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Gidalarda koruyucu olarak kullanilan sorbik, benzoik ve formik asitlerin gokkusagi
alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) sperm hiicrelerinin muhafazasina etkilerinin
incelenmesi isimli yiiksek lisans tezinin i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranis ve
akademik kurallar ¢ergevesinde elde edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim
kurallarina uygun olarak hazirlanan bu c¢alismada bagkalarinin eserlerinden
yararlanilmas1 durumunda bilimsel kurallara uygun olarak atif yapildigini bildiririm.
Beyana aykirt bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya cikacak tiim ahlaki ve
hukuki sonuglara katlanacagimi bildiririm.
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OZET

Bu tez calismasinda, gida koruyucu niteligi ile yaygin olarak kullanilan sorbik,
benzoik ve formik asitlerin gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) sperm
hiicrelerinin in vitro muhafazasina etkileri degerlendirilmistir. +4°C’de 7 glinliik
muhafaza sonrasinda, motilite parametreleri (motilite, VCL, motilite siiresi ve
canlilik siiresi), lipid peroksidasyon seviyeleri, toplam antioksidan kapasiteleri
degerleri, SOD aktiviteleri ve DPPH inhibisyon kabiliyetleri tayin edilmistir. Ayrica
orneklerin yag asidi profilleri saptanarak, bu gida koruyucu maddeleri igermeyen
sulandirict ile sulandirilan 6rnekler ve higbir sulandirma yapilmayan Ornekler ile
karsilastirmalar1 yapilmistir. Sonug olarak hem motilite parametreleri hem de sperm
oksidatif stres parametreleri degerlendirildiginde 6zellikle benzoik asidin, sperm
muhafazasinda kullanimimin olumlu ettikleri belirlenmistir. Ayrica, benzoik asidin
sorbik ve formik aside kiyasla, sperm hiicreleri yag asidi profilini koruyucu 6zelligi
gosterdigi de saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Sperm, Gokkusagi alabaligi, Sorbik asit, Benzoik asit, Formik
asit.

Eyliil, 2024; 22 sayfa
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EVALUATION OF USAGE OF SORBIC, BENZOIC AND FORMIC ACIDS
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ABSTRACT

In this study, the effects of sorbic, benzoic and formic acids, which are widely used
as food preservatives, on in vitro storage of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)
spermatozoa were evaluated. After 7 days of storage at +4°C, motility parameters
(motility, VCL, motility duration and longevity), lipid peroxidation levels, total
antioxidant capacity values, SOD activities and DPPH inhibition capabilities were
determined. In addition, the fatty acid profiles of the samples were determined and
compared with the samples untreated of these food preservatives and the samples
which were not diluted. As a result, when both motility parameters and spermatozoa
oxidative stress parameters were evaluated, positive effects of the usage of benzoic
acid in spermatozoa preservation was determined. In addition, benzoic acid has been
found to be protective of the fatty acid profile of spermatozoa compared to sorbic
and formic acids.

Keywords: Sperm, Rainbow trout, Sorbic acid, Benzoic acid, Formic acid.
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1. GIRIS

Giiniimiizde tiiketicilere sunulan gidalar birgok katki maddesi icermektedir. Insanlara
siirdiiriilebilir, gerekli seviyede beslenmelerini saglayabilir ve makul bir fiyat ile
erigilebilir hedeflerini kapsayan gida giivencesinin saglamasinda, {iretilen gidalarin
kayiplarinin onlenmesi son derece Onemlidir. Bununla birlikte, donemsel olarak
bollugu degisen gidalarda, kalitelerini koruyarak saklanabilmesi de gida
glivencesinin geregidir. Bu durum gida giivencesinin saglanmasinda, gida katki
maddelerini zorunluluk haline getirmektedir (Yiizbasioglu vd., 2019). Gida katki
maddeleri, renklendiriciler, koruyucular, antioksidanlar, emiilsifiyer-stabilizatorler,
asit baz saglayicilar, tatlandiricilar-koku verenler ve genis amacli gida katki
maddeleri olarak 7 gruba ayrilabilmektedirler (Karatepe ve Ekerbiger, 2017). Bu
maddeler arasinda koruyucu grubuna girenler, antimikrobiyal ve antioksidan
ozellikleri sayesinde, gidalardaki bakteri, kiif, maya kaynakli bozulmalar
engelleyerek, dogal renk, tat ve aromayi1 koruyarak, renk kayb1 ve oksidatif asiditeyi
engellerler. Bu 0zellikleri nedeniyle de gidalarin raf Omiirlerini uzatmak ig¢in
kullanilir (Boga ve Binokay, 2010). Bu koruyucu maddeler yasal olarak, Tarim ve
Orman Bakanligi’nca sunulan 30 Haziran 2013 tarih ve 28693 sayili Resmi Gazetede
yayimlanarak yiuriirliige giren Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri
Yonetmeligi’nde tanimlanmiglardir. Tarim ve Orman Bakanligi’nin belirledigi gida
maddelerinde kullanilmasina izin verilen koruyucu maddeler ve market zincirlerinde
satilan iriinlerin igerikleri incelendiginde sorbik asit, benzoik asit ve formik asit

yaygin olarak kullanilan koruyuculardan oldugu belirlenmektedir.

Diger omurgali canlilarda oldugu gibi balik gametlerinin in vitro muhafazasi ve bu
sekilde dollemede kullanim i¢in hazirda bulundurulmasi énemli bir yardimci lireme
tekniknigi uygulamasi olarak degerlendirilmektedir. Bu uygulama tiretimde bir¢ok
fayda saglamasmin yaninda, c¢alisilan canli  grubunun iireme sistemi
mekanizmalarinin anlagilmasi1 yoniinde agiklamalar getirebilmektedir. Baliklarda,
ozellikle gametlerin laboratuvar ortaminda muhafaza edilebilmesi ve bu gametlerden
yavru balik elde edilmesi, ana¢ baliklarin yonetiminde hem daha az yem ve daha az
ana¢ balik kullanim1 agisindan 6nemli derecede katki saglama potansiyelindedir (Lee
ve Donaldson, 2001; Isler, 2009). Giiniimiizde artan hayvansal gida ihtiyacinin

karsilanmasi i¢in, bu tiir iiretim uygulamalarindaki iyilestirmeleri zorunlu hale



gelmistir. Son yillarda, baliklarda yeni iiretim tekniklerinde gametlerin laboratuvar
ortaminda muhafaza edilebilmesi biyoteknolojik bir ¢6ziim olarak goéz ¢arpmaktadir

(Donaldson, 2006).

Alabaliklarda oldugu gibi birgok balik tiiriinde sperm hiicreleri viicut igerisinde
hareketsizdirler. Bunlar dig ortama salinip su ile karistiklarinda hareket etmeye
baglarlar. Bu hareket (motilite) kazanimindan once sagim yolu ile aliman sperm
ornegi seminal plazma igerigine benzer soliisyonlarda hareket kazanmadan muhafaza
edilebilmektedir. Alabalik ciftliklerinde pratikte uygulanan iiretim yOnteminde,
sagilan sperm hiicreleri, iiretimde kullanilmak iizere hazirda bekletilmektedir. Bu
soliisyon ortaminin Ozellikleri, sperm motilite kalitesini ve diger biyokimyasal
parametrelerini etkilemektedir (Alavi ve Cosson, 2005). Sperm hiicrelerinin
muhafaza teknikleri genel olarak 2 kisimda siiflandirilabilmektedir; 1-) kisa siireli
muhafaza, hiicrelerin dondurulmadan +4°C’de saklanmasi 2-) uzun siireli muhafaza,
sperm hiicrelerinin son asamada sivi azot icerisinde -196°C’de saklanmasi. Bu
muhafaza teknikleri sayesinde, sperm hiicreleri, balik ¢iftliklerindeki iiretim sirasinda
hali hazir bir sekilde bulundurulabilmektedir (Inanan ve Kanyilmaz, 2020a).
Muhafaza soliisyonlari, sperm hiicrelerinin kisa ve uzun siireli saklama kosullarinin
gelistirilmesine katki sundugu gibi, sperm biyolojisinin daha iyi anlagilmasina da
imkan saglamaktadir (Inanan ve Kanyilmaz, 2020b). En uygun saklama kosullarinin
belirlenmesinde, bu soliisyonlara, antioksidan ve antibakteriyel 0Ozellikteki

maddelerin eklenmesi de 6nemli olmaktadir (Ubilla ve Valdebenito, 2011).

Bu tez calismasinda gida koruyucu olarak kullanilan sorbik, benzoik ve formik
asitlerin sperm hiicrelerine {izerine olan koruyucu etkileri degerlendirilmistir. Bu
amag ile gokkusagi alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) bireylerinden elde edilen sperm
ornekleri bu koruyucu maddeler ile muamele edilerek, +4°C’de 7 giin siire ile
muhafaza edilmiglerdir. Bu Orneklere ait motilite parametreleri (motilite, VCL,
motilite siiresi ve canlilik siiresi), lipid peroksidasyon seviyeleri, toplam antioksidan
kapasiteleri degerleri, SOD aktiviteleri ve DPPH inhibisyon kabiliyetleri tayin
edilmistir. Ayrica drneklerin yag asidi profilleri saptanarak, bu gida koruyuculari
icermeyen sulandirict ile sulandirilan ornekler ve hicbir sulandirma yapilmayan

ornekler ile karsilagtirmalart yapilmaistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Sorbik asit ve koruyucu olarak kullanimi

Molekiil sekli Sekil 2.1°de sunulan sorbik asidin kimyasal formiilii CsHgO>, molekiil
kiitlesi 112,13 g/mol’diir. Dogal koruyucu olan sorbik asidin, Avrupa Birligi
tarafindan gida katki maddeleri i¢in belirlenen kodu (EC Code) E200’diir. E kodlar1
her bir i¢in Avrupa Birligi tarafindan belirlenen kod numaralaridir. ilk defa Sorbus
aucuparia (livez agaci) meyvelerinden saflastirilmistir. Antimikrobiyal o6zelligi
bulunmus ve 1950 sonralarinda endiistriyel iiretimine baslanarak gidalarda yaygin
olarak koruyucu 6zelligi ile kullanilmistir. Gidalarda en yiiksek olarak %0,1 ila 0,2

arsinda kullanilmaktadir (Kivang, 1989; Kalyoncu, 2008).

2.2. Benzoik asit ve koruyucu olarak kullanim

Molekiil agirligt 122,12 g/mol olan benzoik asidin molekil sekli Sekil 2.1°de
sunulmus olup formiilii C;HeO>’dir. Dogal koruyucu olan benzoik asidin, Avrupa
Birligi tarafindan gida katki maddeleri i¢in belirlenen kodu (EC Code) E210’dur.
Bezoik asit bir¢ok farkli bitki ve meyvelerde bulunabilmektedir. Gidalarda kullanimi
disinda kozmetik ve plastik sanayii gibi farkli sektorlerde de kullanilmaktadir. Maya
ve mantarlara karsi koruyucu 6zelligi ile 6n plana ¢ikmaktadir (Yentiir ve Bayhan,

1990; Unlii ve Bayir, 2022).

2.3. Formik asit ve koruyucu olarak kullanimi

CH20; formiiliine sahip olan formik asit molekiil sekli Sekil 2.1°de verilmistir.
Formik asidin molekiil agirligi 46,03 g/mol’ diir. Dogal asit ve koruyucu olan
benzoik asidin, Avrupa Birligi tarafindan gida katki maddeleri i¢in belirlenen kodu
(EC Code) E236’dur. Formik asit karincalar ve diger bazi bocekler tarafindan
tiretilmektedir. Antimikrobiyal etkiye sahiptir ve hayvan yemlerinde de katki
maddesi olarak kullanilabilmektedir (Ricke vd., 2020).



a b c

Sekil 2.1. Sorbik (a), benzoik (b) ve formik (c) asidin kimyasal yapilari.



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Baliklar ve Ornekleme

Tez calismasi ile ilgili deneyler, Aksaray Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu 2022/11-51 karar sayili onayr ile gergeklestirilmistir. Tez c¢alismasi
kapsaminda ticari bir gokkusagi alabaligi isletmesinden, rutin iiretimde kullanilan
ana¢ gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) bireylerinden elde edilen sperm
ornekleri kullanilmistir. Bu kapsamda 3 yasindaki 7 bireyden alinan sperm 6rnekleri
calisma deneylerinde kullanilmistir. Sagim yontemi ile aliman orneklerde su, kan

veya idrar gibi herhangibir kirleticinin etkisinden kaginilmaistir.
3.2. Sperm Sulandirma ve Muhafaza Kosullari

Calismada temel sperm sulandirici olarak Kobayashi vd. (2004) tarafindan 6nerilen
ve igeriginde NaCl, KCl, CaCl,, MgCl, ve NaHCO; bulunan soliisyon pH 8.0
seviyesinde kullamilmistir, Bu soliisyonun pH degerini degistirmeyecek miktarlar
olan 1 mM sorbik asit, 1 mM benzoik asit ve 10 ppm formik asit, ilgili stok
sollisyonlardan hazirlanmistir. Sulandirmalarda hacimsel 1:9 sperm:sulandirict orani
korunmustur (Inanan, 2020). Gida koruyucu igermeyen Kobayashi soliisyonu ile
sulandirilan 6rnekler kontrol grubu olarak kabul edilmistir. Ayrica sagil ile alinmis
taze ornek olan ilk 6rnekleri ve higbir sulandirma yapilmayan inkiibasyon ornekleri
de sulandirilan 6rnekler ile ayni islemlere tabi tutulmustur. Her sulandirma denemesi

3 tekrarl olarak yapilmustir.
3.3. Motilite Degerlendirilmesi

Calismada sperm hiicreleri motilite aktivasyonu %0,5 BSA, 60 mM NaHCO3, 50
mM Tris iceren pH=9,0 seviyesindeki aktivasyon soliisyonu ile 1:400 orani
korunarak saglanmistir (Lahnsteiner, 2000; Inanan ve Yilmaz, 2018). Calismada
sperm motilite parametreleri olarak motilite (%), motilite siiresi (s), canlilik siiresi (s)
ve VCL (kavisli hareket hizi, um/s) belirlenmistir. Motilite siiresi, sperm hiicrelerinin
progresif harekete baslamasi ile hareketlerinin dairesel harekete doniistiigli an
arasindaki siire olarak, canlilik siiresi ise hareketin basladig1 an ile hareketin titresime
doniistiigli an arasindaki siire olarak kabul edilmistir ve bu degerler saniye olarak

kaydedilmistir (Billard ve Cosson, 1992; Rurangwa vd., 2004). VCL sperm



hiicrelerinin aktivasyonunun 12. saniyesinde goriintiiye gore belirlenmistir. VCL>25
um/s olan sperm hiicreleri motil olarak degerlendirilmistir. Motilite parametrelerinin
belirlenmesinde, Leica DM750 mikroskop ve Leica MC190 HD kamera (Wetzlar,
Almanya) kullanilmistir (Wilson-Leedy ve Ingermann, 2007; Boryshpolets vd.,
2013). Her 6rnek 3 tekrarli olarak degerlendirilmistir.

3.4. Sperm Oksidatif Stres Parametreleri ve Yag Asidi Profilleri

Sulandirilan sperm 6rnekleri 1.000 % g hizinda 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmis ve
siipernatantlar atilmistir. Elde edilen hiicreler buz icerisinde ultrasonikasyon ile 10 s
boyunca homojenize edilmistir. Homojenatlar 4°C’de 10 dakika 5.000 x g hizinda
tekrar santrifiij edilerek iclerinden hiicre kalintilarindan kurtarilmistir. Buradaki

stipernatantlar oksidatif stres parametrelerinin 6l¢timiinde kullanilmistir.

TBARS (Tiyobarbitiirik ile reaksiyona giren maddeler) degerleri spektrofotometrik
olarak 535 nm’de belirlenmistir (Asakawa ve Matsushita, 1980; Dzyuba vd., 2014).
Toplam antioksidan kapasitesi (TAK) ise molibden indirgenmesi temelinde ve
askorbik asit (AA) eslenegi olarak Ol¢iilmiistiir (Prieto vd., 1999). Siiperoksit
dismutaz enzimi (SOD) aktivitesi pirogallolun otooksidasyonuna gore 420 nm’de
tayin edilmigtir (Marklund ve Marklund, 1974). DPPH serbest radikalinin
inhibisyonu kabiliyeti 6l¢timii, 517 nm'de gerceklestirilmistir (Wang vd., 2014).

Yag asitleri analizleri i¢in 6rneklerden yag ekstraksiyonu gerceklestirilmistir ve daha
sonrasinda yap asitleri miktarlar1 belirlenmistir (Bligh ve Dyer, 1959). Yag asidi
profili GC/MS (Shimadzu GCMS QP 2010 ULTRA) sistemi kullanilmistir (Inanan
vd., 2021).

3.5. Istatistiksel Analizler

Elde edilen veriler once tek yonlii varyans (ANOVA) ile degerlendirilmistir. Daha
sonra ikili karsilastirmalar igin Tukey’s testi uygulanmustir. Istatistiki farkliliklarin
tespitinde, onem derecesi 0,05 olarak kabul edilmistir. Veriler, grafiklerde ve
metinde ortalama =+ standart sapma olarak sunulmustur. Grafiklerde, istatistiki

farkliliklar farkl kiiciik harfler ile ifade edilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Sorbik, Benzoik ve Formik Asitlerin Sperm Motilite Parametrelerine
Etkileri

Calismada, 7 giin sonunda sorbik, benzoik ve formik asitleri igeren sulandiricilar ile
muamele edilmis Ornekler ile, bu asitleri icermeyen sulandirici ile sulandirilan
ornekler ve higbir sulandirma yapilmayan 6rnekler hem birbirleri ile hem de taze
sagilmig sperm  Ornekleri ile sperm motilite parametreleri  agisindan
karsilastirilmiglardir. Bu orneklere ait  motilite, VCL, motilite siiresi ve canlilik
stiresi degerleri Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4’de sirasiyla verilmistir. Tiim sperm motilite
parametreleri genel olarak degerlendirildiginde, 7 giinlik muhafaza sonunda
sulandirma yapilan tiim 6rneklerin motilite parametrelerinin, sulandirma yapilmayan
ornekten daha yiiksek, ilk ornege gore ise daha diisiik farklarda oldugu istatistiki
olarak bulunmustur (P <0,05). Sulandirilan 6rnekler igerisinde sorbik ve benzoik asit
iceren gruplarda motilite parametreleri, diger gruplara gore daha yiiksek seviyededir

(P <0,05). Ozelikler motilite siiresi benzoik iceren drneklerde en yiiksek seviyede

kaydedilmistir.
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Sekil 4.1. Sorbik, benzoik ve formik asitlerin alabalik sperm motilitesi iizerine
etkileri.
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Sekil 4.2. Sorbik, benzoik ve formik asitlerin alabalik sperm VCL seviyelerine

etkileri.
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Sekil 4.3. Sorbik, benzoik ve formik asitlerin alabalik sperm motilite siiresi iizerine

etkileri.
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Sekil 4.4. Sorbik, benzoik ve formik asitlerin alabalik sperm canlilik siiresi {izerine
etkileri.

4.2. Sorbik, Benzoik ve Formik Asitlerin Sperm Yag Asitlerine Etkileri

Calismada, gida koruyucu maddeler olan sorbik, benzoik ve formik asitlerin alabalik
sperm hiicrelerindeki yag asidi degerlerine etkileri incelenmistir. Ayrica, sulandirilan
orneklerdeki yag asidi profilleri, sulandirma yapilmayan ve sagim yoluyla alinan taze
orneklere ait yag asidi profilleri ile farkliliklar1 degerlendirilmistir. Cizelge 4.1°de
Olclilen yag asitlerindeki degisimler sunulmustur. Muhafaza sonrasinda Ornek
gruplarindaki SFA, MUFA ve PUFA degerlerinin taze olarak sagilan ilk gruptaki
dagilim arasinda istatistiki farklar tespit edilmistir (P <0,05). Muhafaza edilen
orneklerde SFA ve MUFA yiizdelerinde istatistiki artiglar gozlemlenirken, PUFA
ylizdelerinde istatistiki azalmalar bulunmustur (P <0,05). SFA arasinda en yiiksek
degere sahip yag asidi tiim gruplarda palmitik asit, MUFA arasinda en yiiksek degere
sahip yag asidi oleik asit, PUFA arasinda ise en yiiksek degere sahip yag asitleri

sirastyla EPA, DHA, eicosatetraenoik asit ve linoleik asit oldugu belirlenmistir.



Cizelge 4.1. Sorbik, benzoik ve formik asitlerin alabalik sperm yag asidi asitlerine

etkileri.

Yag Asitleri ilk 6rnek Inkiibasyon | Kontrol Sorbik Benzoik Formik
(%)

Miristik’ 0,41£0,02° |0,77£0,06* | 0,61+0,02° |0,62+0,02° |0,56+0,02" |0,57+0,02°
Pentadesilik' 0,13+0,01° |0 0,15+0,01?* |0,17+£0,02* |0,16+0,01* |0
Palmitoleik’ 0,54+0,02¢ 0,610,044 | 0,74+0,03* |0,76+0,04* |0,72+0,03% |0,68+0,02>
Palmitik’ 17,17+0,19°¢ | 24,57+0,79* | 22,8120,31% | 23,4120,36" | 22,22+0,25% | 21,59+0,32¢
Heptadeanoik' | 0,15+0,03° |0,19+0,02®* |0,21+0,02* |0,22+0,01° |0,21+0,02* |0,22+0,01°
Linoleik’ 7,88+0,14* |6,01£0,31° |7,66£0,1° |7,38+0,31* |7,62+0,13* |6,79+0,14"
Oleik’ 9,41£0,15¢ | 12,65+£0,69* | 11,5420,24" | 11,14+0,1* | 11,34+0,21° | 10,29+0,3%
Octadecenoik® | 413+0,11° [5,61+047* |5,04+0,06® |5.28+0,05® |5,1£0,05° |4,79+0,17°
Linolenik’ 0,17£0,02* |0 0 0 0,12+0,01° |0

Stearik' 5,1£0,08° | 5,12+0,08° |5,540,02* |5,54+0,08* |5,4+£021* |5,16+0,13"
Eicosatetraenoik® | 11,23+0,23* | 7,6+045¢  [10,31+0,21° | 10,42+0,24° |9,72+0,27% |9,07+0,05°
EPA’ 15,29£0,28* | 5,83+0,23 | 9,64£0,2°  [9,47+02* |8,99+0,14%¢ |8,4+0,29
Eicosatrienoik’ |2 74+0,06*° |1,65£0,23° |2,58+0,07* |2,37+0,06™ |2,07+0,06* |1,87+0,12%
Arasidonik’ 1,8+0,09°  [0,25+0,04° |0,32+0,02° |0,34+0,03° [0,52+0,04* |0,35+0,04°
Eicosadienoik’  |233+0,06* |1,13+£0,05¢ |1,66+0,05* |1,67+0,04° |[1,66+0,06" |1,51+0,08°
Paullinik’ 0,55+£0,04* |0,24+0,05¢ |0,33+0,01° |0,31x0,01* |0,34+0,02" |0,32+0,04°
o-Linolenik’ 0,37+0,05* |0 0 0 0,16+0,03° |0

4-DPA’ 1,04£0,04¢ |7,91£0,27* | 1,28+0,03%¢ |0,99+0,56¢ |1,82+0,03¢ |6,13+0,11°
DHA’ 17,45+0,17° | 19,3940,62* | 18,79+0,24 | 18,65+0,43% | 18,0120,51" | 19,61+0,35°
Adrenik’ 0,44+0,03° |0 0 0,45+£0,04* ]0,67£0,04* |0

DPA’ 1,67£0,05* |0,47+0,04¢ |0,83+0,01¢ |0,82+0,07° [2,59+0,04* |2,64+0,15
SFA' 22,96+0,06¢ | 30,65+0,64* | 29,28+0,28" | 29,95+0,34% | 28,55+0,11° | 27,540,194
MUFA? 14,630,319 | 19,1141,07* | 17,65+0,28" | 17,49+0,13% | 17,5+0,24* | 16,09+0,43°
PUFA’ 62,41£0,18 | 50,24+1,04¢ | 53,07+0,42° | 52,57+0,47° | 53,95£0,35° | 56,38+0,14°

4.3. Sorbik, Benzoik ve Formik Asitlerin Sperm Oksidatif Stres Parametrelerine

Etkileri

Sperm hiicrelerinin muhafazasi sonunda, elde edilen TBARS degerleri Sekil 4.5°de

sunulmustur. Benzoik asit gurubunda 6l¢iilen TBARS degerleri istatistiki olarak ilk

ornek ile fark olmadig1 bulunmustur (P >0,05). Buna karsin, formik asit grubundaki

TBARS seviyeleri sulandirma yapilmayan inkiibasyon gurubu ve kontrol grubu ile

fark gostermemektedir. Bu gruplardaki sperm TAK seviyelerindeki degisimler Sekil

4.6’da verilmistir. Kontrol grubu ile sorbik ve benzoik asit gruplar1 arasinda

istatistiki acidan benzerlik bulunmaktadir. Buna karsin, formik asit gurubundaki
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TAK degeri, bu gruplara daha diisiik seviyede oldugu bulunmustur (P <0,05). Sekil
4.7°de sunulan, gida koruyucularin spermatozoa SOD aktivitesi seviyelerine etkileri
incelendiginde, sulandirilan orneklerde bu degerlerde farkliliklar oldugu
gozlemlenmektedir. SOD aktivitesi seviyesinden en az artma benzoik asit gurubunda
tespit edilmistir. Sulandirma yapilmayan inkiibasyon 6rneginde en yiiksek SOD
degeri bulunmustur. Orneklerde DPPH inhibisyonlar1 istatistiki farkliliklarinin
olustugu da belirlenmistir (P <0,05). Sulandirilan 6rneklerde en yiliksek DPPH

inhibisyonu benzoik asit grubunda tespit edilmistir.
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Sekil 4.5. Sorbik, benzoik ve formik asitlerin alabalik sperm TBARS seviyelerine
etkileri.

3,00

a
b
ab 4
b
@
i c
,0 i
,00

ilk &rnek inkiibasyon Kontrol Sorbik asit Benzoik asit Formik asit

)
=)
S

TAK (ng AA)

S

Sekil 4.6. Sorbik, benzoik ve formik asitlerin alabalik sperm TAK seviyelerine
etkileri.
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Sekil 4.7. Sorbik, benzoik ve formik asitlerin alabalik sperm SOD aktivite
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Sekil 4.8. Sorbik, benzoik ve formik asitlerin alabalik sperm DPPH inhibisyon
seviyelerine etkileri.
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5. TARTISMA

Balik iiretimi ve {ireme Ozelliklerinin daha iyi anlasilmasi yaninda, gamet
muhafazasinin diger faydasinin da gen bankalarinin olusturulmasi konusunda olacagi
ongoriilmektedir. Gen bankalar1 olusturulmasi balik kiiltiiriinde istenilen gen
Ozelliklerinin saklanmasi ve tiretimdeki avantajinin yaygin bir sekilde kullanilmasini
olas1 kilma potansiyelindedir (Martinez-Paramo vd., 2009). Ote yandan, g¢evre
kirliligi temelli birgok antropojenik faktdr sebebi ile baski altinda olan biyogesitlilik
konusunda da gen bankalarmmin 6nemi vurgulanmaktadir. Farkli canli gruplarinda
oldugu gibi balik tiirlerinde soyu tilkenme tehlikesi ile karsi karsiyadir. Bu tiirlerin
gen kaynaklarinin korunabilmesi gametlerinin uygun muhafazasi ile yakinda
iliskilidir. Gametlerin uygun muhafaza kosullarinin belirlenmesi bu konuda ¢6ziim

sunabilecek potansiyeldedir (Lubzens vd., 1997; Martinez-Paramo vd., 2017).

Tez ¢alismasinda, gida koruyucu olan sorbik, benzoik ve formik asitlerin gokkusagi
alabalig1 sperm hiicrelerinin muhafazasi ilizerine etkileri incelenmistir. Buna gore,
Ocelikle benzoik asidin ve sonrasinda sorbik asidin spermatozoa motilite
parametrelerini istatistiki olarak olumlu yonde etkidigi belirlenmistir. Basarili bir
sperm muhafazasinin temel amaci, motilitenin korunmasidir. Motilite kazanan sperm
hiicreleri, yumurtaya ulasarak déllemenin gerceklesmesi saglar. Bu baglamda, daha
iyl motilite parametrelerine sahip hiicrelerinin dolleme kabiliyetlerinin de daha iyi
olmas1 beklenir (Inanan, 2020). Kisa siireli muhafaza siiresince, farkli iyonik
bilesiklerin, antioksidan ve antimikrobiyal maddelerin, amino asitlerin ve
vitaminlerin sulandirict ortamlarina eklenmesinin motilite {izerine olumlu etkileri

olmaktadir (Lahnsteiner, 2009; Ubilla vd., 2015).

Sperm hiicrelerinin oksidatif dengesinin anlagilmasi i¢in gerceklestirilen analizlerde,
benzoik asidin koruyucu o6zelligi daha bariz sekilde saptanmistir. Benzoik asit
grubunda, diger sulandirmalara gore lipid peroksidasyonundaki artmanin daha az
oldugu belirlenmistir. TBARS degerleri lipid peroksidasyonunu e dolayistyla sperm
motilitesi ile yakindan iligkili olan oksidatif stres kosullarinin etkin bir gostergesidir
(Dzyuba vd., 2014). In vitro muhafaza siirecinde artis gosteren bu deger, farklh

sulandirici ortamlart ile azaltilabilmektedir (Shaliutina vd., 2013).
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Calisma deneylerinde, sperm hiicrelerinin +4°C’de 7 giinlikk muhafaza sonrasinda
TAK ve DPPH inhibisyon seviyelerinin benzoik asit grubunda taze sagilmis ilk
ornege en yakin degerlere sahip oldugu goézlemlenmektedir. Diger viicut doku ve
stvilarinda oldugu gibi spermatozoa ve seminal plazma TAK degerleri saglikli olma
ile iligkilidir. TAK seviyelerindeki degisimler sperm kalite parametrelerini dogrudan

etkilemektedir (Sikka vd., 1995; Inanan vd., 2016).

Muhafazasi sonrast SOD aktiviteleri degerlendirildiginde, sulandirma yapilmayan
inkiibasyon Orneginde artis gosteren bu aktivitelerin, benzoik asit gurubunda diger
gruplara kiyasla kisith bir artis gostermektedir. SOD enzimi, hiicreleri oksidatif
strese kars1 koruyan enzimatik sistemin en 6nemli elementlerindendir (Dzyuba vd.,
2014). SOD aktivitesi, in vitro muhafaza sirasinda artabilmektedir. Bu durum,
hiicrelerin muhafaza esnasinda olusan oksidatif stres kosullarini bertaraf etmeye

calismasi ile aciklana bilemektedir (Shaliutina vd., 2013).

Baliklarda spermatozoa motilitesinin kalite parametreleri membran Ozellikleri ve
enerji metabolizmasi ile dogrudan ilgilidir. Balikk sperm hiicresini temel organik
bilesen gruplarinda olan yag asitleri, enerji metabolizmasinin gostergeleri olarak
kabul edilmekle birlikte bu hiicreler i¢in kritik 6neme sahip membran 6zelliklerinden
sorumlulardir (Lahnsteiner vd., 1994; 1998). Bunun beraber, sperm muhafazasi
sirasinda, sperm hiicrelerinin olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile miicadele etmesi
onemli bir durum olusturmaktadir. Fazla miktarda ROS kaynakli olarak olusan
oksidatif stres kosullar1 spermatozoa motilitesini olumsuz olarak etkilemektedir
(Dzyuba vd., 2014; Ubilla vd., 2015). Bu olumsuz etkilerinin, sperm hiicrelerinin
icerdigi yiiksek PUFA miktarindan dolayr oksidatif strese karst hassas olmalarindan
dolay1 oldugu belirtilmektedir (Zhou vd., 2006; Runnalls vd., 2007). Bununla
beraber, PUFA iceriginin yaninda MUFA igeriginin de sperm hiicrelerinin olumsuz
kosullar ile karsilasmas1 sebebiyle etkilendigi gosterilmistir (Giindiiz ve Inanan,
2024). Bu tez calismasinda, muhafaza sonrasinda spermatozoa PUFA yiizde
miktarinda azalma tespit edilitrken, MUFA ve SFA miktarlarinda artmalar
gozlenmistir. Muhafaza sonrasinda, sulandirilan orneklerde ve PUFA degerlerinin
daha yiiksek olmasi bu 6rneklerde oksidasyonun azaldigini gostermektedir (Cizelge
4.1). Bu durum TBARS seviyeleri ile de uygunluk gdstermektedir (Sekil 4.5).

Benzoik asidin, sorbik, formik asitlere gore spermatozoa oksidasyonunu daha azaltici
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etkiye sahip oldugu saptanmaktadir. Benzer sekilde farkli etken maddelerin
oksidasyon azaltict etkileri gokkusagir alabaligi fileto (kas) Orneklerinde de
gosterilmistir  (Durmus, 2020). Yag asitleri gruplarinin yami sira, muhafaza
sonrasinda, saptanan her bir yag asidinde, taze alinan ilk 6rnege gore istatistiki olarak
farkliliklar belirlenmistir (P <0,05). Ozellikle EPA, linolenik, a-linolenik ve adrenik
degerlerinde azalmalar géze carpicidir. Bu yag asitleri 6zellikle hiicre zarinda bazi
temel siireclere katilmaktadirlar. Bu yag asitlerinin azalmasi hiicre zar1 vizkozitesine
zarar vermekte ve zar kanallarindaki madde aligverisini engelleyici olabilmektedir
(Bryan vd., 2001; Swanson vd., 2012; Mahoney-Sanchez vd., 2021). Bu sebeplerin

sonucu olarak sperm motilitesinde azalmalar oldugu diisiiniilmektedir.
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6. SONUC

Giliniimiizde, artan dengeli beslenme ve protein ihtiyaclarinin karsilanmasi toplumsal
sorunlar arasinda yer almaktadir. Diinya’da ve {lilkemizde en O6nemli kiiltiir
baliklarindan olan gokkusagr alabaligi, Tiirkiye icin en yaygmn su iriinleri
tiirlerindendir ve ticari &lgekli iiretimi ¢ok yiiksektir. Tiirkiye Istatistik Kurumu su
triinleri istatistiklerine gore, iilkemizde 2000 yilindal4 bin ton civarinda olan
alabalik tiretimi giiniimiizde 150 bin ton civarindadir. Benzer sekilde, su triinleri
yetistiricilik tiretimi 2000°1i yillarin basinda 61 bin ton iken, 2021 yilinda yiizde 673
artarak 472 bin tona ulasmistir. Bu artiglar, s6z konusu balik iiretimini ile ilgili
calismalarinda 6nemini arttirmistir. Bu iiretimi arttirmadaki onemli konulardan biri
de sperm hiicrelerinin fonksiyonlarini kaybetmeden muhafaza edilerek, dolleme

oncesinde hazir halde bulundurulmasidir.

Sonug olarak, tez ¢alismasi kapsaminda gokkusagi alabaligir sperm 6rnekleri model
olarak kullanilarak, sorbik, benzoik ve formik asitlerin balik sperm muhafazasinda
kullanimlar1 degerlendirilmistir. Gerek motilite parametreleri gerek ise sperm
oksidatif stres parametreleri degerlendirildiginde Ozellikle benzoik asidin, sperm

muhafazasinda kullaniminin olumlu etkileri belirlenmistir.
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