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OZET

PROBIOTIK URUNLERIN CiPURA (Sparus aurata) KULTURUNDE
KULLANIMI: BUYUME PARAMETRELERI VE ENZIMATIK
AKTIVITE

ARIG, Nihan

Yiiksek Lisans Tezi, Su Uriinleri Yetistiricili§i Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Ciineyt SUZER
Eyliil 2012, 45 sayfa

Bu calismada ¢ipura larva kiiltiiriinde probiotik bakterilerin kullanim
olanaklar1 ve larval donem {izerindeki etkileri arastirilmistir. Yesil su
tekniginde 3 tekrarli siirdiiriilen denemeler kapsaminda ¢ipura larvalarinin ilk
20 giinliik besleme déneminde canli yeme ve tank ortamina Bacillus sp. grubu
probiotik uygulamasi yapilmis ve 40 giin boyunca biiylime parametreleri ile
sindirim enzim aktiviteleri izlenmistir. Cipura larvalarinda deneme sonunda 40.
giinde elde edilen sonuglar incelendiginde total boy deneme grubunda
21.12+1.8 mm, agirhik 28.12+2.3 mg, spesifik biiyiime oran1 7.8 %/giin ve
yasama orani da %16.7 olarak tespit edilmistir. Kontrol grubunda ise 40. giinde
total boy 17.03£1.2 mm, agirlik 24.2842.7 mg, spesifik biiylime orani 7.1
%/glin ve yagama oran1 da %8.2 olarak bulunmustur. Biiyiime parametreleri
acisindan deneme grubu ile kontrol grubu arasindaki farkliliklar 6nemsiz
bulunmustur (p>0.05). Bununla birlikte, eksojen besin alimi ile es zamanl
olarak pankreatik sekresyon tespit edilmis ve en yiiksek alkaline proteaz
aktivitesi deneme grubunda 145.2+13.2 mU/mg protein” Sl¢iilmiistiir. Alkalin
proteaz aktivitesi acisindan deneme grubu ile kontrol grubu arasindaki farklilik
onemli bulunmustur (p<0.05). Fonksiyonel mide olusumu ve asit proteaz
aktivitesi larvalarda 35. gilinde tespit edilirken denemeler sonunda deneme
grubu ile kontrol grubu arasinda herhangi bir farklilik goézlenmemistir
(p>0.05). Sonugta, ¢ipura larvalarinda Bacillus sp. grubu bakterilerin ¢ipura
larva iiretiminde kullaniminin olumlu etkileri oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Cipura, larva, probiotik, Bacillus sp., sindirim enzimleri.
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Vil
ABSTRACT

THE USING OF PROBIOTICS IN SEA BREAM (Sparus aurata)
LARVICULTURE: GROWTH PARAMETERS AND ENZYME
ACTIVITY

ARIG, Nihan

MSc in Aquaculture
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ciineyt SUZER
September 2012, 45 pages

In this study, using properties and beneficial effects of probiotics have
been investigated in sea bream larviculture. Larval culture was triplicated in
green water technique. Bacillus sp. probiant have been administrated both for
live food rotifer and also culture environment during the first 20 days and also
growth parameters and digestive enzyme activities were examined until on day
40. At the end of the experiment, total length, weight, specific growth rate, and
survival rate were determined as 21.12+1.8 mm, 28.12+2.3 mg, 7.8 %/day, and
16.7%, respectively. In control group, these parameters were estimated as
17.03+1.2 mm, 24.28+2.7 mg, 7.1 %/day, and 8.2%, respectively. There is no
significant differences in growth parameters between experimental and control
group (p>0.05). However, pancreatic secretion was firstly detected
concurrently with starting of exogenous feeding and also the peak of alkaline
protease was determined in experimental group as 145.24+13.2 mU/mg protein’
!. Significant differences were found in specific activities of alkaline protease
between experimental and control group (p<0.05). Formation of functional
stomach and acid protease activities was firstly detected on day 35 but there is
no significant differences between experimental and control group (p>0.05).
As a result, it is determined that using of probiotics has some remarkable and

beneficial effects in sea bream larviculture.

Keywords: Sea bream, larvae, probiotic, Bacillus sp., digestive enzymes.
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1. GIRIS

Deniz baliklar kiiltiiriinde son yillarda artan ¢evresel duyarlilik basta olmak tizere her
gecen giin yeni akuatik patojen mikroorganizmalarin identifikasyonu zorlasmaktadir. Uretilen
tirtinlerin en erken zamanda pazar boyuna ulastirilmasi gerekliligi, kiiltiir kosullarinda ve
besin maddelerinde yasanan sorunlar bilim insanlarini ve iireticileri biyoteknolojinin gelisime
bagli olarak yeni arayislara yoOnlendirmistir. Bu asamada, siralanan bu darbogazlarin
asilmasinda son yillarda 6zellikle probiotikler 6nemli bir ¢6ziim olusturmustur. Akuakiiltiirde
larval agamadan pazarlama asamasina kadar her alanda probiotik kullanimi s6z konusu olmus

ve son yillarda bu alandaki ¢alismalar 6nemli ivme kazanmustir.

Baligin florasinda bulunan mikroorganizmalar temelde faydali ve zararli olmak iizere
iki grupta incelenir. Saglikli bir konakg¢ida bu iki grup denge halinde olup, faydali
mikroorganizmalar baskin florayr olusturmaktadir. Gastrointestinal sistemde bulunan ve
faydali olarak nitelendirilen bu bakterilerin, yemlerin sindirimine, vitamin {iretimine ve zararl
mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklarin 6nlenmesine yardimci oldugu bilinmektedir.
Bu baglamda, bagirsak florasini diizenleyerek konake¢1 sagligi {izerinde olumlu etkileri olan

mikroorganizmalar “Probiotik” olarak tanimlanmaktadir( Gatesoupe et al., 1999).

Glinlimiizde basta kiiltiirii yapilan i¢ su ve deniz baliklar tiirleri olmak {izere kabuklu
ve karides tiirlerinde hastaliklarin sagaltim siirecinde antibiyotiklere bir alternatif olarak
probiotiklerin kullanimi yaygimlagmistir. Ayrica, ortam parametrelerinin optimizasyonunda
dengeleyici, yem etkinliginin ve buna bagli olarak sindirilebilirlik ve sindirim enzimleri
aktivitesinin artirilmasinda tetikleyici bir destek {iirlinii olarak kullanilmaktadir. Bununla
birlikte akuakdiltirde yaygin olarak kullanilan baglica bakteriler Lactobacillus sp.,
Bifidibacterium sp., Vibrio sp., Saccharomyces sp., Enterecoccus sp. genusunda
yogunlagmistir. Ayrica son yillarda, Bacillus subtilis tiirii probiant balik hastaliklarinin
tedavisinde oral olarak bakterioterapi olarak kullanilmaktadir (Gatesoupe et al., 1999).

Probiotiklerin ¢calisma mekanizmasina bakildiginda;

v Probiotik bakteriler zararli bakterileri dislar ve ya bu zararli bakterilerin olusumunu
Onleyici madde salgilarlar, bagisiklig1 artirir.
v" Probiotik bakteriler zararli bakterilerin ¢ogalabildikleri ortam kosullarini ve ozellikle

pH’1 dengeleyerek zararli patojenlerin olusumunu engellerler.



v’ Kiiltirii yapilan canlilarin beslenmesini gelistirmek i¢in yapilan vitamin sentezinde
gorev alirlar.

v' Kiiltiirii yapilan canlilarin sindirimlerini kolaylastirmak igin enzim salgilarlar.

v’ Probiotik bakteriler toksik veya organik materyalleri dogrudan ayristirarak su
kalitesini artirirlar (Gatesoupe et al., 1999).

Bu ¢alismada, iilkemizde kiltiirii yapilan ¢ipura (Sparus aurata) baliginin larval
dénem boyunca Bacillus sp. grubu probiotik bakterilerin, larvanin gastrointestinal sisteminde
kolonize olup alkali bir ortam saglayarak patojen bakterilerin liremesinin engellenmesi ve
larvanin  biiylime parametreleri ile sindirim enzimleri aktivitesi agisindan etkileri

incelenmistir.



2. LITERATUR BILDIRISLERI
2.1 Cipura Baligmin Biyolojik Ozellikleri
Cipura baliginin sistematikteki yeri asagida verilmistir.

Regnum : Animale
Subregnum  : Metezoa
Phylum : Chordata
Subphlum : Vertabrata
Superclassis : Gnathostamata

Classis : Osteichyes

Ordo : Perciformes

Subordo : Percoidei

Familya : Sparidae

Genus . Sparus

Species : Sparus aurata (Linnaeus, 1758)

Yabanci dillerdeki adlandirmas ise gilthead seabream (ing.), daurade royale (Fra.) ve
Meerbrasse (Alm.) seklindedir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Cipura baliginin genel goriiniisii (Fishbase, 2012)



Tiim Akdeniz’den Ingiltere kiyilarindan baslayarak biitiin Akdeniz bdlgesinde dagilim
gosterir. Genellikle tropikal, subtropikal ve 1liman kusaklarda yayilim gosteren ¢ipura deniz
fenogramlarinin bulundugu kumlu—¢amurlu ve ¢amurlu ortamlarda yasamini siirdiiriir. Bunun

yani sira nehir agizlarina ve lagiiner bolgelere de girer (Saka ve Firat, 2009) (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Cipura baliginin dagilim alanlari (Fishbase, 2012)

Protandrik hermafroditizm 6zelligi gosteren ¢ipuralar, 8. aylarinda ovaryum
olusumlariyla birlikte disi 6zellik gosterirler. 12. aylarinda iiremenin ilk sezonunda tiim
bireyler erkek fonksiyondadir. Gonadin ventralinde olgun testikiiller belirir. Gonadin disi
kisminda ise higbir gelisme gozlenmez. 23-24. aylardaki baliklarin ikinci periyodunda ise
bireylerde erkeklikten disilige bir gecis s6z konusudur. Bu donemde gonadlarda belirgin bir
olgunlagsma gozlenmektedir. Bu cinsiyet degisimi ani olmamakla birlikte 6zellikle 3. yagtaki
bireyler intersex Ozelligindedir. Cipuralarin iireme periyodu iilkemizde Ekim-Aralik aylar
arasinda olup en iyi gelisim 22-25 °C araliginda gézlenmektedir. Yasayabilecekleri sicaklik
araligi 6-32 °C ve tuzluluk araligr ise %o 5-40 olarak belirlenmistir. pH degeri ise 6.5-9.0
arasinda degismektedir (Saka ve Firat, 2009).



Sirt yiiksekligi fazla olup lateralden yassilasmis, simetrik bir yapiya sahiptir. Bas iri,
burun kiit ve agiz terminal konumlu olup diizdiir. Alt ¢enede disler 6nde 4 adet kanin, arkada
4 sira molar, iist cenede onde 4 adet kanin, arkada ise 3 sira molar seklindedir. Ust dudak, alt
dudaga oranla daha kalin olup goziin basladigi noktanin paralelinde biter. Gozler orta
derecede gelismistir. GOz ¢ukuru 6nilindeki mesafe, goz ¢apindan en az iki kat daha uzundur.
Operkulum ve prooperkulum pullarla kaphdir. Yanal ¢izgi hafif e§imli olarak operkulumdan
kaudal yiizgece kadar kesintisiz olarak devam eder. Yanal ¢izgi iizerinde 73-85 adet pul
bulunur. Dorsal yiizge¢ anal yiizgegten daha uzundur. Pektoral ylizge¢ aniise kadar uzanir.
Kaudal yiizge¢c homoserk yapidadir. Bu tiir i¢in ylizge¢ formiilii DX1/13-14, AIll/11-12, P1/5,
AV/5 seklindedir. Renk dorsalde gri-esmer, ventralde gimiisidir. Pektoral yiizgecin
dorsalinde ve operkulumun iizerinde kirmizi-menekse renkli bir leke karakteristiktir.
Maksimum boylar1 70 cm ye kadar ulagan ¢ipuralarin ortalama uzunluklar1 25-40 cm
arasindadir. 0-3 yas arasi ¢ipuralarda yapilan bir ¢aligmada, bu tiiriin karnivor bir form oldugu
ve Ozellikle ergin bireylerinin Crustacea ve Mollusca familyasina ait tiirlerle beslendigi

bildirilmistir (Alpbaz, 1990).

2.2 Cipura Larva Yetistiriciligi
2.2.1 Prelarval Donem

Cipura prelarvalari, yumurtadan ¢iktiklarinda yaklasik 2.6-2.8 mm boyundadirlar.
Vitellus kesesi caplart ise 0.9-1 mm’dir. Vitellus kesesinin posteriorunda 0.2-0.22 mm
capinda bir yag damlasi bulunur. Agiz ve aniis kapalidir. Bag viicuda oranla kiigiik, gozler
bliylik ve pigmentsizdir. Pigmentasyon sar1 ve siyah olup pigmentler basta birkag¢ tane, post-
anal ve medio-ventralde bir sira olarak bulur. Vitellus kesesi bas kisminin altinda, su
gecirmez bir zar ile sikismistir. Yiizgeclerden yalmizca pektoral ylizgeg bir taslak halinde
onceleri yatay sonra dikey konumlu olarak 3. giinde olusur. Tek yiizgeglerin yerine bagin
istlinde baslayan ve tiim viicudun medio-dorsali boyunca uzanip, kuyruk ucundan medio-
ventrale doniip, vitellus kesesine kadar uzanan primordial yiizge¢ bulunur. Bu ylizgeg
larvanin ylizeyini genisletip su Ustliinde kalmasini ve O, ihtiyacini karsilar. Denge organi olan

otositler gozlerin arkasinda olup, burun delikleri tam gelismemistir (Firat ve Saka, 2009).



Sindirim sistemi diizensiz olmakla beraber, sindirim sistemi diiz bir boru seklindedir.
Pankreas ve karaciger olusmus fakat salgi bezleri ve lipid rezervleri mevcut degildir. Agiz
acilmadan once vitellus kesesinin ¢ogu absorbe edilir. Prelarvalarda boydaki toplam artis ile
vitellusun azalmasi ¢ok yakindan iliskili olup sicakligin etkisi altindadir. Cabuk tiiketilen
vitellus, boyda ani artis yaratmasina ragmen larva i¢in iyi degildir. Diisiik sicaklikta vitellus
absorbsiyonunda boy gec¢ uzamakla birlikte toplam boy artis1 daha fazla olmaktadir. Bu
donemde larvanin hareketinin az olmasi enerji tiiketimini diisiiriir ve harcanan enerji larvanin
organel gelisiminde kullanilir. Cok diisiik sicakliklarda larva viicudunda deformasyon goriiliir

(Firat ve Saka, 2009).

2.2.2 Postlarval Donem

Larvanin agiz-aniisiiniin agilmasi ve gozlerde pigmentasyonun meydana gelmesi ile
postlarval evre baslar. Hava kesesi olusumu 4. giinden itibaren gozlenebilir. Kesenin normal
gelisiminin ilk safhasi larva 5 giinlik ve 4 mm boyda iken meydana gelir. Eger sisme
gerceklesmezse kese ilkel goriiniimiinii korur ama fonksiyonel olmaz. ikinci gelisim safhasi
13-15. giinlerde yaklasik 7-8 mm boyda meydana gelir. Larva 5-6 mm boya ulastiginda
preoperkiiler dikenler goriiliir. 7-8 mm boy uzunluguna erisildiginde 6nce kaudal, sonra
dorsal ve anal olmak iizere tek yilizgecler olusur. 133 mm boyda yiizgegler son seklini alir. Bu

donemde melenoforlar tiim viicutta yatay siyah bantlar olusturacak sekilde toplanir(Firat ve
Saka, 2009).

Cipura larva yetistiriciligi ¢alismalarinda kullanilan su sicaklik araligi 18-22 °C
arasinda degisim gosterir. Su sicakligi ilk 15 giinliik donem igerisinde 18-20 °C arasindadir.
Sicaklik 15. giinden itibaren arttirilarak 22 °C’ye getirilir ve larval donem sonuna kadar bu

sicaklik degeri korunur (Firat ve Saka, 2009).

2.3 Probiotik

Probiotik kelimesinin kokeni eski Yunanca’dan gelmekte olup “Once yasam’’

anlamina gelmektedir.

Probiotikler 1920°de Parker tarafindan iretilmistir ve ticari anlamda yem katkisi

olarak kullanilmaya baslanmistir (Parker, 1974). Fuller(1989)’in tanimina goére probiotikler,



yararlt olarak etki gostererek intestinal dengeyi gelistiren mikroorganizmalardir (Fuller,
1989). Oysaki diger arastirmacilar bu tanimi gelistirmislerdir. Ornegin; probiotik, konak
canliin mikrobiyal dengesini gelistirerek canlinin etki gosteren canli mikrobiyal katki olarak
tanimlanmistir (Gram et al., 1999). Kisaca, probiotiklerin anlagilmasinda ¢esitli varyasyonlar
mevcuttur. Gozlemlere bagli olarak bu mikroorganizmalar1 sedimentin, suyun ve canlinin

bakteriyel komposizyonunu diizeltebilir.

Akuakiiltiir sistemlerinde saglikli bir mikrobiyal c¢evre ig¢in alternatif yontemlere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Probiotiklerin kullanimi potansiyel patojenlerin kontrolii i¢in bir ¢esit

yontemdir.

Biiyiik c¢apl iiretimlerde stresli kosullarda firetilen akuatik canlilar i¢in hastalik
problemleri ve Kirlilik sik sik ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla bu durumlar ciddi ekonomik
kayiplara sebep olmaktadir. Bunun Oniine ge¢mek i¢in hastalik kontrolii antibiyotiklerle
saglanmaktadir. Fakat antibiyotik kullanimi bakterilerin direncini arttirir ve ¢ok giiclii bir
seleksiyona yol acar (Balcazar, 2006). Bu sebepler dogrultusunda probiotiklere yonelim

artmistir.

2.3.1 Probiotik Bakteri Secimi

Akuakiiltirde kullanilacak ticari probiotiklerin gelistirilmesi multidisipliner deneyler
ve temel arastirma siireci gerektirir. Probiotik caligmalarinda birgok basarisizlik uygun
olmayan mikroorganizmalarin seleksiyonundan kaynaklanmaktadir. Esas anlagilmasi gereken
probiotik faaliyetlerinin mekanizmasi1 ve potansiyel probiotiklerin seleksiyon kriterlerinin

belirlenmesidir.

Probiotik bakteriler, uygulanacak canli i¢in patojen olmamali, {iretim kosullarina
uygun olmali ve akuatik canli viicudunun hangi bolgesinde aktif hale gegecegi bilinmelidir.
Probiotikler, yesil su teknigi ile yetistirilen larvalar i¢in kullanildiginda probiotiklerin alg ile

etkilesim i¢ine girecegi goz oniinde bulundurulmalidir (Balcazar et al, 2006).

Probiotiklerin, konagin gastrointestinal sisteminde bastan sona kadar aktarilirken
hayatta kalmasi Ol¢iilmelidir (Vine et al., 2004). Probiotik suslari intestinal epitelyum

hiicrelerine tutunur olmalidir, ¢linkii patojen kolonizasyonuna bu sekilde engel olur. Ayrica,



ticari probiotikler normal sartlar altinda varligini siirdiirebilmeli ve endiistriyel proseslere

uygun olarak gelistirilmelidir.
2.3.2 Probiotiklerin Etki Mekanizmasi

Probiotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarda temel Ozellikler aragtirilmistir.

Bunlar;
1. Patojen bakteriler ile probiotik bakteriler arasindaki antogonistik etkilesim,
2. Probiotik bakterilerin gastrointestinal sistemde kolonizasyon potansiyeli,

3. Baz1 probiotik bakteri tiirlerinin konak¢ida hastaliklara neden olan patojen

bakterilere kars1 dayamkliligimi artirdigs, arastirtlmis  ve bildirilmistir

(Gatesoupe, 1999).

Probiotik olarak kullanilan mikroorganizmalarin ilk islevi gastrontestinal sistemde
kolonize olmalaridir. Bu nedenle probiotik bakterinin sindirim sistemi epiteline tutunabilmesi

gerekmektedir (Fernandez et al., 2003).

Basaril1 bir probiotikten faydali etki saglanmasi adina bazi spesifik 6zelliklere sahip
olmasi beklenir. Probiotik bakterilerin 6zelliklerinden biri patojenlere karsi antogonistik
etkisidir. Antogonistik ozellikler organik asitler, hidrojen peroksit veya sidefor gibi
antimikrobiyal maddelerin iiretilmesidir. Ornegin sindirim sisteminde Lactobacillus’lar,
yerlesme bolgesi ve maddelerin kullanimi agisindan diger bakterilerle rekabet edebilir
(Katircioglu, 2001). Laktik asit iireten bakteriler, baligin sindirim sistemine kolonizasyonu ile
bu bolgedeki patojenik mikroorganizmalarn proliferasyonunu engelleyebilir. Bdylece
proteolitik bakteriler tarafindan meydana getirilen toksinlerin neden oldugu hastaliklardan
konak¢1 korunmus olur. Lactobacillus’lar mikroorganizmalarin {iremesini engelleyebilecek
bilesikler iiretebilir. Bu bilesikler hidrojen peroksit, organik asitler ve 6zel bilesikler olan
bakteriyosinlerdir. Lactobacillus lactis tiirleri tarafindan iiretilen nisin simdiye kadar en iyi
bilinen ve en ¢ok arastirllan bakteriosindir. Bakteriyosinler, Listeria monocytogenes,
Aeromonas hydrophila ve Staphylococcus aureus gibi bazi patojenleri inhibe edebilirler
(Ringo and Gatesoupe, 1998).



2.3.3 Probiotik Olarak Kullanilan Tiirler

Akuakiiltiirde, probiotiklerle yapilan arasgtirmalar siirmektedir ve halen ¢ok daha fazla
arastirma gereckmektedir. Atlantik somon baligi (Salmo salar), gokkusagi alabalig
(Oncorhynchus mykiss), sazan (Cyprinus carpio) (Wang ve Xu, 2006), beyaz Hint karidesi
(Fenneropenaus indicus) (Ziaei-Nejad et al., 2006), beyaz karides (Penaus vannamei) (Wang,
2007) ve rotifer (Brachionus plicatilis) kiiltiirlerinde probiant olarak test edilen ana gruplar
Vibrionaceae, Psedomonad, laktik asit bakterileri, Bacillus sp. ve maya tiirleridir (Gomez et
al., 2000).

Bakteri tiirleri Balik tiirleri
Bacillus toyoi sporlari Cipura, rotifer
Bacillus spp. sporlar1 Cipura, rotifer

Lactobacillus plantarum Alabalik, rotifer
Lactobacillus helveticus Alabalik, Artemia
Lactobacillus bulgaricus  Alabalik, Artemia

Kalkan larvalari,

Vibrio pelaguis rotifer

Cizelge 2.1. Baliklarda kullanilan bazi probiotik bakteriler

Akuakiltiir yemlerinde probiotiklerin kullanimi ile ilgili ilk denemelerde karasal
hayvanlara yonelik iiretilen ticari preparatlar kullanilmistir. Topraktan izole edilen Bacillus
toyoii sporlari, Edwardsiella spp. ile enfekte olan Japon yilan baliginin (Anguilla japonica)
6lim oranini azaltmistir. Bu sporlar yemle kolayca karigabilmesine ragmen bunlarin baligin
sindirim sistemindeki akibeti bilinmemektedir. Ayn1 Bacillus toyoii tiirii, rotifer kiiltiirii
tizerine ilave edilmis ve bu bakteri sporlarinin rotifer tarafindan filtre edilmesi saglanmistir.
Bu rotiferler ile yemlenen alabalik larvalarinda biiylime oraninda artis tespit edilmistir. Vibrio
spp.’ye karst Bacillus tiirlerinin antibakteriyel etki gosterdikleri belirtmistir. Birgok basil
antibiyotik tretir ve bu 6zellik sporlanma ile ilgilidir. Rotiferler sporlarla beslendiginde

Vibrionaceae grubundaki bakterilerde azalma oldugu belirtilmistir (Gatesoupe, 1999).

Lactobacillus’larin  Vibrio anguillarum, Vibrio salmonicida, Proteus vulgaris,
Aeromonas hydrophila gibi balik patojenlerinin gelismesini inhibe eden maddeler tiretebildigi
ve bundan dolayr balik saghigi icin ¢ok Onemli oldugu gosterilmistir (Ashraf, 2000;
Katircioglu, 2001; Gomez et al., 2000).
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2.4 Enzimler
2.4.1 Enzimin tanimi

Biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin, canliya zarar vermeyecek sekilde uygun
kosullarda gergeklesmesini saglayan protein yapisindaki katalizorlere enzim adi verilir.
Bilindigi gibi katalizor, kimyasal tepkimeye girerek tepkimeyi hizlandiran ve tepkime
sonunda hi¢bir degisiklige ugramadan ¢ikan maddedir (Dingkaya, 1997b). Yalnizca canlilar
tarafindan sentezlenen enzimler, canli metabolizmasindaki binlerce tepkimenin hizin1 ve
Ozgiilliigiinii diizenler. Solunum, biiylime, kas kisalmasi, sinirsel iletim, sindirim vs. gibi

yasamsal olaylarin temelini olusturur.

Reaksiyona
girecek olan
molekiiller

e
* e TR
.
'\\
S

Enzim olmadiginda
aktivasyon enerjisi

Enzim varliginda
aktivasyon enerjisi

— 2 T Z

Reaksiyon sonucu
olusan {irtin

&,

REAKSIYON

Sekil 2.3. Enzimlerin genel ¢alisma prensibi (Goziikara, 1997)

Canli organizmalardaki yasamsal faaliyetlerin siirdiiriilebilmesi i¢in bir¢ok metabolik
reaksiyonun gerceklesmesi gerekir. Bu kimyasal tepkimelerin ¢ogu hiicre i¢inde olusur.
Tepkimeler sirasinda agi8a c¢ikacak yiiksek 1s1, proteinlerin yapisim1 bozacagindan
organizmaya da zarar verecektir. Hiicredeki bu kimyasal tepkimelerin canliya zarar
vermeyecek kosullarda, diisiik enerji kullanimi ile ve viicut 1sisinda gergeklesebilmesi ancak
enzimleri varhigi ile miimkiindiir. (Trevor Palmer, 1985; Goziikara, 1997). Enzimlerin genel

calisma prensibi, Sekil 2.3.’de gosterilmistir.
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2.4.2 Enzimlerin Yapisi ve Ozellikleri

Tiim enzimlerin proteinleri genler tarafindan sifrelendiginden aminoasit dizilimi
kendine 6zgiidiir. Enzimlerin aktivite gOstermeleri i¢in gereksinim duyduklar1 kompleks
organik molekiillere koenzim, protein yapisinda olmayan genellikle metal iyonlarinin
meydana getirdigi yan gruplarina ise kofaktor denilmektedir. Koenzimlerin yapisinda
genellikle vitaminler bulunmaktadir. Bu baglamda vitaminler, metabolik olaylarin enzimler
tarafindan ¢ok kolay ve hizli bicimde gergeklesebilmesi i¢in organizmalar acisindan oldukga

Onemli olan bilesiklerdir.

Enzimler bir ya da daha ¢ok substrati etkilerken aktivite gostermek igin bazen
koenzime, bazen de kofaktore gereksinim duymaktadir. Bir enzimin iriinii, diger bir enzimin
substrat1 olmakta ve bu karsilikl1 etkilesimler hiicre metabolizmasinin diizenlenmesinde etkin

rol oynamaktadir (Trevor Palmer, 1985; Karlson, 1992; Goziikara, 1997).

Enzimlerde anlasilmasi gereken en 6nemli nokta enzim-substrat iligskisidir. Enzimlerin
etki ettigi maddelere substrat adi verilmektedir. Enzim-substrat iligkisi o enzimin spesifitesini
olusturur ve E. Fisher tarafindan anahtar-kilit mekanizmasi esas alinarak tanimlanmistir.
Yalniz belirli bir anahtarin kilide uydugu gibi substrat da sadece belirli bir enzimin aktif
merkezine uymaktadir. Enzim molekiilinde aktif bolge adi verilen 6zel bir bolim yani
reaksiyon merkezi bulunur. Enzim, ilgili substratina gecici olarak bu aktif bélgeden baglanir
ve enzim-substrat kompleksi meydana gelir. Enzimler, substrata dig ylizeyinden etki eder ve
bunun ardindan substrat pargalanarak bir ya da iki tiriine doniisiir. Sekil 2.4’°te, enzim-substrat

mekanizmasi gosterilmistir.

L\ A \J‘q,/

Aktif

//
y

S+E SE EEE— (A+B)+ E
S: Substrat E: Enzim A+B: Uriin
Subsirat Urdin

//

{ \ Substrat maddenin
[ iyonik baglarl zayifliyor

/7%

s / /\Dq
- = L/‘\
[_/_/\f\/ L - ( _/\/ k/ )
Enzim Enzim + Substrat o Enzim

Sekil 2.4. Enzim-susbtrat mekanizmasi (Goziikara, 1997)
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2.4.3 Enzimlerin Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzimler, biyolojik sistemlerde genlikle ¢ok kiiciik miktarda bulunur ve reaksiyona
girer. Bu nedenle, enzim aktivitesi tanimlanirken protein miktarindan ¢ok biyolojik sistemde
gosterdigi aktivite miktarindan s6z edilmektedir. Enzimatik reaksiyonlar her kosulda aymi
verimlilikte gergeklesmez. Ozellikle enzimlerin protein yapili oldugu diisiiniildiigiinde ortam

parametrelerinin etkisi agik¢a ortaya ¢ikmaktadir (Dingkaya, 1997a).

Enzim aktivitesini etkileyen faktorler bes madde ile agiklanabilir;
v" Sicaklik

v pH

v Enzim/Substrat Konsantrasyonu

v’ Zaman

v" Diger Kimyasal Maddeler ve Suyun Etkisi (Dingkaya, 1997a).

2.4.4 Sindirim Enzimleri

Tim organizmalarda yasamsal faaliyetlerin siirdiiriilebilmesi i¢in alinan kompleks
yapidaki besin maddelerinin monomerlerine ayrilmasi gerekir. Bu reaksiyonlarda en 6nemli
rolii kuskusuz sindirim enzimleri oynamaktadir. Substrat olarak besin maddesine tutunan
enzimler, besini olagan {stii bir hizla kendini olusturan en temel bilesenlerine

parcalanmaktadir (Dingkaya, 1997a).

Sindirim enzimleri genel olarak siniflandirildiginda; karbonhidrat sindiriminden
sorumlu olanlara karbohidraz, yaglarin sindiriminden sorumlu olanlara lipaz ve proteinlerin

sindiriminden sorumlu olanlara proteaz adi verilmektedir (Dingkaya,1997a).

Enzim aktivitesi; sindirim kanali boyunca organlara ve ayni organ iginde bolgelere,
giiniin saatine, mevsimine, baligin a¢ ya da tok olusuna, yasina ve aldig1 yeme gore degisim
gosterir. Sindirimin gerceklesmesi, ortamda bulunan enzimin miktarindan ¢ok aktivitesine

baglidir (Dingkaya, 1997a).
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Cok sayida protein molekiilii ile birlikte baz1 enzimler inaktif sekilde ve bir enzimin
onciil molekiilii olarak sentezlenmektedir. Bunun ardindan, bu protein molekiiliinde bulunan
bir ya da daha ¢ok peptid baginin koparilmasi sonucunda enzim aktif hale gegmektedir. Aktif
protein molekiiliiniin enzim oldugu kosulda, bu enzimin inaktif 6nciil sekline proenzim ya da
proteolitik enzimlerde oldugu gibi enzimin inaktif Onciil sekline Zimojen Graniilleri

denilmektedir (Travor Palmer, 1985; Goziikara, 1997; Sterchi and Stocker, 1999).

Genellikle proteinleri pargalayan sindirim enzimleri, baslangicta pankreas ve mideden bir
proenzim seklinde sentezlenmektedir. Bu proenzimler bir ya da daha ¢ok peptid baginin
koparilmasi ya da belli uzunlukta bir peptid kisminin asil zincirden uzaklastirilmasi ile aktif
duruma gelirler. Cizelge 2.2’de, mide ve pankreastan sentezlenen baslica proteolitik enzimler

verilmistir.

Cizelge 2.2. Mide ve pankreastan proenzim halinde sentezlenen baslica proteolitik enzimler (Kollovski, 2001)

Proenzim Aktif Enzim Sentezlendigi Yer
Tripsinojen Tripsin Pankreas
Kimotripsinojen Kimotripsin Pankreas
Pepsinojen Pepsin Mide
Prokarboksipeptidaz Karboksipeptidaz Pankreas
Proelestaz Elestaz Pankreas

Mide ve bagirsaklarda aktivite gosteren sindirim enzimleri baslangigta inaktif olarak
sentezlenmektedir. Proteinleri pargalayan enzimleri sentezleyen hiicreler, kendilerini korumak
icin bu enzimleri inaktif formda ve bir proenzim seklinde sentezlemektedir. Aksi halde, bu
enzimler sentezlendikleri hiicrenin proteinlerini sindirir ve bunun sonucunda kendi kendini
tahrip eder. Bu proenzimlerin aktivasyonu sadece sindirim kanali i¢inde gergeklesmektedir

(Travor Palmer, 1985; Sterchi and Stocker, 1999; Kolkovski, 2001).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Calisma, Kilig Deniz Uriinleri A.S.’ne bagli Oren Kulugkahane Tesislerinde
yirtitiilmustir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Kilig Deniz Uriinleri A.S. Oren Kulugkahane Tesisi

3 tekrarl yiiriitiilen denemelerde 15 m? hacimli silindir polyester tanklar kullanilmigtir

(Sekil3.2)

Sekil 3.2. Larval tiretimde kullanilan deneme tanklar1



15

3.1 Larval Uretim

Yumurtalar dekalaj ¢aligmasi uygulanmig anaglardan Nisan ayinda, 17.0-17.5 °C’de
herhangi bir hormonal miidahalede bulunulmadan alinmis ve inkiibe edilmek tizere 3000
adet/ml olacak sekilde iiretim tanklarina aktarilmistir. Deneme siiresince pH, nitrit, nitrat,
amonyum, amonyak, c¢oziinmiis oksijen bilesikleri, sicaklik ve tuzluluk giinliik olarak

izlenmistir.

Denemede, 15 m?® hacimli, g¢eperleri siyah, zemini gri renkte, silindir yapidaki
polyester tanklar kullanilmistir. Su yiizeyinde biriken yagin giderilmesini saglamak amaci ile
hava siipiirgeleri; ayrica, sistemde kullanilan suyun saturasyonunu dengelemek icin gaz atim

kolonlar1 kullanilmustir.

Besin kesesi ve yag damlasinin tiiketildigi prelarval donemde karanlik uygulamasinin
yapilmasi ve 3. giinde, agiz agilimimin ardindan, 1siklar agilmistir (Sekil 3.3). Aydinlatmaya
30 lux siddetinde 1s1ik kullanilarak baslanmistir. Endojen besin rezervlerinin tiiketildigi
prelarval donemde larvalara herhangi bir besleme yapilmamis, eksojen beslemeye agiz
aciliminin gozlendigi anda baslanmistir. Larva iiretiminin, agik devre sistemde, yesil su
teknigi kullanilarak yapilmistir. Alg tiirii olarak 25-50x10° hiicre/ml Nannocloropsis sp.
kullanilmistir. Denemede, alg kullanildig: siirece 24 saat aydinlatma yapilmis, alg kullanimi

sona erdikten sonra giinde 16 saat aydinlik/8 saat karanlik rejimi uygulanmistir.

Sekil 3.3. Cipura larvasinda agiz agilimi

Larvalarda agiz a¢ilimi gozlendikten sonra eksojen beslemeye rotifer (Brachionus

plicatilis) ile baslanmistir. Rotifer kiiltiiriiniin beslenmesinde Selco Sparkle (INVE S.A.,
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Ghent, Belgium) iiriiniiniin kullanilmustir. Larval beslemeye 1. giin 0.60 g/10° rotifer, 2. giin
0.40 g/10° rotifer, 3. giin ise 0.30 g/10° rotifer orani ile yapilmustir. Zenginlestirmede Selco
Spresso (INVE S.A., Ghent, Belgium) iiriinii kullanilmis ve larva igin canli yem yogunlugu
ortalama 10 adet/ml rotifer ile besleme yapilmistir. Larvalara ilk 20 giin sadece rotifer ile
besleme yapilmasi ve rotiferin ardindan canli yem olarak beslemeye Artemia nauplii ile
devam edilmistir. Daha sonrasinda Artemia metanauplii ile beslemeye devam edilmis ve
Artemia metanauplii zenginlestirilmesinde INVE firmasma ait ticari Selco iriinleri

kullanilmistir. Denemede kullanilan canli yemler sekil 3.4’te gosterilmisgtir.

Sekil 3.4. Denemede kullanilan canli yemler. A: Rotifer, B: Artemia metanauplii

Mide olusumun ardindan, Artemia metanuplii’nin azaltilmaya baslandig1 giinlerde,
tanklara ilk kez mikropartikiil yem girisi yapilmis ve denemede mikropartikiil yem olarak
100-200 pm boyutundaki Bernaqua firmasinin Caviar sinift yemleri kullanilmistir. Cizelge

3.1’ de, denemede kullanilan mikropartikiil yemin besin madde igerikleri verilmistir.
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Cizelge 3.1. Denemede kullanilan mikropartikiil yemin besin madde igerigi (Caviar Catalogue).

Besinsel Madde Komposizyonu Oran
Ham Protein 50%
Ham Yag 15%
Ham Kiil 20%
Ham Seliiloz 2%
Nem 8%
Fosfor 1,5%
Total (n-3) HUFA 25 mg/g
DHA 12 mg/g
EPA 8 mg/g
Vitamin A 20000 1U/kg
Vitamin D 4000 1U/kg
Vitamin C 1100 ppm
Vitamin E 400 ppm
Bakar 50 ppm
Astaxanthine 100 ppm
Total enerji 5080 Kcal/kg
Sindirilebilir enerji 4650 Kcal/kg

3.2 Deneme Diizeni ve Ol¢iimler

Ug tekrarli siirdiiriilen denemelerde, probiotik iiriin olarak Bernaqua™ firmasia ait
ticari bir iiriin olan Bactosafe® kullamlmustir. Uriiniin iceriginde, Bacillus subtilis, Bacillus

licheniformis, Bacillus cereus, Pediococcus acidilactici ve biiyiime ortami bulunmaktadir.

Uygulama, iiriiniin canli yem ve larva ortam suyuna ilave edilmesi ile ger¢eklesmistir.

Boylece 2 grup tank olusturulmustur. Bunlar;

1. Larva diiretim tanklarinin suyuna ve canli yemin (rotifer); hem kiiltiir

tanklarina, hem de zenginlestirme tanklarina probiotik iiriin ilave edilerek,
2. Kontrol (Probiotiksiz)

Her grup i¢in ii¢ adet tank hazirlanmistir. Bunlardan 1.°si A, 2.’si B olarak

isimlendirilmistir.
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Bactosafe® 1 kg’lik aliminyum-PE kilitli posetlerde graniil formda paketlenmis ve
tiretici bilgilendirmesinde canli yem ortamina verilmeden 6nce inkiibe edilmistir (Sekil 3.5).
Bu amagla, iiriin dezenfekte edilmis deniz suyuna 10g/lt olacak sekilde 33°C sicaklikta, 6-12
saat siire ile belli periyotlarla kontrol edilerek orta derecede havalandirma ile inkiibe
edilmistir. Bakteri sporlarinin inkiibe olup olmadigi belli araliklarla yapilan pH kontrolleri ve

mikroskobik gézlemlerle anlagilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.5. Bacosafe™in inkiibasyon sii reci

Sekil 3.6. Bactosafe™’in mikroskobik goriintiisii
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Bactosafe® 10g/m’® olacak sekilde, rotifer kiiltir tank ortamma 0. giinde ilave
edilmistir. Kullanilan tiretimdeki her tanka ayni uygulama yapilmistir. Bu kiiltiiriin devami
olan zenginlestirilmis rotifer iginde ayni islem uygulanmistir (Sekil 3.7). Larval beslemenin
baslamastyla birlikte probiotik ilk 20 giin boyunca canli yem ile larvaya aktarilmistir. Bdylece
larvanin intestinal sistemine probiotik bakterilerin yerlesmesi daha kolay olacag:
diisiiniilmistlir. Bununla birlikte, larva tank ortamia da probiotik iiriin girisi yapilmistir.
Kontrol grubuna ise higbir probiotik uygulamasi yapilmamis ve standart larva iretim

protokolii uygulanmistir (Cizelge 3.2).

Sekil 3.7. a) Bactosafe® ile beslenmemis rotifer b) Bactosafe® ile beslenmis rotifer

Biiylime parametreleri ad1 altinda larvalarin total boy, agirlik, spesifik biiyiime orani
ve yasama oranina bakilmigtir. Larvalara ait total boy gelisimi, larvalarin mikroskop altinda
milimetrik okiiler yardimiyla 6l¢iilmesiyle, agirlik gelisimi ise hacimsel (volumetrik) metot
yardimiyla tespit edilmistir. Hacimsel method yonteminde, 50-100 adet larva tank ortamindan
alinarak hassas terazide tartilmig ve ortalama alinarak her bireyin agirligi hesaplanmistir.
Spesifik biiyiime orani, deneme basinda ve sonunda 6lgiilen canli larva agirliklar: {izerinden
belirtilen formiil yardimiyla hesaplanmistir (SBO=100(LnSVA-LniVA)/At). Yasama orami
deneme sonunda tanklarda kalan canli larvanin sayilmasiyla bulunmus ve % olarak tespit

edilmistir.
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Cizelge 3.2. Cipura larva {iretim protokolii

Y?s Sicakhik | Tuzluluk | Debi Yogllf:ll;ugu Sgﬁf:si Yoguﬁlll?nlugu Rotifer Artemia Mikropartikiil
(Giin) ©) (%o) (Saat) (Liix) (Saat) (hiicre/ml) (adet/ml) (adet/ml) Yem

0 17.0-17.5 38 10 - - - -

1 17.0-17.5 38 10 - - - -

2 17.0-17.5 38 10 - - - -

3 17.0-17.5 38 10 30 24 25-50*10° 10

4 17.5-18.0 38 5 30 24 25-50*10° 10

5 17.5-18.0 38 5 30 24 25-50*10° 10

6 17.5-18.0 38 5 50 24 25-50*10° 10

7 17.5-18.0 38 5 50 24 25-50*10° 10

8 17.5-18.0 38 5 50 24 25-50*10° 10

9 17.5-18.0 38 5 50 24 25-50*10° 10

10 | 17.5-18.0 38 5 50 24 25-50*10° 10

11 17.5-18.0 38 5 70 24 25-50*10° 10

12 17.5-18.0 38 5 70 24 25-50*10° 10

13 17.5-18.0 38 5 70 24 25-50*%10° 10

14 17.5-18.0 38 5 150 24 25-50*10° 10

15 17.5-18.0 38 5 150 24 25-50*10° 10

16 | 18.0-19.0 38 5 150 24 25-50*10° 10

17 | 18.0-19.0 38 5 300 24 25-50*10° 10

18 | 18.0-19.0 38 5 300 24 25-50*10° 10

19 | 18.0-19.0 38 5 300 24 25-50*10° 10

20 | 18.0-19.0 38 10 300 16 25-50*10° 10

21 | 18.0-19.0 38 10 Dogal 16 0.5(A0)+1(Al)

22 | 19.0-20.0 38 10 Dogal 16 0.5(A0)+1(A1)

23 | 19.0-20.0 38 10 Dogal 16 2 (A1)

24 | 19.0-20.0 38 10 Dogal 16 2 (A1)

25 | 19.0-20.0 38 20 Dogal 16 2 (A1)

26 | 19.0-20.0 38 20 Dogal 16 2 (A1)

27 | 19.0-20.0 38 20 Dogal 16 2 (A1)

28 | 19.0-20.0 38 20 Dogal 16 1.5 (A1) C.A. %2-10
29 | 19.0-20.0 38 20 Dogal 16 1.5 (A1) C.A. %2-10
30 | 19.0-20.0 38 30 Dogal 16 1.5 (A1) C.A. %2-10
31 | 20.0-21.0 38 30 Dogal 16 1.5 (A1) C.A. %2-10
32 | 20.0-21.0 38 30 Dogal 16 1.5 (A1) C.A. %5-10
33 | 20.0-21.0 38 30 Dogal 16 1 (A1) C.A. %5-10
34 | 20.0-21.0 38 30 Dogal 16 1(A1) C.A. %5-10
35 | 20.0-21.0 38 50-80 Dogal 16 1 (A1) C.A. %5-10
36 | 20.0-21.0 38 50-80 Dogal 16 1(A1) C.A. %5-10
37 | 20.0-21.0 38 50-80 Dogal 16 1 (A1) C.A. %8-10
38 | 20.0-21.0 38 50-80 Dogal 16 1 (A1) C.A. %8-10
39 | 20.0-21.0 38 50-80 Dogal 16 1(A1) C.A. %8-10
40 | 20.0-21.0 38 50-80 Dogal 16 0.5 (A1) C.A. %8-10
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Uretilen ¢ipura larvalarinin proteaz grubu sindirim enzim aktivitelerini izleyebilmek
icin yumurta ¢ikisindan sonra 0, 7, 14, 21, 28, 35 ve 40. giinlerde her 5 giinde bir 50-250 adet
(larva blyiikliigii ve agirligina baglh olarak) larva 6rneklemesi yapilmistir. Larvalarin sabah

ilk yem girisi yapilmadan 6nce ve genellikle ayni derinlikten alinmustir.

Ayni sekilde, denemeler boyunca diizenli olarak her tanktan 30-100 adet larva (larva
yasi ve gelisimine bagli olarak) alinarak sindirim tiipii mikroskop altinda izole edilerek
homojenize edilmis ve pH 7,5 degerinde Tris-HCI1 tampon eklenerek analizler yapilana kadar
-20 °C’de saklanmistir. Sindirim tiipiliniin izole edilis sekli sematik olarak Sekil 3.8 ve 3.9°da

gosterilmistir.

~2%
R s
B
P

Sekil 3.8. Cipura larvasinin sindirim tiipiiniin ¢ikarilist

Sekil 3.9. Cipura larvasinin izole edilmis sindirim tiipii
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3.3 Enzim Analizleri

Her enzim, kendine 0zgli spesifik aktivite tayin yontemleri ile tespit edilmis ve
spektrofotometre (Jenway 6300-Visible Spectrophotometer) cihazi yardimi ile enzim

aktiviteleri ol¢lilmiistiir.

3.3.1 Alkalin Proteaz : Alkalin proteaz aktivitesi, Alarcon et al. (1998) tarafindan
tanimlanan casein substrat analizi ile belirlenmistir. Aktivite, 37 °C de ve pH 8.0 derecesinde
belirtilen kosullar altinda, spektrofotometre cihazinin 366 nm dalga boyundaki degeri

Olctilerek hesaplanmustir.

Kullanilan Reaktifler:

v 50 mM Tris HCI tampon ¢6zeltisi
v % 0.5°1ik casein substrat

Prosediir:
v Alman ornekler 50 Mm Tris HCI ¢6zeltisi ile homojenize edilir.
Elde edilen homojenata 37 °C’de 60 dakika siire ile inkiibe edilir.
v Reaksiyon %20’lik 0.5 ml trichloroacetic acid (TCA) eklenerek durdurulur. Tekrar

\

karigtirilir.
v' Tipler 10 dakika bekletilir.

v" Sliziintiiniin spektrofotometre cihazinda 366 nm dalga boyundaki degeri olgiiliir.

3.3.2 Asit Proteaz : Asit proteaz aktivitesi, Anson (1938) tarafindan tanimlanan
hemoglabin substrat analizi ile belirlenmistir. Aktivite 37 °C’de ve pH 2.0 derecesinde
belirtilen kosullar altinda, spektrofotometre cihazinin 280 nm dalga boyundaki degeri

Olciilerek hesaplanmaistir.
Kullanilan Reaktifler:

v 0.1 M glisin HCI tampon ¢6zeltisi
v %0.5’lik hemoglobin
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Prosediir:

Alinan 6rnekler 0.1 M glisin HCI ¢ozeltisi ile homojenize edilir.

Elde edilen homojenata 37°C de 60 dakika siire ile inkiibe edilir.
Reaksiyon %20’lik 0.5 ml trichloroacetic acid (TCA) eklenerek durdurulur.
Tiipler 10 dakika bekletilir ve karigim filtreden gegirilir.

Stiziintiiniin spektrofotometre cihazinda 280 nm dalga boyundaki degeri 6l¢iiliir.

3.3.3 Protein : Her enzimin 6zgiil spesifik aktivitesini sayisal olarak tanimlamak

tizere spektrofotometre cihazindan okunan goreceli degerlerin, homojenatta bulunan protein

degeri ile oranlanmasi diisliniilmiistiir. Bu baglamda, Bradford tarafindan 1976 yilinda yapilan

calismada kullanilan Bradford yontemi ile elde edilen protein miktari, spektrofotometre

cihazindan okunan deger ile oranlanarak her enzimin kendine 6zgii spesifik aktivitesi mU/mg

protein™ olarak tespit edilmistir.

Bradford yonteminde substrat olarak sigir serum albumini kullanilmistir.

<\

Kullanilan Reaktifler:

100 mg Coomassie Blue G-250
50 ml %95 ethanol

100 ml %85 (w/v) Fosforik asit

Prosediir:

Sirasiyla 0, 2, 4, 6, 10, 15 ve 20 ul BSA (1 MG/ML) substrat1 kiivetlere konulur.

100 mg Coomassie Blue G-250, 50 ml %95 ethanol i¢inde 100 ml %85 (w/v) fodforik
asit eklenerek Bradford soliisyonu hazirlanir.

20 pl olglimii yapilacak ornekten konulur, iizerine 40 ul Bradford soliisyonu ilave
edilir ve 200 ul’ye kadar su eklenir.

Spektrofotometre cihazinda 595 nm dalga boyundaki deger Ol¢iiliir ve Lambert&Mill

yasasi1 geregince oranlama yapilarak spesifik enzim aktivitesi tespit edilir.
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3.4 istatistik

Denemeler 3 kez tekrar edilmis ve veriler ortalamanin standart sapmasi (Xort + sd)
olarak gosterilmistir. Varyanslar arasindaki homojenite Levene testi ile test edilmistir. Gruplar
arasindaki farkliliklar tek yonlii varyans analizinin (ANOVA) ardindan Turkey testi ile tespit
edilmistir (p<0.05). Yasama oranlar1 arasindaki farklilik ise Fischer’in Ki kare testi ile
saptanmustir. Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS 15.0 ve Microsoft Excel

2007 yazilimlarindan yararlanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Biiyiime Parametreleri

Larvalarin biliylime parametreleri incelendiginde; denemenin sona erdigi 40. giinde
total boy A grubunda 21,12+1.8 mm, agirhik 28,12+2.3mg, spesifik biiyiime oran1 7,8 %/giin
ve yasama orant da %16,7 olarak tespit edilmistir. B grubunda ise 40. giinde total boy
17,03+1.2 mm, agirlik 24,28+2.7 mg, spesifik biiylime orant 7,1 %/giin ve yasama orani da
%8,2 olarak tespit edilmistir. Bilyiime parametreleri agisindan A grubu ile B grubu arasindaki
farkliliklar 6nemsiz bulunmustur (p>0.05). Larvalarda goézlenen total agirlik gelisimi Sekil

4.1°de gosterilmistir.

35 -
=9—Deneme

30 1 _m—Kontrol

25 -
20 -

Agirlik (mg)

0 7 14 21 28 35 40

Ginler

Sekil 4.1. Deneme siiresince ¢ipura larvalarinda gozlenen total agirlik degigsimleri

Cipura larvalar, total agirlik agisindan ilk 14 giinliik siirecte yavas seyreden bir artig
gostermistir. Bu giinden sonra, denemenin sona erdigi 40. giine kadar daha hizli bir total

agirlik gelisimi izlenmistir.

Larvalarda izlenen total boy gelisimi ise 15. glinden sonra hizli bir artig egilimine

girmistir. Bu hizli artis grafiginin, deneme sonuna kadar ayni hizda seyrettigi tespit edilmistir.
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4.2 Enzim Aktiviteleri
4.2.1 Alkalin Proteaz

Larval dénemde, daha ¢ok alkali ortamlarda (pH 8,0-9,0) sindirim aktivitesine katilan
proteaz grubu enzimlere (tripsin, kimotripsin, elastaz, peptidaz) ait spesifik aktivite, ilk 3
hafta diizenli bir artis izlemistir. En yiiksek alkaline proteaz aktivitesi A grubunda 145,2+13,2
mU/mg protein™ o6l¢iilmiistiir. Alkalin proteaz aktivitesi agisindan A grubu ile B grubu
arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur (p<0.05). Deneme siiresince larvalarda gozlenen

alkalin proteaz aktivitesindeki degisimler, Sekil 4.2°de gosterilmistir.

_ 200 | —¢—Deneme
-5 =-Kontrol
°
S 150 -
=74
(S
~N
=)
E 100 -
3
2
< 50 -
=
=
(7]
&
7 0
0 7 14 21 28 35 40

Gunler

Sekil 4.2. Deneme siiresince ¢ipura larvalarinda gozlenen alkalin proteaz aktivitesindeki degisimler

4.2.2 Asit Proteaz

Larval donemde 6zellikle fonksiyonel mide olusumu ve gastrik bezlerin salgi islevine
baglamasiyla birlikte asidik ortamda (pH 1,0-2,0) sindirim aktivitesine katilan proteaz grubu
enzimlere (pepsin, pepsin-like) ait spesifik aktivitede 35. giine kadar herhangi bir tespit
yapilamamistir. Mikropartikiil toz yem girisinin ardindan 35. giinde ilk kez aktivite izlenmis
ve 40. giine kadar degisim devam etmistir. Denemeler sonunda A grubu ile B grubu arasinda

asit proteaz enzim aktivitesi acisindan herhangi bir farklilik gézlenmemistir (p>0.05). Sekil
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4.3’te, deneme siiresince larvalarda gozlenen asit proteaz aktivitesindeki degisimler tespit

edilmistir.
15 -
= =—o—Deneme
g 12 | =#=Kontrol
o
£
< 9 7
2
3
5 6
x
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g 3
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0 7 14 21 28 35 40
Giinler

Sekil 4.3 Deneme siiresince ¢ipura larvalarinda gézlenen asit proteaz aktivitesindeki degigimler

Deneme siiresince probiotik uygulanan ve uygulanmayan ¢ipura larvalart arasindaki

gorsel farklar Sekil 4.4’de gosterilmistir.

Sekil 4.4. Bacillus sp. uygulanan 15 giinliik ¢ipura larvasinda mide ve bagirsakta protein yapilarin dagilimi
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5. TARTISMA VE SONUC

Akuakiiltiirde tiretimin artmasi patojen ¢esitliligini arttirmakta ve bakteriyel direng
gelisimini de i¢ine alan pek ¢ok ekolojik etkiye yol agmaktadir. Bu olumsuz etkiler, iiretim
periyodu boyunca yapilan uygulamalarin (gelisi giizel kemoteropatik madde kullanim1 vb.)
bir sonucu olarak goriilmektedir. Akuakiiltiirde probiotik kullanimi, bu olumsuz etkilerin
azaltilmasi i¢in yeni bir yaklasim olarak yer almaktadir. Ayrica probiotik bakterilerin etki
mekanizmasi goz Onilinde bulunduruldugunda tiretimi yapilan canlilarin yasama oraninin
arttirtlmasi, biiyiime parametreleri ve enzim aktiviteleri ilizerine olumlu etkileri oldugu

arastirmalarda tespit edilmistir (Gatesoupe, 1999).

Bu ¢alismada, Bacillus sp. tiirii bakteriler probiotik olarak canli yem kiiltiiriine ve tank
ortammna eklenmis ve sonugta bagirsakta faaliyet gosteren sindirim enzimleri aktivitesi

acisindan deneme gruplarinda kontrol grubuna gore 6nemli farkliliklar tespit edilmistir.

Bazi1 aragtirmacilar, mikroorganizmalarin sucul canlilarin sindirim igsleminde yardimei1
oldugunu bildirmektedir (Gatesoupe, 1999). Baliklarda Bacteroides ve Clostrdium sp.’nin,
konakg¢inin beslenmesini 6zellikle vitaminler ve yag asitleri saglama yoluyla destekledikleri
rapor edilmistir. Bazi mikroorganizmalar, Agrobacterium sp., Pseudomonas sp.,
Brevibacterium sp., Microbacterium sp. ve Stophylococcus sp., Salvelinus alpinus’larda
besinsel iglemleri destekleyebilmektedir (Ringo et al.., 1995). Ayrica bazi bakteriler
ekstraseliiler enzimler (proteaz, lipaz vb.) ve hatta gerekli biiyiime faktorleri iireterek
Bivalve’lerin sindirim islemine yardimeci olurlar. Benzer bulgular ergin karideslerin
mikrobiyal florasi i¢inde bildirilmistir. Mikrobiota, yemlerde ek kaynak olarak gorev alabilir
ve sindirim kanalindaki mikrobiyal aktivite, vitamin ve esansiyel aminoasit kaynagi olabilir

(Balcazar et al., 2006).

Bairagi et al.. (2002), 9 adet tathi su baliginin bagirsaklarindan izole ettikleri se¢ilmis
bakteriyel suslarin sindirim enzimleri irettiklerini ve bdylece yemden yararlanmayi ve
sindirimi kolaylastirdiklarin1 saptamiglardir. Ramirez and Dixon (2003), 3 balik tiiriinden
izole ettikleri anaerobik bagirsak bakterilerinin enzimatik 6zelliklerini ortay koymuslar ve
potansiyel olarak probiotik rol oynayabileceklerini ifade etmislerdir. Bairagi et al. (2004)
Labeo rohita’larin yemlerine B.subtilis ve B.circulans’in ilavesi gelisim, yem doniisiim orani,

protein etkinlik orani gibi faktorleri etkileyerek performansin arttigini bildirmislerdir.
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Bakteriler bu gelsimi, seliilozu ve nisastay1 hidrolize edebilen hiicre dis1 seliilotik ve amilotik

enzim ireterek saglamaktadirlar (Kesarcodi-Watson et al., 2008).

Stizer vd., 2008, ¢ipura (Sparus aurata) larvalariyla yaptiklar1 calismada Lactobacillus
sp. sporlar1 igeren ticari bir probiotik {irtin (Biotexin-LC (siv1 form), Protexin (spor form))
kullanmis ve Lactobacillus sp. uygulanan gruplarda biiylime parametreleri ve enzim aktivitesi

acisindan kontrol grubuna gore 6nemli farkliliklarin tespit edildigini bildirmislerdir (p< 0.05).

Bu calismada da; deney tanklarinda kontrol tanklarina oranla enzim aktivitelerinde
onemli farkliliklar tespit edilmistir (p<0.05). Alkalin proteaz aktivitesine bakildiginda deneme
grubunda kontrol grubuna oranla oldukga biiyiik farklilik tespit edilmistir (p<0.05). Bunun
sebebi olarak, kullanilan Bacillus sp. tiirii probiotiklerin salgilamis olduklari enzimlerin etkisi

oldugu diistiniilmektedir.

Gatesoupe (1994), laktik asit bakterileri ile zenginlestirdigi rotiferleri kalkan baligi
larvalarmin beslenmesinde kullanimi ile ortalama agirhigin ve hayatta kalma oranlarinin

onemli Ol¢iide arttigini ve patojenik Vibrio sp. tiirlerine karsi 6nemli bir koruma sagladigini

bildirmektedir.

Bacillus sp. tiirlerinin karigimini igeren ticari probiotiklerin yetistiricilik suyuna
eklenmesinin kanal yaymn baliklarinda (Ictalurus punctatus) iiretimi ve larvalarda hayatta
kalma oranini artirdigi bildirilmektedir (Queiroz and Boyd, 1998). Probiotiklerin yemden
yararlanma parametrelerini olumlu sekilde etkilemesi bazi arastiricilarin dikkatini son yillarda
probiotiklerin sindirim aktivitesi tizerine olan etkilerini incelemeye yoneltmistir (Gatesoupe,
1999).

Dullug (2010) c¢alismalarinda tilapia (O.niloticus) ve aynali sazan (C.arpio)
yavrularinin yemlerine Bactocell® (Pediococcus acidilactici) ticari iiriiniiniin biiyiime ve yem
degerlendirmesi iizerine etkilerini aragtirmistir. Deneme sonunda probiotik ilavesinin tilapia

ve aynali sazan yavrularinin biiylimesi tizerine etki etmedigi belirlenmistir.

Kiiltiirii yapilan ¢ipura (Sparus aurata), karides (Fenneropenaeus indicus) larvalari ile
yapilan ¢alismalarda iiretim suyuna ve canli yem (rotifer ve artemia) ile verilen probiotikler
basta larval gelisim ve yasama orani olmak {izere sindirim enzimleri aktivitesini ve biiyliime
parametrelerini 6nemli derecede artirdigi bildirilmistir (Suzer vd., 2008; Zaiaei-Nejad et al.,
2006).
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Bu calisma da ise, probiotik {iriin hem canli yem olarak kullanilan rotifer kiiltiiriine
hem de tank ortamina ilave edilmistir. Kullanilan probiotik bakterilerin etkili bir sekilde
calistigi tespit edilmistir. Yasama oraninin bu derece farklilik goOstermesi probiotik
bakterilerin patojenlere karsi antogonistik etki gdstermis oldugunu, alkalin proteaz enzim

aktivitesinin yiiksek olusu ise probiotik bakterilerinde enzim salgiladiklarini diisiindiirmiistiir.

Probiotiklerin su kalitesi iizerine etkisini anlamak i¢in bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bir
grup yararli mikroorganizmanin (Lactobacillus, Bacillus, Nitrosomonas, Cellulomonas,
Nitrobacter, Pseudomonas, Rhodoseudomonas, Acinetobacter) sudaki organik yiikiin
mineralizasyonuna yardimci olarak, su kalitesi ve patojen mikroorganizmalarin kontrolii i¢in
yararli olabilecekleri ifade edilmektedir (Shariff et al., 2001; Irinato and Austin, 2002). Su
kalitesinin diizeltilmesinde 6zellikle Bacillus sp. tiirleri kullanilmaktadir. Gr (+) bakteriler
organik maddeyi CO,’de, Gr (-) bakterilerden daha iyi déniistiiriirler. Uretim déngiisii
sirasinda yiiksek seviyedeki Gr (+) bakteriler ¢oziinmiis ve partikiiler organik karbonu
minimize edebilirler. Bacillus sp. tiirleri yetistiriciligin yapildig1 su ortamindaki patojenlerin
sayisin1 azaltarak ve sudaki mikrobiyal populasyonun kompozisyonunu etkileyerek su
kalitesini iyilestirmektedir. Bu nedenle Bacillus sp. tiirlerinin sucul ortamdaki potansiyel
patojenlere karsi antogonistik etkilerinin oldugu diistiniilmektedir (Irinato ve Austin, 2002).
Bacillus sp.’nin kullaniminin su kalitesini iyilestirmesiyle Penaeus monodon jiivenillerinin
saglik durumlarini, biilylime ve yasama oranlarini arttirdigi ve patojenik Vibrio sp. tiirlerini

azalttig1 bildirilmistir (Balcazar et al., 2006).

Bu calismada da, su kalitesi kriterleri; pH 7,5-8,5, amonyak 0-0,5 ppm, oksijen 5-6
ppm olarak gozlenmis olup, bakteriyel yiikiin Bacillus sp. kullanilan deneme gruplarinda daha

az oldugu tespit edilmistir.

Patojenik bakterilerin neden olabilecegi hastaliklar probiotik kullanimi ile 6nlenebilir
veya azaltilabilir ki, bu balig1 ¢cok daha dayanikli kilar. Probiotiklerin besin ve ya vitamin
saglayarak balikta direkt olarak biiylimeyi tesvik ettigi kabul edilir. Ayrica deneysel olarak
probiotiklerin baliklardaki biiylime performansini artirdigr gézlemlenmistir (Skjermo,
J.,1998). Ayrica, probiotiklerin immun sistemi desteklemesi nedeniyle o6zellikle larval
donemde yiiksek mortaliteye neden olan Vibrio (Planas et al., 2005; Rengpipat et al., 1998),
Carnobacterium sp. (Robertson et al., 2000) gibi hastaliklarin 6nlenmesinde ve mikrobiyal

yiikiin izlenmesinde (Eddy and Jones, 2002) de yaygin olarak kullanilmaktadir.



31

Sucul organizmalarin spesifik olmayan bagisiklik sistemi probiotiklerle uyarilabilir.
Clastridium butyricum bakterisinin gokkusagi alabaligina verilmesi baligin Vibriosis’e karsi
direncini yiikseltmistir. Bu yiikseltme, lokositlerin fagositik aktivitesinin artmasiyla
saglanmigtir. Yapilan baska bir arastirmada Bacillus sp.’nin kullanilmasmim P.monodon’da
hem humoral bagisiklik savunmasin1i hem de hiicresel aktivasyon yoluyla hastaliklardan
korunmay1 saglamistir. Bacillus sp. ve Vibrio sp. karisimi suslarin kullanilmasi da beyaz
karides yavrularinin biiylime ve yasama oranlarini etkilemis, ayrica beyaz benek sendromu
viriisii ve Vibrio harvei patojenlerine kars1 koruyucu etkileri bulunmustur. Bu koruyucu etki,
fagositozis ve antimikrobiyal etkinin artmasindan kaynaklanmaktadir (Balcazar et al., 2006).
Gullian ve dig. (2004) bakteriyel iriinlerin (6rnegin glukanlar ya da lipopolisakkaritler)
bagisiklik sistemini uyarici etkilerini test etmisler ve Bacillus sp. tiiriiniin bagisiklik sistemini

uyarici etkisi oldugunu belirlemislerdir.

Akuakiltirde  kullanilan  ilk  probiotik uygulamalar1 daha ¢ok patojen
mikroorganizmalara karsin immun sistemin giiclendirilmesi amaciyla yapilmistir. Ozellikle
Vibrio sp. ve Aeromonas sp. orijinli enfeksiyonlarin kiiltiirii siklikla yapilan Atlantik salmon
(Salmo salar) ve gokkusagi alabaliklarinda (Onchorhynchus mykiss) izlenen mortalitelerin
azaltilmas1 amaciyla uygulandigi ¢alismalarda olumlu sonuglar elde edilmistir (Robertson et
al., 2000; Aubin et al., 2005; Panigrahi et al., 2005). Tathi su tiirlerinde elde edilen bu
basarilarin ardindan bagta laktik asit bakterileri olmak i{izere bazi mikroorganizmalar probiotik
olarak yine hastaliklara karsi immun sistemin gii¢lendirilmesi ve direncin gelistirilmesi
amactyla kiiltiirii yapilan deniz baliklan yetistiriciliginde de basari ile kullanilmigtir (Eddy
and Jones, 2002; Gatesoupe, 2002; Planas et al., 2005; Carnevali et al., 2006).

Probiotiklerin bu tip yararlarinin tespitinin ardindan farkli alanlarda farkli sorunlarin
¢oziimlenmesinde de kullanilmaya baslanmistir. Ornegin, Villamil et al. (2002) kalkan
(Scophthalmus maximus) Aubin et al. (2005) gokkusagi alabaligi larva tretim periyodu
stiresince siklikla izlenen iskelet deformasyonlarinin Onlenmesinde Lactobacillus sp.
bakterilerinin olumlu sonuglar verdigini belirtmistir. Ayrica, larva tiretim prosesi iginde
onemli bir yer tutan yumurtalarin ve agilimi sonrasi prelarvalarin dezenfeksiyon basariminin

artirtlmas1 amaciyla dezenfeksiyon ortamina probiotik eklenmis ve basarili sonuglar elde

edilmistir (Skjermo and Vadstein, 1998; Olafsen, 2001).
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Probiotiklerin 6zellikle alinan besin maddelerinin degerlendirilmesinde, yemden
yararlanmada ve sindiriminde onemli katkilar sagladig1 bir ¢ok akuatik organizmada yapilan

calismalarla bildirilmistir (Gatesoupe et al., 1999, 2002; Rollo et al, 2006).

Ulkemizde kiiltiirii siklikla yapilan levrek larva yetistiriciliginde mayanim
(Saccoromyses cerevisia) yemlere eklenmesiyle yemden yararlanma ve yem doniisiim
oranlarinda 6nemli artiglar oldugu tespit edilmistir (Tovar-Ramirez et al., 2002, 2004). Benzer
sekilde, yemlere probiotik eklenmesi sonrasinda yem degerlendirme parametrelerindeki
onemli iyilesmeler tilapia (Oreachromis niloticus) (Haroun et al., 2006), karides (Litopenaeus
vannamei ve Penaeus monodon) (Rengpipat et al., 1998; Lin et al., 2004), abalon (Haliotis
midae) (Macey and Coyne, 2005), tarak (Argopecten purpuratus) (Riquelme et al., 1997)

kiiltiirlerinde de elde edilmistir.

Ziaei-Nejad et al. (2006) Hindistan karidesi (Fenneropenaeus indicus) ile yaptiklari
caligmada canli yem Kkiiltlirline ve tank ortamina Bacillus sp. ait bes tiir probiotik bakteri
kullanmis ve en iyi larval gelisim ve sindirim enzimleri aktivitesindeki artis canli yem

kiiltiirine probiotik eklenen grupta tespit edilmistir.

Wang et al. (2007) Penaeus vannamei tiirii karides larvalarina farkli oranlarda Bacillus
sp. tilirli probiotik vermis ve tiim deneme gruplarindaki larval gelisim ve sindirim enzimleri

aktivitesini kontrol grubuna gore goreceli olarak yiiksek bulmustur.

Rengpipot et al. (1998) Kaplan karidesi ( Penaeus monodon) ile yaptiklar: ¢alismada
Bacillus sp. tiirii probiotik kullanilmig ve biiylime parametrelerinde kontrol grubuna gore
onemli farklar tespit edilememistir. Ancak, Vibrio harveyi patojenine karst probiyotik
uygulanan deneme grubu %100 yasama oranina sahipken bu oran kontrol grubunda %26

olarak tespit edilmistir.

Probiotiklerin kiiltlirii yapilan deniz ya da tatli su baliklarinda ya da larvalarinda

sindirim enzimleri {izerine olan etkilerinin incelendigi arastirmalar sinirlidir.

Wang et al. (2006) sazan jiivenilleri ile yaptiklar1 ¢aligmada ise, Bacillus sp. ve
fotosentetik bakteri hiicreleri ile olusturulmus probiotik preparati yemlerle karigtirilarak
baliga aktarilmistir. Sonug¢ olarak amilaz, lipaz ve total proteaz enzim aktivitelerinde kontrol
grubuna gore onemli derecede farklar elde edilmistir. Bunun yani sira biiylime performansinin

kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Makridis et al. (2005) ¢ipura larvalarinda yaptig1 bir ¢alismada, rotifer ve artemia
kiltiirlerinden izole edilen probiotik bakteriler direkt olarak ortam suyuna ilave edildiginde

yasama oraninin deneme grubunda %86, kontrol grubunda ise %39 oldugu tespit edilmistir.

Yaygin olrak kullanilan diger probiotikler spor iireten Bacllus sp. ve mayalardir.
Bacillus sp.’lerin tutunma yetenekleri, bakteriyosin liretimi ve bagisiklik sistemini uyarici
etkisi kanitlanmistir (Kesarcodi-Watson et al., 2008). Kumar et al. (2006) ¢in sazan1 (Labeo
rohita) tizerinde Bacillus subtilis katkili yem ile yapilan ¢alismada deneme sonunda %87.50
yasama oran1 ve %35.5 agirhik artisi kontrol grubuna gore goreceli olarak yiiksek
bulunmustur. Ayrica deneme grubu Aeromonas hydrophila patojeni ile miicadele ederken,
kontrol grubunda bu patojen bakteriyi inhibe edebilmek i¢in kimyasal maddeler kullanildig1
bildirilmistir.

Kesarcodi-Watson et al. (2008) yaptigi bir ¢alismada demir igin rekabet deniz
bakterilerinde 6nemli bir faktor olarak rapor edilmistir. Demir baglayan maddeler, sideforlar,
mikrobiyal gelisim i¢in uygun demirin saglanmasina izin verir. Probiotiklerin sidefor iiretimi,
sinirli demir sartlart altinda patojen bakterileri demirden mahrum birakir. Sinirli demir
sartlarinda gelisen Pseudomonas fluorescens’in kiiltiir siipernatantinin Vibrio anguillarum’un

gelisimini inhibe ettigi bildirilmistir.

Wang and Xu (2006) sazan jiivenilleri ile yaptiklari ¢aligmada yeme farkli oranlarda
Bacillus sp. tiirii probiotik eklemis ve bu yemle beslenen gruplarda kontrol grubuna goére
larval gelisim, yem degerlendirme ve sindirim enzimleri aktivitesinde 6nemli farkliliklar elde

edilmistir.

Larvaya yararli mikrobiyal karisim iceren saglikli bir ortam hazirlamak onemlidir.
Bakim tanklarinda bakterilerin elemine edilmesi veya kontrolii amaciyla antimikrobiyal
maddelerin kullanim biiyiik problemlere yol agabilmektedir. Ornegin Vibrio alginolyticus bir
probiotik olarak kabul edilmekte ancak bu bakterinin diger tiirleri karideslerde (Penaeus
vannemei, Penaeus monodon) ve levrek (Dicentrarchus labrax) baliklarinda vibriosise neden
olmaktadir. Bu nedenle probiotik bakteri se¢iminde, canlinin kendi biinyesinden ya da
bulundugu ortamdan secilen potansiyel probiotiklerin daha 1iyi sonuglar verecegi
diistiiniilmektedir. Bu konuda daha ¢ok c¢alismaya ihtiya¢ vardir. Tablo 5.1°de biyolojik
kontrol ajani olarak kullanilacak probiotiklerin nereden elde edildikleri gosterilmistir, bu

sekilde potansiyel probiotiklerin de elde edilmesi gerektigi diistiniilmektedir.
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Cizelge 5.1. Akuakiiltiirde baliklarda ve kabuklularda kullanilan probiotikler (Balcazar et al., 2006)

BALIKLAR
Bakteri tiirii Bakterini kaynagi Kullanildig tiir Uygulama metodu Arastiricl
Streptococcus lactis ve Kalkan larvalari . ,
Lactobacillus bulgaricus Canli yem (Scophthalmus maximus) Canli yeme ilave Garcia de la Banda vd. (1992)
; Rotifer
LactobaC|IIu§ Sp. ve Kalkan larvalar Rotifere ilave Gatesoupe (1994)
Carnobacterium sp.
(B. plicatilis)
o . . Ticari karides Atlantic salmon (Salmo Bacteriyel .
Vibrio alginolyticus kulugkahanesi salar L.) stispansiyonla banyo Austin vd.(1995)
Carnobacterium Atlantic salmon . . . -
divergens bagirsaklars Atlantic cod fry Yeme ilave Gildberg ve Mikkelsen (1998)
Bacillus megaterium, B.
subtilis, B. polymyxa, B. | Ticari tiriin (Biostart) Kanal yayin baliklart Havuz suyuna ilave Queiroz ve Boyd (1998)
licheniformis
Vibrio pelagius Kalkan larvalari Kalkan Kiiltiir suyuna ilave Ringe ve Vadstein (1998)
G-probiotic Ticari tiriin Oreochromis niloticus Yeme ilave Naik vd. (1999)
Pseudomonas Dondurulmus Lates Gokkusagi alabalig Kiiltiir suyuna ilave Gram vd. (1999)
fluorescens niloticus
Carnobacterium sp. Atlarjtlc salmon Atlantic salmon Yeme ilave Robertson vd. (2000)
bagirsaklari
Lactobacillus rhamnosus - . . - - . . .
ATCC 53103 Kiiltiir koleksiyonu Gokkusagi alabalig Yeme ilave Nikoskelainen vd. (2001)
Aeromonas hydrophila,
Vibrio fluv_lalls, Go!(ku.sflgl %labalfgl Gokkusag alabaligi Yeme ilave Irianto ve Austin (2002)
Carnobacterium sp., sindirim sistemi
Micrococcus luteus
EnterocoSch‘lSJg faecium Ticari tirlin (Cernivet) Anguilla anguilla Yeme ilave Chang and Liu (2002)
L. rhamnosus JCM 1136 | Kiiltiir koleksiyonu Gokkusag alabaligi Yeme ilave Panigrahi vd. (2004)
RoseOba;tg_;Sp' strain Kalkan larvalar Kalkan larvalar Kiiltiir suyuna ilave Hjelm vd. (2004)
Bacillus circulans Labfao rohita L. rohita Yeme ilave Ghosh vd. (2004)
bagisaklari
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KABUKLULAR
Bakteri tiirii Bakter[nl Kullanildigy tiir Uygulama Arastiricl
kaynagi metodu
Bacillus sp. S11 Penaeus P. monodon Yeme ilave Rengpipat vd. (1998)
monodon
Bacillus sp Ticari tiriin P. monodon Kiiltiir suyuna Moriarty (1998)
' (DMS) ' ilave
Tavuk
Lactobacillus spp. sindirim P. monodon Yeme ilave Phianphak vd. (1999)
sistemi
Saccharomyces
COrevisae, 5. | reur triin Penaeus Yeme ilave Scholz vd. (1999)
exiguus, Phaffia vannamei
rhodozyma
Vibrio hepatarius,
Vibrio sp., Bacillus | P.vannamei P. vannamei Yeme ilave Balcazar (2003)
sp.

Vibrio P62, Vibrio . . Kiiltiir suyuna .

P63, Bacillus P64 P. vannamei P. vannamei ilave Gullian vd. (2004)
PSG’TUd.O monas sp., P. monodon P. monodon Kum.lr suyuna Alavandi vd. (2004)

Vibrio fluvialis ilave

Sonug olarak, bu ¢alismada ilk kez c¢ipura larvalarinda Bacillus sp. tiirii bakteriler
probiotik olarak canli yem kiiltiiriine ve tank ortamina eklenmistir. Sonugta yasama orani ile
bagirsakta faaliyet gosteren sindirim enzimleri aktivitesi agisindan deneme gruplarinda
kontrol grubuna gore onemli farkliliklar tespit edilmistir. Ayrica, canli yemler araciliiyla
larvalara verilen probiotiklerin oldugu grupta diger gruplara gére daha basarili sonuglar elde
edilmistir. Cipura larvalar1 ile probiotik uygulamasinin gerek gelisim ve biiylime
parametreleri gerekse sindirim enzimleri aktivitesi lizerine etkilerinin kiiltlirli siklikla yapilan

diger deniz baliklar tiirleri i¢inde tespit edilmesi gerekmektedir.
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