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Farkh Protein Kaynaklarimin Cuka Mersini, Acipenser ruthenus Linnaeus 1758,
Juvenillerinde Proteaz Aktivitesi Uzerine Etkileri
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6z MAKALE BiLGIiSi

Bu calismada, ¢uka baligi, Acipenser ruthenus, larvalari yumurtadan gikis
anindan itibaren 29 giin boyunca standart besleme protokolii ile beslenmistir.

ARASTIRMA MAKALESI

Karma yeme gegis yapilan 29. giindeki proteolitik aktivite ve farkli protein Gelis :03.07.2017 E"
kaynaklarinin proteaz aktivite {izerine inhibisyon etkileri Olgiilmiistiir. Diizeltme  :22.11.2017
Calismadan elde edilen bilgiler 1s1ginda, cuka baligi juvenillerinin karma Kabul . 24.11.2017 I
yemlerinde protein kaynagi olarak soya protein konsantresi (%38,57+10,44) ve e

musir gluten (%43,07+1,72) kullanmanin, diger yem hammaddeleri ile Yayim :27.04.2018 Et-_

karsilastirildiginda, proteolitik enzim aktivitesini istatistiki agidan daha olumlu

etki yaptig1 goriilmiistiir (P<0,05). Yem hammaddelerinin ikili kombinasyonlar1 DOI:10.17216/LimnoFish.325726

incelendiginde ise, en diisiik inhibisyon orant balik unu: soya protein
konsantresinin 1:1 oranda kullanilmasi (%47,93+1,72) ile elde edilmis ve bu
degerin soya protein konsantresi ve misir gluteninin tek baslarina kullanilmasi ile
elde edilen etki ile ayn1 seviyede oldugu tespit edilmistir (P>0,05). En yiiksek
inhibe edici etki ise, bugday ile piring kepeginin 3:1 oranda kullanilmasi ile
olusmustur (%82,39+7,23).
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Effects of Different Protein Sources on Proteolotic Activity in Juveniles of Sterlet, Acipenser ruthenus Linnaeus
1758

Abstract: In this trial, Sterlet sturgeon, Acipenser ruthenus, larvae were fed by a standart feeding protocol from hatcing until 29t
day, and the proteolytic activity and the inhibition effect of different portein sources on protease activity were also measured. The
data obtained from study showed that using soybean protein consantrate (38.57+10.44%) and corn gluten (43.07+1.72%) as protein
source in mixed feeds of dulcite juvenile strains compared to other feed raw materials, was found to have a more positive effect on
proteolytic enzyme activity in terms of statistics (P<0.05). When the binary combinations of feedstuffs were examined, he lowest
inhibition rate was obtained using 1: 1 (47.93 + 1.72%) fish meal: soy protein concentrate, and this value was similar to that of
soybean protein consantrate and corn gluten as a single protien sources in the diets (P>0.05). The highest inhibitory effect was
obtained by using 3: 1 ratio of wheat and brass bran (82.39+7.23%).
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Giris

Mersin baliklart diinyada yasayan en eski
omurgalilar gruplarindan birini olusturmaktadir.
Mersin baliklar1 yetistiriciligi temel olarak havyar,
tiitsiilenmis balik, corba, yapistirici ve deri iizerine
odaklanmustir. Ozellikle, siyah havyarinin kilogrami
birka¢ bin dolara alici bulabilmektedir. Eti igin
iiretiminden ziyade, esas hedef “siyah altin” diye
bilinen havyarin iiretimidir. Tiim Mersin balig: tiirleri

a1 avcilik baskisi, barajlar ve sulak alanlarda
yapilan derinlestirme gibi diizenlemeler dolayisiyla
yok olma tehlikesi ile yliz yiizedirler (Napora-
Rutkowski vd. 2009).

Kiiltlire alinmast kararlagtirilan  bir  tiirlin
temel  yetistiricilik  uygulamalarimin ~ hayata
gecirilebilmesi icin yapilmast gereken
bazi temel aragtirmalar bulunmaktadir.
Oncelikli olarak, suni tohumlamanin yapilabilirligi,
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saglikli bir inkiibasyon siirecinin hangi optimum
sartlarda olmasi gerektigi, yumurta agilimi sonrasi
pre ve post-larval asamadaki gelisimlerin hem
histolojik hem de fizyolojik olarak tespiti, larval
donemde optimum protein ve enerji oraninin tespiti
yapilmalidir.

Bazi mersin balig tiirlerine ait yapay dolleme,
larva besleme ve sindirim enzimleri ile ilgili birgok
calisma hali hazirda mevcut olup (Willot vd. 2001;
Gawlicka vd. 2002; Furne wvd. 2005;
Napora-Rutkowski vd. 2009; Babaei vd. 2011;
Sanz vd. 2011; Noori vd. 2012), bu tiirler i¢in
ticari yemler iiretilmistir. Ancak, karma yemlerde
kullanilan yem hammaddelerinin proteaz aktivitesi
iizerine etkisi halen net bir sekilde bilinmemektedir.
Yukarida bahsedilen noktalar g6z oniine alindiginda
cuka baligi, Acipenser ruthenus, alternatif
tath su baligi olma potansiyeli c¢ok iyi olan
bir tiirdlir. Bu arastirmada hedeflenen amag;
besin kesesinin tiikenmesine miiteakiben Artemia,
Tubifex, Chironomid larvalari ve alabalik mikro diyet
yem ile beslenen c¢uka baligi post-larvalarinin,
proteaz  aktivitesi iizerine karma yemlerde
kullanilan yem hammaddelerinin ve bunlarin
ikili kombinasyonlarinin etkilerini tespit etmektir.
Elde edilen sonuclarin 15181nda, larvanin biiylime ve
yasama gliciinii arttirmak amaci ile bu tiir igin
hazirlanacak  karma  yemlerde hangi yem
hammaddelerinin ~ tercih  edilmesi  gerektigi
belirlenmeye ¢alisilmistir.

Materyal ve Metot

Yavru temini

Deneme, Macaristan’da bulunan bir ticari balik
isletmesinde  yapilmistir  (Riged&Riged Ltd.,,
Homogmegy, Macaristan). Dollenmis yumurtalar
Rusya’dan ithal edilmis ve inkiibasyon McDonald
siselerinde gergeklestirilmistir. Deneme boyunca su
sicakligt 17°C’de tutulmustur. Yumurtadan gikan
besin keseli larvalar kapali devre sisteme transfer
edilmis ve burada 29 giin boyunca ticari besleme
protokolii ile beslenmistir. Boy-Agirlik iliskisinin
hesaplanabilmesi igin giinlikk olarak &rnekleme
yapilmis (en az 10 adet birey) ve %4’likk formalin
i¢inde muhafaza edilmistir.

Yemleme protokolii

Cuka baliklarinin pre-post larva ve juvenillerin
beslenmesinde asagidaki ticari besleme protokolii
kullanilmigtir (Tablo 1).

Ekstraksiyon
aktivitesinin ol¢iimii

Proteaz aktivitesi ve inhibisyon analizleri
icin balik stogundan 29. giinde tesadiifen 1g Grnek
alinmig, distile suda yikanmis ve 3 ml’lik

prosediirii ve proteaz

ependorf tiiplerde analizler yapilana kadar
-80°C’de  saklanmustir.  Sindirim  enzimlerinin
ekstraksiyonunda tiim larva viicudu homojenize
edilmis (35 mg ml™?) ve ekstraktlar santrifiijle elde
edilmistir (12000 g, 20 dk, 4°C).

Aragtirmanin 29. giiniinde drneklenen ¢uka balig1
orneklerinin toplam proteaz enzim aktivitesi
Walter (1984)’e gore yapilmustir. Analizde, substrat
olarak kazein (10 mg ml?! pH=9), kullanilmistir.
Substrata, larvadan elde edilen sindirim enzimine ek
olarak Tris-HCI (50 mM) eklenmis ve karigim
37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Bu siirenin
sonunda, reaksiyonun kontrolli bir sekilde
durdurulabilmesi igin karigima Trikloroasetikasit
(TCA) (500 ul, 120 g L?) ilave edilmistir.
Absorbans degeri, spektrofotometrede 280 nm’de
Olciilmiistiir. ~ Juvenillerin  ¢oziinebilir  protein
konsantrasyonlarinin 6lgiimii ise Bradford (1976)’ya
gore yapilmustir.

inhibisyon analizleri

Bu c¢alismada, ticari yem rasyonlarinda
protein kaynagi olarak kullanilan balik unu (BU),
soya unu (SU), kan unu (KU), soya protein
konsantrasyonu  (SPK), musir gluteni (MG),
piring kepegi (PK), bugday unu (Bug.l),
soya kiispesi (SK) ve BU: SK (1:3, 1:1, 3:1),
SU:MG (1:3, 1:1, 3:1), BU:SPK (1:3, 1:1, 3:1),
Bug. U:PK  (1:3, 1:1, 3:1) kombinasyonlari
kullanilmistir.  Bu  yem  hammaddelerinden
elde edilen ekstraktlar, karma yeme gegis
yapmis  juvenillerden elde edilen sindirim
enzimleri  ile  reaksiyona  sokulmustur. Bu
amagla, Garcia-Carreno (1996)’nun  modifiye

edilmis  metodu  kullanilmigtir.  Ilk  Once,
karma yeme gecis giinii olan 29. giinde 6rneklenen
larvalarin  enzim  ekstraktlar (20 upb) ile
protein kaynaklart (20 pl) 500 pl Tris-HCI (pH 9,0)
inkiibe edilmistir (25°C’de 60 dk). Kontrol
grubunda ise, protein kaynagi yerine ayni
miktarda saf su kullamilmistir. Daha sonra,

karigtma 100 pl kazein eklenmis ve 120 dk

daha inkiibasyona devam edilmigtir.
Sonugta, karigima 500 pl TCA (120 g L1
eklenerek reaksiyon durdurulmus ve

absorbans degeri 280 nm’de Ol¢iilmiistiir (Alarcon
vd. 1999).

Istatistik analizler

Analizler sonucunda elde edilen verilerden
boy-agirlik  iliskisi  regresyon  analizi ile,
proteaz aktivitesi ve inhibisyon degerleri ise
SPSS  (15.0) paket programi  kullanilarak
analiz  edilmistir.  Normalite  testi  olarak
Kolmogorov-  Simirnov  testi ve varyansin
homojenitesi ise Bartlett’s testi uygulanmigtir.
Varyans analizi i¢in ise One-way ANOVA testi
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uygulanmistir.  Gruplar  arasindaki  farkliligin
tespitinde ise, Duncan c¢oklu karsilagtirma testi

Tablo 1. Cuka mersin balig: ticari besleme protokolii

yapilmistir. Farklar arasindaki Onem derecesi

P<0,05 olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 1. Cuka baliginin erken dénem boy-agirlik degisim
grafigi

Karma yeme gec¢is gilinii olan 29. giinde
cuka baliginin proteaz aktivitesi 311,294+0,27 U/mg

protein  bulunmustur. Ticari olarak kullanilan
protein kaynaklarinin cuka balig1
juvenillerinin proteaz aktivitesi {izerine inhibe etme
oranlart  asagidaki Tablo 2’de  verilmistir.
Yem hammaddelerinin tek tek test edilmesi ile
elde edilen verilerin 15181nda,
soya protein konsantresi ve misir glutenin

proteaz aktivitesi lizerine en az etki gosteren
iki yem hammaddesi oldugu ortaya ¢ikmistir ve bu
iki yem hammaddesinin etki ac¢isindan aralarindaki
fark istatistiki agidan 6nemsiz bulunmustur (P>0,05).
Bunlan sirasiyla balik unu, piring kepegi,
kan unu ve soya takip etmistir. Yine, balik unu-piring

kepegi ve kan unu ile soya arasindaki
farklar istatistik acidan Onemsiz
bulunmustur (P>0,05). Yem hammaddelerinin
ikili kombinasyonlari incelendiginde ise,
en disik inhibisyon oram1 BU:SPK’'min 1.1
oranda  kullanilmasi (%47,93£1,72)  ile

elde edilmis ve bu degerin SPK ve MG nin
tek baslarina kullamilmas: ile elde edilen etki ile
ayn1 seviyede oldugu tespit edilmistir (P>0,05).
En vyiiksek inhibe edici etki ise, bugday ile
piring kepeginin 3:1 oranda kullanilmas1 ile
olusmustur (%82,39+7,23).

Tablo 2. Yem hammaddelerinin proteaz aktivitesini
inhibe etme oranlar1 (%)

. Ortalama

Yem Hammaddesi (%)£S.D.

Balik unu (69 % Ham Protein) (BU) 57,68+4,54°¢
Kan unu (75,5 % Ham Protein) (KU) 69,66+2,97¢
Maisir gluten (60 % Ham Protein) (MG) 43,07+1,728
Soya (48 % Ham Protein) (S) 73,7843,61¢
Bugday Unu (12 % Ham Protein) 59,04+2,22°
Soya Protein Kon. (58 % Ham Protein) (SPK) 38,57+10,442
Piring kepegi (PK) 59,17+2,34¢
SIMG (1:3) 62,91+3,89¢
SIMG (1:1) 68,1645,55¢
SIMG (3:1) 69,6645,62¢
BU/SPK (1:3) 58,05+2,34¢
BU/SPK (1:1) 47,93+1,728
BU/SPK (3:1) 51,68+1,95°
Bugday/PK (1:3) 68,53+1,13¢
Bugday/PK (1:1) 73,03+3,00¢
Bugday/PK (3:1) 82,39+7,23¢
BU/S (1:3) 65,17+7,94¢
BU/S (1:1) 69,6643,65¢
BU/S (3:1) 71,9144,05¢

Tartisma ve Sonug

Giinimiizde, ticari olarak Ttretilen ve balik
yemlerinde  kullanilan  protein  kaynaklarinin
baliklarin  saglikli  bir sekilde biiyiime ve
gelismelerine olan etkisi halen tartisma konusudur.
Tore vd. (2014), bazi ticari yem hammaddelerinin 30
giinliik (proteaz aktivite degeri: 489,75+34,86 U/mg)
Turna, Esox lucius, baligi larvalarinin proteaz
aktivitesi lizerine yaptigr inhibe edici etkileri
belirlemislerdir. Bu c¢alismada, krill %2,30+1,26,
balik  hidrolizati  %4,89+2,41, balik  unu
%15,69+0,84, soya unu %15,54+4,29, havyar unu
%22,72+1,36  ve musir gluten %32,24+3,61
oranlarinda proteaz aktivitesini inhibe ettigi ortaya
konulmustur. Bizim ¢aligmamizda elde edilen veriler
ile karsilastirildiginda, balik unu ve soya unu ¢uka
baliginin juvenil déneminde, turna baligindan daha
yiiksek inhibe edici etki gostermistir. Buna karsin,
musir glutenin gosterdigi etki acgisindan aradaki fark
nispeten az goriinse de fark istatistiki agidan
onemlidir (P<0,05). Gokeek vd. (2016), 30 giinliik
Rus mersini, Acipenser gueldenstaedtii, larvalari ile
yaptiklar1  ¢alismalarinda  (proteaz  aktivitesi:
592,74+47,61 U/mg), ticari yem hammaddelerinin
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proteaz  aktivitesini  inhibe edici  etkilerini
incelemislerdir. Arastirmacilar, en diisiik inhibisyon
degerini balik unundan elde etmistir (%15,44+5,59).
Diger protein  kaynaklari  goreceli  olarak
olduk¢a yiiksek inhibisyon degerleri sergilemistir
(SPK: %63,55+5,46; Soya unu: %71,81+3,82; Misir
gluten: %72,24+4,17; Kan unu: %97,284+2,31). Buna
karsin, balik unu ve soya ununun 3:1 ikili
kompozisyonunda %26,38+2,02 inhibisyon degeri
elde edilmistir. Alptekin ve Gokeek (2016), Sibirya
mersin baligi (Acipenser baerii) juvenilleri ile
yaptiklar1 ¢aligmalarinda ise, en diisiik inhibisyon
degerini balik unu ve soya protein konsantresinden
elde  etmistir  (swrasiyla, %15,34£3,85 ve
%14,45+1,58). Diger protein kaynaklar1 goreceli
olarak oldukca yiiksek inhibisyon degerleri
sergilemiglerdir (Soya unu: %63,33+4,71; Misir
gluten: %25,56+£7,86; Kan unu: %66,67+8,02).
Bizim calismamizda ise, soya protein konsantresi ve
misir gluten maddelerinden en diisiik inhibisyon elde
edilmesine ragmen, degerler Alptekin ve Gokgek’in
elde ettigi degerlerden oldukga yiiksek bulunmustur
(P<0,05). Burada, tiiriin beslenme fizyolojisinin ¢ok

Oonemli oldugu, yem hammaddelerinin proteaz
aktivitesine bu nedenle farkli etkiler yaptig
diistiniilmektedir.

Karsilastirilan {i¢ ¢alismada, balik ununun Turna
ve Rus Mersini’nin erken larval donemlerinde hemen
hemen ayni sonuglart vermesine ragmen, cuka
bahiginda oldukga farkli bir sonug sergilemistir. Ote
yandan, Ozellikle bitkisel kokenli  protein
kaynaklarinin proteaz aktivitesi iizerine farkli etkileri
olmustur  (P<0,05). Bunun yaninda, yem
hammaddelerinin ikili kombinasyonlarinin proteaz
aktivitesi {izerine etkisi olumsuz denebilecek
seviyede yiiksek bulunmustur. Bu durum, yem
hammaddelerinin ~ kimyasal = komposizyonundan
(6zellikle farkli aminoasit igerigi) ve larvalarin tiire
Ozgii geligimlerine bagli olarak farkli donemlerde

farkli  sindirim  enzimlerini  salgilamalarindan
kaynaklanmig olabilir. Ayrica, yem
hammaddelerinin sahip oldugu  aminoasit

iceriklerinin birbirine antagonist iligki olusturacak
seviyede olmasi da ayr1 bir olasiliktir.

Cuka baliginin erken larval déneminde karma
yem rasyonlarinda kullanilmasi en uygun protein
kaynag1 %58 ham protein oranina sahip soya protein
konsantresi ve %60 ham protein oranina sahip misir
gluteni oldugu sdylenebilir. Soya protein konsantresi,
ozellikle son yillarda Kuzey Amerika kitasinda
yaygin olarak iretilen ve aminoasit kompozisyonu
soya unu ile karsilagtirildiginda balik yetistiriciligi
acisindan cok daha iyi oldugu iddia edilen bir
iiriindiir (Kotzamanis vd. 2012). Ote yandan, tiim
balik yemlerinde temel protein kaynagi olarak
kullanilan balik unun en diisiik inhibisyon oranina

sahip olmamasi1 ise beklenmeyen bir sonuctur. Bu
konu ile ilgili olarak, farkli kokenli ve farkl tiirlere
ait balik unlarmin etkisi ilizerinde de c¢alismalarin
yiirtitilmesi gerekmektedir.

Bu calismada yapilan analizler ve elde edilen
sonuclar, karma yeme tamamen gecis yapmis
larvalarin yemlerinde kullanilan protein
kaynaklarinin, larvalar tarafindan salgilanan proteaz
enzimini hangi oranda inhibe ettigini bulma amagh
olarak tasarlanmuistir. Ancak goriildiigi tizere, elde
edilen veriler ¢uka balig1 larvalarinin karma yem
rasyonunda hangi protein kaynaginin tercih edilmesi
gerektigi acisindan tavsiye niteligi tasimaktadir.
Daha ayrintili sonuglarin elde edilmesi igin, protein
hidroliz oranlarinin pH stat analizi ve aminoasit
kompozisyonlarinin ayrintili  bir sekilde ortaya
konulmas1 gerekmektedir.
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