Ozlem EMIR GOBAN
Giiliizar TUNA KELESTEMUR

Firat Universitesi, Su
Urinleri F__ak'L'lI_tesi,
Elazig, TURKIYE

Gelig Tarihi :17.12.2010
Kabul Tarihi : 14.02.2011

Yazisma Adresi
Correspondence

Ozlem Emir GOBAN
Firat Universitesi,
Su UriinleriFakiiltesi,
Elazig - TURKIYE

oecoban@firat.edu.tr

F.U.Sag.Bil.Vet.Derg.
ARASTIRMA 2010: 25 (1): 17 - 21

http://www.fusabil.org

Farkl Oranlardaki Sentetik B-Karotenin Alabalik
(Oncorhynchus mykiss, W. 1792) Filetolarinda Kas Karotenoid
Stabilitesi ve Lipid Peroksidasyon Dulizeyine Etkileri

Bu calismada, rasyonlarina farkh oranlarda (kontrol, 30 mg/kg, 70 mg/kg) B-karoten katilarak
renklendirilen gokkusagi alabalidi filetolar -18°C’de 6 ay slreyle muhafaza edilmis ve aylik olarak -
karoten ve lipid peroksidasyon miktarinda meydana gelen degisimler incelenmistir. B-karoten miktari
spektrofotometre, lipid peroksidasyon diizeyi ise HPLC ile tespit edilmistir. Besleme sonucu en fazla
renklenme 70 mg /kg B-karoten iceren grupta gorilmustir. Ancak yine bu grupta muhafaza siresince
onemli dizeyde (p<0,05) renk kayiplari goézlenmis ve 2. aydan itibaren lipid peroksidasyon lzerinde
70 mg /kg B-karotenin énemli bir etkisinin olmadigi (p>0,05) tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: B-Karoten, Oncorhynchus mykiss, Lipid peroksidasyon, Spektrofotometre, HPLC.

Effect of Synthetic B-Carotene at Different Rates on the Levels of Lipid Peroxidation
and Muscle Carotenoid Stability of the Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss, W.
1792) Fillets

In this study, the diets of different ratios (0 mg/kg, 30 mg/kg, 70 mg/kg B-carotene) of rainbow trout
fillets coloured with B-carotene were storage of -18 °C for 6 monts period and monthly changes in the
amount of B-carotene and lipid peroxidation were investigated. The amount of B-carotene was
determined with spectrofotometer while the level of lipid peroxidation was determined by HPLC. The
maximum coloration at the end of feeding was observed in 70 mg/kg B-carotene group. However,
significant (p<0.05) colour losses were observed in this group during storage period it was observed
that from the second month 70 mg/kg B-carotene has not got an important effect on lipid peroxidation
level (p>0.05).

Keywords: B-Carotene, Oncorhynchus mykiss, Lipid Peroxidation, Spectrofotometer, HPLC.

Giris

Balik etinin rengi ve kalitesi, tazelikten sonra tiketicinin se¢imini etkileyen en dnemli
kalite kriterlerinden biridir. Ozellikle alabaliklarda et rengi (riiniin pazar arzini énemli
oranda etkilemektedir. Dogal ortamda yetisen alabaliklar pembe- kirmizi et rengine sahip
olduklari igin tlketici, kiltlire alinan alabaliklarda da pembe-kirmizi rengi aramakta ve bu
Uriinleri daha ¢ok tercih etmektedir. Balik rasyonlarinda pazar problemini yasatmayacak
renk maddelerinin uygun sekilde kullaniimasi, su Urlinlerinde basarili olmanin sartlarindan
biridir (1-3).

Dogal ortamda yetisen baliklarin rengi besinlerini olusturan planktonik organizma ve
krustaselerden kaynaklanmaktadir. Dogada yetisen baliklarda oldudu gibi kultur
baliklarinda istenen renklenme, yemlere ilave edilen dogal ve sentetik renk maddeleri ile
elde edilebilmektedir (4, 5). Rasyonlara katillan karotenoidler, ¢oklu doymamis yagd
asitlerince zengin olan baliklarin dokularinda oksidasyon sonucu olusan lipid
peroksidasyonun énlenmesinde A, C, E vitaminlerinin yani sira hem antioksidan vitamin
olarak hem de renk maddesi olarak kullanilan énemli katki maddeleridir (6).

Pazara sunulan alabaliklar taze olarak tiiketildigi gibi, derin dondurucularda bir sire
muhafaza edildikten sonra da tiketiimektedir. Soguk muhafaza sirasinda, sicakliga,
muhafaza slresine ve paketleme teknigine bagli olarak karotenoid kayiplari gérilmektedir
(7-10). Bu pigmentlerin bozulmasi durumunda baliktaki kirmizi renklenme kaybolmakta ve
baligin pazar arzi ve degeri digsmektedir. Bu nedenle dogal veya yapay olarak renklenmis
alabalik filetosundaki karotenoidin stabilizasyonu 6énemlidir (11, 12).

Karotenoid pigmentlerinin bozulma hizi; muhafaza siresi, oksijen ve 1sik varligina
bagh oldugu belirlenmistir. En dlgslk etki oksijen iken en etkili faktériin muhafaza suresi
oldugu saptanmistir (13).
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Rasyondaki karotenoidin doz ve zamana bagl olarak
balik etinde ne oranda renklenme sagladigi, muhafaza
suresince karotenoidlerin filetoda doza bagh olarak nasil
degistigi ve ilave edilen sentetik karotenin lipid
peroksidasyon (zerinde ne derecede etkili oldugunun
arastinimasi buyik 6nem tasimaktadir. Bu amagla bu
galismada, rasyonlarina iki farkli oranda sentetik B-
karoten ilave edilen gokkusagi alabaliklarinin muhafaza
suresince  kas karotenoid stabilitesi ve lipid
peroksidasyon degisimleri incelenmistir.

Gereg ve Yontem

Deneme Yeri ve Deneme Kafesleri: Deneme,
Keban Baraj Golu 3. avlak sahasinda kafes yetistiriciligi
yapan ©zel bir tesise ait yetistiricilik Unitesinde
yurltilmustir. Denemede, g6z acikligit 8 mm, torba
derinligi 7 m ve gapi 11 m olan 3 adet yuvarlak kafes
kullaniimistir. Kafesler karadan yaklasik 100 m uzaklikta
ve 22 m derinlikte olacak sekilde yerlestirilmistir.
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Balikk ve Yem Materyali: Denemede, Keban Baraj
Goli’'nde alabalik yetistiriciligi yapan 6zel bir firmadan
temin edilen ortalama canh agirhg 60,3+0,27 g ve
ortalama uzunlugu 17,24+0,04 cm olan 189 adet
g6kkusagi alabalgi kullaniimistir. Arastirmada diyete 30
mg/kg diizeyinde B-karoten ilavesinin yapildigi B30 grubu,
diyete 70 mg/kg diizeyinde B-karoten ilavesinin yapildigi
B7o grubu ve B-karoten ilavesinin yapilmadigi kontrol (K)
gruplari olusturulmustur. Arastirma diyetlerinde kullanilan
ballk unu, soya kuspesi, bugday unu ve antioksidan,
K&y-Tur Yem Fabrikasindan, mineral ve vitamin karmasi
Roche firmasindan, B-karoten (Rovimix B-Karoten, %10)
DSM Besin Maddeleri Ltd. sirketinden, bitkisel yag ise
marketten temin edilmistir. Arastirma diyetleri bazi
arastirmacilarin calismalari (14, 15), kontrol diyeti ise
Elazi§ Yem Fabrikasi tarafindan Uretilmekte olan alabalik
bliyldtme yemi g6z Onlne alinarak olusturulmustur.
Aragtirma diyetlerinin yapisina giren yem maddelerinin
bilesimi ve ham besin madde dizeyleri Tablo 1'de
verilmistir.

Tablo 1. Arastirma diyetlerinin yapisina giren yem maddelerinin bilesimleri, ham besin madde ve B-karoten diizeyleri.

Yem Maddeleri Kontrol Bao Bo
Balik unu 50,0 50,0 50,0
Soya kiuspesi 23,0 23,0 23,0
Bugday unu 19,895 19,898 19,892
Bitkisel yad 6,00 6,00 6,00
Beta-karoten 0 0,003 0,007
Antibiyotik @ 0,10 0,10 0,10
Vitamin karmasi® 0,90 0,90 0,90
Mineral karmas|® 0,10 0,10 0,10
Rasyonlarin Ham Besin Madde Diizeyleri (%) ve

B-karoten miktarlari

Ham Protein 44,66 44,35 45,75
Ham Yag 8,95 9,45 9,28
Ham Selliloz 4,08 4,24 4,52
Ham Kiil 14,47 14,82 15,34
Azotsuz Oz Madde 23,67 24,53 26,7
Nem 7,76 8,23 7,25
Toplam Enerji (kkal/kg) 3630,55 3635,34 3635,67
B-karoten (mg/kg) 3,42 34,13 73,25

(a) Butilen Hydroxytoluene (BHT); 125.000 mg/ kg

(b) Vitamin Karmasi (mg/kg); Menadion 3.000, Riboflavin 6.000, Pridoksin 5.000, kobalamin 15, Askorbik asit 150.000, Niasin 25.000,
Biotin 40, Folik asit 1.000, Kolin klorid 300, Kalsiyum D-pantothenat 8.000, Kalsiferol 2.000.000 IU E vitamini.
(c) Mineral Karmasi (mg/kg); Mn 80.000, Fe 35.000, Zn 50.000, Cu 5.000, | 2.000, Co 400, Se 150.

Deneme Siiresi ve Plani: Calisma 01.05.2009-
01.08.2009 tarihleri arasinda yurutilmustir. Denemede 3
adet kafese 63’er adet balik olacak sekilde konulan
g6kkusagi alabaliklari, glinde Ug¢ kez (sabah, 6glen ve
aksam) yemlenmigtir. Baliklara verilen yem miktari, 6gin
sayisi, su sicakligi ve balik buyUkligu dikkate alinarak
belirlenmistir (16).

Ginlik Yem Miktar1 (GYM) = Yemleme Katsayisi
(YK) x Toplam Balik Agirligi / 100

YK= Su Sicakhdi/10
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Filetoda Karotenoid Olgiimii: Calismada her bir
tekerrirde 63 adet olmak Uzere toplam 189 adet
gbkkusagr  alabahgi kullaniimistir. Baslangictaki
karotenoid miktarlarini tespit etmek i¢in her gruptan 3’er
adet balik tesadlfi olarak alinmig ve fileto haline
getirildikten  sonra hemen  (-karoten  analizine
(baslangigtaki B-karoten miktari) tabi tutulmustur. Diger
baliklar ise yine tesadiifi olarak segildikten sonra strafor
kutulara vyerlestirimis ve LLDPE (linear low-density
polyethylene) sarilarak -18 °C’de analiz glinlerine kadar
muhafaza edilmistir. Filetodaki karoteonid 6lgimu aylik
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olarak yapimistir.  Analizler 3 olarak

yaritalmastar.

paralelli

Filetoda karotenoid olgimi: 0.5-1 g kadar fileto
ornegdi alinarak 15 mllik deney tiplerine konulmustur.
Alinan Ornekler mikserle kiyilmistir. Kiyillan &rnegin
Uzerine 0.2 g susuz NaOH (sodyum hidroksit) ve 50 ml
aseton ilave edilerek cam baget yardimi ile
karistinimigtir. Bir miiddet sonra renklenen aseton alinip
Uzerine 50 ml daha aseton ilave edilerek karistiriimigtir.
Asetonla ekstraksiyon islemi tamamlandiktan sonra,
rengin etten asetona tam olarak gegebilmesi i¢in yaklagik
2-3 giin +4°C’de buzdolabinda bekletilmigtir. Asetona
gecen karotenoidin isiktan etkilenmemesi icin tiplerin
etrafi aliminyum folyo ile sarilmistir. Buzdolabindan
cikan gozeltiler, 5000 devirde 5 dakika santrif(ij edilmigtir.
Orneklerin  spektrofotometrede okunmasinda, kontrol
gozelti olarak aseton kullanimistir (12). Deney
cozeltilerinin spektrofotometrede maksimum
absorbanslarini veren dalga boyu, 475 nm olarak
belirlenmigtir. Total karotenoidlerin hesaplanmasinda,
475 nm’de, 1 cm’lik kivetteki teorik ekstriksiyonu 2200
(molar absorblama katsayisi) olarak alinmistir. Kasdaki
toplam  karotenoid miktarlarinin  hesaplanmasinda
asagidaki formil kullanilmigtir (17).

A xV
— 474nm ekstrat
C(mg/kg)= 7 x1000
E1cm xW
(C(m g/kg): toplam karotenoit konsantrasyonu,

A474nm : 474 nm’ de okunan absorbans degeri,V (ml):

%
Tem: molar absorblama katsayisi,

W (g) : ekstrakte edilen doku miktari).

estrat hacmi , E

Kas Dokusunda Lipid Peroksidasyon Tespiti:
Filetodan alinan 1g doku 6rnedi homojenizator de iyice
karistirilarak homojenize edilmistir. Daha sonra 0,3 ml’lik
tiplere alinarak tizerine 300 ml perklorik asit ve 300 ml
saf su ilave edilmis ve vortex ile karistirimigtir. Karigim
3500 devirde 5 dakika santriflij edilmistir. Bu ¢bzeltiden
20 pl alinip, 30 mmol KH2PO4 ve metanol karigimi olan
ve akis hizi 1.5 ml/dk’'ya ayarlanan mobil faz HPLC
(CECIL 1100 series Cambridge England) cihazina
enjekte edilmistir. Cihaz verileri alinarak sonuglar tespit
edilmistir (18).

istatistiksel Analizz Bu arastirmada, verilerin
degerlendiriimesinde varyans analizi (ANOVA) testinden
yararlaniimistir. Ortalamalarin ayristirilmasi, Fisher'in
Least Significance Difference (LSD) metodu kullanilarak
yapilmistir. Istatistiki analizlerde 0,05'lik 6nem diizeyi
(p<0,05) olarak dikkate alinmistir. Butin analizler
Statistical Analysis System (SAS) programindan
yararlanilarak gerceklestirilmistir (19).
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Bulgular

Bu calismada, rasyonlarina iki farkli oranda 3-karoten
katilarak renklendirilen gokkusagi alabaligi filetolarinin -
18 °C’de muhafazasi esnasinda B-karoten miktarlarinda
ve lipid peroksidasyon diizeylerinde meydana gelen
degisimler incelenmigtir. 3 aylik besleme sonunda elde
edilen ilk dlgimlerde, B-karoten ilave edilmeyen (kontrol)
gruptaki baliklarin et rengi 2,33 mg/kg olarak tespit
edilmistir. Spektrofotometrik élgimler sonucu yemlerine
B-karoten ilave edilen gruplardaki (30 mg/kg, 70 mg/kg)
baliklarin et renginde ise kontrol grubuna gére sirasiyla
3,77 ve 6,57 kat artis kaydedilmistir. Muhafaza suresince
B-karoten miktarinda meydana gelen degisimler metot
bélimunde belirtilen formile gére hesaplanmis ve Tablo
2- Sekil 1°de verilmisgtir.

Tablo 2. Alabalik Filetolarinin  Aylik Muhafaza
Sirelerinde Total Karotenoid Miktarlarindaki Degisimler
(mg/kg)

:\:/:lli:glfaarzlg Karotenoid Olgiimii (mg/kg)

Siresi Kontrol B30 B 70
(Boaﬂi‘/;‘g'gta 2,33+0,26™ 8,79+0,29™  15,330,41™
1.ay 2,14+030%  8,54+0,24°  15,14+0,35%
2. ay 2,760,417  8,28+0,49"™  13,52+0,41%
3.ay 2,64+0,68% 7,38+0,51%% 11,64+0,68%
4.ay 2,52+0,39% 6,87+0,53°  9,76%0,39>
5.ay 2,41£0,34™  6,11+0,54°  8,41+0,34"
6.ay 2,11£0,36™  6,05+0,41°*  8,09+0,36"

X, ¥, z : Ayni sutundaki farkli harfleri tasiyan ortalamalar
arasindaki farkhliklar istatistiki olarak énemlidir (p<0,05)

a, b: Ayni satirdaki farkh harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki
farkliliklar istatistiki olarak énemlidir (p<0,05)

DK ontol W30 Of70
16,0 4
140 4
g 1204
E 100 4
{ 804
-§ 6,0 4
g 404
®O20
004
0 1 2 3 4 5 é
Muhafaza siimsi {ay)

Sekil 1. Alabalik Filetolarinin Aylik Muhafaza Surelerinde
Total Karotenoid Miktarlarinda Meydana Gelen
Degisimler (mg/kg) ( B 30: 30 mg/kg B-karoten ilaveli, Bro:
70 mg/kg B-karoten ilaveli)

Arastirma gruplarinda gokkusagi alabalidi filetolarinin
6 aylik muhafaza siiresince aylik olarak kas dokusundaki
MDA duzeyleri Sekil 2'de gdsterilmigtir.
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Sekil 2. Kontrol, B 30 ve B 70 gruplarindaki baliklarin
kas dokularina ait MDA dizeyleri (nmol/mg). (Degerler +
Standart sapma olarak verilmistir, n=15, * Kas dokularina
ait MDA duzeyleri arasinda 6nemlilik dizey (p< 0,05).

Tartisma

B-karoten miktari kontrol grubunda baslangigta
2,3340,26 mg/kg iken, bu deger 6. ayin sonunda
1,11+0,48 mg/kg'a dismistir. B-karoten miktarindaki bu
azalma istatistiki olarak énemsiz (p>0,05) bulunmustur.
Kontrol grubu degerleri Ergiin ve Erdem (20)’in bildirdigi
degerlerden yuksektir. Bu farklihk deneysel kosullarin
farkhihgi ile agiklanabilir.

Rasyonlarina 30 mg/kg B-karoten ilave edilen grupta
baslangicta 8,79+0,29 mg/kg olan karoten miktari
muhafaza sonunda 6,05+0,41mg/kg olarak belirlenmisgtir.
Bu grupta baslangigta dlgiilen deger ile muhafazanin 3.
ayindan sonraki degerler arasinda istatistiki acidan
onemli farkliliklar (p<0,05) saptanmigtir. Alabalik
filetolarinda olusan bu pigment kayiplarinin renk
kalitesine yansimasinin gorsel olarak tiketici tercihini
etkileyecek boyutta olmadigi belirlenmisgtir.

B-karoten ilaveli diger deneysel grubun (70 mg/kg B-
karoten) baslangigtaki karoten miktari 15,33+0,41 mg/kg
olup, yine bu grupta da muhafaza siiresine bagl olarak
karoten miktarlarinda azalmalar gérilmustur (p<0,05). -
18 °C’de 6 ayhk muhafaza suresince bu grupta, karoten
miktarindaki azalma dider gruplara gore daha fazla
olmustur. Gruplar arasi degerlendirmede kontrol grubu
ile deneysel diger gruplar arasindaki farkliligin énemli
oldugu (p<0,05) tespit edilmigtir.

Calisma sonucunda, iki farkli oranda B-karoten iceren
rasyonla 3 ay beslenen alabalik filetolarinin baglangigtaki
karoten miktarlarinin Foss ve ark. (21), lwamato ve ark.
(22)'nin belirttigi degerlerden yiksek, ancak Torissen ve
ark. (3), Yanar ve ark. (12)'nin bildirdigi degerlerle
uyumlu oldugu saptanmistir.

Yanar ve ark. (12), 100 mg/kg astaksantin igeren
diyetle 60 gin beslenen alabalik filetolarini derin
dondurucuda muhafaza etmis ve muhafazanin 2., 4. ve
6. aylarinda karotenoid miktarlarindaki degisimleri
incelemislerdir. Bu arastirma sonuglarina gére muhafaza
suresince karotenoid miktarlarinda azalmalar goérulmus
ancak bu azalmanin énemli diizeyde olmadidi (p>0,05)
belirlenmigtir.  Morais ve ark. (13), karotenoid
pigmentlerin bozulma hizinin; depolama siresi, oksijen
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ve 1sik varligina bagh oldugunu saptamislardir. Pozo ve
ark. (9) ise, -12 °C’'ve -30 °C’de muhafazada, filetolarda
renk tonlarinda agilmanin oldugunu bildirmiglerdir.

-18 °C’de muhafaza sirasinda karotenoidlerdeki bu
kayiplarin; proteinlerin donma esnasinda denatire
olmalari ve hicre igi sivilarin serbest kalmalari nedeniyle
karotenoidlerin suya maruz kalmalari ile agiklanmaktadir
(14).

Torrissen ve ark. (2), Salmonid tiri baliklarin etinde
3-4 mg/kg karotenoid konsantrasyonun yeterli
olabilecegini ancak, muhafaza ve isleme esnasinda
karotenoid kaybinin olacagdini ve bu nedenle balik etinde
istenen rengi saglayabilmek icin karotenoid
konsantrasyonunun 4 mg/kg Gzerinde olmasi gerektigini
bildirmektedir. Arastirma bulgularimiz dikkate alindiginda
deneysel gruplarda -18 °C’de muhafaza slresince (-
karoten miktarinin belirtilen konsantrasyonlarda oldugu
gorilmektedir.

Calisma sonuglarimizda meydana gelen farkliliklarin,
deneysel kosullarin, muhafaza sicakhdinin, muhafaza
suresinin, paketleme seklinin, kullanilan (-karoten
konsantrasyonunun farkhligindan kaynaklandigi
soylenilebilir.

Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan
baslatilan ve yag asitlerinin oksidasyonunu igeren
kimyasal bir olaydir (23). Lipid peroksidasyonu, lipid
peroksitlerin aldehitler, hidrokarbonlar ve hidroperoksitler
gibi istenmeyen Urunlere dénismesi ile sona ermektedir.
Balik etinde bozulmanin bir géstergesi olarak da ifade
edilmektedir (24).

MDA dizeylerinin 1. ve 2. ayda 70 mg/kg beta
karoten igeren rasyonla beslenen balik filetolarinda diger
gruplara gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde disuk
oldugu (p<0,05) tespit edilmistir. -18 °C’de muhafazanin
3., 4., 5. ve 6. aylarinda kontrol grubu ile deneysel
gruplarin MDA dlzeylerinin birbirine yakin oldugu ve
aralarinda istatistiksel olarak 6nemli bir farkin olmadigi
belirlenmistir (p>0,05).

Sonug olarak, Salmonid tlrG baliklarin etinin
renklendiriimesi, dogal baliklar ve kultird yapilan baliklar
arasindaki farkin en aza indiriimesi, yeme ilave edilen
sentetik karotenlerle mimkiin olmaktadir. Ancak yeme
ilave edilen ylksek orandaki karotenoid, balik etinde
daha kisa surede renklenme meydana getirmekle birlikte
maliyeti de artirmaktadir. Alti ayllk muhafaza siresi
sonunda B7o grubunda, renk kayiplarinin daha fazla
oldugu belirlenmistir.  Ayrica B7o grubunun lipid
peroksidasyon gostergesi olan MDA konsantrasyondaki
artisi 2 aylik muhafaza siresi boyunca baskiladigi ancak
2. aydan sonra MDA diizeyinde meydana gelen artis
miktarina 6nemli oranda bir etkisinin olmadigi
belirlenmistir. Pazar arzini ve degerini artirmak icin
kullanilan sentetik karotenoidlerin yemin maliyetini
arttirdigi da duislndlirse rasyonlara ilave edilecek 30
mg/kg  B-karotenin muhafaza  slresince yeterli
pigmentasyonu saglayacagdi séylenebilir.
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