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Ozet

Bu caligmada, kerevit yemine farkli oranlarda katilan n-3 serisi yag asitlerinin pleopodal yumurta,
hepatopankreas ve kas dokusunda (abdomen eti) malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) diizeylerine
etkileri arastirildi. Bu amagla n-3 serisi yag asidi icermeyen, toplam enerji diizeyi 3600 kcal/kg ve ham
protein orani %35 olan bir kontrol yemi (Deneme 1) hazirlandi. Bu yeme %1, 2 ve 3 oranlarinda n-3
serisi yag asidi ilave edilerek sirasiyla 2, 3 ve 4 nolu deneme yemleri olusturuldu. Ug tekrarli olarak
yiiriitiilen ¢aliymada, 107 giinliik besleme sonunda, kerevitlerden pleopodal yumurta, hepatopankreas ve
kas doku ornekleri alinarak, MDA ve GSH diizeyleri arastirildi. Sonugta; pleopodal yumurtalarin MDA
ve GSH diizeylerinde gruplar arasinda énemli farkliliklar belirlendi (P<0,05). Diger taraftan, disi ve erkek
bireylerin kas dokusundaki MDA ve GSH diizeyleri incelendiginde ise istatistiksel olarak 6nemli fark
sadece disi bireylerin GSH diizeylerinde bulundu (P<0,05). Ayrica, disi ve erkek bireylerin
hepatopankreas dokusundaki MDA diizeylerinde de 6nemli farkliliklar gozlemlendi (P<0,05). Ote
yandan, ayn1 dokunun GSH diizeyleri incelendiginde ise istatistiksel olarak onemli farklilik sadece disi
bireyler arasina goriildii (P<0,05).
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The Effect of Dietary N-3 Series Fatty Acids on the Lipid Peroxydation and
Glutathione Levels in Pleopodal Egg, Hepatopancreas and Muscle of Freshwater
Crayfish, Astacus leptodactylus (Eschscholtz)

Abstract

In this study, the effects of dietary n-3 series fatty acids on the malondialdehyde (MDA) and glutathione
(GSH) levels in pleopodal egg, hepatopancreas and muscle of freshwater crayfish (Astacus leptodactylus)
were investigated. For this aim, a control diet (D1) containing 3600 kcal/kg gross energy and 35% crude
protein was prepared. The experiment was carried out with the three following treatments: control groups
(D1, not supplemented n-3 series fatty acids), D2 (1%), D3 (2%) and D4 (3%). At the end of feeding for
107 days, MDA and GSH levels in pleopodal egg, hepatopancreas and muscle of crayfish were
investigated. In conclusion, a significant difference in the level of MDA and GSH of pleopodal egg was
determined between the experimental groups (P<0.05). On the other hand, as regarding difference in the
MDA and GSH level of muscle of male and female between the groups, a significant difference was
found only for GSH of female muscle (P<0.05). Moreover, a significant difference was determined in the
MDA levels of hepatopancreas of male and famale between the groups (P<0.05). However, there was a
significant difference in the GSH levels of female hepatopancreas between the groups (P<0.05).
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Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi / The Black Sea Journal of Science ISSN: 1309-4726
FABA 2011 SYMPOSIUM SPECIAL ISSUES Yil/Year:3 Cilt/Volume:2 Sayi/Number:5
Sayfa/Page 8-16



Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi / The Black Sea Journal of Sciences

Giris

Tatl su 1stakozu (kerevit) liikks bir gida maddesi olarak birgok iilkede tiiketilmektedir.
Diinya genelinde 500’i askin tiirtin bulunmasina ragmen, bu tiirlerin yaklasik 15 kadar1
ekonomik 6neme sahiptir (Holdich, 1993; Ackefors, 2000). Dogal kerevit tiiriimiiz olan
Astacus leptodactylus ekonomik éneme sahip tiirlerden biridir. Bu tiir, 6zellikle 1970—
1985 yillar1 arasinda, yurdumuz su kaynaklarindan bol miktarda avlanilarak (4000-8000
ton/y1l) déviz karsiligi Avrupa iilkelerine ihrag edilmistir. Kerevit {iretimimiz ilk olarak
1984 yilinda Isikli (Civril) goliinde (Denizli) goriilen mantar hastali§i (Aphanomyces
astaci) ve ayrica asir1 avlanma ile su kirliligindeki artis gibi nedenlerle 1985°1i yillarda
yok denecek kadar az seviyelere diismiistiir (Goddard, 1988; Koksal, 1988; Aydin,
1992). Giliniimiizde ise hasat edilen kerevit miktar1 hastalik goriilmeden 6nceki yillarin
yaklasik %10’u (780 ton/yil) kadardir (Harlioglu, 2004; 2009).

Lipid peroksidasyonun son iirinii olan MDA, doymamis yag asitlerinin oksidasyonu
sonucu olusur ve hiicresel bilesenlerde meydana gelen oksidatif stresin en Onemli
gostergesidir (Morales ve ark., 2004). Biitiin aerobik organizmalar gibi kerevitlerde de
oksidatif stresi ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek ig¢in viicutta bircok
savunma mekanizmalar1 geligmistir. Bunlar antioksidan savunma sistemleri olarak
bilinirler ve enzimatik karakterdeki siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ile enzimatik olmayan glutatyon, A, E, C vitaminleri ile
selenyum ve melatonin gibi maddelerden olusurlar (Dautremepuits ve ark., 2003;
Trenzado, ve ark., 2006).

Biitiin omurgalilarin rasyonlarinda kesinlikle ¢oklu doymamis yag asitlerine (PUFA)
ihtiyac vardir. Eger bu agiklik kapatilmazsa hayvanlarda biiylime, gelisme ve tiremede
bozukluklar goriilmektedir. PUFA’lar esansiyel yag asitleri olup; linolenik, linoleik ve
a- linolenik yag asitleri bunlara 6rnek olarak gosterilebilir. Biitiin omurgalilarin hemen
hepsi linolenik ve linoleik yag asitlerine ihtiya¢ duyarlar. PUFA’larin biyolojik olarak
etkin formlar1 genellikle Cyy ve Cy; formundadirlar. Metabolik formlari ise; linoleik asit,
linolenik asit, arasidonik asit, dokosaheksaenoik asit ve eikosapentaenoik asit
formundadir. Omurgalilarda n-3 serisi yag asitlerinin degisik tiirevleri (linolenik,
stearidonik, dokosapentaenoik asitler) eikosapentaenoik ve dokosaheksaenoik yag
asitlerinin biyolojik aktiviteleri sonucu meydana gelir. Bu durum tatli su baliklarinda

deniz baliklarina oranla daha belirgindir (Sargent ve ark., 1989).
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Bu c¢alismada, kerevit yemine farkli oranlarda katilan n-3 serisi yag asitlerinin pleopdal
yumurta, hepatopankreas ve kas dokusunda (abdomen eti) lipid preoksidasyon (MDA)

ve glutatyon (GSH) diizeyleri lizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmaistir.

Materyal ve Metot

Calismada kullanilan kerevitler, Keban Baraj Golii Agin Yoresinde kerevit avciligi
yapan kisiler tarafindan yakalanan kerevitlerden ortalama agirligi 29 + 0,5 g ve toplam
uzunlugu 10 + 0,5 cm olan disi ve erkek bireyler arasindan secildi. Firat Universitesi
Cip Balik Uretim Tesisinde dncelikle beton havuzlara (7 x 4 x 0,5 m ve 16 x 4 x 1 m)
yerlestirilerek havuz ortamina adaptasyonlar1 saglandi. Bu donemde kerevitler kontrol
yemiyle beslenilerek deneysel pelet yeme aligsmalari saglandi. Havuzlarin zeminine
yeterince barinak (plastik borular, 20 cm uzunlugunda ve 7 cm ¢apinda) yerlestirildi ve
1 m? ylizey alanmi i¢in dakikada 1,5 litre su akis1 saglandi. Caligma baslatildiginda
kerevitler 2 x 2 x 0,5 m biiyiikliigiinde havuzlara alindi. Ug tekrarli olarak yiiriitiilen
calismada toplam 12 adet havuz kullanildi. Stoklama yogunlugu 15 birey / m? (4 disi: 1
erkek) olarak diizenlendi. Her bir tekrar icin 48 adet disi ve 12 adet erkek kerevit
kullanildi.

Kerevitler giinliik olarak agirliklarinin %2’si oraninda yemle beslendiler. Arastirmada
kullanilan suyun su sicakliklar1 ve ¢Oziinmiis oksijen miktarlar1 0,01 hassasiyetli
oksijenmetre (YSI 5500) ile, pH’s1 ise 0,003 hassasiyetli pH metre (Orion 3 star) ile
ol¢iildii (APHA, 1985).

Calismada n-3 serisi yag asitlerinin bazi biyokimyasal parametrelere etkisini belirlemek
icin n-3 serisi yag asidi icermeyen, toplam enerji diizeyi 3600 kcal/’kg ve ham protein
orant %35 olan bir kontrol (D1) (Tablo 1) yemi hazirlandi. Bu yeme %1, 2 ve 3
oranlarinda n-3 serisi yag asidi (yag asidi araci bir firmadan (Uriin Veren Su Uriinleri,
Turizm, Medikal, Hayvancilik, Yem San. Tic. Lti. S$ti.) satin alindi) ilave edilerek
sirastyla D2, D3 ve D4 nolu deneme yemleri olusturuldu. Calismada kullanilan kontrol

diyeti Reigh et al. (1990) den modifiye edildi.
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Tablo 1. Kontrol grubuna ait yem 6geleri ve kullanim oranlari.

Yem Ogeleri Kuru Agirhk (%)
Kazein (% 83 HP) 36
Jelatin (% 83 HP) 6,2
Dekstrin 18
Bugday nisastas1 12
Aycigegi yagi 8
Dikalsiyum fosfat 1,00
Sodyum fosfat 0,40
Antioksidan’ 0,10
Vitamin karmasr’ 0,50
Mineral karmasi® 0,18
Alfa-seliiloz 17,62

(1) N-3 serisi yag asidi hamsi yagindan konsantre edilmis olup %54,3 eikosapentaenoik asit (EPA), %37,1 dokosaheksaenoik asit
(DHA) ve %8,6 diger n-3 serisi yag asitlerini (dokosapentaenoik, linolenik, stearidonik asit) igermektedir.

(2) Antioksidan (mg/kg): butillenmis hidroksi tolilen (BHT) 12,5

(3) Vitamin karmast (IU veya mg kg™): Vitamin A 10,000 IU, vitamin D5 1,000 IU, vitamin E 100 IU, vitamin K 15 mg, vitamin B,
5 mg, vitamin B, 15 mg, Niasin 150 mg, Kalsiyum D-Pantothenat 50 mg, vitamin B¢ 10 mg, vitamin By, 0,02 mg, Folik Asit 3 mg,
D-Biotin 1 mg, Kolin Klorid 500 mg, vitamin C 300 mg

(4) Mineral karmas1 (mg kg 'diyet): Mn 80, Fe 35, Zn 50, Cu 5,12, Co 0,4, Se 0,15

Uc tekrarh olarak vyiiriitiilen ¢alismada, 107 giinliik besleme sonunda, kerevitlerden
pleopodal yumurta, hepatopankreas ve kas doku 6rnekleri alindi.

Yumurta ve doku ornekleri, Tris-HCl ve EDTA (pH:7) tamponu kullanilarak
homojenize edildi. Homejenatlar +4 °C’de 9000 rpm’de 10 dk siire ile santrifiijlendi.
Elde edilen siipernatantlarda; MDA diizeyi Niehaus ve Smuelson (1968), GSH diizeyi
ise Elman (1959) ve Akerboom ve Sies (1981)’e goére HPLC cihazinda floresan
dedektor ile ol¢iildii.

Denemede elde edilen sonuglarin istatistiksel analizleri SPSS 12.0 istatistik programi
kullanilarak gerceklestirildi. Kontrol ve deneme grubu kerevitlerin baz1 biyokimyasal
parametrelerinde meydana gelen degisimler tek yonlii varyans analizi (Oneway —

ANOVA) ile test edildi.
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Bulgular

Havuzlardaki ortalama su sicakligi 10,58 + 0,73 °C, pH 8,04 + 0,13, ¢6zlinmiis oksijen
ise 7,47 + 0,28 mg/L olarak belirlendi

Pleopodal yumurtalarin MDA ve GSH diizeylerindeki degisimler Tablo 2’de
gosterilmigstir. Kontrol (D1) grubuna goére D2 grubunun MDA diizeyinde istatistiksel
anlamda Onemsiz bir azalma (P>0,05) belirlenirken, D3 ve D4 gruplarindaki azalma
istatistiksel olarak 6nemli (P<0,05) bulundu. Ote yandan, her ii¢ deneme grubunun
pleopodal yumurtalarindaki GSH diizeylerinin kontrol grubundan istatistiksel olarak

farkli oldugu tespit edildi (P<0,05).

Tablo 2. Farkh oranlarda n-3 serisi yag asidi iceren yemlerle beslenen deneme grubu kerevitlerinin
yumurtalarindaki MDA ve GSH diizeylerindeki degisimler

Parametreler D1 D2 D3 D4
MDA (nmol/g) 12.04 = 3.07° 10.35+ 1.07° 7.80 +2.85° 4.55+3.22°
Glutatyon (n/g) 52.98 + 8.68° 64.64 + 12.68" 68.30 + 22.87° 68.97 + 15.24°

+0.¢ Aym satirda farkli harflerle gosterilen gruplar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P < 0,05).

D1; kontrol (n-3 serisi yag asidi igermeyen yemlerle beslenen grup), D2; %1 diizeyinde n-3 serisi yag asidi igeren yemlerle beslenen
grup, D3; %2 diizeyinde n-3 serisi yag asidi igeren yemlerle beslenen grup, D4; %3 diizeyinde n-3 serisi yag asidi igeren yemlerle
beslenen grup.

Kontrol ve deneme grubu bireylerinin kas dokusundaki MDA ve GSH diizeyleri Tablo
3’ de verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla her iic deneme grubunun erkek ve disi
bireylerinin MDA diizeylerinde istatistiksel olarak herhangi bir fark (P>0,05) tespit
edilmedi. Diger taraftan, her iic deneme grubunun GSH diizeylerinde g6zlemlenen artis
yalnizca disi bireylerde istatistiksel olarak 6nemli bulundu (P<0,05). Erkek bireyler
dikkate alindiginda ise, GSH diizeyinin D2 grubunda azaldigi, D3 ve D4 grubunda
arttigr belirlendi. Fakat her li¢ grupta belirlenen bu degisimler istatistiksel olarak
Oonemsiz bulundu (P>0,05).

Tablo 3. Farkl oranlarda n-3 serisi yag asidi iceren yemlerle beslenen deneme grubu kerevitlerinin
kas (abdomen eti) dokusundaki MDA ve GSH diizeylerindeki degisimler

Parametreler Cinsiyet D1 D2 D3 D4
MDA Disi 9.84+1.92 9.44 +2.81 8.69 +0.94 8.46 +2.67
(nmol/g)
Erkek  23.92 +4.09 2329+ 4.11 21.81 +3.94 21.42+5.11
Glutatyon Disi 430.41£120.50°  492.49+142.94™  581.66+68.96°  603.74+62.39°
(w/g)
Erkek  357.76+105.41  353.73+63.64 374.98+128.44  385.38+127.30

:0.¢ Aym satirda farkli harflerle gosterilen gruplar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P < 0,05).

D1; kontrol (n-3 serisi yag asidi igermeyen yemlerle beslenen grup), D2; %1 diizeyinde n-3 serisi yag asidi igeren yemlerle beslenen
grup, D3; %2 diizeyinde n-3 serisi yag asidi igeren yemlerle beslenen grup, D4; %3 diizeyinde n-3 serisi yag asidi igeren yemlerle
beslenen grup.
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Tablo 4. Farkh oranlarda n-3 serisi yag asidi iceren yemlerle beslenen deneme grubu kerevitlerinin
hepatopankreas dokusundaki MDA ve GSH diizeylerindeki degisimler

Parametreler  Cinsiyet D1 D2 D3 D4

MDA (nmol/g)  Disi 6936+ 12.57°  28.28+9.07° 24.44 +12.63° 16.55 + 8.75°
Erkek  27.07 +2.38° 24.05 + 4.58% 20.71 + 3.90 17.68 £ 3.16°
Glutatyon Disi 344.58+63.31°  350.83+103.53%  407.77+106.65°  451.66+78.27°

/
() Erkek  293.33+£127.48  323.74+71.47 327.83+141.27 331.13+£96.73

-0 Aym satirda farkli harflerle gosterilen gruplar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P < 0,05).

D1; kontrol (n-3 serisi yag asidi igermeyen yemlerle beslenen grup), D2; %1 diizeyinde n-3 serisi yag asidi igeren yemlerle beslenen
grup, D3; %2 diizeyinde n-3 serisi yag asidi igeren yemlerle beslenen grup, D4; %3 diizeyinde n-3 serisi yag asidi igeren yemlerle
beslenen grup.

Farkli diizeylerde n-3 serisi yag asidi igeren yemlerle beslenen kerevitlerin kontrol
grubuna gore hepatopankreas dokusundaki MDA ve GSH diizeyleri Tablo 4’de
gosterilmistir. Bulgular, her {i¢ deneme grubunda da MDA diizeylerinin kontrol grubuna
kiyasla hem erkek hem de disi bireylerde istatistiksel olarak azaldigim1 (P<0,05)
gosterdi. Diger taraftan, kontrol grubuna (D1) gore disi bireylerinin GSH diizeylerinde
belirlenen artis D3 ve D4 gruplarinda istatistiksel olarak onemliyken (P<0,05), erkek
bireylerde gruplar arasinda herhangi bir farklilik gézlemlenmedi (P>0,05).

Tartisma ve Sonug¢

Kerevit ve diger krustaselerde yemlere ilave edilen yag asitlerinin oksidatif stres ile
antioksidan sistem {izerine etkisini arastiran ¢aligmalar baslangic asamasindadir. Diger
taraftan, yag asitlerinin baliklardaki etkilerini arastiran c¢alismalarda bu bilesenlerin
yasamsal fonksiyonlar i¢in 6nemi bir ¢ok arastirmaci tarafindan ortaya konulmustur
(Bell ve ark., 1995; Navarro ve ark., 1999; Hossu ve ark., 2003).

Oksidatif stres, oksidan ve antioksidan denge arasindaki degisiklikler sonucunda
meydana gelmekte ve reaktif oksijen tiirleri lehindeki artiglar oksidatif hasar olarak
goriilebilmektedir (Alsharif ve Hassoun, 2004; Bandyopadhyay ve ark., 1999). Serbest
radikaller yiiksek aktivitelerinden dolayr hiicre zarinda bulunan doymamis yag asitleri

ile etkileserek lipit peroksidasyonunu baslatabilmektedir. Olusan lipit peroksitler
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kolaylikla yikimlanarak basta MDA olmak {izere bircok sekonder iiriinler meydana
getirebilmektedir (Ohkawa 1979). GSH ise serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona
girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi koruyan, endojen ve enzimatik olmayan, c¢ok
onemli tripeptit karakterinde bir antioksidandir. Ayrica, GSH protein yapisindaki
stlfthidril gruplarin1 indirgenmis halde tutarak pek c¢ok proteinin ve enzimin
inaktivasyonunu engellemektedir (Benzer, 2001; Piner 2005, Elia ve ark., 2006).
Puangkaew ve ark., (2005) gokkusagi alabaliklarinin kaninda oksidatif stresin énemli
gostergelerinden olan lipit hidroperoksit diizeyini n-3 serisi yag asidi ile birlikte vitamin
E uygulamasinin diisiirdiigiinii tespit etmislerdir. Yine bu calismada plazma, karaciger
ve bobrek dokularmnin stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutayon peroksidaz enzim
aktivitelerinde goriilen artma yada azalmay1 n-3 serisi yag asidi ile birlikte vitamin E
uygulamasina baglamislardir. Ratlarda yapilan bir arastirmada ise 30 giin boyunca n-3
serisi yag asidi uygulamasimin beyin dokusunda MDA diizeyini diistirdiigii, siiperoksit
dismutaz aktivitesinin ise dnemli derecede arttirdigi belirlenmistir (Sarsilmaz ve ark.,
2003).

Yapilan arastirmalar sonucunda MDA miktarinin  azalmasinin yani sira SOD
aktivitesinde meydana gelen artisin yag asitlerinin antioksidan sistem iizerindeki
diizenleyici etkisi ile yag asitlerinin hiicre zar1 yapisina girip zar yapisinin
stabilizasyonunu saglayarak, reaktif oksijen tiirleri ve lipit peroksidasyonu iiretimini
azaltmak suretiyle koruyucu etkisinden kaynaklandigini ileri siiriilmiistiir (Kim ve ark.,
2000; Sarsilmaz ve ark., 2003). Sonug olarak, yapilan bu ¢alismada da yeme ilave
edilen n-3 serisi yag asitlerinin A. leptodactylus’da lipit peroksidasyon diizeyini
diisiirip, 6te yandan GSH miktarin1 artirarak oksidatif strese karsi koruyucu rol

oynadig1 disiiniilmektedir.

Not: Bu calisma “Tath su istakozu (Astacus leptodactylus Eschscholtz)’nun iireme verimliliginin
artirilmas1” bashkh arastirma projesinin (Proje No: TUBITAK-TOVAG, 1100418) bir béliimii
olarak yiiriitillmiistiir.
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