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KARMA YEM HAMMADDELERININ CUKA BALIGI, Acipenser
ruthenus Linnaeus 1758, JUVENILLERININ PROTEAZ AKTIiVIiTESI UZERINE
OLASI iNHIBE EDiCi ETKILERININ BELIRLENMESI

OZET

Calisma, Macaristan Riged&Riged Ltd. balik iiretim tesisi ve Iskenderun Teknik
Universitesi Deniz Bilimleri ve Teknolojisi Fakiiltesi yetistiricilik laboratuvarinda
yiriitilmistir. Cuka baligi, (A. ruthenus L. 1758) larvalar1 yumurtadan ¢ikis anindan
itibaren 29 giin boyunca standart besleme protokolii ile beslenmistir. Karma yeme gegis
yapilan 29. giindeki proteolitik aktivite ve farkli protein kaynaklarinin proteaz aktivite
lizerine inhibisyon etkileri 6l¢iilmiistiir. Calismadan elde edilen bilgiler 1s18inda, Cuka
balig1 jiivenillerinin karma yemlerinde protein kaynagi olarak soya protein konsantresi
ve musir gliiten kullanmanin, diger yem hammaddeleri ile karsilastirildiginda, proteolitik
enzim aktivitesini istatistiki agidan daha olumlu etki yaptig1 goriilmiistiir (P<0,05).

2016, 32 sayfa

Anahtar Kelimeler: Acipencer ruthenus, proteaz aktivitesi, protein kaynaklari,
inhibisyon etkisi



ABSTRACT

INVESTIGATION of POSSIBLE INHIBITION EFFECTS of DRY FEED
INGRADIENTS on PROTEOLITIC ACTIVITY of STERLET STURGEON,
Acipencer ruthenus Linnaeus 1758, JUVEILES

This study carried out in Riged&Riged Ltd. fish farm in Hungary and Iskenderun
Technical University Marine Sciences and Technology Faculty Aquaculture
Laboratuary in Turkey. In this trial, Sterlet sturgeon, Acipencer ruthenus Linnaeus
1758, larvae was fed by standart feeding protocol from the hatcing until 29rd day, and
the proteolitic activity and the inhibition effect of different portein sources on protease
activity were measured. According to the results, in contrast to other feed ingredients, it
Is observed that using soybean protein consantrate and corn gluten as protein sources in
dry feeds made statistically positive effect on proteolitic activity (P<0,05).

2016, 32 pages

Key Words: Acipencer ruthenus, protease activity, protein sources, inhibition
effect



TESEKKUR

Yiiksek lisansa basladigim giinden itibaren hem meslege hem de hayata
yaklasimiyla bizlere 6rnek olan, bilgisini ve deneyimlerini her zaman comertge bizlerle
paylasan, tez caligmamin tiim asamalarinda, biiyiik titizlik, sabir ve 6zveri ile bana
destek veren, akademik gorevlerine ve idari yiikiimliiliiklerine ragmen bana destegini
higbir zaman esirgemeyen, insani ve ahlaki degerleri ile de kendime 6rnek edindigim,
yaninda ¢alismaktan onur duydugum ve ayrica tecriibelerinden yararlanirken gostermis
oldugu hosgorii ve sabirdan dolayi degerli hocam, tez danigmanim Dog. Dr. Cemil Kaya
GOKCEK’ e derin sayg1 ve minnettarligimi iletmek isterim.

Tez calismam sirasinda materyal temininde yardimci olan Macaristan Szent
Istvan Universitesi Su Uriinleri Arastirma béliimiinde gérevli olan Dr. Tamas SZABO
ve bolim baskani Dr. Bela URBANYT’ ye yardimlar1 ve destekleri i¢in tesekkiirlerimi
iletmek isterim.

Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii’nde gorevli
Prof. Dr. Soner SOYLU hocama, laboratuvar ¢aligmalarimi yapmam i¢in gerekli olan
ekipmanlar1 sagladig i¢in kendisine tesekkiir ediyorum.

Calismanin her asamasinda, bir an olsun beni yalniz birakmayan, yardimlarini ve
desteklerini esirgemeyen degerli kardesim Cemal ALPTEKIN’ e sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Tez calismamda destegini esirgemeyen degerli dostum Su Uriinleri Miihendisi
Mehmet Nur GUNDUZ’ e tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica, egitimim boyunca maddi ve manevi her tiirli fedakarligi gostererek,
hayatimin her asamasinda aldigim kararlar1 hi¢ sorgulamadan beni destekleyen ve bana
giivenen, her zaman arkamda olduklarini bildigim babama, anneme ve kardeslerime

sonsuz tesekkiir ve minnet duygularimi iletmek istiyorum.
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1. GIRIS

Su iriinleri yetistiriciligi, yetistiricilik tesislerinde; entansif, yar1 entansif veya
ekstansif sartlarda yapilan su iirlinlerini iiretme ve/veya bilyiitme (besicilik)
faaliyetleridir. Turkiye, diinyadaki konumu ve ii¢ tarafinin denizlerle ¢evrili cografik
konumu dolayisiyla olduk¢a uzun bir deniz kiy1 seridine, ayrica dogal goletlerle birlikte
sayilart her giin artan barajlara ve dogal nehirlere sahiptir. Bu agidan bakildiginda
Tirkiye su iirlinleri yetistiriciligi bakimindan ideal konuma sahip tilkelerden biridir.

2015 yili toplam su riinleri yetistiricilik miktar1 240.334 tondur. Bu {iretim
miktarinin 101.455 tonu i¢ sular1 balikgiligindan elde edilmistir. 2015 TUIK verilerine
gdre toplam mersin balig1 tiirlerinin yetistiriciligi sadece 17 ton olmustur (TUIK 2015).

Ulkemizde, su iiriinleri yetistiriciligi temel olarak ii¢ tiiriin {iretimine
dayanmaktadir. Bu tiirler, Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), levrek
(Dicentrarchus labrax) ve c¢ipura (Sparus aurata)’ dir. Bu tiirler hem yurt igine
satilmakta, hem de yurt disina ihra¢ edilmektedir. Alabalik ihracati daha ¢ok islenmis,
tiitstilenmis vb. yollarla olmaktadir. Son yillarda alabaligin iilkemizde iiretimi piyasa
talebinin iizerine ¢ikmis ve ihtiyactan fazla iiretim yapilmaktadir. Yem maliyetinin giin
gectikce artmasina ragmen, Ureticinin balig1 bir an once elinden ¢ikarma telas1 zararina
satiglar beraberinde getirmekte ve ekonomik kayiplar her gecen giin artmaktadir. Buna
ek olarak, donemlere bagli olarak doviz kurundaki artiglar, maliyetleri olumsuz yonde
etkilemektedir. Islenmis olarak yurt disina ihracat potansiyeli daha ¢ok olan, biiyiime
performans1 yiikksek ve pazar1 daha fazla olan alternatif tiirlere yonelim, sektOriin
kurtulmas1 ve devamliligi agisindan bakildiginda biiyiik 6nem arz etmektedir. Ornegin;
kiiltiir sartlarinda yetistirilen 1 kg sinarit balig1, 3 kg ¢ipura fiyatina satilmaktadir. Ote
yandan bu durum ekonomik kayba ugrayan firma sahibinin dogal olarak miihendis ve
is¢1 maaglarini diizenli olarak ddeyememe sorunu dogurmakta ve kalifiye is gliciiniin
baska sektorlere yonelimine sebep olmaktadir.

Tatlh su baliklar1 {diretimi acisindan bakildiginda yapilan yetistiricilik
aragtirmalart oldukc¢a kisitlidir. Kirmizi benekli alabalik (Salmo trutta macrostigma),
deniz alas1 (Salmo trutta fario), mersin balig1 (Acipenser sp.) ve karabalik (Clarias
gariepinus) gibi tiirler {izerinde bir ¢ok bilimsel ¢alisma olmasina ragmen, ticari tiretimi

yok denecek kadar azdir. Alternatif bir tiiriin liretimde tercih edilebilirligi oncelikli



olarak hali hazirda bir pazarinin olmasina, suni tohumlama ve 6n besi probleminin
¢ozlilmiis olmasina, bilingli ve yeterli bilgiye sahip personel varligina ve en dnemlisi
ucuz maliyetle en kisa siirede pazar agirligina ulastirilabilmesine baglhdir.

Yukarida bahsedilen noktalar géz oniine alindiginda ¢uka baligi, Acipenser
ruthenus Linnaeus 1758, alternatif tatli su baligi olma potansiyeli ¢ok iyi bir tiirdiir.
Mersin baliklar1 diinyada yasayan en eski omurgalilar guruplarindan birini olusturmakta
ve genel olarak ““ yasayan fosiller ” diye bilinirler. Mersin baliklar1 yetistiriciligi temel
olarak havyar, tiitsiilenis balik, ¢orba, yapistiricit ve deri {izerine odaklanmistir. Siyah
havyarinin kilogrami birkag bin dolara alic1 bulabilmektedir. Eti i¢in liretiminden ziyade
esas hedef ““ siyah altin” diye bilinen havyarin iiretimidir.

Kiiltiire alinmas1 kararlastirilan bir tiiriin temel yetistiricilik uygulamalarinin
hayata gecirilebilmesi i¢in yapilmasi gereken bazi temel arastirmalar bulunmaktadir.
Oncelikli olarak, suni tohumlamanin yapilabilirligi, saglikli bir inkiibasyon siirecinin
hangi optimum sartlarda olmas1 gerektigi, yumurta agilimi sonrast pre ve post-larval
asamadaki gelisimlerin hem histolojik hem de fizyolojik olarak tespiti, larval donemde
optimum protein ve enerji oraninin tespiti yapilmalidir.

Bu yiiksek lisans tezinde hedeflenen amag; besin kesesinin tiilkenmesine
miiteakiben artemia, tubifex, chironomid larvalari ve alabalik mikro diyet yem ile
beslenen Cuka baligi jiivenillerinin proteaz aktivitesi {izerine karma yemlerde kullanilan
yem hammaddelerinin ve bunlarin ikili kombinasyonlarinin etkilerini tespit etmektir.
Elde edilen sonuglarin 15181nda, bu tiiriin ilk beslenmesinde larvanin biiylime ve yagama
giiclinii arttirmak agisindan hangi yem hammaddelerinin tercih edilmesi gerektigi

belirlenmeye calisilacaktir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Onceki ¢alismalar boliimii temel olarak iki alt bolimden olusmaktadir. Birinci alt
boliimde Sibirya ve diger mersin baliklari ile yapilmis ¢alismalara, ikinci boliimde ise

tiirlin larvalarinin sindirim enzimleri {izerine yapilmis ¢alismalara yer verilmistir.
2.1. Cuka ve Diger Mersin Balig: Tiirlerinde Yapilan Muhtelif Cahsmalar

Ustaoglu ve Rennert (2002) ¢uka baligimin farkli protein kaynaklariyla beslendigi
iki test diyetinin goriinlir sindirilebilirlik katsayisinin  belirlemeye ¢alistiklar:
calismalarinda indirek kromik oksit metodunu kullanmisladir. Deneme 8 hafta stirmiis
ve baliklar toplam viicut agirhiginin %1,5 kadar yemle beslenmistir. Deneme sonunda
proteinlerin sindirilebilirligi izole soya proteininde (%93,3) balik unu igeren diyetten
(%89.82) daha yiiksek bulunmustur. Buna karsi lipit ve lipitin sindirilebilirligi ve enerji
miktar1 protein kaynagi olarak balik ununun bulundugu yemde daha yiiksek
bulunmustur. Buna karsin ¢uka baligi icin izole soya proteini daha sindirilebilir bir
kaynak gibi goziikse de viicut agirligi artis1 ve spesifik biiylime orani balik unu iceren
yeme oranla daha diisiik bulunustur.

Williot ve ark. (2005) ¢uka baliginin iki farkli orandaki sazan hipofizine (2 ve 5
mg/kg) gosterdigi hormanal reaksiyonu inceledikleri c¢alismalarinda ovule disi
miktarini, dollenme oranini ve gorece miktar semen orneklerini incelemislerdir. 1994 ile
2000 yillart arasinda yapilan caligmada tireyebilir disi miktart %39 ile 86 arasinda
degismistir. Ureyebilir disilerin minimum oosit biiyiikliigii 2,5-2,6 mm bulunmustur. Bu
calismada ilk kez cuka mesin baliginda hermafrodizme rastlanmistir. Hermafrodizmin
balik yas1 arttikga arttig1 tespit edilmistir.

Tatina ve ark. (2010) farkli seviyedeki vitamin C ve E igeren dokuz test diyetinin
hematolojik ve biyokimyasal parametrelerini inceledikleri ¢aligmalarinda 270 adet guka
balig1 kullanilmistir. Arastirma 100 giin slirmiis ve baliklar toplam canli agirligin % 3
kadar beslenmiglerdir. Deneme sonunda, her tanktan 3 balik O6rneklenmis ve bu
baliklardan kan ornekleri alinmistir. Hematokrit yiizdesi diyetler arsinda istatistiki fark
gostermemistir. Yine toplam protein, kortizol, glikoz ve trigliserit oraninda gruplar
arsinda istatistiki fark bulunamamistir. Ote yandan farkli seviyelerde vitamin E igeren

diyetlerde vitamin C igeren diyetlere oranla kolestrol miktar1 daha yiiksek bulunmustur.



Fieszl ve ark. (2011) Tuna nehrinin Macaristan sinirlart igerisinde kalan
boliimlerinde ¢uka baliginin beslenme ekolojisini incelemislerdir. Ortalama boylar1 37.1
cm ve ortalama agirliklar1 540 gr olan 85 adet cuka balig1 incelenmistir. Incelenen
baliklarin %98,8 ‘nin sindirim kanalinin dolu oldugu tespit edilmistir. Cuka baliginin
mide igerikleri incelendiginde tipik bir bentik beslenici oldugu goriilmiistiir. Mide
iceriginde bocek larva ve pupalart (trichoptera, chironomidae), anifipotlar (corophium,
gammarus), ¢ift kabuklular (bivavia), poliketler (annelida) ve barbus (barbus barbus)
bulunmustur. Sindirim kanalinda en ¢ok bulunan tiirler trikoptera, corofium ve cirimonit
larvalar1 bulunmustur. Diger canli tlirlerine daha seyrek rastlanmistir.

A.P. Strel’nikova (2012), 2002-2003 yillar1 arsinda Tuna nehrinde yakalanan +2
yas ve 6 yastaki cuka baliklarinin mide igeriklerini incelemislerdir. Mide igeriklerinin
mevsimsel olarak degisiklik oldugunu arz etmislerdir. Jiivenil ¢uka baliklarinin agirlikli
olarak trikoptera ve kromonit larvalarini, anfipotlar1 ve siiliikkleri tercih ettikleri
belirtilmistir. Litofilik ve lithorheofilik canlilarin ¢uka baliklarin beslenmesinde temel
role sahip organizmalar oldugu diisiiniilmektedir. Yine bu calismada bir yas alt1 ¢cuka
baliklariin giinliik boy ve agirlik kazanglar 6l¢iilmiistiir.

Lee ve ark.2012) sarimsak ekstraktinin tiim viicut aminoasit ve yag
kompozisyonuna, kas serbest aminoasit profiline ve kan plazma degisimine etkisini
incelemislerdir. Denemede 6 aylik ¢uka balig1 jiivenilleri kullanilmigtir. Ilk denemede,
ortalama agirliklar1 59 gr olan baliklar iki grup (%5 veya O(kontrol) sarimsak ekstrakt1)
ayrilmis ve toplam 10 tanka stoklanmistir. Baliklar giinliik olarak toplam viicut
agirhiginin % 2 si kadar beslenmis 5 hafta kadar beslenmistir. Bu deneme sonunda her
iki grup arasinda istatistiki fark bulunamamistir. Kastaki serbest aminoasit, L-
glutamikasit, L-alenin, L-valin, L-leusin ve L-fenilalenin sarimsak ekstrakti iceren
gruplarda kontrol gurubundan daha yiiksek bulunmustur. Buna karsin toplam viicut
serbest aminoasit miktar1 sarimsak ekstrakti iceren grup kontrol gurubundan daha diisiik
bulunmustur. Sarimsak ekstrakti i¢ceren grup diger gruplardan EPA (C22:6n3) ve DHA
(C22:5n3) icerdigi tespit edilmistir. Ikinci denemde ise ayn1 yemlerin kan
plazmasindaki degisikleri incelemislerdir denem sonunda yemlemenin hemen ardindan
bir, 12 ve 24 saatlerde Orneklemeler yapilmis ve kan plazma glikozu, insiilin diger
serulojik parametreler Sl¢iilmiistiir. Plazma glikoz konsantrasyonu beslemeden sonraki

1 ve 24 saatteki gruplar arasinda istatistiki olarak farkli bulunmugstur. Plazma insiilin



konsantrasyonunda ayni sonuglart ortaya koymustur. Sonuglar yemde sarimsak
ekstraktinin bulunmasinin insiilin salinimi arttirarak yemdeki glikozun daha verimli
kullanilmasini sebep oldugunu ortaya koymustur.

Lee ve ark. (2012) cuka baliginin biiylime performansini sarimsak ekstraktinin
etkilerini belirledigi ¢alismalarinda, sarimsak ekstraktinin biiylime arttirict optimum
seviyesini belirlemek amaciyla ortama agirliklart 85 gr olan 240 balik kullanilmaistir.
Kontrol (%0), %0,5 ve %1 sarimsak ekstrakti igeren gruplardan en yiiksek agirlik
kazanct %0,5 sarimsak ekstrakti igeren gruptan elde edilmistir.

Gisbert ve ark. (1998) Sibirya mersin baliginin erken ontojenik dénemde sindirim
kanalindaki gelisimini histolojik olarak incelemislerdir. Sibirya mersininin yumurtadan
cikistan itibaren 21. gline kadarki gelisim siirecini 151k mikroskobuyla incelemiglerdir.
Yumurtadan ¢ikis aninda sindirim kanali, besin kesesiyle dolu mide boslugu ve
endodermal hiicreler ile sekillendigi goriilmiistiir. Yumurtadan ¢ikis aninda agiz ve
aniisiin acik olmadigini belirten aragtirmacilar, dissal beslenmenin besin kesesinin
tamamen tiikendigi 9. giinde basladigim1 belirtmislerdir. Bagirsagin 6n ve orta
bolgesindeki yag, aclik doneminde larvanin bu siirecte hayatta kalmasini saglamistir.
Bukofarinks silindirik epitelyum, disler ve ¢ok sayidaki tat noktaciklari ile bir hat
halinde bulunmustur. Ozefagus silli yapidadir ve mukus hiicreleri iki farkli bdlgede
konumlanmistir. On ve orta bagirsak bolgeleri yapisal olarak ayni1 bulunmus ve epitel
siller bir hat boyunca siitun seklinde sirali konumlanmistir. Meveut durum
incelendiginde, Sibirya mersini larvalarinin sindirim kanalinin ontojenik gelisimi diger
Acipenser tiirleri ile benzer bulunmustur. Buna ragmen ilk yem alma zamani,
beslenmesini ve erken gelisim siirecini direk etkileyen pilorik ve kardiak mide yapisi ve
bunun yaninda mide sindirim bezlerinin gelisiminde anatomik olarak kiigiik farklar
tespit edilmistir.

Gisbert ve ark. (1999) Sibirya mersin baliginin erken ontojenik dénemde sindirim
sisteminin gelisimini histo kimyasal a¢idan incelemislerdir. Yumurtadan ¢ikista mersin
baliginin yumurta sarist ndtr glikonjunatlar, glikojen, arginin-lisin-tirosin-sistein ve
sistin agisindan zengin proteinler, gliko protein i¢eren mannoz ve glikoz, N-asetil-D-
gaktosanin, L-fkoz-siyalik asit ve N-asetil-D-gaktosanin atiklari, notr ve asidik lipitler
icermektedir. Bukofarinjial ve 6n Ozefagus goplet hiicreleri notr ve asit sialogliko

proteinler tretirken arka Ozefagusun sadece notr gliko proteinler iirettigi tespit



edilmistir. Cogu bagirsak goblet hiicreleri agirlikli olarak karboksi ve siilfatlasmig ve
sialo gliko proteinler ve bazi notr glikokonjugatlar salindig: tespit edilmistir. Sindirim
enzimleri ve sindirim organlarinin morfolojik gelisimi arasinda yakin bir iliski tespit
edilmistir. Yumurtadan c¢ikistan hemen sonrasinda besin kesesinde alkalin ve asit
fosfataz, ATP-az ve spesifik olmayan esteraz aktiviteleri tespit edilmistir. Yumurtadan
cikistan 30. giindeki jiivenil asamasinda digsal beslenmenin baslamsi ile alkali ve asit
fosfataz, ATP-az, aminopeptidaz ve spesifik olmayan esteraz ani bir artis gostermistir.
Buna karsin, karacigerdeki lipaz aktivitesi diismiistiir.

Liu ve ark. (2009) Sibirya mersini jiivenillerinde iki kromik oksit analiz metoduna
karsilikli olarak kullanarak bazi protein kaynaklarinin goriiniir sindirilebilirlik
katsayilarini tespit etmislerdir. Bu yem hammaddeleri balik unu, et ve kemik unu,
kiimes atik unlari, hidrolize tiiy unu, fermente tiiy unu ekstrakti, pamuk tohumu kiispesi
ve soya unudur. Goriiniir sindirilebilirlik katsayisinin tespitinde referans diyet ve test
diyeti 7:3 oraninda kullanilmis ve kromik oksit tesirsiz isaretleyici olarak yeme
eklenmistir. Baliklar, kapali devre sisteminde giinde 5 kez yemlenmistir. Yemin ve digki
orneklerinin i¢indeki kromik oksit seviyesi plazma atomik emisyon spektofotometresi
(ICP-AES) ve asit kolorimetre (ACE) metodlariyla incelenmistir. Sonuglar ICP-AES
metodunun kromik oksit tayininde ACE metoduna gore daha basarili sonuglariyla tespit
edilmesinden dolayi, bu c¢alismanin sonuglari ICP-AES metodundan elde edilmis
sonuglarindan yorumlanmustir.7 test yem igeriginden et ve kemik unu % 59-84,5

degeriyle en diisiik ve balik ununda % 79,9 - 94,5 ile en yiiksek bulunmustur.



2.2. Cuka Bahg fle Yapilan Sindirim Calismalan

Dan ve ark. (2003) farkli ¢esit ve farli igerik kompozisyonlariyla beslenen
baliklarin sindirim sistemlerinin yeme adapte oldugunu ve buna bagl olarak sindirim
enzimlerini salgiladiklarin1 belirtikleri caligmalarinda c¢uka baligimin ve diger alti
Acipenser tiiriiniin proteaz, lipaz ve aminaz aktivitelerini incelemislerdir. Tiim baliklar
ayn1 yas grubundan se¢ilmis ve ortalama agirliklar1 46 gr olacak sekilde stoklamislardir.
Toplam proteoletik aktivite kazein hidroliz metoduyla 6l¢lilmiistiir. Amilaz aktivitesi ise
nisasta hidroliz metoduyla 6l¢iilmiistiir. Lipaz aktivitesinin belirlemesinde BSZU (1978)
metodu kullanilmistir.  Tiim  Acipenser tiirlerinde en yiiksek proteaz aktivitesi
bagirsaklarda buna karsin diisiik aktivitesi ise karacigerde tespit edilmistir. Lipaz
aktivitesi mide ve karacigerde fark etmemis, en yiliksek seviyesi ise bagirsaklarda
bulunmustur. Arastiricilar amilaz aktivitesinin lipaz aktivitesi ile tamamen benzerlik
gosterdigini ifade etmislerdir. Arastirmanin sonucu sindirimin temel noktasinin
bagirsaklar oldugunu gostermektedir.

Ustaoglu ve Rennert (2006) ¢uka balig1 diyetlerinde balik unu yerine izole soya
proteini kullandiklarinda olusturulan yeni rasyonun ¢uka baligi sindirimi ve biiyiime
performansi iizerine etkisini incelemislerdir. Izole soya proteini balik unu ile 1:1 ve 1:3
oraninda denenmistir.  Deneme 79 giin slrmiis ve bu siire sonunda besin
sindirilebilirligi, biiyiime ve tiim viicut kompozisyonu analiz edilmistir. Protein
sindirilebilirligi 1:1 oraninda dizayn edilmis rasyonda %84,9 1:3 oraninda rasyonunda
ise %82.6 6l¢iilmistir. Rasyonlar arasinda sindirilebilirlik biiyiime, yem degerlendirme
orani ve tiim viicut kompozisyonu ag¢isindan istatistiki olarak fark bulunamamaistir.

Napora-Rutkowski ve ark. (2009) 9. giinlik guka balig1 larvalarina 21 giin
boyunca bio Kyowa, Aglo Norse ve Perla larva Proaktif ticari firmalarin farkli protein
ve yag icerigini sahip yemlerle beslemislerdir. Deneme sonunda c¢uka balig: jiivenilleri
pankreasin histolojik analizi ve bunun yaninda lipaz, tiripsin ve amilaz aktivitesi i¢in
orneklemislerdir. Baliklar arasinda biiylime orani bio Kyowa Aglos Norse yemlerinde
elde edilmistir. En yiliksek yasama orani ise Aglo Norse yemi ile beslenen grupta
goriilmiistiir. Pankreasin histolojik analizi sonucunda gruplar arasinda bir fark tespit
edilememis, bunun yaninda histolojik bir anomaliye rastlanilmamistir. En yiiksek lipaz
aktivitesi %21 lipit iceren Aglo Norse firmasinin yeminden elde edilmistir. Tiripsin

aktivitesi ise %55 protein iceren bio Kyowa firmasinin yeminde goriilmiistiir.
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Wegner ve ark. (2009) ¢uka balig1 larvalarini i¢sel beslenme doneminde sindirim
kanalinin ontolojik gelisimini incelemislerdir. Yumurtadan ¢ikis aninda sindirim kanali
heniiz olusmamis ve besin kesesinin i¢i tamamen dolu durumunda oldugu bildirilmistir.
Besin kesesinin ventral boliimiinde bir karaciger pirimordiyum oldugu tespit edilmistir.
Pankreasin yumurtadan cikista 2 giinde olustugu, yine ayni siiregte agiz acikliginin
meydana geldigi bildirilmistir gastrik bezler yumurtadan ¢ikistan 7 giinde goriiniir hale
gelmistir. Digsal beslemenin basladigi 9 giinde besin kesesinin tamamen tiikendigi tespit
edilmistir. I¢sel beslemenin bittigi bu siirecte sindirim kanali tamamen fonksiyonel hale

gelmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Balik tiirii

Cuka baligi, A. ruthenus, bir tatli su balhigi tiriidir ve mersin baligi cinsleri
arasinda en kiiciik tiirdiir. Bu tiir cinsel olgunluga 3-8 yaslar1 arasinda ulagir ve en uzun
ortalama yasam siiresi 15 yil ile sinirhidir. Dogal olarak Kafkas, Karadeniz ve Azov
denizinde yayilim gosterir. Sibirya, Volga ve Tuna nehrinde avlandig tespit edilmistir.

Tarihte, tuna nehrinde 1958-1981 tarihleri arasinda yillik ortalama 63,5 ton
yakalandig1 bildirilmistir. Tiiriin sistematikteki yeri asagidaki gibidir;

ALEM Animalia
SUBE Chordata
SINIF Actinopterygii

TAKIM Acipenseriformes

AILE  Acipenseridae

CINSI Acipencer

TUR  Acipenser ruthenus, Linnaeus, 1758 (Cuka balig1)

Sekil 3.1.Cuka baligi (A. ruthenus)


http://www.gbif.org/species/127795487
http://www.gbif.org/species/127795699
http://www.gbif.org/species/127795807
https://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
https://en.wikipedia.org/wiki/10th_edition_of_Systema_Naturae

Cuka baligi maksimum 1 m boya ve 6,5 kg kadar biiyiiyebilir (Anonim, 1997).
Maksimum 27 yasina kadar biiyiidiikleri belirtilmistir. Erkek baliklarin cinsel olgunluga
3-5 yasinda, disilerin ise 5-8 yaslarinda ulastiklar1 bildirilmistir (Hochleithner ve
Gessner, 1999). Tabani taslik nehirlerde tabanda yasamay1 aliskanlik haline getirmis bu
tir bocek larvalari, kiigiik mollusklar ve omurgasizlarla beslenirler. Diger mersin

baliklar1 gibi gé¢ yapmazlar.
3.2. Yontem
3.2.1. Materyal temini

Dollenmis ¢uka baligi yumurtalart Homokmegy, Macaristan (Rideg & Rideg Ltd)
ticari balik c¢iftliginde temin edilmistir. Besin kesesi emildikten sonra, larvalar kapal
devre iiretim sistemi ile calisan 500 L’ lik tanklar igerisine transfer edilmistir. Su
sicakligi iiretim sirasinda 17 = 1 © C’de sabit tutulmustur. Standart besleme protokolii
(1-6. giinler arasi besin kesesinin tiiketimi, 7-14. giinler arasi Artemia, 15-20. giinler
Tubifex+mikrodiyet, 21-23. giinler arasi chironomid larvalari+mikrodiyet, 24. giin
sonrast sadece mikrodiyet) uygulanmig ve postlarval déonemin sonu olan 23. giine kadar
giinliik olan larvalar 6rneklenmis ve vidali ependorf tiiplerde -20° C’ de saklanmistir.
Numuneler, kuru buz igerisinde Tiirkiye’ ye transfer edilmis ve proteaz ve inhibisyon
analizlerine kadar -80 ° C'de saklanmustir.

Cizelge 3.1. Standart besleme protokolii

1-6. Giinler 7-14. Gunler 15-20. Giinler  21-24. Ginler 24. ve Sonra

Besin Kesesi Artemia Tubifex+ M.D  Chironomid +M.D. Mikrodiyet
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Sekil 3.2.0n besi tanki (Rideg & Rideg Ltd, Macaristan)

3.2.2. Boy-Agirhik Olciimleri

Pre-postlarval donemdeki baliklardan giinliik olarak en az 5 adet bireyin boy ve
agirliklar1 Ol¢lilmiis ve bu donem icerisindeki biliylime-agirlik iliskisi ve derecesi
incelenmistir.

3.2.3. Proteolitik enzim aktivitesinin ol¢iimii

Aragtirmanin 29. giinde orneklenen Cuka baligi post-larva orneklerinin toplam
proteaz enzim aktivitesi Walter (1984)’e gore yapilmistir. Analizin mantigi; yapay
olarak olusturulan bir substrat ortaminda (kazein, pH=9), sindirim enzimi olarak Tris-
HCT’in kullanilmasi, inkiibasyon siiresi sonrasinda reaksiyonun kontrollii bir sekilde
Trikloroasetikasit (TCA) ile durdurulmasi ve elde edilen ekstraksiyonun spektrometrede
280 nm*de dl¢lilmesine dayanmaktadir.

Proteolitik enzim aktivitesinin 6l¢iimii i¢in, mersin baligi larvalarindan 35 mg yas
ornek 1 ml saf su i¢inde homojenize edilmistir. 16000 rpm’de santrifiij sonrasinda,
uistteki ¢oziilebilir protein kisim -80° C’de analize kadar saklanmustir.

Bu analizde substrat olarak kazein kullanilmistir. 100 ml beher igerisine 11 gr
kazein tartilmig, {lizerine 80 ml saf su ilave edilmis ve manyetik karistiricida
karistirtlmistir. Karistirilmadan 6nce kazeinin ¢oziilmesini saglamak i¢in Iml 1N NaOH

ilave edilmistir.
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Tris-HCI (Buffer) soliisyonu hazirlanirken, 0.79 gr Tris-HCI 75 ml saf suda
¢Ozdiriilmiistiir. Daha sonra, karisim pH’in 0.5-1N NaOH ilavesi ile 9’a ayarlanmistir.
Karigsim saf su ile 100 ml ‘e tamamlanmis ve (+) 4°C* de muhafaza edilmistir.

Reaksiyonu kontrollii bir sekilde durdurmak i¢in kullanilan 9%20’lik
Trikloroasetikasit (TCA) soliisyonu ise, 12 gr TCA’nin 75 ml saf suda ¢6zdiiriilmesi ve
kristallerin eridikten sonra 100 ml’ye tamamlanmasiyla elde edilmistir.

Analiz agagidaki islem sirasi ile yapilmistir;

1. 0.3 mL %1’lik casein 3 tekerriirlii olacak sekilde ependorf tiiplere
konulmustur.

2. Uzerine 0,5 mL buffer ( 100 mM Tris-HCL pH 9 ) eklenmistir.

3. Daha sonra 0,3 mL ham enzim ekstrakt eklenmistir.

4. Bu karsim, 37 OC’de 60 dakika boyunca bekletilmistir.

5. Inkiibasyon sonrasinda kariggma 0,5 mL TCA (%12) ilave edilmis ve
reaksiyon durdurulmustur.

6. Karisim, 4 %Cde tortulu kismn ¢okmesini kolaylastirmak amaciyla 60
dakika bekletilmistir.

7. Karisim, 8000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

8. Ust katmanda olusan ekstraktin konsantrasyonu, spektrofotometrede 280

nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

3.2.4. Yem Hammaddelerinin Hazirlamisi ve inhibasyon Analizi

Ticari yem hammaddelerinin proteaz enzim aktivitesi lizerine inhibe edici
etkilerini tespit etmek amaciyla yapilan bu tez ¢alismasinda balik unu (BU), kan unu
(KU), soya protein konsantrasyonu (SPK), misir gliiteni (MG), piring kepegi (PK),
bugday unu (Bug.U), soya kiispesi (SK) ve BU: SK (1:3, 1:1, 3:1), SU:MG (1:3, 1:1,
3:1), BU:SPK (1:3, 1:1, 3:1), Bug.U:PK (1:3, 1:1, 3:1), kombinasyonlari kullanilmistir.

Yem hammaddeleri analize agagidaki gibi hazirlanmagtir;

1. Kaba yem hammaddeleri oncelikli olarak Retsch RM 200 marka &giitiicii ile
ogiitiilmiis, daha sonra 1 mm, 250 p ve 200 p eleklerden gecirilmis ve en kiiciik

elek capindan eleme sonucunda elde edilmis materyal analiz i¢in kullanilmistir.
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2. 100 mg yem/yem hammadde numunesi 1 mL suda homojenize
edilir. Daha sonra, 1500 g’ de 10 dk santrifiij edilir. Siipernant, analizde

kullanilana kadar -80° C’de muhafaza edilir.

Inhibisyon analizi asagidaki islem siras ile yapilmustir;

1. 0.02 ml substrat 3 tekerriirlii olacak sekilde ependorf tiiplere
konulmustur.

2. Daha sonra, lizerine 0.5 ml tampon ¢ozelti eklenmistir.

3. Uzerine, 20 pl enzim ekstrakti ilave edilmistir.

4. Bu karsim, oda sicakliginda 60 dakika boyunca bekletilmistir.

5. Inkiibasyon sonrasinda karigtma 100 ul (0,1 mL) casein soliisyonu
eklenir.

6. 120 dk daha inkiibasyona devam edilir.

7. Bu siire sonunda, enzimatik reaksiyon 0,5 ml %20’lik TCA soliisyonu ile
durdurulmustur.

8. Karisim, 12000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

9. Ust katmanda olusan ekstraktin konsantrasyonu, spektrofotometrede 280

nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.
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3.2.5. istatistik analizler

Analizler sonucunda elde edilen veriler, SPSS (15.0) paket programi kullanilarak
analiz edilmistir. Normalite testi olarak Kolmogorov- Simirnov testi ve varyansin
homojenitesi ise Bartlett’s testi uygulanmistir. Varyans analizi i¢in ise One-way
ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasindaki farkliligin tespitinde ise, Duncan ¢oklu
karsilagtirma testi yapilmistir. Farklar arasindaki 6nem derecesi olarak P<0.05 degeri

g0z Oniine alinmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Boy-Agirhk Iliskisi

Arastirmanin O6rnekleme siiresince elde edilen Boy-Agirlik iliskisi ve derecesi

asagidaki Sekil 4.1° de verilmistir.

,500000 -
,450000 - y =0,0297x2 - 0,0758x + 0,0641 ¢
,400000 - R?2=0,9574

,350000 -
,300000 -
,250000 -
,200000 -
,150000 -
,100000 -
,050000 -

,000000 ;
,0000  1,0000 2,0000 3,0000 4,0000 5,0000 6,0000
Boy (mm)

Agirlik (mg)

Sekil 4.1.Cuka baliginin erken donem boy-agirlik degisim grafigi

Cuka baliginin yumurtadan ¢ikis anindan itibaren ilk 29 giinlik biiylime
performansi incelendiginde, ticari olarak uygulanan besleme protokoliiniin tiiriin
gelisimi lizerinde direk etkisinin oldugu goriilmektedir. Boy-agirlik degisimi tissel
olarak artan bir egilimde olmustur (R=0.9574) (Sekil 4.1.). Bu degisim, diger tiim balik

tiirlerinde goriilen biiyiime egrisine paralellik arz etmektedir.
4.2. Yem Hammaddelerinin Proteaz Aktivitesi Uzerine Inhibisyon Etkisi

Karma yeme gecis giinii olan 29. giinde Cuka Baliginin proteaz aktivitesi
311,2940.27 U/mg bulunmustur. Ticari olarak kullanilan protein kaynaklarimin Cuka
balig1 jivenillerinin proteaz aktivitesi lizerine inhibe etme oranlar1 asagidaki Cizelge

4.1.°de verilmistir.
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Cizelge 4.1.Inhibisyon oranlar1 (%)

Yem Hammaddesi Ortalama (%)+S.D.
Balik unu (69 % Ham Protein) (BU) 57,68+4,54°
Kan unu (75.5 % Ham Protein) (KU) 69,66+2,97¢
Musir gliiten (60 % Ham Protein) (MG) 43,07+1,72°
Soya (48 % Ham Protein) (S) 73,78+3,61°

Soya Protein Kon. (58 % Ham Protein) (SPK) 38,57+10,44°

Piring kepegi (PK) 59,17+2,34°
SIMG (1:3) 62,91+3,89°
SIMG (1:1) 68,16+5,55
SIMG (3:1) 69,66+5,62
BU/SPK (1:3) 58,05+2,34°
BU/SPK (1:1) 47,93+1,72°
BU/SPK (3:1) 51,68+1,95"
Bugday/PK (1:3) 68,53+1,13
Bugday/PK (1:1) 73,03+3,00
Bugday/PK (3:1) 82,39+7,23°
BU/S (1:3) 65,17+7,94°
BU/S (1:1) 69,66+3,65
BU/S (3:1) 71,91+4,05

Bu ¢alismada, yem hammaddelerinin tek tek test edilmesi ile elde edilen verilerin
15181nda, soya protein konsantresi ve misir gliitenin proteaz aktivitesi ilizerine en az etki
gosteren iki yem hammaddesi oldugu ortaya ¢ikmistir ve bu iki yem hammaddesinin
etki agisindan aralarindaki fark istatistiki agidan 6nemsiz bulunmustur (p>0.05). Bunlari

sirastyla balik unu, piring kepegi, kan unu ve soya takip etmistir. Yine, balik unu-piring
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kepegi ve kan unu ile soya arasindaki farklar istatistik agidan 6nemsiz bulunmustur
(p>0.05). Yem hammaddelerinin ikili kombinasyonlar1 incelendiginde ise, en diisiik
inhibisyon oran1 BU:SPK’nin 1:1 oranda kullanilmasi ile elde edilmistir ve bu degerin
SPK ve MG’nin tek baslarina kullanilmasi ile elde edilen etki ile ayn1 seviyede oldugu
tespit edilmistir (p>0.05). En yliksek inhibe edici etki ise, Bugday ile Pirin¢ kepeginin
3:1 oranda kullanilmasi ile olusmustur.

Tore ve ark. (2014), baz1 ticari yem hammaddelerinin 30 giinliik (proteaz aktivite
degeri: 489,75+34,86 U/mg) Turna, Esox lucius 1758, baligi larvalarinin proteaz
aktivitesi tlizerine yaptigt inhibe edici etkileri belirlemislerdir. Bu ¢alismada, krill
%2,30+1,26, balik hidrolizati %4,89+2,41, balik unu %15,69+0,84, soya unu
%15,5444,29, caviar unu %22,72+1,36 ve musir gliiten %32,24+3,61 oranlarinda
proteaz aktivitesini inhibe ettigi ortaya konulmustur. Bizim calismamizda elde edilen
veriler ile mukayese edildiginde, balik unu ve soya unu Cuka baliginin jiivenil
doneminde, turna baligindan daha yiiksek inhibe edici etki gostermistir. Buna karsin,
musir gliitenin gosterdigi etki acisindan aradaki fark nispeten az goriinse de fark
istatistiki agidan 6nemlidir (P<0,05).

Gokeek ve ark. (2016), 30 gin yashh Rus Mersini, A. gueldenstaedtii
Brandt&Ratzenburg 1833, larvalari ile yaptiklar1 calismalarinda (proteaz aktivitesi:
592,74+47,61 U/mg), ticari yem hammaddelerinin proteaz aktivitesini inhibe edici
etkilerini incelemislerdir. Aragtirmacilar, en diisiik inhibisyon degerini balik unundan
elde etmiglerdir (%15,4445,59). Diger protein kaynaklari goreceli olarak oldukca
yilksek inhibisyon degerleri sergilemislerdir (SPK: %63,55+£5,46; Soya unu:
%71,81£3,82; Misir gluten: %72,244+4,17; Kan unu: %97,28+2,31). Buna karsin, balik
unu ve soya ununun 3:1 ikili kompozisyonunda %26,384+2,02 inhibisyon degeri elde
edilmistir.

Alptekin C. (2016), Sibirya Mersin balig1 jiivenilleri ile yaptiklar ¢alismalarinda
ise, en disiik inhibisyon degerini balik unu ve soya protein konsantresinden elde
etmislerdir (sirastyla, %15,34+3,85 ve %14,45+1,58). Diger protein kaynaklar1 goreceli
olarak oldukga yiiksek inhibisyon degerleri sergilemislerdir (Soya unu: %63,33+4,71;
Misir gluten: %25,56+£7,86; Kan unu: %66,67£8,02). Bizim caligmamizda ise, soya
protein konsantresi ve misir gliiten maddelerinden en diisiik inhibisyon elde edilmesine

ragmen, degerler Alptekin ve Gokcek’in elde ettigi degerlerden oldukca yliksek

17



bulunmustur (P<0,05). Burada, tiiriin beslenme fizyolojisinin ¢ok dnemli oldugu, yem
hammaddelerinin proteaz aktivitesine bu nedenle farkli etkiler yaptig1 diisiiniilmektedir.

Karsilastirilan ii¢ c¢alismada, balikk unu turna ve rus mersinin erken larval
donemlerinde hemen hemen ayni sonuglar1 vermesine ragmen, ¢uka baliginda oldukca
farkli bir sonu¢ sergilemistir. Ote yandan, &zellikle bitkisel kokenli protein
kaynaklarinin proteaz aktivitesi tizerine farkli etkileri olmustur (P<0,05). Bunun
yaninda, yem hammaddelerinin ikili kombinasyonlarinin proteaz aktivitesi {izerine
etkisi olumsuz denebilecek seviyede yiiksek bulunmustur. Bu durum, yem
hammaddelerinin kimyasal komposizyonundan (6zellikle farkli aminoasit icerigi) ve
larvalarin tiire O6zgii gelisimlerine bagli olarak farkli donemlerde farkli sindirim
enzimlerini salgilamalarindan kaynaklanmig olabilir. Ayrica, yem hammaddelerinin
sahip oldugu aminoasit igeriklerinin birbirine antagonist iligski olusturacak seviyede

olmasi da ayr1 bir olasiliktir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bilindigi tizere, 6zellikle karnivor bir tiirlin kiiltiire alinmasinda en kritik asama
karma yeme gegcis asamasidir. Tiim yetistiricilik uygulamalarinda en ¢ok kayiplar bu
donemde verilir. Bu nedenle, canli yemle besleme agsamasindan sonra hazirlanacak olan
yemin igerik olarak tiirin ihtiyaglarin1 karsilayacak en uygun besin madde
kompozisyonuna sahip olmasi beklenir. Aksi takdirde, beslemeye bagl hastaliklarin
ortaya ¢ikmasi ve toplu 6liimlerle karsilasilmasi igten bile degildir.

Bu yliiksek lisans tezinde elde edilen verilerin 1s18inda, Cuka Baliginin erken
larval doneminde karma yem rasyonlarinda kullanilmasi en uygun protein kaynagt %58
ham protein oranina sahip soya protein konsantresi ve %60 ham protein oranina sahip
musir gliiteni oldugu sdylenebilir. Soya protein konsantresi, 6zellikle son yillarda Kuzey
Amerika kitasinda yaygin olarak iiretilen ve aminoasit kompozisyonu soya unu ile
mukayese edildiginde balik yetistiriciligi agisindan ¢ok daha iyi oldugu iddia edilen bir
iiriindiir. Ote yandan, tiim balik yemlerinde temel protein kaynagi olarak kullanilan
balik unun en diisiik inhibisyon oranina sahip olmamasi ise beklenmeyen bir sonugtur.
Bu konu ile ilgili olarak, farkli mensei ve farkl: tiirlere ait balik unlarinin etkisi tizerinde
de ¢aligmalarin yiriitiilmesi gerektigi inancindayim.

Bu tez ¢alismasinda yapilan analizler ve elde edilen sonuglar, hangi protein
kaynaginin erken larval donemde proteaz enzimlerini hangi oranda inhibe ettigini bulma
amagl olarak tasarlanmigtir. Ancak goriildiigii tizere, elde edilen veriler Cuka balig
larvalarinin karma yem rasyonunda hangi protein kaynaginin tercih edilmesi gerektigi
acisindan tavsiye niteligi tagimaktadir. Daha ayrintili sonuglarin elde edilmesi igin,
protein hidroliz oranlariin pH stat analizi ve aminoasit kompozisyonlarinin ayrintili bir

sekilde ortaya konulmasi gerekmektedir.
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