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OZET
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SAPONIN’ IN GOKKUSAGI ALABALIGI (Oncorhynchus mykiss) KAN PARAMETRELERI
VE ENZIM AKTIVITELERI UZERINE ETKILERI

Mehtap CENGIZ

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Su Uriinleri Anabilim Dali

Danmisman: Dog. Dr. Muhammed ATAMANALP

Baliklarda anestezik etkisi olan saponinin gékkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’nda kan
biyokimyasi, canlt agirhk artisi, hepatosomatik index (HSI), bazi hematolojik parametreler ve
glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve Glutatyon Rediiktaz (GR) enzim aktivitelerine
etkilerini belirlemek igin baliklar saponinin iki farkli dozuyla (150 mg/kg ve 300 mg/kg) 44
boyunca beslenmislerdir. Deney sonunda asagidaki sonuglara varilmigtir:

1.GR enzim aktivitesi istatistiksel olarak kontrol grubundan farkli bulunmus (P<0.05), fakat
G6PD enzim aktivitesi gruplar arasinda farkli bulunmamistir. En viiksek enzim aktivitesi hem
GR’de hem de G6PD’de kontrol grubunda bulunurken en diisiik aktivite S300 grubunda tespit
edilmistir.

2. Hematolojik parametrelerden sadece hemoglobin degeri istatistiksel olarak ©nemli
bulunmustur (P<0,05). En yiiksek hemoglobin degeri S150 grubunda, en diisiik deger ise
kontrol grubunda bulunmustur. Hemoglobinin aksine hematokrit degeri deney gruplarinda
diistik bulunmustur. Eritrosit sedimentasyon orani(ESR)’ndaki degisiklikler oldukga azdir.

3. HSI ve canli agirlik artisi parametrelerinde en yiiksek deger kontrol grubunda ortaya
¢ikarken, S150 grubundaki biiyiime oran1 S300 grubundan daha yiiksek olarak bulunmustur.

4. Deney gruplaninin besin maddesi kompozisyonlart arasindaki farklar istatistiksel olarak
6nemli bulunmamistir.

Galisma sonucunda verilen saponin miktar1 ile sadece GR enzim aktivitesi, hemoglobin degeri
ve canli agirlik artisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Gokkusagi alabalii (O. mykiss)

diyetlerine saponin katilmasiyla ¢alisilan diger parametrelerdeki degisiklikler istatistiksel agidan
onemli bulunmamstir,
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Anahtar Kelimeler: Gokkusagi Alabaligi, Enzim Aktivitesi, Saponin, Kan Biyokimyast,
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ABSTRACT

Master Thesis

THE EFFECTS OF SAPONIN ON BLOOD PARAMETERS AND ENZYME ACTIVITIES IN
RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss)

Mehtap CENGIZ

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Fisheries

Supervisior: Assoc. Prof. Dr. Muhammed ATAMANALP

Fish were fed with two differerent doses (150 mg/kg and 300 mg/kg) of saponin which have
anasthetic effects on fish in order to determine the effect of saponin on blood biochemistry,
weight gain, hepato-somatic index (HSI), proximate composition, some haematological
parameters and glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD) and glutathione reductase (GR)
enzyme activities in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). At the end of the experiment
following results were obtained:

1. GR enzyme activity was statistically different from control group (P<0.05), but G6PD
enzyme activity was not statistically differernt among groups. The highest enyzme activities in
both GR and G6PD were in the control group and the lowest activity was in S300 group.

2. Only haemoglobin values in haematological paramaters were statistically different at P<0.05
level. The highest heamoglobin value was in S150 group and the lowest ratio was in control
group. By conrast haemoglobin, hametocrit values fell in treatment groups. The changes of
erytrosit sedimentation rate (ESR) values were too small.

3. In the parameters of HSI and inital weight gain the highest value in control groups and
growth rate of S150 was higher than S300 group.

4. The changes of proximate composition of treatment groups were not statistically different.

At the end of this study we have concluded that amount of saponin amount in diet affects only
GR enzyme activity, haemoglobin value and inital weight gain. Studied other parameters were
not statistically affected by dietary saponin in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).
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1. GIRiS

Su drlinleri avethgy ilk ¢aglardan gliniimiize kadar insanlarin ugras verdigi, gida temini
ve gecim kaynag@: olarak ¢aba gosterdigi bir iiretim sektorii olarak yerlesmis ve gelisme
stireci gostermistir. Gerek denizlerde ve gerekse i¢ su kaynaklarinda en ilkel sekilden
gliniimiiz teknik diizeyine gelinceye kadar teknolojiye paralel olarak gelisim kazanmus,

sonugta bir sanayi sektorii olarak yer almistir (Hossucu 1998).

Gliniimiizde en son gelismis teknoloji {tiriinleri balikgilikta kullamilmaktadir. Gerek
elektronik ve mekanik cihazlar ve gerekse denize elverisli uygun tekneler balik¢ilikta
verini almustir. Bugilin balikgilikta en son model araglar kullanilirken, yiizlerce yil 6nce
kullamlan araglar da terk edilmemistir. Ciinkii her av aracimn, farkli su {iriinlerinin

avlanmasinda ayr1 bir yeri ve dnemi vardir (Celikkale 1993).

Cesitli avlanma araglarinin yani sira halkin gelistirdigi bir takim avlama metotlar1 da
mevcuttur. Bunlardan biride sigir kuyrugu Dbitkisinin  suya vurularak kopiik
olusturmasindan kaynaklanan anestezik etkisiyle baliklarin bayiltilip su yiiziinden

toplanmasidir.

Sigar kuyrugu iki yilhk bir bitkidir. 1k yilda genis rozet seklinde, kalin, mat ve oval
yapraklari ¢ikar. Bu yapraklar kisin kar altinda da canhiliklarim siirdiiriirler. Ikinci yil
dallanma olur. G6vdede ¢igeklenme baglar. Daha kiigiik, mat, oval dallanmamus diger
vapraklarda cikar. Kurak yerlerde, bos arazilerde, aga¢ kenarlarinda bulunur. lyi
drenajh alkali topraklar tercih eder. Fakir topraklarda yetismez. Ayrica giinesi seven
bir bitkidir. Ana gdvdeye yapisik yogun sekilde stoklanmis san ¢icekleri ve bes erkek,
bir disi organi vardir. Igerdigi kumarin nedeniyle memelilere toksik olmayan sigir
kuyrugu, dogal bir insektisittir ve baliklar i¢in zehirleyici etkiye sahiptir. Etkili maddesi
saponindir (Schwartz 2000).



Sigir kuyrugu ilk olarak 1700°1ii yillarin ortalarinda Amerika’da Virjinya’da bahk zehri
olarak kullamlmis ve 1839°da Michigon’da tibbi bir bitki olarak tanimlanmistir. Bu
bitki; astim, spazmodik oksiiriik, diyare ve akciger problemleri gibi atesli hastaliklarin

tedavisinde kullanilmaktadir (Tiirker ve Camper 2002).

Tek bir bitkiden 100.000-180.000 tohum gikar ve bu tohumlar 100 yildan daha fazla
canhliklarim koruyabilirler. Aktif bilesenleri %3 zamk ile saponin ve tanindir. Sigir
kuyrugu; astim, bronsit, soguk algmligi ve dis agrisi tedavisinde kullamlmaktadur.
Yaraya distan siiriildigii takdirde bazi yaralari iyilestirme 6zelligi vardir. Bunlarin yani
sira gigeklerinin yag ekstrakti kulak agrisimin tedavisinde kullamlmaktadir. Kumarin
igeriginden dolay1 karacigere toksik etki yapmaktadir. Icerdigi rotenon dolayistyla
insektisit olarak kullamlmakta ve yine aym madde baliklarda zehirleme etkisi

yapmaktadir (Johnson 2000).

S1gir kuyrugu yapraklar: yaklasik %3 suda ¢oziilebilir polisakkaritleri, %47 D-galaktoz,
%25 arabinoz, %14 D-glikoz, %6 D-ksiloz, %4 L-thamnoz, %2 D-mannoz, %1 L-
fukoz, %12,5 uronik asitler, %1,5-4 flavonoidler, apignein, luteolin, 7-O-glukozitler,
kaempferol ve rutin, kafeik asit, kaffeik, ferulik, ve verbaskoside iridoid monoterpenler;
aucubin, triterpen saponin (verbascosaponin) Steroller, %11 fructose+glucose (Klimek
1996) igerir. Ayrica Verbascum tiirleri saponin glikozitlerini icerir ki bunlar eritrositleri

par¢alamalariyla tanimirlar (Warashina er al. 1992).

Verbascum nigrum gigeklerinden izole edilen iki tiir saponin vardir. Bunlar: 3-O-
([alpha-Lvrhamnosyl-(1—->4)-(beta~D—qucopyranosyl-(1—>3)]—beta-D-glucopyranosyl]
-(1-—=2)-beta-ucopyranosyl)-13 beta, 28-epoxyolean—11- ene-3 beta, 23-diol ve 3-O-
([alpha—L~rh}amnosyl—(l —4)-(beta~D—glucopyranosyl-(1—3)-beta-D- glucopyranosyl]

-(1—2)-beta  fucopyranosyl)-1 l-methoxy—olean-12-ene-3 beta, 23, 28-triol’diir
(Klimek ve Lavaud Massiot 1996).



Saponinler genellikle sindirim sisteminde pargalamirlar ve kan dolasimina gegerek
toksik olurlar. Bunun yaninda baliklar saponini direk solungaglarindan dolasim
sistemine de alabilirler. Toksin baligin solunum organlarinda etkili olur, baliklarin
yenilebilirligini etkilemez. Saponinler aym zamanda eritrositlerin pargalanmasina neden
olarak toksinin hizli yayilmasina yol agarlar. Zehrin etkisi gili¢lii olmasma ragmen
genellikle olduriici degildir. Baliklar zehir bulunmayan sulara konuldugunda
zehirlenme Oncesi sartlarina geri donebilirler. Bu yiizden balikgilar sersemleyip ylizeye
¢ikan baliklan kisa siirede toplarlar. Saponinler glikozit (glikoz tireten) grubu olup suya
kanstirildiklarinda koptirme ozelligi gostermeleriyle bilinirler. Saponinler suyun yiizey
geriliminden daha diisiik olduklarindan kiigiik stabil baloncuklar formunda bulunurlar.
Bitki suya g¢arpihp daha sonra su calkalandiginda olugan koptigiin miktar1, bulunan
saponin miktarinin iyi bir gostergesidir. Saponinler endiistride, yangin sondiirme
tiiplerinde, dis macunlarinda, sivi sabunlarda, sampuanlarda, kozmetik sanayiinde, bira
ve diger bazt igkilerin yapiminda kullanilirlar. Saponin ihtiva eden bitki familyalari;
Amaryllidaceae, Convolvulaceae, Dioscoreaceae, Lamiaceae, Lecythidaceae, Liliaceae,
Loganiaceae, Meliaeae, Menispermacea, Papilionaceae, Sapindaceae, Sapotaceae,

Scrophulariaceae, Solanaceae, Verbenacea’dir (Kritzon 2003).

Zengin (1999), Reznicek ef al. 1989, Calis et al. 1997’a atfen; Cyclamen L. ailesinin
kimyasal bilesenleri iizerinde yapilan aragtirmalarda genelde saponin tiirii maddeler
oldugunu bildirmistir. Fakat C. coum Miller tiiriinde yapilan daha 6nceki arastirmada
bazi bilinen ve bilinmeyen apolar maddelere rastlanmustir (Baltact 1996, Yayli ve
Baltac1 1996, Yayli ve Baltac1 1997). C. coum Miller bitkisinin polar fraksiyonu bu
arastirmada calisilmis olup, ti¢ adet triterpen saponin tiirii ve bir adet karbonhidrat tiirii
madde kromatografik olarak izole edilmistir (Babadjamian et al. 1988, Reznicek et al.
1989, Calis ef al. 1997, Yayh et al. 1998). Saponin adi verilen maddeler karbonhidrat
zincirinin triterpene glikosidik baglanmasi sonucu olusan biiyiik molekiil yapili
maddelerdir. Cok sayida polar fonksiyonel gruplari bulundugundan sulu ¢ézeltilerde
¢ok iyi derecede ¢6ziinen dogal bilesiklerdir (Reznicek er al. 1989, Yayl 1992, Calis et
al. 1997, Yayli et al. 1998). Saponinler biyolojik agidan gesitli virtislere karst oldukc¢a



aktif ozellik gostermektedir (Bikas ve Mahato 1987, Ahmad er al. 1990, Shao et al.
1996).

Yicekutlu (2000), Kirk-Otmer 1985, Calig et al. 1997’e atfen; saponinlerin amorf,
renksiz ve kokusuz o6zellikte maddeler oldugunu, su, etanol ve metanol gibi polar
¢oziiciilerde ¢o6zlinip, apolar ¢oziiciilerde ¢6ziinmedigini ve saponinlerin suyla

calkalandiginda kalict képtik olusturan glikozitler oldugunu bildirmistir.

Yiicekutlu (2000) Ozek 1987 e atfen; saponinlerin yiizey gerilimini azalttif igin ok
1yl emiilsiyon yapict maddeler oldugunu, bazi tip saponinlerin, 6zellikle sabun yerine
deterjan yapict olarak genis oranda kullamilmakta oldugunu ve notral-hafif asit
karakterdeolup, kan: hemoliz etme etkisine sahiptir oldugunu bildirmistir. Saponinlerin
cogu toksik oldugundan kana dogrudan verildiginde ¢ok zehirli olmasina karsilik,
agizdan alindiginda bagirsaklardan igeri niifuz etmedigi i¢in memeliler i¢in zararsizdir.
Ancak fazla alindiginda bulanti ve kusma meydana getirmektedir. Saf halde elde

edilmeleri olduk¢a zor olan saponinler genis bir bitki toplulugunda bulunmaktadir.



Cizelge 1.1. Saponin Igeren Diger Bitkiler (Yiicekutlu 2000)

Saponin Adi Saponin Tipi Bulundugu Bitki
Digitonin Steroidal Digitalis purpurea
(Mayasil otu)
Steroidal Digitalis lanata
(Yiksiik otu)
Dioscin Steroidal Dioscorea turteri
(Sarmasik)
Sarsaponin Steroidal Smilax spp.
(Silcan)
Yucconin Triterpenik Yucca schottii
Aescin Triterpenik Aesculum hippocastanum
(At kestanesi)
Glycyrrhizin Triterpenik Gycyrrhiza spp.
(Meyan)
Gypsophila saponin Triterpenik Gypsophila spp.
(Coven otu)
Primula saponin Triterpenik Primula spp.
(Guha Cigegi)
Quillaja saponin Triterpenik Quillaja saponin
Saporubin Triterpenik Saponarie officinalis
(Sabun otu)

Bitkilerde bulunan bazi heterozitlerin sudaki ¢ozeltileri calkalaninca kalici kopiik
meydana getirir. Bu tip heterozitlere saponozit adi verilmektedir. Hetrozitler seker
olarak genellikle glukoz, bazen galaktoz, arabinoz, ksiloz, ramnoz ve hatta bir tironik
asit (glukuronik asit) tasirlar. Saponozitlerin aglikonuna sapogenol denir. Saponozitler
bitkiler aleminde ¢ok yaygin maddelerdir. Baz1 saponizitler kalp ve dolasim sistemi
lizerine etki etmektedir. Bir deniz hayvam olan Asteria vulgaris’ten elde edilen

tetrasiklik triterpen yapisindaki saponozit, hipotansor etkisi gostermektedir (Yiicekutlu

2000).




Steroidal Saponinler

Liliceae, Dioscoreacea ve Amaryllidaceae gibi bitkilerin bulundugu familyalarda

yaygindir. Aglikonlarina gore bashica dort grupta incelenirler.

a-Spirostanol Saponinler

Bilinen aglikonlar arasinda doksandan fazla spirostanol tiirii vardir. Bazi glikozitlerde
Uglinci karbondaki “—~OH” dan bagka 1, 2, 5, 6, 7 veya 11. karbonda bulunan —OH
gruplar lizerinden sekerler baglanir (Calis 1997).

b-Frastanol Saponinler

Spirostanollerin “F” halkasinin agilmasiyla meydana gelir. Spirostanollerin farkli olarak
26. karbonda bir seker grubu bulunur. Yapilan arastirmalar bu sekerin genellikle D-
glukoz oldugunu gostermistir. Asidik veya enzimatik hidrolizle D-glikoz aglikondan

ayrilirsa halka kapanir.
c-Nugatigenin Saponinler

Bu saponinlerde “F” halkasi beslidir. 26. karbonda bir hidroksil grubu 5 ve 6 no’lu

karbonlar arasinda ¢ift bag vardir.
d-Polipodo Saponinler

Ik olarak “Polipodium vulgare” tizomlarindan elde edilmistir. Yeni bir saponin tiirii
olarak kabul edilen yap: kolesteroliin 8 karbon atomlu yan zincirinin siklo-yariasetal

altili halka meydana getirmesiyle olusmustur.



Triterpenik Saponinler

Tabiatta giintimiize kadar bulunan saponinlerin daha ¢ok triterpenik yapida aglikon
ihtiva ettigi tespit edilmigstir (Calis 1997). Bugiine kadar 115°ten fazla triterpenik
saponin ve prosapogenolun yapisi agiklanabilmistir. Triterpenik saponinler pek g¢ok
bitkide rastlanmis olan f-amirenol ile aym iskeleti tasirlar. Bu tip triterpenler 3.

karbonda bir “~-OH” grubu tasirlar.

23 24

Sekil 1.1. B-amirenol’tin agik formiilii

a-Monodesmozidik Saponinler

1-Notral saponinler

Notral saponinlerde seker kismi aglikonun 3. karbonundaki “-OH” grubuna baghdir. Bu
tip saponinlere tabiatta az rastlanir. Kolesterol ile ¢ok gii¢ ¢oziinen kompleks

olustururlar. Kuvvetli hemolitik etkiye sahiptirler.



ii-Ester saponinler

Ester saponinler yapt bakimindan en kangsik gruplardan birini olustururlar. Bu
saponinlerin yapilari tam olarak aydinlatilamamustir. Bu tiir saponinler fizyolojik
etkilerinin 6neminden dolay1 eczacihk alaninda kullanilmaktadir. Ulkemizde siis agact
olarak yetisen “Aesculus hippocastanum” (At kestanesi)’un tohumundan elde edilen
“Eskin” ester tiirii bir saponindir. Eskinin yapisi {izerinde yapilan ¢alismalarda seker

kisminin D-glukoz, D-ksiloz ve D-galaktoz olustugu bulunmustur.

iii-Asidik saponinler

Asit aglikonlu saponinler triterpenik saponinlerin en yaygin olan ve en iyi bilinen
grubudur. Aglikona bagh bulunan bir karboksil grubu saponine bir asidik 6zellik

kazandirir. Ursolik asit bu tip saponinlere 6rnek olarak verilebilir.

iv-Agil saponinler

Az bulunan saponinlerdir. Aglikonun 17. karbonundaki karboksil grubuna sekerlerin
baglanmasiyla meydana gelir. Ag¢il saponinler, monodesmozidik saponinlerin
karakteristik 6zelliklerini tasimazlar. Aglikonun karboksil grubunda bulunan kuvvetli

bir polarlasmanin karakteristik saponin 6zelligini azalttig: goriiliir.

b-Bisdesmozidik Saponinler

1-Notral bisdesmodik saponinler

Bu tiirtin aglikonu asidik karakter gosterir. Bu ozelligi veren aglikonuna sekerlerin

baglanmasi ile nétral 6zellikteki bisdesmozidik saponinler meydana gelirler.



i1i-Asidik bisdesmozidik saponinler

Cok polar saponinlerdir. Aglikona ¢ok sayida seker baglanmistir. Yikama sularinda
deterjan, yangin sondiiriiclilerde kopiik olusturucu olarak, ayrica film sanayinde 1$13a

kars1 duyarh tabakalarin yapilamasinda kullanilir.

c-Hayvansal Saponinler

Son zamanlarda bazi deniz hayvanlarindan elde edilen heterozitlerin saponinlerle ayni

ozelliklere sahip oldugu gozlenmistir (Yiicekutlu 2000).

Saponinler kolesterol ve safra asidi gibi steroller ile miselleslerden olusurlar. Saponinin
hidrofobik kismi, toplanmis bir yigin miseller i¢indeki hidrofobik sterol niikleus ile
ilgilidir. Kolesterol ve diger steroller ile saponin arasindaki etkilesim saponinin

biyolojik etkileri ve bunlarin membran aktiviteleri ile agiklanmaktadir (Cheeke 2000).

Oakenfull ve Sidhu (1989), kiimes hayvanlarinda kan ve doku kolesterol seviyelerinde
diyet saponinlerinin etkilerini arastirmuislardir. Tavuklarin diyetlerinde bulunan
saponinin kan kolesterol seviyesini azalttifimi tespit etmislerdir. Bu etkiler benzer
sekilde bagirsak ve safrada kolesterol baglayan saponinlerin bir sonucu oldugunu ve

reabsorbsiyonu engelledigini bildirmislerdir.

Arslan (1995), Kocagaliskan 1994°e atfen; saponinlerin antifungal etkisinin, ilk olarak
1963 yilinda avakado bitkisinde kok ¢iiriikligiine sebep olan Phytophthera cinnamoni

mantar {izerindeki etkisiyle ortaya ¢iktigin: bildirmistir.

Enzimler bir kimyasal reaksiyonun hizim artiran ve Katalizledikleri reaksiyon sirasinda
tiiketilmeyen protein katalizérleridir. Vicuttaki tiim reaksiyonlar enzimler tarafindan
yiritiliir. Enerji agisindan miimkiin olan bir ¢ok biyolojik reaksiyon arasinda, enzimler

substratlart kullanisli yollara segici olarak kanalize ederler (Champe ve Harvey 1997).
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Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD, EC 1.1.1.49) enziminin temel gbrevi NADPH
tiretmek olan pentoz fosfat yolunun ilk basamagimi katalizlemektir. Dolayisiyla bu
enzim pentoz fosfat yolunun ilk ve kilit enzimidir (Lehninger et al. 1993, Slenzka er al.
1994, Keha ve Kiifrevioglu 1997). Bu yolla tretilen NADPH’lar genel olarak; yag
asitlerinin, steroidlerin, bazi aminoasitlerin, indirgenmis glutatyonun ve DNA’nin

sentezinde kullamilirlar (Bonsignore ef al. 1966, Bonsignore ve Flora 1972).

Glutatyon ve glutatyon tiirevleri baliklarda oksidatif strese karsi savunma gorevi yapan

onemli bilsiklerdir (Stephensen er al. 2002).

Baliklarda G6PD enzim aktivitesi dzellikle beslenme ve ¢evre sartlarina gore degisiklik
gostermektedir. Oysa CA enzim aktivitesi ile beslenme ve diger sartlar arasinda bir
iliskinin varlifina karsin etkilesme sinirtan ve bu sinirlarin interaksiyonlarinin boyutlari

tam olarak netlesmemistir (Bayir 2002).

Viicut radikallere karst kendi savunma sistemini kurar. Siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimatik oksijen radikali
yakalayicilari, askorbat (C vitamini), trat ve rediikte glutatyon gibi hidrofilik radikal
tutucular, tokoferoller (E vitamini), flavonoidler, karotenoidler (A vitamini) ve
ubikuinol gibi lipofilik radikal tutucular, glutatyon rediiktaz, dehidroaskorbat reduktaz
ve tiyorediiksin rediiktaz gibi antioksidanlar: yenileyen enzimler ve diger indirgenleri

yenileyen hiicresel mekanizmalar vardir (Dogan 2002).

Bu ¢alismanin amaci; baliklara anestezik etkisi olan sigir kuyrugu (Verbascum spp.)
bitkisinden elde edilen ticari saponinin 150 mg/kg (S150) ve 300 mg/kg (S300)
dozlarimin gokkusag: alabaligt (Oncorhynchus mykiss)’ nda biiyiime, kan parametreleri,
hepatosomatik indeks ve eritrositlerdeki GR ve glukoz-6-fosfat dehidrogenez (G6PD)

enzim aktiviteleri lizerine etkilerini belirlemektir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Francis ef al. (2001) Nil tilapia (Oreochromis niloticus)’lariin  diyetlerine 0, 150 ve
300 mg/kg dozlarinda Quillaja saponin ilave etmisler ve ¢alisma sonucunda kg’inda
150 mg saponin iceren rasyonla beslenen gruptaki baliklarin bilyiime oranlarinin diger
iki gruptakilerden (S300 ve kontrol grubu) daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.
Aynca deneme sonucunda S300 grubunun ortalama enerji tutma, yag doniisiimii,
karkas yagi ve enerji bakimindan digerlerinden 6nemli derecede yiiksek degerler
gosterdigini ve kontrol grubuyla karsilagtirildiginda enerji degerinin dnemli derecede
disiik oldugunu bildirmislerdir. S300 grubunun, kontrol ve S150 grubu degerlerinin
arasinda fbir deger gosterdigini ve S300 grubunda kolesterol seviyesinin, kontrol

grubundan 6nemli derecede yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.

Siddhuraju ve Becker (2003) Nil tilapia diyetlerine saponin iceren baska bir bitki olan
mucuna (Mucuna pruriens (L.)) tohumlar1 ilave ederek 8 haftalik bir deneme
yapmislardir. Ham mucuna tohumlariyla beslenen baliklarin plazma kolesterol seviyesi
digerlerine oranla 6nemli 6lgiide diisiik olarak tespit edilmistir. Bununla beraber kas
kolesterolinde  gruplar arasinda ©nemli farkhiliklar  olmadifi  goriilmiistiir.
Hepatosomatik indeks (HSI) degerinin, suda 1slanmis, %0.07°lik sodyum bikarbonatta
islanmig, %0.1°lik  askorbik asit solusyonunda 1slanmis, %3 oraninda moringa
yapraklan tozu igeren suda islanmis mucuna tohumlariyla beslenenlerinki kontrol
grubundan 6nemli derecede diisiik, ham mucuna tohumuyla beslenenlerinkinden ise

oldukgea yiiksek bulunmustur.

Tirker ve Camper (2002) tbbi bir bitki olan sigir kuyrugunun, suda, etanol ve
metanolda extraktlant hazirlamis; su extraktinda antibakteriyal aktivite (Klebsiella
pneumonia, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve Escherichia coli)
oldufunu gézlemislerdir. Ayrica sifir kuyrugunun biitiin  extraktlarda patates
dokularinda Agrobacterium tumefacians‘in neden oldugu tiimérleri inhibe ettigini tespit

etmiglerdir. Extraktlarin yiiksek konsantrasyonlarinin deniz karideslerine toksik
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oldugunu ve turplarin tohumlanmasi ve biiylimesi iizerine olumsuz etki yaptigini

bildirmislerdir.

Bureau ef al. (1998) gokkusagi alabaligy (Oncorhynchus mykiss) ve chinook salmonlari
(Oncorhynchus tshawytscha)’'nda armdinlmis alkol extraktinin soya fastilyesinden
(PAES 1) ve soya proteininin izole edilmesinden (PAES II), biiytime ve bagirsak
mukozasinda etkilerini belirlemek i¢in iki ¢alisma yiiriitmiislerdir. PAES soya saponinin
izolasyonu planlanarak yapilan bir extraksiyon seklidir. Ilk ¢alismadaki diyet yarisi
balik yeminden gelen, yarisi da soyadan gelen proteinden ayarlanmistir. Kontrol diyeti
%32 soya proteini (SPC) ve %44 soya fasiilyesi (SBM) i¢cermektedir. SBM diyetinde
saponin seviyesi beklenen degerde bulunmustur. SPC diyeti PAES 1 diyetine ilave
edilmis ve SBM diyetinde saponin seviyesi beklenen degerde olmustur. SPC diyeti
%0.15 Quillaja bark saponin (QBS15) ve %0.30 (QBS30) ile karistirlmigtir. SBM ve
PAES [ diyetleriyle beslenme chinook salmonlarinda besin alimmi dramatik olarak
diisiirdiigiinden bilylimenin tamamen durdugunu bildirmiglerdir. PAES 1 diyetinin
gbkkusagi alabaliklarinda da biiyiimeyi durdurdugunu tespit etmislerdir. Gokkusag
alabalifinda ve chinook salmonlarinda QBS30 diyeti bilyiimeyi istatistiki olarak 6nemii
olgiide engellerken QBS15 diyetinin engellemedigini bildirmislerdir. Ayrica her iki
diyetinde onemli bagirsak zararlarina yol agtigini tespit etmislerdir. PAES I diyeti
gokkusagl alabahginda bagirsak mukozasinda minimum bir etki yapmaktadir. Ikinci
caligmada gokkusagi alabalignr ve chinook salmonlarinin diyetlerine %0.3 PAES 1l ilave
edilmistir. PAES II diyeti chinook salmonlarimin bilyiimesine ve besin alimina 6nemli
derecede etki yapmustir. Chinook salmonlarinda PAES I diyetiyle beslemenin 3.
glinlinde besin aliminda istatistiksel olarak dnemli derecede artis olmustur. PAES’in

etkilerinin soya saponininden kaynaklandigini bildirmiglerdir.

Mitra ve Dungan (2001) sulu soliisyonlarda Quillaja saponinin oda sicaklhiginda
kolesterol ¢oziiniirliigiing 10° kat artirdigim ve 298 K’de pH 4.6°da sicaklik ve NaCl

artirlldiginda kolesterol ¢dziintirliigtinii yine yiikselttigini bildirmislerdir.
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Nagesh et al. (1999) saponin igerikli toksik bitkilerin karides juvenillerinin kabuk
kalitesi ve hayatta kalmalari {izerine etkilerini arastirdiklar1 c¢alismada, kabuk
yumusaklhigimin saponinin dozuna ve maruz kalma siiresine gore degistigini; yumusak
kabuklu karideslerin hepatopankreaslarinda en 6nemli degisikligin hepatopankreatik

borularin dejenerasyonu oldugunu bildirmislerdir.

Barroso et al. (1999) farkh sikliklarda gesitli aminoasitlerin ilave edildigi diyetlerle
beslemenin gokkusag:r alabaliklarinda biiyiime ve NADPH sistemlerine etkilerini
arastirmiglardir. Calisma neticesinde G6PD, 6PGDH, malik enzim (ME) ve NADP
temelli izositrat dehidrogenazin kinetik davranislarimin karaciger, bobrek ve adipoz
dokularinda arttigim1  belirlemislerdir. Ayrica hem yemleme sikliginin hem de serbest
aminoasitlerin en 6nemli sitosolik NADPH iiretim sistemleri aktivitelerini etkiledigini
ve baliklarda NADP ile ilgili enzimlerin beslenme ve metabolik faktorler tarafindan

etkilendigini bildirmislerdir.

Van Noorden ef al. (1997) yaptiklar: bir ¢alismada kirlenmemis agik denizden ve ¢ok
kirlenmis nehir agizlarindan yakaladiklari dil baliklarinda G6PD ve fosfoglukonat
dehidrogenaz (PGDH) aktivitelerindeki farkliliklara bakmislar ve ¢alisma neticesinde su
kirliliginin PGDH aktivitesini 6nemli 6l¢tide etkiledigini, fakat G6PD aktivitesi tizerine

cok fazla bir etki gostermedigini belirlemislerdir.

Bayir (2002) belirli araliklarla canli ve yas yemlerle beslemenin, gokkusag: alabalig
frylarmin eritrositlerindeki G6PD ve plazmalarindaki karbonik anhidraz (CA) enzim
aktiviteleri lizerine etkilerini incelemis ve canli yemle beslenen gruplardaki G6PD

enzim aktivitesinin kontrol grubuna gére %21 oranminda artis gdsterdigini saptamustir.

Barroso er al. (2001) gokkusag: alabali1 diyetlerinde lipid metabolizmast igin esansiyel
olan karbonhidratin baliklarin karaciger ve adipoz dokularinda dort hiicresel NADPH
tiretim sisteminin [G6PD, 6PGDH, malik enzim (ME) ve NADP’ye bagiml izositrat
dehidrogenaz (NADP-IDH)] molekiller davramgimi arastirmak icin bir ¢alisma

yapmislar ve bu ¢alisma sonucunda, karbonhidrat yoklugunun alabalik karacigerindeki
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G6PD, ME ve NADPH-IDH konsantrasyonlarini ve enzim aktivitelerini 6nemli 6lgiide

azalttigim, fakat dokuda bu degisikliklerin meydana gelmedigini tespit etmislerdir.

Kohler ef al. (1998), ¢evresel faktorlerin dil baliginda G6PD ve diger bazi enzimlerin
aktiviteleri tizerine etkilerini belirlemek amaciyla yaptiklar1 arastirmada su kirliliginin
dil baligi karacigerindeki G6PD aktivitesini durdurma noktasina getirdigini

saptamislardir.

Giil ef al. (2004) Seyhan Baraj Golii'niin temiz ve kirli bélgelerinden 10’ar tane tath su
baligi (Cyprinidae) almis ve bu baliklarin karaciger drneklerinde glutatyon-S-transferaz
(GST), laktat dehidrogenaz (LDH), CAT, G6PD, SOD ve malondialdehit (MDAY)’i
incelemisler;. kirli bolgelerde yasayan baliklarin karacigerlerinde yapilan mikroskobik
deneylerle kismi dejenerasyon ile mikro ve makrovaskiiler yag dejenerasyonu oldugunu
tespit  etmislerdir. Ayrica kirli  bélgelerde  yasayan  baliklarin  karaciger
metabolizmalarinin, biyokimyasal parametreler ve histopatolojik gézlemler i¢in hassas

belirleyiciler oldugunu bildirmislerdir.

Stephensen er al (2002) yapmus olduklann ¢alismada gokkusagr alabaliklari
(Oncorhynchus mykiss)’m 5 giin boyunca parakuat, menadione, nafthazarin ve B-
nafthoflavon (B-NF) kimyasallarina maruz birakmislar ve bu kimyasallarin GR
aktivitesini artirdigini tespit etmislerdir. B-NF hari¢ diger kimyasallarin GST aktivitesini
yiikselttiginide bildirmislerdir.

Kolayli (1996) yapmus oldugu ¢aligmada yas, boy ve agirliklan yaklasik aym olan ve
bir kismi belli bir siire tath suda yetistirildikten sonra deniz suyunda yasamaya adapte
edilmig, digeri ise tamamen tath suda yasayan gokkusagi alabaliklarimin (Salmo
gairdnerii) karaciger ve eritrositlerindeki SOD, CAT, GPx, GST ve GR antioksidan
enzim aktiviteleriyle total glutatyon (GSH) ile lipit peroksidasyon miktarlari
incelemistir. Calismamin sonucunda tath sudan deniz suyuna gegise bagh olarak hem
karaciger hem de eritrositlerde SOD ve GR aktivitelerinde 6nemli seviyede azalmaya

kargilik CAT, GPx, GST enzim aktiviteleriyle glutatyon konsantrasyonlarinda dnemli
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artiglar oldugunu belirlemistir. Deniz suyuna adapte edilmis baliklardaki lipit

peroksidasyon degerleri tatli suda yasayan baliklardakinden daha yiiksek bulmustur.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Deneme Siiresi

Denemede kullanilacak kimyasal, tank, su tasima sistemi, filtre sistemi ve balik
materyalinin temini 03.10.2003-03.11.2003 tarihleri arasinda yapilmustir. 03.11.2003-
24.11.2003 tarihleri arasinda 21 giin adaptasyon igin beklenmistir. Baliklar
markalandiktan sonra markalama islemi sirasinda ortaya ¢ikan stresin ortadan kalkmas:
i¢cin 14 giin daha beklenmistir. Deneme 08.12.2003-23.01.2004 tarihleri arasmda

deneme gerceklesmis ve 45 giin siirmiistiir.

3.1.2. Arastirma Yeri

Arastirma, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri B6)iimii Akvaryum Baligi

Yetistirme ve Arastirma Merkezi’nde yiiriitiilmiistiir.

3.1.3. Su Materyali

Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Bolimii Akvaryum Baliklari
Yetistirme ve Aragtirma Merkezi’ndeki mevcut sebeke suyu aktif karbonlu filtre
sistemleriyle klordan arindirildiktan sonra kullamilmistir. Arastirma siiresince giinlitk
yapilan 6lgtimlerde su sicakligs 11,542.5 °C olarak él¢iilmiistiir. Arastirmada kullanilan

suyun kimyasal 6zellikleri ¢izelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Aragtirmada Kullanilan Suyun Kimyasal Ozellikleri

Parametre Deger
Oksijen 6.7-8.8 ppm
pH 8.1
SO,™ (S) 0.33 mg/lt
PO (P) Eser
NO5’ 3.54 mg/lt
NOy Eser
Sertlik 10 FSD
SBV 2.24
Kloriir (CI') 11,70 mg/lt

3.1.4. Arastirma Tanklar

Aragtirmada 1 m ¢ap ve 1 m derinligi olan, taze su girisi ve su tahliyesi bulunan
fiberglas tanklar kullanilmistir. Baliklarin diganiya sigramalarmi engellemek igin
tanklarin tzerleri aglarla ortilmistir. Su dagitim sistemi sekil 3.1'de, arastirmada

kullamlan tanklarin kesiti sekil 3.2'de verilmistir.




18

Sekil 3.1. Calismanin Yiirtitildigi Tanklar

Sekil 3.2. Arastirmada kullanilan tanklarin kesiti (orijinal)

3.1.5. Bahk Materyali

Cahsmada Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Bolimi Alabalik Yavru
Uretim ve Yetistirme Merkezi'nden temin edilen, 2 yash ve ortalama agirliklarn

227,37+13,18 gr olan, her bir tankta 7°ser balik olmak {izere 5 tankta toplam 35 adet
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gokkugagr alabahigi (O. mykiss) kullamlmugtir. Cikis kayitlari meveut oldugu igin

baliklarda yas tayinine gerek duyulmamistir.

Sekil 3.3. Denemede Markalanan Balik Ornegi

3.1.6. Kimyasal Materyali

Aragtirmada kimyasal materyali olarak SIGMA-ALDRICH firmasindan temin edilen 10
g'hk ticari ambalajindaki saponin (S-4521) kullamlmistir. Quillaja saponinin kimyasal
agirhgr 1650°dir (Mitra ve Dungan 2001).
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3.1.7. Kullamilan Laboratuar Alet ve Ekipmanlan

a-Cerrahi Aletler

Baliklarda HSI hesaplamas: igin karacigerlerin ¢ikarilmasinda ve farkli doku
orneklerinin alinmasinda sterilize edilmis cerrahi makaslar, pensetler, pensler ve bisturi

uclar kullanilmigtir.

b- Hematokrit Santrifiijii

Hematokrit tayini igin 10500 sabit devirli 24 Ornek kapasiteli ve zaman ayarll

Elektromag marka hematokrit santrifiij kullanilmistir (Blaxhall ve Daisley 1973).

c- Mikrohematokrit Tiipleri

Hematokrit ve ESR tayininde 1.1 mm ¢aph 75 mm uzunlukta mikrohematokrit tiipleri
kullanilmistir (Blaxhall ve Daisley 1973, Schreck ve Moyle 1990).

d- Kan Ttpleri

Baliklardan alinan kan o6rneklerinin muhafazasinda vakumlu ve standart kan tiipleri

kullamilmistir (Azizoglu ve Cengizler 1996, Pottinger ve Carrick 1999).

e- Enjektorler

Kan 6reklerinin alinmasinda 10 ml’lik plastik enjektorler kullamlmistir (Mawdesley-
Thomas 1972, Blaxhall ve Daisley 1973, Bridges et al. 1976, Clarence ve Hickey 1982,
Satake er al, 1986, Hughes ve Hebert 1991).
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f- Thoma Lamu

Total eritrosit ve lokosit sayimlari igin Neubeuer tipi Thoma lami kullamimistir
(Neumann er al. 1975, Kocabatmaz ve Ekingen 1984, Schreck ve Moyle 1990, Sharma
ve Gupta 1994, Azizoglu ve Cengizer 1996).

g- Jelli Kan Ttuipleri

Biyokimyasal analizlerde kullanilan kanlarin serumunun ayrilmasinda jel ilaveli kan

tiipleri (Vacutaineer) kullanilmistr.

h- Santrifiij

Kan 6rneklerinden serumu aywrmada zaman ve devir ayarli standart santrifiijler

kullanilmustir,

1- Otoanalizor

Aragtirmamizda kullandifimiz biyokimyasal parametreler (GOT, GPT, TG, CHOL)
Merck — Mega / Toshiba — Japan cihazinda okutulmustur.

i~ Kontrol Grubu Yem Materyali

Baliklarin beslenmesinde %45 proteinli, 6 numara ticari pelet yem bazal yem olarak

kullanilmistir. Kullanilan yemin besin madde kompozisyonu ¢izelge 3.2'de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Bahklarin Beslenmesinde Kullanilan Yemin Besin Madde Kompozisyonu
(Yem etiketinden alinmistir).

Madde Miktar (%)
Kuru Madde 88,0
Ham Protein 45,0
Ham Seliiloz 3,0
Ham Kiil 14,0
Kalsiyum 2,0 7
Fosfor 1,3
Ham Yag | 7,0

j- Kimyasal Katkili Yem Materyali

Baliklar deneme siiresince saponinin farkli dozlariyla ( 0, 150, 300 mg/kg) hazirlanan ti¢
grup yem ile beslenmislerdir. Birinci gruptaki baliklar bazal yemle, ikinci gruptaki
baliklar 150 mg/kg (S150) ,tglingii gruptaki baliklar ise 300 mg/kg dozundaki saponinli
yemle(S300) beslenmislerdir.

3.2. Metot

3.2.1. Suyun Filtrasyon Sistemi

Arastirmada kullamlan suyun filtrasyonu amaciyla 1 1t/dk kapasiteli ti¢ kartuslu, aktif
karbonlu 5 adet filtre kullanilmigtir (Martinez et al. 1994). Filtrelerin ticari sekli olan
elyaf + regine + aktif karbon kartuslu diizenegi modifiye edilmis ve sudaki mineral
kaybint onlemek igin regine kartusu aktif karbon kartusuyla degistirilmistir. Boylece
kullanilan su iki kez aktif karbon filtrasyonuna tabi tutularak klorun giderilmesi

garantilenmistir. Kullanilan filtrelerin kesiti sekil 3.4'de gosterilmistir.
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Su Girisi ‘ '
!

Su Cikigt

Elyaf On Filtre Aktif Karbon Filtre

Sekil 3.4. Arastirmada Kullanilan Suyun Klorunu Gidermekte Kullamlan Filtrenin
Kesiti

3.2.2. Su Dagitim Diizenegi

Tesiste kullanilan su, normal sebeke suyu olup, filtre isleminden sonra suda
bulunabilecek muhtemel gazlari (Colak 1982) ugurabilmek ve oksijen muhtevasim
artirmak i¢in 30 metrelik, igiresinde engeller bulunan kanallardan gecirilerek giris ve
cikislar kontrol edilmis olan plastik borulara aktarilmistir. Ayni amagla su, selale

sisteminden gegirilerek tanklara verilmistir.

3.2.3. Deney Baliklariin Secilmesi ve Yerlestirilmesi

Calismada kullamlan baliklar, Su Uriinleri Boliimii Alabalik Yavru Uretim ve Arastirma
Merkezi tesislerinden, daha Once enfeksiyon gecirmemis ve herhangi bir toksik
maddeye maruz kalmamis iki yash gokkusagi alabaliklarindan (O. mykiss) secilmistir.
Her bir arastirma tankina 7°ser adet balik olacak sekilde 5 tanka toplam 35 balik

konmugtur. Birinci gruba S300 grubu, ikinci gruba S150 grubu ve iiciincii gruba da

kontrol grubundaki baliklar konmustur.
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3.2.4. Yemlerin Hazirlanmas) ve Baliklarin Beslenmesi

Birinci grupta 300 mg, ikinci grupta ise 150 mg saponin 1250°ser ml su ile
kangtirildiktan sonra 1’er kg ¢ekilmis yem ile homojen bir sekilde karistirilmiglardir.
Yas iken peletlenen yemler steril bir folyo tlizerine serilerek kurutulduktan sonra

baliklara verilmeye baglanmistir (Francis et al. 2002).

Kontrol grubu baliklarina ticari alabalik yeminden; birinci grup baliklara 300 mg/kg
dozundaki saponinli yemden, ikinci grup baliklara 150 mg/kg dozundaki saponinli
yemden giinliik olarak canli agirligin %1.5’u oraninda verilmistir. Yemleme giinde 2
dgiinde (8 ve 18 saatlerinde) esit boliinerek yapilmistir. Yem atigr ve diskinin birikerek
problemlere yol agmasim 6nlemek i¢in tahliye borulari, tahliye borularmin yeterli

olmadig1 durumlarda da disardan hortum yardimiyla tanklar her giin sifonlanmistir.

3.2.5. Su Sicakliklarinin Ol¢iilmesi

Su sicakliklar: giinde 2 kez (8 ve 18 saatlerinde) 0,1 °C’ye hassas dijital termometre ile

Olctilerek kaydedilmis ve giinliik ortalamalart hesaplanmigstir.

3.2.6. Kan Orneklerinin Ahnmasi

Baliklarin kan Ornekleri, aniis yiizgecinin hemen arka kismindan, kana mukoza
karigmamas: i¢in iyice kurulandiktan sonra 21 numara igneli plastik enjektdrle kaudal
venadan girilerek alinmistir (Knoph ve Thorud 1996, Val ef al. 1998). Baliklardan
kanin alindig1 bolge sekil 3.5°de gOsterilmistir. Her baliktan aym anda iki defa kan
orneklemesi yapilmistir. Kan Orneklerinden ilk kismu heparinli enjektorlerle alinmis,
hematolojik parametrelerin belirlenmesi ve enzim aktivitelerinin &lgiilmesi igin iki
kisma ayrilarak heparinli tiiplere yerlestirilmislerdir. Ikinci grup rnekelemede ise

biyokimyasal parametrelerin tespiti i¢in kan alinirken antikoagiilant madde

kullanilmamus ve jelli kan tiiplerine konulmustur.



Enzim ve biyokimya analizleri i¢in alinan kan 6rnekleri ayni giin ilgili laboratuarlara

tasinarak gerekli analizler yapilmistir.
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Sekil 3.5. Baliklardan Kanin Alindig1 Bélge (Schreck ve Moyle 1990, Brown 1993°
den modifiye edilmistir)

3.2.7. Hemolizat Hazirlanmasi

Kan &mekleri baliklarin kaudal venalarindan heparinli 2,5-5 veya 10 ml’ lik plastik
enjektdrler vasitasiyla ahinarak tiiplere konulmug, daha sonra 15 dk 2500 rpm’ de
santrifiij edilerek tiiplerin {ist kisminda kalan plazma ve 16kosit tabakalar1 damlahkla
alinms ve ardindan 0,16 M’ lik KCL ¢ozeltisi ile ti¢ defa yikanmustir. Eritrositler
hacimlerinin 10 kat1 buzlu su ile hemoliz edildikten sonra hiicre zarlarini uzaklastirmak
i¢in +4 °C* de 10000 devirde 20-30 dk. santrifiij yapilmis ve ardindan damlaliklarla

siipernatantlar uzaklagtirilarak hemolizatlar hazirlanmistir (Ninfali er al. 1990).
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3.2.8. Glutatyon Rediiktaz (GR) Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi

GR enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢im hazirlanan hemolizatin 340 nm’ deki
absorbans degeri okunmustur. Bu islemde her bir mol okside glutatyon (GSSQG)
rediiksiyonu i¢in 1 mol NADPH harcanmistir, GR aktivitesi, gr hemoglobin (Hb) bagina
internasyonal enzim fnitesi, 1 dakikada 1 pu mol substrati tiriine doniistiiren enzim

miktar1 olarak hesaplanmigtir (Beutler 1983).

NUMUNE KOR
Tris-HCI 820 uL. 820 uL
1:10 Hemolizat 30 uL -
Distile Su - 30 uL
GSSG 100 uL 100 pL

Yukaridaki kimyasallar kiivetlere konduktan sonra 37 °C’de 5 dk inkiibasyona
brrakilmistir. Daha sonra numune ve kore 50°ser ul. NADPH ilave edilmis ve 340
nm’'de 2 dk absorbans degerleri ol¢iilmiis ve absorbans degerlerindeki — diigiis

kaydedilmistir.

100 x V
E =— X AA
(mu/ml)
t.e.D.v

V: deney ¢6zeltisinin toplam hacmi (ml)

v: Deneyde numune olarak kullanilan hemolizatin hacmi

D: Isik yolu, optik yol uzunlugu (1 cm)

€: NADPH’ 1n 340 nm” deki molar absorbsiyon sabitesi (6,22 cmz/mrnol)
t: Reaksiyon stiresi (dk)
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AA: Optik dansite degisimi (AAumue - AAksr)
Yukaridaki formiilden 5 dk’ daki optik dansite degisimi bulunarak mu/ml cinsinden
enzim aktivitesi hesaplanmistir. Daha sonra enzim aktivitesi her numune igin

hemoglobinin grami basina diisen enzim iinitesi olarak agagidaki formtilden hesaplanir.

Enzim Aktivitesi (U/grHb)= 100A/Cpyp
Burada;
A: Her ml hemolizattaki enzimin iinite olarak aktivitesi

Cip: Her 100 ml hemolizattaki gram olarak hemoglobin konsantrasyonudur (Beutler,
1983).

3.2.9. Glukoz 6 fosfat Dehidrogenaz (G6PD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda spektrofotometrik olarak 340 nm dalga boyunda

NADP" miktarindaki azalisin belirlenmesi kullaniimistir.

Glukoz 6-fosfat + NADP* Slukez&fostatDeb. | ¢ posfoglukono & lakton + NADPH+H"

G6PD enziminin aktivitesinin tayini igin yukaridaki reaksiyon sonunda olusan NADPH
g6z Oniine alinmigtir. NADPH 340 nm’de absorbans verir. Dolayisiyla enzimin
aktivitesi 37°C’de NADPnin indirgenmesi sonucu olusan NADPH’in 340 nm’de
absorbsiyon artis1 sonucu 6lgtilmiistiir. 1 mM NADP” indirgendiginde (1ml hacimde ve
1 cm 151k yolunda), spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda okundugunda 6,22 OD
(optik dansite) verir. G6PD enziminin katalizledigi yukaridaki reaksiyonda 1 mol

substrat (G6P) reaksiyona girdiginde 1 mol NADPH olusur (Beutler 1983).
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G6PDH enzim aktivitesi 6l¢limii i¢in su prosediir uygulanmusgtir:

i Numune Kor ]
Tris-HCI 100 pL 100 uL
MgCl, 100 uL 100 uL
Saf Su 550 uL 600 uL
NADP+ 100 uL 100 uL N
Hemolizat (1/20) 50 uL -
Distile su - 50 ulL

Yukaridaki kimyasallar kiivetlere konduktan sonra 37 °C’ de 10 dk inkiibasyona
birakilmistir. Sonra numune ve koére 100 pL. G6P ilave edilmis ve ardindan kontrole
karsi numunenin absorbans artislar1 340 nm’de 2 dk siireyle kaydedilmistir (Beutler

1983). Daha sonra ise asagidaki formiile dayanarak ml basmna enzim Unitesi

hesaplanmustir.
AOD x Ve
A=— —xf
6.22 Ve
Formiilde;
A : ml bagina enzim {initesi (EU) sayisi

AOD : 340 nm’de optik dansitenin dakika basina degisimi

Ve :Kiivet hacmi

Ve . Kiivetteki saf enzim ¢6zeltisinin hacmi

6.22 : 1 mM NADP ' nin indirgendigi farz edildiginde kullanilan katsay: (milimolar
ekstinksiyon katsayisi)

f : Seyreltme faktorii
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G6PD enzimi igin spesifik enzim aktiviteleri (EU/ml)/(mg hemoglobin/ml) esitliginden
hesaplanmustir. Bu esitliktekt proteinin belirlenmesinde; sigir serum albuminin standart
olarak kullanildig1 ve spektrofotometrede 595 nm’deki absorbansin 6l¢iildiigti Bradford

metodundan yararlamiimaigtir.
3.2.10. Cahismada Kullanilan Cézeltiler ve Hazirlanmasi

(Calisma esnasinda kullanilan ¢6zeltiler ve bu ¢dzeltilerin hazirlanmasi asagidaki gibidir:

1. 1 M Tris-HCI / 5 mM EDTA (pH=8): Enzim aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan bu
tampon ¢ozeltiyl hazirlamak i¢in 6,05 g (0,05 mol) Tris ve 0,0605 g EDTA (2,5)(1()4
mol) alinarak bir miktar distile suda ¢6ziilir. pH, HCI yardim: ile 8’e ayarlanir ve daha

sonra toplam hacim distile su ile 50 ml’ye tamamlanir.

2. 0.1 M MgCl, (Enzim aktivite dlgiimiinde kullanilan aktivatér ¢ozelti): 0,475 g MgCl,

(5x10” mol) alinip hacmi distile suyla 50 ml’ye tamamlanr.

3. 2 mM NADP” (Enzim aktivite ol¢limiinde kullanilan ¢ézelti): 0,0765 g NADP"

(1x10'4 mol) alinip hacmi distile su ile 50 ml’ye tamamlanir.

4. 6 mM G6P (Enzimin aktivite 6l¢timiinde kullamlan substrat ¢ozelti): 0,091 g G6P

(3x10™ mol) alimip hacmi distile su ile 50 mI’ye tamamlanr.

5. 0.16 M KCI: Kanin yikanmasmda kullanilan bu ¢ozelti i¢in 1,192 g ve 0,016 mol

KCI alinip hacmi distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

6. GSSG Cozeltisi: 0.2 g GSSG alinarak 10 ml’ye tamamlanir.
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3.2.11. Hemoglobin Miktarmin Tayini

Hemoglobin miktarinin tayininde cyanomethemoglobin metodu kullanilmigtir. Bu
metodda 0,02 ml kan Ornegi 4 ml drapkin solusyonu ile homojen bir sekilde
karistirilmigtir. 10 dk  beklendikten sonra dipte biriken c¢okelti ¢ikartilip
spektrofotometrede 540 nm’de absorbans degeri olglilmiistir. Elde edilen degerin

Cizelgeden karsilig1 bulunarak g/cm’ cinsinden kaydedilmistir.

3.2.12. Hematokrit Tayini

Hematokrit tayininde mikrohematokrit metodu uygulanmigtir. Kan ornekleri
mikrohematokrit tiiplerine alindiktan sonra tiipiin bir ucu cam macunuyla kapatilmistir.
Hematokrit santrifiijiinde 10500 devirde 5 dk ¢evrildikten sonra bulunan deger skaladan
okunmus ve toplam kanin %'si olarak kaydedilmistir (Blaxhall ve Daisley 1973, Aziz et.
al. 1993).

3.2.13. Eritrosit - Sedimantasyon Oran (ESR)

ESR’nin tespitinde mikro-wintrobe metodu uygulanmustir. Hemotokrit pipetlerine
¢ekilen heparinli kan 6rnekleri zemine dik pozisyonda 1 saat siireyle beklenmistir. Siire

sonunda ayrisann serum miktart mm/saat cinsinden kaydedilmistir (Blaxhall ve Daisley
1973).

3.2.14. Biyokimyasal Kan Analizleri

Biyokimyasal kan analizleri i¢in alinan kanlar 4000 rpm devirde 10 dk santrifiij edilip
kan serumu aymldiktan sonra (Bricknell er al. 1999) cikartilan serumlar Atatiirk
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuari'na gotirilerek  analizler

yaptiriimistir.
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3.2.15. HSI Hesaplanmasi

Baliklar ferdi olarak tartilmis ve agirliklan kaydedildikten sonra makas, pens ve bisturi

kullanilarak baliklarin karacigerleri ¢ikartilmigtir. Hepatosomatik indeksleri tek tek

hesaplanmustir.

Karaciger Agirhig
HSI = x100
Viicut Agirlig

3.2.16. Canh Agirhk Artisimin Hesaplanmasi

Deneme Sonu Ort. Ag.(g) - Denem Baslangic1 Ort. A, (g)
Canli Agirhik Artist (%) = x 100
Deneme Baglangic1 Ort. Ag (g) ( Siddhuraju ve Becker, 2003)

3.2.17. istatistiki Analizler

SAS (1996) paket programinin GLM prosediirii ile varyans analizi yapﬂarak muamele
gruplar1 aras: farklar istatistiksel olarak test edilmistir. Ayrica gruplara ait ortalamalar

Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile analiz edilmistir (Yildiz ve Bircan 1991).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Enzim Aktiviteleri

Calisma sonunda &lgiilen G6PD ve GR enzim aktivitelerine ait bulgular ve istatistiki
analiz sonuglan ¢izelge 4.1de verilmistir. Cizelgeden de goriilebilecegi gibi deneme
sonunda gerek GR gerekse G6PD enzim aktiviteleri hem S150 hem de S300 grubunda
kontrol grubuna nazaran diistis gOstermistir. Ancak bu diisiis sadece GR enzim
aktivitesinde istatistiki olarak 6nem tasimaktadir (p<0,05). G6PD enzim aktivitesi ise

gruplar arasinda istatistiki olarak farksizdir.

Cizelge 4.1. Calisma sonunda deneme gruplarinda elde edilen GR ve G6PD enzim
aktivitesine ait bulgular ve istatistiki analiz sonuglari

Glutatyon Glukoz 6-

Deneme n Rediiktaz Onem D hF(;) sfat Onem

Gruplan (EU/ gr Hb) Seviyesi CMErogenaz  Seviyesi
Fis (EU/ gr
XS X

Kontrol 5 3,67+0,58" * 19,72+2.86 Onemsiz
S150 5 2,62+0,27° * 15,86+3,19 Onemsiz
S300 5 1,49+1,55% * 13,34+8.79 Onemsiz

X £SD= Ortalama + Standart Sapma. (a-b): Farkli harfler istatistiki olarak birbirinden farkli
gruplari gostermektedir. Onemsiz: P>0.05, *: P<0.05.
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4.2. Hematolojik Parametreler

Hemoglobin, hematokrit ve ESR degerlerinden sadece hemoglobin deneme sonunda

gruplar arasinda farkli bulunmustur (p<0,05) (¢izelge 4.2 ve 4.3).

Cizelge 4.2. Deneme Sonunda Gruplardaki Hemoglobin Degerleri

Hemoglobin (g/100 ml)
Deneme n Deger Onem
Gruplar: L Seviyesi
X+SX
Kontrol 2,84+0,65 *
S150 4,74+1,34° *
S300 4.42+0,83% y

X +SD= Ortalama + Standart Sapma. (a-b): Farkl harfler istatistiki olarak birbirinden farkh
gruplari gostermektedir. *: P<0.05.

Cizelge 4.3. Deneme Sonunda Gruplardaki Hematokrit ve ESR Degerleri ve Istatistik
Analiz Sonuglari

Deneme Hematokrit ESR Onem Seviyesi
Gruplan n Deger n Deger
X+8X X+SX
Kontrol 4 46,75+1,5 4 0,90£0,12 Onemsiz
S150 8 43,63+4,03 8 0,91+0,18 Onemsiz
S300 8 43,75+2.92 8 0,91+0,24 Onemsiz

X +SD= Ortalama + Standart Sapma. Onemsiz: P>0.05
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4.3. Canh Agirhk Artisi

HSI ve % canli agurlik artisina ait sonuglar ¢izelge 4.4> de verilmigstir. HSI degerleri
bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak bir farklilik ¢itkmazken canli agirlik arsti
degerleri bakimindan deneme gruplari birbirinden farkli bulunmustur (p<0,05). Hem
HSI hem de canli agirlik artis1 parametrelerinde en yiiksek deger kontrol grubunda
bulunmugtur. S150 grubundaki biiylime orami S300 grubundan daha yiiksektir. Bu
rakamlara gore saponinin biiyiimeye olumsuz etkileri oldugu goriilmektedir. Ancak HSI
S300 grubundaki HSI’nin S150 grubundan daha yiiksek oldugu da ¢alismanin baska bir

sonucu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Cizelge 4.4. Deneme gruplarina ait HSI ve canli agirlik artis1 degerleri ve bu degerlerin
istatistiki analiz sonuglari

Deneme n HSI 5nem n Canh &wm
Gruplan Seviyesi Agirhk Seviyesi
y Artis1 (%)
DEP. ¢ X+SX
Kontrol 5 1,32+0,39 Onemsiz 7 48,29+11 40 *
S150 5 1,23+0,21 Onemsiz 14 31,24+17,94° *
S300 5 1,16£0,29 Onemsiz 14 27.61%+16,97° *

X £SD= Ortalama + Standart Sapma. (a-b): Farkh harfler istatistiki olarak birbirinden farkli
gruplan gostermektedir. *: P<0.05

4.4. Besin Maddesi Kompozisyonu

Arastirma sonunda yapilan proximate analiz sonuglarinin istatistiki analizi neticesinde
gruplar arasinda herhangi bir farkliligin olmadigi belirlenmistir. ¢izelge 4.5°de de
gorilebilecegi gibi deneme gruplarninin besin madde kompozisyonlar: birbirlerine

oldukea yakin bulunmustur.
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Cizelge 4.5. Calisma Sonunda Baliklarda Yapilan Proximate Analiz Sonuglart (%)

Deneme n Ham Kuru Ham Kiill Ham Yag Onem
Gruplan Protein(%) Madde (%) (%) (%) Seviyesi
X+SX  XiSX X+SX X+SX

Kontrol 4 19,51+1,97 2322+2,02 1,11%0,12  2,39+0,22 Onemsiz

S150 4 18,90+£1,72  2322+1,33  0,99+0,11 3,20+0,81 Onemsiz

S300 4 19,40+0,92 23,19+1,22  1,01+£0,10  2,60+0,61 Onemsiz

X +£SD=Ortalama + Standart Sapma. Onemsiz: P>0.05.

4.5. Kan Biyokimyasi

Calisma neticesinde caligilan tiim biyokimya degerleri ile saponinin yeme katilan dozu
arasinda dofrusal bir iliski oldugu goriilmektedir (¢izelge 4.6). Yani yeme katilan
saponinin miktar arttikca biyokimyasal degerlerde de artis gozlenmistir. Ancak bu

artislarin istatistiki olarak herhangi bir anlami olmayip gruplar arasinda istatistiki agidan

bir farklilik s6z konusu degildir.
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Cizelge 4.6. Calisma Sonunda Deneme Gruplarinin Kan Biyokimya Degerleri ve
[statistiki Analiz Sonuglari

Gruplar Onem
GOT (U/) GPT (U TG (U/D CHOL (U Seviyesi
n Deger n Deger n Deger n Deger
XS X X4+SX X+S X XS X
7 10,25 4 10,25 4 91,75 4 256,75 Onemsiz
Kontrol + + + +
8,77 13,20 17,00 37,21
7 13,75 8 13,75 8 97,38 8 257,87 Onemsiz
S150 + + + +
2,43 2,05 28,25 50,49
7 13,83 8 17,88 8 106,38 8 267,12 Onemsiz
S300 + + + +
23,08 27,24 16,97 27,95

X +SD= Ortalama + Standart Sapma. Onemsiz: P>0.05.
GOT: Glutamik Oksaloasetik Transaminaz; GPT: Aspartat Aminotransferaz; TG: Trigliserid;
CHOL.: Kolesterol.
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. Enzim Aktiviteleri

5.1.1. G6PD Enzim Aktivitesi

Daha 6nce yapilan pek¢ok aragtirma cesitli toksik kimyasallarin baliklardaki enzim
aktivitelerini 6nemli derecede etkiledigini gostermigtir (Otto er al. 1996, Kolayli ve
Keha 1999, Lopes et al. 2001, Oru¢ ve Uner 2002, Erdogan vd 2004). Yapmis
oldugumuz ¢aligmada saponin igerikli yemlerle beslenen her iki grubun baliklarinda da
(S150 ve S300) G6PD enzim aktivitesi kontrol grubuna oranla diisiik ¢ikmug; fakat bu

diisiis 6nemli bulunmamustir (gizelge 4.1).

G6PD pentoz fosfat yolunun itk basamagm katalizleyen anahtar enzimdir (Pilz et al.
1984, Lehninger 2000). Pentoz fosfat yolunun temel gérevi NADPH tiretmektir (Keha
ve Kiifrevioglu 1997). Bu yolla iiretilen NADPHlar genel olarak; yag asitlerinin,
steroidlerin, bazi aminoasitlerin, indirgenmis glutatyonun ve DNA’nin sentezinde
kullanilmaktadir (Bonsignore ef al. 1966, Bonsignore ve Flora 1972). NADPH ayrica
biiylime ve {lireme proseslerinde esansiyel olup bu proseslerde elektron ve hidrojen
kaynag1 olarak gorev yapar (Kan et al. 1988). G6PD aktivitesinde meydana gelebilecek

aksakliklar balik metabolizmasinda ¢ok 6nemli hasarlara yol agabilir.

Saponinin gokkusag1 alabaligi (Oncorhynchus mykiss) diyetlerinde G6PD aktivitesi
tizerine olumsuz etkilerinin oldugu fakat ¢ok 6nemli aktivite kayiplarinin yaganmadigt

calisma sonucunda belirlenmistir.
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5.1.2. GR Enzim Aktivitesi

Kontrol grubunun GR degeri 3,67+0,58 EU/g Hb iken diger iki grup diislis gdstermis ve
8150 2,62+0,27 EU/g Hb degerini S300 grubu ise 1,49+1,55 EU/g Hb almustir (gizelge
4.1). Gruplar arasindaki bu fark 6nemli bulunmustur (P<0,05).

Akuatik organizmalarin sagh@ ¢esitli toksikantlarin neden oldugu oksidatif stresten
dolay1 tehlikeye girebilmektedir. Pentoz fosfat yolu (PPP) eritrositlerdeki NADPH 1n
tek kaynagidir. NADPH ise proteinler, niikleik asitler ve membran lipidlerini igeren
hiicrelerin bir kismindaki serbest radikallerin sebep oldugu oksidatif stresten hiicreleri
korur (Ozmen 2004). GR enzim aktivitesindeki azalma muhtemelen in vivo sartlarda
PPP’de ki G6PD aktivitesinden kaynaklanan NADPH uygunlugunun degisiminden
kaynaklanmaktadir. Ciinkii GR aktivitesi NADPH’in kullanilabilirligine baghdir
(Halliwell 1991).

5.2. Hematolojik Parametreler

Hematolojik parametreler baliklarda hastalik veya uygun olmayan gevre sartlarinin
arastirllmasinda yaygmn olarak kullamlmaktadir (Dériicti ve Girgin 2001). Bu
parametreler baliklar kendileri i¢in uygun olmayan bir ortamda bulunduklarinda diger
parametrelerden ¢ok daha ¢abuk tepki verirler (Atamanalp et al. 2002). Kiiltiirii yapilan
baliklarda beslenme oOzellikleri, beslenme sekli ve stok diizeylerinin hematolojik
parametreler lizerine etkilerinin oldugu bilinmektedir (Blaxhall 1972, Martinez et al.
1994, Hamre er al. 1994, Haliloglu 1996). Dolayisiyla diyete katilan saponinin
gokkusag alabaligimin hematolojisinde bir degiiklik yapip yapmayacagi oldukca
onemlidir. Bu nedenle énemli bazi hematolojik parametreler ¢alisma sonunda 6lgiilerek

degerlendirilmistir.
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5.2.1. Hematokrit

Kontrol grubu baliklarda hematokrit yiizdeleri ortalamasi 46,75+1,5 bulunurken S150
grubu ve S300 grubu baliklarinda bu degerler sirayla 43,63+4,03 ile 43,75+2,92
degerlerini gdstermektedir. Yani kiiciikte olsa bir diislis mevzu bahistir. Ancak aradaki

bu farkin istatistiki olarak bir nemi yoktur (cizelge 4.3).

5.2.2. Hemoglobin

Hemoglobin degerleri ile hematokrit degerleri arasinda ters bir oranti bulunmugtur.
Soyle ki hemoglobin degerleri kontrol 2,84+0,65 bulunurken S150 grubunda 4,74+1,34
ve S300 grubunun ise 4,42+0,38 olarak bulunmustur. Gruplar arasindaki bu farkhliklar
istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05). Cizelge 4.2°nin bulgulariyla, Aziz vd
(1993), Shakoori et al. (1996) ile Atamanlp vd (2003) benzerlik gostermektedir. Fakat
Reddy ve Bashamohideen (1989), Cyprinus carpio’da fenvalarate ve cypermethrinin;
Ahmad et al. (1995)nin ¢in ot sazam (Heteropneustes fossilis)’'nda danitoliin
hemoglobin miktarim distirdiigiinii bildirdigi literatiirler ile ¢elismektedir. Bu farkliligin
iki 6nemli nedeninin oldugu disliniilmektedir. Yukarida adi gegen arastiricilar gesitli
pestisitleri arastirmislardir; oysa saponin burada arastirilan pestisitlerle kiyaslandiginda
¢ok daha az zararli/toksik olan bir kimyasaldir. Ayrica saponin diyete katilarak baliklara
verilmistir. Ikinci neden ise calismalarda kullamlan balik tiirlerinin farkli olusudur.
Hemoglobin miktarimin saponin gruplarinda artis gdstermesinin nedeni olarak baliklarm
oksijen tasima kapasitesinin diismesi ve bunun sonucu olarak baliklardaki solunum
sayisinda bir artisin meydana gelmesi gosterilmistir (Atamanalp vd 2002). Hemoglobin
degerleri hematokrit deferlerinin aksine saponinin metabolizmay:1 sekteye ugratarak

solunum sayisini artirdigini gostermektedir.



40

5.2.3. Eritrosit Sedimantasyon Oram (ESR)

Cesitli arastiricilar kimyasala maruz birakilan baliklarda sedimentasyon oramnin
yiikseldigini gostermistir (Kumar et al. 1999, Atamanalp vd 2003). Yapilan ¢aligmada
kontrol grubu eritrosit sedimentasyon orami 0,90+0,12 mm/h iken, S150 ve S300
grubunun degerleri sirayla 0,91+£0,18 mm/h 0,91+0,24 mm/h olarak bulunmustur. S150
ve S300 grubunun kontrol grubuna oranla gostermis oldugu artig, énemli ¢itkmamigtir

(cizelge 4.3).

Hematolojik parametreler biitiin olarak degerlendirildiginde sadece hemoglobindeki
degisimlerin istatistiki olarak bir anlam ifade ettigi goriilmektedir (¢izelge 4.2 ve 4.3).
Hematolojik parametrelerin  baliklarin  saponin diyetlerinden etkilendigi ancak
etkilesimin pestisitlerdeki kadar kuvvetli olmadig1 calismamizin baska bir sonucu olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.

5.3. Hepatosomatik indeks (HSI) Degeri

Calisma neticesinde HSI degeri ile diyetteki saponin miktari arasinda olumsuz bir
etkilesimin oldugu ancak etkilesimin 6nemli olmadig1 belirlenmistir (¢izelge 4.4). Bu
sonuglar Siddhuraju ve Becker (2003)’in Nil tilapiasi’nda yapmis oldugu ¢alisma ile
paralellik gostermektedir. Ayrica, HSI degeri ile karkasta belirlenen ham yag degerleri
arasinda olumlu bir iligkinin varlig1 da ortaya ¢ikmaktadir. Hem ham yag hem de HSI
degeri diyetteki saponin ile ters orantihdir (¢gizelge 4.4 ve 4.5). Daha once yapilan
calismalar bu durumun sindirilemeyen karnbonhidratlardan kaynaklandigini

gostermektedir (Siddhuraju ve Becker 2001, 2003).
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5.4. Canh Agirhk Artisi

Farkli bitkilerden elde edilen saponinler salmonlarda yem degerlendirme oranim
diisirmekte ve bu nedenle de baliklarin agirlik artis hizlarinin 6nemli derecede
azalmasima neden olmaktadir (Bureau ez al. 1998). Ayni durum diger bazi balik tiirleri
icinde gegerlidir (Alonso et al. 1998, 2000, Francis et al. 2001, 2002, Hossain et al.
2001). Fakat yapilan literatiir taramalarinda gokkusagi alabaliklarinda boyle bir bilgiye
rastlanamamustir.

Kontrol grubunun canli agirlik artist S300 grubundan yiiksek bulunurken S150 grubu bu
iki grup arasinda bir deger almistir. Gruplar arasindaki bu farklilik nemli bulunmustur
(¢izelge 4.4). Bu sonug diger salmonlarda elde edilen sonuglaria paralellik gostermekte
olup, diyette bulunan saponinin miktan artikga baliklardaki canli agirhik artisi
diigmektedir. Bu durum ise muhtemelen saponinin anti-niitrient etkisinden
kaynaklanmaktadir (Hossain ef al. 2001).

5.5. Besin Madde Kompozisyonu

Cizelge 4.5’de de goriilebilecegi gibi baliklarin besin madde kompozisyonlarinin
karsilastirilmast neticesinde gruplar arasinda istatistiksel bir farkhiligin bulunmadif
belirlenmistir. Bu sonug¢ Francis et al. (2002)’nin aynali sazanlarda ve Siddhuraju ve
Becker (2003)’in Nil tilapialarinda yaptigi calismalar ile Ortiismektedir. Calisma
neticesinde gokkusagr alabaliklarinda saponinlerin besin madde kompozisyonu iizerine

herhangi bir olumsuz etkisinin mevcut olmadigi ve bu durumun literatiirlerle uyustugu

saptanmistir.
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5.6. Biyokimyasal Parametreler
5.6.1. Glutamik Oksaloasetik Transaminaz (GOT)

GOT degerleri kontrol, S150, S300 gruplarn igin 10,25+8,77 U/, 13,75+2,43 U/l Ve'
13,83+23,08 U/l olarak bulunmustur. Bu rakamlar incelendiginde saponine maruz
birakmanin baliklarda GOT seviyesini yiikselttigi goriilmistiir. Gruplar arasindaki bu
fark Onemli bulunmamistir (¢izelge 4.6). Bu duruma gére kimyasal uygulamasi ile
kanda GOT seviyesinin diistiigiinii belirten Shakoori et al. (1991), Mughal ef al. (1993),
Shakoori et al. (1994), Jeney et al. (1996) ile Shakoori et al. (1996)’min literatiirleri ile
bu ¢alisma sonuglan ortiismemektedir.Bunu kullanilan kimyasalin ve balik tlirlerinin

farkli olusuna baglayabiliriz.
5.6.2. Aspartat Aminotransferaz (GPT)

Caligmada kontrol, S150 ve S300 gruplari i¢in GPT degerleri sirayla 10,25+13,20 U/,
13,75£2,05 ve 17,88+27.24 U/l olarak olgiilmiistir. Bu ¢alisma kimyasal
uygulamalarinin baliklarda GPT degerini diisiirdiigiint bildiren Shakoori et al. (1991),
Shakoori et al. (1994), Ahmad et al. (1995), Shakoori ef al. (1996) ile paralellik arz
etmemistir. Bu farkin kullanilan kimyasalin farkli olusundan ve kimyasalin yeme
katilarak verilmesinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Gruplar arasindaki fark 6nemli

bulunmamustir (¢izelge 4.6).
5.6.3. Trigliserid (TG)

TG’in diyete bagh olarak degisim gosterdigi saptanmustir (Luizi er al. 1997). Handy ef
al. (1999) diyete bakir ilavesi ile gokkusagi alabalifi plazmasinda TG’lerin arttigin
belirtirken, Kavadias et al. (2003) deniz levrekleri (Dicentrarchus labrax)’nde TG’lerin
¢evre sartlarina bagh olarak degisim gosterdigini bildirmistir. Bu ¢alismada elde edilen

sonuglara gére TG saponin gruplarinda yiikselme gostermistir. Kontrol grubu TG degeri
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91,75+17,00 U/l iken S150 ve S300 gruplarinda bu deger sirasiyla 97,38+28,25 U/l ve
106,38+16,97 U/l olarak belirlenmistir (¢izelge 4.6). Yapilan istatistiksel analizlerde bu
artisin 6nemli olmadig1 saptanmistir. Dolayisiyla saponinin géokusagi alabahiginda TG
degerleri lizerinde kismi bir olumsuz etkiye sahip oldugu ancak etkinin metabolizma

i¢in ¢ok 6nemli olmadig1 saptanmstir.
5.6.4. Kolesterol (CHOL)

Kolesterol ve diger steroller ile saponin arasindaki etkilesim saponinin biyolojik etkileri
ve bunlarin membran aktiviteleri ile agiklanmaktadir (Cheeke 1999). Hossain et al.
(2001) Cyprinus barpio’larl Sesbania kokii unu ile besledikleri ¢aligma neticesinde
diyetteki doz arttikga plazma kolesterol seviyesinin 6nemli miktarlarda azaldigim
bildirmistir. Benzer sekilde Refstie er al. (1999) soya ununun Atlantik salmonlarinda
plazma kolesteroliinde azalmaya neden oldugunu saptamislardir. Bu azalmanin iki
nedeninin olabilcegi diisiniilmektedir. Bunlar; a) saponinler b) proteinlerinin kendi
yapilaridir (Potter er al. 1993). Hossain ef al. (2001) ise kolesteroldeki bu diisiise
fitokimayasallar olarak bilinen, bitki proteinlerinde bulunan fakat hayvansal
proteinlerde bulunmayan ve protein olmayan bilesiklerin neden olabilecegini ileri
stirmistiir. Caligmada elde edilen sonuglar ile daha dnce yapilan ¢alismalar arasinda ¢ok
Onemli benzerlikler bulunmaktadir. Sadece S300 grubundaki kolesterol degerlerinde
beklenilmeyen bir artis s6z konusudur (gizelge 4.6). Bu durumun ya kullamlan
saponinin sentetik olusundan ya da cesitli ¢evresel faktdrlerden (deneme tanklarinin

biiyiikliigii, su akis liz1 ve kan alimindaki etkilesimler gibi) kaynaklanmis olabilir.
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Elde edilen sonuglar 15181nda;

e Aym kimyasalin gokkusagi alabaligi (O. mykiss)’min farkli hayat evrelerindeki

etkilerinin aragtirilmasi,

e Su iriinleri yetistiricilik sistemlerinde, dzellikle nakil sirasinda kullanilan anestezik

kimyasallarin yerine ikamesinin arastirlmast,

e DBolgedeki mevcut sigirkuyrugu Dbitkisinin alt tiirlerinin  baliklara etkilerinin

arstirilmasi ve denenmesi hedeflenmektedir.
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