudomonas spp.,
LAB, Enterobacteriaceae, Photobacterium tirleri sayilabilir (Gram ve Dalgaard 2002).
Iliman su baliklarinda psikrotrofik, gram negatif basillerden Pseudomonas spp.,
Moraxella spp., Flavobacterium, Shewanella, Vibrionuceae, Acinetobacter ve
Aeromonas spp. yogun olarak bulunmasina ragmen Bacillus spp., Clostridium spp.,
Lactobacillus spp., Corynebacterium spp. ve Micrococcus spp. gibi gram pozitif
bakteriler de farkli oranlarda bulunabilirler (Gram ve Huss 1996). Alcaligenes, koliform
grubu bakteriler, Escherichia, Proteus, Serratia, Sarcina, Photobacterium phosphoreum
da baliklarda bulunabilen bozulmaya sebep olabilen diger bakterilerdir (Jargensen ve
ark 2000; Erol 2007 pp. 249-252).

Genel olarak, Pseudomonas spp., Shewanella, Lactobacillus, Aeromonas,
Bacillus, Acinetobacter, Moraxella, Corynebacterium, Clostridium, Proteus, maya ve
kiifler proteaz enzimi ile proteolitik aktivite gostererek peptid baglarini pargalar, protein
ve peptidlerin yikimlanmasini katalize eder ve skatol, amonyak, alkol, amin, CO,,
hidrojen sulfir, indol ve merkaptan meydana getirerek bozulmaya sebep olurlar.
Brevibacterium, L. curvatus, Pseudomonas spp., Serratia, Staphylococcus, Alcaligenes,
Micrococcus, B. thermosphacta ve bazi maya ve kiifler lipaz enzimi ile lipolitik aktivite

gostererek gliserol ester olusumunu hidrolize ederek digliserid, serbest yag asitleri,
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gliserol ve monogliserid olusturur ve olusan yag asitlerinin oksidasyonu, rediksiyonu,
polimerizasyonu sonucu acilagma meydana gelir. Oksidatif aktivite gosteren
oksidoreduiktaz enzimine sahip Lactobacillus tirleri ise miyoglobini metmiyoglobine
cevirerek renk degisimine sebep olurlar (Erol 2007 p. 239).

Neredeyse tiim bakteriler ayni kosullarda gidalarda bozulmaya sebep olabilirler.
Baslangigtaki farkliliklara ragmen ayni kosullar altinda farkli gidalarda benzer
mikroflora ortaya ¢ikabilir. Bundan dolay1, Pseudomonas spp. ve gram negatif psikrofil
mikroorganizmalar aerobik ve sogukta depolanan protein kaynakli gidalarda baskin
olarak bulunabilirler (Gram ve ark. 2002). Ayrica Pseudomonas spp. psikrotrofik bir
bakteri oldugu icin diisiik sicaklikta muhafaza edilen gidalarda bozulma indikatorii
olarak kullanilabilir (Martinez ve ark. 2011).

Sogukta depolama ya da modifiye atmosfer paketleme gibi dis kosullarda
yapilan degisiklikler bozulmanin geciktirilmesi i¢in kullanilan yontemlerdendir.
Gidalarin dusiik sicaklikta depolanmasi bozulmanin Oniine ge¢memekle beraber
psikrofil mikroorganizmalardan kaynaklanan bozulmalar1 yavaslatmaktadir. Bazi gram
pozitif cubuklar (laktik asit bakterileri), spor olusturan bakteriler (Clostridium) ¢zellikle
de gram negatif, cubuk ve spor olusturmayan bakteriler (Pseudomonas spp.) bu gruba
giren bakterilerdendir. Bir¢ok kiif ve maya da psikrofil olmasimna ragmen, diisiik
sicakliklarda bakterilerle iyi rekabet edemezler. Fakat asidik gidalar, yiliksek tuz ve
seker iceren gidalarda bakteriler iyi gelisemedikleri i¢in kiif ve mayalar bu gidalardaki
bozulmalar icin ylksek 6neme sahip olurlar (Huis in’t Veld 1996).

Yiiksek Eh, gidada bulunan su miktar1 ve diisiik sicaklik Pseudomonas’larin
liremesi i¢in uygun ortami meydana getirirler. O, gecirgenligi olan paket
kullanildiginda, buzdolabinda saklanan etler yiiksek pH ve kétii koku ile birlikte gram
negatif mikroorganizmalara maruz kaldiginda Pseudomonas spp. baskin flora haline
gelirler (Jay 2012 p. 99).



Tablo 2-3: Etlerde Bozulmaya Sebep Olan Bakteriler-1
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Bakteri Et | Kanathi | Balik Kaynak
Pseudomonas putida Ercolini ve ark. 2006; Aksan
P.mephitica + + 2010 pp. 87-91
P. syringae, P. fragi
Aksan 2010 pp. 87-91; Alonso-
Pseudomonas fluorescens + +
Hernando ve ark. 2013
Paludan-Muller ve ark. 1998;
Enterobacteriaceae + + |Lindberg ve ark. 1998; Ercolini
ve ark. 2006
Paludan-Muller ve ark. 1998;
Enterobacter agglomerans £ + |Lindberg ve ark. 1998; Ercolini
ve ark. 2006
o _ Lindberg ve ark. 1998; Alonso-
Escherichia coli + +
Hernando ve ark. 2013
Ercolini ve ark. 2006; Séde ve
Rahnella spp. + +
ark. 2013
Paludan-Muller ve ark. 1998;
- + + |Lindberg ve ark. 1998; Ercolini
Rahnella aquatilis
ve ark. 2006
Paludan-Muller ve ark. 1998;
LAB + +
Ercolini ve ark. 2006
Serratia proteamaculans + Ercolini ve ark. 2006
Pantoea ananatis + Ercolini ve ark. 2006
) Paludan-Muller ve ark. 1998;
Brochothrix thermosphacta + + +
Alonso-Hernando ve ark. 2013
Serratia grimesii + Ercolini ve ark. 2006




Tablo 2-4: Etlerde Bozulmaya Sebep Olan Bakteriler-2
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Bakteri Et | Kanatli| Balik |Kaynak
Lactobacillus graminis Ercolini ve ark. 2006
+
Lactobacillus carnosum
_ ) Paludan-Muller ve ark. 1998;
Lactobacillus sakei + + o
Ercolini ve ark. 2006
Lactobacillus viridescens Paludan-Muller ve ark. 1998
Lactobacillus maltaromicus +
Lactobacillus curvatus
Lactococcus lactis  subsp. Paludan-Muller ve ark. 1998
+
lactis
Carnobacterium spp. + +  |Paludan-Muller ve ark. 1998
) : Paludan-Muller ve ark. 1998;
Carnobacterium divergens + + o
Ercolini ve ark. 2006
Carnobacterium piscicola Paludan-Muller ve ark. 1998
+
Carnobacterium gallinarum
Leuconostoc spp. Ercolini ve ark. 2006
Leuconostoc kimchi
+
Leuconostoc carnosum
Leuconostoc gelidum
Leuconostoc mesenteroides + +  |Paludan-Muller ve ark. 1998
Staphylococcus spp. Ercolini ve ark. 2006
Staphylococcus xylosus
+
S. succinus
S. saprophyticus / S. cohnii
Citrobacter freundii + + |Lindberg ve ark. 1998
Moellerella wisconsensis + + |Lindberg ve ark. 1998
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Tablo 2-5: Etlerde Bozulmaya Sebep Olan Bakteriler-3

Bakteri Et | Kanatli| Balik Kaynak
Shewanella putrefaciens + + + |Aksan 2010 pp. 87-91
o ) Paludan-Muller ve ark. 1998;
Serratia liquefaciens + + _
Lindberg ve ark. 1998
Sarcina +  |Paludan-Muller ve ark. 1998
o . Lindberg ve ark. 1998; Alonso-
Yersinia enterocolitica + + +
Hernando ve ark. 2013
Yersinia ruckerii + |Lindberg ve ark. 1998
Vibrio spp. Paludan-Muller ve ark. 1998
Vibrio / Photobacterium spp. 0
V. marinus
Aeromonas hydrophila +  |Paludan-Muller ve ark. 1998

Modifiye atmosfer paketlenmis etlerde laktik asit bakterileri dominant flora
olarak go0zlemlenebilir (Doulgeraki ve ark. 2010). MAP teknigi gram negatif
bakterilerin tiremelerini azaltirken diisiik sayida olmalarina ragmen LAB’in dominant
flora haline gelmesine sebep olurlar (Paludan-Muller ve ark. 1998). MAP gidalarda 7
gun depolama sonunda; Pseudomonas spp., mezofilik ve psikrotrofik aerobik bakteriler
10’ kob/g (zerinde iken diger mikroorganizmalar (Enterobacteriaceae ve B.
thermosphacta) 10°-10° kob/g arasindadir. Tiim bakteriler 14 giin sonra yaklasik
10® kob/g ile en yiiksek degere ulasirlar. Yiiksek oksijen igerigine sahip MAP ile
paketlenmis sigir etinde Pseudomonas spp. ve Lactobacillus sakei tespit edilmistir.
Rahnella yiiksek konsantrasyon oksijen varliginda inhibe edildigi icin ya da diger
bozulma bakterileri tarafindan baskilandigi i¢in 6zellikle buzdolabinda saklanan etlerde
bozulmanin son donemlerinde baskin flora olarak goziikmektedir (Ercolini ve ark.
2006). Yiiksek pH ve diisik glukoz igeren etlerde ise amino asitleri parcalayan

Acinetobacter ve Moraxella gelisim gostererek bozulmaya ve kokusmaya sebep olurlar
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(Aksan 2010 p. 87). Enterobacteriaceae da psikrotrofik oldugu i¢in buzdolabinda
saklanan et, balik siit gibi gidalarda kolayca iireyebilirler. Lindberg ve ark. (1998)
yapmis oldugu calismada baliklarda %31, paketlenmis kiymalarda ise %100 oraninda
Enterobacteriaceae saptanmistir. Bozulmus gidanin yiizeyi yapiskan tabaka ile
kaplandiginda ise anaeroblarin gelisimi i¢in uygun ortam saglanmis olunur (Huis in’t
Veld 1996). Shewanella putrefacience acrob ve anaerob kosullarda geliserek H;S ile
metilsiilfit iiretir ve boylece renk degisimine sebep oldugu gibi kokusmaya da neden
olurlar (Aksan 2010 p. 88).

Et ve balikta vakum paketleme gibi atmosfer degisimleri Pseudomonas’lari
baskilar ve laktik asit bakterileri, Enterobacteriaceae ve bazen de Brochothrix
thermosphacta miktarmni degistirirler (Gram ve ark. 2002). Clostridium ve koliform
grubu bakteriler ise karbonhidratlar1 pargalayarak asit ve gaz olusumunda etkili
olmaktadirlar. Alcaligenes, Clostridium, Pseudomonas spp. ve Proteus proteinleri
parcalayarak hidrojen sulfit, amonyak, indol, skatol, merkaptan, aminleri olusturlar ve
putrit bozulma sonucu kokusmaya sebep olurlar (Aksan 2010 pp. 87).

Kif ve mayalar, et islenen ortamlarda ayni anda bir¢ok yerde bulunabilme
ozelligine sahip olmalar1 nedeniyle Penicillium, Cladosporum ve Mucor da olmak uzere
bulunmasi beklenen mikroorganizmalardir. Candida ve Rhodotorula da et ve kanath
tiriinlerinde bulunmasi beklenen baslica kiiflerdir. Bakteriler kiiflerden daha hizli
iireyerek yiizeyde bulunan ve mayalarin gelisimi i¢in 6nemli olan oksijeni tiiketirler
bundan dolay1 etlerin tlizerinde bakteriler serbestce tirediginde mayalar neredeyse hig
tireyemezler. Etlerde mayalarin iireyebilmesi i¢in bakterilerin baskilanmis ya da 6lmiis
olmasi gerektigi icin tetrasiklin gibi antibiyotikle hayvanlar tedavi edildiginde ve etin
yiizey kisimlarinda bakteriyel gelisim i¢in yeterli nem bulunmadigi zamanlarda mayalar
bozulma acisindan predominant flora olarak bulunabilirler. Kanatli etinde de
antibiyotikler bakteriyal floray1 baskilamadig siirece kiifler bozulma agisindan 6nem
teskil etmezler. Sigir ¢eyreklerinde ise durum bunun tersi olarak gelisir, koruyucu
olarak antibakteriyel ajanlarin kullanildigi ya da dondurulma sonucu bakteriyel yiik
azaltildiginda mayalar nadiren gelisebilirler. Kanatli etinde de antibiyotikler
kullanilmasimna ragmen mayalar birincil bozulma ajani olabilirler (Jay 2012 p.70).
Candida, Yarrowia, Rhodotorula, Debaryomyces ve Torulopsis kanatli etlerinde

bulunan en 6nemli mayalardir (Aksan 2010 p 91).
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Thamnidium chaetocladioides, T. elgans, Cladosporium herbarum, Mucor
mucedo, M. lusitanicus, Rhizopus, M. racemosus, Chrysosporim ve Sporotrichum
etlerde bozulma sonucu goriiniimde degisikliklere sebep olurlar (Aksan 2010 pp. 86-
87).

2.4.5. Bozulma Sonucu Olusan Uriinler

Proteaz igeren mikroorganizmalar gidalardaki proteinlerde olusturduklar
deaminasyon aktiviteleri sonucu amonyak, organik asit, hidrojen sulfit, merkaptan gibi
komponentlerin agiga ¢ikmasma sebep olurlar (Singh ve Anderson 2004 p. 17).
Ozellikle sulfur iceren hidrojen silfiir, metil merkaptan ve dimetil silfit gibi
aminoasitlerin yikimlanmasi sonucu koti koku olusabilir (Huis in’t Veld 1996).
Fakdltatif anaerob Enterobacter, Hafnia, Proteus ve Serratia gelisimi sonucu etlerde
amino asitlerin yikimlanmasi ile merkaptan, amin, metilsiilfit ve amonyak olusarak
kokusma meydana gelir. Tavuklarda Shewanella putrefaciens, Pseudomonas spp.,
Moraxella ve Acinetobacter sulfit benzeri koku olustururlar (Aksan 2010 pp. 88-90).
Baliklarda ise azotlu olmayan bilesiklerin pargalanmasi sonucu olusan kadaverin,
putresin, histamin, trimetilamin, indol, H,S, NH3, merkaptan, dimetilstlfit ve isobutirik
asit, asetik asit, isovalerik asit gibi ugucu yag asitleri kokusma sebebidirler (Aksan 2010
p. 95).

Achromobacter, Pseudomonas spp. ve lipolitik mayalarin etkisi ile yaglarin
oksidasyonu sonucu meydana gelen aldehit ve asitler de kotii koku olusumuna sebep
olurlar. Mikroorganizmalarin gelisimi sonucu propiyonik, formik, laktik ve butirik asit
ile yag asitlerinin olusumu sebebiyle etlerde eksi tat ve koku meydana gelmektedir
(Aksan 2010 pp. 85-87).

Nychas ve ark. 2007 senesinde yapmis olduklar1 tablodan degistirilerek
olusturulan tabloya gore; kiikiirt bilesikleri (stlfitler, dimetilstlfit, dimetildisulfit,
dimetiltristlfit , metantiyol, hidrojen sulfit, metil merkaptan), esterler (metil esterler
(asetat), etil esterler (asetat)), aromatik hidrokarbonlar, alifatik hidrokarbonlar,
aldehitler (2-metilbltanol ketonlar) alkoller (etanol, metanol, 2-metilpropanol, 2-
metilbiitanol) ve amonyak gram negatiflerle kontamine olmus gidalarda kotii kokunun
olusma sebeplerindendir (Nychas ve ark. 2008).

Aseton, n-laktat, tiramin, pH ve gaz igerigi, et ve et Urlnlerindeki bakteriyel

bozulmanin tespitinde kimyasal indikator olarak kullanilabilirler (Borch ve ark. 1996).
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Sarimsak ve ¢iirlimiis sogan kokusu ile karidesten izole edilen siilfiir iceren bilesikler
deniz Urin0 ve gesitli gidalarin bakteriyel kontaminasyonu sonucu son drln olarak
ortaya ¢ikarlar. n-bltirik asit, sebze, meyve, et, siit ve balik iriinlerinde bozulmanin
sebebi olarak kullanilmaktadir. n-valerik asit, n-butirat, glukoz, glukonik ve 2-
oksoglukonik asit, asetik asit, L- ve D-laktik asit, etanol, metil etil keton, aseton, dimetil
stlfit, dimetil distlfit, diasetil, 3-metilbutanol bozulma sonucu agiga c¢ikan diger
kimyasal bilesiklerdir (Dainty 1996; Gram ve ark. 2002).

Nychas ve ark. 2007 senesinde yapmis olduklari tablodan degistirilerek
olusturulan tabloya gore; laktik asit bakterileri sonucu bozulmus etlerde L-Laktik asit,
D-Laktik asit, asetik asit, aseton/diasetil, hidrojen peroksit, formik asit, etanol son drin
olarak meydana gelmektelerdir (Nychas ve ark. 2008).

Baliklarda, trimetilamin (TMA), H3S, (CH3)2S,, ester, (metilbltanol) ortaya
cikan diger bilesenlerdir (Gram ve ark. 2002). Deniz iriinleri bozuldugunda ortaya
¢ikan TMA baliktaki kokusmaya ve amonyak benzeri kokuya sebep olur. Aeromonas
spp., soguga toleranshi Enterobacteriaceae, Vibrio spp., P. phosphoreum ve Shewanella
trimetilamin oksidi (TMAO) trimetilamine (TMA) cevirebilirler (Gram ve Dalgaard
2002).

Aerobik kosullarda depolanan etlerde ortaya ¢ikan H,S, Enterobacteriaceae igin
indikator olarak kullanilabilir (Dainty 1996).

Etlerin mikroorganizmalar ile kontamine olmasi ve bozulmasi sonucu agiga
¢ikan bircok madde bulunsa da bunlarin arasinda biyojen aminler en 06nemli
metabolitlerdendir. Biyojen aminlerin 6nemi halk sagligi agisindan yaratabilecegi
tehtidlerin yaninda bakteriyel kalitenin, gidanin tazeliginin ve bozulmasimin gostergesi

olarak kullanilabilmesinden kaynaklanmaktadir.

2.5. Biyojen Aminler

Biyojen aminler, diisiik molekiil agirligma sahip, biyolojik aktivite gosteren,
hayvan, bitki ve mikroorganizmalarin normal metabolizmalar1 sirasinda olusabilen ve
parcalanabilen organik bazlardir. Bir¢ok biyojen amin viicut sicakliginin diizenlenmesi,
mide hacmi, mide pH’s1 ve beyin aktivitesi gibi bircok insan ve hayvan fizyolojik
fonksiyonlarinda 6nemli rol oynarlar (ten Brink ve ark. 1990). Bitkisel, mikrobiyal ve

hayvansal hiicreler icin 6nemli azotlu bilesiklerdir (Silla Santos 1996).
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Askar ve Treptow (1986) ile Maijala ve ark. (1993) tarafindan ise biyojen
aminler, aldehit ve ketonlarin aminasyon veya transaminasyonu ile ya da aminoasitlerin
dekarboksilasyonu ile sekillenen azotlu bilesenler seklinde tanimlanmustir (Silla Santos
1996).

Protein veya serbest aminoasit iceren ve mikrobiyal ya da biyokimyasal etkilere
maruz kalan tiim gidalarda biyojen amin olusumu beklenebilir (Silla Santos 1996).

Bir¢ok biyojen aminin adlandirilmasinda kdken aldigi amino asitten faydalanilir;
histamin-histadinden, tiramin-tirozinden, betafenilalamin (2-feniletilamin)-
fenilalaninden, triptamin-triptofandan (Bodmer ve ark. 1999).

Biyojen aminler kimyasal yapilarina gore; alifatik (putresin, kadaverin, spermin,
spermidin); aromatik (tiramin, feniletilamin) ve heterosiklik (histamin, triptamin) olarak
3’e ayrilirlar (Silla Santos 1996). Amin grubu sayilarina gore ise; monoamin (tiramin,
feniletilamin), diamin (putresin, kadaverin) ve poliamin (spermin, spermidin) olarak 3’e
ayrilirlar (Linares ve ark. 2011). Bardocz ve ark. (1993), Maijala ve ark. (1993), Halasz
ve ark. (1994)’dan yapilan alintiya goére, poliamin, putresin, spermidin, spermin ve
kadaverin gibi aminler canli hiicrelerin zorunlu bilesenleridir. Bu aminlerin protein
sentezi, niikleik asit fonksiyonlarinin diizenlenmesi ve hiicre membranlarinin dengede
tutulmasinda o6nemli gorevleri vardir (Silla Santos 1996). Ayrica histamin de
néromodulator olarak onemli gorev iistlenmistir (Premont ve ark. 2001).

Biyojen aminler fermente gidalar da dahil olmak iizere bir¢ok bitkisel ve
hayvansal gidada bulunabilirler ve basta histidin olmak tizere birgok aminoasidin
mikrobiyal dekarboksilasyonu ile meydana gelirler (Cingquina ve ark. 2004). Biyojen
aminler, balik, balik iirlinleri, et {riinleri, siit irlinleri, sarap, bira, sebze, meyve,
cikolata, soya fasulyesi ve Uriinleri, yumurta, peynir, fermente gidalar gibi bircok gidada
bulunmaktalardir (Shalaby 1996; Silla Santos 1996). Yiyecek ve iceceklerde bulunan en
onemli biyojen aminler ise histamin, beta-fenilalamin, tiramin, triptamin, putresin,

kadaverin, spermin ve spermidindir (Bodmer ve ark. 1999).
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Tablo 2-6: Bakteriyel Bozulma Sonucu Olugan Amino Asit ve Biyojen Aminler (Gram 2009

p. 92)

Amino Asit Biyojen Amin Reaksiyon

Histidin Histamin Dekarboksilaz

Tirozin Tiramin Dekarboksilaz

Lizin Kadaverin Dekarboksilaz

Arjinin Agmatin Dekarboksilaz

L- fenilalanin R- Fenilalanin Dekarboksilaz

Ornitin Putresin Dekarboksilaz
Spermidin Spermidin Sentaz
Spermin Spermin Sentaz

Bir¢ok gida biyojenik amin Uretebilen mikroorganizmalar tarafindan kolayca
bozulabilirler (ten Brink ve ark. 1990). Gidalarda biyojen amin olusabilmesi igin
yalnizca mikroorganizma varlig1 yeterli olmamakla birlikte bakterilerin dekarboksilaz
deaminaz aktivitesine sahip olmasi, ¢cevre kosullarinin enzim aktivitesine uygun olmasi
ve uygun aminoasit substratinin bulunmasi gerekir (Spano ve ark. 2010). pH, sicaklik,
tuz ve glukoz konsantrasyonu, organik asit ve seker konsantrasyonu, fermentasyon, iyi
kaliteli hammadde se¢imi, isleme sirasinda sterilite kosullarina uyulmasi, O, ve CO;
oranlar1, saklama yontemleri, alkol igerigi, bakterilerin gida igerisinde bulunma suresi,
dekarboksilaz veya deaminaz pozitif mikroorganizmalarin ve aminoasit Oncii
maddelerinin bulunmasi gidalarda biyojen amin olusumunu etkileyen faktorlerdir (Silla
Santos 1996; Arena ve ark. 2008; Karahan 2003; Ladero ve ark. 2011).

2.5.1. Biyojen Aminlerin Saghk Ac¢isindan Onemi

Biyojen aminler, insan ve hayvanlarda biyolojik olarak aktif aminleri iceren
gidalarin alim1 sonucu zehirlenmelere sebep olan toksik maddelerdir (Shalaby 1996).
Hayati bircok biyokimyasal fonksiyona sahip biyojen aminler gidalar ile fazla
alindiginda zehirlenmeye neden olabilirler, kiigiik bir kismi ise bagirsaklarda amin
oksidaz (monoamin oksidaz (MAO) ve diamin oksidaz) araciligiyla daha az aktif olan

formuna dontisiirler (Spano ve ark. 2010).
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Histamin biyojen aminler arasinda en Onemli gida kaynakli intoksikasyon
sebebidir. Histamin zehirlenmesi 6zellikle peynir veya balik yenilmesinden sonra ortaya
¢ikmaktadir.

Stratton (1991)’dan yapilan alintiya gore, histamin insan ve diger tiirlerin hiicre
membranlarinda iki tip reseptor (H; ve Hy) ile etkileserek toksik etki gosterir. Histamin,
periferal kan damarlari, kilcal damarlar ve arterlerin dilatasyonuna neden olarak
hipotansiyon, kizarma ve bas agrisina sebep olur (Silla Santos 1996). Hy reseptorleri
araciligiyla bagirsak diiz kaslarindaki daralma sonucu abdominal kramplar, diare ve
kusmaya neden olur. Mide asit salgilanmasi paryetal hiicrelerde bulunan H; reseptorleri
aracilifiyla histamin tarafindan diizenlenir fakat bu olayin histamin zehirlenmesi
vakalarinda goriilen belirtilerin bazilarindan sorumlu olup olmadigi bilinmemektedir
(Taylor 1986). Histamin, tiriptamin, B-feniletilamin ve tiramin psikoaktif ve vazoaktif
gibi 6nemli fizyolojik etkilere sahip aktif aminlerdir (Shalaby 1996).

Biyojen aminler dekarboksilaz aktivitesi gosteren mikroorganizmalar tarafindan
tiretilebildikleri i¢in biyojen aminlerin varlig1 gidalarin bozuldugunun gostergesi olabilir
(Karahan 2003). Rokka ve ark. (2004) yapmis oldugu c¢alismada kadaverin, tiramin ve
putresin depolama siiresi ve sicakligi konusunda indikator gorevi Ustlenerek MAP ile
ambalajlanmig tavuklarda mikrobiyal kaliteyi gosterdigini belirtmislerdir.

Kadaverin, histamin ve putresinin toplami ile elde edilen biyojen amin indeksi
etlerde tazeligin tespiti amaciyla kullanilabilmektedir (Kaniou ve ark. 2001). Fermente
olmayan gidalarda da biyojen amin varlig1 istenmeyen mikrobiyal aktiviteyi yani
gidanin bozulmus oldugunu gostermektedir (ten Brink ve ark. 1990; Millan ve ark.
2007; Spano ve ark. 2010). Yiiksek diizeylerde tespit edilen BA ise gidalarin
bozuldugunun gostergesidir (Linares ve ark. 2011). Bundan dolayr amin miktar1 tespit
edilerek bu dizey bozulma indikatéri olarak kullanilabilir. Histamin, putresin ve
kadaverin genellikle baliklar ve etlerin bozulmasi sirada yiikselirken normalde yiliksek
diizeylerde saptanan spermin ve spermidin sayica azalmaktadir (ten Brink ve ark. 1990).
Gidalardaki biyojen aminin yilikselmemesi i¢in iiriinlerdeki baslangic floras1 diisiik
diizeyde olmali, isleme asamasinda hijyenik kurallara uyulmali, depolama siirecinde ise
kontaminasyonun ve mikrobiyal Gremenin diizenli Kontrolii yapilip engellenmelidir (ten
Brink ve ark. 1990).

Gidalarin olgunlagsmasi sirasinda putresin, tiramin ve kadaverin olusmaktadir

(Karahan 2003). Ayrica histamin, tiramin, agmatin, putresin, kadaverin, spermin ve
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spermidin gidalarin tazeliginin ve bozulmasinin belirlenmesinde indikatér olarak
kullanildig1 gibi toksisiteleri acisindan da 6nemlidirler (Silla Santos 1996).

Noromodilatérlerdeki amin seviyelerindeki dengesizlikler, distoni, Parkinson
hastaligi, sizofreni, ila¢ bagimliligi ve duygu-durum bozuklugu gibi bir¢ok patolojik
durumu bozulmus beyin fonksiyonlarinin sebebi olarak diistiniilmektedir (Premont ve
ark. 2011).

Ayrica aminler, insan saghigini tehtid eden ve hayvanlar i¢in de karsinojenik
etkiye sahip nitrozamin olusturan Onciill madde gibi davrandigi i¢in mutajenik On
maddeler olarak incelenmislerdir (Shalaby 1996). Putresin ve kadaverin kanserojen
nitrozaminler olusturmak iizere nitrit ile reaksiyona girebilirler (Ferndndez ve ark.
2007). Nitrozoprolin ve nitrozopiperidin bu reaksiyon sonucu olusan karsinojenik
nitrozaminlerdir (Karahan 2003). TUm bu zararlarindan dolay1 biyojen aminler erken

donemde tespit edilmeli ve gidalarda biyojen aminin birikimi engellenmelidir.

2.5.2. Histamin, Putresin ve Onemi

Histaminin alerjik gida zchirlenmesine sebep oldugu konusunda birgcok
aragtirma vardir (Ohashi ve ark.1991). Gida zehirlenmesi konusunda bir¢ok salgina
sebep olmustur ve bu zehirlenmeler histaminden zengin gidalarin tiiketimi sonucu
meydana gelmistir. Ozellikle uskumru balig: tiiketimi sonrasi salginlar olussa da peynir
de bu salginlarda 6nemli bir etmendir. Sarap, kuru sosis, lahana tursusu, miso ve soya
sosu gibi fermente besinler diger aminlerle birlikte histamin de icerebilen gidalardir
(Stratton ve ark. 1991).

Uskumru baliginda yiiksek miktarda serbest histidin bulunur ve sicaklik
degisimlerine maruz kalindiginda mikroorganizmalar tarafindan histamine gevrilir (ten
Brink ve ark. 1990). Ozellikle Scombridae, Scomberesocidae, Pomatomidae,
Coryphaenidae, Carangidae, Clupeidae, Engraulidae familyalarindaki baliklar histamin
zehirlenmesine neden olabilmektelerdir (Taylor 1986). Ayrica bozulmus baliktaki
kadaverin ve putresin de histamini parcalayan enzimi inhibe ederek zehirlenmelere
sebebiyet verebilirler (Karahan 2003). Histamin zehirlenmesi ile alerjik reaksiyonlar
birbiriyle ¢ok karigmaktadir. Bunun ayrimini yapabilmek igin ise, tiiketilmis gidaya
kars1 daha Once alerjik reaksiyon gelisip gelismedigi tespit edilmeli, gruptaki diger
kisilerde zehirlenme belirtilerinin olup olmadig1 saptanmali, siipheli gidadaki histamin

seviyeleri arastirtlmalidir (ten Brink ve ark. 1990).
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Sekonder biyojen aminler ise hem histaminin toksisitesini arttirarak hem de
nitriti karsinojenik nitrozamine cevirerek etkilerini gosterebilirler (Cinquina ve ark.
2004).

Histamin, putresin, kadaverin ve spermidin 6zellikle baliklarda kalite gostergesi
olarak kullanilabildigi i¢in bu aminlerin gidadaki miktariin saptanmasi bu agidan da
onemli bir yer tutmaktadir (Cinquina ve ark. 2004). MAP tavuklarda ise putresin,
tiramin ve kadaverin kalite indikatorii olarak kullanilabilir (Rokka ve ark. 2004).

Histamin organoleptik 6zellikleri etkilemezken halk arasinda giderek artan gida
intoleransina sebep olur. Bu nedenle, histamin ve diger zararli biyojen aminlerin varlig1
mimkun olan en diisiik seviyede tutulmalidir (Bodmer ve ark. 1999). Gidalarda izin
verilen Gst limit 100 mg histamin/kg iken alkolli iceceklerde 2 mg/1 kadar bulunmasi
yasal olarak kabul edilmistir (ten Brink ve ark. 1990). 5ug™ putresin tespiti ise kaslarda
otolitik bozulma basladiginin sinyalidir (Rodriguez ve ark. 1999).

Yiksek proteolitik enzim aktivitesine sahip mikroorganizmalar, serbest
histaminin kullanilabilirligini arttirarak gidalarda histamin olusumu riskini yiikseltirler.
Bazi balik tiirleri (uskumrugiller, ringa ve hamsi) gibi zengin serbest histamin igcerigine
sahip ¢ig materyal veya gidalar yiiksek miktarda histamin igerdigi i¢in tehlikelidirler.
Ayrica, balik ve su iiriinlerindeki serbest histidin seviyesi endojen ve kontamine edici
proteaz aktivitesi dolayisiyla depolanma siirecinde dahi yiikselmektedir. Bu nedenle
balik ve balik {irtinlerindeki histamin seviyesini miimkiin olabilen en diislik seviyede
tutabilmek igin yakalandiktan hemen sonra proteolitik aktiviteleri ve dekarboksilasyonu
inhibe edilmelidir. Bir¢ok ¢alisma agik¢a gostermektedir ki iiriinlerin buzun {izerinde
depolanmasi histamin olusumunu tamamen yok etmese dahi Onemli Olgiide

azaltmaktadir (Bodmer ve ark. 1999).

2.5.3. Histamin ve Putresin Ureten Mikroorganizmalar

Gidalarda fermentasyona neden olan laktik asit bakterileri (LAB) toksik ve
patojenik bakteriler arasinda kabul edilmemesine ragmen bazi tiirleri biyojen amin
uretebilirler (Spano ve ark. 2010). Histidin dekarboksilaz pozitif olan bazi LAB
histamin tretiminden sorumludurlar (ten Brink ve ark. 1990).

Enterobacteriaceae et Uriinlerinde bozulma sonucu kadaverin, putresin ve
histamin Uretimine sebep olurlar (ten Brink ve ark. 1990; Bover-Cid ve Holzapfel

1999). Proteus, Clostridium, Morganella morganii, Hafnia, Klebsiella, Lactobacillus
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buchneri ve Lactobacillus delbrueckii gibi Lactobacillus tirleri ve Bacillus, peynirde
biyojen amin iretiminden sorumlu oldugu gibi balik ve etlerde daha c¢ok
Enterobacteriaceae ve Enterococcus 6n plandadir (Onal 2007). Bozulan baliklarda
ayrica Morganella morganii de putresin iiretimine neden olmaktadir (de las Rivas ve
ark. 2006).

Etlerde, Pediococcus, Lactobacillus spp., Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei, Lactobacillus arabinose, Lactobacillus
buchneri, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus helveticus, L. divergens, L. carnis,
Micrococcus, Pseudomonas spp., Streptococcus, Streptococcus faecium, Streptococcus
mitis, Streptococcus lactis, Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae, Hafnia alvel,
Propionibacteria ve koliformlar biyojen amin olusumuna sebep olurlar (Silla Santos
1996; Shalaby 1996).

Balik ile ilgili yapilan ilk ¢alismalarda Enterobacteriaceae’nin yani sira
Clostridium, Bacillus ve Lactobacillus cinslerinden bakterilerin histidini dekarboksile
ettigi belirtilmistir. N-grup bakteriler, Cedecea lapagei, M. morganii, Enterobacter
aerogenes, K. planticola, Plesiomonas shigelloid, P. histaminum K. pneumoniae,
Pseudomonas spp., Vibrio alginolyticus, C. neteri, Staph. xylosus, Acinetobacter lowffi,
Aeromonas hydrophila, C-grup bakteriler, Photobacterium phosphoreum, Pleisomonas
higelloides, Hafnia alvei, Providencia ve Serratia’nin farkl tiirleri, Proteus vulgaris,
Proteus mirabilis, Alteromonas putrefaciens de yer almaktadir (Shalaby 1996; Karahan
2003).

2.6. Bozulma Tespit Metodlari

Kalitenin ve raf 6mriinlin degerlendirilmesi amaciyla kullanilan mikrobiyolojik ve
kimyasal metodlarin gelistirilmesi i¢in bozulma yapan mikroorganizmalarin ve bozulma
ile iliskili metabolitlerin bilinmesi gerekir (Gram ve ark. 2002).

Bir gidanin bozulup bozulmadigini tespit etmek amaciyla mikrobiyolojik, fiziksel
ve kimyasal analizler yapilmaktadir.

Mikrobiyolojik analiz amactyla mikroorganizmalar uygun besi yerlerine ekilerek
kalturel olarak bozulma tespit edilmeye ¢alisilmaktadir. Ohashi ve ark. (1991) yapmis
olduklar1 ¢alismada tazelik tespiti amaciyla toplam bakteri sayis1 ve psikrofil bakteri

sayisint  belirlemislerdir. Rokka ve ark. (2004) aerobik mezofilik bakteri,
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aerobik psikrotrofik bakteriler, laktik asit bakterileri, kuf, maya, Enterobacteriaceae,
H,S ureten bakteriler, anaerobik ve fakiltatif anaerobik bakteriler, buffer sitrat
kalsiyum kazeinat agarda iireyen proteolitik ve diger mikroorganizmalar ve siilfit
indirgeyen clostridiumlarin tespitini yaparak MAP broiler karkaslarinda kaliteyi tespit
etmiglerdir. Smolander ve ark (2004) ise MAP broiler karkaslarinda kalite tespiti
amaciyla, aerobik mezofilik bakteri, acrobik psikrotrofik bakteri, laktik asit bakterileri,
kif, maya, Enterobacteriaceae, H,S Ureten bakteriler, Brochothrix thermosphacta,
proteolitik mikroorganizmalar ve anaerobik sporlu bakterileri tespit etmislerdir.

Depolama  1sisinin - gidalarin© bozulmasindaki  etkisini  belirlerken
Enterobacteriaceae sayisindan yararlanilmaktadir. Soguk muhafaza ayni zamanda
proteolitik bakterileri, hidrojen sulfit Ureten bakterileri, laktik asit bakterileri ve
clostridiumlar tizerine sinirlayici etkisi olmasi bozulma tespiti amaciyla bu bakterilerin
analizini 6nemli kilmaktadir. Putresin ve kadaverin miktar1 da ayni amacla indikator
olarak kullanilmaktadir. Rokka ve ark. (2004) yaptig1 ¢alismada ise soguk muhafazanin
bu bakterilerin Gremesini ilk 9 giin boyunca baskiladig1 gosterilmistir.

Mikrobiyolojik analiz amaciyla klasik metodlar kullanilabildigi gibi teknolojinin
getirilerinden yararlanilarak iiretilmis yeni yontemler de kullanilmaktadir. Bu
yontemlerden bir tanesi de TEMPO (BioMerieux) sistemidir. TEMPO testlerinin ¢ogu
AOAC International (eski adi Association of Official Analytical Chemists) ve ISO
16140 uluslararas1 kurallarina tabi Association Francaise de Normalisation (AFNOR)
Certification gibi uluslararasi resmi kuruluslar tarafindan onaylanmigtir. Hizli, giivenilir
ve pratik olan sistem besi yeri hazirlama, yanlis yorumlama gibi zorluklari ortadan
kaldirmaktadir (http://www.biomerieux.com.tr).

Uriinlerin hijyen denetiminde kullanilabilen sistem ayni zamanda gidalardaki
bozulmayi da tespit etmeye olanak saglamaktadir. TEMPO 16 tiiplii En Muhtemel Say1
(EMS) mikrobiyolojik metoduna dayanmaktadir. Kartlardaki her kuyucuk bir dilusyon
tiipiine denk gelmektedir ve kuyucuklarin boyutlari ile 1 ve 3 seviyesine (2.25 ul, 22.5
ul, 225 pl) kadar olan diliisyonlar kart icerisinde yapilmaktadir. Kuyucuklar hazirlama
tinitesinde besi yeri ve numune ile doldurulup otomatik diliisyon yapildiktan sonra
kartlarin dolum uglar1 miihiirlenip inkiibasyona kaldirilir. Bakteriye 0zgii siire ve
sicakliklar sonrasi kartlar okuma istasyonuna alinarak sonuglar tespit edilir. Bakteri
yogunlugunun tespiti besi yerleri igerisinde bulunan floresan boya sayesinde

yapilmaktadir. Floresan boyanin varligi ya da yok olusuna bagl olarak istatistiksel
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sonuglar bilgisayar tarafindan olusturulur ve kob/ml-g olarak bakteri yogunlugu tespit
edilir. Toplam koliform (TC) ve Enterobacteriaceae (EB) floresanin kaybolmas: esasina
dayali olarak c¢alisir. Floresan pH indikatori olan 4-metilumbelliferon (4MU)
araciligiyla pH 6 seviyesinden asagiya inerek asidite artar ve floresan kaybolur boylece
pozitif kuyucuklarda floresan 1s1ma olmazken negatif kuyucuklarda isima meydana
gelir. 4MU’a bagl enzimatik floresan substrat: Toplam bakteri (TVC) ve E.coli (EC)
analizinde nitrokumarin enzimi aktivitesi sonucu pozitif kuyucuklarda floresan olusur.
Laktik asit bakterileri (LAB) ve kif-maya (YM) analizinde ise nitro-rediktaz enzimi ile
7-nitrokumarin-3-karboksili asit 7-aminokumarin (7AMC)’e doniiserek pozitif
kuyucuklarda 1s1ma meydana gelmektedir (http://www.biomerieux-usa.com).

Kimyasal metodlarla bozulma tespiti yapilirken pH, VBN, K degeri, poliaminler

ve serbest aminoasit sayisi tespit edilebilmektedir (Ohashi ve ark.1991).

ATP — ADP — AMP — IMP — HxR — Hx — +X(ksantin) —+U (iirik asit)

Bu iriinlerin miktarlar1 baliklarin 6liimiinden sonra degisim gosterirler bu
sebeple de her nukleotitin miktarnin 6lgiilmesi bozulma tespiti agisindan 6nemlidir. Bu
bilesiklerin tespiti amaciyla oksijen elektrotu ve 5'- nikleotidaz membran ve bir
nlkleozid fosforilaz-ksantin oksidaz membrandan olusan bir sistem kullanilmaktadir. K

degeri asagidaki sekilde dlgiilebilir (Karube ve ark. 1984).

K1 degeri: KI = ([HxR] + [Hx])/((IMP] + [HxR] + [Hx]) X 100

Rodriguez ve ark. (1999) baliklarda yapmis olduklart bozulma tespiti
calismasinda kimyasal parametre olarak, pH, K; degeri, TMA, ATP yikimlanmasi ile
meydana gelen inozin-5-monofosfat (IMP), inozin (HxXR) ve hipoksantin (HXx)
miktarlarini kullanmislardir.

Vakum paketlenmis baliklarda 12. giin sonunda pH; 6,5’den 6,7’ye, K; 52,2’den
98,6’ya, TMA; 3’den 12,7’ye, putresin; 2,5’den 8,5’e, kadaverin; 9’a, agmatin; 3,2’ye,
spermidin; 4,3’den- 7,1’e, spermin; 7°den 9,3’e, yiikselmis, duyusal analiz sonuglari ise
7. giinden sonrasi i¢in kabul edilemez sinirlara ulagsmistir (Rodriguez ve ark. 1999).

Fiziksel metodlarda ise, organoleptik ozelliklere (koku, goriiniis, tat, doku)

bakilarak etin bozuldugu tespit edilmeye calisilir. Smolander ve ark. (2004) koku ve
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renk analizlerini kullanarak, Rodriguez ve ark. (1999) ise duyusal analizler olarak renk,
koku, tat ve tekstur analizlerini kullanarak bozulmayi tespit etmeye ¢alismislardir.

Kaniou ve ark. (2001) yapmis oldugu ¢alismada paketlenmemis sigir etlerinin 8
giin sonra organoleptik 6zelliklerinde bozulmalar basladigimi 12. glinde ise érneklerin
tamamen bozuldugunu saptamislardir. Vakum paketlenmis Orneklerin ise 35. gline
kadar organoleptik ¢zellikler bakimindan kabul edilebilir siirlar igerisinde oldugu
tespit edilmistir.

Poliamin adi verilen ugucu olmayan aminler ve diger diaminler tazelik
indikatorii olarak kullanilmaktadir. Putresin (1,4-diaminobitan), kadaverin (1,5-
diaminopentan), tiramin (p- (2-aminoetil) fenol) ve spermidin (N-(3-aminopropil) -1,4-
diaminobiitan) miktarlar1 Slgiilerek bu diizeyler ile tazelik arasinda iliski kurulmaya
calisilmaktadir. Ohashi ve ark. (1991) gore; Takagi ve ark.(1970) kabuklu deniz
tiriinlerinin bozulmalar ve kokugmalari sirasinda poliaminlerin olustugunu belirtmisler,
Mietz ve Karmas (1978) somonlardaki kadaverin ve putresini, Edwards ve ark. (1985)
ile Sayem-EI-Daher ve ark. (1985) depolama sirecinde sigir etinde olusan poliaminleri
incelemislerdir. Karmas ve Mietz (1978) tuna baliklarindaki poliamin konsantrasyonu
ile baligin tazeligi arasinda baglanti oldugunu, Yamanaka ve ark. (1987) ise
kalamarlarda yapmis oldugu ¢alisma sonucunda agmatinin (4- (aminobiditil) guanidin)
kalamarlarin tazelik gostergesi olarak kullanilabilecegini tespit etmislerdir.

Biyojen aminler gida bozulmalarinda indikator olarak kullanilabildigi i¢in gida
kontrolii amaciyla biyojen aminlerin miktarinin saptanmasi énem kazanmaktadir (Spano
ve ark. 2010; Erim 2013).

Gidalarda bulunan biyojen aminlerin tespitine yonelik metodlar siirekli gelisim
gostermektedir. Bu metodlar genel olarak biyojen aminlerin tespiti ve biyojen amin
Ureten bakterilerin tespiti olarak ikiye ayrilmaktadir (Linares ve ark. 2011). Biyojen
aminlerin direkt tespitine dayali yontemler 6zellikle; ince tabaka kromatografisi (TLC),
gaz kromatografisi, kapillar elektroforetik metod (CE) ve yiiksek performansli sivi
kromatografisidir (HPLC) (Onal 2007).

Biyojen aminlerin tespiti amaciyla daha Onceleri ince tabaka kromatografisi
(TLC) kullanilmasina karsin giiniimiizde miktar tayininde guvenilir sonuglar veren ve
aminlerin daha iyi ayrilmasi ve ¢oziiniirliigiinii saglayan daha modern teknikler

kullanilmaktadir. Gidalarda bulunun biyojen aminlerin miktar tayini i¢in genellikle
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basing-tabaka kromatografisi, yuksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve gaz
kromatografisi yontemleri kullanilmaktadir (Linares ve ark. 2011).

Yapilan ¢aligmalarin gosterdigi tizere HPLC biyojen amin tespiti amaciyla en sik
basvurulan yontemdir (Eerola ve ark. 1993; Rodriguez ve ark. 1999; Kaniou ve ark.
2001; Rokka ve ark. 2004; Simat ve Dalgaard 2011; Boka ve ark. 2012; Erim 2013).
Linares ve ark. (2011) ise gaz kromatogtafisi ve florimetrik yontem kullanmiglardir.
Gaz kromatografisi kiitle spektrometrisi (GC/MS) homojenize balik Orneklerinin
biyojenik amin konsantrasyonunu belirlemek i¢in bir referans olarak kullanilmistir
(Chow ve ark. 2011). Rodriguez ve ark. (1999) baliklarda biyojen amin tespiti amaciyla
HPLC yontemini kullanmiglar, art kolon turevlendirme ve florimetrik yontemden
yararlanmiglardir. Cinquina ve ark. (2004) baliklarda putresin, histamin, kadaverin ve
spermidin tespiti i¢in kimyasal baskilama ve otomatik rejenerasyon sonra
konduktometrik tespit ile iyonik kromatografik ayirma yontemi kullanmiglardir. Aures
ve ark. (1968) ince tabaka kromatografisi yontemi, Kvasnicka ve Voldfich (2006)
kadaverin, putresin, agmatin, histamin, triptamin ve tiramin tespiti i¢in kondiktometrik
tespiti ile kapillar zon elektroforez metodu kullanmiglardir.

Manetta ve ark. (2016) kirmizi ve beyaz saraplarda etanolamin, metilamin,
etilamin, isoamilamin miktar tayini ve b-feniletilamin, putresin, kadaverin, histamin,
tiramin, spermidin, spermin tespiti amaciyla analitleri dansil kloriir ile derive etmis, ¢ift
PDA dedektorlit HPLC ile analizini yapmuslardir. Garcia-Villar ve ark. (2009) HPLC ile
atmosferik basingta kimyasal iyonizasyon kiitle spektrometresini (APCI-MS) birlikte
kullanarak saraplardaki biyojen amin tespiti i¢cin HPLC-APCI-MS sistemini
gelistirmislerdir. Jia ve ark. (2012) Kore Bokbunja saraplarindaki analiz ig¢in ultra-
performans sivi kromatografisi/dort kutup zaman bazli 6lgtim igeren kitle spektrometre
sistemi (UPLC/Q-TOFMS) yontemini gelistirmislerdir. Romero-Gonzalez ve ark.
(2012) ancuezlerde dort biyojen amin (putresin, kadaverin, histamin ve tiramin) ile (g
ucucu aminlerin (trimetilamin, trietilamin, ve tripropilamin) es zamanl tayini i¢in ultra-
performans sivi kromatografisi, tandem Kkdtle spektrometri (UHPLC-MS/MS) ve
elektriksel piskiirtme ile iyonlastirmanin (ESI) birlikte kullanimimi gelistirmislerdir.
Redruello ve ark. (2013) peynirlerdeki 22 aminoasiti, 7 biyojen amini (agmatin,
histamin, tiramin, putresin, kadaverin, triptamin ve feniletilamin) ve amonyum
iyonlarini ultra-performans sivi kromatografisini (UHPLC) kullanarak 10 dakikadan

kisa siirede tespit etmislerdir. Millan ve ark. (2007) ise saraplarda bulunan 8 onemli
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biyojen amini (histamin, tiramin, triptamin, putresin, kadaverin, feniletilamin, spermin
ve spermidin) tespit i¢in sivi kromatografisi- elektriksel piiskiirtme ile iyonlastirma-
iyon tuzak kutle spektrometrisi (LC-ESI-ITMS) yontemini gelistirmislerdir.

Bdka ve ark. (2012) etlerin bozulma takibi amaciyla diamin oksidazi kullanarak
toplam biyojen amin tespiti, monoamin oksidaz A’yi tiramin, triptamin ve feniletilamin
tespiti, putresin oksidazi ise putresin tespiti amacilya kullanmiglar ve toplam biyojen
amin miktari1 da HPLC metodu ile dogrulamislardir. Di Fusco ve ark. (2011)
miirdiimiiklerden elde edilen diamin oksidazi (DAO) sarap ve biralardaki biyojen
aminlerin tespiti i¢in elektrokimyasal biyosensdriin biyokatalitik bileseni olarak ilk kez
kullanmiglardir.

Nakamura ve ark. (2011) agregasyon kaynakli yayilma (AIE) mekanizmasina
dayali karboksilik asit modifiye tetrafeniletilen (TPEs) kullanilarak biyojen aminleri
florimetrik yontem kullanilarak tespit edip tanimlamaya calismiglardir.

Zhu ve ark. (2016) yaptig1 ¢alismada putresin miktarinin depolama suresi ile
paralel bir sekilde arttig1 gozlemlemistir. Kaniou ve ark. (2001) yaptigi ¢alismada,
paketlenmemis orneklerde 12. giinde putresinin 10,4 mg/g (ilk gun kesimden 24 saat
sonra 0,8 mg/g’di), kadaverinin 5,2 mg/g, toplam amin miktarinin 16,5 mg/g (8 gin
sonra 5 mg/g’di)’a ulagtigini gozlemlemis ve organoleptik ozellikler bakimindan
urinlerin tuketilemez oldugunu kabul etmiglerdir. Histamin ise sadece 5. glinde 2,2
mg/g olarak ol¢iilmiistiir. Vakum paketlenmis 6rneklerde ise, 19 giin sonra amin miktari
artmis, putresin 35. giinde 36,3 mg/g (19. giine kadar 3,9 mg/g’dan daha diisiiktii),
histamin 19,0 mg/g kadaverin 26. glinde 28,9 mg/g, toplam amin miktar1 12. giinde 5
mg/g, 35. giinde 74,0 mg/g (ilk giin 0,8 mg/g’d1) olarak tespit edilmis ve organoleptik
olarak kabul edilemez degerlere ulasmistir.

Rokka ve ark. (2004) yaptigi ¢alisma sonucu +2,9 °C - +5,4 °C arasinda
depolanmis tavuklarda putresin olusumunun 12. giinde 7,4 mg/kg (Al, 54 °C ), 5,9
mg/kg (B2, 2,9 °C) ve 2,2 mg/kg (C1, 3,4 °C) oldugunu bildirmislerdir. Farkh
sicakliklarda depolanmis etlerde ise farkli sonuglar almiglardir. Calisma sonunda
putresin en yilksek 190 mg/kg olarak, histamin 9. giinde 23-53 mg/kg olarak, +6 °C
altinda depolanmis A1, B2, C1 6rneklerinde ise toplam biyojen amin miktar1 12. giinde
300 mg/kg olarak ol¢iilmiistiir. Bu calisma sonucuna gore tiramin, kadaverin ve
putresinin MAP tavuklarda depolama sicakligi, zaman1 ve mikrobiyal kalite acisindan

indikatdr olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.
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Mikroplatelerde bulunan bukalemun boya (PY-1) iceren bir polimerik kokteyl
yardimt ile biyojen aminler varliginda renk maviden yesil ve kirmiziya donerek toksik
konsantrasyonlar belirlenebilir. Yapilan bu floresan ol¢iimler ile insan burnu koku
esiginin altindaki konsantrasyonlarda biyojen aminin deniz Urlnlerinde belirlenmesi
saglanir (Azab ve ark. 2011). Rogers ve Staruszkiewicz (1997) calismasinda deniz
tirtinlerindeki putresin ve kadaverin miktarini saptamak amaciyla gaz kromotogrofisi
yontemini, histamin miktari i¢in ise florometrik yontemi kullanmiglardir.

Biyojen aminlerin tespiti amagli kullanilan diger bir yontem ise biyojen amin
Ureten bakterilerin tespitidir. Bu amacla biyojen amin Gretiminden sorumlu bakteriler
uygun besi yerlerine yapilan ekimler sonucu tespit edilebilirler. Bover-Cid ve Holzapfel
(1999) yaptiklar1 ¢aligmada amino asit dekarboksilaz-pozitif laktik asit bakterileri gibi
mikroorganizmalarin tespiti i¢in igerisinde pH indikatorii bulunan besi yeri
gelistirmiglerdir. Bunun sonucunda eger ki biyojen amin iireten LAB ve
Enterobacteriaceae besi yerinde Ureme gosterirse besi yerinin rengi pH indikatori
araciligiyla mor renge doniismektedir. Maijala (1993) ise ¢alismasinda de Man Rogosa
and Sharpe (MRS) Broth (Oxoid)’a otoklavlanmadan dnce 2.0 g 1* of histidin (MRS-
H) ya da tirozin (MRS-T) ilave etmistir. Decarboxylating Agar (DA)’da ise etlerde
tireyen laktik asit bakterilerinin {iremesini kolaylastirmak i¢in Lab-Lemco eklenip NaCl
cikartilmig boylece Modified Decarboxylating Agar (MDA) elde edilmistir. Besi yerinin
mor rengine doniisiimiiyle pozitif ya da negatif olarak degerlendirme yapilmistir.

Biyojen aminlerin diger bir tespit yontemi ise PCR ile biyojen amin miktar1 ve
biyojen amin iireten genin varligini karsilastirmaktir. Biyojen aminin tespitinden once
biyojen amin Ureten bakteri tespit edilerek son Urtinde ne kadar biyojen amin var
olabileceginin tahmini yapilabilir (Linares ve ark. 2011). Coton ve ark. (1998) histidin
dekarboksilaz geni tasiyan bakterileri analizini yaptiklar1 118 sarabin neredeyse
yarisinda saptayarak bu bakterilerin yaygin olarak bulundugunu gostermislerdir.

Linares ve ark. (2011)’nin Van Poelje ve Snell (1990)’den yapmis olduklari
alintiya gore, histidin dekarboksilaz (HDC) enzimi 2 ayr1 gruba ayrilmaktadir. 1. Grup;
gram negatif ve okaryotik hicrelerden uretilir ve kofaktor olarak piridoksal fosfata
ihtiyagc duyarlar. 2. Grup; gram pozitif bakterilerden Uretilen prostetik kiime olarak
kovalent bagli piruvoil par¢asini kullananlardir.

Ferrario ve ark. (2014) Morganella morganii’de bulunan histidin dekarboksilaz

genini hdcRT fw/hdcRT rv primerlerini kullanarak arastirmiglardir.
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Kanki ve ark. (2002) baliklarda yapmis olduklari ¢alismada KPF2, KPR4 ve
KPF5, KPR6 primer ciftleri kullanilarak R. planticola ve R. ornithinolytica
bakterilerindeki histidin dekarboksilaz sentezleyen hdc genini tespit etmislerdir.

Le Jeune ve ark. (1995) calismalar1 sonucu JVI6HC/JV17HC primer setinin
histidin dekarboksilaz Ureten laktik asit bakterilerinin ve CLI/CL2 ile CLI/JV17HC
primer setinin histamin treten Leuc. anos tespitinde kullanilabilecegini gostermislerdir.

Daha once Le June tarafindan dizayn edilmis JVI6HC/ JV17HC ve
CL1/JV17HC primerlerinden modifiye edilerek Landete ve ark. (2005) tarafindan
CL1mod primeri tiretilmis ve JV1I6HC/JV17HC ve CL1mod/JV17HC primerleri dizayn
edilmistir. Primer ciftleri kullanilarak histidin dekarboksilaz genini tasiyan LAB tespit
edilmistir.

hdc-f ve hdc-r primerleri kullanilarak histidin dekarboksilaz genini (hdc) tasiyan
gram negatif bakteriler PCR analizi ile tespit edilmistir (Takahashi ve ark. 2003). hdcA
ve hdcB primerleri kullanilarak siit ve peynirlerdeki histamin iireten gram pozitif
bakterileri tespit edebilmek icin real time quantitative PCR yontemi gelistirilmistir
(Fernandez ve ark. 2006).

De las Rivas ve ark.(2006) ise histamin, tiramin, putresin, kadaverin tespiti igin
histamin {ireten LAB tespiti amaciyla histidin, tirozin, ornitin, lisin dekarboksilaz
kodlayan genleri tespit i¢in sentetik oligoniikleotid ciftleri dizayn etmislerdir. Gram
pozitif bakterilerden elde ettikleri hdc genini tespit icin HIS1-F/HIS1-R primer setini,
bircok dekarboksilaz genini tespit icin HIS2-F ve HIS2-R primer ciftini, tirozin
dekarboksilaz (tdc) geni tespiti icin TDC-F/TDC-R primer ciftini, enterobacteria ve
LAB den PUT1-F/PUT1-R primer ciftini, Pseudomonas’lardaki ornitin dekarboksilaz
(odc) genini tespit icin PUT2-F/ PUT2-R primer ciftini dizayn etmislerdir. Costantini ve
ark. (2006) PHDC1/PHDC2 (histidin dekarboksilaz), Pt3/Pt4 (tirozin dekarboksilaz) ve
AODC1/AODC2 (ornitin dekarboksilaz) primer setleri kullanilarak amino asit
dekarboksilaz kodlayan sorumlu genleri tespit etmek amaglanmustir.

HDC3 ve HDC4 (hdc), TD2 ve TD5 (tdc) ve BSF8 ve BSR1541 16S rRNA
Universal primer ¢ifti (PCR kontrolii i¢in) kullanilarak fermente gidalarda gram positif
histamin ve tiramin Ureten bakterileri tespit igin yeni bir molekiiler arag gelistirmiglerdir
(Coton ve Coton 2005).
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3/16 primer setini M. morganii gibi gram negatif bakterilerdeki odc genini (De
las Rivas ve ark. 2007a) ve S. liquefaciens tespiti i¢in kullanilmistir (De las Rivas ve
ark. 2007b).

Fermente gidalardaki histamin, tiramin ve putresin iircten LAB tespit icin bu
bakterilerde bulunan histidin, tiramin ve ornitin dekarboksilaz kullanilarak 3/16 primer
cifti multiplex PCR analizinde kullanilmistir (Marcobal ve ark. 2005).

De las Rivas ve ark. (2005) gram negatif bakterilerde bulunan histidin
dekarboksilaz kaynakli primer ¢iftini kullanarak histamin, putresin ve tiramin iireten
bakterileri tespit edebilecek multiplex-PCR yontemi gelistirmislerdir.

Nannelli ve ark. (2008) ise agdif / agdir primerlerini kullanarak saraplardaki

laktik asit Ureten bakterileri tespit etmislerdir.

2.7. Dijital Droplet PCR (ddPCR)

1.nesil yontem olan PCR zamanla yerini 2. nesil olan real time PCR (gPCR)’a
birakmistir. Gerek kantitatif sonu¢ vermesi, hatalar1 en aza indirgemesi, dogrulugunun
yiiksek olmasi gerek ise zamandan tasarruf saglayarak sonuglarin kisa siirede elde
edilmesi bu teknolojinin tercih edilmesinin sebeplerindendir. Yeni nesil teknoloji
sayesinde gelistirilen ddPCR ise 3. nesil olup gPCR’da meydana gelen hatalar1 da yok
ederek cok daha dogru sonuclar elde etmeyi vadetmektedir. Her 6rnegi 20.000
damlaciga boliip her damlacigin da ayri1 ayr analiz edilmesi bu sistemin giivenilirligini
arttirmaktadir. Gen kopya sayisi analizi, tek hiicre analizi, kanser teshisi, gen
ekspresyonu analizi, genetik modifiye organizma (GMO) ve ¢evre analizleri, patojen ve
mikrobiyom analizi ddPCR’in kullanim alanlarindan bazilaridir. Bu yeni teknolojinin
arastirma projelerinde kullanimi ise gilin gegtikge artmaktadir. 2011 senesinde baglayan
bilimsel arastirmalar 2012°de 9, 2014’de 115 ve 2015°de 175 ile artis gostermektedir.
Tim diinya ¢apinda caligmalarin artmaya baslamasina ragmen yaptigimiz kaynak

incelemelerinde Turkiye’de bu alanda yapilmis bir arastirmaya rastlanilmamustur.

ddPCR hedeflenen niikleik asidin miktarim1 belirlemek ic¢in kullanilan yeni bir
teknolojidir. ddPCR voliimetrik tanimlanan, yag-su karigimi damlaciklarinda ayrilmis
nukleik asit molekdllerini sayarak kesin sonu¢ vermektedir. Tek bir ddPCR’da 20.000
damlacik bulunmakta ve her damlacigin analizi ayr1 ayr1 yapilmaktadir (Pinheiro ve ark.

2012).
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Yeni teknolojilerden biri olan Chamber Digital PCR (cdPCR) mikro akigkan
odaciklarda gerceklesen birka¢ bin reaksiyon esasina dayanir. ddPCR ise, su-yag
damlaciklarinda bulunan binlerce/milyonlarca reaksiyonu akis sitometrisi kullanarak
hesaplamaktadir (Morisset ve ark. 2013). Real-time PCR, floresan problar araciligiyla
her dongii sonrasi amplifikasyonun izlenmesiyle analog oOlgiimler yapmaktadir.
Reaksiyon floresanin yogunluk esigini gectigi noktaya dongii esigi (cycle threshold-Ct)
denir. Bircok faktor de bu esigi etkileyerek real-time PCR’in hassasiyetini ve etkinligini
diistirebilir (Pinheiro ve ark. 2012). ddPCR’mn ise bu sistemlerden avantajli oldugu
noktalar vardir: Primer/prob annealing verimliligini en aza indirerek endpoint timeline
dayali degil, miktarin dogrulanmasi1 i¢in standartlara gerek duymaz, her kuyucukta
15.000-20.000 gibi ylksek miktarlarda reaksiyon gergeklestirerek sonu¢ almaktadir
(Rothrock Jr ve ark. 2013). 5 DNA Orneginin hassasiyetleri karsilastirildiginda da,
cdPCR’dan 4 kat daha biiyiik bir dinamik aralik verir. qPCR ile karsilastirildiginda ise,
ddPCR o6rnek miktar1 diisiik oldugunda dahi daha giivenilir sonug verir, inhibitorlere
kars1 toleransi daha fazladir ve GMO olgiimlerinde fiyat ve c¢ikti agisindan daha
avantajhidir (Morisset ve ark. 2013). Ayn1 zamanda sayim yontemine dayali diger
sistemlerle kiyaslandiginda daha dogru ve hassas sonuglar vermektedir (Rothrock Jr ve
ark. 2013). Kopyalar arasinda diigsiik varyasyon olmasi, arka planda bulunan karigik
DNA’lardan etkilenmesinin diisiik olusu ise diger avantajlar1 arasindadir. ddPCR’in
dezavantajlar1 ise, yiiksek maaliyetli olmasi, sinirli ¢iktt alimi ve karisik is akisidir

(Hindson ve ark. 2011).
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Ornekler ve yag kartusa yerlestirilir
A B cC D E F G H
Yag e
Ornek w—

Droplet e

Dropletlerin olusumu

Yag Dropletler

Ornek —s

Yag
Dropletler plate'e aktarihir

Thermal cycle baslatilir
Florasan aracihgiyla dropletler okunur

PCR Sonrasi Dropletler Florasan Tanimlama

Kuyucuk ——s

Sekil 2-3: ddPCR Calisma Prensibi (Hindson ve ark. 2011)

ddPCR c¢alisma prensipleri su sekildedir: ilk olarak, ddPCR, master mix,
TagMan reaktifi ve oOrnekleri igeren 8 PCR reaksiyonu tek kullanimlik kartuslarin
kuyucuklarina yiiklenir. Droplet generation oil de kuyucuklara yuklendikten sonra
droplet jeneratore yerlestirilir. Cihazda kuyucuklara uygulanan vakum etkisiyle yag ve
ornekler saniyede 1000 kez kuyucuklara ¢ekilir. 20.000 damlacik igin her bir
damlaciktan 100.000’den fazla kopya iiretilir. Meydana gelen karisimdaki faz farkindan
dolay1 toplanma kuyucuklarina geg¢is olur ve yagin iizerinde faz olusur. Damlaciklar
pipet yardimiyla 96 kuyucuklu PCR platelerine aktarilir ve thermal cycle baslatilir.
Thermal cycle tamamlandiginda ise plate droplet okuyucusuna yerlestirilir. Kullanilan
TagMan sayesinde hedeflenen ve referans genlerin ikili sayiminin yapilmasina yardimci

olur. Her damlacikta negatiflerin tespitinde kullanilan fluorojenik proplarin kusurlu
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olarak yok edilmesinden kaynaklanan floresan sinyal vardir. Ornegi igeren
damlaciklarda TagMan problar araciligiyla giiclii bir floresan sinyal olusur. Floresan
1s1ma da iirliniin negatif ya da pozitif esigi gegmesine gore meydana gelir. Poisson
dagilimi yontemi sayesinde pozitif droplet pargaciklari sayilarak hedef genin miktari

bulunur. (Hindson ve ark. 2011).

2.8. Et ve Et Urlinlerinde Aktif ve Akilh Ambalajlama

2.8.1. Ambalajlama

Ambalajlama; gida kalitesinin Uretimden tiiketime kadar korunmasini saglayan
muhafaza islemidir (Ozgandir ve Yetim 2010).

Yaklasik 400.000 yil o6nce hayvansal diriinlerin dayamikliligini arttirmak
amaciyla soguk yerde depolama, kurutma veya tiitsileme ydntemleri kullanilmaya
baglanmigtir. 10.000 yi1l Oncesi ise kurutma, tiitsiilleme, tuzlama, fermentasyon ve
sogukta depolama yontemleri kullanilmaya baslanmigsa da yeterli muhafaza diizeyine
ulagilamamustir. Son 200 yilda ise teknoloji gelismesiyle birlikte yeni yontemler
kullanilmaya basglanmistir (Sperber 2009 pp. 1-2). 1809 yilinda Fransa'da Nicolas
Appert hermetik kapatilmis cam kavanozlarda 1s1 ile gida koruma araglari iiretmistir
(Coles 2003 p. 2). Ambalajlama teknolojilerinin ilki sayilacak bu gelismeden giintimiize
kadar birgok farkli ambalajlama yontemleri kullanilmistir. 19. yy’dan glntmize kadar
koruma, hijyen, tiriin kalitesi ve rahatlik, gida teknolojisi ve ambalajlama sistemlerinin
baslica amagclar1 olmuslardir. Son yillarda, yogun is temposu igerisindeki tiiketiciler
tarafindan kullanim1 kolay oldugu ve yiiksek kaliteli gidalar sundugu icin paketlenmis
tirtinlere talep artmaktadir (Coles 2003 p. 4).

Gida ambalajmin birincil amaci gidayi, oksijen, su buhari, ultraviyole 1siktan,
kimyasal ve mikrobiyolojik kontaminasyondan korumaktir (Pereira de Abreu ve ark.
2011). Ambalajlamanin temel fonksiyonlari, koruma (su, su buhari, gaz, koku,
mikroorganizma, toz, sarsinti, sallanma, basing kuvveti gibi dis etkilerden), muhafaza,
biitlinliikk saglama, tiiketime kadar giivenliginin saglanmasi, raf dmriiniin uzatilmasi,
gida kayiplarinin azaltilmasi, dagitim siiresince bozulmanin énlenmesi, kalitenin devam
ettirilmesidir. Ayrica iiriin hakkinda bilgi vermesi, kullanim kolayligi, tanitim, satisa
destek vermek, marka iletisim bilgileri, kampanya bilgileri, kullanim bilgileri, geri
doniistim bilgileri icermesi de ambalajlamanin diger fonksiyonlar1 arasindadir (Coles
2003 p. 9; Ozcandir ve Yetim 2010; Robertson 2012 pp. 2-4; Han 2014 pp. 3-4).
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Raf 6mriinii uzatabilmek i¢in bakterilerin ambalajin i¢ine girmesini engelleyecek
bir bariyer olusturmak ambalajlama sistemlerinin baglica islevidir. Basit bir bariyer
sisteminin aksine ginimizde aktif ambalajlama, modifiye atmosfer paketleme (MAP)
ve yenilebilir filmler alanlarinda arastirmalar yapilmaktadir. Bu sistemler giivenligi,
giivenilirligi, korumayi, kolaylig1 ve bilgi aktarimini arttirmaktadir. Gelistirilmis yeni
ambalajlama sistemleri sadece yeni materyaller degil ayni zamanda yeni ambalaj
tasarim sistemleri anlamina gelmektedir (Han 2014 p. 5).

MAP teknigi ile et iiriinli belirledigimiz formiildeki hava ile doldurularak raf
Omriiniin ve kalitesinin arttirtlmasi1 amaglanir (Kerry ve ark. 2006). MAP, taze urunlerin
tazeligini korumasi, balik ve et {irlinlerinin respirasyon gibi biyokimyasal aktivitelerini
kontrol etmek amaciyla kullanilir (Quintavalla ve Vicini 2002). MAP ve kontrollii
atmosfer paketleme (CAP) yontemleri paketlenen etin tipi, formu, Urlnlerin ticari
kullanimina gore cesitli sekillerde yapilabilir. Koruyucu ambalajlama sistemleri basit
olmali, iiriiniin satin alinmasi igin uygun organoleptik Ozellikleri ve uzun bir depo
Omriinii en uygun fiyatla verebilecek sekilde olmalidir. Bu sebeple {iriin i¢in uygun
ambalajlama sekli segilirken, etin kalite Ozelliklerinin maruz kaldigi atmosfer
kosullarindan nasil etkilendigi ve paketlenmis iriinlerin depolama, dagitim ve satigi
sirasinda kosullara dayanikliligi bilinmelidir (Gill 2003 p. 365). MAP’da en dnemli
gazlar (soygaz olmayan) oksijen ve karbondioksittir. Bu gazlarin istte olusturdugu
basinglar et iirlinlerinin kalitesi agisindan indikator olarak kullanilabilirler. Oksijen ve
karbondioksitin profilleri zaman iginde degisebilir ve iirlin tipi, respirasyon, ambalaj
boyutu ve biitiinliigli, hacim oranlari, depolama kosullar1 gibi faktorler g6z Onlne
alinarak olusturulur (Kerry ve ark. 2006).

Tiiketici kirmiz1 et satin alirken, parlak ve kirmizi kas dokusu ve beyaz yag
dokusunu tercih ederken kanath etlerinde parlak ve beyaz eti tercih ederler. Diislik
konsantrasyonda karbon monoksit iceren (%1’den az) ya da ylksek konsantrasyon
oksijen ilave edilen paketlerle paketlenmis kirmizi etlerde kirmizi rengin kaliciligi daha
uzun stre devam etmektedir (Gill 2003 p. 368).

MAP yonteminde aerobik bozulma bakterilerinin Uremelerini geciktirmek
amaciyla 6nemli oranlarda karbon dioksit ilave edilir (Gill 2003 p. 372). CO; seluler
respirasyonu inhibe ederek aerobik mikroorganizmalarin iiremesini engeller, O, ise

gidadaki rengin devami ag¢isindan kullanilmaktadir (Cerveny ve ark. 2009 pp. 75-76).
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Ayrica az ya da ¢ok oranlarda ilave edilen azot ise ambalajin ¢okmesinin dnlenmesi
acisindan 6nemlidir (Gill 2003 p. 374).

Tavuk etlerinin  paketlenmesinde genel olarak  %40-%60 oraninda
karbondioksit/azot karisimi kullanilabilmektedir. Anaerobik ortamda Clostridium
botilinum’un tireme endisesi ile de %5 oksijen ilavesi yapilir fakat Lambert ve ark.
(1991) yapmis olduklar1 ¢aligmada oksijen ilavesinin botulinumun (remesini
engellemedigi belirtilmistir (Gill 2003 p. 374).

2.8.2. AKktif ve Akilh Ambalajlama

Aktif ambalajlama sistemleri islenmis gidalarin raf omriinii arttirmak ve ayni
zamanda taze ve gilivenli yiiksek kaliteli tirtinler sunmak agisindan tiiketici taleplerini
karsilamak i¢in basariyla kullanilmaktadir. Aktif ambalajlama den diger bir beklenti de
hizla artan diinya niifusunun i¢in yeterli yiyecek saglama ihtiyaci i¢in gida
bozulmalarimi geciktirmesidir. Ayrica sanayi {ilkelerinde tiiketici uzun raf Omrii
olmayan, uzun nakliyat siireleri bulunan mevsimsel, 6zellikle de taze tarimsal iiriinleri
tim y1l tilketebilmek istemektedir. Geleneksel ambalajlama yontemleri ile bu mumkdn
olmazken, aktif ambalajlar icerik ve cevresi ile etkilesim halinde olacak sekilde

tasarlanmistir (Pereira de Abreu ve ark. 2011).

2.8.2.1. Aktif Ambalajlama Sistemleri:

Oksijen Tutucular: Ambalaj icerisindeki oksijen lipid oksidasyonu sonucu koétl tat
olusumuna, Ozellikle etlerde oksidasyon sonucu renk degisimlerine, askorbik asit,
provitamin A, vitamin E gibi vitaminlerin oksidasyonu ile besin kayiplarina neden
olabilmektedir. Aerobik bakterilerin ve bdceklerin de Uremesine sebep olarak 6zellikle
solunum yapan meyve ve sebzelerin solunum hizina ve etilen tiretimine olumsuz etkileri
olabilmektedir (de Kruijf ve ark. 2002). Paketlerin icerisine veya Uzerine oksijeni
uzaklastiran posetler yerlestirilerek oksijensiz ortam yaratilarak oksidasyon, ransidite,
aerobik bakteri ve kiiflerin gelisimi engellenir (Han 2014 p. 7). Oksijen absorbe edici
sistemler demir tozlarimin oksidasyonu seklinde kimyasal yolla ya da enzimlerin
kullanimu ile oksijenin tutulmasi seklinde aktivite gdstermektedir (Ozdemir ve Floros
2004). Oksijen tutucular genellikle gaz gegirmez ve indirgenmis demir igeren esnek
posetlerin vakumla igerideki gazin bosaltildigi ambalajlarda kullanilir (Brody ve ark.
2001 p. 1). Cok katmanli posetler ise tek katmanli posetlere gbre daha etkili
olmaktadirlar (Ozdemir ve Floros 2004). Co, Cl, Fe, Si, Al, Cr, Na, K, S, Mn, Ti, V, P
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Ca ve Mg, oksijen tutucu olarak kullanilabilir ve bu elementler poset, kapak, film olarak
ambalaja yerlestirilebilirler (De Kruijf ve ark. 2002).

Karbondioksit Tutucular ve Yayicilar: Yuksek duzeydeki COy’in etlerde ve
kanathilarda ylizeydeki mikrobiyal gelismeyi, meyve ve sebzelerde ise solunum hizim
azaltict etkileri vardir. CO, ambalaj disina kolayca ¢ikabildigi i¢cin bunu engellemek
amaciyla karbondioksit yayici aktif sistemler kullanilabilir. Cabuk bozulabilen gidalarin
raf Omriinii uzatmak amaciyla ise oksijen tutucu ve karbondioksit yayici sistemler
birlikte kullanilabilir (Ozdemir ve Floros 2004). CO, tutucular ise, ambalajlarin
depolama sirasinda agiga ¢ikan karbondioksit kaynakli sismelerinin 6nlenmesi amaciyla
kullanilir. Kahve ¢ekirdegi gibi gidalar depolama sirasinda aciga ¢ikan CO, sonucu
enzimatik olmayan kahverengilesme reaksiyonuna maruz kalirlar. Ayrica kimgi, tursu
gibi fermente Urlinlerde fermentasyon ve olgunlasmaya da olumlu katkilar1 olmaktadir
(Han 2014 p. 7). Multiform Desiccants Inc. firmasi tarafindan tretilmis olan CO; tutucu
paketler icerisinde kalsiyum oksit ve silika jel gibi su tutan bilesenler barindirir.
Paketler igerisinde su ile kalsiyum oksit birleserek daha sonra CO, ile reaksiyona
girerek kalsiyum karbonat olusturacak kalsiyum hidroksit iiretirler (Ozdemir ve Floros
2004).

Nem Tutucular: Kuru gidalar, neme duyarli gidalar, farmasdtikler ve elektronik
aletlerde kullanilirlar. Poset icerisindeki nem tutucular paketin igine yerlestirilerek
ambalajin icerisindeki spesifik bagil nemin korunmasini saglarlar (Han 2014 p. 7). Fazla
nemin tutulmasi1 mikrobiyal gelisimin engellenmesi i¢in ve ambalaj ylizeyinde sisli bir
film olusumunu engellemek agisindan 6nemlidir. Bu amagla silica jel, molekuler
elekler, montmorilonit gibi dogal killer, kalsiyum oksit, kalsiyum klorid, modifiye
nisasta kullanilabilir. Ozellikle silika jeller non-toksik ve non-korozif olmas: sebebiyle
en ¢ok kullanilan tiriindiir (Ozdemir ve Floros 2004). S, Cr, Mg, Fe, Na, Sr, Ca, K, Mn,
Zn, Al, Ti, Si, P ve V de nem tutucu olarak poset, film ya da ped seklinde
kullanilabilirler (de Kruijf ve ark. 2002).

Antimikrobiyal Sistemler: Ozellikle et iiriinleri i¢in kullamlan bu ydntem,
antimikrobiyal maddeleri igeren filmlerin ambalaj materyali olarak kullaniimasi
seklindedir. Antimikrobiyal ajanlar ambalajlama materyalinden iiriiniin yiizeyine dogru
yavasca ilerleyerek bakterilerin biiylime hizim1 ya da miktarini azaltarak, hedeflenen
mikroorganizmalarin  lag fazin1 (duraklama) uzatarak ya da temas ettigi

mikroorganizmalar1 6ldurerek etkisini gosterirler (Quintavalla ve Vicini 2002). Organik
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asitler, glimilis zeolit, baharat ve bitki Ozleri, butillenmis hidroksianisol/ butillenmis
hidroksitoltien (BHA/BHT) antioksidanlar, E vitamini, ucucu klor dioksit ve kukdrt
dioksit antimikrobiyal sistemlerde kullanilan baslica maddelerdir (Day 2003 p.283).
Poset ve film olarak uygulanabilen bu sistemlerde asit salikatlar, etanol, ¢inko, Ti, Fe,
Si, Al, S, Cl, Mg, Pd, Na ve Ca da kullanilan diger elementlerdir (de Kruijf ve ark.
2002).

Etilen Tutucular: Etilen olgunlasmayr hizlandirir, yumusamayi, klorofil
indirgenmesini arttirir, bdylece ambalajlanmis taze sebze ve meyvelerin raf dmriinii
azaltir. Poset icerisine yerlestirilen potasyum permenganat, aktive edilmis karbon,
ponza tasi, zeolit, kristobalit ve Kklinoptilolit gibi maddeler kullanilarak paket
icerisindeki etilen tutulur. Mn, Mg, Fe, Al, K, Ca, Ti, ve Si film ya da poset olarak
kullanilabilen bu sistemlerin baglica materyalleridir (de Kruijf ve ark. 2002).

Etanol Yayicilar: Gidalarda mikrobiyal gelisimi 6nlemek amaciyla posetler igerisine
yerlestirilmis olarak ya da film seklinde kullanilabilir. Posetler etanol emici materyaller
tagiyabilir ya da enkapsulasyon yontemi ile tagiyici materyale yerlestirilmis olabilir.
Etanoliin etkinligi, tasiyici materyalin tipi ve boyutuna, tasiyic1 malzeme tarafindan
tutulan etanol miktarina, posetin su buhar1 ve etanol gecirgenligine, gidanin su
aktivitesine, ambalajlama filminin etanol gegirgenligine bagli olarak degismektedir
(Ozdemir ve Floros 2004).

Koku ve Tat Absorbe Edici: Koku emiciler, oksidatif ve non-oksidatif biyokimyasal
bozunmalar sonucu olusan kotii kokularin uzaklastirilmasi amaciyla kullanilirlar.
Aroma, koku ve koku yayicilar, kotii kokulart maskelemek, hosa gitmeyen kokulari
notralize etmek ya da giizel kokular ortaya ¢ikarmasi i¢in kullanilabilirler (Brody ve
ark. 2001 p. 4). Genellikle bu aktif paketler film olarak kullanilmaktadir (de Kruijf ve
ark. 2002).

Yenilebilir Film Sistemleri: Kristal halinde kalabilen ya da amorf yap1 olusturabilen
bilesenler ve polimerler (sekerler, bitkisel zamklar, alg sakizlar, mikrobiyal sakizlar,
lipidler ve tirevleri, bitkisel mumlar, bocek mumlar gibi) yenilebilir film olarak
kullanilabilirler. Bu kaplamalar paketlenen gidanin bir pargasi olarak tiiketici tarafindan
yenilebilen ince tabakalardir. Bugday gliiteni, gliserol, oleik asit, balmumu, kitosan,

pektin bu materyallere 6rnek olarak verilebilir (Guilbertt ve ark. 1995).


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/kristobalit
http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/klinoptilolit

48

Antioksidan Ambalajlama: Gida bozulmalarinin sebebi olabilen oksidasyonun
azaltilmas1 icin antioksidan maddeler paket igerisine ya da disimna yerlestirilerek
kullanilabilirler (LOpez-De-Dicastillo ve ark. 2012). BHA ve BHT yuksek aktivitesi ve
diisiik maaliyeti sebebiyle en ¢ok kullanilan sentetik antioksidanlardir (Park ve ark.
2012). Tokoferol, bitki ekstratlari, biberiye, kekik, ¢ay gibi bitkisel esansiyel yaglar
daha saglikli olmas1 agisindan sentetiklere gore tercih edilen dogal antioksidanlardir
(Lopez-De-Dicastillo ve ark. 2012). Antioksidanlar poset, etiket, kaplama veya ¢ok katl
filmler olarak kullanilabilirler (Realini ve Marcos 2014).

2.8.2.2. Akillh ambalajlama

Yeni ambalajlama sistemlerinden bir digeri de akilli ambalajlardir. Akilli
ambalajlar, gidanin durumunun izlenmesine imkan sagladig: gibi tasima ve depolama
sirasindaki farkli faktorler hakkinda bilgi de verirler (Pereira de Abreu ve ark. 2011).
2000’lerin basindan bu yana, gida ambalajlama yenilik faaliyetleri giderek akilli
ambalaj gelistirme yoOniinde genisletilmistir (Vanderroosta ve ark. 2014). Akill
ambalajlama sistemleri; pH gibi renk indikatorleri araciligiyla metabolitlerin indirekt
tespiti ile gidanin tazeliginin belirlenmesi esasina dayali tazelik indikatorleri ya da
hedeflenen metabolitlerin biyosensorler kullanilarak direkt tespiti seklindedir (Realini
ve Marcos 2014).

Ambalajlama sistemlerindeki modern metodlar tiiketiciye iriinii tanima
becerisini ayirtedici sekiller, damgalar ya da etiketler araciligiyla verebilirler (Robertson
2012 p. 4). Akilli paketler, gidanin 6zellikleri ile ilgili tiiketiciye bilgi verdigi gibi
gidanin ge¢misi ile ilgili de kayitlari tutabilir (Lee ve Rahman 2014 p. 186).

Sicaklik, nem, pH seviyesini ve maruz kalinan 15181 6lgmek icin kullanilan
geleneksel sensorler disinda gidalarin kalitesi ve paket biitiinliigiinii takip edebilmek
igin son yillarda kimyasal sensorlere agirlik verilmektedir. Vanderroosta ve ark. (2014)
yapmis oldugu derlemede, Google Schoolar verilerine gore 2002 den 2012 senesine

dogru akilli ambalajlama alaninda yapilan bilimsel ¢alismalarin arttig1 belirtilmistir.
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Sekil 2-4: Akilli Ambalajlama Alaninda Yillik Bilimsel Yayin Sayisi (Vanderroosta ve ark.
2014)

Akilli ambalajlama sistemleri sayesinde patojen ve tazelik indikatorleri
araciligiyla ugucu ve ucucu olmayan metabolitlerin tespiti ve saymmi ile gidalarin
bozulup bozulmadig: ve giivenilirligi tespit edilebilir. Bu sistemin bir diger 6nemli yan
ise, kullanimi kolay olmasi, maliyetinin ucuz olmasi, tasima gorevlerini yerine
getirebilmesi ve entegre edilebilmesidir (Ahvenainen 2003 p. 11).

Aday ve Yener (2015)’in yapmis olduklar1 ¢alismada tiketicilerin Urtnlerin
kalitesini ve raf Omriinii gorsel olarak takip edebildigi icin akilli ambalajlart aktif
ambalajlara tercih ettigini belirtmislerdir. Tiirkiye gibi sicak havaya sahip iilkelerde
genelde aktif ambalaj tercih edilmesine ragmen ambalaj igerisindeki paketler tehlikeli
olarak goriildiigil i¢in tercihi azalttig1 ayrica vurgulanmistir.

Gidalarin giivenilir ve taze olmalarma verilen 6nemin tiketiciler goziinde
artmasl, izlenebilirlik alaninda globallesme ve akilli ambalajlama sistemlerinin gidalarin
kalitesini ve gidalarin tedarik zincirindeki kritik kontrol noktalarinin izlenmesine olanak
saglamasindan dolay1 akilli ambalajlama sistemleri gelecek yillarda blyik dneme sahip
olacaktir (Ahvenainen 2003 p. 16).

Gelismis ambalaj bilesenlerinin 2011 yilinda 6,5 milyar Amerikan dolar1 satis

getirisi olmustur ve bu miktarin 2017 yilinda %6,3 yillik bilesik biiylime oram


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/y%C4%B1ll%C4%B1k%20bile%C5%9Fik%20b%C3%BCy%C3%BCme%20oran%C4%B1
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artigindan sonra yaklasik 9,4 milyar $ olmas1 beklenmektedir. Akilli ambalajlarin satist
da 2011 yilinda yaklasik 3,8 milyar $ iken 2017 yilinda %5,6 yillik bilesik biiyiime
orani artisgindan sonra yaklasik 5,3 milyar $’a yaklasmasi beklenmektedir. Bu
blylmenin sebebi ise, ambalajlama sistemlerindeki avantajlarin fark edilmesi ve
tiiketiciler tarafindan kabul edilirliginin artmasindan dolay: birgok firmanin bu trunleri
satmaya baslamasi ve bunun da rakamlardaki degisime yansimasidir (Cirillo ve ark.
2015). Avrupadaki Cevre kanunlar1 (EC) 1935/2004 Avrupa pazarinda aktif ve akilli
ambalajlar ile ilgili bilgilendirmeye izin vermektedir. Cevre mevzuatlarindan (EC)
1935/2004 ve 450/2009 numarali yonetmeliklerde aktif ve akilli ambalajlarin kullanimi
ve giivenilirligine yonelik yonlendirmeler yapilmaktadir (Cirillo ve ark. 2015).

Akilli ambalajlama sisteminde kullanilan 3 temel sistem; sensdr, radyo frekansh

tanimlama etiketleri (RFID) ve indikatorlerdir (Kerry ve ark. 2006).

2.6.2.2.1. Sensor Sistemleri:

Sensor sistemleri genellikle MAP ve vakum paketleme gibi paketleme
sistemlerinde kullanilmak (zere tasarlanmistir. Cogu sensorler iki temel fonksiyonel
birimler icerir; bir reseptor ve transformator (dondstiiriicli). Reseptorde, fiziksel ya da
kimyasal bilgi transformator ile olgiilebilir bir enerji formuna dontstiiriliir. Transduser
ornek ile ilgili fiziksel ve kimyasal bilgiyi tasiyan enerjiyi kullanilabilir analitik sinyale
doniistiirir (Kerry ve ark. 2006). Sensor bilesenleri gida ile temas eden malzemelerde
kullanilmak {izere onayli olmalidir. Ayrica, analiz i¢in pahali bir enstrimantasyon
gerektirmemelidir ve egitimsiz bir kisi tarafindan bile kontrol edilebilir olmalidir. Ayni
zamanda analitlere dogru geri doniisii olmayan bir yanit1 sergilemesi gerekir
(Puligundla ve ark. 2012). Giivenlik, kalite ve izlenebilirligi garanti etmek icin gida
tireticilerine yapilan baski gidalarin  ambalajlanmasinda sensdr teknolojisinin

kullanimini arttirmaktadir (Kerry ve ark. 2006).


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/y%C4%B1ll%C4%B1k%20bile%C5%9Fik%20b%C3%BCy%C3%BCme%20oran%C4%B1
http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/y%C4%B1ll%C4%B1k%20bile%C5%9Fik%20b%C3%BCy%C3%BCme%20oran%C4%B1
http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/transformat%C3%B6r
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Gaz Sensorleri

Paketin tepe boslugundaki gaz yogunlugu gidada olusan degisimlere, paketin
yapisina veya ¢evre kosullarma bagli olarak degisebilir. Ornegin, taze iiriinlerin yaptig
solunum, bozulma yapan mikroorganizmalar tarafindan {iretilen gazlar, ambalaj
malzemesi veya paketteki sizintilar yoluyla meydana gelen gazlar paketin icindeki gaz
kompozisyonunda degisime neden olabilir (Yam ve ark. 2005). Kress-Rogers
(1998)’dan yapilan alintiya gore, gaz tespiti i¢in amperometrik oksijen sensorleri,
potansiyometrik karbondioksit sensorleri, metal oksit yar1 iletken alan etkili
transistorler, organik iletken polimerler ve piezoelektrik kristal sensorleri
kullanilmaktadir (Kerry ve ark. 2006).

= O, Sensorleri: Sensor bir lipofilik indikatér boyanin ve uygun bir polimerin
organik ¢6zticu iginde ¢oziinmesi ile Uretilir. Bu kokteyl bir polyester film ya da
cam gibi bir kat1 alt-tabakaya uygulanarak floresan bir film kaplama ya da bir
nokta tiretmek i¢in kuru birakilmistir. Etlerde kullanilan bir¢ok pakette ve MAP
sistemlerinde  kullanilabilmektedir. ~ OxySense®  ve  02xyDot®0,

sensorlerindendir (Kerry ve ark. 2006).

= CO; Sensorleri: Gidalarin giivenlik ve tazeligini korumak ve ger¢cek zamanli
tazeligini degerlendirmek igin ucuz, dogru, hizli, giivenilir, non-invaziv ve non-
yikict yontemler veya cihazlara ihtiya¢ vardir. Bu nedenle gaz kompozisyonu
hakkinda bilgi verebilen gorsel ya da enstriimantal olarak olculebilir teknoloji
gelistirilerek tiiketiciye ulasana kadarki noktalarda ambalajlanmis gida ile ilgili
kalite bilgilerine ulasilabilir. Gelencksel yontemlerde, CO, sensorleri
dondstirlicinin  tirtne gore, optik ve elektrokimyasal olarak 2 tiptedir.
Elektrokimyasal CO, sensorleri daha potansiyometrik, amperometrik olarak
kategorize-sub ve iletkenlik tlrleridir. Non Distributive Infrared (NDIR) ve
Severinghaus tipi sensorler gaz ve ¢oziinmis CO; tespiti i¢in kullanilirlar. Gazi
geciren bir zarla kapli CO, ve bikarbonatin reaksiyona girmesi sonucu
iletkenligin degisimi sonucu 6l¢iim yapilir. Kawabata ve ark. (1989); Mills ve
ark. (1992), Mills ve ark. (1997)’den yapilan alintiya gore de yenilikgi
yoéntemlerde optik CO, sensorleri; pH indikator boyalari (fenol kirmizisi, kresol
kirmizi, timol mavis vb.) kolorimetrik degisimine dayali sensorler ve rutenyum

(1) kompleksleri ve 1-hidroksipiren trisiilfonat gibi fosforlu boyalarin CO;’e
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bagl olarak olusan floresan renk degisimleri esasina dayali sensorler olarak iki

cesittirler (Puligundla ve ark. 2012).
Biyosensorler

Biyosensor biyokimyasal reaksiyonlara ait bilgileri algilayan, kayit alan ve
aktaran bir kompakt analitik cihazdir. Bu akilli cihaz 2 bilesenden olugmaktadir: Bir
hedef analitigi taniyan bir biyoreseptdr ve biyokimyasal sinyalleri olgiilebilir elektrik
tepkisine doniistiiren bir transformator (doniistiiriicii). Biyoreseptor enzim, antijen,
mikroorganizma, hormon ya da nikleik asit gibi organik ya da biyolojik materyal
olabilir (Yam ve ark. 2005). Gida ambalajlar1 i¢in bu tiir sistemler g6z Oniine
alindiginda, bu sistemlerin mikrobiyal kontaminantlarin saptanmasina yonelik oldugu
sOylenebilir. Bodenhammer (2002) ve Bodenhammer ve ark. (2004)’dan alinti yapan
Kerry ve ark. (2006) gore, Toxin Alert (Ontario, Canada) tarafindan gelistirilen Toxin
Guarde® polietilen bazli ambalaj materyali ile antikorlarin birlesimi ile Salmonella spp.,
Campylobacter spp., E. coli 0157 ve Listeria spp.’yi gorsel olarak teshis edebilir. SIRA
Technologies (California, USA) tarafindan iiretilmis The Food Sentinel Systeme
kontaminasyonun barkodda immiinolojik reaksiyonlar yoluyla algilanmasini saglayan

bir biyosensor sistemidir.

2.6.2.2.2. Radyo Frekansh Tanimlama Etiketleri (RFID):

RFID teknolojisi sensor ya da indikator yerine elektronik bilgi vererek
caligmaktadir. Bu sistemde konteyner ya da paletlere takili etiketlerden kullaniciya
direkt bigi aktarimi gergeklesir. Bu etiketler 50 metreye kadar aktivasyon saglayan ve
pil ile ¢alisan aktif etiketler ve 5 metreye kadar okuma yapabilen okuyucu tarafindan
saglanan enerji ile galigsan pasif etiketler olarak ikiye ayrilirlar (Kerry ve ark. 2006).
RFID sisteminde, okuyucu (bir verici ve/veya alicidan olusan bir okuma/yazma cihazi)
RFID etiketi ile iletisim kurmak amaciyla antenleri aracilifiyla elektromanyetik
dalgalar1 (EM) kullanir. Bu etiketler antene takili mikrogipden olusan bilgi tasiyici alet
olabilir (Vanderroosta ve ark. 2014).

Bu sistem sayesinde depoda ve raftaki {iriin miktarina, raf dmriinii tamamlayan
urtnlere, Grunlerin uygun sicaklik kosullarinda depolanip depolanmadigi gibi bilgilere

ulasilabilmektedir (Kokangiil ve Fenercioglu 2012).


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/transformat%C3%B6r

53

2.6.2.2.3. indikatérler:

Indikator olarak kullanilabilecek erime noktasi sicakligi, enzim reaksiyonu,
polimerizasyon, korozyon ve likit kristalleri gibi bircok fizikokimyasal prensipler
vardir. Bu indikatorler renk degisimi, hareket ya da hem renk degisimi hem hareket
seklinde 3 farkli yanit verirler (Selman 1995 p. 217). indikatorler pahali olmamali,
toksik olmamali ve suda ¢oziiniir bir yapiya sahip olmamalidirlar (Puligundla ve ark.
2012). Indikatdr olarak metilen mavisi ve diger renk indikatorleri, asitler,
antioksidanlar, mineral yaglar, sekerler ve elementler (K, Mg, Na, Al, Si, Ca)
kullanilabilirler (De Kruijf ve ark. 2002).

A- Gaz sizintis1 (Gaz Konsantrasyon) Indikatorleri:

Oksijen ve karbondioksit indikatorleri gida kalitesini izlemek i¢in
kullanilabilirler. Bu indikatorler genellikle kimyasal ve enzimatik reaksiyonlar
sonucu renk regisimi esasina dayal olarak calisirlar ve paket icerisindeki gaz ile
temas halinde olmak zorunda oldugundan gida ile de direkt temas halindelerdir (De
Jong ve ark. 2005).

1- O, Indikatdrleri: Paket icerisinde bulunan oksijen oksidatif acilasmaya, renk
degisimine ve mikrobiyal bozulmalara sebep olabilir. Bu sebeple oksijen
indikatorleri en ¢ok kullanilan gaz indikatorleridir (Yam ve ark. 2005). Tipik bir
oksijen indikatori redoks-boyasi (metilen mavisi gibi), bir alkalin bilesik
(sodyum hidroksit gibi) bir indirgeyici bilesikten (indirgeyici sekerler gibi)
olusur. Oksijen indikatdrleri temel olarak oksidatif enzimlerden olusmaktadir.
Ayrica, bir ¢oziicii (su ya da bir alkol) ve hacim arttirict (Silika jel, polimerler,
seliloz malzemeleri, zeolit gibi) da indikatdre eklenebilir. indikatorler etiket,
tablet, baskili tabaka olarak ya da polimer film katmani olarak iiretilebilirler
(Otles ve Yalcin 2008). Japonya’da Mitsubishi Gas Chemical Co. Ltd. tarafindan
tiretilen Ageless-Eye® indikatorlere drnek olarak gosterilebilir (Ahvenainen ve
Hurme 1997). O; indikatorleri tablet bulunan posetlerin paket icerisine
yerlestirilmesi seklinde de kullanilabilirler (De Kruijf ve ark. 2002).

2- CO, Indikatorleri: CO, indikatorleri, paket igerisinde bir sizinti olup
olmadigimi kontrol amacgh kullanildigi gibi mikrobiyal treme kontroli

(mikroorganizmalar Uredikleri zaman CO;, olustururlar ve olusan CO, de
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paketin iist kisminda toplanir) i¢in de kullanilabilirler (Hurme 2003 p. 280).
Mills ve McMurray (1991)’den alinti yapan Smolander ve ark. (1997) gore,
Balderson ve Whitwood tarafindan uretilen CO, indikatori MAP’da kullanima
uygun olarak tasarlanmistir. Indikatdr 5 indikatdr seritten olusmaktadir. Seritler,
bir indikator anyonu ve bir lipofilik organik kuvaterner katyonundan olusur. Her
seritler CO2 yogunlugu belli diizeyin (6rnegin %25, %20, %15, %10 veya %5)
altina dustiigiinde renk degistirir. CO, konsantrasyonu bir veya birden fazla
seritte olusan renk degisimine gdre belirlenir. Ingiltere’de Sealed Air Ltd
tarafindan iiretilmis olan Tufflex GS® de indikatorlere bir 6rnektir (Ahvenainen
ve Hurme 1997). CO, indikatorleri paket icerisinde etiket olarak kullanilabilirler
(De Kruijf ve ark. 2002).

B- Sicakhk-Zaman Indikatérleri:

Kullanilan kritik sicakligin tizerine ¢ikilan kiimiilatif sicaklik- zaman1 gostermek
igin tiim sicaklik gecmisini veren “sicaklik-zaman indikatoru™ ve kritik sicakligin
altinda da istiinde de olsa bilgi veren "sicaklik indikatorii" olmak iizere iki g¢esit
sicaklik indikatorii vardir (Ahvenainen ve Hurme 1997). Sicalik indikatorleri ya
meveut sicakligi gosterir ya da 8 °C gibi sogutma ya da dondurma noktas: gibi
onceden belirlenmis bir sicaklik esigine geldigini belirtir. Sicaklik-zaman
indikatorii ise, maruz kalinan sicakligin geg¢misi hakkinda bilgi veren fiziko-
kimyasal bir mekanizmadir (Selman 1995 p. 216).

Sicaklik-zaman indikatorleri  (TTI) gida dreticilere, tiiketicilere ve
perakendecilere ambalajlanmis gida ile ilgili saglamlik, giivenilirlik ve kalite ile
ilgili gilvence vermesi sebebiyle akilli ambalajlama teknolojisindeki 6nemli
araclardan biridir (Selman 1995 pp. 228-229). Gidalarin kalitesi yiiksek
sicakliklarda daha hizli bozuldugundan dolay1 gidalarin giivenligini arttirmak igin
sicakligin devamli olarak diistik 1silarda tuttulmasi gereklidir (De Jong ve ark.
2005). Sicaklik ve kalitenin birbiriyle bagli olmasmin sebebi ise, yiiksek
sicakliklarda biyokimyasal reaksiyonlar ve mikrobiyal iiremelere bagli olarak
yiiksek sicakliklarda bozulmanin daha hizli olmasidir. Bu indikator ¢esidi paketin
disina yapistirilan etiket seklinde kullanilabilir (De Kruijf ve ark. 2002).

Bu etiketler dagitim ve depolama sirasinda sogutulmus ve dondurulmus

tirlinlerin maruz kaldig1 yanhis sicakligin gozle goriiliir hale gelmesini saglarlar.
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Ayrica bu indikatorler bozulabilir Grtinlerin kalan raf omrini tahmin etmek
acisindan tazelik indikatorii olarak da kullanilabilirler (Yam ve ark. 2005). Sicaklik
zaman kontrolii etiketleri 6zellikle et, balik, kanatl eti, icecekler ve hazir gidalarda
kullanilmaktadir (Day 2003 p.283).

Paketlerin Uzerine etiket seklinde yapistirilan indikatorler, dagitim zinciri
boyunca paketin maruz kaldigr sicakliklar hakkinda bilgi verir. Bu bilgiler
genellikle mekanik deformasyon, renk degisimi ve harketlenmesi seklinde goriiniir
bir cevap olarak meydana gelir (Ahvenainen ve Hurme 1997). Sicaklik zaman
indikatorlerinin ¢aligma prensibinde meydana gelen cevaplar mekanik, kimyasal,
enzimatik ve mikrobiyolojik olarak meydana gelen geri doniisiimsiiz degisimlerdir
(Hogan ve Kerry 2008 p. 47) Ayrica bu indikatorler, korozyon, polimerizasyon ve
erime noktasi prensibine de bagl olarak ¢aligirlar. Sicaklik-zaman indikatorlerinde
onemli olan indikatoriin ¢alisma siiresidir. Her indikatOriin belli 6mrii oldugu igin
raf Omriiniin kontrolii acisindan bozulma siiresi (raf 6mrii limiti) ile bu siire esit
zamanlarda dolmalidir (De Kruijf ve ark. 2002; De Jong ve ark. 2005).

TTI paketlerin tek tek disina yapistirilacagi gibi biiyiik kutu ya da kolilerin
disina da yapistirilabilir (De Jong ve ark. 2005). PakSense® ticari olarak satilan
sicaklik zaman indikatorlerinden biridir. Bu etiketlerde uyulmasi gereken sicaklik
limitleri etikete islenerek dagitim siiresince su {iirlinleri, ilag ve etin maruz kaldig
sicakliklardan sapma olup olmadig: tespit edilebilir. Onvu® da sevkiyat boyunca
maruz kalman sicakligin kontrolii amaciyla kolilerin disina yapistirilan
etiketlerdendir (Ozgandir ve Yetim 2010).

En ¢ok kullanilan ¢esitleri; fiziksel bariyerler (plastik 1s1 ile daralan kol ve
boyun bantlar1 gibi), bant ve etiket seklinde miihiirler, kutularin bir ucundan
digerine gegen kagit/plastik/folyodan yapilmis i¢ miihiirlerdir. Ticari olarak
satilan indikatorlerden bazilar1 yapigkanli etiket ve bantlar, ¢oziicii ¢6ziinen
boyalar ve enkapsiile boyalar, optik degisken filmler ve holografik agma
seritleridir (Selman 1995 p. 216). Bircok aktif ambalajlama sistemlerinde oldugu
gibi sicaklik kontrol ambalajlamada da Japonya diinyanin en biiyiik {ilkesidir (Day
2008 p. 15). Amerika’da birgok sogutulmus hazir et ve siit iriinlerinde
kullanilmaktadir. Avrupada ise Fransa en ¢ok iireten iilkedir (Ahvenainen ve
Hurme 1997).


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/enkaps%C3%BCle
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Sicaklik-zaman indikatOrleri diffizyon bazli (3M Monitor Mark®,
Freshness Check®), polimer bazl (Lifelines Freshness Monitor®, Fresh-Check®)
ve enzimatik (VITSAB TTI®) olarak 3’e ayrilirlar (Kerry ve ark. 2008).

Avery Dennison (Amerika) firmasi tarafindan iiretilmis olan TT Sensor®
diffuzyon temeline dayalidir. Polar bilesik iki tabaka arasma yayilir ve
konsantrasyonunu degistirererek rengin saridan pembeye donmesine neden olur
(Taoukis 2008 p. 64; Park ve ark. 2015). Manske tarafindan 1976 yilinda patenti
aliman ve 3M Company (St. Paul, MN, Amerika) tarafin {iretilen 3M Monitor
Mark® renkli bir yag asidi esterinin yiiksek kaliteli kurutma kagidindan yapilmig
gozenekli fitil boyunca diffuzyonu esasina dayanir. Ayni sirket tarafindan
iiretilmis olan Freshness Check® ise, viskoelastik materyalin sicaklifa baglh
oranda 15181 yansitan gozenekli matriks igine diffiizyonu seklinde aktivitesini
gosterir. Gozenekli matriks de 151k gecirgenliginde degisiklige neden olarak gorsel
yanit olugsmasini saglar (Kerry ve ark. 2006).

Temptime Corp., Morris Plains, NJ (Amerika) tarafindan tiretilmis Fresh-
Check TTI®, kati hal polimerizasyon reaksiyonu temeline dayanarak renkli
polimerlerin agiga ¢ikmasiyla etkisini gosterir. Merkezde olusan renk ile renk
halkasin1 ¢evreleyen referans renk karsilastirilir (renksiz halka mavi renge)
donisiir (Hogan ve Kerry 2008 p. 49; Park ve ark. 2015). Temptime Indicator

(Paris, Fransa) tarafindan iiretilmis Temptime Freshness Monitor®

ve Fresh-
Check® de kat hal polimerizasyon reaksiyonu esasina dayalidir (Koutsoumanis ve
Gougouli 2015). Ciba Specialty Chemicals & Freshpoint (Isvec) tarafindan
iiretilmis OnVu® TTI kati hal reaksiyonuna dayali bir diger indikatordiir.
Benzilpiridin gibi organik pigmentler, 1s18a duyarli bilesikler sicakliga bagli
olarak renk degistirirler. Ultraviyole (UV) 15181 ile aktive edilir ve etikette bulunan
icteki mavi kalp beyaz renge doner (Koutsoumanis ve Gougouli 2015).

VITSAB AB. (isve¢) tarafindan iiretilen CheckPoint® TTI,
lipid substratlarinin enzimatik hidrolizi sonucunda pH’nin diismesi sonucu koyu
yesil indikatoriin sar1 ve portakal kirmizisi renge doniismesi ile etkisini gosterir
(Taukis 2008 p. 68; Park ve ark. 2015). Blixt and Tiru (1977) tarafindan patenti
almmis ve I-Point Company (Isvec) tarafindan iiretilmis I -Point® lipid substratin
enzimatik hidrolizi sonucu pH’nin diismesi ve renk degisiminin meydana gelmesi

esasma dayanir. Aktivasyon Oncesi lipaz ve lipid substrati iki ayr1 boliimde
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bulunmaktadir. Aktivasyon sonrasi bariyer kirilir enzim ve substrat birbirine
karigir boylece renk degisimi baslamis olur. Reaksiyon penceresi etrafinda olusan
renkler; 0 (Yesil), 1 (Sar1), 2 (Turuncu), 3 (Kirmizi) olarak adlandirilir ve
meydana gelen degisimlerin gozle goriiliir bigimde 6l¢iilmesi saglanir (Taoukis ve
Labuza 1989).

Fransiz sirketi CRYOLOG (Gentilly,Fransa) mikrobiyal sistemlere dayali
iki adet TTI iiretmistir. TRACEO® secilmis laktik asit bakterilerini (LAB) iceren
kiiciik mavi etiketlerdir. Uriinde kritik sicaklik ihlalleri yasandiginda ya da iiriin
son kullanim tarihine ulastifinda mavi renk geri doniisiimii olmadan pembeye
doner ve opaklasma meydana gelir (Ellouze ve ark. 2008). CRYOLOG sirketinin
iretmis oldugu diger indikator ise c0®, uygun pH indikatorleri araciligiyla
mikrobiyal gelisim oldugunda renk degisimine (yesil renk kirmiziya doniisiir)
sebep olur (Taoukis 2008 p. 63; Park ve ark. 2015). Keep-it ®, Keep-it
Technologies (Norveg) tarafindan iiretilmis kimyasal reaksiyona bagli olarak
etkinlik gosterir. Bu indikator, hareketsizlestirilmis bir reaktan (Fe** gibi) ve bir
mobil reaktan (ferrosiyaniir gibi) icerir. Iki reaktan birbirlerinden miihiir ile
ayrilmis iki ayr1 bolmede bulunurlar. Indikatériin aktif hale geldiginin gostergesi
olarak iki reaktan birbirleriyle temas haline gecince bdliimler arasindaki miihiir
ortadan kalkar ve gorsel olarak tespit edilebilir bir reaksiyon meydana gelir
(Koutsoumanis ve Gougouli 2015).

Sicaklik-zaman etiketlerinin en Onemli katkist kalite ve giivenligi
etkiledigi icin taze baliklarin dagitim ve tliketimi sirasinda sicaklik-zaman
cizelgesinin takip edilebilmesi yonundedir. Uygun olmayan paketlenme, tagima ve
depolama islemleri balik iirtinlerinin kisa slirede bozulmasina sebep olurlar
(Giannakouroua ve ark. 2005). Sadece baliklarda degil ayn1 endise 6zellikle ¢abuk
bozulabilen kiyma, tavuk gibi gidalarda da oldugu icin tez ¢alismasinda sicaklik-
zaman etiketi kullanilmak istenmistir.

Teknokim  (Izmir, Tiirkiye) (http://www.teknokimkimya.com) ise
Tarkiye'nin ilk yerli kimyasal ve biyolojik indikatorler Ureticisi olmasinin yaninda
2007 yilinda TS EN ISO 11140 belgesi ile ilk kimyasal indikator Greticisi
olmustur. Gida, ilag ve as1 sektdrinde kullanilmak iizere 0 °C/2 °C,

2 °c/9 °cr26 °C’ ye duyarh sicaklik zaman indikatdrleri iiretilmektedir. Indikator
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icerisinde bulunan polimer kimyasal rezervuar ile dolu medikal ped —42 °C ile
38 °C aras1 sicakliklarda hareket ederek ortam 1s1s1 hakkinda bilgi vermektedir.

C- Tazelik indikatérleri:

Tazelik indikatorleri direkt olarak gidanin kalitesi hakkinda bilgi verirler
(Smolander 2003 p. 128). Sicaklik-zaman etiketleri mikrobiyal gelisim hakkinda
bilgi verirken gaz sizinti indikatOrleri mikrobiyal gelisim ve kontaminasyon
hakkinda bilgi verebilir. Tazelik indikatorleri ise her iki durum sonucunda da
meydana gelebilecek mikrobiyal bozulma hakkinda direkt bilgi verebilir.

Paketlenmis yiyeceklerin kalite kontrolii i¢in sicaklik ihlalleri ya da
paketteki sizintilarin disinda tirliniin tazeliginin azalip azalmadigi ya da bozulup
bozulmadig1 gosterilmelidir. Patent literattrlerinde, CO,, diasetil, aminler,
amonyak ve hidrojen silfit gibi gidalarin olgunlasmalari sirasinda agiga cikan
ucucu metabolitlerin tespitine dayali bir¢ok tazelik indikatorii ya da kavrami
bulunmaktadir (De Kruijf ve ark. 2002). Tazelik indikatorii olarak ayni zamanda,
glukoz, organik asitler (laktik ve asetik asitler), etanol, ugucu azot bilesikleri
(amonyak, dimetilamin, trimetilamin), biyojenik aminler (tiramin, kadaverin,
putresin, histamin), ATP bozunma iiriinleri ve kiikiirt bilesikleri (hidrojen sulfat)
kullanilabilmektedir (Smolander 2003 p. 130). Etanole duyarli ambalajlarda
tepede biriken etanol ile peroksidaz, alkol oksidaz ve kromojenik substrat ile
reaksiyona girerler (Smolander 2003 pp. 128-143).

Tazelik indikatorlerinin  etkisi, {riiniin tipine, bozulma florasina,
ambalajlama sistemine ve depolama kosullarina baghdir. Genis renk degisim
araligina sahip indikatorlerde ise bazi dezavantajlar bulunmaktadir. Renk
degisimleri iirlinde meydana gelen bozulma gibi degisimler disinda bagka etkilerle
olusabilir (Kerry ve ark. 2006). Uriin tipine 6zgii tazelik indikatorlerine 6rnek
olarak paketlenmis baliklarda kullanilan tri-metilamin N-oksid (TMAO)’in
bakteriler tarafindan rediikte edilmesiyle olusan tri-metil amin ya da toplam
indirgenmis azot gazina bagli olarak uretilenler verilebilir (De Jong ve ark. 2005).

Avantajli oldugu alanlar ise; noninvazif olmas1 (bdylece herhangi bir paket
igerisine yerlestirilebilir), ucuz olmasi, mikrobiyal kontaminasyonu tespit

acisindan etkin olmasi, antibiyotiklere gerek duyulmamasi, esnek ambalajlama
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materyalleri ve tek kullanimlik doku kiiltiir tirlinleri ile uyumlu olmasi, kullanilan
ambalajlama sistemlerine islevsellik katmak amaciyla eklenebilir olmasidir (De
Jong ve ark. 2005).

Bozulma sonrasi olusan mikrobiyal metabolitleri tespit amaciyla renk
degisimi esasina dayali pH indikatorleri kullanilabilir (Kerry ve ark. 2006).

Karisim boyalardan olusan bozulma indikatorleri (bozulma sonucu olusan
CO7 miktarin1 gozle goriilebilir hale getiren pH duyarli metil red ve bromtimol
blue) son kullanma tarihinden 6nce bozulan iiriinlerin tiiketimini azaltmaktadir.
Gidalarin giivenilirliginin garanti edilebilmesi tiiketiciler i¢in en dnemli etmendir.
Ureticiler igin ise iiriinlerin giivenilirligi miisteri memnuniyetsizligini engelleyip
markalarinin degerini arttirmak agisindan onemlidir. Bu indikatorlerin minimal
islenmis gidalar, kolay hazirlanan gidalar, fermente gidalar, taze et ve et tiriinleri,
kiimes hayvanlar1 ve kiimes hayvanlar1 iiriinleri, deniz iiriinleri ve su {irlinleri,
ekmek ve unlu mamuller, tatlilar ve taze kesilmis meyve ve sebzeler gibi
triinlerde  kullanilabilmesi i¢in gelecekte yeni c¢alismalar yapilmalidir
(Nopwinyuwonga ve ark. 2010).

Ucgucu aminlerle reaksiyona giren tazelik etiketlerine bir Ornek olarak
Fresh Tag® verilebilir. Cox Technologies (Plainfield, IL, Amerika) tarafindan
1999 yilinda iiretilmis olan FreshTag® indikator etiketi balik ve diger deniz
rtinlerinin  tazeliginin saptanmasinda kullanilabilir ve ugucu aminler ile
reaksiyona girerek etkinligini gosteren indikator renk degisimi esasina dayanir (de
Kruijf ve ark. 2002; Kerry ve ark. 2006). Deniz iiriinleri bozulmaya bagladiginda
ucucu aminler istte toplanir, reaktif ile reaksiyona girerek etiketteki fitilin
pembeye doniismesi ile sonuglanir (Kerry 2014 p. 559).

Oscar Mayer Foods Corp. (Madison, Amerika) pH degisimine hassas
boyalardan temel alan bir tazelik indikatorli gelistirmistir. Substratlardan biri
tikendigi zaman ph degisimi meydana gelir ve yesil renk pembeye doniiserek
tazelik ile ilgili bilgi verir. Sicaklik yiikseldigi zaman da dengede kaymalar
meydana gelir ve renk degisimi gbzlenir (Selman 1995 p. 223).

Smolander ve ark. (2002) MAP pili¢ pargalarinda yaptiklari ¢alismada
hidrojen siilfite duyarl tazelik indikatorii kullanmiglardir. Etlerde mikrobiyolojik
bozulma sonrasi olusan hidrojen siilfit miyoglobin varliginda renk degisimine

sebep olmustur. Miyoglobine baglandiginda yesil pigment meydana gelmekte bu



60

da marine edilmemis piliglerde tazelik indikatorii olarak kullanilabilmektedir.
Miyoglobindeki renk degisimi 6zellikle MAP uygulamalarinda kullanilan N, ve
CO; gazlarmin karisim olarak bulundugunda da meydana gelebilmektedir. Renk
degisiminin gézlemlenmesi kokusmanin da basladigin1 géstermektedir.

Balamatsia ve ark. (2007) kanatli etlerindeki tazeligi tespit amaciyla
trimetilamin nitrogen (TMA-N) ve toplam ugucu bazik azot (TVB-N)’un tazelik
indikatorii amaciyla kullanilabilirligini yaptiklar1 ¢alisma sirasinda mikrobiyolojik
ve duyusal analizler ile korrelasyonunu inceleyerek tespit etmislerdir.

Pacquit ve ark. (2007) baliklardaki bozulmanin kolorimetrik tespiti
amaciyla yaptiklar1 calismada pH duyarli polimer matriks (Bromocresol green ya
da BCG (sodyum tuzu), selliiloz asetat, amonyum bromiir tuzlari) boyas1t TVB-N
ile reaksiyona girerek renk degisimi gozlemlenmeye calisiimistir.  Bozulma
sonucu olusan aminler paketin (st katmaninda toplanmis ve indikatorle
reaksiyona girerek BCG’nin saridan maviye dondiigi gorilmiistir. Meyve ve
sebzelerde son kullanim tarihini izlemek, dagitim ve depolama siirecindeki
rotasyonu belirlemek boylece israfi en aza indirmek ve tiiketici a¢isindan da hangi
iriinlin  alimip alimmamas1 tercihi igin tazelik indikatorii kullanilabilir.
http://www.ripesense.com’dan yapilan alintiya gore, ripeSense® (Yeni Zelanda)
olgunlagsma sirasinda agiga ¢ikan aromalar ile reaksiyona girerek kirmizi olan
renginin turuncu ve sartya dondiigii gozlemlenmektedir. Bu indikatorler armut,
kivi, kavun, mango, avokado ve diger sert c¢ekirdekli meyveler icin
uygulanabilirler (Kuswandi ve ark. 2013).

Elmalarda, CF,® tazelik etiketlerinde 17 giin sonrasinda molibden mavisi
renk gozlenmistir. Mavinin tonlar1 seklinde olugsmaya baglayan renk degisimi
olgunlasmanin sonunda koyu mavi hal almakta bdylece 5 haftalik siirecte
elmalarin olgunlagsmasi takip edilebilmektedir. Molibden mavisinde meydana
gelen bu degisim etilen aracilifiyla peroksi molibdatin indirgenmesi sonucu
beyaz/saridan maviye doniismesi ile olusmaktadir (Lang ve Huibert 2012).
Guavalardaki tazeligin izlenmesi amaciyla ugucu organik bilesimlerin (asetik asit
vb.) olusumu sonucu pH azalmasma duyarli BPB (bromophenol blue)/seliiloz
membran kullanilarak rengin maviden yesile doniistigii gézlenmistir (Kuswandi

ve ark. 2013).
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Teknokim (http://www.teknokimkimya.com) tarafindan iiretilip iilkemizde satiga

sunulan tazelik indikatorii ise pH degisimine bagli olarak aktivite gostermektedir.
Gidalarin direkt iizerine yerlestirilen indikatdrler enzimatik aktivite sonrasi pH degisimi

ile yesilden sar1 renge dontismektedirler.


http://www.teknokimkimya.com/
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Orneklerin Temini

Orneklerin  satig  sirasinda  maruz  kalabilecegi  kontaminasyonlarin
engellenebilmesi amaciyla Ozellikle ¢abuk bozulabilen balik direkt halden erken
saatlerde alinarak laboratuvara soguk zincirde ulastirildi. Ambalajlama 6ncesinde i¢
organlar ¢ikartilip temizlenerek hazir hale getirildi. Kasaptan gunliik olarak alinarak
soguk zincir altinda laboratuvara getirilen etler hizla analiz giinleri 6rneklemeler i¢in
paketlendi. Tavuk etleri yiizey alan1 geniglememesi acisindan ¢alismadan hemen 6nce
parcalanarak satistaki boyutlarina getirilip paketlendi. Tiim {iriin gruplarinin alimi
10.02.2015 tarihinde gerceklestirildi ve ayni giin paketlendi. Kiyma, et, ve tavuk her
ambalajda 100’er gram baliklar ise 6’sar adet sardalya balig1 olacak sekilde bdoliinerek
toplamda 80 adet ambalaj elde edildi. Her iiriin grubu igin birer paket yapilarak farkli
giin ve muhafaza sicakliklarina gore siniflandirildi. Baglangig gunu (0. giin) analizleri
i¢in ayrilan Orneklerin analizleri gergeklestirildi. Analizler 1.U. Veteriner Fakiiltesi

Besin Hijyeni ve Teknolojisi Boliimii labaratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.1.2. Ambalajlama ve Etiketlemede Kullanilan Malzemeler
e Poliproplen Tabak 190/144/50 (Apack, Turkiye)

e Polivinilklorid Ust Film (Apack, Turkiye)

e %60CO;, % 40 N, Gaz Kombinasyonu (Messer, Tlrkiye)
e %80CO;, % 20 N, Gaz Kombinasyonu (Messer, Turkiye)
e %40 CO;, % 60 O, Gaz Kombinasyonu (Messer, Turkiye)
e Soguk Zincir indikatorii (Teknokim, Tiirkiye)

e Tazelik indikatérii (Teknokim, Tiirkiye)
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3.1.3. Mikrobiyolojik Analizlerde Kullanilan Besiyerleri ve Kitler
e Plate Count Agar (Merck, 1.05463)

Rogosa Agar (Merck, 1.05413)

e Pseudomonas Agar (Oxoid, CM0559)

e Pseudomonas C-F-C Supplemet (Oxoid, SR0103)
e 9% 99,5 Gliserin (Tekkim, TK 070190.01000)
e 996 Asetik Asit (Merck, 1000319)

e Tryptone Soya Agar (Oxoid, CM0131)

e Maximum Recovery Diluent (Merck, 1.12535)
e Phosphate Buffered Saline (Oxoid, BR0014G)
e TEMPO AC (bioMérieux, 411113)

e TEMPO TC (bioMérieux, 80006)

e TEMPO EC (bioMérieux, 80004)

e TEMPO EB (bioMérieux, 80003)

e TEMPO LAB (bioMérieux, 80071)

e TEMPO YM (bioMerieux, 80001)

3.1.4. Kullanilan Referans Suslar
Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan Morganella morganii ve
Enterobacter aerogenes kiiltiirleri istanbul Universitesi Kiiltiir Saklama ve Kolleksiyon

Enstitustu’nden temin edilmistir.

3.1.5. Molekiiler Analizlerde Kullamlan Soliisyonlar ve Kitler
e High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, 11796828001)

e 25 mM MgCIl;, (Thermo Scientific)
e 10X Tag Buffer with KCL (Thermo Scientific)

e Tag DNA Polymerase 5 U7uL, 500 U (Thermo Scientific, EP0402)
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dNTP Set (Thermo Scientific, R0182)
Ethanol Absolute (Sigma-Aldrich, 32221)
2- Propanol (Sigma-Aldrich, 19516)
Lysozyme 50000U/mg (Merck, 05281)
10 mM Tris-HCL, pH 8,0

Agarose D1-LE (Wisent, 800-015-EG)
Safe View Classic (ABM, G108)

GeneRuler 100 bp DNA Ladder 0,5 pg/ul, 50 pug (Thermo Scientific,
SMO0241)

1X TAE Buffer

QX200 Droplet Generation Oil for EvaGreen (Biorad, 1864005)
ddPCR Droplet Reader Oil (Biorad, 1863004)

QX200 ddPCR Supermix for EvaGreen (Biorad, 1864034)

DG8 Cartridges for Droplet Generator (Biorad, 1864008)
Microseal ‘B’ Seal Seals (Biorad, MSB1001 )

ddPCR Plate Kit (Biorad, 10023379 )

Droplet Generator DG8 Gasket (Biorad, 1863009)

3.1.6. Laboratuvarlarda Kullanilan Alet — Ekipmanlar

Ambalajlama Cihaz1 (Ponapack, VTK 40SC, Tirkiye)
Stomacher (Seward 400, Ingiltere)

Tiip Karistirici-Vortex (Fine Vortex — FINEPCR, Kore)
Inkiibatér (Memmert, IN55, Almanya) (37 °C)
Inkiibatoér (Memmert, IN 55, Almanya) (30 °C)

Inkiibatoér (Memmert, IN 55, Almanya) (25 °C)



Sogutucu Inkiibatdr (Panasonic, MIR-254-PE, Japonya) (7 °C)
Su Banyosu (Memmert, SV-1422, Almanya)

TEMPO Hazirlama Unitesi (bioMérieux, Fransa)
TEMPO Okuma Unitesi (bioMérieux, Fransa)
Ultra-Deiyonize su Cihazi (Sartorius, 611VF, Almanya)
Otoklav (HV-50L, Hirayama, Japonya)

Derin Dondurucu (Bosch, GSD30M10NE, Almanya)
Derin Dondurucu (Ugur, ULF 410SSL, Tirkiye)
Buzdolabi (Samsung, RSA1STSL, Giney Kore)

Tip Il Biyoguvenlik Kabini (Nuaire, 425-400E, ABD)
Hassas Terazi (RADWAG, WTB2000, Polonya)

Hassas Terazi (Sartorius, CP224S, Almanya)
pH Metre (Hanna, HI2211, Amerika)

Santrifuj (VWR, 16DH, Amerika)

Santriflj (Hettich, D-78532, Almanya)

Heating/Cooling Dry Block (Grant-Bio, PCH-2, ingiltere)
Mini Mikrosantrifuj (ISOLAB, D1008, Almanya)
Thermal Cycler (Biorad, PTC0200, Meksika)
Elektroforez Unitesi (Thermo Scientific, Amerika)
Goruntuleme Sistemi (VILBER LOURTMAT, Almanya )
EPOCH Mikroplaka Spektrofotometre (BioTek, Amerika)
PX1 PCR Plate Sealer (Biorad, 1814000, Amerika)
QX200 Droplet Generator (Biorad, 1864002, Amerika)
QX200 Droplet Reader (Biorad, 1864003, Amerika)

Cam ve Diger Laboratuvar Malzemeleri
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3.2. YONTEM

Calismada kullanilan 6rneklerin hazirlanmasi, ambalajlanmasi, mikrobiyolojik
ve fizikokimyasal analizlerinin yapilmasi amaciyla 1.U. Veteriner Fakiiltesi Besin
Hijyeni ve Teknolojisi Béliimii labaratuvarlari, ddPCR analizleri igin ise LT.U.

Teknokent’de bulunan fontek A.S. laboratuvarlari kullanilmistir.

3.2.1. Orneklerin Ambalajlanmasi ve Akilh Etiketlerin Yerlestirilmesi

Orneklerin temin edildigi baslangi¢ giiniinde materyal olarak poliproplen
tabaklar ve uUst film olarak da polivinilklorid kullanilarak ambalajlama yapildi.
Tabaklara 6rnekler koyulmadan once marketlerde de satisa sunuldugu sekilde igerisine
kurutma kagidi koyuldu béylece numuneden sizan suyun 6rnekleri mikrobiyal Gremeye
acik hale getirmesi de engellenmis oldu. Tabaklara ornekler yerlestirildikten sonra
Teknokim tarafindan {iretilmis olan pH Ol¢limii esasmna dayali tazelik etiketleri
orneklerle temas edecek ve renk degisimi disaridan gozlenecek sekilde paketlere

yerlestirildi.

Paketler Ponapack VTK 40SC ambalajlama cihazina yerlestirilerek kontrol
gruplart icerisine herhangi bir gaz verilmeden yizeyleri makine igerisinde filmle
kaplanarak soguk ve donmus muhafazaya alinacak 52 adet ambalajlar hazir hale
getirildi. MAP i¢in ise onceden hazirlanan balik, tavuk, kiyma ve parg¢a et i¢in uygun
olan gaz kombinasyonlar1 kullanildi. Balik i¢in %60 CO, - %40 N, , tavuk icin %80
CO; - %20 N; parca et ve kiyma i¢in ise %40CO, - % 600, gaz karisimlar
kullanilarak ambalajlama yapild1 ve sadece soguk muhafazaya alinacak 28 adet ambalaj

elde edilmistir.

Makineden c¢ikartilan paketlerdeki filmlerin dis yiizeyine yine Teknokim
tarafindan iretilmis olan sicaklik-zaman etiketleri yapistirildi. Bu etiketler sayesinde
soguk deponun uygun olarak calisip g¢alismadigi kontrolii yapilarak numunelerin
uygunsuz depolama sonucu bozulmasi engellendi. Ayni zamanda soguk ve donmus
muhafaza 1silar1 depo disarisinda elektronik olarak takibe olanak veren termometre
tarafindan takip edilerek etiketlerin uygunlugu degerlendirildi. 4 saat sonunda etkisiz
hale gelen etiketlerden dolayr depo 1sisinin elektronik takibi daha énemli hale geldi.

Paketler soguk muhafaza amaciyla 0 °C’lik dolaba alindiginda sicaklik zaman etiketi
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aktif hale gecebilmesi icin etiketin fitili depolama alaninda ¢ikartildi. Soguk ve donmus

muhafazadaki numunelerimiz analiz zamanlar1 doluncaya kadar depolandi.

3.2.2. Mikrobiyolojik Analizler

Baslangi¢ giiniinde Urinlerin mikrobiyolojik yuklerinin tespiti amaciyla tim
{irlin gruplarma mikrobiyolojik analiz yapildi. ilk giin analizleri iiriinlerin baslangig
floresanin tespiti boylece bozulma arttikga artan mikrobiyal yiikiin dogru istatistiki

degerlendirilmesi agisindan 6nem tasimaktadir.

Soguk muhafazadaki 6rneklerin mikrobiyolojik analizileri 1., 3., 5., 7., 9., 12. ve
15. gilinlerde, donmus muhafazadaki orneklerin ise 15., 30., 90., 120., 150. ve 180.
giinlerde yapildi. Her analiz 2’ser tekrarli olarak yapilip ortalama degerler dikkate
alinmistir. Ayrica analiz giinlerinde kontrolii yapilarak bitiinliigii bozulmamis

ambalajlar alinip analizleri yapildi.

Maximum Recovery Diluent (MRD) 9.5 g tartilarak 1 litre distile su ile
sulandirildi ve 121 °C’de 15 dakika otoklav yapilarak steril hale getirildi.
Mikrobiyolojik analizler amaciyla TEMPO cihaz1 ve klasik kiiltiirel yontemler tercih
edidi. TEMPO cihazi ile yapilan analizlerde filtreleri daha kiiciik olmasi1 sebebiyle
TEMPO stomacher poseti kullanildi. Balik 6rneklerinden derisinden bulasabilecek
kontaminasyonun engellenmesi amaciyla filetosu c¢ikarilarak i¢ kisimlardan numune
alind1. Diger numuneler ise boyutlar1 kiigiiltiilerek analize alindi. Orneklerden 10 g
alimarak MRD ile 1/9 oraninda sulandirildi ve Stomacher Lab-Blender (400) ile 1
dakika karistirilarak homojenizat elde edildi. Ekilecek bakteriye gore secilecek olan
dilusyonlara gére homojenizattan 1 ml alindiktan sonra 9 ml uygun solusyon iceren
tlpler kullanilarak seyreltildi (Gabis ve ark. 1976).

Toplam bakteri (AC), kuf-maya (YM), Enterobacteriaceae (EB), laktik asit
bakterileri (LAB), toplam koliform (TC), Escherichia coli (EC) analizleri icin TEMPO
cihazi kullanildi. Toz halinde kendi uygun siselerinde ticari olarak satiga sunulan besi
yerleri  mikroorganizma g¢esidine gore farkli oranlarda MRD  kullanilarak
sulandirilmasinin ardindan vorteks yardimiyla karistirilarak aktif  hale getirildi.
Sulandirilan homojenizattan uygun oranlarda otomatik pipet ile igerisine koyulduktan
sonra tekrar vortekslenerek karisim homojen hale getirildi. Besi yeri-6rnek karigimini

iceren siseler doldurma tablasina alindiktan sonra besi yeri kartuslarinin uglari
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sterilizasyonu bozulmadan sisenin igerisine yerlestirildi. Barkod tarayicili bilgisayara
analize alinan numunenin adi ve dillsyon orani girildikten sonra okutma cihazi ile hem
kartuslarin hem de igerisine yerlestirilen siselerin barkod numaralar1 okutularak
bilgisayara kaydi yapildi. Doldurma tablasi TEMPO hazirlik {initesi icerisine
yerlestirildikten sonra otomatik dolum basglatildi. Inokiilasyon bittikten ve kartusun ucu
kesilip ekim tamamlandiktan sonra besiyeri ve numuneyi igeren kartus cihazdan
disartya cikartilarak inkiibasyon amagli inkiibasyon/okuma tablalarina alindi. Kiif maya
analizi icin kartuslar 25 °C’de 72-76 saat (EN 1SO 21527 ve BAM bélim 18
standartlarina esdeger), toplam bakteri icin 30 °C’de 24-48 saat (EN 1SO 4833 esdeger),
Enterobacteriaceae icin 35 °C’de 22-27 saat (1SO 21528-2 esdeger), LAB icin 30 °C’de
40-48 saat (NF ISO 15214 esdeger), toplam koliform icin 30 °C'de FDA-BAM’da
tanimlandig1 gibi 22-27 saat, Escherichia coli icin ise 37 °C’de 24-27 saat (EN I1SO
16649-2 esdeger) inkiibasyona kaldirildi. Inkiibasyon siireleri dolan kartuslar etiivden
alimarak TEMPO okuma Unitesine yerlestirildi ve bilgisayara okuma sonucu islenen

bilgilerin kaydi yapildi.

Pseudomonas spp., Lactabacillus spp. toplam psikrofil —analizleri icin ise
Compendium of Methos for the Microbiological Examination of Foods tarafindan
aciklanan klasik analiz yontemleri uygulandi (Gilliland ve ark. 1976; Sandine ve ark.
1976). Pseudomonas agar 24,2 g tartilarak 500 ml distile su ile sulandirildiktan sonra
icerisine 5 ml gliserol eklendi ve sicak su banyosunda homojen hale gelene kadar
wsitild. 121 °C’de 15 dakika otoklav sterilizasyonu ardindan 50 °C’ye sogutulup steril
kosullarda 1 sise 2 ml su/alkol ¢Ozeltisi ile sulandirilmis C-F-C supplement eklendi.
Karstirllarak hazir hale gelen besi yeri 90x15 boyutundaki steril petrilere 12,5 ml
gelecek sekilde dokiildii. Donmus petrilere uygun dilisyonlardan 0,1 ml ekim yapilarak
drigalski ile yayildi ve 7 °C +1 °C’de 10 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardindan tipik koloniler sayildi ve sulandirma kat sayist yardimiyla kob/g cinsinden

tahmini tan1 yontemiyle sonuglar elde edildi.

Rogosa agar 37,25 gram tartilarak 500 ml distile su ile sulandirildi ve su
banyosunda homojen hale gelene kadar 1sitildi. Otoklav islemi uygulanmadan steril hale
gelen besi yerine %96 asetik asit ilavesi ile pH’s1 5,5’¢ ayarlandi. Steril ortamda steril
petri kaplarina dokiilen besi yerleri sogutulmasinin ardindan uygun diliisyonlardaki

numunelerden 0,1 ml ekim yapilarak 35 °C’de 48-72 saat inkiibasyona kaldirildi.
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Inkiibasyon ardindan tipik koloniler sayilarak sulandirma kat sayisi yardimiyla kob/g

cinsinden tahmini tan1 yontemiyle sonuclar elde edildi.

Plate count agar (PCA) 12,25 g tartildiktan sonra 500 ml distile su ile
sulandirildi. Su banyosunda homojen hale gelene kadar 1sitildiktan sonra 121 °C’de 15
dakika otoklav yapilarak steril hale getirildi. 45 °C -50 °C’ye sogutulan besi yeri steril
petrilere dokiildi. Katilagarak kullanima hazir hale gelen besi yerlerine fakh
diliisyonlarda numunelerden 0,1 ml ekim yapilarak drigalski yardimiyla yayildi.
Ekimleri tamamlanan petriler 7 °C +1 °C’de 10 giin inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
stiresini dolduran petriler alinarak {iremis olan tiim koloniler sayildi ve sulandirma kat

sayis1 yardimiyla kob/g cinsinden sonuclar elde edildi.

3.2.3. pH Analizleri

Bozulmanin fizikokimyasal yolla tespit edilebilmesi i¢cin pH 6l¢timleri yapildi.
Mikrobiyolojik analiz amag¢li numune alimi tamamlandiktan sonra alinan Srneklerden
10 g tartilarak kuguk parcalara ayrildi ve 90 ml distile su ile sulandirilarak homojenize
hale getirilerek pH metre ile pH 6l¢iimleri yapildi. Ambalajlama dncesi pH degerleri ile

depolama siiresince olugacak degisimler kiyaslanabilmesi i¢in kayitlar alindu.

3.2.4. Akilh Etiket Uygulamalar: ve Degerlendirilmesi

Tazelik indikatorlerinde Urlnlerin taze olarak nitelendirilmesi icin etiketlerin
mavi rengini korumasi, bozuk olarak nitelendirilmesi i¢in ise rengin saritya donmiis
olmasi gerekmektedir. Sicaklik-zaman indikatdrlerinde ise beyaz olan kisim maviye
dondiigii zaman sicaklik kirilmasinin meydana geldigini belirtmekte, renk degisiminin
miktar1 ise gegen siireyi bildirmektedir. Bu bilgiler 1s18inda sicaklik-zaman indikator(

ve tazelik indikatori olarak kullanilan etiketlerin takibi yapilip kayitlar1 alindi.

3.2.5. Molekuler Analizler

3.2.5.1. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu amaciyla High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)
kiti kullanild1. Uretici talimatnamesine gore dokudan direkt DNA ekstraksiyonu yapilds.
Steril kosullarda yaklasik 10 g dokudan numune alindiktan sonra bistiiri yardimiyla
kiiglik pargalara ayrilarak ependorf igerisine alindi. 200 ul Tissue Buffer ve 40 pl
Proteinase K eklenerek 55 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. 200 pl Binding Buffer
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ilavesinden sonra ise 10 dakika 70 °C’de inkiibe edildi. 100 pl isopropanol eklenip kit
igerisinden ¢ikan High Pure Filter Tube, Collection Tube’e takilarak hazirlanmig olan
karisim filtreden gegirilmek iizere aktarildi ve santrifiije alindi. 500 pl Inhibitor
Removal Buffer, 500 ul Wash Buffer ve 2. kez 500 ul Wash Buffer sirayla filtre Gizerine
koyulduktan sonra her asama sonrasi santrifiij yapildi ve son agama olan elution i¢in
filtre yeni ependorfa almip 70 °C’ye 1sitilmus 200 pl Elution Buffer ilave edilip santrifij
yapildi. Filtre atildiktan sonra ependorf igerisinde kalan DNA’lar PCR analizlerine
kadar -20 °C’de sakland:.

3.2.5.2. DNA Miktar Tayini

Gidalardaki DNA ekstraksiyonu yapildiktan sonra 2 ul alindiktan sonra Epoch
mikroplaka spektrofotometre yardimi ile DNA miktarlar1 ve safliklar tespit edildi. Saf
oldugu belirlenen ekstratlar yapilan optimizasyon g¢aligsmalart sonucunda elde edilen
veriler dogrultusunda 1/10-1/400 arasinda ultra saf su ile sulandirilarak yogunluklari

azaltildi.

3.2.5.3. PCR Optimizasyonu ve Gradient Uygulamasi

Putresin tireten genlerin tespiti amaciyla agdif (5'-
ATGCCCGGTGAATTTGAA-3) ve agdir (5-TTGCGCTGGTTTAGCACC-3') primer
ciftleri, histamin ireten genlerin tespiti amaciyla ise hdcRTfw (5-
ACTCAATCGGTGTTTCCGGC-3'), hdcRTrv (5-TGTGACCGTTACGTGAACCG-3))
primer ¢iftleri kullanildi (Nannelli ve ark. 2008; Ferrario ve ark. 2014).

Pozitif kontrol olarak kullanilacak suslar TSA’da uUretilip ekstraksiyonu High
Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) ile yapildiktan sonra PCR ile dogrulandi.
PCR kosullar1 olarak kullanilan siire ve sicakliklar su sekildedir: Enzim Denatlirasyon
95 °C 5 dakika, 40 Déngii, Denatiirasyon 95 °C 30 saniye, Baglanma 60 °C 1 dakika,
Uzama 4 °C 5 dakika, Enzim Deaktivasyon 90 °C 5 dakika. Baglanma sicakligi 55 °C—
60 °C arasinda degistirilerek gradient PCR denemeleri yapildi. Her deneme isleminden
sonra PCR drinleri yatay agaroz jel elektroforez ile incelendi. 20 pul PCR {rini
alindiktan sonra 1 pl yiikkleme tamponu ile karistirilip Safe View iceren %1.5’lik agaroz
jelde kuyucuklara yuklenerek 100V’da 30 dakika yiiriitiildi. Elektroforez islemini
takiben goriintiileme sistemine alinan jel UV 15181 altinda resmi alinarak incelendi ve

DNA ladder ile karsilastirilarak 90-bp ve 110-bp iceren bantlar tespit edildi.
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3.2.5.4. ddPCR

Optimizasyon islemleri tamamlandiktan sonra uygun genlerin numunelerdeki
varhi@ginin miktar tespiti amaciyla ddPCR sistemi kullanildi. Bu amagla, EvaGreen
master mix ve DNA’lar karistirilip kartusa yiiklendi. Yaglarin da yiikklenmesinden sonra
kartuslar ddPCR Droplet Generator cihazina koyularak droplet hazirlanmasi saglandi.
Dropletlerden 40 pl alarak plakalara aktarildi ve plakalarin miihiirlenmesi ardindan PCR
cihazina  yerlestirildi. PCR kosullar1 girildikten sonra cihaz calistirilarak genler
cogaltilmaya baslandi. Thermal Cycler c¢alismasi bittiginde ise plaka QX200 Droplet
Reader cihazina yerlestirilerek dropletlerin 6lgiimii yapildi ve Quanto Soft programi
araciligi ile sonuglar degerlendirildi. Calisma sonucu elde edilen veriler sulandirma kat

sayilar ile carpilarak sonuclar elde edildi.

Sekil 3-1: ddPCR Caligmasi
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3.2.6. Istatistiksel Bulgular

+4 °C’de muhafaza edilen MAP ve kontrol gruplarinin arasindaki her bir
parametre (mikrobiyolojik ve pH analiz verileri) bazinda benzerlik istatistiki olarak
SPSS programi (SPSS, version 20.0 for Windows, SPSS Inc.) kullanilarak Friedman
metoduna gore yapildi (Chantawannakul ve ark. 2002; Koistinen ve ark. 2007). Donmus
tirtinlerde ise her grubun kendi icerisinde analizi yapilmis ve giinler ile bakteri sayilar
arasindaki iliski SPSS programi (SPSS, version 20.0 for Windows, SPSS Inc.)
kullanilarak Spearman’in sira korrelasyon yontemine gore istatistiki olarak
degerlendirildi (Al-Kadamany ve ark. 2003; Gonzalez ve ark. 2003).
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4. BULGULAR

Numuneler MAP yontemi ile paketlenmeden once ilk giin analizleri yapilmis ve
bu gruplar baslangic ginl olarak isimlendirilmistir. Kiyma, et, tavuk ve baligin
paketlenmesi ardindan muhafaza yoOntemlerine gore degisiklik gdsteren giinlerde
mikrobiyolojik, fizikokimyasal ve molekiiler analizler yapilmis, etiketlerde meydana
gelen degisimler gozlemlenmistir. Elde edilen bulgularin ortalama degerleri tablo 4-1,
4-2,4-3, 4-4, 4-5, 4-6, 4-7, 4-8, 4-9, 4-10, 4-11"de verilmistir.

4.1. Mikrobiyolojik Analiz Bulgular:

Tablo 4-1: Modifiye Atmosfer Paketlenmis ve Kontrol Grubu Kiymalarin Mikrobiyolojik
Analiz Sonuglar1 (log10 kob/g)

KIYMA
Gunler
Mikrobiyolojik Paketleme | Baslangic 1 3 5 7 9 12 15
Analizler Cesidi Gunu
MAP 7,49 6,46 8,04 7,51 7,55 7,67 8,04 8,25
Toplam Bakteri
Kontrol 7,49 7,72 8,77 9,23 9,20 - - -
MAP 5,69 4,38 6,47 4,44 4,20 4,97 3,94 5,17
Toplam Koliform
Kontrol 5,69 6,00 6,51 6,27 6,04 - - -
MAP <1 <1 2,70 <1 <1 <1 <1 <1
E. coli
Kontrol <1 2,30 2,47 1,99 1,00 - - -
MAP 5,69 4,81 6,69 4,79 4,64 5,39 5,14 6,47
Enterobacteriaceae
Kontrol 5,69 6,56 6,39 7,17 6,38 - - -
MAP 4,94 4,69 4,69 4,73 6,17 5,99 6,54 6,75
Laktik Asit Bakterileri
Kontrol 4,94 4,54 5,63 5,20 6,30 - - -
MAP 5,53 4,90 4,69 4,91 4,51 4,96 4,20 4,44
Kif-Maya
Kontrol 5,53 5,38 4,69 6,34 5,96 - - -
MAP 6,77 6,60 7,84 7,07 7,30 7,96 8,54 8,47
Toplam Psikrofil
Bakteri Kontrol 6,77 7,86 8,69 8,69 9,14 - - -
MAP 5,90 5,66 6,60 5,47 6,00 6,51 6,30 6,90
Pseudomonas spp.
Kontrol 5,90 6,70 6,90 7,64 8,70 - - -
Lactobacillus spp. MAP 4,17 3,65 4,00 3,90 3,95 5,07 5,23 4,30
Kontrol 4,17 4,27 4,34 4,79 5,04 - - -
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Cabuk bozulan iiriin gruplarindan krymanin MAP ve kontrol gruplari arasindaki
mikrobiyolojik farkliliklar ile gruplarin kendi iglerindeki giin gectikge meydana gelen
degisimleri Tablo 4.1’de verilmistir. Mikrobiyolojik degerler logl0 cinsinden kob/g
olarak hesaplanmistir. ik giin 7,49 log10 kob/g olan toplam bakteri sayis1t MAP grubu
icin 15. glin sonunda 8,25 log10 kob/g’ye ulasirken kontrol grubunda 3. giinde dahi bu
deger 8,77 logl10 kob/g olarak tespit edilmistir. Kontrol grubundaki kiymalarda goérilen
artiglarin 7. glinden sonra bu Urinler igin 6ngorilen bozulma esik degerlerinin ¢ok
tizerinde olmas1 nedeniyle bu gruplarm analizleri 7 giin ile sinirlandirilmustir. Iki grup
birbiri ile kiyaslandiginda, MAP dUrlnlerin 15. giindeki mikrobiyolojik degerlerinin
kontrol grubunda 7. giinde Olgiilen degerlerin altinda kaldigi belirlenmistir. Her iKi
grupta da en diisiik ¢ikan E.coli ise MAP kiymada 5. glinden sonra saptanmamasina
ragmen kontrol kiymada baslangi¢c giinii hari¢ her analiz gininde 1 logl0 kob/g
degerinin iizerinde tespit edilmistir. Baslangi¢ mikroflorasinin yiiksek olmasi nedeni ile,
MAP ve kontrol gruplari karsilastirildiginda krymanin bozulma kriterleri kabul edilecek
degerlere MAP grubunun 9. ginde, kontrol grubunun ise 3. giinde ulastig
degerlendirmesi yapilmistir. MAP ve kontrol grubu 6rnekleri arasindaki iliski Friedman
yontemi ile istatistiki olarak degerlendirildiginde ozellikle toplam bakteri sayilari
acisindan belirli analiz giinlerinde elde edilen degerler agisindanp<0,01 diizeyinde

anlamlilik saptanmustir.

MAP Kiyma Mikrobiyolojik Analiz Sonuglari Kontrol Kiyma Mikrobiyolojik Analiz Sonuglan
(log10 kob/g) (log10 kob/g)

1 3 5 7 9 12 15

Toplam Bakteri Enterobacteriace Laktik Asit Bakterileri Toplam Bakter Enterobacteriaceae

Toplam Psikrofil Pseudomanas spp.

Sekil 4-1: MAP ve Kontrol Kiyma Mikrobiyolojik Analiz Sonuglari (log10 kob/g)



Tablo 4-2: Modifiye Atmosfer Paketlenmis ve Kontrol Grubu Parga Etlerin Mikrobiyolojik

Analiz Sonuglar1 (log10 kob/g)
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Parca Et
Ginler
Mikrobiyal Analizler | Paketleme | Baslangig 1 3 5 7 9 12 15
Cesidi Guni
MAP 5,94 577 | 591 | 591 | 6,14 | 500 | 7,39 | 7,69
Toplam Bakteri
Kontrol 5,94 504 | 530 | 6,34 | 7,89 | 8,04 | 9,47 | 9,30
MAP 3,69 4,30 | 3,86 | 3,66 | 3,76 | 3,34 | 3,14 | 3,47
Toplam Koliform
Kontrol 3,69 2,81 | 3,07 | 359 | 417 | 436 | 569 | 6,14
MAP <1 <1 {132 | 100 | 1,00 | 1,32 | 1,63 | 1,00
E. coli
Kontrol <1 163 | 150 | <1 | 259 | 1,73 | 291 | 1,00
MAP 3,81 436 | 391 | 469 | 3561 | 3,20 | 3,51 | 3,32
Enterobacteriaceae
Kontrol 3,81 2,76 | 3,39 | 3,36 | 3,36 | 483 | 532 | 6,56
MAP 4,23 3,77 | 3,43 | 3555 | 3,75 | 3,00 | 4,23 | 3,93
Laktik Asit
Bakterileri Kontrol 4,23 2,39 | 2,32 | 2,51 | 351 | 3,77 | 474 | 4,30
MAP 4,86 496 | 469 | 434 | 483 | 3,75 | 4,27 | 4,00
Kif-Maya
Kontrol 4,86 4,17 | 430 | 492 | 580 | 538 | 6,69 | 577
MAP 5,47 560 | 6,00 | 577 | 6,25 | 584 | 7,47 | 7,30
Toplam Psikrofil
Bakteri Kontrol 5,47 511 | 530 | 6,00 | 7,90 | 7,84 | 8,92 | 9,60
MAP 4,34 4,69 | 500 | 469 | 430 | 430 | 514 | 584
Pseudomonas spp.
Kontrol 4,34 390 | 432 | 564 | 760 | 7,14 | 890 | 8,95
MAP 2,77 3,77 | 3,47 | 3,30 | 3,47 | 290 | 469 | 3,77
Lactobacillus spp.
Kontrol 2,77 3,00 | 1,90 | 2,75 | 3,00 | 2,90 | 3,77 | 4,36
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Parca ette meydana gelen degisimleri incelemek gerekirse; baslangi¢ giinii 5,94
log10 kob/g olan toplam bakteri sayis1 15. giin MAP grubunda 7,69 1og10 kob/g’ye ¢ikmis iken
kontrol grubunda ¢ok daha ytikselerek 9,30 log10 kob/g olarak bulunmustur. Toplam koliform,
Enterobacteriaceae sayilar1 ise kontrol grubunda MAP’a kiyasla yaklasik 2 katina ¢ikmis iken
Laktik asit bakterileri, kiif-maya, psikrofil bakteriler, Pseudomonas spp. ve Lactobacillus spp.
de daha fazla yiikselmistirr MAP ve kontrol gruplar1 karsilastirildiginda parga etin bozulma
kriterleri kabul edilecek degerlere MAP gruplarinda 15. giinde, kontrol gruplarinda ise 7. glinde
ulastig1 degerlendirmesi yapilmistir.

MAP ve kontrol grubu 6rnekleri arasindaki iliski Friedman yontemi ile istatistiki olarak
kiyaslandiginda EB degerleri arasindaki fark p<0,01 dizeyinde, EC degerleri arasindaki fark
p<0,01, Pseudomonas spp. degerleri arasindaki fark p<0,01, psikrofil bakteri degerleri
arasindaki fark p<0,01, LAB degerleri arasindaki fark p<0,01, Lactobacillus spp. degerleri
arasindaki fark p<0,05, kiif-maya degerleri arasindaki fark ise p<0,01 diizeyinde anlamli

bulunmustur.

MAP Et Mikrobivolojik Analiz Sonuglan Kontrol Et Mikrobivolojik Analiz Sonuclarn
{logl0 kob/g) (logl0 kob/g)

Sekil 4-2: MAP ve Kontrol Et Mikrobiyolojik Analiz Sonuglar1 (log10 kob/g)



Tablo 4-3: Modifiye Atmosfer Paketlenmis ve Kontrol Grubu Tavuklarin Mikrobiyolojik

Analiz Sonuglar1 (log10 kob/qg)

Tavuk
Gunler
Mikrobiyal | Paketleme | Baslangic 1 3 5 7 9 12 15
Analizler Cesidi Gunu
Toplam MAP 4,77 4,23 4,07 4,63 4,80 4,47 4,84 511
Bakteri
Kontrol 4,77 4,36 5,53 6,53 7,53 7,64 8,82 7,79
Toplam MAP 2,00 1,75 1,32 1,50 1,00 1,00 1,50 1,00
Koliform
Kontrol 2,00 2,79 2,64 2,69 3,70 2,32 4,47 4,32
MAP <1 <1 1,51 1,32 1,32 <1 1,00 1,00
E. coli
Kontrol <1 2,84 1,00 1,00 1,32 1,00 1,00 1,51
Enterobact MAP 2,04 1,00 <1 <1 <1 <1 1,65 <1
eriaceae
Kontrol 2,04 2,30 2,51 3,04 3,47 3,11 3,75 3,95
Laktik Asit MAP 2,63 1,65 2,25 2,80 2,65 2,32 4,69 4,32
Bakterileri
Kontrol 2,63 2,47 2,89 3,30 3,20 3,30 4,56 4,14
Kif-Maya MAP 3,00 2,23 1,51 2,75 2,59 2,17 2,55 2,69
Kontrol 3,00 3,00 3,07 4,27 4,43 4,20 4,44 4,72
Psikrofil MAP 4,60 4,00 4,00 4,41 4,55 4,85 6,47 6,30
Bakteriler
Kontrol 4,60 4,00 5,54 6,47 7,30 8,00 8,66 8,47
Pseudomo MAP 4,07 3,47 3,50 3,61 3,69 3,30 3,47 4,00
nas spp.
Kontrol 4,07 3,84 5,41 6,45 7,00 7,30 8,47 8,47
Lactobacill MAP 3,00 2,00 2,69 2,55 2,49 2,47 3,00 3,60
us spp.
Kontrol 3,00 2,47 2,65 3,04 3,26 3,07 3,60 3,55

Tavuklarin ise paketlenme farkindan dogan farkliliklarda da diger gruplardaki
gibi belirgin ayrimlar vardir. Toplam bakteri de MAP grubunda 15. giinde 4,77 log10
kob/g’den 5,11 log1l0 kob/g’ye, yiikselme egrisi diisiik olmasina karsin kontrol grubu
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7,79 1og10 kob/g’ye yiikselerek gidanin tamamen bozuldugunu gostermistir. Toplam
koliform miktarindaki fark ise yaklasik 4 kattan fazla olarak gozlemlenmistir. Ayni
sekilde kiif-maya ve Pseudomonas spp. de yaklasik 2 katina ¢ikarak farki agik bir
sekilde ortaya koymustur. MAP ve kontrol gruplart karsilastirildiginda tavugun
bozulma kriterleri kabul edilecek degerlere MAP gruplarinda 15. ginde dahi ulasmadigi
kontrol gruplarinda ise 9. giinde ulastig1 degerlendirilmesi yapilmistir.

MAP ve kontrol grubu 6rnekleri arasindaki iliski Friedman yontemi ile istatistiki
olarak kiyaslandiginda EB degerleri arasindaki fark p<0,05 diizeyinde, EC degerleri
arasindaki fark p<0,05, Pseudomonas spp. degerleri arasindaki fark p<0,05, psikrofil
bakteri degerleri arasindaki fark p<0,05, LAB degerleri arasindaki fark p<0,05,
Lactobacillus spp. degerleri arasindaki fark p<0,05, TC degerleri arasindaki fark

p<0,05, kif-maya degerleri arasindaki fark ise p<0,05 diizeyinde anlamli bulunmustur.

MAP Tavuk Mikrobiyolojik Analiz Sonuglari Kontrol Tavuk Mikrobivolojik Analiz Sonuclar
(log10 kob/g) (logll kob/g)

Sekil 4-3: MAP ve Kontol Tavuk Mikrobiyolojik Analiz Sonuglar1 (Iog10 kob/g)
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Tablo 4-4: Modifiye Atmosfer Paketlenmis ve Kontrol Grubu Baliklarin Mikrobiyolojik Analiz

Bahk
Gunler
Mikrobiyal Paketleme | Baglangic | 1 3 5 7 9 12 15
Analizler Cesidi Giinu
Toplam Bakteri MAP 3,47 3,00 | 3,00 |2,00 |304 |314 |355 |3,60
Kontrol 3,47 3,00 | 407 |483 |59 |671 |789 |7,80
Toplam Koliform | MAP 1,99 1,74 | 151 |151 |227 |1,32 |1,65 | 1,69
Kontrol 1,99 1,74 | 165 | 1,74 | 259 |291 |3,86 | 4,27
E. coli MAP <1 <1 <1 <1 