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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

OKSIDE OLMUS BALIK YAGI iCEREN YEMLERE FINDIK YAGI
TAKVIYESININ GOKKUSAGI ALABALIGINDA (Oncorhynchus mykiss)
BUYUME, YAG ASiDi KOMPOZiSYONU VE ANTiOKSiDAN SAVUNMA
SISTEMINE ETKIiSI

Seyda TACER

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi
Su Uriinleri Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Murat ARSLAN

Yaklasik 1 g agirhigindaki gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) yavrulari
biyolojik filtrasyon donanimina sahip yari1 kapali devre iiretim sisteminde 13+1°C
sicaklikta 3 tekerriirlii olarak farkli diizeylerde okside edilmis balik yagi ve taze balik
yag1 kullanilarak hazirlanan yemlerle 9 hafta boyunca beslenmistir. Yemlere E vitamini
bakimindan zengin olan findik yag1 degisik oranlarda ilave edilmistir. Calisma sonunda
baliklarin biiyime performansi deneysel yemlerden 6nemli derecede etkilenmis olup
(P<0,05), taze balik yagi iceren yemlerle beslenen baliklar okside olmus balik yagi
iceren yemlerle beslenen baliklara oranla 6nemli derecede (P<0,05) daha yiiksek
biiyiime sergilemislerdir. Yemlere %60 oraninda findik yag1 ilavesi biitiin durumlarda
bliylimeye olumlu etki gosterirken, tamamen findik yagi iceren yemlerle beslenen
baliklarda ise biiyiime geriligi tespit edilmistir. Baliklarin yag asidi profili deneysel
yemlerden O6nemli derecede etkilenmistir. Coklu doymamis yag asitleri hem diyetsel
findik yagi ilavesi, hem de yemlerde okside olmus balik yagi kullanimi ile énemli
derecede azalma gostermistir (P<0,05). Deneysel yemlerle beslenen baliklarin
karacigerindeki siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi ile toplam glutatyon miktar1 gerek
diyetsel findik yagi ilavesi gerekse okside olmus balik yagi kullanimindan 6nemli
derecede etkilenmemistir. Diger yandan yemlere findik yagi ilavesi karacigerde E
vitamininin Onemli derecede artmasmna, bunun aksine lipit peroksidasyon
(malondialdehit) seviyesinin O6nemli dercede diismesine sebep olmustur (P<0,05).
Calismamizin sonucuna gore gokkusagi alabaligi yemlerinde balik yagina %60 oraninda
findik yag1 ilavesinin biiyiimede olumlu etki yaptig1 ayrica okside olmus diyetsel balik
yagindan kaynaklanabilecek olumsuzluklart 6nemli derecede giderebilecegi
sOylenebilir.

2017, 73 sayfa

Anahtar Kelimeler: Gokkusagi alabaligi, Okside olmus balik yagi, Findik yagi,
Oksidatif stres



ABSTRACT

Master Thesis

INFLUENCE OF OXIDIZED LIPIDS AND HAZELNUT OIL
SUPPLEMENTATION ON GROWTH, FATTY ACID COMPOSITION AND
ANTIOXIDANT DEFENSE SYSTEM IN RAINBOW TROUT (Oncorhynchus

myKkiss)

Seyda TACER

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Aquaculture

Supervisor: Prof. Dr. Murat ARSLAN

Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) with approximately 1 g initial weight were fed
diet with different levels of fresh fish oil, oxidized fish oil and fresh hazelnut oil in a
semi-recirculating water system equipped with biological filtration for 9 weeks. The
feeding trial was carried out in triplicates and the temperature was 13£1°C during the
experiment. At the end of the study, growth performance was significantly affected by
the experimental diets (P <0.05). Fish fed diets with fresh fish oil grew significantly
better than those fed diet with oxidized fish oil (P <0.05). Hazelnut oil supplemantation
up to 60% of dietary lipids had possitive effect on growth performance while the fish
fed diet with 100% hazelnut oil had the lowest growth. The fatty acid profile whole
body fish was significantly influenced by the experimental diets. Polyunsaturated fatty
acids showed significant decrease with both dietary hazelnut oil supplemantation and
the use of dietary oxidized fish oil (P <0.05). The amount of total glutathione and
superoxide dismutase enzyme activity in the liver fed experimental diets were
significantly affected neither by the use of dietary oxidized fish oil or by the addition of
dietary hazelnut oil. On the other hand, dietary hazelnut oil supplemantation caused a
significant increase in hepatic vitamin E content whereas the level of lipid peroxidation
(malondialdehyde) decreased significantly at the same circumtance (P <0.05). Our
result suggest that substitution of fish oil up to 60% had positive effect on growth in
rainbow trout. Moreover, we can conclude that hazelnut oil supplemantation can protect
the fish against the problems caused by dietary oxidized fish oil.

2017, 73 pages
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1. GIRIS

Hizla artan diinya niifusunun getirisi olarak, artan gida ihtiyacinin karsilanmasina
yetecek kaynaklar azalmaktadir. Artan gida ihtiyacinin karsilanabilecegi alternatif bir
kaynak olan su iriinleri sektorii, gida endiistrisindeki hizli gelismeler ve yeniliklerle
beraber gittikce artan bir ragbet gérmektedir. Su iiriinleri sektori, tiim diinyada ihtiyag
duyulan kaynak teminin yapilabilmesi i¢in hizla yayginlagmaktadir. Su {riinlerinin
saglikli ve kaliteli protein miktar1 bakimindan zengin olmasi, tiiketicilerin daha kaliteli
et tilkketimine yonelmesi, kolay sindirimi ve beslenme agisindan beklentileri karsilamasi

su tirtinlerinin 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir.

Diinya su {iriinleri iiretimi (su bitkileri ve deniz memelileri harig), 2014 yilinda 93,6
milyonu avcilik, 73,8 milyonu yetistiricilik olmak {izere toplamda 167,2 milyon ton/y1l
olmustur (FAO 2014) (Cizelge 1.1). Hem diinyada hem Tirkiye’de avcilik yolu ile
yapilan tretim miktar1 {ist smirina ulasmig, artmaktan ziyade diisme egilimi
gostermektedir. Diinya su {riinleri iiretim verilerine bakildiginda, 2014 yilina
gelindiginde avcilikla elde edilen iiretimin diistiigli, yetistiriciligin aktif rol almaya
basladig1 goriilmistiir. Tiirkiye’de ise 2000’11 yillarda 503 ton/yil olan avcilik 2014
yilina gelindiginde 431,907 ton/y1l’a gerilemis, 79,031 ton/yil olan yetistiricilik artarak
240,334 ton/y1l’a ulasmustir (TUIK 2015) (Cizelge 1.2).
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Sekil 1.1. FAO verilerine gore diinya su iirtinleri tiretimindeki degisim
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Sekil 1.2. TUIK 2015 verilerine gdre 2000-2015 yillar1 arasinda Tiirkiye’nin su iiriinleri
tiretimindeki degisim

Artan su iriinleri ihtiyaci ile beraber, su liriinleri sektoriinde beslemede kullanilan yem
ihtiyact artmaktadir. Hizla gelisen su {riinleri sektoriiniin  yem ihtiyacinin

karsilanabilmesi ve yetistiriciligin en yiliksek maliyetli olan kisminin daha ekonomik



hale getirilmesi i¢in her zaman bulunabilir ve daha diisiik maliyetli yemlerin teminini

zorunlu kilmaktadir (Lovell 1989).

Yetistiricilikte kullanilan yemler, baliklarin besin ihtiyaglari dogrultusunda, saglikli bir
sekilde yasamalarini ve biiyiimelerini saglayacak sekilde formiile edilmeli ve kaliteli
hammaddeler kullanilmalidir. Beslemede kullanilan yemler igerdikleri bazt maddeler
bakimindan g¢evresel faktorlere (nem, sicaklik, 1s1k, zararli canlilar ...) karsi oldukga
hassastirlar. Sicaklik, nem, giin 15181 gibi faktorlerle temas ile icerdikleri yaglarda
oksidasyon, vitaminlerde bozulma, neme dayali kiiflenme, mantarlasma ve bakteri
tiremesi gibi tiiketilmesi sonucu canlinin hem biiyiimesinde hem yasaminda sorunlar

ortaya ¢ikarabilecek zararl sonuglar ortaya ¢ikmaktadir.

Yemler, yeterince havalandirmanin mevcut oldugu, asir1 sicak ve soguklara karsi izole
edilmis, kemirici ve bdceklere karsi korunakli, 151k almayacak sekilde tasarlanmig 6zel
yem depolarinda belirtilen siirelerde depolanmalidir. Dogru kosullarda stoklama
yapilmayan yemlerle besleme sonucunda, baliklarda istah azalmasi, yeme Kkarsi
duyarsizlik, baliklarda anormal davranis bozukluklari, biiyiimede ve kondisyonda
azalma, enfeksiyon ve hastaliklara karst hassasiyet vb. olumsuz sonuglarla

karsilagilabilir (Balik tireticisi el kitab1 2007).

Su tirlinleri yetistiriciliginde kullanilan yemlerde yetistirilecek tiirlin ihtiya¢ duydugu
oranlarda gida hammaddesi ve takviyeler bulunmaktadir. Yem yapiminda hayvansal
veya bitkisel kokenli olmak iizere yaglar enerji kaynagi olarak, esansiyel yag asitlerini
temin etmek, yem peletlerinin iizerini kaplayarak peletlerin aginmasini Onleyip, toz
oranini azaltmak gibi amaclarla kullanilirlar. Yemlerde kullanilan yaglar (kat1 ve sivi),
icerdikleri karbon zincirine ve doymamisliklarina gore farklilik gostermek {izere,
oksidasyona ve hidrolitik dejeneratife oldukca hassas bir yapiya sahiptirler. Yaglarin
yetistiricilikte kullanilmasini, yagdaki su miktari, sabunlagsmayan madde orani vb. gibi

unsurlar kisitlamaktadir.



Baliklarin beslenmesinde kullanilacak olan, EPA ve DHA gibi omega 3 yag asitlerince
zengin olan en uygun besin, balik yagidir. Kullanilacak olan balik yagmin kaliteli
olmasini, peroksit degerinin optimal kosullarda olmasi, serbest yag asidi miktar
(%FFA), su igerigi vb. gibi degerler belirlemektedir. Balik yaginda nem miktarinin,
icerisindeki oksijenin oksidasyonu ve hidrolitik pargalanmayi1 hizlandiracagindan
%1’den fazla olmamasi istenir. Yem iiretiminde kullanilacak olan yagin peroksit

degerinin yiiksek olmamasi 20 meq/kg’1 agsmamast istenir.

Yaglar icerdikleri yag asitlerinin yapisina gore farklilik gostermekle beraber, 1s1, 151k,
bazi agir metaller ve oksijen ile temasiyla kolayca oksitlenebilir yapidadir. Oksitlenen
yaglar bozulur, acilasir, eklendigi yemin tadinda ve aromasinda bozukluk olusturur.
Oksidasyona  ugrayan  yaglarin  olusturdugu  peroksitler  toksik  etki
olusturabilmektedirler. Okside olmus yaglarin lizin ile tepkime vermesi sonucu
aminoasit kullanimi sinirlanmakta ve protein ile alakali sorunlar olusmaktadir. Ayrica
oksidasyon sonucu agiga ¢ikan hidroperoksitler, yagda ¢oziinen vitaminlerin (A, D, E,
K) yararlanilabilirli§inin azalmasinda rol oynarlar. Oksidasyon, yaglarin saklanma
kosullarmin iyilestirilmesi, oksijen ile temasinin en aza indirgenmesi, metal aksamlarla
temasinin engellenmesi, 1s1 ve UV i1sinlariyla temasmin engellenmesi, karanlik bir
ortamda ve optimal sicaklik araliklarinda depolanmasi ile azaltilabilir. Oksidasyon geri
doniisiimii olmayan tek yonlii bir reaksiyon olarak gerceklesmektedir (Sekil 1.3)

(Korkut et al. 2007).
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Sekil 1.3. Balik yaginda ger¢eklesen oksidasyonun semasi (Dyck 2007)

Canlilarin biinyesinde oksidatif stresin olusmasini dnleyen, enzim ve endojen yapili
maddeler mevcut olmasina ragmen viicuda giren oksidan miktarinin referans degerler
disina ¢ikmasiyla mevcut olan antioksidan savunma sistemleri yetersiz kalabilmekte ve
sonu¢ olarak oksidanlar viicuttaki protein, lipid, karbohidrat, niikleik asit ve yararl
enzimlerde bozulmalara neden olarak hasar olusturmaktadirlar. Olusan bu hasarin
giderilmesi i¢in metabolizmaya disaridan oksidatif stresi giderecek, engelleyecek ve
olusan hasar1 iyilestirebilecek oOzelliklerde antioksidanlarin takviye edilmesi

gerekmektedir (Valko et al. 2007).

Canlilarda bulunan lipid, karbonhidrat, protein ve DNA gibi oksidasyona ugrayabilecek
maddelerin oksidasyona ugramasini engelleyebilecek maddelere antioksidan, bu
savunma olayina ise antioksidan savunma mekanizmasi denilmektedir (Mates et al.
1999). Canli metabolizmaya disaridan dogal veya sentetik olarak takviye edilen
antioksidanlar, canli hiicrelerinde meydana gelen serbest radikalleri toplayip kararli hale
getirmekle gorevli olup serbest radikallerin iiretildigi kimyasal reaksiyonlar1 durdurucu

etkiye sahiptirler. Yapilarindaki onarict Ozellikleri ile ugranilan hasar1 onarmakta,



hiicredeki antioksidan enzimlerle etkilesimli ¢alismakta ve enzimatik olmayan
antioksidanlarin sentezlenmesini hizlandirarak etki gostermektedirler (Diindar ve Aslan

2000).

Gida sanayinde oksidasyonun yikici etkilerinden korunmak amaciyla yaygin bicimde
kullanilan dogal ve yapay bir¢cok antioksidan madde bulunmaktadir. Bunlarin ig¢erisinde
gerek bulunabilirligi gerekse etki mekanizmasi hasebiyle en yaygin olarak kullanilani
tokoferoller olmaktadir. Tokoferollerin alfa, beta, gama ve delta olmak iizere dort farkl
sekli bulunmakta ve bitki dokularinda her zaman bulunmaktadir. Tokoferollerin etki
etme dereceleri deltadan alfaya dogru azalmakta, vitamin E aktiviteleri artmaktadir

(Cakmake1 ve Gokalp 1992).

E vitaminin belirli oranlarda hayvan beslenmesinde kullanilmasi ile antioksidan etkisi
fazladir ancak zamanla 151k ve oksijen ile temasindan dolay1 oksidasyona yenik
diismesiyle, takviye edildigi hayvan yemlerinde mevcut olan yaglarda olusacak
ransiditeye kars1 koyacak etkisi azalmaktadir (Roche 1992). Bircok farkli dogal E
vitamini kaynagi bulunmakta olup bunlarin icersinde findik yagi yiiksek tokoferol
icerigi ile balik beslemede kullanilacak olan yemlerdeki oksidasyona karsi koruyucu

olarak kullanilabilmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

Vitamin C ve vitamin E katkisinin, okside balik yag: ile beslenen Japon pisi baligi
(Paralichthys olivaceus) yavrularinin, biiyiime performansi, yag asidi kompozisyonu ve
oksidatif stres savunmasi lizerine interaktif etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, taze
balik yagi 70°C’de hareketli hava akimi yardimiyla 167,8 meq/kg peroksit degerine
ulagtirllmistir. Okside edilen bu yagla 5 farkli diyet formiilii (FFO100E/500C,
OFO100E/500C, OFO200E/500C, OFO100E/1000C, OFO200E/1000C) hazirlanmustir.
Calismada taze balik yagi ve 100 mg vitamin E ve 500 mg vitamin C katkis1 yapilarak
hazirlanan rasyon kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. Baslangi¢ agirliklar ~1,1 g
olan baliklar1 her tankta 12°ser adet olmak iizere 15 tanka dagitilmistir. Dakikada 1,9 1
su akisi, 16,6+0,5°C, havalandirma ve dogal giin 15181 kosullarinda, 60 giin boyunca
yapilan beslemede, gruplar arasinda yasama orani ve yem aliminda bir farklilik
gozlemlenmemistir. Gruplar arasi agirlik kazanimi bakimindan, OFO200E/1000C grubu
disindaki rasyonlarin kontrol grubuna gore farklilik gostermedigi ve en diisiin agirlik
kazaniminin bu diyetle beslenen baliklarda oldugu gézlemlenmistir. Okside edilmis yag
ile hazirlanan rasyonla beslenen grubun HSI (hematosomatik indeks) degerinde artig
goriilmiis, E ve C vitamini katkis1 yapilmasi halinde bu oranin diistiigii gozlemlenmistir.
Karaciger yag asidi kompozisyonu incelendiginde ise 100 mg vitamin E ve 500 mg
vitamin C katkisinin yapildigi taze balik yagi ve okside balik yag ile hazirlanan gruplar
arasinda benzerlik goriiliirken, vitamin E katkisinin yapilmadigi okside balik yag ile
beslenen grupta 18:0, 18:4n-3, 20:4n-3 ve 50:5n-3 yag asitlerinde belirli oranda diistis
gbzlemlenmistir (Gao et al. 2014).

Pasifik beyaz karidesi (Litopenaeus vannamei)’nin biiyiime performansi ve oksidatif
stresi tizerine okside balik yagiin etkisinin arastirildig bir calismada karidesler, farkli
oranlarda (0, 25, 50, 75 ve 100 meq/kg) okside edilmis balik yagi ile hazirlanan
diyetlerle 4 hafta siire ile beslenmistir. 50, 75 ve 100 meq/kg peroksit degerine sahip
olan rasyonla beslenen gruplarin, agirlhik kazanimlari (BWG) ve spesifik biiylime
oranlarinda (SGR) kontrol ve 25 meq/kg peroksit degerli gruba gére dnemli oranda

diisiis goriilmistiir (p<0,05). Ayrica bu ii¢ gruba ait karideslerin HSI degerlerinde ise



onemli Olgiide artis  goriilmistir (p<0,05). Kas ve serumdaki MDA
konsantrasyonlarinda yapilan analizlerde ise, 50, 75 ve 100 meq/kg peroksit degerine
sahip olan gruplarda taze balik yagi ile beslenen gruba gore Senmli derecede
yiikselmeye rastlanilmistir (p<0,05). SOD degerinde ise, 75 ve 100 meq/kg gruplarinda
taze balik yagi ile beslenen gruba gore oldukca diisiik degerler gdézlemlenmistir
(p<0,05). T-AOC degerlerine bakildiginda ise 75 ve 100 meq/kg peroksit degerine sahip
gruplarda diger gruplara nazaran oldukg¢a diisiik sonuglar elde edilmistir (p<0,05) (Yang
etal. 2015).

Okside edilmis balik yagi ile hazirlanan rasyonlarla beslenen Karadeniz ¢ipurasi
(Acanthopagrus schlegeli)’nin biiylime performansi, lipit peroksidasyonu ve dokudaki
yag asidi kompozisyonunun {izerinde vitamin E katkisinin sonug¢lariin arastirildigi bir
calismada, 45,48 meq/kg’a kadar okside edilmis balik yagi ve farkli oranlarda o-
tokoferol takviyesi kullanilmistir. Kontrol grubu olarak taze balik yaginin kullanildig:
denemede, okside edilmis yaglarla hazirlanan rasyonlara, 150, 250, 450 ve 800 mg/kg
olacak sekilde a-tokoferol eklenerek toplamda 6 farkli rasyon hazirlanmigtir. Deneme
sonunda okside balik yagi ile hazirlanan ve a-tokoferol katkisinin olmadigi rasyonla
beslenen baliklarin agirlik kazanimlar1 ve yasama oranlarinda 6nemli 6l¢iide azalis
gozlemlenmistir. Ayrica yine bu baliklarin HSI degerlerinde énemli 6lciide yiikselme
goriilmiistiir. Diyetlere vitamin E katkisinin yapilmasinin biiylime performansini olumlu
etkiledigi ve karacigerdeki vitamin E icerigini artirdig1 goriilmiistiir. Ayrica okside balik
yagimin kullanilmasmin karaciger TBARs ve DHA miktarint artirdigi, o-tokoferol
takviyesinin ise bu oranmi diisiirdiigii saptanmistir. Sonuglar degerlendirildiginde >150
mg/kg a-tokoferol takviyesinin lipit peroksidasyonunun azaltilmasinda ve biiylime

performansinin gelistirilmesinde etkili oldugu belirlenmistir (Peng et al. 2009).

Gao et al. (2013)’un mercan baliklarinda (Pagrus major), okside edilmis diyetsel yag ve
C vitamini katkisinin biiylime performansi ve oksidatif stresin azaltilmasina etkisinin
arastirlldigr bir ¢alismada, 50 giin boyunca besleme yapilmistir. 23 ve 29 meq/kg
peroksidasyon seviyeli yaglar ve 0,400 ve 800 ppm oraninda vitamin C kullanilmigtir.

400 ve 800 ppm vitamin C katkisinin yapildigi rasyonalarla beslene gruplarda C



vitamini takviyesinin yapilmadig1 ve taze balik yagi ile hazirlanan rasyonlarla beslenen
gruba gore biiylime performansinda onemli bir farklilik gozlemlenmemistir. Ancak
vitamin C katkisinin yapilmadig1 ve okside edilmis yagin kullanildig1 grupta oldukca
diisiik biiyiime performansi saptanmistir. Kas ve karaciger TBARs miktarlarinda
vitamin C konsantrasyonu arttikca diisiis goriilmiistiir. Taze balik yaginin kullanildig: ve
artan konsantrasyonlarda vitamin C takviyesinin oksidatif strese karst koruyucu etki
yaptig1 ve vitamin katkisinin olmadig1 durumlarda okside balik yaginin oksidatif strese

kars1 direngsiz kildig1 saptanmugtir.

Diyetsel okside yagin, iri agizli siyah levreklerin (Micropterus salmoides) biiyiime
performansi, viicut kompozisyonu, antioksidan savunma mekanizmasi ve karaciger
histolojisi iizerine diyetsel okside yagin etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan bir
calismada, taze balik yagi (POV:11,5 meq/kg) ve farkli oranlarda okside edilmis balik
yag1 (POV: 132, 277, 555 meq/kg) kullanilmistir. 12 haftalik deneme sonunda OX377 ve
OXsss gruplarindaki baliklarin ~ %9’unun dorsal, pektoral ve kuyruk yiizgeglerinde
hemoraji ve iltihaplanmalar goriilmiistiir. Okside yemlerle beslenen gruplarin yem
alimlarinin diger gruplara nazaran daha fazla oldugundan, diger gruplardan daha yiiksek
(p<0,05) BWG ve SGR degerleri gostermistir. OXsss grubunda, karaciger SOD, GPx,
GR, GST degerleri yiiksek (p<0,05), GSH miktari ise olduk¢a diisiik (p<0,05) ¢ikmustir.
Artan oksidasyon miktar1 ile plazma, doku ve karaciger E vitamini bileseninde azalma,
MDA miktarinda ise artis goriilmiistiir. Deneme sonunda elde edilen veriler
degerlendirildiginde, okside edilmis yaglarin balik beslemede kullaniminin antioksidan
savunma mekanizmasin1 olumsuz etkiledigi, patolojik ve hematolojik degisikliklere

neden oldugu ve balik sagligini olumsuz etkiledigi rapor edilmistir (Chen et al. 2012).

Mercan baligi (Pagrus major)’nin biiyiime performansi ve doku ve kandaki lipit
peroksidasyonunun azaltilmasi amaciyla okside balik yagi ile hazirlanan rasyonlara
vitamin E takviyesi yapilmistir. 8 haftalik deneme sonunda, vitamin E takviyesinin
yapildig1 gruplar arasinda (100 ve 200 ppm) biiyiime performansi agisindan belirgin
fark olmamistir ancak vitamin E katkisinin yapilmadig: grup ise kontrol grubundan daha

diisiikk biiyiime performansi gostermistir. Vitamin E miktarinin artirilmasi, karaciger
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TBARs degerinin diismesine yardimci olmaktadir. Sonug¢ olarak diyetsel okside yag
kullaniminin oksidatif stresi artirdigi ancak > 100 mg/kg vitamin E takviyesinin dokuda
lipit peroksidasyonunun engellenmesine yardimci olacagi ve biiylimede pozitif etki

yapacagi rapor edilmistir (Gao et al. 2012).

Gao et al. (2011) okside edilmis ve okside edilmemis balik yagina, palmiye yagi
takviyesinin Japon deniz levrekleri (Lateolabrax japonicus)’nin biiyiime performansi ve
yag asidi kompozisyonu iizerine etkisini aragtirmislardir. ~1,7 g’lik levrek yavrulari, 50
giin boyunca balik yagmin, palmiye yagiyla belirli oranlarda yer degistirilmesi ile
hazirlanan 7 farkli rasyonla beslenmislerdir. Deneme sonunda BWG, SGR, FCR, kas ve
karacigerdeki yap asidi kompozisyonu, tokoferol bileseni ve TBARs miktar1 analiz
edilmistir. Yasama oran1 (SR), tiim gruplar arasinda yiiksek seyretmekte olup, farklilik
gostermemistir. BWG, SGR ve FCR oranlari, palmiye yagi takviyesinin olmadigi ve
tamamen okside yag kullanilarak olusturulan rasyonla beslenen gruplarda diisiis
gostermektedir. Kastaki n-6 yag asitleri palmiye yaginin eklenme miktar1 ile dogru
orantilt olarak artmakta ancak EPA ve DHA miktar1 ciddi diislis gostermektedir.
Sonuglar géz onilinde bulunduruldugunda Japon deniz levreklerinin beslenmesinde, %50
oraninda taze balik yagi, palmiye yagi ile degistirilebilir. Ayrica okside balik yaginin
(26 meq/kg), palmiye yagi ile yer degistirilmesi, baliklarin kas ve bagirsaklarindaki lipit

peroksidasyonunu azalttig1 ancak biiylime performansina etki etmedigi rapor edilmistir.

Kanal kedi baliklarmin (Ictalurus punctatus) okside balik yag: tiiketiminin, doku lipit
metabolizmas1 ve yag asidi kompozisyonu iizerine etkisinin arastirildigi bir ¢calismada
baliklar, 0 (kontrol), 30 (diisiik oksidasyon), 60 (orta oksidasyon) ve 90 (yliksek
oksidasyon) g/kg okside yag iceren rasyonlarla 86 giin boyunca beslenmislerdir.
Deneme sonunda plazma ve karaciger TAG (Trigliserid) ve TC (Total kolesterol)
miktarinin oksidasyon miktarinin artmasiyla artis gosterdigi saptanmistir (p<0,05).
Karaciger 22:6n-3 konsantrasyonunda, oksidasyon seviyesinin artmasiyla ciddi bir

diislis gézlemlenmistir (p<0,05) (Dong et al. 2014).
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Gokkusagi alabaliklarimin (Oncorhynchus mykiss) ilk beslenmesinde okside edilmis
yaglarin kullanilmasinin antioksidan savunma sistemine etkisinin arastirildigi bir
calismada, baliklar 17°C’de 4 hafta boyunca %12 taze balik yagi, %12 okside balik
yagi, %6 soya lesitini ve %6 soya yagi eklenerek hazirlanmig rasyonlarla
beslenmislerdir. Besleme sonucunda katki yapilarak hazirlanan rasyonlarla beslenen
gruplarin final agirliklari, her hangi bir katki yapilmadan hazirlanan gruba goére daha
yiiksek ¢ikmistir ancak bu gruplar icerisinde okside yag kullanilan gruba ait bireylerin
agirliklarinda azalma gorilmistiir. Okside yag ile beslenen gruplarin vitamin E
iceriklerinde azalma ve antioksidan enzim aktivitesinde artis gozlemlenmistir.
Alabaliklar, fry sathasinda okside olmus yagla beslenildiklerinde, taze balik yag ile
beslenenlerden farklilik arz etmemistir. Bu safhadayken olumsuz etkilerini

azaltabilmektedirler (Dicharry et al. 2014).

Ergin kalkan baliklar1 (Scophthalmus maximus)’nin biiyiime performansi ve bagisiklik
sistemi iizerine diyetsel vitamin E takviyesinin arastirildig: bir ¢alismada, baliklar farkl
oranlarda (0,120,240,480,960 mg/kg) vitamin E takviyesinin yapildig1 rasyonlarla 15
hafta boyunca beslenmistir. Deneme sonunda baliklarin son agirliklari, SGR degerleri,
birincil bobrekteki lokositlerin boyanma miktar1 (NBT), fagositik indeksi ve SOD
aktivitesi, artan vitamin E miktar1 ile dogru orantili olarak artmaktadir. En yiiksek deger
480 mg/kg vitamin E takviyesinin yapildigi grupta goriilmiistiir. Ancak HSI, VSI ve SR
oranlar1 goz Oniinde bulunduruldugunda tiim gruplar arasinda Onemli fark
bulunmamistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, 480 mg/kg vitamin E takviyesinin
Mrna miktarmi artirdigi ifade edilmistir. Sonu¢ olarak optimal diizeyde vitamin E
takviyesinin (480 mg/kg) biiylimeyi artirdigi, immiin sisteme etki ettigi, immiin sistem

ile iligkili genlerin ekspresyonunu artirdigi rapor edilmistir (Niu et al. 2014).

Baglangi¢ agirliklart 78 ve 250 g olan iki grup deniz levregi (Dicentrarchus labrax)
tizerinde yapilan 23 haftalik bir ¢alismada, ticari yem modifiye edilmeden ve modifiye
edilerek (yliksek oranda okside yag eklenen, askorbik asitge fakir olan) kullanilmistir.
Modifiye edilen yeme her hangi bir katki maddesi (BHT, a-tokoferol, choline)

eklenmeden besleme yapilmistir. Deneme sonunda, modifiye edilen yem ile beslenen
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grubun iskelet yapilarinda dejenerasyon, kirmizi kan hiicre sayisi, hemoglobin,
hematokrit miktarinda diisiis, eritrosit par¢alanmasi ve plazma enzim aktivitelerinde
(AST, CK) artig goriilmiistiir. Karacigerde ve kasta diisiik a-tokoferol seviyesi ve
TBARs seviyesinde artis goriilmiistiir. Ote yandan biiyiime bozukluklari, karacigerde
lezyonlar, ALT ve GPx enzim aktivitesinde veya karm i¢i yaglanmada degisiklik
gozlemlenmemistir. Kiigiik bir grupta patolojik bulgular saptanmistir (Messager et al.
1992).

Balik yagi1 ve alternatif bitkisel kokenli yaglarin kirmizi hibrit tilapia (Oreochromis
sp.)larin beslenmesinde kullanilmasinin, biiyiime doku yag asit kompozisyonu, oksidatif
denge ve E vitamini igerigi bakimindan etkisinin arastirildigi ve 5 ay boyunca biiyiitme
denemesinin yapildig1 bir ¢aligmada, balik yagini ikame edecek diizeyde ham palmiye
yagi, keten tohumu yagi ve soya yagi kullanilmistir. Balik yagi ile yer degistirilen
yaglarin baliklarin, biiylime performansi, beslenme etkinligi, viicut kondisyonu,
karaciger ve kastaki yag asidi kompozisyonu, kastaki vitamin E bileseni ve oksidatif
dengesi incelenmistir. Sonuglar incelendiginde, biiyiime performanst ve beslenme
etkinligi agisindan alternatif yag kaynaklarinin kullaniminin pozitif etkisinin olmadig:
gozlemlenmistir (p>0,05). Kastaki vitamin E bileseni ve oksidatif stabilite bakimindan
ham palmiye yagi (CPO) ve soya yag1 (SO) ile beslenen gruplarda digerlerine nazaran
daha yiiksek degerler elde edilmistir. Karaciger ve kastaki yag asidi profili kullanilan
yag kaynaginin igerigini yansittig1r saptanmistir. Denemenin baslamasindan 1 ay sonra
balik yagi ile beslenen baliklarin EPA, DHA, n-3/n-6 yag asitlerinin miktarinda
digerlerine gore hizlica artis gbzlemlenmis ancak 3. Aya gelindiginde diger gruplara

gore bir fark olugmadigi belirlenmistir (Keong-Ng et al. 2012).

Baker ve Devies (1997)’in Afrika kedi baliklar1 (Clarias gariepinus)’nin okside edilmis
balik yagi ile beslenmesinin ve vitamin E takviyesinin telafi edici 6zelliginin doku a-
tokoferol bilesenlerine etkisinin incelendigi bir ¢alisma yapmuslardir. Kedi balig
jivenilleri 8 hafta boyunca taze ve okside edilmis balik yagi ile hazirlanan ve farkh
oranlarda a-tokoferol takviyesinin yapildig1 yemlerle beslenmislerdir. Kaydedilen son

agirlik degerlerinde gruplar arasinda belirgin (p<0,05) farkliliklar gozlemlenmistir.
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Diisiik vitamin E ve okside balik yagi ile beslenen baliklarda biiyiimeyi sinirlandirict
etki gdstermis ve var olan vitamin E’nin etkinligini azaltmistir. Taze balik yag ile
hazirlanan yemlerle beslenen gruplarin artan o-tokoferol miktarindan yararlanamadigi
tespit edilmistir. Kas, karaciger, plazma, kalp ve dalak onemli 6l¢iide (p<0,05) diyetsel
vitamin E takviyesinden etkilenmislerdir. Okside balik yag1 kullaniminin doku vitamin
E konsantrasyonunu diisiirdiigii saptanmistir. Taze balik yagi kullanildiktan sonra
okside balik yagi ile beslemeye gecildiginde, iki hafta igerisinde vitamin E
konsantrasyonunda ciddi diisiis (p<0,05) gézlemlenmistir. Calisma sonucunda diyetsel

yaglarin kalitesinin doku a-tokoferol miktari i¢in 6nem arz ettigi rapor edilmistir.

Cipura baliklarinda (Sparus aurata) diyetsel ¢coklu doymamis yag asitleri ve vitamin E
(PUFA/Tokoferol) oranmnin antioksidan savunma mekanizmasi {izerine etkisinin
arastirildigr bir calismada, jlivenil ¢ipuralar ilk biiyiime evrelerinde yiiksek ve diisiik
derecede okside edilmis ve farkli oranlarda vitamin E ve PUFA takviyesinin yapilarak
hazirlanan rasyonlarla 30 giin boyunca beslenmistir. Rasyonlarin higbiri baliklarin
biiylime, yasama oranina etki etmemislerdir ancak vitamin E ve PUFA takviyelerinin
yapildig1 rasyonlar baliklarin karaciger igeriklerinde farklilik arz etmistir. Karacigerde
Olclilen TBARs degerleri, zengin PUFA ve diisiik E vitamini iceren rasyonla beslenen
baliklarda yiiksek olarak kaydedilmistir. Izoprostan seviyesi artan PUFA/vitamin E
icerigine bagli olarak antioksidan enzimlerin seyrettigi degerlerde Olgiilmiistiir

(Mourente 2000).

Montero et al. (2000), g¢ipura (Sparus aurata) jiivenillerinin diyetsel yemlerinde ki
vitamin E’nin stresli kosullarda biiyiime, hematoloji, baz1 immiin sistem parametreleri
ve stres indikatorii olan kortizol seviyelerine etkilerinin arastirildigir bir calisma
yapmuslardir. Balik unu bazli olarak hazirlanan diyetsel yemlere, kontrol grubunda 150
mg/kg vitamin E eklenmigtir. Kontrol grubuna ek olarak icerisine hi¢ vitamin E
eklenmeyen yem grubu hazirlanmistir. Diisiik E vitamini takviyesinin, altenatif
kompleman sistemini ve hemagliitinasyonu kontrol grubuna gore azalttigi
gozlemlenmistir. Ayrica vitamin E takviyesinin yapilmadigi rasyonla beslenen

baliklarda kortizol seviyesi, stres faktorii olmadiginda bile kontrol grubuna gore yiiksek



14

ciktig1 ve eritrosit kirilabilirliginin arttig1 belirlenmistir. Kronik stres altinda vitamin E
takviyesi ile hazirlanan rasyonlarla beslenen gruplarin, biiylimelerinde, yasama
oranlarinda ve hematolojik parametrelerinin degisiminde kontrol grubuna nazaran
azalmalar goriilmiistiir. Tekrarlayan stres altinda vitamin E takviyesi ile beslenen
baliklarin, kontrol grubu baliklarina gore, kortizol seviyelerinde artis ve yasama
oranlarinda azalma gozlemlenmistir. Sonuclar degerlendirildiginde, vitamin E

eksikliginin strese kars1 savunmada sorunlar olusturdugu rapor edilmistir.

Okside balik yagi ile kaplanan yemlerle beslenen atlantik salmonlarinin (Salmo salar)
yem alimi ve lipit oksidasyonunun arastirildig1 bir ¢alismada, kontrol (TBARs: 34+£5),
orta diizeyde okside edilmis (TBARs: 61+4) ve yiiksek diizeyde okside edilmis
(TBARs:76+2) sekilde hazirlanan rasyonlarla bir ay boyunca beslenmislerdir. Kontrol
grubu holmiyum ile deney gruplart ise evropiyum ile markalanmiglardir. Baliklar
ylksek diizeyde okside edilmis yemler yerine kontrol grubu yemlerini ve orta diizeyde
okside edilmis yag ile hazirlanan yemleri tercih etmislerdir. Yagin oksidasyon miktari
yem alimlar1 arasinda farklilik olusturmustur. Deneme sonunda baliklarin kas,
karaciger, bagirsak dokularindan numune alinmistir. Plazma TBARs degerinin, kas ve
karacigerdeki TBARs degerinden 3-4 kat daha arttig1 goriilmiistiir. Dokulardaki peroksit
degeri, gruplar arasinda farklilik gostermemekle Dbirlikte genis varyasyon
gostermektedir. Okside olmus rasyonla beslenen gruplarin bagirsak dokularinda TBARs
ve peroksit degerlerinde artis goriilmiistiir. Gruplar arasinda E ve C vitamini seviyesi
bakimindan farklilik olmadigi gozlemlenmistir. Elde edilen verilere gore Atlantik
salmonlarinin okside edilmis yemlere ve aldehitlere karsi olduk¢a iyi savunma
gosterdikleri, bagirsaklarinda ki MDA ve TBARs degerleri ile sunulmustur (Hamre et
al. 2002).

Kalkan balig1, pisi balig1 ve ¢ipura baliklar iizerinde yapilan bir ¢alismada, gesitli
derecelerde okside edilmis balik yagina vitamin E katkisinin baliklarin antioksidan
savunma mekanizmasina etkileri arastirilmistir. Deneme boyunca baliklarda
beklenmeyen sekilde stres belirtileri ve yiiksek mortalite gézlemlenmistir. Cipura ve

kalkan baliklarinda yiiksek biiylime gozlemlenirken, pisi baliklar1 ¢ok diisiik biiylime
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gostermislerdir. Vitamin E takviyesi ¢ipuralarda biiytimeyi olumlu etkilerken, kalkan ve
pisi baliklarinda pek etkili olmamistir ancak vitamin E takviyesi biitiin tiirlerin yasama
oranlarinda olumlu etki gostermistir. Cipura ve kalkan baliklarinin karaciger
antioksidan enzim aktivitelerinde, artan okside edilmis yag ve azalan vitamin E
takviyesi ile arttig1 goriilmiis, pisi baliklarinin karaciger antioksidan enzim
aktivitelerinde ise digerlerinin aksine artis goriilmemistir. Kalkan baliklart ve
cipuralarda vitamin E takviyesi ile lipit peroksidasyonu iirlinlerinin azaldig
gbzlemlenmistir. Artan peroksidasyonun olusturdugu stresinin pisi baliklarinda kalkan
balig1 ve ¢ipuralara kiyasla diisiik biiylime ve yasama orani gostermistir (Tocher et al.

2002).

Okside balik yag1 iceren yemlerle beslenen jiivenil hibrit tilapialarin kullanildig1 bir
calismada, okside edilmis balik yaginin biiyiime, doku lipit peroksidasyonu ve karaciger
glutatyon seviyesi arastirilmistir. Jiivenil hibrit tilapialar 14 hafta boyunca %12 yag,
0’dan 300 IU vitamin E/kg’a kadar farkli oranlarda vitamin E iceren yemlerle
beslenmislerdir. Diyetsel lipit kaynag1 olarak 98 meq/kg peroksit degerine sahip olan
ringa balig1 yag1 ve soya yagi karigimi kullanilmigtir. Vitamin E konsantrasyonunu 0 ve
40 IU oldugu rasyonlarla beslenen gruplarda >80 IU olan gruplara nazaran daha diistik
bir biiylime gozlemlenmistir. Yem degerlendirme katsayisi ve protein etkin kullanimi
biiylime performansi ile ayn1 trendi izlemistir. 0 ve 40 IU vitamin E iceren rasyonlarla
beslenen gruplarin kas ve karacigerde absorbe edilen lipit peroksidasyonu yiiksek
oranda vitamin E igeren (>80 IU) gruplardan olduk¢a fazla oldugu kaydedilmistir.
Vitamin E miktarinin artmasiyla doku vitamin E igerigi ve karaciger glutatyon
seviyesinin arttig1 goriilmiistiir. Hibrit tilpialarda vitamin E ihtiyacinin 62.5 IU/kg
oldugu saptanmistir (Huang and Huang. 2004).

Fontagné et al. (2006) yilinda yaptiklar1 bir galismada, Sibirya mersin baliklarinin erken
gelisim evresinde okside edilmis balik yagi ve vitamin A kullaniminin etkilerini
arastirmislardir. 245 meq/kg peroksidasyon seviyesine sahip olan kapelin balig1 yagina
0,40 ve 80 g/kg kazein bazl, 22,5 ve 772,5 IU/kg vitamin A eklenerek deneme

rasyonlar1 hazirlanmistir. Diisiik vitamin A igerigi ve okside edilmis yag iceren yemle
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beslenen larvalarin yagsama orani ve biiyiimelerinde énemli 6l¢lide diisiis goriilmiistiir.
80 g/kg okside lipit iceren rasyonla beslenen grupta %25 oraninda larval deformasyon
gozlemlenirken bu deformasyona yiiksek A vitamini takviyesinin yapildig1 gruplarda
rastlanmamistir. Taze balik yagina yiiksek oranda vitamin A takviyesi, okside balik
yagina yapilan disiik A vitaminine nazaran daha olumsuz etki yaptig1 goriilmiistiir.
Yiiksek A vitamini iceren yemlerde 6.7 pg/g, diisiikk A vitamini iceren yemlerde ise 0,05
ng/g A vitaminin bir bilesigi olan retinil palmitate rastlanmistir. Larvalardaki retinol
bilesenleri diyetsel vitamin A’nin miktar ile etkilenmistir. Larvalarin viicudunda ki
retinoid seviyesinin diyetsel okside yag ile modifiye edildigi goriilmiistiir. Lipit
peroksidasyonunun indikatorii olan 8-isoprostan, 80 g/kg okside yag iceren diyette
yiiksek oldugu, SOD, CAT, GPx seviyesi Olgiilerek belirlenmistir. Okside yagla
beslenen Sibirya mersin baligi larvalarinda ki artan stres, diisiik biiylime ve yasama

orani ve olusumda deformasyona sebep olabilecegi rapor edilmistir.

Atlantik tiitiin baliklarinin jiivenil dénemlerinde deniz balig1 yaginin iskelet gelisimine
etkisini ve vitamin E’nin antioksidan mekanizmasina ve kemik sagligina etkisini
aragtiran bir ¢aligma yapilmistir. Jiivenil tiitiin baliklar1 (4,5+0,1 g) peroksit degerleri
0.6, 7.5, 15 meq/kg olan yaglarla ve 0-300 IU/kg a-tokoferol katkisinin yapilmasiyla
hazirlanan alti farkli rasyonla 14 hafta boyunca beslenmislerdir. Deneme boyunca
diyetsel uygulama yapilan baliklar arasinda biiylime ve yasama oranlarinda, HSI ve
hematokrit degerlerinde degisiklikler gézlemlenmemistir. Yiiksek oksidasyona sahip
olan ve o-tokoferol takviyesinin yapilmadigi rasyonla beslenen baliklarin
karacigerlerinde oksidatif stresin indikatorii olarak MDA degerinde artis goriilmiistiir.
Vitamin E takviyesinin yapilmadigi rasyonla beslenen baliklarin kas ve karacigerlerinde
a-tokoferol miktari olduk¢a diisikk ¢ikmistir. Serum ve kemikteki ALP degerinde
vitamin E takviyesinin yapilmasiyla artis goriilmiistiir. Okside lipitler ve vitamin E
eksikligi karacigerde ki doymus yag asitlerini artirmig, doymamis yag asitlerini ise
belirgin olglide azaltmistir. Vitamin E takviyesinin olmadigi rasyonlarla beslenen
baliklarin karaciger lipitleri, 22:6n-3, 22:5n-3 ve n-3 yag asitleri diisikk bir oran
sergilemiglerdir. Okside balik yag1 miktarinin artmasiyla baliklarin iskeletinde skolyosis

olusumu ve ayrica lordosis gézlemlenmistir (Lewis-McCrea and Lall 2007).
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Zhong et al. (2008) diyetsel okside balik yaginin ve E vitamini takviyesinin jiivenil
Atlantik kod baliklarinin (Gadus morhua) , biiyiime, kan parametreleri ve viicut
kompozisyonlar1 lizerine etkilerinin aragtirildigt 9 haftalik bir ¢alisma yapmuslardir.
Taze ve okside balik yagi ile ve vitamin E takviyesinin yapildig1 ve yapilmadig: sekilde
hazirlanan dort izonitrojen yemlerle besleme yapilmistir. Okside edilmis balik yaginin
peroksit degeri 94 meq/kg olarak dlglilmiistiir. Okside balik yagi kullanimi esnasinda
baliklar arasinda biliylime performansi, yem degerlendirme ve yem alimi agisindan
onemli diizeyde (p>0,05) bir farklilik goriilmemistir. Uygulamalar arasinda HSI, VSI ve
hematokrit agisindan 6nemli bir farklilik (p>0,05) goriilmemistir. Taze balik yagi ile
beslenen baliklarla kiyaslandiginda, vitamin E katkisinin yapilmadig okside balik yagi
ile beslenen baliklarin EOF degerlerinde hemolize karsi hassasiyet gdézlemlenirken,
vitamin E takviyesinin yapilmasiyla hemolizde diisiis goriilmistiir. Diyetsel
uygulamalar baliklarin proximate bilesenlerini ve karaciger yag asidi profilini
etkilemistir. Taze balik yag1 ile beslenen baliklarin kas ve karaciger dokularinda okside
balik yagina oranlar daha fazla Coklu doymamis yag asitlerine (PUFA) rastlanmustir.
Sonuglar incelendiginde, diyetsel okside yagin Atlantik kod baliklarinin beslenmesinde
kullanilmas1 bazi dokularda olumsuz etkiler olusturdugu, yeterli miktarda yapilan

vitamin E takviyesinin bu durumda diizeltmeye gittigi goriilmiistiir.

Okside balik yagi ve taze balik yagi kullanilarak hazirlanan rasyonlarla beslenen
Karadeniz ¢ipuralarmin (Acanthopagrus schlegeli) rasyonlarina katilan vitamin E
takviyesinin baliklarin  biliylime, lipit peroksidasyonu ve dokudaki yag asidi
kompozisyonuna etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, baliklar vitamin E takviyesinin
yapilmadigr ve 150, 250, 450 ve 800 mg/kg vitamin E takviyesinin yapildig1 6 farkh
rasyonla 9 hafta boyunca giinde iki kere olmak {izere beslenmislerdir. Deneme sonunda
okside yap ile beslenen baliklarin agirlik kazanimi ve yasama oranlar1 belirgin sekilde
azalirken, HSI degerleri yiiksek ¢ikmistir. Rasyonlara yapilan vitamin E takviyesinin
biliylimeyi gelistirdigi ve karacigerdeki vitamin E bilesenlerini artirdigi goriilmiistiir.
Okside yagin kullanimiyla karacigerde artan TBARs ve DHA 6nemli dlglide arttigi,
vitamin E takviyesiyle artan bu degerde azalmalarin oldugu goriilmiistiir. Sonuglar

degerlendirildiginde, baliklarin en 1iyi biiyiime performansini ve en diisiik lipit
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peroksidasyon degerlerini >150 mg/kg a-tokoferol takviyesinin oldugu rapor edilmistir

(Peng et al. 2009).

Kanal kedi baliklarinin biiylime performansi, karaciger E vitamini igerigi, doku icerigi
ve yag asidi kompozisyonu iizerine balik yagi ve E vitamini takviyesinin aragtirildigi bir
calismada, baliklar %42 protein iceren ve 3800 kcal DE/kg enerjiye sahip olan temel
yemlere %6, %10 ve %14 oraninda balik yagi ve 50, 100 ve 200 mg vitamin E
takviyesinin yapildig1r rasyonlarla giinde iki kere olmak {lizere 12 hafta boyunca
beslenmislerdir. Rasyonlar arasinda agirlik kazanimi, yem alimi1 ve yemden yararlanma
oranlar1 bakimindan vitamin E takviyesi ve yag oranlart ile ilgili bir fark bulunmamaistir.
12 haftalik denemenin sonunda %14 balik yagi kullanilarak hazirlanan rasyonlarla
beslenen baliklarin yagama oranlarinda diger gruplara nazaran diisme goriilmiistiir. Tim
viicut nem igerigi %14 yag iceren gruplarda %10 yag iceren gruba gore belirgin bir
diisiis gozlenirken, tiim viicut yag oraninda artig goriilmiistiir. Karaciger lipit igerigi
balik yagi kullanim1 ve vitamin E takviyesi ile etkilenmemistir. Artan balik yagi
kullanim1 ile HSI degerinde ciddi bir diisiis yasanmistir ancak bu oran vitamin E
takviyesinden etkilenmemistir. Karaciger vitamin E igerigi vitamin E takviyesinin
artmasiyla artig gostermis ancak balik yaginin artan degerleri ile diisiis egiliminde
olmustur. Tiim viicut iizerine yapilan ¢alismalarda artan diyetsel yag ile doymus yag
asitlerinin arttigi, MUFA miktarmin diistiigii gozlemlenmistir. Dokudaki total n-3 ve n-
3 HUFA degeri artan diyetsel yag miktar ile artmis ancak karaciger stoklarinin bu yag
asitlerinden yiiksek ¢iktig1 rapor edilmistir (Lim et al. 2010).

Dong et al. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, okside balik yagmin kanal kedi
baliklarmin (Ictalurus punctatus) biiyiime ve sitolojik parametreleri iizerine etkisi
arastirilmistir. 86 giin siiren ¢alismada baliklar 0, 30, 60, 90 g/kg oksidasyon seviyesine
sahip 4 farkli yemlerle beslenmislerdir. Sonuglar degerlendirildiginde SGR orani artan
oksidasyon seviyesi ile birlikte diismiistiir. Bobrek ve karaciger dokular1 incelendiginde
farklir oksidasyon seviyelerinde ki her dozda hiicresel degisimler oldugu goriilmiistiir.
Biitlin gruplarin hepatosit hiicrelerinde yag damlaciklarinin emiliminde artig gortilmiis

ve lokalizasyonu agisindan belirgin farkliliklar goriilmiistiir. Tiim sonuglar goz oniinde
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bulunduruldugunda bir dizi nutrifizyolojik yanitlar gostermistir ki okside edilmis balik

yaginin kullanimi kanal kedi baliklar1 agisindan olumsuz etkiler ortaya ¢ikarmistir.

Japon deniz levrekleri (Lateolabrax japonicas) iizerinde yapilan 60 giinliik besleme
calismasinda okside edilmis balik yagi1 ve balik yagina ek olarak farkli oranlarda ikame
edecek sekilde palmiye yagi, biiylime performansi, hematoloji ve immiin sistemlerinin
arastirilmasi agisindan kullanilmistir. Denemede baslangic agirliklar: ~1,73+0,01 g olan
levrek yavrular1 deneme boyunca 100g/kg diyetsel yag iceren farkli oranlarda palmiye
yagi1 (10P), taze balik yagi (10F), 6:4 (6F4P), 4:6 (4F6P), okside balik yagi (100F), 6:4
(60F4P), 4:6 (40F6P) iceren rasyonlarla beslenmislerdir. Besleme denemesi sonunda
elde edilen sonuglara gore yasama orani, FCR, kondiisyon faktorii ve hematokrit
degerleri agisindan herhangi bir farklilik bulunmamigstir. 6F4P oraninda taze balik yag:
ve palmiye yagi igeren rasyonla beslenen grupta en yiiksek SGR ve hematokrit degerleri

elde edilmistir (Han et al. 2012).

Yesil yilanbas baligt yavrularimin (Channa punctatus) bilylimesinin, yemden
yararlanmasinin, biyokimyasal kompozisyonunun ve hematolojik statiisliniin
maksimizasyonu i¢in gerek duyulan diyetsel vitamin E miktarinin arastirildigi bir
calisma yapilmistir. 12 hafta siliren ¢alismada baliklar farkli diizeylerde vitamin E iceren
(Eo, E20, E40, Es0, E100, E140, E1s0, E220, E260) 9 jelatin bazli izonitrojenik (450g/kg ham
proteinli) ve izoenerjitik (17,97 kj/g briit enerji) igeren yemlerle beslenmislerdir.
Deneme sonunda gruplarin biiylime, beslenme ve hematolojik parametreleri
incelenmistir. Karaciger lipit peroksidasyonu belirteci olan TBARs degeri de meydana
gelen oksidasyonun belirlenmesi i¢in dlgiilmiistiir. Gruplar arasinda en yliksek agirlik
kazanimi (AWG g/balik, 55), en iyi yem doniistiirme oran1 (FCR,1.32), protein baglama
etkinligi (PRE, %40) ve enerji baglama etkinligi (ERE, %76) 140 mg/kg vitamin E
iceren rasyonla beslenen grupta elde edilmistir. TBARS konsantrasyonu, hematokrit
degeri ve hemoglobin degeri E¢-E 4 arasinda ki konsantrasyonlarda istikrarli bir tutum
sergilerken, Ejo-E»¢p arasinda ki konsantrasyonlarda ise ters bir trend izledigi
kaydedilmistir. Yapilan AWG, FCR, PRE, ERE, Hb ve Hct analizlerinin timi ortak
degerlendirildiginde yesil yilanbas baliklarinin beslenmesinde 140-169 mg/kg vitamin E
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kullanilmasimin balik performansi agisindan uygun oldugu sonucuna varilmistir (Nasr-

Allah et al. 2012).

Arslan vd (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada yaklasik 1 g agirliginda ki kahverengi alabalik
yavrular1 kapali devre su sisteminde +13+0,2°C’de 6 hafta boyunca kazein-jelatin
tabanli olarak hazirlanan yemlerle beslenmislerdir. Yemlerde ana yag kaynagi olarak
ringa balig1 yagi kullanilmis (MO) ve balik yag: ile hazirlanan rasyonlara ek olarak
findik yag1 (FO), soyatketen tohumu yagi (LO+SO) karisimi ve soya lesitini (LE) ile
hazirlanan rasyonlar kullanilmigtir. Deneme sonunda yapilan degerlendirmelerde
LO+SO yemi ile beslenen grupta diger gruplara nazaran onemli derecede yiiksek
biiylime performans: gostermislerdir (p<0,05). Gruplar arasinda en diigiik biiylime
findik yag1 (HO) ile hazirlanan rasyonla beslenen gruplarda goriilmiistiir. Baliklarda
yapilan tiim viicut toplam yaglarin nétral ve polar lipit fraksiyonlarinin yag asidi
icerikleri beslendikleri yagin oOzelliklerini yansitmistir. Iceriginde yiiksek oranda
linolenik asit (18:3n-3, LNA) bulunduran LO+SO rasyonu ile beslenen baliklarin
viicutlarinda dokozahekzaenoik asit (22:6n-3, DHA) miktarinda artis gézlemlenmistir.
Yine ayni sekilden yiiksek arasidonik asit (20:4n-6, ARA) icerigi, 18:2n-6 (linolenik
asit, LA) bakiminda zengin olan soya lesitini (LE) diyeti ile beslenen baliklarda
gorlilmiistiir.  Calismanin  verileri  degerlendirildiginde, kahverengi alabaliklar
yemlerdeki yaglar1 kaynaklarina bagl olarak LA ve LNA’in sirasiyla ARA ve DHA’e
doniistiiriilebildigi rapor edilmistir. Ayrica findik yag: ile hazirlanan rasyonla beslenen
baliklarda goriilen diisiik bliylimenin esansiyel yag asidi eksikliginden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Alternatif bitkisel yag kaynaklarinin Sargoz (Diplodus sargus) yavrularinin biiylimesi ve
viicut kimyasal kompozisyonuna etkisinin aragtirildigi bir ¢alismada, Rasyonlar balik
yaglt (BY), soya yagi (SY), kanola yag (KY) ve findik yag (FY) kullanilarak,
izonitrojenik (%38) ve izolipidik (%16) olacak sekilde 4 farkli sekilde hazirlanmistir.
Baslangi¢ agirligi ~6 g olan 30 adet balik alinarak 3 tekerriirlii sekilde 8 hafta boyunca
beslenmislerdir. Deneme sonunda baliklarin agirlik kazanimlart (WG) ve spesifik

bliylime oranlari (SGR) gruplar arasinda 6nemli Olglide fark arz etmistir (p<0,05).
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Findik yag1 ve kanola yagi ile hazirlanan rasyonlarla beslenen gruplar diger gruplara
nazaran daha 1iyi bir biiyiime sergilemislerdir. Yemden yararlanma oranlari
incelendiginde kanola yagi ile beslenen baliklar digerlerinden daha iyi bir ilerleyis kat
etmiglerdir. Protein (PER) ve yagdan (LER) yararlanma oranlari incelendiginde ise
balik yag1 ve kanola yagi ile beslenen baliklarin daha iyi bir oran elde ettikleri
kaydedilmistir. Kullanilan yag kaynagi baliklarin tiim viicut kompozisyonu ve
hepatosomatik indeks (HSI) iizerinde etkili olmustur. Soya yagi ve balik yagi ile
beslenen gruplarda tiim viicut lipit icerigi balik yagi grubundan daha yiiksek ¢ikmustir.
Calisma sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde soya yagi, kanola yag1 ve
balik yagmin Sargoz yemlerinde bilylime ve yem degerlendirme oran1 (FCR) agisindan
herhangi bir olumsuz etki yaratmadan kullanilabilecegi rapor edilmistir (Tagbozan vd

2015).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirma yeri

Bu arastirma Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Akvaryum Baliklar1 Arastirma

ve Uygulama Merkezinde ger¢eklestirilmistir.

3.1.2. Yan kapal yetistiricilik sistemi ve su

Aragtirmada Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Akvaryum Baliklar1 Uygulama
ve Arastirma Merkezindeki yar1 kapali devre yetistiricilik sistemi kullanilmistir.
Denemede 21 adet 35 L’lik akvaryumlar kullanilmistir (Sekil 3.1). Yetistiricilik sistemi
oksijen jeneratorii, biyolojik ve mekanik filtreler ile donatilmistir (Sekil 3.2). Calisma

boyunca sistemin ortalama su sicakligi 13£1°C olarak dl¢tilmiistiir.
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Sekil 3.2 Oksijen jeneratorii, biyolojik ve mekanik filtreler
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3.1.3. Balik materyali

Arastirmada Atatiirk Universitesi I¢ Su Baliklar1 Uygulama ve Arastirma Merkezinden
temin edilen baslangic agirliklart ~1,1 g olan gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) yavrulari kullanilmistir (Sekil 3.3). Yetistiricilik sistemine nakledilen yavrular 3
giin boyunca ticari yem ile beslenip adaptasyon stirelerini tamamladiktan sonra deneme

caligmasi baslatilmistir.

Sekil 3.3. Denemede kullanilmak igin segilen gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) yavrulari

3.1.4. Yem materyali

Baliklarin deneme boyunca beslenmesinde kullanilacak yemler besin ihtiyaclarina gore
izo-nitrojenik ve izo-lipidik (~%48 protein, %20 yag) olarak formiile edilmis olup,
laboratuvar ortaminda hazirlanmistir. Yem formiilasyonu Cizelge 3.1‘de verilmistir.
Yemlere Cizelge 3.2°de verilen oranlarda oksitlenmis balik yagi1 (peroksit degeri 135,5
meq/kg) ve balik yagina ek olarak degisik oranlarda findik yagi ilave edilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan yemin formiilasyonu (%)

BY FY OFY FY1 FY2 OFY1 OFY2

Balik Unu 14,58 14,58 14,58 14,58 14,58 14,58 14,58
Tavuk Unu 34,03 34,03 34,03 34,03 34,03 34,03 34,03
Soya Proteini 12,26 12,26 12,26 12,26 12,26 12,26 12,26
Kan Unu 3,65 3,65 3,65 3,65 3,65 3,65 3,65

Pre-Jelatinize Nisasta 17,60 17,60 17,60 17,60 17,60 17,60 17,60

Karboksimetil Seliiloz 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10

Vitamin Karisimi1 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Mineral Karigimi 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Taze Balik Yagi 15,78 0,00 0,00 9,47 6,312 0,00 0,00
Findik Yagi 0,00 15,78 0,00 6,312 947 6,312 947
Okside Balik Yagi 0,00 0,00 1578 0,00 0,00 947 6,312
Kolin CI 0,30 0,30 0,30 030 030 0,30 0,30
Lisin 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Metiyonin 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Kromik oksit 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Proksimet kompozisyon

Protein 47,8 48,2 483 475 473 475 47,6
Yag 2000 199 196 19,5 19,6 20,0 20,2
Kiil 10,3 10,9 104 11,2 10,2 11,3 11,0

Nem 6,9 5,5 5,2 6,9 6,9 6,1 6,8
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Cizelge 3.2. Deneysel yemlerde kullanilan yaglara bagli olarak peroksit degeri ve E
vitamini igerigindeki degisim

Yem Yag kaynag Yagin Yemin E
peroksit vitamini
degeri icerigi

(meq/kg) (ng/g)

FY %100 findik yag1 3.4 19,9
BY %100 taze balik yagi 5,5 6,1
FY1 %60 taze balik yag1 + %40 findik yagi 5,2 9,9
FY2 %40 taze balik yag1 + %60 findik yagi 3,6 15,5
OBY %100 okside balik yagi 135,5 2,2
OFY1 %60 okside balik yag1 + %40 findik yag1 92,7 8,8
OFY2 %40 okside balik yagi + %60 findik yagi 61,1 12,7

Yem hammaddeleri mikser ile homojen olmasina 6zen gosterilerek karistirilmistir.
Cevresel faktorlerden etkilenebilecek malzemeler ve su en son katilarak peletlenebilir
kivama getirilmistir (Sekil 3.4). Peletlenen yemler etiivde 35°C’de 48 saat kurutularak 2
mm, 1 mm, 800um, 500pum, 300 um, 125 um eleklerden gegirilerek (Sekil 3.5)
baliklarin agiz agikliklarina gore fraksiyonlanmistir. Fraksiyonlanan yemler, boyutlarina
gore hava ge¢irmez kutulara konulup -20°C’de 151k almayacak sekilde stoklanistir.

Baliklar hazirlanan bu yemle 9 hafta boyunca beslenmistir.
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Sekil 3.5. Baliklarin agiz agikligina gore fraksiyonlanmis yemler
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3.2. Yontem

3.2.1. Balik yaginin sicaklik ve hareketli havalandirma yardimiyla okside edilmesi

Yem yapiminda kullanilan taze balik yagi (5,5 meq/kg) 70°C’de 12 saat boyunca
hareketli hava akimina maruz birakilarak okside edilmistir (Sekil 3.6). 3 saat araliklarla
balik yaginin oksidasyon diizeyi Ol¢iilmiis ve 12 saatin sonunda istenilen peroksit

degerine (135,5 meq/kg) ulasilinca 1sitma ve havalandirma durdurulmustur (Sekil 3.7).

Sekil 3.6. Balik yaginin sicaklik ve havalandirma vasitasiyla okside edilme diizenegi

ke \ -"'"-'-—-d
w B — A o

Sekil 3.7. Okside edilmemis taze balik yagi (BY 5,5 meq/kg) ve okside edilmis balik
yagi (OBY 135,5 meq/kg)
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3.2.2. Deneme diizeni

Deneme oksitlenmis balik yagi kullaniminin ve vitamin E bakimindan zengin olan
findik yagmin koruyucu etkisinin test edilmesi amaciyla 3 tekerriirlii olarak yapilmigtir
(Cizelge 3.3). Atatiirk Universitesi i¢ Su Baliklar1 Uygulama ve Arastirma Merkezinden
temin edilen ~1,1 g’lik gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) yavrulari 3 giin
boyunca ticari yem ile beslenip ortam kosullarina adapte edildikten sonra 9 hafta

boyunca hazirlanan rasyonlarla beslenmistir.

Cizelge 3.3. Deneme diizeni

TK1 [TK2 |TK3 TK4 [TKS [TKé6 [TK7 |TK8 |TK9 [TK10TK11 TK12
YEM BY [FY OBY [FYl |FY2 |[OFYl [OFY2 BY |FY OBY [FY1 [FY2
TK13 [TK14 |[TK15TK16 TK17 [TK18 [TK19 |[TK20 TK21
YEM (OFY1 OFY2 BY |FY |OBY [FYl |FY2 |OFYl |OFY2

9 haftalik besleme ¢alismasi boyunca her 15 gilinde bir biomas Ol¢limi

gergeklestirilmistir.

3.2.3. Yemleme ve tanklarin temizligi

Baliklar adaptasyon siireleri tamamlanana kadar 3 giin siire ile ticari yem ile beslenip
deney baglatilmistir. Calismanin baslamasindan itibaren agirliklarinin %5°1 kadar yem,
her 3 giinde bir hesaplanarak tartilmis ve 3 giin igerisinde tiiketilecek sekilde verilmistir
(Sekil 3.8). Yemleme yapilirken tanklara verilen yemleri her balik alacak sekilde yavas
yavas ve azar azar verilerek yemin tiiketip tliketilmedigi dikkatlice gozlemlenmistir.

Yemleme giinde 3 sefer olmak iizere 09.00, 13.00 ve 17.30 saatlerinde yapilmstir.



(O8]
S

|
|i||

...
=

\

|

\
t

'

Sekil 3.8. 3 giinliik hesaplanan yemlerin tartimi

Tanklar her sabah sifonlanmuis, tanklarin su ¢ikis filtreleri haftada 3 kere temizlenmis,
sistemin genel filtreleri glinde bir kere temizlenmistir. Ayrica her 15 giinde bir biomas

esnasinda tanklarin i¢leri tamamen temizlenmistir.

3.2.4. Orneklerin alinmasi ve muhafazasi

Calisma sonunda baliklar sudan ¢ikarilarak son biomas Sl¢iimleri yapilip sivi azotta -
273°C’de sogutularak soklanmis (Sekil 3.9) ve daha sonra analizlerde kullanilincaya
kadar -80°C’de hava ve 151k almayacak sekilde saklanmustir.
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Sekil 3.9. Orneklemesi yapilacak baliklarm sivi azot ile dondurulmasi

3.2.5. Biiyiime parametrelerinin hesaplanmasi

Calsmanin biliylime parametrelerinin hesaplanmasi Arslan et al. (2012)’ye gore

yapilmistir.

A. Agirhik Kazanci: ([Son Agirlik — Baglangig Agirligi | * 100) / Baslangic Agirhigi

B. Spesifik Biiyiime Oram: ([loge(son agirlik)-loge (baslangic agirligi)]
100)/denemede gecen giin sayisi)

C. Oliim Oram:: 100-((Deneme basindaki balik sayisi)-(Deneme sonundaki balik
say1s1))*100/(Deneme basindaki balik sayisi)

3.2.6. Kimyasal analizler

3.2.6.a. Yaglarin peroksit degerinin belirlenmesi

Yem yapiminda kullanilacak olan yaglarin peroksit degerinin hesaplanmasi iglemi
“AOCS” metoduna gore yapilmistir. ~ 5 g yag Ornegi vida kapakli 250 ml’lik
erlenmayer flask icerisine tartilir. Uzerine 30 ml asetik asit-kloroform (CH;COOH-
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CHCIs) eklenerek yag tamamen c¢oziilene kadar helozonik sekilde c¢alkalanir. Yag
tamamen c¢oziildiikten sonra {izerine 0,5 ml doymus potasyum iyodiir (KI) ¢ozeltisi
eklenip, agz1 kapatildiktan sonra 1 dk siire ile ¢alkalanir. Siirenin sonunda 30 ml saf su
hizlica flask igerisine aktarilarak agzi kapatilir ve kloroform tabakasi olusuncaya kadar
kuvvetlice calkalanir. Bir biiret 0,1 N sodyum tiyosiilfat (Na,S,03) ile doldurulur. Flask
icerisindeki koyu turuncu renkli ¢ozelti renk berraklasip agik amber rengine ulasana
kadar bu soliisyon ile titre edilir. Eger renk titrasyondan once acik amber renginde ise
titrasyon yapilmaz. Cozelti igerisine indikatdr olarak 1 ml nisasta ¢ozeltisi eklenir.
Indikatér eklenildigi zaman renk mavimsi-gri hal alacaktir. Daha sonra renk agilip siit
goriiniimii elde edilinceye kadar yavasca sodyum tiyosiilfat ile titre edilir. Siit goriiniimii
elde eilince titrasyon sonlandirilir ve harcanan miktar kaydedilir. Sahit numune i¢in yag

harig tiim basamaklar gerceklestirilip harcanan ¢6zelti miktar1 kaydedilir.

. . . (S-B)x Na25203 x 1000
Peroksit Degeri =

Ornek Agurligy

Veya

Peroksit Degeri = (§ — B)x Na25203 x 200 formiiliinden hesaplama yapilabilir.

S: Ornegin titrasyonunda harcanan tiyosiilfat miktar

B: Sahit numunenin titrasyonunda harcanan tiyosiilfat miktar1

Asetik asit — Kloroform ¢ozeltisi;

480 ml Asetik asit 320 ml Kloroform ile karistirilir. Cozelti homojen sekilde karisana

kadar manyetik karistiricida bir bar yardimiyla karigtirilir.
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Doymus KI cozeltisi;

Kaynatilip sogutulan saf su igerisinde ¢dziinemeyen potasyum iyodiir parcalar1 kalana
kadar potasyum iyodiir eklenmesi ile hazirlanir. Hava ve 1s1k almayacak sekilde

saklanir.

3.2.6.b. Orneklerden alinan yagin ekstrakte edilmesi

Numunelerden toplam yag ekstrakte edilmesi islemi Folch et al. (1957) metoduna gore
yapilmistir. Coziicli olarak kullanilan metanol ve kloroform ile lipitler ekstrakte
edildikten sonra azot gazi1 altinda ¢oOziiciiler ugurularak toplam yag orani tespit
edilmistir. Toplam yag orani belirlendikten sonra, Metcalfe and Schmitc (1961)’e gore
metil esterleri (FAME) hazirlanip viallere aktarilmistir. Hazirlanan vialler gaz
kromatografisinden (GC; Marka: Agilent, Model:6890) (Sekil 3.10) gegirilerek yag

asitleri analiz edilmistir.

-

Sekil 3.10. Gaz kromatogrofi cihaz1 (Agilent 6980 Mass Gaz Kromatografisi (GC/MS))
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3.2.6.c. Orneklerden ekstrakte edilen yagin miktarimn belirlenmesi

Calismadan elde edilen numunelerin yag ekstraksiyon islemi Atatiitk Universitesi Su
Uriinleri Fakiiltesi Arastirma Laboratuvari’nda yapilnigtir. Numunelerden toplam yag
ekstrakte etmek amaciyla ~1 gr agirligindaki numuneler 70 ml’lik cam tiiplere
aktarilmis ve {izerlerine 20 ml %0,01 (w/v) butylated hydroxytoluen iceren
kloroform/methanol (2:1 v/v) karisimindan eklenerek 1 dakika siire ile ultratoraks ile
parcalanmistir (Sekil 3.11). Parcalama isleminden sonra vakum pompasi vasitasiyla
Whatman No:1 filtre kagidi kullanilarak siiziilmiistiir. Siizilen numuneler temiz ve kuru
olan ayr1 cam tiiplere aktarilarak numunelerin %2’si kadar MgCl,6H,O (her 20 ml
cozelti icin 4 ml) eklenmistir. Tiiplere 1 dk nitrojen doldurulup agz1 hava kagirmayacak
sekilde sikica kapatildiktan sonra 1 dk siireyle vortekslenerek oda sicakliginda ve 151k

almayan ortamda bir giin siireyle faz olusumu i¢in saklanmustir.

24 saatlik siirenin sonunda olusan alt faz pastor pipeti ile temiz ve kuru tiipe
aktarilmistir. Iclerine bir miktar kloroform eklenen tiipler azot evaparotdr sistemine
yerlestirilerek 1sitmaya ve azot gazina tabi tutulmustur (Sekil 3.12). Kloroform ve
coziiciilerin bir miktar ugurulmasindan sonra kalan numuneler daralar1 alinip kaydedilen
10 ml’lik cam deney tiiplerine aktarilip evaporasyona devam edilmistir. Coziiciilerin
tamamen uc¢masinin ardindan belirli araliklarla tlipler tartilarak kaydedilmistir.
Agirliklar sabitleninceye kadar tartimlar devam ettirilerek tiiplerdeki yag miktarlar
gravimetrik metotla hesaplanmigtir. Cam tiiplere bir miktar kloroform eklenip iclerine
azot gazi doldurularak kapaklart sikica kapatilmig ve -20°C’ye kaldirilmistir (Folch et
al. 1957).
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Sekil 3.12. Numunelerin evaparatorde azot gazi ve 1s1 ile toplam yaginin elde edilmesi
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Lipit Ekstraksiyonunda Kullamlacak Cozeltinin Hazirlamsi: 2:1 oraninda
kloroform-metanol karisimi hazirlanarak ¢ozeltinin her bir litresi i¢in 0,25 gr BHT

(butylated hydroxytoluen) eklenmistir.

3.2.6.d. Yag asidi metil esterlerinin (FAME) hazirlanmasi

Numunelerden saf olarak elde edilmis olan yaglarin bulundugu cam deney tiiplerine 2
M NaOH ¢ozeltisinden 1,5 ml eklenip azot altinda kapaklari sikica kapatilmistir.
Tiiplerin iglerine nitrojen gazi doldurulduktan sonra kapaklar1 sikica kapatilip, 80°C
isitilmis olan etiivde (Binder FD 53) 1 saat siire ile tutularak igerisindeki yaglarin
sabunlagsmas1 saglanmistir. 1 saatlik siirenin sonunda oda sicaklifinda sogutulan
orneklere %14°lik BF; (Borontriflouride methanol)’den 2 ml eklenip tekrar nitrojen
gaz1 doldurulup 80°C’de yarim saat daha bekletilmistir. Siirenin sonunda drnekler tekrar
oda sicakligina alinarak sogumaya birakilmistir. Soguyan Orneklerin iizerine 1 ml
hekzan eklenerek vorteklenmistir. Daha sonra tiiplere 1 ml ultra saf su eklenmis ve
tekrar vortekslenmistir. Son olarak bir kere daha tiiplere hekzan eklenerek iistte olusan
faz pastor pipetiyle alinarak icerisinde sodyum siilfat (Na;SOg) bulunan yeni cam deney
tiplerine aktarilmistir. Toplanan hekzan tabakasi 2 ml’lik GC viallerine aktarilip
nitrojen gazi ile doldurularak kapaklari kapatilmistir (Metcalfe and Schmitz 1961).
Hazirlanan vialler yag asitlerinin tespit edilmesi i¢in gaz kromatografi (GC) cihazina

yerlestirilmistir (Sekil 3.10).

3.2.6.e. Yag asitlerinin tayini

Hazirlanan numuneler 100°li  otomatik o6rnek tablasina yerlestirilerek gaz
kromatografisinde (GC/MS) yiiriitilmistiir. Supelco Compenent FAME Mix
standartinin yiiriitiildiigli sistemde pikler ¢ikis zamanlarina gore yag asitleri ile
eslestirilerek kalibre edilmis ve kroatogramlarda % alan olarak gdsterilen degerler sonug

olarak alinmistir.
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A. Gaz kromatografisi kosullari

Cihaz: Agilent 6980 Mass Gaz Kromatografisi (GC/MS) 23
Dedektor: FID

Kolon: DB-23 (60mx0,25mmx0,25 pm)

Dedektor Sicakligi: 200°C

Kolon Sicakligi: 165°C’del5 dk bekletilir, dakikada 5°C artigla 200°C 47 dk bekletilir.
Tas1yict Gaz: Hidrojen (5psi)

Zaman Sabiti: 200

Akis Hizi: 1/50 (azot/kuru hava)

Hava Basinci: 350 ml/dk

Tas1yict Gaz Basinct: 35 ml/dk

3.2.6.f. Ham protein miktarinin belirlenmesi

Ham protein miktarmin analiz edilmesinde Kjehdahl yontemi kullanilmistir. Bu yontem
ile protein yapisinda olmayan N miktar1 da belirlenmektedir. Bu nedenle, protein
fraksiyonu bazen tri-kloro asetik asit ile presipite ettirilir, siizliliir. Stvi kistmda protein
tabiatindaolmayan N miktar1 belirlenir ve deney sonucunda ham protein degerinden

¢ikarilir.

1.Bir parga adi filtre kagidinin 0,0001 g hassasiyet derecesine sahip olan tartida darasi
alarak tizerine lg kataliz karistmi (Kataliz karisgimi; 10:1 K2SO4:CuSO4; K2S04
kaynama noktasini yiikseltme ve oksidasyonu hizlandirma gorevi yapar, CuSO4 kataliz
olarak gorev tistlenir) ilave edilmistir.

2. Filtre kagid1 i¢indekilerle birlikte katlanarak 800 ml Kjehdahl balonuna aktarilmistir.

3. Balon igerisine;

a) 3-4 adet cam parcalar1 koyulmustur.
b) 25 ml konsantre siilfirik asit (H,SO4) eklenmistir. Analiz edilecek ornegin yag

iceriginin yliksek olmasi durumunda 10 ml daha fazla asit konulmas1 gerekebilir.
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4 Icerisine drnek ve asit konulan balon Kjehdahl iinitesinin yakma kismina yerlestirilir,
diisiik ateste yakma islemine baslanir. Daha sonra sicaklik kademeli olarak artirilarak
yakma iglemine devam edilir.

5. Yakma islemi ¢eker-baca altinda dikkatli bir sekilde yapilmalidir. Tiim 6rnegin esit
sekilde yanmasi i¢in belirli araliklarla eldiven takilarak balon ¢evrilmelidir.

6. Yakma islemi esnasinda balonun boyun kisminda veya yan kisimlarinda si¢rayan ve
yanmamis parcaciklar olugsmus ise, balon hafif soguyana kadar bekletilir ve dikkatlice
saf su ile yanmamis parcaciklarin balon igerisine dogru yikamasi yapilir.

7. Yakma islemine, balon igerigi berrak mavi-yesil (bakir siilfat rengi) olana kadar
devam edilir. Bu renge erisildikten son 30 dakika daha yakma islemi siirdiiriiliir. Yakma

isleminin sonucunda organik N, amonyum tuzuna ¢evrilir.
Organik N, 'S'_’ NH3 + H2SO4 Amonyum Tuzu

8. Yakma isleminin bitmesiyle ocak kapatilir ve balonlar tamamen soguyana kadar
beklenir.

9. Sogutulmus balona (eger balon igerigi kristalize hale gelmis ise hafifce 1sitilarak
erimesi saglanabilir) Kjeldahl tableti eklendikten sonra 400 ml saf su yavas yavas
eklenmelidir.

10. 75 ml doymus sodyum hidroksit (NaOH) Kjeldahl balonunun i¢ kenarindan ¢ok
yavag akacak sekilde dikkatlice aktarilir. Bu asamada c¢ok dikkatli olunmali, balon
calkalanmadan sabit tutulmali ve ¢Ozeltilerin hizlica karismamasina Gzen
gosterilmelidir.

11. Cozeltiler eklendikten sonra Kjeldahl balonu destilasyon iinitesine, kondensatoriin
ist kisminda cam ucunun gegirildigi lastik tipa ile sikica kapatilarak yerlestirilir ve iyice
calkalanarak karigimin homojen olmasi ve renk olusmasi saglanir.

12. 400-500 ml‘lik erlenmayer flask igerisine 50 ml %4’ liikk borik asit ve 1-2 damla
indikator (A) eklenir. Bu flask Kjeldahl iinitesinin destilasyon kismina kondenssatoriin
altina yerlestirilir. Kondensatoriin cam tiipliniin ucunun borik asit igerisine tamamen
dalmis olmasina dikkat edilir.

13. Sistem sogutucu suyu agilir.
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14. Sistem sicaklig1 kademeli olarak artirilarak destilat toplanmasi saglanir.

15. igerisinde borik asit bulunan flaskta toplam hacim 250 ml olacak sekilde, ~200 ml
kadar destilat toplanmalidir. Yakma islemi esnasinda olusturulan amonyum tuzu,
destilasyon sirasinda parcalanir ve NHs’a doniigiir. Olusan NH; gazi1 sogutucu sistemde

yogunlasarak s1vi hale doniisiir ve borik asit tarafindan tutulur.

NH;HSO4 + NaOH =y H,O + NHj;

NH3 + H3BO4 —— N+H4 + BOZ + Hzo

Igerisinde indikator bulunan borik asit pembe-kirmizi renkli iken, destilatin

toplanmasiyla yesilimsi bir renk alacaktir.

16. Destilatin toplandig1 erlenmayer flasi toplanir. Bunun yerine, icerisinde 400 ml saf
su bulunan yeni erlenmayer flaski takilir. Isiticilar kapatilarak vakum olugmasi saglanir.
Su kondensatoér kismindan emilerek Kjeldahl balonunun igerisine akar. Destilasyon
sisteminin bu sekilde temizligi yapilmais olur.

17. Toplanan yesil renkli destilat 0,1 N hidroklorik asit (HCI) ile gelik gri rengi elde
edilinceye kadar dikkatlice titre edilir ve harcanan HCIl miktar1 kaydedilir. Titrasyon
esnasinda pembe-kirmizi rengin elde edilmesi titrasyonun asir1 yapildiginin

gostergesidir.

NH;+ BO; + HC] ==y NH,+ CI'+ HBO,

18. Deneyde hesaplamalarin yapilmasi icin igerisinde doku ornegi hari¢ diger tiim
malzemeleri iceren bir numune daha yakilarak titre edilir. Elde edilen sonug¢ sahit
numune olarak kullanilir.

19. Total N orani formiilden hesaplanir.

__ (Ornek igin harcanan ml HCI-$ahit numune igin ml HC1)x0,014x(HCl'nin N)xF
Ornek agirhig

%N
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F= 0,1 N HCI’nin faktori
% Protein = %N x 6,2

Indikator A
0,25 g Metil kirmizisi
0,25 g Brom kresol yesili

250 ml etil alkol icerisinde eritilip karistirilir. Indikatdriin 1 ml si %4°liik 150 ml borik

asit i¢in yeterlidir.

Doymus NaOH (Cozelti B)
a) 1500 ml saf su
b) 1600 gr NaOH

NaOH azar azar 1500 ml saf su igerisine eklenir. Siirekli karistirilarak tim NaOH
coziinene kadar bu isleme devam edilir. Cozelti 1simacagindan dayanikli bir kap

igerisinde ¢ozdiirme yapilmali ve ¢éziinme tamamlaninca agzi kapatilmalidir.

0,1 N HCI Cozeltisi

%37°lik , d= 1,19 g/cm * olan HCl asitten 1 litre 0,1 N HCI ¢zeltisinin hazirlanmasi
N=M oldugundan litre. N=Mol sayis1

1 x 0,1 =0,1 mol HCI’ye ihtiya¢ duyulur.

-9
mol agiligt

Mol sayisi1 (n) =

g = mol agirligi x mol sayisi

g=36,5x0,1 =3,65 gr saf HCI
%37’lik HCI kullanildigindan % = 9,86 gr HCI kullanilmasi gerekir.
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M (agirhik)=v.d V= % =) v = Hacim

v =28°_g189

1,19
%37°1ik HCI’den aliarak toplam hacim 1 1t’ye tamamlanur.

0,1 N HCI Cozeltisinin Faktoriiniin Ayarlanmasi

a) Faktorii belli olan 0,1 N NaOH cozeltisi ile ayarlama

Bunun i¢in faktorii belli olan 0,1 N NaOH dan 250 ml’lik bir erlene 20-25 ml alinir.

Uzerine 1-2 damla fenolftalein indikatorii damlatilarak renk doniisiimiine kadar yeni
hazirlanmis, faktorii belli olmayan 0,1 N HCI ¢ozeltisi ile titre edilir. Ayni sekilde,

birkag tekrarlama daha yapilir ve ¢ikan sonuglarin ortalamasi alinir.

_F2XS2XN2
S1X N1

F1 formiiliinden faktor hesaplanir.

F1: HCI ¢ozeltisinin faktorii (bilinmeyen)
S1: Sarf edilen HCI ¢6zeltisinin miktari
N1: HCI ¢6zeltisinin normalitesi

F2: NaOH ¢6zeltisinin faktori

S2: Alinan NaOH c¢o6zeltisinin miktar1 (ml)

N1: NaOH ¢ozeltisinin normalitesi

b) Saf Na,COsile ayarlama

Bir miktar tartilan Na,CO; 260-270°C’de 1-2 saat kurumaya birakilir., desikatorde

soguyuncaya kadar tutularak nem almasi 6nlenir.
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Sogutulan bu 6rnekten bir erlene hassasiyet derecesi 0,0001 olacak sekilde 0,1-0,2 gr
arasinda tartim yapilir. Uzerine 100 ml saf su eklenerek ¢ozdiiriiliir. 3-4 damla metil
oranj ve metil kirmizist indikatorii eklenir. 0,1 N HCl ile kirmiz1 renk olusuncaya kadar
titre edilir. Bu ¢ozelti ortamdaki CO;’nin uzaklastirilmas: i¢in kaynayincaya kadar
wsitilir. Isitma sonucu rengin sartya donmesi halinde tekrar titrasyon yapilir ve harcanan
toplam miktar kaydedilir. Bu islem birka¢ kez tekrar edilerek c¢ikan sonuglarin

ortalamasi alinir.

T . .
F= NazCo7 formiiliinden faktor hesaplamasi yapilir.
2000 :

T: Alinan Na,CO3 miktari (g)
S: Titrasyon ig¢in sarf edilen 0,1 N HCI miktar1 (ml)
N: HCI ¢6zeltisinin normalitesi

F:Cozeltinin faktorii (denemeye alinan HCI’in faktorti)

Elde edilen faktoriin 0,995-1,005 arasinda olmasi tercih edilir. Bu degerleri elde

edebilmek i¢in su islemler yapilir.
Eger > 1 ise F=1 olmasi i¢in;

1. Eklenecek su miktar1 = sarf edilmesi gereken HCI miktar1 — sarf edilen HCI miktar1

islemi yapilarak eklenmesi gereken su miktari tespit edilir.

C(a-

2.S= TB) formiilii kullanilarak da hesaplama yapilabilir.

S: ilave edilecek su miktari
A: Faktorii belli olan ¢ozeltiden sarf edilen miktar (ml)
B: Faktorii belli olmayan ¢6zeltiden kullanilan miktar (ml)

C:Faktorii belli olmayan ¢dzeltinin toplam hacmi

Eger f <1 ise F=1 olmasi i¢in ihtiya¢ duyulan madde miktar1 ;
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Fazla su miktar1 = (Faktor x Sisedeki ¢ozelti miktar1) — Mevcut ¢ozelti miktari

Elde edilen fazla su miktar1 i¢in gerekli olan asit miktar1 hesaplanarak hazirlanan

cozeltiye katilir ve faktor tekrar ayarlanir.

%4’liik Borik asit (H;BO4) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

40 gr H3BOg4 tartilarak 960 ml saf suda ¢oziiliir.

3.2.6.g. Su ve kuru madde miktarinin belirlenmesi

Cift tekerriirlii olacak sekilde temiz aliiminyum kurutma kaplar1 2 saat siire ile 100
°C’lik etlivde bekletilir. Stirenin sonunda desikatore alinan kurutma kaplarina,
sogutulup 0,0001 g hassasiyetli tartida daralar1 alindiktan sonra 10 g kadar 6rnek tartilip
kaydedilir. Ornek kurutma kabina iyice yayildiktan sonra 100°C‘lik etiivde sabit agirlik
elde edilinceye kadar (~18 saat) kurutulur. Orneklerin bulundugu kurutma kaplart
etlivden c¢ikarildiktan sonra hizlica desikatore konularak nem almasi engellenir (Sekil
3.13). Ornegin su icerigi; agirhk kaybmmin 6rnek agirhigma béliiniip, 100 ile

carpilmasiyla hesaplanabilir (Gokalp vd 2001).

_(Son Agirlik—ilk Agirlik)
Ornek Agurligt

% Kuru Madde x100
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Sekil 3.13. Desikatorde sogumaya birakilan kuru madde numuneleri

3.2.6.h. Ham Kkiil i¢ceriginin belirlenmesi

Kiil miktarin belirlenmesinde kullanilacak olan porselen krozeler 525°C’de 6-8 saat
veya 650°C’de 3 saat kadar tutulur. Kiil firimindan ¢ikarilan krozeler desikatorde tartilir
ve daralar1 kaydedilir. Soguyan krozelere 0,0001 g hassasiyete sahip olan tartida 5-10 g
arasinda Ornek tartilarak kaydedilir. 100°C etiivde 10-12 saat kadar kurutma yapilir.
Kurutma isleminden sonra kiil firinin kapagi agik olacak sekilde duman ¢ikisi sonlanana
kadar yakilir (Sekil 3.14). Yakma isleminin yavag yavas gerceklestirilmesi gerekir, hizli
yakilmasi durumunda 6rnekler krozeden sigrayabilir. Duman ¢ikisinin sonlanmasindan
sonra firinin kapagi kapatilarak kademeli olarak sicaklik artirilir (200 °C’de 5 dk,
300°C’de 5 dk, 400°C’de 5 dk). Son sicaklik 525°C olacak sekilde 18 saat yakma
yapilir. Firindan ¢ikarilip desikatérde sogutulan Ornekler tartilarak kaydedilir. Geriye
kalan kiil agirliginin, 6rnek agirligina boliiniip, 100 ile ¢arpilmasiyla ham kiil miktar

hesaplanabilir (Gokalp vd 2001).
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. . Kil Agirligt
% Klll Mlktal‘l = Wiglrlglgl

Sekil 3.14. Kiil firininda yakma islemi

3.2.6.i. a-Tokoferol miktarinin belirlenmesi

~200 mg karaciger dokusu 50 ml’lik Falkon tiipii icerisine tartilir. Uzerine 0,45 ml B
soliisyonundan ve 4,5 ml A soliisyonundan eklenip, 3 kere 30’ar saniyelik periyotlarla
tiip buz icerisinde gomiilii olacak sekilde homojenize edilir. Homojenizasyondan sonra
kapaklar1 kapatilan tiipler 10 dakika boyunca 5000 RCF’te santrifiij edilir.Santrifiij
sonrasinda pastor pipeti yardimiyla siipernatant temiz ve kuru 15 ml’lik Falkon tiipiine
aktarilir. Tekrar 0,45 ml soliisyon B ve 4,5 ml soliisyon A eklenen tiipler 2’ser kere
30’ar saniyelik stirelerle homojenize edilip santrifiijlenir ve son siipernatant toplanir.
Stipernatant metanol (MeOH) ile 10 ml’ye tamamlanir. 0,45 pum’lik filtre ile siiziilen
cozelti amber renkli cam viallere aktarilarak sivi kromatografi (HPLC) cihazina

yerlestirilir (Sekil 3.15). Hazirlanan standart numunenin yiiriitiilmesi ile elde edilen pik,
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ylriitiilen numunelerin verdigi pik karsilastirilarak E vitamini miktar1 saptanir (Cort et

al. 1983).

Sekil 3.15. Sivi kromatografi cihazt (HPLC; Marka: Agilent)

Standart Hazirlanmasi;

~10 mg a-Tokoferol tartilip 10 ml metanol igerisinde c¢oziilerek 1000 ppm
konsantrasyonlu standart elde edilir. Daha sonra bu standart {izerinden metanol ile
seyreltme yapilarak 1 ppm, 0,5 ppm, 0,2 ppm, ve 0,05 ppm’lik konsantrasyonlar elde
edilir. Elde edilen konsantrasyonlu standartlar filtre edilerek viallere aktarilir ve HPLC

cihazinda okutularak standart faz olusturulur.

Soliisyon A : %1’lik Fosforik Asit (H;PO4) hazirlanmasi;

10 ml %85°1ik H3POy tartilarak 990 ml metanol igerisinde ¢oziiliir.
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Soliisyon B : %5’lik pyrogallol hazirlanmasi ;

2,5 g pyrogallol bir miktar metanol ile tamamen ¢6zdiiriildiikten sonra balon joje

yardimiyla toplam hacim 50 ml’ye tamamlanur.

Mobil faz hazirlanmasi;

%93 MeOH + %6,5 H,O + %0,5 H3PO4 ten olusan ¢ozelti hazirlanir.

3.2.7. Enzim aktiviteleri tayini

3.2.7.a. Enzim aktivitesi analizlerinde kullamilacak Kkaraciger orneklerinin

hazirlanmasi

Siv1 azotta dondurulup — 80 °C’de muhafaza edilen baliklarin abdominal kisimlari
cozdiiriilmeden steril bir bisturi yardimiyla kesilmis ve karacigerleri safra igeriginin
dagilmamasina dikkat edilerek ¢ikarilmistir. Cikarilan karaciger numuneleri ependorf
tiplerine aktarilip markalandiktan sonra hizlica - 80°C’ye aktarilmistir. Doku

orneklerinin ¢ikarilmasinda her balik ve grup icin ayr steril malzemeler kullanilmastir.

3.2.7.b. Homojenat hazirlanmasi

Enzim caligmasi yapilacak olan doku orneginden ~ 1 g kadar tartilarak iizerine
agirhginm 3 kat1 kadar yani 3 ml fosfat tamponu eklenir. Icerisine metal bilye konulup
doku parcalayicisinda 3 dakika boyunca homojenize edilmistir. Homojenizasyondan
sonra doku ornekleri 13000 rpm’de 1 saat siire ile santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra
siipernatant kisimlar1 alinarak c¢aligmalarda kullanilmak {izere 4°C’de muhafaza

edilmistir (Atabeyoglu 2011).
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Fosfat tamponunun hazirlanisi;

2,04 ¢ KH,POy4 tartilarak 250 ml saf suda ¢ozdiiriilmiistiir. Tamamen ¢oziindiikten sonra
tizerine 100 ml saf su daha eklenip pH 7,3’e ayarlanip son hacim 500 ml olacak sekilde

saf su ile tamamlanmustir.
3.2.7.c. Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesinin dl¢iilmesi (SOD)
A: Prensip:

Enzimatik reaksiyon sonucu olusan serbest radikallerinim, ortamda mevcut olan nitro
blue tetrazolium (NBT)’u indirgemesi sirasinda, numunede var olan siiperoksit
dismutaz (SOD) enziminin faaliyeti sonucunda serbest radikallerin engellenmesi
prensibine dayanir. Ksantin, ksantin oksidaz enzimi ile etkilesimi sonucu {irik aside
doniistiiriilir. Bu donilisiim esnasinda meydana gelen siiperoksit radikalleri, ortamda
mevcut olan NBT ile reaksiyonun vererek formazon (mor) boyasinin olugsmasina neden
olur. Reaksiyon sonucunda gozlemlenen renk degisimi spektrofotometre ile 560 nm
dalga boyunda olciiliir. Ortamda SOD enziminin mevcut olmasi halinde siiperoksit
radikalleri H,O;’ye doniistiiriileceginden formazon olusumu azalacak ve buna bagl
olarak da spektrofotometrede Olciilecek absorbans azalacaktir. Absorbansta meydana

gelecek olan diisiis bize SOD aktivitesini verecektir.
I. Ksantin L’ Urik Asit + Siiperoksit (Oy)
II. NBT 02 ) Formazon

——

L. 20, + 2H" SOD 02 + H0,
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B. SOD aktivite ol¢iimii:

Cizelge 3.4. SOD aktivite 6l¢iimii icin kullanilacak ¢6zelti miktarlari

NUMUNE KOR

Fosfat Tamponu (ul) 310 310
NBT (ul) 300 300
Na,CO3 (nl) 200 200
Sigir Albumin (ul) 100 100
Ksantin (ul) 40 40
Homojenat (ul) 30 -
Distile Su (ul) - 30
Ksantin Oksidaz (ul) 20 20

Tiipler igerisine numune ve kor i¢in Cizelge ---‘de verilen oranlarda ¢ozeltiler eklenip,
20 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Siirenin sonunda reaksiyonu
durdurmak i¢in tiim tiiplere 500 (ul) CuCl, eklenmis ve absorbans Olgiilerek spesifik
aktivite (EU/mg protein) hesab1 yapilmistir (Sun et al. 1988).

(Korin Absorbansi—Numunenin Absorbanst)

% Inhibisyon =

Korin Absorbanst

% Inhibisyon hesaplamasi

Bir SOD iinitesi, NBT rediiksiyonunu %50 oraninda inhibe eden aktivite olarak kabul
edildiginden,;

SOD Aktivitesi (EU/ml) = % Inhibasyon / 50 x 0,1°dir (Parlak, 2016)

C. Kullanilan ¢ozeltiler:

1. NBT (nitro blue tetrazolium): 0,0123 gr + 100 ml saf su
2. NaCO; (400 mM) : 4,24 Na2CO3 + 100 ml saf su
3. SiZir Albumin : 0,1 gr BSA + 100 ml saf su
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Ksantin : 0,0456 Ksantin + 100 ml saf su

Ksantin Oksidaz x 1875 : Orijinal ambalaja 0,6 m/l EDTA‘dan 6 ml koy
0,6 mM/1 EDTA : 0,018 gr EDTA + 100 ml saf su

0,8 mM CuCl; : 0,0108 gr CuCl, + 100 ml saf su

N Bk

3.2.7.d. GSH miktarinin tayini

GSH, hayvan ve bitki dokularinda yaygin olarak dagilan, hem indirgenmis hem de
oksitlenmis formda bulunan, peroksitlerin ve serbest radikallerin yikimi, zararh
bilesiklerin detoksifikasyonunda aktivite gosteren, eritrositlerde methemoglobin ve
peroksitlerin rediiksiyonuyla oksidatif hasar1 onleyen ve aminoasitlerin hiicre zarim
geciste tasinmasina katilan bir maddedir. GSH, DTNB ile 37°C’de 30 dakika
inkiibasyonu sonucu sar1 renk olusturur. Bu renk olusumu 412 nm absorbans degerinde

oOlgiiliir (Sedlak et al. 1968).

Kullanilan Cozeltiler:

1) Homojenat Tamponu:

a) 50 nM pH 7.4, Tris-HCI (1,514 g Tris 200 ml saf suda ¢oziiniir pH 7.4 yapilarak son
hacim 250 ml’ye tamamlanir.)

b) 1 ml - 1X PBS ile vidali eppendorf tiipler alinmis gbz ayar1 yaklasik 50-100 mg aras1
doku (qiagen Tissue Lyser Il ile 30 hz 3 dakika)

NOT: Serum numunelerinden 25 pl alinmasi yeterlidir.

2) Ol¢iim Tamponu:

200 mM pH 8.2, 0,2 mM EDTA igeren Tris-HCL (6,05 g Tris ve 0,0146 g EDTA
alimarak 200 ml saf suda ¢oziiliir pH 8,2 yapilarak son hacim saf su ile 250 ml’ye

tamamlanir).
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10 mM DTNB: 0,03963 g DTNB alinir 10 ml metanol igerisinde ¢oziiliir. DTNB

¢ozeltisi kullanilacagi zaman hazirlanmalidir aksi takdirde metanol ugabilir.

HOMOJENIZASYON

1) Dokular sivi azot altinda homojenize edilmeden 6nce PBS ile yikanir
2) 0,1 gdoku + 1 ml homojenat tamponu eklenir ve karistirilir

3) Karigimi TISSUE LYSER’da homojenize edilir

4) 12000 Rpm, 4°C, 15 dakika santrifiijle

5) Siipernatant (iistte kalan berrak kisim) GSH ¢6zeltisi olarak kullanilir.

Cizelge 3.5. GSH tayini i¢in plate yiikleme semasi

Plate Yiikleme Sirasi KOR NUMUNE | STANDART
Olgiim tamponu | 150 pl 150 pl 150 pl
Stipernatant - 25 ul 25 ul
Homojenat 25 ul - -
tamponu
Tiim yiiklemeler bititkten sonra DTNB eklenerek inkiibasyona birakilir
| DTNB [1opl [10pl | 10 pl

Cizelge 3.6. Standart egri grafigi i¢in alinacak miktarlar

KOR [2mM- [l mM-{0,5 [025 0,125 [0,0675 |0,035
GSH |[GSH | mM- mM- mM- |mM- mM-
GSH |[GSH |GSH |GSH GSH
GSH - 50pul {50 pl |50 pl [SOul [SOul |[S0ul |50 pul
(homojenat
tamponunda)
Olgiim 150 pl {150 pl {150 pl [150 ul (150 ul [150 pul {150 pl 150 pl
Tamponu
DTNB 10ul  [10ul [10pul [10ul [10pul [10pul |10 ul 10 ul
Homojenat |50 ul |- - - - - - -
Tamponu

Standart Slgiimlerinden elde edile sonuglar dl¢iilen absorbansa karsi gelecek sekilde

grafik haline getirilir. Numune o6l¢iimleri yapilirken ise Olgiilen absorbans degerleri
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grafikteki yerlerine gore oOlclilerek kaydedilir. Cikan sonuclar mg GSH / g doku

(seyreltme faktorii) olarak ifade edilir.

Standart Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi:

1) Standart Stok: 0,0614 g GSH + 2 ml homojenat tamponu (=100 mM)
2) Hazirlanan ¢6zeltiden 20 ul alinip tizerine + 980 pl homojenat tamponu eklenerek
biirnci standart hazirlanmis olur. Sonrasinda asagidaki tabloda gosterilen sekilde

seyreltmeler yapilir.

Cizelge 3.7. Standart stok ¢ozeltilerinin hazirlanma semasi

Std | Konsantrasyonlar Seri Diliisyon Eklenecek Hom. Tam
No.
1. 2 mM 1 ml hazir
2. 1 mM Std 1°den 450 pl 450 ul Homojenat Tamponu
3. 0,5 mM Std 2°den 450 pl 450 pl Homojenat Tamponu
4. 0,25 mM Std 3‘den 450 pl 450 ul Homojenat Tamponu
5. 0,125 mM Std 4°den 450 ul 450 ul Homojenat Tamponu
6. 0,0675 mM Std 5°den 450 pl 450 pl Homojenat Tamponu
7. 0,035 mM Std 6°den 450 ul 450 ul Homojenat Tamponu
8. Kor 450 pl Homojenat Tamponu

3.2.7.e. Lipit peroksidasyonunun o6l¢iilmesi (MDA)

MDA lipit peroksidasyonunun zincirleme reaksiyonunun sekonder iiriiniidiir. Lipit
peroksidasyonunun saptanmasinda kullanilan en Onemli veri MDA’dir. MDA,
tiyobarbitiirik asit ile 95°C’de inkiibasyon sonucu pembe renkli bir goriiniim kazanir.
Bu renklenme spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda 6lg¢iiliir (Ohkawa et al. 1979;
Gutteridge 1995).
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Kullanilan Cozeltiler:

1. 0,1 M EDTA Cézeltisi: 37,224 g EDTA-Na;H,0 alinarak 1 litre distile su igerisinde
¢OziilGiistiir.

2. %88 BHT Cozeltisi: 0,220 g BHT alinarak 25 ml saf alkol igerisinde ¢ozlilmiistiir.
3.0,05 N NaOH Cozeltisi: 2 g NaOH hassas terazide tartilip 1 litre saf su igerisinde
¢Ozilmiistiir.

4. %1 TBA Cozeltisi: 1 gr TBA bir miktar saf su icerisinde ¢oziiliir.Kolay ¢oziinmesi
icin igerisine bir miktar 0,05 N NaOH eklenip 100 ml’ye tamamlanr.

5.TCA (%30) Cozeltisi: 30 gr TCA tartilip 100 ml saf su icerisinde ¢oziilmiistiir.

6. Fosfat Tamponu: 8,1 g NaCl, 2,302 g Na,HPO,4 + 0,194 gr NaH,PO4 + 900 ml saf

suda ¢ozdiiriiliip, pH‘s1 7,4’e ayarlnir. Daha sonra toplam hacim 1 litreye tamamlanur.

Deneyin Yapihsi:

Tiplere;

200 ul Hemolizat) 800 pul Fosfat Tamponu ) 25 Wl BHT Cozeltisi @ 500 ul TCA

eklendikten sonra vorteksle karistirilip, 20 °C’de 2 saat siire ile bekletilmistir.Siire
bitiminde 15 dk 2000 rpm’de santrifiij edilip siipernatant kismindan 1 ml 6rnek alinip
yeni tiipe aktarilmistir. Bu tiip iizerine 75 pul EDTA ve 250 pl TBA eklenmistir. Tiipler
tekrar vorteks ile karistirilip,15 dk 90 °C’de sicak su banyosunda bekletildi. Siirenin
sonunda oda sicakligina gelen Ornekler 532 nm dalga boyunda UV/Vis

spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir.

Hesaplamasi:

A=a.b.c
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A: Absorbans
a: Ekstinksiyon
b: Isik yolu

c: Konsantrasyon

MDA birimi olarak nmol/ml kullanilir.

3.2.8. istatistiki analizler

Aragtirilan biitiin parametrelerin deneysel diyetlere gore degisimi tek yonlii varyans
analizi ile test edilmis (one-way ANOVA) ve diyetlerin séz konusu parametrelere
etkisinin 6nemli oldugu durumda Duncan ¢oklu karsilagtirma testi ile gruplar arasindaki
farklar ortaya konmustur. Diyetsel yag oksidasyonu ve findik yag: takviyesinin etkileri
ise iki yonlii varyans analizi (2-way ANOVA) ile test edilmistir. Onem seviyesi 0,05

olarak alinmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bilyiime ve yem degerlendirme verileri

Dokuz hafta siliren besleme ¢aligmast sonunda baliklarin biiyiime performanslari
tasarlanan deneysel yemlerden onemli derecede etkilenmistir (P<0,05; Cizelge 4.1).
Farkli deneysel yemlerle beslenen baliklarin biiyiime performanslar1 arasinda olusan
fark altinci haftadan itibaren gézlemlenmeye baslamis, dokuzuncu haftanin sonunda en
yiiksek bireysel agirliga FY2 yemi ile beslenen baliklar ulasirken, en diisiik bireysel
agirhik OBY yemi ile beslenen baliklarda goriilmiistiir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1). Aym
durum agirlik kazanci ve spesifik biiylime parametreleri icin de gozlemlenmistir. Yem
degerlendirme katsayist (YDK) deneysel uygulamalardan 6nemli 6l¢iide etkilenmis
olup (p<0,05), en iyi yem degerlendirme FY2 yemi ile beslenen baliklarda goriiliirken,

en kotii yem degerlendirme OBY yemi ile beslenen baliklarda gézlemlenmistir.



Cizelge 4.1. Farklh oranlarda oksitlenmis balik yagi ve findik yagi iceren yemlerle 9 hafta boyunca beslenen gokkusagi alabaligina ait biiyiime
performansi ve hayatta kalma orani. Sonuglar ortalama + std. sapma olarak verilmistir. Ayn1 satirdaki farkli harfler istatistiki olarak 6nemli fark

oldugunu gosterir (P<0,05)

Deneysel yemler 2-way ANOVA
Biiyiime
parametreleri FY BY FY1 FY2 OBY OFY1 OFY2  Oksidasyon Findik Oks x FY
Yag

ik agirlik (g) 1,140,04  1,1£0,02 1,1+0,05 1,1£0,04  1,1£0,03  1,1£0,02  1,1%0,01 NS NS NS
Son agirlik (g) 12,4£0,3°  14,4+0,5°  14,3+0,8° 15,7£1,4*  12,0£0,6° 12,4406  12,6+0,9° S NS NS
Ag. kazanci (%)" 1028433 1195+52*  1187+17*  1313+121*  1015+42° 1050+102°  1021+103° S NS NS

SB (%) 3,840,0°  4,1+0,1° 4,140,0° 42+0,1°  3,8+0,1°  3,9+0,1° 3,8+0,1° S NS NS
YDK® 1,4£0,1*  1,30,1° 1,3+0,0° 1,240,0°  1,6+0,1*  1,5+0,1* 1,60,1° NS NS NS
Yasama orani (%) 97,8+1,9  97,8+1,9  100,00+0,00 99,7+0,5 96,7+0,0 96,5+1,9 98,9+1,9 NS NS NS

'Agirhik kazanci= [(son agirlik — ilk agirlik) x 100] / ilk agirhk
“Spesifik biiyiime (SB) = [(In son agirlik — In ilk agirlik) x 100]/ deneme siiresi (giin)
*Yem degerlendirme katsayis1 (YDK) = tiiketilen yem (g) / agirlik kazanci (g)
S: 6nemli (P<0,05); NS: 6nemli degil (P>0,05)

9¢
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Deneysel diyetler

Sekil 4.1. Farkli oranlarda oksitlenmis balik yagi ve findik yagi igeren yemlerle 9 hafta boyunca
beslenen gokkusagi alabaliginin ortalama bireysel deneme sonu agirliklari. Sonuglar ortalama +
std. sapma olarak verilmistir. Farkli harfler istatistiki agidan 6nemli farklar1 gostermektedir. 2-
way ANOVA sonucunda istatistiki olarak 6nemli olan faktdriin P degeri koyulastirilmigtir

Diyetsel yag oksidasyonunun biiyiime parametreleri iizerine etkisi ve findik yagi
takviyesinin etkileri ayr1 ayri incelendiginde okside olmus yaglarin biiylime
parametrelerini onemli derecede etkiledigi (p<0,05), ancak yapilan findik yag1 takviyesi
ve bu iki faktoriin etkilesiminin biiylime ilizerinde onemli bir etkiye sahip olmadigi
goriilmektedir. Bunlara ek olarak hazirlanan rasyonlarda gerek taze balik yagi, gerekse
okside olmus balik yagi kullanildig1 her iki durumda da diyetsel findik yag: takviyesi

arttikca biiylimede de artig egilimi goriilmiistiir.
4.2. Tiim Viicut Yag Icerigi ve Yag Asidi Kompozisyonu

Deneme sonunda yapilan analizlerde baliklarin tiim viicut yag icerigi gruplar arasinda

onemli derece degismemis olup (p<0,05), en yiiksek deger BY yemi ile beslenen
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baliklarda elde edilirken, en diisiik deger OBY yemi ile beslenen baliklarda goriilmiistiir
(Sekil 4.2). Baliklarin tiim viicut yaglarina ait yag asidi profili incelendiginde deneysel
rasyonlardan en fazla etkilenen yag asitlerinin oleik asit (OA; 18:1n-9) ve
dokozahekzaenoik asit (DHA; 22:6n-3) oldugu goriilmektedir. Rasyonlara eklenen
findik yag1 miktariin artmasiyla tiim viicut yaglarina ait oleik asit miktarinda da artig
goriilmiistiir (p<0,05). En yiiksek oleik asit (OA) miktar1 dogal olarak tamamen findik
yagi ile hazirlanan yemlerle beslenen gruplarda goriiliirken, en diisiik miktar ise
icerisinde hi¢ findik yagi icermeyen BY ve OBY yemi ile beslenen gruplarda
goriilmiistiir. Ayrica hazirlanan diyetlerdeki yag oksidasyonunun baliklarin oleik asit
miktarlarinda 6nemli bir degisiklige neden olmamustir (Sekil 4.3). Baliklarin DHA
icerigi ise hem diyetsel lipit oksidasyonundan, hem findik yag1 takviyesinden hem de
her iki faktoriin interaksiyonu tarafindan onemli derecede etkilenmistir (p<0,05).
Diyetlerde findik yagi1 oraninin artmast DHA oraninda azalmaya sebep olmus, bu azalig

ise diyetlerde okside olmus yag kullaniminin yiiksek oldugu durumda daha da fazla

olmustur (Sekil 4.4).

Cizelge 4.2. Deneysel yemlerin % yag asidi igerigi

Deneysel diyetler

Yag Asitleri FY BY FY1 FY2 OBY OFY1 OFY2
14:0 6,8 6,1 8,4 7,5 5,4 10,3 8,1
14:1 0,0 0,2 1,1 0,0 0,2 0,0 0,0
15:0 0,0 0,8 0,5 0,3 0,8 0,4 0,3
16:0 9,1 19,8 14,4 12,4 20,4 14,6 12,5
16:1 1,0 4,8 3,0 2,3 5,1 3,1 2,3
17:0 0,0 0,6 0,4 0,0 0,6 0,0 0,0
18:0 3,4 4,9 4,0 3,8 4,9 4,1 3,8
18:1n-9 61,4 243 38,3 47,2 24,9 38,6 47,1
18:2n-6 15,0 9,0 10,7 12,3 9,4 11,2 12,6
18:3n-3 0,7 2,0 1,5 1,0 2,0 1,3 1,1
18:4n-3 0,0 1,4 0,8 0,6 1,2 0,7 0,6
20:0 0,2 0,7 0,5 0,3 0,8 0,5 0,5
20:1n-9 0,0 0,2 0,2 0,0 0,2 1,0 0,0
20:2n-6 0,0 0,3 1,1 0,1 0,3 0,2 0,0
20:3n-3 0,0 0,0 0,2 0,2 0,5 0,2 0,1
20:4n-6 0,4 0,9 0,6 0,5 0,9 0,6 0,5

20:4n-3 0,0 0,0 0,2 1,0 0,3 0,2 0,8




Cizelge 4.2. (devam)
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20:5n-3 0,6 8,0 4,6 3,2 7,7 4,6 3,0
22:0 0,0 0,8 0,7 1,0 0,2 0,2 0,7
22:4n-6 0,0 0,6 0,3 0,3 0,5 0,2 0,2
22:5n-3 0,0 0,8 0,4 0,3 0,7 0,6 0,4
22:6n-3 1,3 13,4 7,9 5,4 12,5 7,3 5,1
24:1n-9 0,0 0,5 0,2 0,2 0,4 0,2 0,3
> Doymus 19,4 33,7 28,9 25,3 33,1 30,1 25,9
> Tekli doymamis 62,5 30,0 42,9 49,7 30,7 42,9 49,7
> Coklu doymamis 18,1 36,3 28,2 25,0 36,2 27,0 24,4
>n3 2,7 25,5 15,6 11,8 25,1 14,8 11,1
> n6 15,4 10,8 12,7 13,3 11,1 12,2 13,3
n3/n6 0,2 2,4 1,2 0,9 2,3 1,2 0,8




Cizelge 4.3. Baliklarin tiim viicuda ait % yag asidi icerigi. Sonuglar ortalama + std. sapma olarak verilmistir. Ayni satirdaki farkli harfler
istatistiki olarak 6nemli fark oldugunu gostermektedir (P<0,05)

Deneysel yemler 2-way ANOVA

Yag asitleri FY BY FY1 FY2 OBY OFY1 OFY2 Oksidasyon Findik Yag Oks x FY
14:0 6,0+0,3® 4,0+0,1% 2,540,1° 5,943,4% 3,9+0,1% 2,6+0,1° 7,8+0,5° NS S NS
14:1 0,0+0,0 0,2+0,0° 0,1+0,1° 0,1+0,0° 0,140,1° 0,1+0,0° 0,0+0,0 NS S NS
15:0 0,1%0,0¢ 0,4+0,3" 0,4+0,0° 0,3£0,0° 0,6+0,0 0,4+0,0° 0,3+0,0° NS NS NS
16:0 10,2+0,1¢ 16,4+0,3 14,3+0,5° 12,7+0,6° 16,7+0,4° 14,7+0,3° 12,7+£0,2¢ NS S NS
16:1 1,4+0,1¢ 5,0+0,0° 3,3+0,0° 2,6+0,2° 5,0£0,1° 3,540,1° 2,5+0,1° NS S NS
17:0 0,1%0,0¢ 0,4+0,0° 0,30,0° 0,2+0,0° 0,4+0,0° 0,30,0° 0,30,0° NS S NS
18:0 3,5+0,1¢ 4,0+0,0° 4,0+0,1% 3,7+0,3% 4,3+0,1° 3,9+0,1% 3,7+0,1 NS S NS
18:1n-9 56,1+0,8" 26,8+0,5° 41,3+0,1¢ 46,5+1,6° 29,0+0,6¢ 42,4+0,6° 46,0+0,2° NS S NS
18:2n-6 12,140,4° 10,4+0,1° 11,8+0,2° 11,8+0,7° 10,7+0,3° 12,3+0,3° 12,0+0,1° NS S NS
18:3n-3 1,7+0,1% 2,4+0,3° 2,04+0,1% 1,4+0,9° 2,2+40,0° 2,140,1% 1,8+0,1% NS S NS
18:4n-3 0,5+0,2 1,120,2 0,7+0,1 0,9+0,8 1,0£0,2 0,4+0,1 0,5+0,2 NS NS NS
20:0 0,0£0,0 0,3+0,1° 0,2+0,1° 0,120,1° 0,3+0,1° 0,120,1° 0,120,1° NS S NS
20:1n-9 0,8+0,0° 0,2+0,1¢ 0,2+0,0° 0,3+0,0° 0,2+0,1° 0,240,2° 0,3+0,0° NS NS NS
20:2n-6 0,6+0,1° 0,5+0,0° 0,70,1° 0,7+0,1° 0,50,0° 0,70,1° 0,6+0,1° NS S NS
20:3n-3 0,0+0,0 0,2+0,2° 0,20,0° 0,0+0,1 0,3+0,0° 0,1+0,1° 0,0+0,0 NS S NS
20:4n-6 1,0+0,0° 1,2+0,0 0,9:0,0° 0,80,0¢ 1,240,0° 0,9:0,0° 0,8+0,0¢ NS S NS
20:4n-3 0,0£0,0 0,6+0,0° 0,40,0° 0,3+0,1 0,5+0,1° 0,2+0,2¢ 0,1+0,1° S S NS
20:5n-3 0,5+0,08 5,940,1° 3,040,0° 1,8+0,1° 5,3+0,0° 2,8+0,1¢ 1,640,0 S S S
22:0 0,9+0,0° 0,340,0° 0,4+0,0° 0,5+0,0° 0,440,0° 0,3+0,2° 0,4+0,0° NS NS NS
22:4n-6 0,5+0,0° 0,5+0,0° 0,4+0,0° 0,3£0,0° 0,5+0,0 0,3+0,1° 0,2+0,1¢ NS S NS
22:5n-3 0,1+0,18 1,4+0,1° 0,8+0,0° 0,5+0,1° 1,240,0° 0,620,1¢ 0,4+0,0 S S NS
22:6n-3 3,620,18 17,7+0,3% 11,8+0,3¢ 8,6+0,2° 15,6+0,2° 11,1x0,1¢ 7,8+0,1" S S S
24:1n-9 0,20,0 0,10,1 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,20,0 0,2+0,0 NS NS NS
S Doymus 20,9+0,4° 25,8+0,9° 22,2+0,7° 233+2,6° 26,5+0,7° 22,3+0,5° 25,3+0,2° NS S NS
Y Tekli doymamus 58,5+0,8" 32,3+0,5° 452+0,2° 49,6+1,8° 34,5+0,6° 46,3+0,5° 49,0+0,3° S S S
Y Coklu doymamus 20,6+0,6° 41,9+0,4° 32,7+0,7° 27,140,9° 39,0+0,1° 31,5+0,3¢ 25,7+0,1° S S S
n3 6,3+0,28 29,2+0,2° 18,9+0,4° 13,6£0,3¢ 26,120,2° 17,3+0,4 12,140,1° S S S
>né 14,3+0,5° 12,7+0,2° 13,8+0,3° 13,5£0,8°  12,9+0,3% 14,240,4° 13,6£0,2° NS S NS
n3/n6 0,4+0,02 2,3+0,0° 1,4+0,0° 1,0£0,1¢ 2,0+0,1° 1,2+0,1¢ 0,9+0,0° S S S

S: 6nemli (P<0,05); NS: énemli degil ( P>0,05)

09
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Deneysel diyetler

Sekil 4.2. Farkli oranlarda oksitlenmis balik yag1 ve findik yagi i¢eren yemlerle 9 hafta boyunca

beslenen gokkusagi alabaliginin tiim viicut yag icerigi. Sonuglar ortalama + std. sapma olarak
verilmistir.
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Deneysel diyetler

Sekil 4.3. Farkli oranlarda oksitlenmis balik yagi ve findik yagi igeren yemlerle 9 hafta boyunca
beslenen gokkusagi alabaliginin tiim viicut yaglarina ait OA igerigi. Sonuclar ortalama =+ std.
sapma olarak verilmistir. Farkli harfler istatistiki acidan 6énemli farklar1 gostermektedir. 2-way
ANOVA sonucunda istatistiki olarak 6nemli olan faktoriin P degeri koyulagtirilmistir
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Deneysel diyetler

Sekil 4.4. Farkli oranlarda oksitlenmis balik yagi ve findik yagi igeren yemlerle 9 hafta boyunca
beslenen gokkusagi alabaliginin tiim viicut yaglarina ait DHA igerigi. Sonuglar ortalama + std.
sapma olarak verilmistir. Farkli harfler istatistiki acidan 6nemli farklar1 gostermektedir. 2-way
ANOVA sonucunda istatistiki olarak énemli olan faktoriin P degeri koyulastirilmigtir

4.3. Enzim aktiviteleri
4.3.1. Superoksit dismutaz (SOD) ve Glutatyon (GSH) Aktiviteleri

Karaciger numunelerinde yapilan antioksidan enzim c¢aligmalarinda, siiperoksit
radikallerinin zararli etkisine karsi koruyucu rol oynayan superoksit dismutaz (SOD)
aktivitesi ile antioksidan savunma sisteminin en Onemli unsurlarindan olan glutatyon
(GSH) seviyesinde kullanilan deneysel diyetlerle baglantili olarak herhangi bir énemli
etki goriilmemistir (p>0,05) (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).
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Deneysel diyetler
Sekil 4.5. Farkli oranlarda oksitlenmis balik yag1 ve findik yagi1 i¢ceren yemlerle 9 hafta boyunca

beslenen gokkusagi alabaliginin karaciger SOD aktivitesi. Sonuglar ortalama + std. sapma
olarak verilmistir
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Deneysel diyetler

Sekil 4.6. Farkli oranlarda oksitlenmis balik yagi ve findik yagi igeren yemlerle 9 hafta boyunca
beslenen gokkusagi alabaliginin karaciger GSH miktar1. Sonuglar ortalama + std. sapma olarak
verilmistir
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4.3.2. Malondialdehit (MDA) miktar ve lipit peroksidasyon seviyesi

Malondialdehit (MDA) miktar1 ile ifade edilen lipid peroksidasyon seviyesi besleme
yapilan rasyonlara gore gruplar arasinda 6nemli derecede degismis olup (p<0,05), artan
vitamin E takviyesi ile diislis gostermistir. Karaciger dokularindan elde edilen degerlere
gore karaciger MDA seviyesinde sadece balik yagina eklenen findik yagi etkili olurken,
E vitamini icerigi hem findik yag1 takviyesi hem de diyetsel yaglarin oksidasyonu ile
onemli derecede etkilenmistir (p<0,05) (Sekil 4.7). Rasyonlara yapilan findik yag:
takviyesi karacigerdeki E vitamini seviyesini artirirken, lipid oksidasyonu E vitamini

igeriginin azalmasina sebep olmustur (Sekil 4.8).
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Deneysel diyetler

Sekil 4.7. Farkli oranlarda oksitlenmis balik yag1 ve findik yagi igeren yemlerle 9 hafta boyunca
beslenen gokkusagi alabaliginin karaciger lipit peroksidasyon seviyesi (MDA). Sonuglar
ortalama =+ std. sapma olarak verilmistir. Farkli harfler istatistiki agidan onemli farklar
gostermektedir. 2-way ANOVA sonucunda istatistiki olarak 6nemli olan faktoriin P degeri
koyulastirilmigtir
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Deneysel diyetler

Sekil 4.8. Farkli oranlarda oksitlenmis balik yagi ve findik yagi igeren yemlerle 9 hafta boyunca
beslenen gokkusagi alabaliginin karaciger vitamin E igerigi (ug/g). Sonuglar ortalama + std.
sapma olarak verilmistir. Farkli harfler istatistiki agidan 6nemli farklar1 géstermektedir. 2-way
ANOVA sonucunda istatistiki olarak énemli olan faktoriin P degeri koyulastirilmigtir
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5. TARTISMA ve SONUC

Su driinleri yetistiriciliginin temelini olusturan, baliklarin ihtiyaglar1 dogrultusunda
gerek duyduklar1 besinsel hammaddeleri alabilmelerini saglayan yemler yetistiriciligin
temelini olusturmaktadir. Ayrica balik beslemede kullanilan yemler yetistiriciligin en
maliyetli kismini olusturmaktadir. Yetistiricilikte kullanilan yemlerin hazirlanmasinda
kullanilan hammaddeler, baliklarin ihtiyag duydugu besinleri karsilayacak
kompozisyonda olmasi, saglikli ve refah igerisinde yasamalarin1 saglayacak sekilde
kaliteli olmas1 ve maliyet agisindan daha uygun olmasi istenmektedir. Bu istekler
dogrultusunda balik yem rasyonlarinda kullanilan hammaddelerin yerine daha uygun ve
bulunabilirligi diger hammaddelere gore daha kolay olan ve bunlar1 ikame edecek

alternatif Uirlinlerin arayisina gidilmistir.

Beslemede kullanilan balik yemleri i¢erdikleri hammaddeler bakimindan gesitli fiziksel
(nem, sicaklik, 151k), kimyasal (zararli kimyasal komponentler) ve biyolojik (bakteriler,
kiifler, zararli bocekler vs.) faktorler tarafindan zarara ugramaya miisait bir yapidadir.
Balik yemlerinin bu tiir faktorler ile temas etmesinin engellenebilmesi i¢in, uygun
miktarda havalandirmanin yapildigi, ekstrem sicak ve soguklardan izole edilmis,
bocekler ve kemirici hayvanlarin erisemeyecegi ve Ozellikle 151k almayacak sekilde
tasarlanmig 6zel yem depolarinda belirlenen siire boyunca stoklanmalidir. Bahsi gecen
saklama kosullarinda tutulmayan yemlerin balik beslemede kullanilmasi beslemenin
aksamasina gidebilecek kadar sorunlara sebebiyet vermektedir. Bu yiizden son
donemlerde yapilan ¢aligsmalarda yemlerden kaynaklanan olumsuzluklarin giderilmesine

yonelik ¢calismalar yapilmaktadir.

Balik yemlerinin hazirlanmasinda enerji kaynagi olarak kullanilan balik yaginin yapisi
geregi oksidasyona ¢ok miisait olmasi ve bu zararli olusumun canli materyale zarar
vermemesi i¢in farkli koruyucu madde arayisina gidilmistir. Dogal yapida bulunan
koruyucularimn  yam1  sira  yapay koruyucu katki maddelerinin  kullanimi
yayginlasmaktadir (Cakmake¢1 ve Gokalp 1992). Okside olmus balik yaginin beslemede

kullanilmasimin ve zararli etkisinin tokoferolce zengin olan findik yaginin balik
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rasyonlarinda kullanilmasinin yemlerdeki zararli bilesenlerin elemine edilmesine
saglayacagi katkilarin arastirildigi calismamizda gokkusagi alabaliklarinin biiylime, yem
degerlendirme, % su, % ham protein, % yag, yag asitleri, % kiil iceriklerindeki etkisi ve

antioksidan enzim aktivitesi {izerinde durulmustur.

Aragtirma toplamda 9 hafta boyunca 3 tekerriirlii olarak laboratuvar kosullarinda okside
edilen balik yagi ve ikame edecek oranlarda takviye edilen ham findik yagi ile
hazirlanan rasyonlar kullanilarak yiiriitiilmiis ve deneme siiresinin bitiminde Ornekler
stv1 azot ile dondurularak -80°C’de saklanmistir. Yapilan analizler sonucunda asagidaki

sonuclara varilmustir.

Gao et al. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada 167,8 meq/kg peroksit degerine
ulagtirilan taze balik yagi ile hazirlanan rasyonlara katilan vitamin E ve vitamin C
katkilarinin baliklarin HSI degerlerinde diisiise neden oldugu ve vitamin E katkisinin
yapilmadig1 rasyonlarla beslenen baliklarin esansiyel yag asitlerinde 6nemli derecede
diisis gozlemlendigi rapor edilmistir. Zhong et al. (2008)’un kod baliklarinin
beslenmesinde kullandiklar1 diyetsel okside yagin, gruplar arasinda biiylime
performansi, FCR ve yem alimi agisindan 6énemli bir fark (p>0,05) arz etmedigini ve
vitamin E katkisinin yapildig1 gruplarda hemolizde diisiis goriildiigiinii ve biliyiimede

pozitif etki yaptigini belirtmislerdir.

Yaptigimiz bu c¢alismada diyetsel okside balik yaginin gokkusagr alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) yavrularinin beslenmesinde kullaniminin baliklarin biiylimeleri
tizerindeki etkisinin daha net anlasilabilmesi ve vitamin E kaynagi olarak findik yagi
katkisinin olumlu etkisinin incelenebilmesi adina farkli oranlarda taze balik yagi ve
okside balik yagi ile yer degistirilmistir. Deneme sonunda baglangi¢ agirliklart ~1,1 g
olan alabalik yavrulari agirliklarinin ~15 katina ¢ikmistir. Deneme boyunca %100
okside balik yagi ile beslenen baliklarin yem alimi diger gruplara nazaran daha diisiik
olmus ve dolayisiyla en diisiik biiyiimeyi bu grup sergilemistir. Beslemede okside balik
yagina, e vitamini kaynagi olarak okside balik yag: ile ikame edilerek eklenen findik

yagimin kullanildig1 gruplarda, okside balik yagi ile beslenen gruplara nazaran Peng et
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al. (2009) yilinda Karadeniz gipuralarinda, Dicharry et al.’un 2014 yilinda Gokkusagi
alabaliklarinda ve Yang et al. (2015) yilinda Pasifik beyaz karideslerinde yaptiklari

calismalar ile ayn1 dogrultuda artis goriilmiistiir.

Denemeye ait antioksidan enzim analizleri incelendiginde, SOD seviyesinin en diisiik
degeri FY1 yemi ile beslenen gruplarda goriiliirken en yiiksek SOD aktivitesi FY yemi
ile beslenen gruplarda goriilmiistir. GSH enzim aktivitesi incelendiginde en diigiik
aktivite SOD aktivitesinde oldugu gibi FY1 yemi ile beslenen grupta olurken en yiiksek
aktivitesi ise OxHO1 grubunda kaydedilmistir. Karacigerde olusan peroksidasyonun
Olciitii  olarak yapilan MDA analizlerinde en yiiksek deger OBY grubunda
gbzlemlenirken vitamin E takviyesi ile peroksit degerinde diislis oldugu goriilmiistiir.
Elde edilen verilere ragmen gruplar arasinda antioksidan enzimlerden SOD ve GSH
bakimindan istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik bulunmamisken MDA degerlerinin

gruplar arasinda farklilik arz ettigi gozlemlenmistir.

Baliklarin tiim viicut yaglarina ait yag asitleri incelendiginde, diyetsel findik yagi
oraninin arti1 ile birlikte OA miktarinda gozle goriiliir bir artis olmus ve dolayisiyla
baliklarda ki DHA miktarinda diisis gozlemlenmistir. Arslan vd (2012) yapmus
olduklar1 bir ¢alismada, elde ettigimiz sonuglari dogrular nitelikte balik beslemede
kullanilan yagin igerdigi yag asidinin balik dokularinda artiginin goriildiigii rapor
edilmistir. Bunlarin yan1 sira baliklarin  beslenmesinde okside balik yaginin
kullaniminin, taze balik yagi ile beslenen gruplara nazaran DHA igeriginde diisiise
neden oldugu ve vitamin E iceren findik yaginin kullaniminin antioksidan 6zelligi

sergilemesinden dolay1 bu diisiiste yavaslamayi sagladigi gézlemlenmistir.

Deneme sonunda elde edilen veriler ve literatiir edinimleri g6z Oniinde
bulunduruldugunda okside olmus balik yaginin gokkusagi alabaliklarinin beslenmesinde
kullaniminin, baliklarda oksidatif strese ve biiyiimede geriligin yasanmasina neden
oldugu, hazirlanan rasyonlarda diyetsel findik yaginin kullaniminin tam tersi bir etki
gostererek yasanan oksidatif stresi azaltmaya yoneldigi ve biiylimeyi pozitif yonde

etkiledigi sonucuna varilmstir.
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