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OZET

SUPERKRITIK KARBONDIOKSIT EKSTRAKSiIYONU iLE EKSTRAKTE
EDILEN KOKSUZ SU MERCIMEGININ (Wolffia arrhiza)
FITOKIMYASALLARININ VE BiYOAKTIF OZELLIKLERININ
INCELENMESI

FARUK TOLGA SENGULLENDI
ORDU UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

MOLEKULER BiYOLOJI VE GENETIiK ANABILiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI, 121 SAYFA

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. BEYHAN TAS)

Lemnaceae familyasi iiyelerinden, suda serbest yiizen su bitkisi Wolffia
(koksiiz su mercimegi) diinyanin en kiiciik ¢igekli bitkisidir. Giineydogu Asya’nin bazi
bolgelerinde gida olarak tiiketilen Wolffia, yiiksek protein igeriginden dolay1 “su
yumurtalar” olarak adlandirilir. Tiirkiye’de bu tiir heniiz taninmamaktadir. Bu
caligmada, Yesilirmak Deltasi’'ndaki (Samsun) sulak alanlardan toplanan Wolffia
arrhiza kontrollii laboratuvar kosullarinda farkli LED 1siklar (beyaz, kirmizi, mavi,
mor) altinda yetistirilmistir. Bitkinin nispi biiylime orani, kuru madde ve kiil analizi,
element icerigi ve fotosentetik pigmentleri (klorofil ve karotenoid igerigi) analiz
edilmistir. Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu ile elde edilen dziitlerin in vitro
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri incelenmis, gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi (GC-MYS) ile fitokimyasal igerigi analiz edilmistir.

Farkli dalga boyu uygulamalarinda, kirmizi LED 11tk W. arrhiza’nin
fotosentetik pigment icerigi, fenolik madde ve flavonoid miktari ile antioksidan
aktiviteyi artirmistir. Beyaz LED 151k kuru madde miktarini (%20.69) ve biiyiime orant
(0.732 giin™!) artirmistir. En yiiksek protein icerigi (%55.3) mor LED 151k altinda
yetistirilen W. arrhiza’da tespit edilmistir. Antimikrobiyal aktivite analizinde, orta
derecede Bacillus cereus iizerinde gozlenmistir. W. arrhiza’nin SK-COz ekstraksiyonu
ile elde edilen 6ziitlerinin hekzan ile hazirlanan soliisyonunda yapilan GC-MS analizi
sonucunda, 43 farkli biyoaktif fitobilesen tanimlanmistir. Farkli LED 1siklarda
yetistirilen W. arrhiza’nin beyaz, kirmizi, mor ve mavi LED’de sirasiyla 22, 37, 35 ve
43 adet fitokomponent tespit edilmistir. W. arrhiza'nin kampesterol, stigmasterol, f3-
sitosterol gibi diyette en fazla bulunmasi gereken ¢ok degerli fitosteroller igerdigi
belirlenmistir. Beyaz LED 1sikta %44, kirmizi LED 1sikta %37, mor LED 1sikta %39,
mavi LED i1sikta %22 fitosterol kaydedilmistir.

Bu ¢alisma koksiiz su mercimegi W.arrhiza’nin SKE metoduyla elde edilen
Oziitiinlin degerlendirmeye alindig1 ilk arastirma olma niteligindedir. Yapilan ¢calisma
ile, farkli LED aydinlatmanin bitkide istenen miktarda ve ¢ok ¢esitli biyoaktif madde
sentezleme yeteneklerinin artirilabilecegi gorilmistiir. Ayrica kullanilan SK-CO»
ekstraksiyonu yontemi ile ¢oziicii kullanmaksizin daha fazla ve ¢esitli sekonder
metabolite erisimin saglanmasi, alternatif gida iiretimi ve ila¢ etken madde tiretimi
sahalarinda umut verici gelismelere yol acacak oldugu net bir sekilde ortaya



konmustur. Koksiiz su mercimeginin iiretiminin kolay, ¢cevre dostu ve siirdiiriilebilir
olmasi nedeniyle fonksiyonel gida olarak kullanimi 6nemli bir potansiyel olarak
goriilmektedir. Siiper gida niteligindeki koksliz su mercimeginin nutrasotik
Ozelliklerinin yam sira farmasdétik 6zellikleri de umut vericidir ve degerlendirilmesi
gerekir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan Aktivite, Fonksiyonel Gida, GC-MS, Nutrasétik, Su
Mercimegi, Siiperkritik CO2 Ekstraksiyonu, Wolffia.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PHYTOCHEMICALS AND BIOACTIVE
PROPERTIES OF ROOTLESS DUCKWEED (Wolffia arrhiza) EXTRACTED
BY SUPERCRITICAL CARBONDIOXIDE EXTRACTION

FARUK TOLGA SENGULLENDI

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
MASTER THESIS, 121 PAGES
(SUPERVISOR: PROF. DR. BEYHAN TAS)

Wolffia (rootless duckweed), a free-floating aquatic plant from the Lemnaceae
family, is the world's smallest flowering plant. Wolffia, consumed as food in some
parts of Southeast Asia, are called "water eggs" due to their high protein content. This
species is not yet recognized in Turkey. In this study, Wolffia arrhiza collected from
wetlands in Yesilirmak Delta (Samsun) was grown under different LED lights (white,
red, blue, purple) under controlled laboratory conditions. The relative growth rate, dry
matter and ash analysis, elemental content and photosynthetic pigments (chlorophyll
and carotenoid content) of the plant were analyzed. In vitro antioxidant and
antimicrobial activities of extracts obtained by supercritical carbon dioxide extraction
were examined, and their phytochemical content was analyzed by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS).

In different wavelength applications, red LED light increased the
photosynthetic pigment content, phenolic substance and flavonoid amount and
antioxidant activity of W. arrhiza. White LED light increased the amount of dry matter
(20.69%) and growth rate (0.732 day™). The highest protein content (55.3%) was
detected in W. arrhiza grown under purple LED light. In the antimicrobial activity
analysis, moderate levels were observed on Bacillus cereus. As a result of GC-MS
analysis performed on the hexane solution of extracts obtained by SC-CO- extraction
of W. arrhiza, 43 different bioactive phytoconstituents were identified. 22, 37, 35 and
43 phytocomponents were tested in W. arrhiza grown under different LED lights,
respectively, in white, red, purple and blue LEDs. It has been determined that W.
arrhiza contains very valuable phytosterols such as campesterol, stigmasterol, [-
sitosterol, which should be present in the diet in abundance. 44% phytosterol was
recorded in white LED light, 37% in red LED light, 39% in violet LED light, and 22%
in blue LED light.

This study is the first to evaluate the extract of rootless duckweed W. arrhiza
obtained by the SCE method. The study showed that different LED lighting can
increase the plant's ability to synthesize a wide variety of bioactive substances in the
desired amount. In addition, it has been clearly demonstrated that providing access to
more and more diverse secondary metabolites without using solvents with the SK-CO»
extraction method used will lead to promising developments in the fields of alternative
food production and pharmaceutical active ingredient production. Since rootless

v



duckweed is easy to produce, environmentally friendly and sustainable, its use as a
functional food is seen as an important potential. In addition to the nutraceutical
properties of rootless duckweed, which is a superfood, its pharmaceutical properties
are also promising and need to be evaluated.

Keywords: Antioxidant Activity, pharmaceutical, Functional Food, GC-MS,
Nutraceutical, Duckweed, Supercritical CO; Extraction, Wolffia.
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1. GIRIS

Birlesmis Milletler (BM)’in 2015 yilinda yaptig1 bir ¢alismaya gore (DeSA,
2015) diinya niifusunun 2050°de 9.7 milyar, 2100 yilinda ise 11.2 milyar olacag1 gz
Ontline alinirsa, niifusa bagli artan gida talebini hem nicelik hem de nitelik olarak
karsilamak icin saglanacak gida arzi dogal kaynaklarin asir1 kullanilmasina (toprak,
su, fosil yakitlar gibi) ve tilkkenmesine yol agacaktir. Giinlimiizde, yaklasik bir milyar
insan yetersiz beslenme sorunuyla kars1 karsiyadir. BM Gida ve Tarim Orgiitii'ne
(Food and Agriculture Organization, FAO) gore, 2050 yilina kadar diinya niifusunu
doyurmak i¢in tarimsal iiretimin %70 oraninda artirilmasi gerekmektedir (Odegard ve
van der Voet, 2014). FAO, yetersiz beslenme, obezite ve iklim degisikligi
sendromunun 21. yiizyilda insan ve gezegen saglig1 i¢in en biiyiik zorluk oldugu tezini
desteklemektedir (Da Silva, 2019; Swinburn ve ark., 2019). Kiiresel A¢lik Endeksi
(Global Hunger Index, GHI) arastirmalari, agligin 6zellikle Afrika ve Giineydogu
Asya gibi bir¢ok iilkede %30’larin {izerinde oldugunu isaret etmektedir. Bu nedenle
gelecege yonelik gida ve protein yetersizligi kaygilari bulunmaktadir (GHI, 2020).
Biiyiiyen ve artarak kentlesen diinya niifusu i¢in daha ¢ok gida iretilmesi
gerekmektedir. Bu siireg, 2030’a kadar daha dnce hig¢ olmadigi kadar bir aciliyette tahil
verimini ikiye katlamak ve et {retiminde %75 artig saglamak gerektigini

gostermektedir (Gokirmakli ve Bayram, 2018).

Kiiresel 1sinmanin etkilerinin giderek artmasiyla kutup buzullari eridiginde
deniz seviyesinin hizla yiikselecegi tahmin edilmektedir. Deniz seviyesinde ve altinda
topraga sahip olan Hollanda, Almanya, Danimarka gibi iilkelerin topraklarinin deniz
sulariyla kaplanacag ve tuzlanacagi icin verimsizlesecegi diisiiniilerek bunun da gida
liretimini azaltacagi ve belki de diinyada aclik krizine neden olabilecegi
diistiniilmektedir (Akin, 2006). Ayrica, mevcut CO2 konsantrasyonu kosullarinda
kishk bugday ve misir verimlerinin 2020, 2050 ve 2080 yillarinda artacag:
ongorilmektedir. Ancak, kislik bugdayin vernalizasyon siiresi ve toplam bitki gelisme
stiresinin kisalacagi, CO2 konsantrasyonunun tek basina artmasinin ise misir gelisimini

ve verimini etkilemeyecegi belirtilmektedir (Tezcan ve ark., 2011).

Insanlarin protein ihtiyacin1 karsilamak icin, hayvan yetistiriciligi, dzellikle

metan salimi ve asir1 su kullanim1 nedeniyle, kiiresel iklim degisikligi sorununa katki



saglamaktadir. Hayvansal gidalar, gidayla alinan proteinin %37'sini ve kalorinin
%18'ini saglar. Ancak, bu gidalar tarimsal alanlarin %83'iinii kaplamakta ve gida
kaynakli sera gazi emisyonlarmin %58'ine neden olmaktadir (Poore ve Nemecek,
2018; Tamburino ve ark., 2020). Bu durum, hayvansal {irlinlerin “karbon ayak izi” ve

“su ayak izi”nin oldukca yiiksek oldugunu gostermektedir.

Verimli topraklarin bitkisel iiretime uygun sinirina ulagilmig olmasi, artan
niifusla birlikte kisi basina diisen tarimsal alan miktarinin azalmasina neden
olmaktadir. Topraklarda tuzlanma, alkalilesme, asitlesme, mineral besin elementi
eksikligi, kirlenme, erozyon, sikisma ve organik madde kayb1 gibi ¢esitli kimyasal ve
fiziksel sorunlar bulunmaktadir. Yapilan tahminlere gore, bitkisel iiretim altinda
bulunan 1.47 milyar hektar topragin %38t bozulma siirecindedir. Niifus baskis1
nedeniyle, tarim alan1 agmak i¢in tropik yagmur ormanlarinin yakilmasi ve su
kaynaklariin kirletilmesi, bu siireci daha da sikintiya sokmaktadir (Agaoglu ve ark.,
2003). Gida sektort, kiiresel sera gazi emisyonlarinin %26'sin1 olusturmaktadir. Bu
emisyonlarin yaklasik %31'1 hayvancilik ve balik¢ilik sektoriinden kaynaklanmaktadir
(Poore ve Nemecek, 2018). Ayrica, ekilebilir arazilerin %33'ii hayvan yemi tretimi
icin, %26's1 ise otlatma icin kullanilmaktadir. Dolayisiyla, giiniimiiz ve gelecek
nesiller i¢in saglikli, giivenilir, ¢evre dostu ve siirdiiriilebilir gida kaynaklarina ihtiyag
vardir. Ayni zamanda, nitelikli ve ucuz gida kaynaklarma herkes erisebilmelidir.
Cesitli besin degerlerine sahip, yiiksek nitelikli, lezzetli geleneksel iiriinler oldukca
pahalidir ve gelecekte bu iirlinlere erisim daha da zor olacaktir. Bu sebeplerle,
hayvansal yag igerigi sakincalarindan uzak, makro, mikro, iz elementler, vitamin ve
mineraller iceren, karbonhidrat ve protein degerleri yiiksek, besleyici, saglikli,
maliyeti ucuz, ¢evre dostu ve siirdiiriilebilir bitkisel gida kaynaklarina ihtiya¢ vardir.
Hayvansal {irlinlerin asir1 tiikketimi sinirlandirilarak bitki bazli proteinlerle beslenme

insan diyetine yerlestirilmeli ve bu konuda koklii degisikliklere gidilmelidir.

FAO tarafindan rapor edilen Lemnaceae iiyeleri, misir ve soya fasulyesinin
sirastyla 6-9 ve 2.5-3.5 kuru ton/hektar/yil oranlarmna kiyasla, yilda 13-38 Kuru
ton/hektar oraninda biiyliyebilecek endiistriyel mahsuller vaat etmektedir (Fourounjian
ve ark., 2021).



Fonksiyonel gidalarin su an ve gelecekte dnemli bir pazar payina sahip olacagi
ongoriilmektedir. Saglikli gida, fonksiyonel gida, niitrasotikler, medikal gida,
zenginlestirilmis gida, diyet gida gibi c¢esitli kavramlar, diinya genelinde saglig
koruma ve iyilestirme potansiyeli nedeniyle giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir.
Bu tiir gidalarin tiretimi son yillarda hizla artmistir ve tiiketicilerin saglik odakli
tercihleri bu trendi desteklemektedir (Alasalvar ve Pelvan, 2009). Alternatif protein
olarak kullanilacak kaynagin maliyet, bulunabilirlik/yayginlik, yeni iriinlere dahil
edilmeye uygunluk ve fonksiyonel 6zellikleri gibi faktorlerini degerlendirdigimizde,
diinyanin makro sorunlarma mikro ¢oOziimler olarak su mercimeklerinden
(Lemnaceae) “Wolffia” yiiksek bir katki saglama potansiyele sahiptir. Market Analysis
Report (2022)’e gore, 2021 yilinda kiiresel protein takviyeleri pazar1 20.47 milyar
dolar biiytikliigiindedir. Bu pazarin 2030 yilina kadar %8.5’luk bilesik yillik biiyiime
oraniyla genislemesi beklenmektedir. Su mercimegi pazarinin bu siiregte gesitli
gelisim firsatlart sunmasi 6ngoriilmektedir (Diwan, 2023). Son yillarda saglik bilinci
yiiksek tiiketicilerin ve fitness merkezlerinin artisi, protein takviyeleri pazarina ivime
kazandirmistir. Y kusagi arasinda protein takviyelerine olan ilgi de artmaktadir.
Hayvan bazli protein takviyeleri, 2021 yilinda protein takviyeleri pazarinda %65'in
tizerinde bir gelir payma sahipken, protein tozlar1 %60'n tlizerinde bir gelir payiyla
lider konumdadir. Ancak hayvan bazli proteinlerin fiyat artisi, ireticileri daha
ekonomik alternatifler aramaya yoneltmektedir. Bu durum bitki bazli proteinlerin
popiilaritesini artirmakta ve geleneksel bitkiler degisik sektorlerde temel hammadde
olarak 6nemini korumaktadir. Gelisen yasam tarzlar1 ve saglikli beslenme trendleri,
protein takviyelerine olan talebi artirarak pazarin biiyiimesine katki saglamaktadir. Bu
durumda, su mercimegi 6nemli bir alternatif kaynak olarak degerlendirilebilir. Wolffia
insan gidas1 olarak gelecek vadeden bir protein kaynagidir. Wolffia tiirleri Laos,
Kambogya ve Tayland gibi Asya lilkelerinde bir¢ok nesilden beri insan gidasi olarak
kullanilmaktadir. Landolt ve Kandeler Banglades'te Wolffia globosa'nin ¢ocuklarin

beslenmesinde kullanildigina tanik olmuslardir (Landolt ve Kandeler, 1987b).

Kiiresel beslenme iiriin iireticisi Glanbia sirketi Nisan 2020'de yaptig1 anket
calismasinda, COVID-19'un ABD'deki tiiketicilerin gida ve beslenme {iriinlerine olan
etkisini inceledikleri ¢alismaya gore, saglikli kalmak ve bagisiklig1 artirmak amaciyla
protein bar tliketen katilimcilarin yiizdesi 1. haftada %21'den 2. haftada %23'e



yiikselmistir. Ayrica, igmeye hazir protein igecekleri tiiketiminin COVID-19

salginindan sonra 6nemli dl¢iide arttig1 da belirtilmistir.

Sorun sadece gida (protein) eksikligi de degildir. iki y1li askin siiren COVID-
19 pandemisi ile, insanlarin daha saglikli olmasi i¢in bagisiklik sistemlerinin kuvvetli
olmasi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Ayrica kanser, onemli bir saglik sorunudur. Yine,
Parkinson, Alzheimer, diyabet, obezite gibi rahatsizliklarin toplumda goriilme siklig1
giderek artmaktadir. Bundan dolay1 diyetlerimizde kullandigimiz iriinlerin hem
nutrasotik hem de farmasoétik icerigi, 6zellikle antioksidan kapasitesi yiiksek olmalidir.
Iste tam da bu sorunlar1 karsilamada, su mercimeklerinin en minik iiyesi siiper gida
Wolffia, icerdigi 200 cesit polifenol ile giinimiiz ve gelecek nesiller i¢in saglikli,
giivenilir, siirdiiriilebilir, ¢evre dostu ve umut verici bir gida kaynagidir (Yaskolka
Meir ve ark., 2021). Ancak, biyoteknoloji tiriinii olarak biiyiik potansiyeline ragmen,
Wolffia ile ilgili temel arastirmalar heniiz diinya genelinde ¢ok yeni bir konudur,
Tiirkiye’de ise hi¢ bilinmemektedir. Ulkemiz insani, aliskanliklarindan ve iiriin
cesitliliginin fazlaligindan dolay1 bitki bazli (tahil/bakliyat) beslenmeye daha
yatkindir. Ancak, bitkisel alternatif proteinler kapsaminda “alg (yosun) bazli”
proteinler diinya genelinde kullanilmakta iken, proteince zengin olan algler ve su

mercimekleri gibi su bitkileri ilkemiz diyetlerinde heniiz yerini almamustir.

Diinya yiizeyinin biiyiik bir kisminin su ile kapli olmasi suyun bollugunu ima
etse de, igilebilir su kaynaklarinin orani ¢ok diisiiktiir (Akin ve Akin, 2017). Bu durum
diinya genelinde bir¢ok insanin yeterli igme suyuna erisimde zorluk c¢ektigini
gostermektedir. Ornegin, 1 milyardan fazla insan yeterli su bulamazken, 2.4 milyar
insanin saglikli icme suyuna erisemedigi tespit edilmistir (Mengii ve Akkuzu, 2008).
Diinya niifusunun hizla artmasi, sanayinin ve teknolojinin gelismesi gibi faktorler,
icilebilir su kaynaklarinin azalmasina yol agmaktadir. Ayrica, gevre bilinci eksikligi
de bu durumu daha da kétiilestirmektedir (Akin ve Akin, 2007; Yilmaz ve Peker,
2013). Gelecek on yillarda, ¢ogunlukla biiyiikk kentlerde su kithginin artmasi
beklenmektedir. Gelismekte olan iilkelerde ise gida {iretimi i¢in su gereksinimi %17
artacaktir ve toplam su tiiketiminde %40'lik bir artis 6ngoriilmektedir (Orhon ve ark.,
2023). Yukarida izah edilen durumlar, bitkisel gida giivenligini giiniimiizde ve
gelecekte tehdit etmektedir. Yiiksek protein igerigine sahip olan Wolffia, hidroponik

sistemlerde kolayca iireyebilen, hasadi kolay ve yil boyu havuz sistemlerinde siirekli
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tiretilip, Uriine dontstiiriilebilir potansiyele sahiptir. Yiksek degerlikli ve fazla
miktarda {iriin elde etmek i¢in, ¢ok bliylik arazilere ihtiya¢ duyulmaz, klasik tarim
iirlinleri ve hayvan yetistiriciliginde kullanilan sudan ¢ok daha az suya ihtiya¢ duyulur,
attk madde iiretmez, fotosentezde kullanilan CO kiiresel iklim degisikliginin
azalmasinda etkilidir. Bu bakimdan Wolffia yetistiricligi ¢evre dostu ve

surdirilebilirdir.

Protein kaynagi olarak Wolffia kullanan insanlar yiiksek kaliteli besin alirken,
daha saglikli bir biinyeye sahip olacaklardir. Ciinkii su mercimekleri proteinin yani
sira, polifenoller, diyet lifleri, mineraller (biyoyararli Fe ve Zn dahil), omega 3, folik
asit, A vitamini, B vitamini kompleksi ve B> vitamini bakimindan yiiksek igerige
sahiptir. Hayvansal iiriinlerin azaltilip, bitki bazli beslenmede fitokimyasallar, protein
ve diyet lifleri ile zengin Wolffia gibi bitkilerin kullanilmasi diyabet, obezite, kanser,

kardiyovaskiiler sorunlar gibi bir¢ok hastaligin tedavisine umut olacaktir.

Bilim diinyasinda su mercimeklerine olan ilgi son 20 yilda artmigtir. Ancak,
yayinlarda daha ¢ok Lemna {izerine odaklanilmistir ve bu tiir {izerinde toplam 4957
bilimsel ¢aligma yayimlanmistir. Wolffia’zin 311, Wolffia arrhiza’nin incelendigi
yaym sayisi ise sadece 138’dir (Web of Science, 08.07.2024 tarihi itibariyle).
Dolayisiyla, akademik camiada gézden kacan bu tiiriin diinyada ¢ok az Tiirkiye’de ise

hi¢ calisilmamis olmasi arastirmanin 6zgiin yoniidiir.

Su mercimegi, alternatif protein kaynagi olarak kullanilabilecek potansiyeli
olan, baz1 Glineydogu Asya iilkelerinde uzun yillardir diyetlerde sebze olarak tiiketilen
onemli bir tiriindiir (Bhanthumnavin ve Mcgarry, 1971). Bu bitkilerin, gelecekteki gida
tiriinleri i¢in bitki bazl bir bilesen ve hayvan etini daha saglikli ve daha uygun fiyath
proteinle degistirme potansiyeline sahip siirdiiriilebilir alternatif bir protein kaynagi
olarak diisiiniilebilecegi belirtilmektedir (Appenroth ve ark., 2018c; Sree ve ark.,
2019). W. arrhiza, bitki bazli protein kaynaklarindan yosun bazli ve tahil bazli protein
kaynaklarina alternatif olabilecek degerli bir iiriindiir. Ciinkii, bu bitkinin biiylime
potansiyeli c¢ok yiiksek, sebze gibi tiiketilebilir, bu sayede diyetlere kolaylikla

katilabilir ve tirtin hem taze hem de kuru olarak degerlendirilir.

Bazi su mercimegi tiirleri, FAO referanslarini karsilayan tiim temel amino

asitleri saglayan ve insan viicudunun biiyiimesini ve gelisimini destekleyebilen yiiksek



protein icerigi (%45'e kadar) igerir. Su mercimegi proteini insan viicudunun ihtiyag
duydugu amino asitlerin tamamini saglayabilir. Dokuz esansiyel amino asidin (EAA)
yani sira ¢esitli esansiyel olmayan amino asitleri de igerir. Su mercimegindeki bireysel
amino asit igerigi, WHO'nun tavsiyelerini karsilayabilir (Xu ve ark., 2012; Appenroth
ve ark., 2017a). Su mercimegindeki bireysel amino asit igerigi tiirler arasinda da
farklillk  gosterir. Su  mercimegindeki EAA  igerikleri FAO referansiyla
karsilastirildiginda daha {istiin oldugu goriilmektedir (Appenroth ve ark., 2018c; Xu
ve ark., 2023). Cizelge 1.1’de bugday, musir, piring, soya, nohut ve mercimek gibi tahil
taneleriyle karsilastirildiginda, belirli su mercimegi tiirlerinin EAA bilesimleri
ozetlenmektedir.

Cizelge 1.1 Farkli Su Mercimegi Tiirlerindeki Esansiyel Amino Asitlerin Tahil
Taneleri, Baklagiller ve FAO Referansi ile Karsilagtirilmasi (g/100 g Protein)

Amino asit Trp Thr Ile Leu Lys Met Phy Val His
L. minor 424 513 567 96 593 1.38 6.01 643 2.65
L.gibba Yok 3.2 3.87 7.5 413 0.83 445 496 1.89
S. polyrhiza Yok  3.45 375 6.85 43 0.83 42 4.4 2.15
L. punctata Yok  3.31 376 6.88 4.26 1.07 438 4.71 1.9
W. columbiana Yok  2.55 306 583 337 087 36 349 1.18
FAO 1.4 2.8 4.2 4.8 4.2 2.2 2.8 0,9 1.9
Nohut 1.1 3.15 3.51  6.35 6 1.39 506 3.71 2.03
Misir 0.1 3.8 3.6 123 2.8 2.1 4.9 5.1 3.1
Mercimek 1 3.9 4.7 7.9 7.6 0,9 5.4 5.4 3.1
Piring 1.2 3.6 4.3 8.3 3.6 23 53 6.1 23
Soya 1.4 4.1 4.6 7.7 6.3 1.3 4.9 4.7 2.6
Bugday 1.3 2.7 3.9 6.8 2.2 1.6 5 4.4 2.4

Su mercimeginin protein, yag ve nisasta igerigi agisindan zengin oldugu
bilinmektedir (Baek ve ark., 2021). W. arrhiza'nin ortalama protein veriminin 2.080
kg/ha/yil oldugu bildirilmistir ki bu deger, ortalama protein verimleri sirasiyla 303,
229, 71 ve 179 kg/hal/yil olan soya fasulyesi, findik, piring ve misirdan ¢ok daha
yiiksektir (Bhanthumnavin ve Mcgarry, 1971). Su mercimeginin biyokiitle {iretimi 106
t/ha/y1l kuru agirliga kadar ulasabilir (Zhao ve ark., 2015). Su mercimegi W. arrhiza
yuksek protein verimi potansiyeli gosterir, ancak su mercimegi nadiren soya taneleri
icinde biiyiik oranda yer alan lektin igerir. Lektin, bagirsak mukozasindaki epitelyal
hiicreler lizerindeki glikoprotein reseptorlerine baglanmasi nedeniyle besin emilimi
sirasinda iyi bilinen bir anti-besindir (Liener, 1994). Besin emilimini artirmak

amaciyla pisirme, ekstriizyon, kavurma ve buharda pisirme gibi bircok bitki



proteinindeki anti-besin maddelerini azaltmak igin termal islemler gereklidir (Hamad
ve ark., 2019; Xiong ve ark., 2019). Oysa insan gidas1 olarak kullanilan su mercimegi

icin bu kadar enerji ve maliyete gereklilik yoktur.

Su mercimegi ayrica fonksiyonel 6zellikler ve besin saglayan nisasta, seliiloz,
eser miktarda hemiseliiloz ve pektin gibi ¢ok yonli karbonhidratlar igerir. EK olarak
su mercimegi mineraller, vitaminler ve fitokimyasallar, 6zellikle de lutein ve -karoten
acisindan zengindir ve bunlar bir¢ok kronik hastalik riskinin azalmasiyla pozitif olarak
iligkilidir. Su mercimegi, bugday ununun kismi ikamesi yoluyla geleneksel tahil bazli
gidalarda veya fonksiyonel bilesenler olarak proteinlerin ve fitokimyasallarin

ekstraksiyonu i¢in kullanilabilir.

Su mercimegi hizli biiylime gosteren, biyokiitlesini her 16 saat ile 24 saat
arasinda ikiye katlayan, kiiglik, ylizen bir su bitkisidir (Appenroth ve ark., 2010). Su
mercimekleri, kutup bolgeleri disinda diinyanin tiim cografi bolgelerinde gol, golet
gibi durgun ve yavas akan sularda minik bitkiler olarak yetigebilirler (Bhanthumnavin
ve Mcgarry, 1971). Klonal biiyiime (anne/kiz yapraklar) sayesinde hizli biyiir ve
uygun kosullar altinda biyokiitlesini 2-3 giinde ikiye katlayabilir (Said ve ark., 1979).
Su mercimegi biliylimesi ve biyokiitle birikimi, su durumu (besin konsantrasyonu,
sicaklik ve pH), 151k, fotoperiyot (maruz kalma stiresi, yogunlugu) ve riizgar hiz1 gibi
cevresel faktorlerden etkilenir (Liu ve ark., 2018). Ayrica giibre acisindan zengin
ortamin ve artan 151k yogunlugunun/fotoperiyodun, Lemna minor ve Lemna
aequinoctialis gibi tiirlerin biiylimesini ve nisasta birikimini arttirdigt bildirilmistir
(Yin ve ark., 2015; Chakrabarti ve ark., 2018).

BM, 2050 yilina kadar diinya niifusunun %68'inin kentlerde yasayacagini
ongormektedir (UN-Habitat, 2020). Son zamanlarda, kentsel tarim veya dikey tarim
gibi alternatif yontemlere olan ilgi artmaktadir. Bu durum, bitki biiyiimesi i¢in kapali
alanlarda nasil optimal kosullar saglanacagi sorusunu giindeme getirmektedir. Isik,
bitki biiylimesi i¢in kritik bir ¢evresel faktordiir ve modern tarim uygulamalarinda
LED (Light Emitting Diode) teknolojisi, akkor, floresan, metal halojeniir gibi diger
geleneksel lamba teknolojilerine gore 6n plana ¢ikmis ve daha fazla tercih
edilmektedir. Son yillarda, bitki yetistiriciliginde yenilikci LED teknolojisinin

kullanimi 6nemli bir gelisme gostermistir. LED sistemleri, aydinlatma kontroliinde



yeni olanaklar sunarak bitki yetistiriciliginde verimliligi ve kaliteyi artirmayi
hedeflemektedir. Geleneksel aydinlatma sistemlerine gére daha enerji verimli olan
LED'ler, bitki gelisimi ve fizyolojisi lizerinde biiylik etkiye sahip olan 1s1k
spektrumunu hassas bir sekilde ayarlamak igin idealdir. Bitki gelisimi ve fizyolojisi,
biliylime ortaminin 151k spektrumundan gii¢lii bir sekilde etkilenir. Bu nedenle, LED
aydinlatmanin kullanimi, bitkilerin farkli bliylime agamalarinda optimal fizyolojik
tepkilerini anlamak icin yapilan yeni arastirmalari tesvik etmektedir (Tas ve
Sengiillendi, 2022; Tas ve Sengiillendi, 2023). Son yillarda, LED aydinlatmanin bitki
yetistiriciligindeki kullammi  yogun bir ilgi gormektedir. Ozellikle enerji
maliyetlerinin yiiksek oldugu kosullarda ve kapali alanlarda yapilan iiretimlerde,
LED'lerin enerji verimliligi ve kontrol edilebilir 151k spektrumu saglamasi biiyiik
avantajlar sunmaktadir. Bu oOzellikler, kontrollii yetistirme ortamlarinin optimize
edilmesini saglayarak, tarim dig1 alanlarda yetistirilen irlinlerin verimliligini,

kalitesini ve maliyetini artirabilir (Fylladitakis, 2023).

LED teknolojisi, 6zellikle uzay arastirmalari icin gelistirilen bitki yetistirme
sistemleriyle baslayarak, bitki fizyolojisi lizerindeki etkilerini anlamak i¢in 6nemli bir
arastirma alani olusturmustur. Ozellikle kirmizi LED'lerin (660 nm) bitki fotosentetik
foton akisini desteklemede etkili oldugu gozlemlenmistir (Massa ve ark., 2008). Yorio
ve ark. (2001)’nin 1spanak, turp, patates ve Goins ve ark. (1997)’nin bugday iizerinde
yaptig1 ilk ¢alisma sonuglari, normal biiyiime ile fotosentez igin mavi 1s18a ihtiyag
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. LED’ler lizerine ayrintili arastirmalar, yiiksek gii¢lii mavi
LED’lerin gelistirilmesini saglamistir. Bir¢ok ¢alisma, farkli oranlarda kirmizi ve mavi
1siklarin spektral kombinasyonlarinin, sera kosullarinda ¢esitli bitkilerin etkili bir
sekilde yetistirilmesinde kullanilabilecegini gostermistir (Mizuno ve ark., 2009;
Johkan ve ark., 2010).

Bitki aydinlatma sistemlerinde PAR, PPF ve PPFD olmak iizere 3 temel
parametre vardir. PAR (photosynthetically active radiation-sentetik aktif radyasyon),
fotosentezi uyaran, gozle goriliir 1s18in (400-700 nm) dalga boyu araligidir. PAR,
"metrik" bir 6l¢li birimi olmamakla beraber, fotosentezi uyarmak ve siirdiirmek igin
gereken 15181 dalga boyu araligin1 tamimlar (Barnes ve ark., 1993; Durazzo ve
Durazzo, 2021). PPF (photosynthetic photon flux-fotosentetik foton akisi), 1s1k

kaynagmin PAR araliginda saniyede iirettigi foton sayisidir. Birimi mikromol/saniye
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(umol/s)’dir. PPF degeri bitkiye diisen foton sayisinin bir Olgilisii degildir, 151k
kaynaginin verimliligini ifade eder. PPFD (photosynthetic photon flux fensity-
fotosentetik foton akisi yogunlugu), PAR araliginda, saniyede bitki yiizeyine diisen
fotosentetik aktif fotonlarin sayisimi belirtir ve birimi mikromol/metrekare/saniye
(umol/m?/s)’dir. Diger bir deyisle, bitkiye ulasan yararli 15181in miktarini ifade eder.
PPFD bir yiizeye ne kadar 1s1k diistiiglintin, PPF ise tek bir 151k kaynaginin her yone
yaydig1 PAR miktarinin bir dl¢iisiidiir.

Uzay c¢alismalarinda, biyorejeneratif yasam destek sistemlerinde,
degerlendirilebilecek niteliklere de sahip olan Wolffia’nin bu 6zellikleri ¢alismanin
yenilik¢i yoniidiir (Arslan Giinal ve Tas, 2022). “Wolffia bazl1” alternatif protein soya,
nohut, bugday, yulaf ve piringten elde edilen bitki bazli proteinlerden ¢ok daha ucuz,
yil boyu tiretilebilir, siirdiiriilebilir ve ¢evre dostudur. Yine, bocek bazli ve laboratuvar
bazli alternatif protein kaynaklarindan da daha ekonomik ve daha verimlidir. Ayrica,
bdcek bazli ve laboratuvar bazli proteinlerden daha ¢ok tercih edilir, ¢linkii insanlarin
damak tadi ve kiiltiirel aligkanliklarina uygundur. Bu 6zellikler, su mercimeklerinin

diger iiriinlere gore Ustiin yonleridir.

Bu tez calismasinda, kontrollii kosullarda, farkli LED 1siklar (beyaz, kirmizi,
mavi, mor) altinda yetistirilen koksliz su mercimegi W. arrhiza’nin biyokimyasal
Ozelliklerinin ve etkilerinin kapsamli analizlerle incelenmesi amaglanmistir. Farkli
LED isiklar altinda abiyotik strese tabi tutulan koksliz su mercimeginin biiyiime
performansi, fotosentetik pigmentleri, element icerigi, kuru madde ve kiil igerigi,
stiperkritik karbondioksit (SK-CO3) ekstraksiyonu ile elde edilen 6ziitlerinden GC-MS
analizi ile fitokomponentleri ve in vitro antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri
incelenmistir. Hasat edilen irtinlerin ekstraksiyonu igin “siiperkritik ekstraksiyon”
(SKE) teknolojisi kullanilmistir. SKE sisteminin enerji maliyeti diisiik, ¢oziicii olarak
kalint1 birakmayan ¢6zgenlerin kullanildig1, dolayisiyla ekstraksiyon verimi ve kalitesi
yiiksek bir teknolojidir. Bu ¢alismanin 6zgiin yonlerinden biri de Wolffia bitkisinden
SK-CO2 ekstraksiyon yoOntemi kullanilarak elde edilen o6ziitlerden analizlerin
yapilmasidir. Literatiirde, bu bitkinin ekstraksiyonunda SKE yonteminin kullanilarak
herhangi bir ¢alismanin yapilmadigi goriilmektedir. Bu ekstraksiyon yontemi ile
Wolffia’nin fitokimyasallar1 ve bunlarin potansiyel biyoaktif etkileri ortaya konmus

olacaktir.



Mevcut tez ¢alismasinin baslica hedefleri sunlardir:

> Farkli LED i1siklar1 bitki yetistiriciliginde kullanarak; bu isiklarin
bitkinin gelisimine, biyokimyasal ve biyoaktif 6zelliklerine etkisini degerlendirmek,

> Koksliz su mercimeginin fotosentetik pigment igerigini, in vitro
antioksidan ve antimikrobiyal etkilerini analiz ederek farmasotik 6zelliklerini
belirlemek,

> Koksliz su mercimeginin degerli fitokimyasallarin1 ve nutrasotik
ozelliklerini tespit etmek; bitki bazli beslenmede 6zellikle vegan ve vejetaryenler igin
onemli bir alternatif protein kaynagi olarak degerlendirilmesini saglamak,

> Siirdiiriilebilir bir gelecek icin ¢evre dostu, iyi bir iirlin, iyi bir tiretim,
daha iyi bir beslenme ve daha iyi saglik i¢cin koksiiz su mercimeginin degerini ve
Onemini bilimsel yontemlerle ortaya koymak; pazar {iriinii olacak sekilde, bitki bazl
beslenmede 6nemli bir alternatif protein kaynagi ve fonksiyonel gida iiriinii olarak
tilkemiz ekonomisine katki saglayacak potansiyele sahip bir biyokiitle kaynagi

oldugunu gostermektir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Bitkisel kaynakli kimyasallar, modern tipta alternatif bir tedavi yontemi olarak
giderek daha fazla ilgi gormektedir. Giiniimiizde uygulanan sentetik ila¢ tedavilerinin
potansiyel yan etkilerini azaltma g¢abalariyla birlikte, bitkisel kaynakli kimyasallar
hem tip alaninda hem de ilag endiistrisinde artan bir destek gérmektedir (Inbaneson ve
ark., 2012). Sentetik ilaglarda kullanilan bir¢ok etken madde aslinda dogal bitkilerden
izole edilen kimyasallarla benzerlik gostermektedir. Farmakolojik olarak sentezlenen
ilaglarin bile, etken maddelerinin 6nemli bir kismi dogal bitkilerden elde edilmektedir.
Tibbi ve aromatik bitkiler 6zellikle baharat, ilag ve kozmetik endiistrilerinde uzun

yillardir kullanilmaktadir ve gilinlimiizde de 6nemini korumaktadir (Ertiirk ve ark.,

2019).

Tath sularda yasayan, ylizen yaprakli bitkilerden olan su mercimegi tiirleri,
bilimsel ¢aligmalarda, tercih edilen 6zellikleriyle dikkat gekmektedir. Bu bitkiler, hizli
biiytime kapasiteleri, yliksek protein igerikleri, atik sular1 temizleme yetenekleri ve
ozellikle ac1 ve tuzlu sularda da basarili bir sekilde gelisebilmeleri gibi 6zellikleriyle
bilinirler. Bu nedenle, su mercimegi tiirleri su kaynaklarinin yonetimi, atik su aritimi
ve stirdiiriilebilir tarim gibi alanlarda 6nemli bir rol oynamaktadir. Sucul bitkiler olan
su mercimekleri diinyada 5 cins (Landoltia, Lemna, Spirodela, Wolffia ve Wolffiella)
ve toplam 36 tiir igerir (Sree ve Appenroth, 2020a). Su mercimekleri, alternatif protein
kaynagi olarak kullanilabilecek potansiyeli olan, bazi Gilineydogu Asya iilkelerinde
uzun yillardir diyetlerde sebze olarak tiiketilen dnemli bir iiriindiir (Appenroth ve ark.,
2018b). Bu ozelligiyle, son yillarda su mercimegine olan ilgi artmaya baglamistir. Bu
bitkilerin, gelecekteki gida iirlinleri i¢in bitki bazli bir bilesen ve hayvan etini daha
saglikli ve daha uygun fiyatli proteinle degistirme potansiyeline sahip siirdiiriilebilir,
alternatif bir protein kaynagi olarak diistiniilebilecegi rapor edilmistir (Appenroth ve
ark., 2018b; Sree ve ark., 2019). Genel olarak, su mercimegi kuru agirliginin yaklagik
%20-35"1 kadar protein icerir (Appenroth ve ark., 2018a; Herawati ve ark., 2020;
Yahaya ve ark., 2022). igerigindeki doymus yag asidi, tekli doymamis ve coklu
doymamis yag asidi miktarlari insan beslenmesinde besin degerini artirabilir (Yan ve
ark., 2013). Vejetaryen veya vegan beslenen insanlar igin bitki bazli protein kaynagi
olarak Wolffia, “su yumurtalar1” olarak adlandirilan, ¢ok degerli, mucizevi bir gidadir.

Wolffia’nin kuru agirligiin %40°1 protein, dinlenme fazi olan turionun yaklasik %40°1
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nisastadir (Fujita ve ark., 1999; Czerpak ve Szamrej, 2003). Giincel bir ¢alismada,
Wolffia’nin protein igeriginin 6nceki ¢alismalardan daha yiiksek oldugu (%50.89)
belirlenmistir (Hu ve ark., 2022). Wolffia, baklagiller gibi metionin hari¢ tiim temel
aminoasitleri yliksek seviyede icermesinin yani sira, diyet mineralleri ve Ca, Mg, Zn

gibi eser elementler ve B1. vitamini ile lif igerir (Czerpak ve Szamrej, 2003).

Yapilan arastirmalarda bu bitkilerin toksikolojik ve yan etkilerinin olmadigi
bildirilmistir (Kaplan ve ark., 2019; Zeinstra ve ark., 2019). W. arrhiza’da
antinutrisyonel faktor konsantrasyonlar1 diisiik oldugundan, besin olarak viicut
tarafindan kolayca emilebilecegini ve bunun da insan gida kaynagi olarak
potansiyelini gostermektedir (Prosridee ve ark., 2023). Wolffia, su mercimeklerinin en
hizli biiyiiyen ve diinyanin en kiigiik ¢igekli bitkisi olarak insan beslenmesi i¢in diger
tiirlere gore daha uygun oldugu bildirilmistir (Appenroth ve ark., 2017b). Avrupa Gida
Giivenligi Otoritesi (EFSA), {iglincii bir tilkeden geleneksel gida olarak W. arrhiza ve
W. globosa’nin taze sebze olarak AB pazarinda yer alabilecegi ve giivenlik endisesi

yaratmadig1 konusunda bir teknik rapor yayimlamistir (EFSA, 2021).

Tirkiye’de yayilis gosteren su mercimekleri listesinde Wolffia tiirii
bildirilmemistir (Coskun ve ark., 2018). Mili¢ kiy1 sulak alani (Terme, Samsun)
makrofitleri lizerinde yapilan arastirmada, Terme’deki sulak alandan Wolffia arhiza
ornekleri toplanmis ve incelenmistir (Tas ve Topaldemir, 2021). W. arhiza, Ordu
Universitesi Hidrobiyoloji Laboratuvar’inda kiiltiire alinarak cogaltilmistir. Kiigiik
olmasi nedeniyle bu tiiriin Tiirkiye ve diinya sucul ekosistemlerinde gézden kagmasi
muhtemeldir. Bu nedenle akademik yayinlarda bu tiir ile ilgili ¢calismalar oldukca
sinirlidir. Dolayisiyla, akademik camiada gbzden kagan, diinyanin en kiiciik ¢icekli
bitkisi, fakat potansiyel ve fonksiyonel 6zellikleri en biiyiik olan Wolffia’nin yenilik¢i

caligma alanlarinda kapsamli olarak degerlendirilmesi 6nem arz etmektedir.

Son yillarda, tibbi bitkilerden elde edilen aktif bilesikler {izerindeki
arastirmalar onemli Ol¢lide artmistir. Bu artisin temel nedenleri arasinda bitkisel
ilaclarin ¢ok yonlii etkileri, ekonomik ve kolay tedavi imkanlar1 sunmalari, ayrica bazi
yeni sentetik bilesiklerin potansiyel tehlikeli yan etkileri gibi sorunlar yer almaktadir.
Bu baglamda, bitkiler mikrobiyolojik, farmakolojik ve biyolojik savunma

mekanizmalar1 agisindan kapsamli bir sekilde arastirilmaktadir, 6zellikle biyolojik
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savasin giindemde oldugu giiniimiizde bu calismalar daha da 6nem kazanmaktadir
(Aydin, 2012). Bitkilerin tibbi o6zellikleri, igerdikleri farkli kimyasal bilesenlere
dayanmaktadir ve bu bilesenler canlilar tizerinde ¢esitli fizyolojik etkiler gosterebilir.
Dogal bitki bilesikleri, antimikrobiyal, antioksidan, antienflamatuvar, antitlimoral,

antikanser gibi 6zelliklerle 6n plana ¢ikmaktadir (Bolotova, 2015).

Ulkemizde, bitkilerin kimyasal bilesimi ve antimikrobiyal etkileri iizerine
yapilan caligmalar genellikle karasal bitkilerle siirli kalmistir; ancak su bitkileri
lizerindeki arastirmalar oldukea kisithidir (Ozbay, 2004; Giimiis, 2007; Tursun, 2012).
Oysa su bitkileri, kara bitkilerinden farkli kimyasal bilesenler icerir ve bu nedenle
insan beslenmesi agisindan biiyiikk 6nem tasir. Asya ve uzak dogu iilkelerinde su
bitkileri iizerine yapilan cesitli ¢aligmalar bu konunun 6nemini vurgulamaktadir
(Deans, 2000; Pro ve ark., 2003; Bushmann ve Ailstock, 2006; Vasu ve ark., 2009;
Piotrowska ve ark., 2010a; Dorman ve Oukarroum ve ark., 2013; Bolotova, 2015).

Serbest radikaller, hiicrelerin kimyasal reaksiyonlar1 sonucunda olusabilen
zararli molekiillerdir. Bu radikaller, hiicre iginde lipit peroksidasyonuna, DNA
hasarlarina ve protein oksidasyonuna yol agabilirler (S6kmen ve ark., 2016). Insan
viicudunu serbest oksijen radikallerinin zararli etkilerinden korumak i¢in dogal ve
fenolik bilesikler bakimindan zengin bitkilerin faydali oldugu bilinmektedir.
Epidemiyolojik ¢alismalar, fitoniitrientlerin reaktif oksijen tiirlerine karst koruyucu
etkilerini gdstermistir. Bir¢ok bitkinin koruyucu o6zelliklerinin, icerdikleri askorbik
asit (C vitamini), a-tokoferol (E vitamini), karotenoidler, glutatyon, flavonoidler ve
fenolik asitler gibi dogal bilesiklerden kaynaklandig: bildirilmistir. Bu baglamda, su
bitkilerinin de benzer biyokimyasal 6zelliklere sahip olabilecegi ve yeni bir kaynak

olarak kesfedilmesi gerektigi vurgulanmaktadir (Isbilir, 2008).

Geleneksel olarak yapilan sivi-sivi, kimyasal bazli ekstraksiyonlarda olusan
tehlikeleri azaltmak i¢in son yillarda temiz, cevre ve insan sagligi odakli yesil
ekstraksiyon (green extraction) yoOntemleri revagtadir. Bu metodlarin i¢inde, bu
ozellikleri kendinde en iyi gosteren bir yontem olan siiperkritik akiskan ekstraksiyon
yontemi, organik c¢oziicli olmadan, diisliik sicakliklarda ve yiiksek basinglarda
yapilarak proses siiresini kisaltmasiyla da 6ncii olan bir yontemdir (Da Silva ve ark.,

2016). Geleneksel olarak yapilan ekstraksiyon yontemlerine gore ¢ok daha avantajli
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olan siiperkritik akiskan ekstraksiyon yontemi, akis hizinin ayarlanabilmesi, sicaklik
ve basing parametrelerini degistirerek ekstrakte edilen bilesenlerin farklilagmasi
yoniinden bilesiklerin degismesi gibi mantikli bir yontem olmasi agisindan yenilik¢i
bir yontemdir. Ayrica elde edilen ekstrakttan ¢oziiciinlin basincin diismesi ile kolayca

ayrilmasiyla, geleneksel yontemlerdeki uzun ve yorucu iglemleri ortadan kaldirmistir

(Demir, 2015).

Gegtigimiz yiizyilin ikinci yarisindan itibaren, dogal olarak bitkilerde gelisen
biyoaktif bilesenlerin ayrilmasi i¢in alternatif olarak siiperkritik akiskanlara olan ilgi
artmaya baglamig ve devam etmektedir. Ugucu yaglar da dahil olmak tizere biyoaktif
malzemeler genellikle 1siya dayanikli oldugundan yiiksek sicakliklarda bozunmaya
egilimlidir. Buhar damitma gibi geleneksel ekstraksiyon yontemi, biyoaktiflerin bu tiir
ekstraksiyonu igin uygun degildir. Bu nedenle, siiperkritik sivi ekstraksiyon
yontemleri, biyolojik kaynaklardan aktif materyallerin ekstraksiyonunda biiyiik ilgi
gormiistiir (Yen ve ark., 2015; Wrona ve ark., 2017). Bu yonteme olan ilginin temel
sebebi, yapilan ekstraksiyonun ortam sicakliklarina yakin bir sicaklikta gerceklesmesi
ve boylece bitkideki biyoaktif bilesenlerin 1s1 etkisiyle bozunumunun en az indirilmesi

sebebiyledir (Bertucco ve Franceschin, 2008).

2.1 Siiper Kritik Ekstraksiyon Yontemi

Pahali organik ¢oziiciilerin kullanimi, ekstrakt i¢inde ¢oziicli kalma riski, uzun
ekstraksiyon siireleri ve bu siirecte olusabilecek oksidasyon riskleri, bilim insanlarin
alternatif yoOntemlere yoOnlendirmistir. Son yillarda, siiperkritik akiskanlarla
ekstraksiyon yontemi ¢evre dostu olmasi, yiiksek ekstraksiyon verimi saglamasi ve
toksik etki yaratmamasi gibi avantajlariyla dikkat cekmektedir (Colak ve Tiilek, 2003;
Avsar ve ark., 2014; Kaya ve Ergoniil, 2015). Bu yontemdeki oksidasyon riskinin
diisiik olmasi, elde edilen {irtinlerin koku ve 6zellik bakimindan diger yontemlerden
listiin olmasimi saglamaktadir. Ayrica, siiperkritik akiskanlarla elde edilen iiriinler
genellikle yiiksek saflikta olup, bu 6zellikleri, diger ekstraksiyon ydntemlerinden
ayirmaktadir. Bu istiin 6zellikler, siiperkritik akigkanlarla ekstraksiyon yontemini

tercih edilir kilmaktadir (Ozkan ve Biger, 2001; Baser, 2010).

Stiperkritik ekstraksiyon (SKE) yonteminin temel prensibi, siiperkritik

¢oOziiciilerin akiskan formunda kullanilmasidir. Bir madde, kritik sicaklik ve basing
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degerlerinin lizerine ¢ikarildiginda siiper kritik akiskan (SKA) olarak adlandirilir
(Sekil 2.1). Bu durumda, madde hem sivi hem de gaz ozellikleri sergiler. Yiiksek
sicaklik ve diisikk basing altinda, akigkanin yogunlugu diisiik olur ve gaz gibi
davranirken; diisiik sicaklik ve yiiksek basing altinda yogunlugu artar ve sivi gibi

davranir (Bagser, 2010).

Stiper kritik sivilar arasinda azot oksit, amonyak, etan, biitan, triflorometan ve
su gibi Ornekler verilebilir (Ignat ve ark., 2011). Bu yontem, diger ekstraksiyon
metotlarina kiyasla daha az toksik organik madde kullanimi ve daha kisa islem siiresi
gibi avantajlara sahiptir. Ayrica, yiliksek giivenlik ve secicilik sunar. Ancak bu

yontemin uygulanmast yiiksek sermaye gerektirir (Cong-Cong ve ark., 2017).

Superkritik Akigkan

Faz Diyagrami ’

—

Kati

Supercritical
Fluid

Sivi

Kritik nokta

Gaz

O3=0RE —>

-."/Ugltl
MNokta T

Sicaklik ———»

Sekil 2.1 Siiperkritik Akiskan (SKA) Bolgesini Gosteren
Faz Diyagrami (Anonim, 2010).

Stiperkritik kosullarda madde, sivilarin yiiksek yogunluk ve ¢6zme giicline
sahip olmasinin yam sira gazlarin diisiik viskozite ve sifir yiizey gerilimine sahip
ozelliklerini tasir (Biiyliktuncel, 2012). Bu o6zellikler, katilarda kolay difiizyona ve
istenilen derisime ulasilmasia olanak tanirken, enerji tasarrufu saglayan diisiik
viskozite sebebiyle pompalama islemlerinde avantaj saglar (Colak ve Tiilek, 2003).
SKA’larin gaz ve sivi Ozelliklerini bir arada tasimasi, ekstraksiyon islemlerinde

maddelerin se¢ici olarak ¢ikarilmasini miimkiin kilar (Baser, 2010; Kaya ve Ergoniil,
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2015). Bu ozellikler, SKA’larin ekstraksiyon siire¢lerinde diger metotlara gore

tistlinliik saglamasini saglar.

SKA’lar, difiizyon Ozellikleri bakimindan gazlara benzemelerinin yani sira
yogunluklar1 agisindan da sivilara yakindirlar. Bu 6zellikler, sicaklik ve basing
degisikliklerine bagli olarak degisebilir ve bu durum SKA’larin ¢dzme giiciinii
etkileyebilir. Ozellikle toksik ya da patlayici olmayan ve maliyeti diisiik SK-CO,
petrol tiirevi ¢oziiciilerin yerine gecerek Ozellikle besin degeri yiiksek 6zel yaglarin
ekstraksiyonunda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. SKA ekstraksiyon isleminin
diisiik sicaklikta uygulanabilmesi ve ¢Oziiciiniin Uriinden kolay ve tamamen
uzaklastirilabilmesi, bu yontemin sagladigi 6nemli avantajlardan biridir (Rizvi ve
Clifford, 1994). Bu 6zellikler, SKA ekstraksiyonunun diger ekstraksiyon yontemlerine

gore tercih edilmesini saglayan faktorler arasinda yer almaktadir.

Gida alanindaki uygulamalari; ¢ay ve kahveden kafein ayrilmasi, cesitli
esansiyel yaglarin iiretimi, kolesterol uzaklastirilmasi, aci tat giderme ve pektin esteraz
enzimi inaktivasyonu baglica kullanimi olarak gdsterilebilir. Difiizyon kontrol modeli,
cesitli bitkisel materyallerden SKA ekstraksiyonu siireclerinin kinetigini anlamak ve
optimize etmek icin kullanilmaktadir. Ornegin, su keneviri ile yapilan ¢alismalarda
SKA kullanilarak oleorezin ekstraksiyonu, aycicegi kiispesinden cesitli bilesenlerin
elde edilmesi, havuctan [-karoten ekstraksiyonu ve zeytin kiispesinden yag
ekstraksiyonu gibi siireclerde difiizyon kontrol modeli uygulanmistir. Bu modeller,
SKA ekstraksiyonunun etkinligini artirmak ve iiriin kalitesini optimize etmek i¢in
kullanilan degerli araglardir (Subra ve ark., 1998; Esquivel ve ark., 1999; Campos ve
ark., 2005; Batimler ve ark., 2010).

SKE ile elde edilen siyah ¢ay artiklarindan elde edilen polifenol ekstraktlarinin,
geleneksel ekstraksiyon islemiyle elde edilenlere kiyasla daha temiz ve polifenoller

acisindan daha zengin oldugu bulunmustur (Mushtaq ve ark., 2017).

SKE’deki c¢alisma basinci, ekstraksiyon prosediiriiniin  verimliligi ve
dolayisiyla trlinlin kalitesi iizerinde Oonemli bir etkiye sahiptir. Majdoub ve ark.
(2019), basincin yabani havuglardan elde edilen maddelerin dogasi tizerindeki etkisini

degerlendirdikleri bir ¢alismada, artan ¢alisma basincinin (100 ila 300 bar araliginda),
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ekstraktlarda daha yiiksek geranil asetat ve B-bisabolen konsantrasyonuna yol agtigini
bildirmislerdir. Sekil 2.2’de SKA teknolojisinin 6zellikleri sematik olarak verilmistir.

Solvent
2 ‘ Antisolvent ‘
Sivi

= Siiperkritik ‘
E ........ Sivi ‘ ViKurutma Ortami
o Kat (XY |
£ %8 " Kritik Nokta % | Goziinen
8 o (31.1°C, 73.8bar) Ry
m ’ { —
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Sekil 2.2 Siiperkritik Akiskan Teknolojisinin Ozellikleri (Pattnaik ve ark.,
2020)

Stiperkritik akiskan oziitlemesi (Siir, 2017);

Kritik noktasina kolay ulasilmasi (Tc = 303.8 K, Pc =7.3 MPa),
Yanici, patlayict ve zehirli olmamasi,

Kolaylikla ayristirilabilmesi ve kalint1 olugturmamasi,

Ucuz ve ticari olarak kolay erisilebilir olmast,

Kullaniminin ve geri doniisiimiiniin kolayligi,

YV V. V V VYV V

Cevreye dost olmasindan otiirii cogunlukla karbondioksit kullanilmasi.

Inorganik ve organik birgok bilesigin incelendigi sivilar arasinda siiperkritik
karbondioksit (SK-CO2) en yaygin  se¢im  olarak  bildirilmektedir. SK-
CO2 kullanmanin faydalar1 iyi bilinmektedir ve nispeten diisiik kritik parametreler
(31°C, 73.8 bar), kimyasal inertlik, sifir veya diisiik toksisite, yanmazlik, asinmazlik
ve GRAS tanimi (genel olarak giivenli olarak kabul edilir) gibi 6zellikleri Amerika
Birlesik Devletleri Gida ve ilag Dairesi (US FDA) ve Avrupa Gida Giivenligi
Kurumu (EFSA) tarafindan onaylanmistir (Turner ve ark., 2001; Mendiola ve ark.,
2007; Pan ve ark., 2012). Ayrica, normal kosullar altinda, CO> ekstrakttan kolayca
ayrilabilen ve boylece geri kazanilabilen bir gazdir, bu da maliyetini diisiiriir
(Mendiola ve ark., 2007). Pek ¢ok avantajina ragmen SK-COz polar olmadig1 igin

evrensel bir oziitleyici degildir. Bu nedenle, yiliksek polariteye sahip bilesiklerin
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izolasyonu, diisiik konsantrasyonda eklendiginde sivinin hedef bilesige dogru ¢6zme
giiclinii artiran degistiriciler, yardimci ¢oziiciiler ile desteklenmelidir (Herrero ve ark.,
2010). SK-CO2 durumunda, metanol ve etanol en sik bildirilenlerdir. Metanol daha
etkilidir ve etanol ise daha az toksiktir (Lang ve Wai, 2001; Ramsey ve ark., 2009;
Herrero ve ark., 2010). Biyokimyasal iiriinler i¢in kullanilan SKA’lar arasinda yaygin
olarak karbondioksit, etan, etilen, nitrozooksit, triflormetan, klortriflor metan, propan,
propilen, amonyak ve hekzan gibi maddeler bulunmaktadir ( Colak ve Tiilek, 2003;
Baser, 2010). Cizelge 2.1°de ekstraksiyon yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari
verilmigtir.

Cizelge 2.1 Ekstraksiyon Metotlarmin Karsilastirmas: (Biiyiiktuncel (2012)den
uyarlanmigtir)

EkstraksiyonTeknikleri Avantajlan Dezavantajlari
> Fazla miktarda 6rnek
ekstrakte edilebilir
» Matrikse bagl degildir, yani
farkli materyaller lizerinde
Kat1-Stv1, S1vi-Sivi uygulanabilir > Islem siiresi uzun
Ekstraksiyonlari » Uygulamasi kolaydir ve
genellikle diigiik maliyetlidir

> Malzeme kullanimi fazla

» Ekstraksiyon sonrasi
ekstra islem gerektirmesi
» Basit ekipmanlarla

gerceklestirilebilir
> Filtrasyona gerek yok
» Zaman kaybi yok » Maliyeti yiiksek
Yiiksek Basinglt > Solvent kull d ) .
Solvent Ekstraksiyonu otvent kutiantmi azdit > Ekstraksiyon matrikse
» Uygulamasi kolay bagimlidir
» Otomasyonu kolay
» Zaman kayb1 yok
» Solvent kullanim1 azdir
» Toksik degildir
) > Yiiksek maliyet
» Cevre dostu sistem > Matrik b |
. i atriks yapisina bagimli
Stiper Kritik Stv1 > Diisiik maliyetli madde olmast yap s
Ekstraksiyonu kullanim (CO,) _
» Sivi madde ekstraksiyon
» Otomasyonu kolay. zorlugu

» Parametrelerin degisimi ile
istenen maddenin ayrimina
izin vermesi
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SKE teknolojisi, ilag ve diger endiistriler icin yesil, cevre dostu bir platform
olarak sektdrde ivme yaratmis olsa da, teknolojinin potansiyel glivenlik yonleri asla
gbz ardi edilemez (Lucas ve ark., 2003). SK-CO2’nin islenmesi, insanlara yonelik
potansiyel tehdit de dahil olmak iizere gesitli biyolojik tehlikelerle iliskilidir ve bu
nedenle gereken dikkati gerektirir. Tehlike tiirleri mekanik, kimyasal, biyolojik ve
termodinamik igerebilir (Soares ve Coelho, 2012). SKE islemi sirasinda gorev alan
personel, tesisteki asir1 yiiksek c¢alisma basinci nedeniyle mekanik tehlikelere
aciktir. Bu nedenle, personelin korunmasi i¢in iglem tinitesinin 6zel kapali bariyerlerle
kapatilmas1 tavsiye edilir. Ayrica kapali bolmede karbondioksit sizintis1 olmasi
durumunda g¢evredeki oksijenin yerini alabileceginden bogulmaya yol agabilir. Bu
nedenle santral sahasina ve havadan agir CO2’nin birikebilecegi diger alanlara,
ozellikle yer alti bodrumlarina karbondioksit sensorlerinin kurulmasi tavsiye
edilir. Personelin kazara yiiksek basingli ortama maruz kalmasi kulak zar1 ve akciger
hasarina neden olabilir (Soares ve Coelho, 2012). Bununla birlikte, ekipman
tasarimcisina uygun sekilde danisilarak personelin kapsamli ve dikkatli bir sekilde
egitilmesi, tehlike olaylarin1 6nemli dl¢iide iyilestirebilir. Kuskusuz, temiz ve yesil bir
teknoloji olarak SKA teknolojisi, ¢evre dostu bir yaklasimla iyilestirilmis terapotik
etkinlik ve stabiliteye sahip daha 1yi lriinlerin gelistirilmesi i¢in yollar yaratarak

kimyasal i1sleme endiistrilerinde yesil bir devrim yaratmak iizeredir.

Yeni LED aydinlatma sistemleri, tarimsal iiretim i¢in onemli bir ilerleme
sunmaktadir. LED'lerin enerji verimliligi ve 1s1k dagilimi, geleneksel aydinlatma
teknolojilerine umut verici bir alternatif saglamistir (Yazar Coskun ve Celen, 2024).
LED'lerin spektral ¢iktisint ve 151k yogunlugunu (PPF) hassas bir sekilde kontrol
edebilme baska bir deyisle goriinebilir 151k tayfinin belirli bir boliimiinde 151k yayma
yetenekleri, bitkilerin farkli dalga boylart ve yogunluklarina nasil tepki vereceklerini
anlamak agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir (Mitchell ve ark., 2015). Kisaca tek renk

151k iiretebilmeleri aranan 6zelliklerin basinda gelmektedir.

Abiyotik faktorler, 6zellikle 151k yogunlugu ve spektral 151k dagilimi, bitki
yetistiriciligi iizerinde dnemli etkilere sahiptir (Petersen ve ark., 2022). Ornegin, ¢cok
yiiksek 151k yogunlugu, bitkide doygunluga neden olabilir, bu da bitkinin fotosentetik
aktivitesini artirmaz (Landolt ve Kandeler, 1987a). Mavi 1sikla yetistirilen bitkilerin

kirmiz1 1s18a gore daha yiliksek klorofil barindirdgi bildirilmistir. Fakat, yapilan
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calismalar, abiyotik faktorlerin farklt su mercimegi tiirlerinde degisik sonuglar
cikarabilecegini gostermistir (Wedge ve Burris, 1982; Yin ve ark., 2015; Paolacci ve
ark., 2018; Stewart ve ark., 2020).

Bunlarin yanisira bitki yetistiriciliginde, farkli bitki tiirleri i¢in optimal LED
aydinlatma parametrelerinin olmamasi LED 1s1k kullanimin1 engeller. Bu nedenle
LED kullaniminin etkin bir sekilde uygulanabilmesi i¢in temel fotobiyolojik bilgiye
ihtiyac vardir (Yazar Coskun ve Celen, 2024).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Koksiiz Su Mercimegi W. arrhiza

Su mercimegi, Lemnaceae familyasina ait suda serbest yiizen bitkilerdir. Tek
cenekli, ¢icekli bitkiler grubunun en kii¢iik yapili olanlar1 bu familya igerisinde yer
alir. Birkag¢ yapraktan olusan basit bir morfolojiye sahiptirler. Ayrica nadiren ¢igek
acarlar. Bu essiz su bitkileri, ¢igek acma kapasitesine sahip olmalarina ragmen
genellikle klon iireterek vejetatif yollarla cogalirlar. Tipik olarak tropikal bolgelerden
kuzey bolgelerine kadar degisen alanlarda, nispeten kiiciik ve sig su kiitlelerinde
yasarlar (Landolt, 1986). Son zamanlardaki fizyolojik arastirmalardan bazilar1, bu tiir
dogal varyansin sadece farkli su mercimegi tiirleri arasinda degil, ayn1 zamanda tiir i¢i,
yani aynt tiirlin diilnyanin farkli cografi yerlerinden toplanan farkli klonlar1 (ekotipleri)
arasinda da mevcut oldugunu gostermektedir (Kuehdorf ve ark., 2014; Ziegler ve ark.,
2015a). Sekil 3.1°de goriildiugii tizere, Lemnaceae familyasinda 36 farkli su mercimegi
tirli tanimlanmig ve taksonomik olarak bes cinse ayrilmistir (Spirodela, Landoltia,
Lemna, Wolffiella ve Wolffia) (Sree ve ark., 2016a; Bog ve ark., 2020). Morfolojik
olarak Spirodela, Landoltia ve Lemna kokli, Wolffiella ve Wolffia koksiiz su
mercimegidir (Landolt, 1986; Les ve ark., 2002). Spirodela, Landoltia ve Lemna
tiirleri, yavru yapraklarin ana yapraktan tomurcuklanabilecegi iki yanal vejetatif
keseye sahiptir ve bir¢cok koke sahiptir, damar yapilari farklidir ve vejetatif kese ile
cicegin gelistigi ¢igek boslugu aynidir. Aksine, Wolffiella ve Wolffia tiirlerinin sadece
bir vejetatif kesesi vardir, kokleri yoktur, yapragin {ist tarafina agilan ve herhangi bir
damar sistemi bulunmayan ayri bir ¢igek bosluguna sahiptir (Sree ve Appenroth,
2020b).

Bu tiiriin taksonomik degerlendirmesi; Alem: Plantae — Sube: Spermatophyta
— Smif: Monocotyledonae — Takim: Arales — Familya: Lemnaceae — Cins: Wolffia —
Tiir: W. arrhiza seklindedir (Bog ve ark., 2020).
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Lemnallceae

[
Spirodela  Landoltia Lemna Wolffiella

disperma caudata
. gibba denticulata
polyrhiza punctata japonica gladiata
. : minor lingulata
intermedia obscura neotropica
turionifera oblonga
trisulca welwitschil
aequinoctialis  hyalina
perpusilla repanda
tenera angusta
minuta
valdiviana
yungensis

]
Wolffia

arrhiza
columbiana
cylindracea
elongata
globosa
neglecta
australiana
borealis
brasiliensis
microscopica

Sekil 3.1 Su Mercimegi Familyasi, Cinsi ve Tiirlerinin Sematik Gosterimi (Sree

ve Appenroth, 2020a).

Calisma materyalimiz olan diinyanin en kiigiik spermatofiti koksiiz su
mercimegi (Ing., rootless duckweed) W. arrhiza (L.) Horkel ex Wimm. tiiriiniin [TUCN
Tehdit Altindaki Tiirlerin Kirmizi Listesi’nde siiflandirilmasi su sekildedir: Plantae,

Tracheophyta, Alismatales, Liliopsida, Araceae, Wolffia, W. arrhiza. Bu tiiriin tehdit

durumu en az endise vericidir (LC) (Lansdown, 2019).

W. arrhiza, suda serbest yiizen, Tiirkiye i¢in ¢ok yeni, monoik bir su bitkisidir.
Kokler indirgenmistir, yaprak gorevi goren frond adi verilen yapilart alglerin tallus

yapisina benzer. Yarim kiire veya tekne seklinde, 1 mm civarinda, tistten bakildiginda

siskin, i¢i su dolu kiirecikler seklinde suda ylizer durumdadirlar (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Wolffia arrhiza (Orijinal)

22



3.2 Yontemler
3.2.1 Ornek Toplama, Sterilizasyon ve On Kiiltiir Calismalari

Bitki kiiltiirtinde kullanilan tiim malzemeler ¢alismasi 6ncesi %1 (v/v) NaClO
(¢amasir suyu) ile dezenfekte edilmistir. Musluk suyuyla ve {i¢ kez distile su (dH20)
ile durulanan cam kaplar ectiivde (Daihan, Wiseven) kurutulmustur. Yesilirmak
Deltasi’ndaki (Terme, Samsun) sulak alandan toplanan W. arrhiza drnekleri ODU
Hidrobiyoloji Laboratuvari’nda yabanci materyallerinden ayiklanarak temizlenmis,
¢esme suyuyla bolca yikandiktan sonra dH2O ile {i¢ kez yikanmistir. Ardindan %50°lik
etil alkolde cok kisa bir siire (30-40 saniye) sterilizasyon islemine tabi tutulup, tekrar

ti¢ kez dH20 ile yikanmis ve sentetik besiyerine aktarilarak ¢ogaltilmistir.

W. arrhiza sentetik besiyeri olarak N-medium hazirlanmigtir (Appenroth ve
ark. (1996). N-medium, su mercimegi yetistirilmesi i¢in 6nerilen en uygun ortamdir.

Bu ortam1 hazirlamak i¢in asagidaki bilesikler kullanilarak stoklar hazirlanmistir.
Stok 1: KH2PO4 (4.083 g/L),
Stok 2: Ca(NOs)2.4H20 (47.23 g/L)

Stok 3: KNOs (161.8 g/L), H:BOs (61.8 mg/L), MnCls.H20O (514.5 mg/L),
NazMo004.2H20 (9.4 mg/L), MgS0.4.7H20 (49.30 g/L)

Stok 4: FeNaEDTA (1.835 g/L)

Hazirlanan stoklar +4°C’de muhafaza edilmistir. Bir litre besin ortami
hazirlamak ig¢in her stok solisyondan 5 mL alimarak dH.O ile bir litreye
tamamlanmistir. Hazirlanan ortam iyice karigtirllip pH 5.5’¢ ayarlandiktan sonra,
ortam 121°C’de 15 dak. otoklavda steril edilmistir. Steril ortam soguduktan sonra

+4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2 Farkh LED Isiklarda Koksiiz Su Mercimegi Kiiltiirii

Koksiiz su mercimegi kiiltiiri ve biyodeneyler ODU Hidrobiyoloji
Laboratuvari’nda yapilmigtir. Dort rafli steril iklim kabininde (Grotech/GROS,
Unitroniks® Vision350™) hidroponik sistem kurularak W. arrhiza’nin yetistirilmesi
i¢in iklimlendirme kosullar1 ayarlanmstir. On kiiltiir ¢alismalarinda floresan 1s1k, 16/8
aydinlik/karanlik fotoperiyot, 24+1°C sicaklik ayarlanmis, 14 giin boyunca 6n kiiltiir
yapilarak Wolffia cogaltilmistir. Saglikli gelisen bitkiler hasat edilip dH20 ile
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yikandiktan sonra yeni bir steril kiivette taze N-medium ortamina aktarilarak kiiltirler
arttirilmistir. Kontrollii kosullar altinda haftalik biiytime takip edilmistir. Biyodeney
igin, farkli raflarda, kirmizi+mavi (mor) LED, beyaz LED, mavi LED ve kirmiz1 LED

altinda, ayni iklimlendirme kosullarinda W. arrhiza yetistirme ¢alismalar1 yapilmistir.

Hu ve ark. (2022) W. arrhiza iizerinde yapmis oldugu ¢alismada 110-130
umol/m?/s foton aki yogunlugu ve 25°C/20°C (aydinlik/karanlik) sicaklikta 16/8 saat
(aydinlik/karanlik) fotoperiyot kosullarinda yetistirme yapmistir. Kotowska ve ark.
(2013) ise W. arrhiza kiiltiiriinti, 16/8 saatlik bir giindiiz/gece dongiisiiyle (100
pumol/m?/s foton akis1) 25+0.5°C’de, beyaz floresan lamba destegiyle kontrollii
kosullar altinda biiylitmiistiir. Mevcut ¢alismamizda, literatiir bilgilerine paralel olarak
151k yogunlugu (PPFD) beyaz, kirmizi, mor ve mavi LED igin 60-80 pmol/m?/s
degerleri araliginda ayarlanmigtir. Genis spektrumlu LED 1s1k kaynaklar1 16/8 saat
(aydinlik/karanlik) fotoperiyotta calistirilmigtir. iklim dolabmin sicakligi 24+0.5°C,

bagil nem %60’a ayarlanarak W. arrhiza yetistirilmistir.

Sekil 3.3 iklim Dolabinda Farkli LED
Aydinlatma Kosullarinda
Wolffia Kiltiiri
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3.2.3 Bitki Bilyiime Deneyi

3.2.3.1 Bitki Biiyiime Performansinin Rélatif Biiyiime Oranlar1 (RGR), ikiye
Katlama Siireleri (DT) ve Bagil Biiyiime Verileriyle Incelenmesi

Koksiiz su mercimeginin biliyiime hizlar1 ve haftalik verimleri yas agirlik
tizerinden hesaplanmustir. (Ziegler ve ark., 2015b) tarafindan tarif edilen yontemle, bir
gram yas agirlik ile baslayan bir haftalik kiiltivasyon siireci sonrasinda verim, {istel
biiylime yasasina gore belirlenmistir. W. arrhiza’nin farkli LED 1giklar altinda nispi
biiyiime oranlarini hesaplamak igin, baslangi¢ yas agirligi (YA) 1 gram olan 6rnekler
7 gilinlin sonunda hasat edilmistir. Yas agirlik ve sabit agirliga kadar etiivde
kurutulduktan sonra kuru agirlik (KA) tizerinden hesaplamalar yapilmistir. Deneyler

3 tekerrtirlii olarak yapilmis ve ortalamalari alinmstur.

RGR, baslangicta (t0) ve daha sonraki t zaman (6rn., 7 giin) noktalarinda
Olciilen x parametresinin (TA ve KA) degerleri kullanilarak asagidaki denklemde

gosterildigi sekilde hesaplanmigtir (Naumann ve ark., 2007).
RGR (giin™) = (Inxez — Inxwo) / t7 —to (3.2)

Bu denklemde RGR, 1 giinde birim zaman basina parametredeki artigtir. RGR
bitki agirlik artiglarina goére hesaplanmigtir (Hoffmann ve Poorter, 2002). Bu durumda
RGR, denklem (1)’deki iis RGR*t oldugundan, zamanin karsilikli boyutuna (1. giin)
sahip olacaktir. Hesaplamada, yaprak say1 artisi kullanildiginda (Lemon ve ark., 2001),
RGR boyutu standart olarak 1. giindiir.

Farkli LED 1siklarda yetistirilen W. arrhiza’nin, nispi (goreceli) bitytime (RG),
rolatif biiyiime oran1 (RGR) ve ikiye katlanma siiresi (DT) yas agirlik degerine gore

hesaplanmustir.

Deney baslangicinda (t0), kagit havlu ile nemi alinan W. arrhiza numuneleri
hassas terazide tartimi yapildiktan sonra aliiminyum folyoya sarilip 105°C’de etiivde
(Daihan, Wiseven) 1 gece kurutulmustur. Kurutma isleminden sonra 6rneklerin kuru

agirlik oletimii yapilmistir (Ziegler ve ark., 2015b).

Giinliik biiylime oranm1 ve ikiye katlanma stiresini belirlemek i¢in yas agirlik
(YA) degiskeni kullanilmigtir. Her tekrar igin goreceli biiyiime orani asagidaki
esitlikten hesaplanmigtir (Naumann ve ark., 2007). Bu formiilde RGR, 1 giinliik birim

zaman bagina parametre degerindeki artistir; X, su mercimeginin toplam yas agirlig
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(g); t0, baslangig, tn ise deney sonu zamanidir (giin).
Iki katia ¢1kma siiresi DT (giin olarak) asagidaki esitlikten hesaplanmustir:
DT = In2/RGR (3.2)

W. arrhiza’nin bagil bitki biiytimesi "goreceli verim" (RG) asagidaki esitlikten

hesaplanmistir (Ensley ve ark., 1994).
RG = (Nt — No)/No (3.3)

Burada N, t giliniinde bitki yas agirhigi ve No, deneyin baslangicindaki yas
agirhigidir.

3.2.4 Hasat ve Kurutma Islemi

Yas agirlik 6l¢iimii icin, yikama islemlerinden gecirilen 6rnekler géz agikligi
1 mm’den kii¢lik elekten siiziildiikten sonra fazla nemi kagit havlu ile alinmis, sonra
hassas terazide tartilmistir. Inkubatérde kurutma islemi igin, énce kurutma kagidi
lizerine serilip, oda sicakliginda ve dogrudan 1sik almayan ortamda fazla nemi
uzaklastirilan bitki 6rnekleri 40°C’ye ayarli etiivde (Elektro-mag M420BP) sabit
agirhiga kadar (2-3 giin) kurutulmustur.

SK-CO; ektraksiyonu i¢in, hasat edilen numunelerin fazla suyu kagit havlu ile
alindiktan sonra kapali polietilen bir kaba alinarak -21°C’de muhafaza edilmistir. Bu
numuneler Sekil 3.4’teki gibi liyofilizatérde (Labconco, Freezone 2.5) sabit agirliga
kadar kurutulmustur. Kuru 6rnekler mekanik 6giitiiciide (Waring 8011 EB Blender)
parcalanip toz haline getirildikten sonra vida kapakli falkon tiiplere aktarilip,

etiketlemesi yapildiktan sonra analizlere kadar -21°C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.4 W.arrhiza’nin Liyofilizatérde (Solda) ve Etiivde (Sagda) Kurutma Islemleri

3.2.5 Nem Tayini, Kuru Madde ve Kiil Analizi

W. arrhiza’nin % nem oran1 ve % toplam kuru madde miktar1 etiivde
kurutularak standart metodlarla analiz edilmistir (AOAC, 2000). Deney baslangicinda
(t0), kurutma kagidinda nemi alinan bitki orneklerinin hassas terazide (Radwag AS
220.R2) tartimi1 yapildiktan sonra (TA, g) aliiminyum folyoya sarilip 105°C’de etiivde
(Daihan, Wiseven) 1 gece boyunca kurutulmustur. Kurutma isleminden sonra
desikatore alinip oda sicakligina kadar sogutularak kuru agirlik (KA, g) dl¢iilmiistiir
(Ziegler ve ark., 2015a). Koksiiz su mercimeginin nem igerigi ve kuru madde miktari

asagidaki esitliklerden yararlanarak hesaplanmstir.

% Nem (su) (g/100 g) = [(TA — KA) / TA] x 100 (3.4)
% Toplam kuru madde miktar: (g/100 g) = 100 — %Nem miktar: ya da (3.5)
% Toplam kuru madde miktart (g/100 g) = [KA (g) / TA (g)] x 100 (3.6)
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Sekil 3.5 W. arrhiza’nin Yas (Soldaki) ve Kuru (Sagdaki) Numuneleri

Ham kiil analizi islemleri AOAC (1990) yontemine gore yapilmistir. Kurutulup
ogiitiilmiis 6rnekler porselen krozeler icinde tartilip 550°C’ye ayarli yakma firinina
yerlestirilmistir. Numuneler giimiis gri bir renk alincaya kadar ~3.5 saat yakilmustir.
Siire sonunda numuneler desikatérde sogutulduktan sonra hassas terazide tekrar tartim

islemi yapilmis ve % kiil miktar1 esitlik 3.7’ den yararlanarak hesaplanmistir.
% Kiil miktari= (Son agwrlik—Dara) x 100 / [(Dara+Numune)-Dara] (3.7

3.2.6 Elementel Analiz

Farkli LED 1siklarda yetistirilen W. arrhiza’nin makro element yiizdeleri (C,
H, N, S) element analizorii (vario MICRO cube, Elementar, Germany) kullanilarak
analiz edilmistir. Her bir deney grubundan 1-2 mg kuru numune tartildiktan sonra
Ordu Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari'ndaki elementel analiz cihazina
yerlestirilmistir. Bu cihaz kat1 6rneklerdeki organik ve anorganik maddelerde bulunan
karbon (C), hidrojen (H), azot (N), ve kiikiirt (S) elementlerinin ayn1 anda tayin
edilmesini saglar. Bu cihazin temel ¢alisma prensibi, numunenin yiiksek sicakliklarda
(1200-1800°C) yakilmasina dayamir. Ilk olarak, ince elenmis kuru numune kalay
kapstilde tartilir ve cihazin 6rnek haznesine yerlestirilir. Numune, yaklasik 1200°C'de
yakilarak kiil haline getirilir. Gaz fazina gecen Ornekteki dort element, cihazin
detektdrleri ile algilanarak analiz edilir. Gaz haline gelen numuneler, tastyici inert gaz
(helyum) ile kromatografi kolonuna gonderilir ve oksijen gazi ile yakilir. Kantitatif
yanma isleminin eksiksiz gerceklesmesi i¢in gaz karisimi yiikseltgen katalizor (CuO)
bolgesine gecer ve daha sonra bakirin bulundugu bir indirgenme bdlgesinde karbon
(COy2), hidrojen (H20), azot (N2 ve kiikiirt (SO») gazlarina doniisiir. Olusan ve ayrisan

gazlar birbirinden ayrilarak 6zel tutucu kolonlarda tutulur. Her birinin 6rnekteki
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miktart termal iletkenlik dedektorii (TCD) araciligiyla belirlenir. Gazlarin miktari ile
orantili elektrik sinyalleri elde edilir ve bu sinyaller, spektrumda elde edilen egri
alanlartyla orantili olarak numunenin elementel bilesim yilizdesini verir.
Calismamizda, C, H, N ve S konsantrasyonlari, bitki kuru agirliklar1 {izerinden

Elementar Vario yazilimi kullanilarak yiizde olarak belirlenmistir.

3.2.6.1 Toplam Azot ve Protein Analizi

Elementel analiz yapilarak farklt LED 1siklarda yetistirilen numunelerin %N
icerigi lizerinden protein hasaplamasi yapilmistir. Toplam azot (TN) igerigi Ordu
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari’nda bulunan bir CHNS analizérii (vario
MICRO cube, Elementar, Germany) kullanilarak Dumas prosediiriine gore
belirlenmistir. Bu yontemde 1-2 mg dondurularak kurutulmus Wolffia yakilmis ve
tiretilen azot termal iletkenlik sensori ile dl¢lilmiistiir. Tiim azot formlar1 yandigindan,
bu analiz organik, nitrat, nitrit ve amonyum azotunun toplamini verir (Devlamynck ve
ark., 2020). Cihazda tasiyici gaz olarak helyum, referans standart olarak siilfanilamid
kullanilmistir. Farkli LED 1s1klarda yetistirilen koksiiz su mercimeginin kuru agirlik
bazinda protein icerigi (% ham protein), %N degerinin 6.25 faktorii ile carpilmasiyla
(N*6.25) hesaplanmistir (Kjeldahl, 1883; Casal ve ark., 2000). Bunun yani sira, giincel
literatiirlerde ifade edilen farkli N-protein doniistiirme faktorleri de kullanilarak W.
arrhiza’nin ham protein degerleri karsilastirilmistir (Mariotti ve ark., 2008; Angell ve
ark., 2016; Nieuwland ve ark., 2021).

% Protein = % N x 6.25 (3.8)

3.2.7 Ekstraksiyon Islemi (Siiperkritik Karbondioksit Ekstraksiyon Sistemi)
Farkli LED 1giklarda yetistirilen koksiiz su mercimegi ornekleri hasat edilip
toplandiktan sonra liyofilizatérde kurutulmustur. Kurutulan numunelerin 6ziitlerini

elde etmek i¢in SK-CO; ekstraksiyonu yontemi kullanilmigtir.

“Stiperkritik akigkan ekstraksiyon (SKE) sistemi” sistemi ekseriyetle
“stiperkritik karbondioksit ekstraksiyon sistemi” olarak taninir. Esasen her maddenin
stiperkritik fazi vardir. Fakat kullanilabilirlik a¢isindan en uygun gaz CO>’dir. Ciinkii
COzyanici, patlayici degildir, toksik zararlar1 yoktur, gida ile uyumu yiiksektir, muadil
¢oziiciilere gore daha diisiik kritik sicaklik ve basing degerleri ile galisilabilmektedir
(SUPEREX, 2022).
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SK-CO; ekstraksiyon sistemi, bitkiden istedigimiz tiim bilesenleri yiiksek
saflikta saflastirabilen, ¢oziicii olarak toksik ¢ozgenler yerine dogrudan CO> kullanan
ve bu CO7’yi tamamen rejenere ederek her ekstraksiyonda tekrardan ayni CO2’yi
kullanabilme 6zelligine sahip oldugu i¢in ¢6ziicii maliyeti en az olan teknolojik bir
sistemdir. Aseton, metanol gibi gida yapisinda zararli kalint1 birakan, besin degerlerini
olumsuz etkileyen ¢ozgenler kullanilmadan SK-CO; akiskan ekstraksiyon sistemi ile
bitki eksrakt verimi saglikli bir sekilde artirilir. Bu yontemde biyoaktif bilesenlerin
zarar gormemesi avantajinin perde arkasinda, ekstraksiyonun 32-60°C arasi gibi diisiik
sicakliklarda yapilmasi, ekstraksiyon esnasinda ve sonrasinda Oziitiin biriktirildigi
ortamda oksijenle muamele olmamasi vardir. Bu durum oksidasyon riskini ortadan

kaldirir ve biyoaktif maddelerin 6zellikleri korunmus olur.

Cogu kimya endiistrisinden, ekstraksiyon igin tehlikeli solventlerin
kullanimuiyla iligkili riskler ve prosesler i¢in yogun sicaklik gereklilikleri ile ilgili artan
itirazlar, SK-CO> ekstraksiyonu gibi temiz ve yesil bir teknolojiye olan ihtiyaci
gerektirmektedir (Rodrigues ve ark., 2020). SK-CO- ekstraksiyonu, diisiik viskoziteli
ve yiiksek yayilimli yesil solventi (CO2) kullanan temiz bir islemdir. Teknik, yiiksek
seciciligi, zaman tasarrufu ve sifir yiizey gerilimi ile yiiksek oranda sikistirilabilir
durumu nedeniyle biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu igin yeni ortaya ¢ikan ve umut
verici bir yesil islem olarak kabul edilmektedir (Yu ve ark., 2005b). Diger ekstraksiyon
yontemlerinden  farkli  olarak  SK-CO. ekstraksiyonundan elde edilen
ekstraktlar olduk¢a saftir, Kkirletici degildir ve toksik organik solventler
icermez. Bunlar, biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu ic¢in en makul se¢enck olarak
avantajlardan bazilaridir (Vishnupriya ve ark., 2019). Bununla birlikte, diisiik ekstrakt
verimi, yiiksek bakim maliyeti, teknik bilgi eksikligi ve egitimli uzman gerekliligi,

daha genis kabul gormesini ve uygulanabilirligini sinirlayan faktorlerden bazilaridir.

Bu calisma igin laboratuvar tipi 500 mL’lik SK-CO;ekstraktor sistemi
(SUPEREX F-500, Konya, Tiirkiye) kullanilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 Stiperkritik CO2 Ekstraktor Sistemi (SUPEREX F-500)

SK-CO; ekstraktor ¢calisma prosediirii: Yiksek basinca dayanikli ¢elikten yapilmis
ekstraktor kolonuna 15-20 g numune yerlestirilir. Ekstraktoriin tabanina ve {istiine cam
yinii konularak numune arasina yerlestirilir. Optimizasyon i¢in 33 MPa basing ve
40°C sicaklikta sonuglar degerlendirilmistir. Ornekteki biyoyararli igeriklerin
ekstraksiyonu igin siire olarak 2 saat uygulanmistir. Calisma optimizasyonu igin
¢oziiciilii ve ¢oziiciisiiz olmak iizere iki farkli sistem dizayn edilmistir. On deneme
sonuglari minimal ¢6ziicli kullaniminin biyoaktif madde ekstraksiyon madde verimini
artirdi@1 i¢in nihai ¢aligmalarimizda %10 kosolvent etanol kullanilmistir. CO> apolar
bir ¢oziicii olmasi sebebiyle genellikle yaninda polar bir yardimci ¢oziicii (kosolvent)
kullanilmaktadir. Gida ve saglik endiistrisinde kullanilmas1 uygun oldugu i¢in ¢ézgen
olarak etanol kullanilmistir. Akis hizinin diisiik segilmesinin nedeni ise CO2’nin
ekstraksiyon haznesinde Wolffia ile daha fazla temasini saglamaktir. SK-CO. akisi 4
mL/dak. olarak ayarlanmistir. Etanol akis hiz1 0.2 mL/dak. olarak uygulanmistir. SK-
CO ckstraksiyon kosullari, bazi modifikasyonlarla literatiire dayali olarak

uygulanmistir. Bunun igin bir 6n ¢aligsma planlanmistir:
SK-COz ekstraksiyon 1: 40°C, 34.5 MPa(345 bar), 2 saat, %10 etanol ¢6ziiciili

SK-CO; ekstraksiyon 2: 40°C, 33 MPa, 2 saat, ¢oziiclisiiz
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Mor Led (8,25 g numune)

Mavi Led (5,35 g numune)

Numune + Sepet:872.2 g Sepet:857.95 g Numune + Sepet : 863,85 g Sepet: 855,60 ¢

Kirmizi Led (5,35 g numune) Beyaz Led (7,25 g numune)

Numune + Sepet : 861,18 Sepet:855,75¢ Numune + Sepet : 862,9 g Sepet: 855,658

Sekil 3.7 Ekstraksiyona Hazir Hale Getirilmis Orneklerin Islem Oncesi Tartimlar

Cizelge 3.1 Ekstraksiyon Once ve Sonras1 Miktar Ol¢iim Degerleri

Ornek Mavi (g) Beyaz (g) Kirmz (g) (Mor) (g)
Metal sepet: Metal sepet: Metal sepet: Metal sepet:
k- 857.95 855,65 855,75 855,60
<R @
£ 2 Metal Metal Metal Metal
“E‘ o sepet+tnumune: sepettnumune: sepettnumune: sepet+numune:
872.2 862.,9 861,1 863,85
Numune: 14.25 Numune: 7,25 Numune: 5,35 Numune: 8,25
£ - Dara: 13 Dara:12.85 Dara:12.9 Dara:12.95
g g Dara+ozit: Dara+oziit: Dara+ozit: Dara+oziit:
2 § 13.082 12.830 12.944 13.023
= Oziit: 0.082 Oziit: 0.02 Oziit: 0.044 Oziit: 0.073

Basing, ekstraksiyon igleminin verimini ve seciciligini etkileyen en 6nemli
parametrelerden biridir. Basinci sabit bir sicaklikta artirmak, ¢oziintirliigii arttirir
(Rovetto ve Aieta, 2017). Kargili ve Aytag (2022) yaptigi bir ¢alismada, gorece yiiksek
sicaklikta (60°C), ancak farkli basinglarda (15MPa ve 33MPa), basincin artmasiyla
birlikte 6rnek ¢oziiniirliigii artmis ve bdylece verim %6.54'ten %8.44’°¢e yiikselmistir.
Yine daha diisiik sicaklikta 40°C’de basincin artmasiyla verim %6.90’dan %9.68’e
yukseldigi gozlenmistir. Sabit bir basingta sicaklik artirildiginda, SKA nin yogunlugu
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azalir ve ¢ozlnlrliigii artar (Perrotin-Brunel ve ark., 2010). Ayn1 ¢alismada 33 MPa,
40°C, agirlikga %2.0 etanolle yapilan ekstraksiyonda en yliksek verimin %9.68 oldugu
goriilmiistiir. Bu kosullarda SK-CO; yiiksek ekstraksiyon basinci nedeniyle iyi bir
¢oziicii giliciine sahiptir. Ayrica, ¢oziiclinlin (etanoliin) varligi SK-CO> ¢dzme giiciinii

artirir ( Rovetto ve Aieta, 2017; Gallo-Molina ve ark., 2019).

3.2.8 Fotosentetik Pigment Analizi

Bitki dokusundaki pigmentlerin igeriklerinin arastirilmasi, bitkinin fotosentez
kapasitesini degerlendirmede temel kriterdir. Bu ¢alismada, W. arrhiza’nin klorofil a
(kl' @), klorofil b (kI b), toplam klorofil (kI a+b), ve toplam karotenoid (Kar x+c
karotenoid=ksantofil+f karoten) igerigi aseton ekstraksiyonu yapildiktan sonra

spektrofotometrik yontemle belirlenmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Fotosentetik Pigment Iceriginin Hesaplanmasinda Kullanilan Formiiller

Coziicii Formiil
K|a = 1124 x Ass1.6 - 2.04 x As44.5
K|b =20.13 XA644.8 - 4.]9)614661.6
Klasp = 7.05 x Assi.s + 18.09 x Ao4s.5
wic = 1000 x Aazo - 1.90 x K, - 63.14 x Klyp/ 214

Aseton (%100)

LN

VY

Fotosentetik pigment analizi asamalan: Ekstraksiyon (%100 aseton) - Uk ik - ifiij - Spek

Sekil 3.8 Fotosentetik Pigment Analizi Asamalari

Koksiiz su mercimegi numunelerine (10 mg kuru 6rnek) 3 mL ¢oziicii (saf
aseton) eklenerek porselen havanda homojenize edilmistir. Feofitin olusumunu

engellemek i¢in ortama 100 mg MgCQOzg ilave edilmistir. Ekstrakt 15 mL falkon tiipe
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alinmig, havana 1.5 mL ¢oziicii eklenerek havan ve havan topu yikanarak tiipe
aktarilmigtir. Son hacim ¢oziicii ile 5 mL’ye tamamlanmistir. Ekstraksiyonu daha etkili
kilmak i¢in kapakli santrifiyj tiiplerine alinan numuneler oda sicakliginda 15 dak.
ultrasonik banyoda tutulmustur. Numunelerin etrafi 1s1k almamasi igin aliiminyum
folyo ile sarilmigtir. Vorteksle karistirilan numuneler 3000 devir/dak.’da, 10°C’de, 10
dak. santrifiijlenmistir (Sekil 3.8) . Siipernatant kuvars spektrofotometre kiivetlerine
(3 mL, 1 cm) aktarilip, aseton kor olarak okutulduktan sonra, Cizelge 3.2°de gosterilen
denklemdeki dalga boylarinda spektrofotometrede (UV-1800 SHIMADZU)
¢ozeltilerin absorbans degerleri kaydedilmistir. Safsizliklar1 diizeltmek i¢in 750 nm’de
de 6l¢iim yapilmigtir. Emilim 0.2 ila 0.8 araliginda tutulmustir (yogunluk arttiginda,
ornek ekstraktlar ilgili ¢oziicii ile seyreltilmelidir). Olgiilen absorbans degerlerinden
ug/mL cinsinden Klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve toplam karotenoid miktari
Cizelge 3.2’deki esitliklerden hesaplanmigtir (Lichtenthaler, 1987). Konsantrasyonu
ug/mL olarak bulunan degerler, toplam kullanilan ¢6ziicti miktar ile ¢arpilip bitki

dokusunun agirligina (mg) boliinerek klorofil miktart pg/g olarak da hesaplanmustir.

3.2.9 Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) Analizi

Farkli LED igiklarda yetistirilen ve SK-CO> ekstraksiyonu ile oziitleri elde
edilen Wolffia numunelerinin 2000 ppm’lik (2 mg/mL) hekzan ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Koksiiz su mercimeginin fitokimyasal bilesenlerini analiz etmek igin
gaz kromatografisi kiitle spektrometresi (GC-MS) kullanilmistir. Kalitatif analizler
Ordu Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari’nda bulunan Shimadzu GC-MS-
QP2010 Ultra model cihazda yapilmistir. Analiz sonucunda tespit edilen bilesenler
NiST11 ve WONI11 kiitiiphanesi ile karsilastirilarak tanimlanmistir.

4 - — — - —
am \v o s - —
_— i s = n
A

Sekil 3.9 GC-MS Analizi Yapilan Wolffia Numuneleri
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Analiz MS dedektor (Mass Spektrometre Detector) ve Restek-Rtx-5 kolonda (30m x
0.25 mm x 0.25 pum) 60°C // 310°C kolon sicakliginda gergeklestirilmistir (kolon akis
hiz1 2.12 mL/dak.). Basing 100 kPA olarak ayarlanmistir. Ornekler cihaza verilmeden
once kendi ¢oziiciisii ile 1/10 oraninda seyreltilmistir. Otosempler cihaza 1 uL enjekte
edilmistir. Numunelerin degerlendirmesi % alan dagilimina gore kalitatif olarak

yapilmistir (benzerlik orani min %65).

3.2.10 In Vitro Antioksidan Aktivite Analizleri

Koksiiz su mercimegi W. arrhiza, farkli LED isiklarda yetistirilip hasat
edildikten sonra liyofilizatorde kurutulmus ve SK-CO> ektraksiyonu ile ziitler elde
edilmistir. SK-CO2 ektraksiyonu o6ziitleri farkli LED 1siklarda yetistilen bitki
numunelerinde farkl ¢iktig1 i¢in, en az Oziit miktarina sahip beyaz LED oziitlerine
gore, 2.9 mg/mL olacak sekilde metanollii stok konsantrasyonlar hazirlanmistir. Bu
stoklardan 1200 pL’lik (1.2 mL) ¢ozeltiler hazirlanarak antioksidan aktivite analizleri

yapilmistir.

3.2.10.1 Toplam Fenolik Madde i¢eriginin Belirlenmesi

Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerigi, antioksidan tespit ¢alismalarinda
yaygin olarak kullanilan Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) metodu gidalarin antioksidan
kapasitesinin belirlenmesinde basit, tekrarlanabilir ve gilivenilir bir yontemdir. W.
arrhiza numunelerinin metanolik ekstrelerinin toplam fenolik icerigi, Singleton ve
Rossi (1965) tarafindan gelistirilen metodun modifiye edilmesiyle, FCR’ye dayanan
yonteme gore belirlenmistir. Fenolik maddeler, FCR’nin igerdigi fosfomolibdik-
fosfotungistik ¢ozeltisini indirger ve bu indirgeyici 6zellikleri sayesinde mavi bir
kompleks olusur. Bu mavi renk, spektrofotometrik olarak oSl¢iilir. Numunelerin
toplam fenolik madde icerikleri, dogal bir antioksidan olan ve yaygin olarak kullanilan
gallik asidin (GA) hazirlanan standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak
hesaplanmistir. GA’nin 0.125 mg/mL’lik ¢dzeltisi su i¢inde hazirlanmis ve uygun
konsantrasyonlarda olacak sekilde (0.001-0.01 mg/mL) stok ¢dozeltiden farkli
hacimlerde alinarak deneme kosullarinda gergeklestirilen islem sonucunda

konsantrasyon-absorbans grafigi ¢izilerek kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

Pipetleme islemi su sirayla yapilmistir: GA ya da numune {izerine metanol
ilavesi yapilarak tiim tiiplerdeki hacimler esitlendikten (100 pL) sonra 1/10 (v/v)
oraninda FCR’den 600 pL ilave edilip karistirilir ve 10 dakika inkiibasyonun ardindan
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500 pL %?2’lik Na2COgz eklenir. Karigimlar, 1 saat siireyle oda sicakliginda karanlikta
bekletildikten sonra absorbanslar 760 nm dalga boyunda, saf suya karsi
spektrofotometrede okunur. Standart grafige ait grafik denklemi kullanilarak tiim
numunelerin toplam fenolik madde miktarlari, gallik asit esdegeri (GAE) cinsinden

mg GAE/g olarak hesaplanir.

3.2.10.2 Toplam Flavonoid Madde iceriginin Belirlenmesi

Koksiiz su mercimegi ekstraktlarmin flavonoid igerigi kuersetin esdegeri
(QTE) olarak belirlenmistir. Bu amacla ekstraktlarin ve bir seri konsantrasyonda
(0.002-0.02 mg/mL) olacak sekilde kuersetinin degisen hacimleri iizerine son hacimler
esit (100 pL) olacak sekilde etanol ilave edildikten sonra 30’ar pL %5’lik AlICl3 ve
NaNOQO; ilave edilmis ve karistirma isleminin ardindan karisimlar 5 dak. bekletilmistir.
Siire sonunda her bir tiipe 200 uL 1 M NaOH eklenmistir. Son hacmin 1200 pL
olmasimi saglayacak kadar su ilavesini takiben ekstrakt ya da kuersetin igermeyecek
sekilde hazirlanan tlipe kars1 tiim tiip igeriklerinin absorbanslar1 spektrofotometrede
510 nm’de okunmustur. Kuersetinin farkli konsantrasyonlari i¢in okunan absorbans
degerlerinden yararlanarak konsantrasyon-absorbans grafigi ¢izilmistir. Ekstraktlarin
flavonoid igerikleri bu grafigin dogru denkleminden yararlanilarak kuersetin esdegeri
olarak (mg QE/g ekstrakt) belirlenmistir (Kim ve ark., 2003).
3.2.10.3 DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) Serbest Radikali Siipiirme

Aktivitelerinin Belirlenmesi

Koksiiz su mercimegi ekstrelerinin DPPH (1,1-difenil-2-pikril hidrazil) serbest
radikal temizleme aktivitesini incelemek amaciyla, taze olacak sekilde, ¢6zeltinin 517
nm’deki absorbansinin 1.0-1.2 arasinda olmasina 6zen gosterilerek metanolik DPPH
¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu radikal, herhangi bir antioksidan madde ile reaksiyona
girdigi zaman indirgenme sonucu mor renk tonu azalmakta ve absorbansin diisiisiine
sebep olmaktadir. Absorbsiyon giicii azalmasi, yakalanan elektron sayistyla dogrudan
baglantilidir. Mevcut amaca yonelik, antioksidan aktiviteyi incelemek istedigimiz
ekstraktlarin 125 pg/mL’lik kisimlarmin tizerine DPPH c¢ozeltisi eklenmis ve oda
sicakliginda, karanlikta 30 dak. bekletilmistir. Siire sonunda UV spektrometrede 517
nm’de numunelerin absorbans1 metanole karsi okunarak DPPH radikalini siiplirme
aktivitesi, ylzde olarak ifade edilecek sekilde, 3.9 esitliginden yararlanilarak

hesaplanmustir.
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% Inhibisyon = [(Axontrol — Asrmek | Akontrot)] X 100 (3.9)

Bu esitlikte; A, absorbans; Akontrol, numune igermeyecek, ancak ayni hacimde
numune ¢oziiciisii igerecek sekilde hazirlanan karisim; Asmek, numune igerecek sekilde

hazirlanan karisimi temsil etmektedir.

3.2.10.4 Fe*? ile Selat Olusturma Aktivitelerinin Belirlenmesi

Wolffia numunelerinin siiper kritik ekstraktlarinin Fe*? iyonlar1 ile selat
olusturma yeteneklerini degerlendirmek amaciyla, ferrozin-Fe*? kompleks olusumunu
inhibe edebilme giigleri Dinis ve ark. (1994) tarafindan kullanilan yonteme gore
arastirllmistir. Bu amagcla ekstrelerin 25 pg/mL’lik kisimlart 2uM  FeCl,.4H,0
¢ozeltisinin 50 pL’si ile karistirllmistir ve 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona tabi
tutuldu. Daha sonra, karisima S5uM ferrozin ((3-(2-Piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazine-
p,p’-disiilfonik asit monosodium hidrat tuzu) ¢6zeltisinden 100 pL ilave edilip 10
dakika daha inkiibe edilmistir. Karisimlarin absorbans degerleri, numune igermeyecek
diger tiim bilesenleri igerecek sekilde hazirlanan kor ¢ozeltiye karst 562 nm dalga
boyunda 6l¢iilmiistiir. Ayni islem, selatlayici olarak bilinen EDTA kullanilarak da
tekrarlanmistir ve elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. Ferrozin-Fe*2 kompleksinin

inhibisyon yiizdesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmustir.
Metal §elatlama (%) = [(AbSkontrol — AbS[jmek) /AbSkontrol] X100 (310)

3.2.11 In vitro Antimikrobiyal Aktivite Analizleri
3.2.11.1 Test Organizmalari ve Besiyeri Ortam

Antimikrobiyal analizler i¢in c¢alismamizda 2 Gram-pozitif bakteri
(Micrococcus luteus NRRLB-1018, Bacillus cereus ATCC®10876) 3 Gram-negatif
bakteri (Citrobacter freundii ATCC® 43864™, Klebsiella pneumoniae subsp.
pneumoniae ATCC® 13883™ ve Pseudomonas aeruginosa NRRL B-2679) ve 1
maya mantari (Candida albicans ATCC® 10231™) suslar1 kullanilmistir. Kontrol i¢in
gentamicin antibiyotigi kullanilmistir. Mikrobiyal analizler i¢in Mueller Hinton

(Merck 1.05437) agar besiyeri kullanilmistir.

3.2.11.2 Agar Well Difiizyon Deneyi

SKE’den elde edilen W. arrhiza etanol ve metanol ekstrelerinin antimikrobiyal
aktiviteleri Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi kullanilarak test edilmistir (Hudzicki,
2009). Bakteri suslar1t Muller Hinton Broth ortamina asilanarak 37+ 0.1°C’de 24 saat,

37



fungus suslar1 da Sabouraud Dextrose Broth ortamina agilanarak 25+0,1°C’de 48 saat
inkiibe edilmistir. Kullanilacak olan besiyerleri, calismaya baglamadan 6nce otoklavda
sterilize edildikten sonra 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra, agar besiyerleri 90
mm c¢apindaki steril petri kutularina steril meziir ile 20 mL olacak sekilde dagitilmistir.
Besiyerinin homojen dagilimi saglanmistir. Caligmaya baslanmadan Once Biosan
marka McFarland denstrometrisi ile besiyeri igerisindeki mikroorganizma
yogunluklar1 bakteriler i¢in 0.5, funguslar i¢in 1 degerinde ayarlanmistir. Hazirlanan
besiyerlerine hazir bakteri stoklarindan 100 pL ilave edilerek steril ekiivyon ¢ubuklarla
bosluk kalmayacak sekilde en az 3 farkli yone yayma ekimi yapilmigtir. Bakteri ekimi
yapilan besiyerlerin tizerine mikroptan arindirilmis kosullarda steril punch yardimiyla
kuyucuklar ac¢ilmis ve kuyucuklara 30 pL ekstreler eklendikten sonra zon ¢aplarinin
etkilenmemesi igin petriler hareketsiz bekletilmistir. Inkiibasyon, organizmanin
optimum gelisim sicakliginda (bakteriler i¢in 37°C, funguslar igin 25°C)
gerceklestirilmistir. Bakteriler i¢in 1 giin, funguslar i¢in 2 giin sonra zon c¢aplari
kumpas ile dlgiilmiistiir (Yigit, 2003). iki tekrarli gerceklestirilen calismada zon
caplarinin aritmetik ortalamasi alinarak standart antibiyotikle (inhibisyon zon ¢aplar1)
karsilastirildi. 20 mm ve iistii inhibisyon zon ¢ap1 yliksek antimikrobiyal aktivite, 20-
15 mm orta diizey antimikrobiyal aktivite, 15 mn’nin alt1 ise etkisiz olarak

degerlendirilmistir (Cil ve ark., 2021).

3.2.12 Istatistiksel Analiz
Istatistiksel analizler SPSS 26.0 yazilimi kullanilarak yapilmistir. Veriler tek
yonlii varyans analizine (ANOVA) tabi tutulup, gruplar arasindaki farklar p < 0.05

anlamlilik diizeyinde Tukey testi kullanilarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 W. arrhiza Biyokimyasal Analizleri
4.1.1 Fotosentetik Pigment Analizi Sonuclar:

Farkli LED 1siklar altinda yetistirilen W. arrhiza’nin fotosentetik pigment
igerigi (klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve toplam karotenoid miktar) analiz

sonuglari Cizelge 4.1°de ug/mL olarak, Cizelge 4.2’de mg/g olarak verilmistir.

Cizelge 4.1 Farkli LED Isiklarda Yetistirilen W. arrhiza’nin Fotosentetik Pigment

Icerigi (ug/mL)
Numuneler Klorofil a Klorofil b Toplam Klorofil Toplam karotenoid
Beyaz 0.73 1.3 2.03 0.46
Kirmiz1 0.77 1.33 2.11 0.46
Mor 0.74 1.15 1.88 0.46
Mavi 0.75 0.99 1.74 0.46
Ort. 0.75 1.19 1.94 0.46

Cizelge 4.2 Earkh LED Isiklarda Yetistirilen W. arrhiza’nin Fotosentetik Pigment
Igerigi (mg/qg)

Numuneler Klorofil a Klorofilb  Toplam Kklorofil Toplam karotenoid
Beyaz 0.36 0.65 1.01 0.23
Kirmizi 0.39 0.67 1.06 0.23
Mor 0.37 0.57 0.94 0.23
Mavi 0.38 0.49 0.87 0.23
Ort. 0.38 0.6 0.97 0.23

Farkli LED 1giklarda yetistirilen W. arrhiza’nin klorofil a pigment igerigi
Kirmiz1 > Mavi > Mor > Beyaz olarak kaydedilmistir. Klorofil b pigment igerigi
Kirmiz1 > Beyaz > Mor > Mavi seklinde siralanmistir. Toplam klorofil igerigi Kirmizi
> Beyaz > Mor > Mavi seklinde kaydedilirken, toplam karotenoid iceriginin dort farkl

LED 1sikta yetistirilen W. arrhiza’da esit dagilim gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.3°te W. arrhiza’nin fotosentetik pigmentlerinden klorofil a’nin
Klorofil b’ye, toplam klorofil miktarinin toplam karotenoid degerlerine orani
gosterilmistir. Kl-a / Kl-b orani sirasiyla Mavi > Mor > Kirmiz1 > Beyaz olarak
belirlenmistir. Toplam klorofil miktarinin toplam karotenoid degerlerine oranlamasi

yapildiginda Kirmiz1 > Beyaz > Mor > Mavi siralamasi olusmustur.
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Cizelge 4.3 Farkli LED Isiklarda Yetistirilen W. arrhiza’nin Pigment Oranlar1 (mg/g)

Numuneler Kl a/Kl b Kl a+b/Kar (x+c)
Beyaz 0.55 4.39
Kirmizx 0.58 4.61
Mor 0.65 4.09
Mavi 0.78 3.78

OBEYAZ ®KIRMIZI ®MOR BMAVI
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Sekil 4.1 Klorofil a, Klorofil b ve Toplam Klorofil (a+b) Degerlerini Gosteren
Karsilastirmali Grafik

Klorofil (mg/g, TA)
o o
=Y ()]

o
N

Kl a+b

Calismamizda mavi ve mor LED isikla aydinlatmada klorofil b ve klorofil
(a+b) degerleri kirmiz1 ve beyaz LED isikla aydinlatmaya gore daha diisiik oldugu
goriilmektedir. Bu durum saglam fotosentetik aygitin, karanliga adaptasyondan sonra
P515 sinyalinin yavas bozulmasi (yiikksek membran biitlinliigli) ve aydinlatmadan
sonra hizli bozulmasi (yiikksek ATP-sentaz aktivitesi) ile agiklanmistir (Schreiber ve
Klughammer, 2008; Zhang ve ark., 2014). Domates bitki yapraklarini mavi ve mor
1s1kla aydinlatma, tilakoid limeninin daha fazla asitlenmesine neden olmaktadir. Bu
sebeple ATP-sentaz yoluyla limenden stromaya proton transfer hizi biiyiik olgiide

engellenmektedir (Yang ve ark., 2018).

Su mercimeginde 151ga aligma siirecinde pigment konsantrasyonlarinda
degisiklikler meydana gelir. Spektrofotometrik olarak olciilen toplam klorofil ve
karotenoidler, 151k seviyesinden, tiir 6zelliklerinden, kalitimlarindan ve habitat 151k

ortamindan etkilenmistir (Smith ve ark., 2024).

PSII ve PSI'nin mavi ve mor 1s1k altindaki hasar derecesi, kirmizi 11k veya
kirmizi-mavi 151k kombinasyonu altindakinden daha yiiksektir. Mavi ve mor

151k, fotosentetik verimliligi 6nemli 6l¢iide azaltir (Yang ve ark., 2018). Cogu bitki
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tiiri icin kirmizi radyasyon, elektromanyetik spektrumun en verimli sekilde emilen
bolgesidir. Klorofil sentezine ve mahsul verimini kontrol eden faktorlerin
diizenlenmesine katkida bulunarak fotosentetik reaksiyonlarin ¢ogunu yonlendirmeye
hizmet eder (Park ve Runkle, 2018). Kirmiz1 1s1k genellikle bitkilerin biiylime hizi ve
kuru agirlik artisi ile iligkilendirilir. Kirmizi 151k, bir bitkinin ¢igeklenmeye gegisini
geciktirebilir, hatta tamamen engelleyebilir ve biyokiitlelerini onemli dlcilide
artirmalarina olanak tanir (Tarakanov ve ark., 2012). Kirmizi 1s18in belirli bitkilerin

toplam biyokiitlesini artirdig1 kanitlanmistir (Lee ve ark., 2016; Pinho ve ark., 2017).

Bitkiler fotosentez sirasinda 11k toplayan pigmentler araciliiyla gilines
radyasyonundan belirli dalga boylarin1 emer. Bu farkli 1s1k dalga boylari, stoma,
kloroplast  gelisimi,  pigment icerigi, fotosistemlerin  aktivitesi  ve
ilgili enzimi etkileyerek fotosentetik siireci dogrudan diizenleyebilir ve fotoreseptor
aracili sinyal yoluyla ¢ok sayida islevsel kimyasalin iiretimini ve metabolizmasini
uyararak dolayli olarak fotosentezi diizenleyebilir. Son arastirmalardaki boyle bir
ornek, mavi 151k fotoreseptoriiniin fotosentezin geri bildirim diizenlemesini aracilik
edebilecegini buldu (Chen ve ark., 2004; Petroutsos ve ark., 2016; Allorent ve
Petroutsos, 2017).

Fotoperiyodik reaksiyonlar cogunlukla 1s1ik spektral bilesimine, 6zellikle de
kirmiz1 ve uzak kirmizi 15181 oranina ve bitki fotoperiyodizminin diizenlenmesi i¢in
onemli olan spektrumdaki mavi 15181n oranina baghdir (Ito ve ark., 2014; Liao ve ark.,
2014). Mavi 151k dalga boyu genellikle stomalarin agilmasindan sorumludur (Frechilla
ve ark., 2000; Kinoshita ve ark., 2001).

Beyaz 151k ve yiiksek PPFD altinda bitki yetistirirken, spektrumun yesil kismi
yapragin daha derinlerine ulasir ve fotosentezi kirmizi veya mavi 1siktan bile daha

giiclii bir sekilde artirir (Terashima ve ark., 2009).

Arastirmacilar, 151k yogunlugu ve kalitesi hassas bir sekilde kontrol edilirse
kirmizi ve mavi 1181n iiriin tiretimini en iist diizeye ¢ikarabilecegini bulmuslardir (Jishi
ve ark., 2016; Zheng ve Van Labeke, 2017). Mavi radyasyon, kirmiz1 kadar verimli
bir sekilde emilmese de verimli fotosentetik reaksiyonlarin ¢ogunu yiiriitmek i¢in
kirmizi ile birlikte caligir. Arastirmalar, mavi radyasyonun kirmiziyla eslestirildiginde

fotosentez oraninin arttigini géstermistir (Snowden ve ark., 2016). Bitki biiyiimesinin
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farkli asamalarinda belirli kirmizi ve mavi dalga boylar1 oranlarinin optimal oldugu
¢ikarimu, birbiriyle Ortiisen birgok ¢alismayla kanitlanmistir (Nelson ve Bugbee, 2015;
Snowden ve ark., 2016; Magagnini ve ark., 2018).

Insanlar ve hayvanlar karotenoidleri sentezleme yeteneginden yoksundur ve
diyet alimi gereklidir. Bununla birlikte, karotenoidlerin emilimi ve genel
metabolizmasi, karotenoidlerin sindirilebilirligini ve biyoyararlanimini dogrudan
etkileyen alglerin morfolojik yapisi da dahil olmak {izere bir¢ok faktorden etkilenebilir
(Demarco ve ark., 2022).

Piotrowska ve ark. (2010b) W. arrhiza’yt Pb ve Cd gibi agir metalleri
kullanmak suretiyle kimyasal stres altinda birakarak yapmis olduklar1 ¢alismada,
fotosentetik mekanizmay1 koruyan karotenoid seviyesinin arttigini rapor etmistir.
Klorofili korumada rol oynayan karotenoidler, serbest radikalleri sondiirmek veya
temizlemek ile hiicreye, hiicre zarina ve agir metal tarafindan indiiklenen bitkinin ana
genetik bilesimine verilen zarar1 azaltmak i¢in antioksidan gérevi de gortir (Artetxe ve
ark., 2002). Calismamizda karotenoid degerleri tiim 1s1k tiplerinde ayni sonuglar
vermis olup farkli LED 1siklarin kimyasal stres faktorleri gibi karotenoid degerlerinde

farklilasmaya sebep olmadigi sdylenebilir.

Aydinlatma sisteminin optimizasyonu, 151k formiiliiniin olusturulmasi ve 1s1k
ortami yonetim stratejisi, fotosentetik verimliligi en {ist dlizeye ¢ikararak biyokiitle
birikimini artirabilir ve fotosentetik tiriinlerin birikimini biiytik dlciide artirabilir. Bu
durum W.arrhiza gibi potansiyeli yiiksek iiriin verimliligi i¢in 6nemlidir. Bu sonuglar,
LED aydinlatmanin farkli dalga boylarinin 1s1 dagilimini, enerji dagilimini, dongiisel
elektron transferini ve fotosentetik elektron tasima zincirinin aktivitesini 6zel olarak

diizenledigini gdsterir.

4.1.2 Nem Tayini, Kuru Madde ve Kiil Analizi Sonuclari

Dort farkli LED 1sikta yetistirilen koksiiz su mercimeginin su igerigi ve kuru
madde miktar1 hesaplamalarina gore, % nem igerikleri sirastyla Kirmizi > Mor > Mavi
> Beyaz olarak belirlenmistir (Sekil 4.2). % kuru madde miktar: ise sirasiyla Beyaz >

Mavi > Mor > Kirmizi olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4 Farkli LED Isiklarda Yetistirilen W. arrhiza’nin Yas ve Kuru Agirlik
Olgiim Sonuglaria Dayali Nem ve Kuru Madde Miktar1 (%)

Numune YA (9) KA(9) %Su (nem) %HKuru madde
t0 1.00 0.03 97.5 2.5
Beyaz 1.82 0.07 96.27 3.73
Kirmizi 1.84 0.05 97.28 2.72
Mor 3.01 0.09 96.94 3.06
Mavi 2.98 0.09 96.92 3.08
ort. 2.13 0.07 96.93 3.07

KA: Kuru agirlik, YA: Yas agirlik

3,73

w

O Uk U1 N U W oS

3,06 3,08

2,72

N

% Kuru madde degeri
-

o

LED 151k tipleri
E{0 OBeyaz BKirmizi BMor BMavi

Sekil 4.2 Farkli LED Isiklarda Yetistirilen W. arrhiza’nin
% Kuru Madde Igeriginin Degisimi

Cizelge 4.5’te farkli LED 1giklarda yetistirilen W. arrhiza’nin % kiil miktari
analiz sonuglar1 (550°C/3.5 saat) verilmistir. Numunelerin % kil igerik siralamasi

Beyaz > Kirmizi1 > Mor > Mavi seklinde tespit edilmistir.

Cizelge 4.5 Farkli LED Isiklarda Yetistirilen W. arrhiza’nin Kiil Miktar1 Analiz

Sonuglart (%)
N”ﬁ:”e Dara(g)  Dar@ +(;“m“”e (Sg?anﬁﬂmﬁl) Kiil Miktar1 (%)
Beyaz 31.29 31.87 31.41 20.69
Kirmzi 25.77 26.37 25.88 18.33
Mor 24.06 24.66 24.17 18.33
Mavi 28.22 28.82 28.32 16.67
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% Kiil Degerleri
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Beyaz Kirmizi Mor Mavi

Sekil 4.3 Farkli LED Isiklarda Yetistirilen W. arrhiza’nin
% Kiil Igeriginin Degisimi
Hu ve ark. (2022) W. arrhiza iizerinde yapmis oldugu ¢aligmada, % nem
igerigini %95.18 olarak belirtmistir, mevcut ¢alismamizda ise % nem igerigi (kirmizi,

mavi, mor, beyaz) ortalamast %96.93 ¢cikmistir.

Su mercimekleri yliksek oranda su igerdigi i¢in kuru madde verimi diisiiktiir,
ancak bu durum yiiksek biiylime oram ile telafi edilmektedir. Ciinkii su mercimegi

biyomasinin iki katina ¢ikma siireleri oldukca kisadir (Sree ve ark., 2015b).

Bitkinin su igeriginin %95’ten fazla oldugu, yiiksek su icerigine sahip olmasi
nedeniyle Wolffia’nin uzay ¢aligmalarinda miirettebatin hem gida hem de metabolik

su ithtiyacini karsilamada destek olabilecegi belirtilmistir (Arslan Giinal ve Tas, 2022).

Appenroth ve ark. (2017a) W. microscopica tiiriiniin kiil oranint %16.5, Hu ve
ark. (2022) W. arrhiza’nin kil oranin1 %11.93 olarak agiklamistir. Calismamizda W.
arrhiza’nin kiil igerigi (kirmizi, mavi, mor, beyaz) ortalama degeri %18.50°dir. Kiil
analizi ¢alisma sonucumuz, inorganik madde igeriginin yukarida ifade edilen literatiir
calismalarindan daha yiiksek olmasini, daha fazla organik bilesen sentezlendiginin
gostergesidir. Farkli LED 1s1k etkisi W. arrhiza’nin metabolizmasi tizerinde etkili

olmus ve daha iyi fotosentez yapmasini saglamistir.
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4.1.3 Bitki Biiyiime Performansinin inceleme Sonuclar:

Bir hafta siiren deneme sonucunda farkli LED isiklarda yetistirilen W.
arrhiza’nin yas ve kuru agirliklar1 ile RGR ve RG degerleri Cizelge 4.6-4.8°de
verilmigtir.

Cizelge 4.6 Farkli LED Isiklarda Yetistirilen W. arrhiza’nin 7 Giinliik (t7) Yas ve
Kuru Agirliklart (g)

7. giin YA ve KA verileri (gram agirhk)

t0 Beyaz Kirmizi Mor Mavi

YA KA YA KA YA KA YA KA YA KA

1 1 0025 1909 0,064 1815 0,051 2,890 0,086 3,115 0,094

2 1 0025 1,930 0,077 1,755 0,050 3,011 0,093 3,054 0,096

3 1 0025 1,625 0,064 1,940 0,051 3,116 0,098 2,780 0,086

ort. 1 0025 1,821 0,068 1,836 0,050 3,006 0,092 2,983 0,092
Std.sapma 0 0,000 0,171 0,007 0,094 0,001 0,113 0,006 0,178 0,005

Cizelge 4.7 Farkli LED Igiklarda Yetistirilen W. arrhiza’nin Bagil Biiyiime Oranlari
(RGR) (giin 1)

YA KA YA KA YA KA YA KA

Tekrar Beyaz Kirmzi Mor Mavi
1 0,711 0132 0,731 0,100 0,561 0,174 0,537 0,188
2 0,707 0,459 0,745 0,097 0548 0,186 0,544 0,192
3 0,777 0,133 0,705 0,098 0537 0,193 0,574 0,175

Ortalama 0,732 0,141 0,727 0,099 0549 0185 0,552 0,185
Std.sapma 0,039 0,016 0,020 0,001 0,012 0,010 0,020 0,009

Sekil 4.4 ve 4.5’te farkli LED 1siklarda koksiiz su mercimeginin bagil
biiylimesindeki degisim goriilmektedir. Cizelge 4.7 incelendiginde Mor ve mavi LED
1siklar, beyaz ve kirmizi LED 1siklara gore daha yiiksek biliylime oranlar

gostermektedir.

Tek Yonlit ANOVA testi ile yapilan degerlendirmelere gore YA i¢in p-degeri
< 0.001, KA i¢in p-degeri < 0.001°dir. Her iki durumda da p-degeri 0.05'ten kiigiik
oldugundan, farkli 151k renkleri arasinda hem YA hem de KA i¢in istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugunu sdyleyebiliriz. Bu, 1s1k renginin W. arrhiza'nin biiyiimesi

tizerinde 6nemli bir etkisi oldugunu gosterir.

Korelasyon analizi yapildiginda, YA biiyiime orani ile KA biiylime oran

arasinda orta diizeyde negatif bir iliski oldugu ortaya ¢ikmaktadir.
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Giinlik Bagil Biiyiime RGR

4 0,5517

0,5489

w

5 0,7272

1 0,7317

Sekil 4.4 Farkli LED Isiklarda Yetistirilen W. arrhiza RGR
Karsilagtirmasi

Cizelge 4.8 Farkli LED Isiklarda Yetistirilen W. arrhiza’nin 1 Hafta Sonrasindaki
Bagil Bitki Biiylimesi (RG)

Tekrar (RG) Bagil bitki biiyiimesi RG = (Nt — NO)/NO
Beyaz Kirmizi Mor Mavi
1 0.909 0.815 1.890 2.115
2 0.930 0.755 2.011 2.054
3 0.625 0.940 2.116 1.780
Ort. 0.821 0.836 2.006 1.983
Std.sapma 0.171 0.094 0.113 0.178

En yiiksek ortalama biiylime mor LED isikta (2.006), en diisiik ortalama
biiyiime beyaz LED 1s1kta (0.821) goriilmektedir.

En yiiksek standart sapma mavi LED 1sikta (0.178), en diisiik standart sapma
kirmizi LED 1sikta (0.094) goriilmektedir. Bu veriler 1s1ginda, mavi LED 1sikta
bliyime oranlarinin daha degisken, kirmizi LED isikta ise daha tutarli oldugu

sOylenebilir.
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(RG) Bagil bitki biiyiimesi

7 1,9829

3 0,8363

w

1 0,8212

Sekil 4.5 Farkli LED Isiklarda Yetistirilen W. arrhiza DT
Karsilastirmast

Bu sonuglar, farkli LED 151k renklerinin bitki biiylimesi iizerindeki etkisinin
istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir (p < 0.05, p < 0.001). Sonug
olarak, mor ve mavi LED 1giklarin W. arrhiza'nin bilyliimesini daha fazla tesvik ettigi,
beyaz ve kirmizi LED 1giklarin ise mor ve naviden daha az etkili oldugu goriilmektedir.

Bu farklar istatistiksel olarak anlamlidir.

Deney siirecinde koksiiz su mercimeginin ikiye katlanma (DT) siiresi
hesaplanmistir (Cizelge 4.9). Sekil 4.6°da ise farkli LED 1siklarda yetistirilen W.

arrhiza’nin iki katina ¢ikma siiresi (DT) degerlerinin degisimi goriilmektedir.

Cizelge 4.9 Farkli LED isiklarda yetistirilen W. arrhiza’nin iki katina ¢ikma siiresi

(glin) (DT)
YA KA YA KA YA KA YA KA
Tekrar Beyaz Kirmizi Mor Mavi
1 0974 5255 0948 6941 1235 3973 1290 3.685
2 0980 4354 0930 7123 1265 3725 1275 3.619
3 0892 5224 0983 7.040 1290 3585 1207 3.963

Ortalama 0949 4944 0954 7035 1263 3761 1257 3.756

Std.sapma  0.049 0511 0.027 0.091 0.028 0.196 0.044 0.183
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iki Katina Cikma Siiresi (DT)

4 1,2574

1,2631

w

2 0,9537

1 0,9490 |

Sekil 4.6 Farkli LED Isiklarda Yetistirilen W. arrhiza DT
Degerlerinin Degisimi

W. arrhiza nin 3 klonu (8618, 9006, 9528) tizerinde yapilan karsilastirmali bir
calismada Ziegler ve ark. (2015a), RGR degerleri sirastyla 0.426, 0.344, 0.255 giin™,
9 klonun karsilastirildig1 baska bir ¢aligmada ise en yiiksek RGR degeri 9412 klonunda
0.363 giin, en diisiilk RGR degeri ise 7246 klonunda 0.243 giin™ olarak bildirilmistir
(Sree ve ark., 2015c). Mevcut ¢calismamizda ise en diisiik RGR degeri mor LED 1s1k
kiiltiiriinde 0.549 giin, en yiiksek RGR degeri beyaz LED 1s1k kiiltiiriinde 0.732 giin®
! olarak hesaplanmistir (Sekil 4.1).

(RGR) Bagil Biiylime
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0,5
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Sekil 4.7 Wolffia arrhiza Klonlar1 ile RGR Karsilagtirmasi
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Giines 15181mnin aksine, LED’ler gibi yapay 1s1ik kaynaklar1 genellikle kizil
otesinden yoksundur (Kalaitzoglou ve ark., 2019). Mavi renkli bir protein pigmenti
olan fitokrom, kirmiz1 dalga boyundaki isikta aktif, kizilotesi 1sinlarda ise inaktif
formda bulunur. Dolayisiyla, Wolffia’nin sebze olarak iiretimi hedefleniyorsa,

hidroponik sistemlerde kirmizi LED ve beyaz LED 151k altinda verim elde edilebilir.
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Sekil 4.8 Wolffia arrhiza Klonlari ile DT Karsilastirmasi

Iki katina ¢ikma siiresi (giin) (DT) degerlendirildiginde, W. arrhiza’nin yine 3
klonundaki (8618, 9006, 9528) degerler sirasiyla 1.65,2.01, 2.72 olup (Ziegler ve ark.
(2015a), diger 9 klon arasindaki en yavas biiyiime DT degeri 7246 klonunda 2.89, en
diisiik DT degeri ise 9412 klonunda 1.65 olarak bildirilmistir (Sree ve ark., 2015a).
Mevcut ¢alismamizda W. arrhiza’nin en yiiksek DT degeri 1.263 ile mor LED 1s1k
kiiltiiriinde, en diisitk DT degeri ise 0.949 ile beyaz LED 151k kiiltiiriinde goriilmiistiir.
Farkli ve tek tip LED 1sikla abiyotik stres kosulu altinda yetistirilen W. arrhiza’nin
normal 1s1k sartlar1 altinda yetistirilenlere gore %58 ile %35 arasinda daha iyi
bliytiyebildigi goriilmektedir (Sekil 4.4, Sekil 4.5). Kontrollii kosullarda su mercimegi
biiyiime orani 151k yogunluguna, tiirlere ve orijinal habitat 151k ortamina baglidir (Smith
ve ark., 2024). Farkli 151k kalitelerinin su mercimeklerinin biiyiimesini ve fizyolojik

ozelliklerini  etkiledigi bildirilmistir. Ultra yiiksek frekanslhi elektromanyetik
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radyasyonla 1sinlama, biiyiime hizini1 ve biyokiitleyi artirirken, kizilotesi 1ginlama L.

minor kiiltiiriindeki yaprak sayisini artirmistir (Ol'shanskaya ve ark., 2018).

Su mercimegi vejetatif ¢cogalma yoluyla siirekli olarak biiyiir ve iki katina
¢tkma orani, 6rnegin biyokiitlesini 1 ila 3 giin gibi kisa bir siirede ikiye katlamasi
acisindan en hizli biiyliyen bitkiler arasinda yer alir (Ziegler ve ark., 2015a). Bu
nedenle su mercimegi, insanli uzay programi i¢in potansiyel bir miirettebat gida
takviyesi veya atik su aritimi olarak ilgi gérmiistiir (Bluem ve Paris, 2001; Polyakov
ve ark., 2010).

Enerji verimli bitkisel biyokiitle iiretimi, bitki biyokiitlesinin (6zellikle
antioksidan vitaminler) zayif mikro besin kalitesine mal olur, bunun tersi de gecerlidir.
Bu degis tokus, maksimum bitki biiylimesini desteklemek i¢in yeterli olan biiyiime
15181 yogunlugunun (PPFD), temel nedenlerden dolay: yiiksek vitamin/antioksidan
seviyelerini tetiklemek igin yeterli olmamasindan kaynaklanmaktadir (Polutchko ve
ark., 2015). Asir1 PPFD'ye maruz kalmak, bitkileri asir1 1siktan kaynaklanan hasari
Onleyen koruyucu antioksidanlar biriktirmeye tesvik eder. Bununla birlikte, bu kadar
fazla PPFD'nin fotosentezi olumsuz etkileme potansiyeli vardir ve yukaridaki tanima
gore, bliylimeyi en tist diizeye ¢ikarmak i¢in gerekenden daha fazla 1s1k girdisini temsil

eder, bu da bitki tiretkenliginin 1g1k kullanim verimliligini azaltir.

Ayrica, ¢ogu bitki i¢in, tek renkli 1sikla uzun vadeli biliylime, beyaz 1sikla
karsilagtirildiginda tiretkenligi azaltir ve PPFD diizeyi ne kadar yiiksek olursa, fark da
o kadar biylik olur. Bitkiler icin en Onemli spektral bantlar kirmizi ve

mavidir (Berkovich ve ark., 2017).

4.1.4 Elementel Analiz Sonuglar:

Elementel analiz cihazi ile yapilan element analizlerinde kdksiiz su mercimegi
W. arrhiza’nin C, H, N ve S elementleri icerigi (%) incelenmistir (Cizelge 4.10).
Karbon (C) elementi en fazla %39.46 ile kirmizi LED kiiltiiriinde, sonra sirasiyla mor
LED (%37.99), beyaz LED (%37.31) ve mavi LED (%36.35) kiiltiirlerinde degerler
okunmustur. Hidrojen (H) elementi en fazla %5.92 ile kirmiz1 LED kiiltiiriinde, sonra
sirastyla mavi LED (%5.80), mor LED (%5.70) ve beyaz LED (%5.69) kiiltiirlerinde
kaydedilmistir. Azot (N) elementi en fazla %8.85 ile mor LED kiiltiiriinde, sonra
sirastyla kirmizi LED (%8.04), beyaz LED (%7.79) ve mavi LED (%5.45)
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kiiltiirlerinde tespit edilmistir. Siilfiir (S) elementi ise en fazla %0.51 ile mavi LED
kiiltiirtinde, sonra sirastyla mor LED (%0.37), kirmizi1 LED (%0.31) ve beyaz LED
(%0.26) kiiltiirlerinde tespit edilmistir.

Dort farkli LED 1sikta yetistirilen W. arrhiza’nin element igerikleri
karsilastirildiginda, N ve S icerigi mor 1s1kta, C ve H igerigi ise kirmizi 1s1kta en yliksek
degerleri igerdigi goriilmektedir (Sekil 4.9). Farkli LED 1siklarda yetistirilen koksiiz

su mercimeginin element igerigindeki degisim Sekil 4.9°da goriilmektedir.
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Sekil 4.9 Wolffia arrhiza’nin Farkli LED Isiklarda Element Iceriginin Degisimi

Cizelge 4.10 Wolffia arrhiza’nin N, C, H, S Igerigi (%)

Numuneler Agirhik N (%) C (%) H (%) S (%)
Beyaz 1.0040 7.79 37.31 5.69 0.26
Kirmizi 1.1540 8.04 39.46 5.92 0.31
Mor 1.4120 8.85 37.99 5.70 0.37
Mavi 1.3800 5.45 36.35 5.80 0.51
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4.1.5 Toplam Azot ve Protein Analiz Sonug¢lar:

Farkli LED i1siklarda yetistirilen koksiiz su mercimeginin kuru agirlik bazinda
protein icerigi (% ham protein), %N degerinin 6.25 faktorii ile carpilmasiyla (N*6.25)
hesaplanmistir (Cizelge 4.11). Hesaplamalar neticesinde %N ve % ham protein
siralamast Mor > Kirmizi > Beyaz > Mavi olarak tespit edilmistir. Koksiiz su
mercimeginin % protein igerigindeki degisim Sekil 4.10°da goriilmektedir. Bazi
literatiirlerdeki farkli katsayilar da degerlendirilerek protein igerigi hesaplanmis ve
elde edilen sonuglar Cizelge 4.12’de verilmistir.

Cizelge 1.11 Farkli LED Isikta Yetistirilen W. arrhiza’nin % Azot ve Ham Protein
Deger Karsilastirmast

Numuneler % Azot % Protein
Beyaz 7.79 48.7
Kirmizx 8.04 50.3
Mor 8.85 55.3
Mavi 5.45 34.1
Ort 7.53 47.1
60 55,3
48,7 50,3
50
5
= 40 34,1
=
g 30
‘é’
A, 20
X
10
0
Beyaz Kirmizi Mor Mavi

LED Isik Cesitleri

Sekil 4.10 W. arrhiza’nin Farkli LED Isiklarda Ham Protein Igerigi

Cizelge 4.12 N-Protein Doniisiim Faktorleri Kullanilarak Farkli LED Isikta
Yetistirilen W. arrhiza’nin Ham Protein Igerigi (%)

Ham protein (%)

Isik kaynag: TN (%)  TN*625 TN*58  TN*5.6  TN*5  Ort.
Beyaz 7.79 48.7 452 436 39 441
Kirmizi 8.04 50.3 46.6 45 402 455
Mor 8.85 55.3 51.3 49.6 443 501
Mavi 5.45 34.1 316 30.5 273 309

TN: Dumas metoduyla analiz edilen toplam azot igerigi (organik, amonyum, nitrit ve nitrat azotu)
(TN*6.25: Kjeldahl katsayis1 (Kjeldahl, 1883), TN*5.8: (Nieuwland ve ark., 2021), TN*5.6: (Mariotti
ve ark., 2008), TN*5: (Angell ve ark., 2016).
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Su mercimeklerinin protein kaynagi olarak potansiyelini dogru bir sekilde
degerlendirmek i¢in giivenilir kantitatif yontemlere ihtiya¢ vardir. Protein analizi
genellikle %N degerinin 6.25’lik doniisiim faktorii olarak katsay1 ile garpilmasiyla
hesaplanmaktadir (Kjeldahl azotu (Kj-N) yontemi). Ayrica, dogrudan ekstraksiyon
yoluyla da protein analizleri gergeklestirilebilmektedir, ancak Kjeldahl yontemi

yaygin olarak tercih edilmektedir (Tas ve Sengiillendi, 2023).

Koksiiz su mercimegi (W. arrhiza) i¢in Kj-faktorii olarak 5.7-5.8 arasinda bir
deger Onerilmektedir (Nieuwland ve ark., 2021). Cizelge 4.11’de goriildiigi gibi, bu
degerler kullanildiginda, % protein miktar1 Kj-N faktoriine gore daha diisiik
¢ikmaktadir. W. arrhiza’nin % protein igerigi siralamasi Mor > Kirmiz1 > Beyaz >
Mavi seklindedir. Bitkinin yetistigi kosullar, genetik varyasyonlar ve diger faktorler,
Kjeldahl faktorii degerini etkileyebilir. Bu nedenle, protein hesaplamalar1 yapilirken

dogru Kjeldahl faktoriinii kullanmak i¢in uygun literatiir kaynaklarina bagvurulmalidir

(Tas ve Sengiillendi, 2023).

Tas ve Sengiillendi (2023) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, dogal ortamda
yetisen W. arrhiza’nin toplam azot (TN) igeriginin kirmiz1 LED 151k altinda %318.8,
mavi LED 1s1k altinda %262.5 ve mor LED 1s1k altinda %243.8 oraninda arttigim
bildirmislerdir. Ayrica, LED 1siklara kiyasla beyaz floresan 1s1k altinda yetistirilen W.
arrhiza’nin TN igeriginin daha az oldugunu, ancak yine de dogal ortamdakinden
%162.5 oraninda daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Ayni ¢aligmada dogal,
floresan, kirmizi, mavi, mor LED isikta yetistirilen 6rneklerin % protein degerleri
sirastyla %10, %24, %41.6, %36.1, %34 olarak belirlenmistir. Calismamizda ise
Cizelge 4.11 goriildiigii gibi beyaz, kirmizi, mavi ve mor LED isiklarda yetisen W.
arrhiza’nin % protein igerigi sirastyla %48.7, %50.3, %55.3 ve %34.1 olarak
hesaplanmistir. Agikca goriilmektedir ki ¢alismamizda uzun siire boyunca LED 151k
altinda yetistirilerek abiyotik streste tutulan W. arrhiza’nin protein igerigi 6zellikle
kirmizi LED etkisi altinda %21, mavi LED etkisi altinda %53.2 kadar daha artmustir.
Besin igeriginin arastirildigi bir ¢alismada, kimyasal bilesimin ve protein igeriginin tiir
ve biiyiime kosullarindan etkilenebilecegi ifade edilmistir. Su mercimegi protein
igeriginin, farkli su mercimegi tiirlerinin ve klonlarinin yetistirme kosullarinin
optimize edilmesiyle, kuru agirligin %40’ ma yakina ulagmasiyla kolayca manipiile

edilebilecegi belirtilmektedir (Yu ve ark., 2011).
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Farklt su mercimeklerinin % ham protein miktarlar1 {izerine yapilmis

calismalar Cizelge 4.13’te karsilastirilmistir.

Cizelge 4.13 Farkli Su Mercimegi Tiirlerinde % Ham Protein Miktarlari

Su mercimegi Protein (%) Literatiir
Wolffia arrhiza 50.89 Hu ve ark. (2022)
Wolffia globosa 27.41 Akkarajeerawat ve ark. (2024)
Wolffia columbiana 36.5 Rusoff ve ark. (1980)
Lemna minor 45.0 Nasseri ve ark. (2011)
Lemna gibba 35.0 Appenroth ve ark. (2017)
Lemna gibba 25.2 Rusoff ve ark. (1980)
Spirodela polyrhiza 29.1 Rusoff ve ark. (1980)
Spirodela punctata 28.7 Rusoff ve ark. (1980)
W. arrhiza (Mor LED) 55.3 Mevcut Calisma

W. arrhiza (Kirmizi1 LED) 50.3 Mevcut Calisma

W. arrhiza (Beyaz LED) 48.7 Mevcut Calisma

W. arrhiza (Mavi LED) 34.1 Mevcut Calisma

Hu ve ark. (2022) W. arrhiza i¢in ham protein oranin1 %50.89 olarak
belirlemislerdir. Bir tarim ¢iftliginde yetistirilmis W. globosa’nin ham protein oraninin
%27.41 oldugu ifade edilmistir (Akkarajeerawat ve ark., 2024). Baska bir su
mercimegi tirli olan Lemna minor’un kuru agirlik bazinda %45’e kadar protein
seviyesine sahip oldugu belirtilmistir (Nasseri ve ark., 2011). Lemna sp.’de protein
igerigi %20 ila %35 arasinda degismektedir (Cizelge 4.13). Bununla birlikte Lemna
gibba’da %35’e  kadar  (Appenroth ve ark.,, 2017a), L. gibba, S.
polyrhiza ve Wolffia i¢in sirasiyla %25.2, %29.1 ve %36.5 protein igerigi rapor
edilmistir (Rusoff ve ark., 1980). Yiiksek protein icerigi ve yeterli diizeyde esansiyel
amino asitler ve vitaminler nedeniyle su mercimegi tiirleri, alternatif protein iiretimi
icin bitki bazli cazip bir segenektir. Su mercimekleri, 6zellikle koksiiz su mercimegi,
veganlar ve vejetaryenlerin yani sira herkesin dogrudan tiiketebilecegi fonksiyonel
Ozelliklere sahiptir. Su mercimekleri i¢inde koksiiz su mercimegi W. arrhiza protein
icerigiyle degerli bir Uiriindiir. LED aydinlatma sitemleri ile de su mercimegi protein
igeriginin arttirilabilecegi mevcut ¢alisma ile gosterilmistir. Mor LED aydinlatma ile
W. arrhiza’da en yiiksek degerde ham protein igerigi elde edilmistir (%55.3). Bu deger

su mercimegi tiirleri arasinda en yiiksek degerdir.
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4.1.6 Fitokimyasal Icerik Analizi (GC-MS)

Koksiiz su mercimegi W. arrhiza’nin SK-CO> ekstraksiyonu ile elde edilen
kuru Oziitlerinin hekzan ile hazirlanan soliisyonunda yapilan GC-MS analizi
sonucunda, 43 farkli biyoaktif fitobilesen tanimlanmistir. Bitkide steroidler,
flavonoidler, terpenoidler, yag asitleri ve farkli ester bilesik tiirleri dahil olmak iizere
cesitli bilesigin varligi ortaya ¢ikarilmistir. GC-MS analizleri sonucunda, farkli LED
1s1k etkisi altinda yetistirilen W. arrhiza’nin beyaz, kirmizi, mor ve mavi LED’de
sirasiyla 22, 37, 35 ve 43 adet biyoaktif madde igerdigi tespit edilmistir. Elde edilen
fitokimyasallarin listesi Cizelge 4.14-4.17°de verilmistir. En  az  biyoaktif madde
beyaz LED isikta yetistirilen kiiltiirde tespit edilmistir. Bu kiiltiirde ti¢ biyoaktif madde
bagil % olarak dikkat cekmektedir (>%5). En yiiksek % alana sahip madde %33.9 ile
Pregnane-3,11,20,21-tetrol, cyclic 20,21-[(1,1-dimethylethyl)boronate],
(3.alpha.,5.alpha.,11.beta.,20S)- olarak belirlenmistir. Bu maddeden sonra %619.7
oraninda Cyclododecyne ve %11.8 oraninda Cyclopropane, 1-(2-bromo-3-methyl-1-

pentenylidene)-2,2,3,3-tetramethyl- maddeleri tespit edilmistir.

Cizelge 4.14 Beyaz LED Isikta Yetistirilen W. arrhiza’nin Fitokomponentleri

Pik Allkkonma  Bagil

No Zamani Oran Bilesen ismi
(DK) (%)
1 36.62 2.7 n-Hexadecanoic acid
2 40.30 3.7 9-Octadecene, 1,1-dimethoxy-, (Z)-
3 40.78 3.7 9.12-Octadecadienoy! chloride, (Z,2)-
4 40.96 19.7  Cyclododecyne
5 41.42 0.9  9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-
6 41.59 0.5  9,12,15-Octadecatrienoic acid, (Z,Z,2)-
7 42.50 0.8  Eicosyl trifluoroacetate
8 43.54 0.6 2-Nonadecanone, O-methyloxime
9 47.13 11.8  Cyclopropane, 1-(2-bromo-3-methyl-1-pentenylidene)-2,2,3,3-tetramethyl-
10 48.42 0.8 Pentacosane
11 48.64 0.9  Hexadecanoic acid, 2-hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethyl ester
12 4939 17 Benzeneethanamine, N-[(pentafluorophenyl)methylene] -.beta.,3,4-tris
' ' [(trimethylsilyl)oxy]-
13 51.11 3.8 Adenin, 3-(p-florobenzil)-
14 51.36 1.3 Docosanedioic acid, dimethy! ester
15 52.50 2.1 Docosa-2,6,10,14,18-pentaen-22-al, 2,6,10,15,18-pentamethyl-, all-trans
16 5473 1,9 2,2,4-Trimethyl-3-(3,8,12,16-tetramethyl-heptadeca-3,7,11,15-tetraenyl)-
cyclohexanol
17 58.42 1.0  9-O-Pivaloyl-N-acetylcolchinol
18 56.62 1.2 Ergostanol
19 56.83 1.2 22,23-Dibromostigmasterol acetate
20 5751 339 Pregnane-3,11,20,21-tetrol, cyclic 20,21-[(1,1-
' ' dimethylethyl)boronate],(3.alpha.,5.alpha.,11.beta.,20S)-
Pregnane-3,17,20-triol, cyclic 17,20-
21 5765 3.7 [(1,1-dimethylethyl)boronate], (3.alpha.,5.beta.,20S)-
22 57.74 1.9 Fucosterol
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Sekil 4.11 W. arrhiza (Beyaz LED) kiiltiiriiniin kromatogrami.

Kirmiz1 LED 1sikta yetistirilen kiiltirde 5 biyoaktif madde bagil % olarak
dikkat gekmektedir (>%5). W. arrhiza’nin kirmizi 1s1k ekstresinde en yiiksek % alana
sahip maddeler sirasiyla %30.2 Pregnane-3,11,20,21-tetrol, cyclic 20,21-[(1,1-
dimethylethyl)boronate], (3.alpha.,5.alpha.,11.beta.,20S), %625.4 Cyclododecyne,
%06.9 9-Octadecene, 1,1-dimethoxy-, (Z)-Cyclopropane, %6.6 9,12-Octadecadienoyl

chloride ve %5.8 n-Hexadecanoic acid maddeleridir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15 Kirmiz1 LED Isikta Yetistirilen W. arrhiza’nin Fitokomponentleri

Pik Alikkonma Bagil ] L
No Zamam  Oran BILESEN ISMI
(dak) (%)
1 2334 01 3-Buten-2-one, 4-(2,5,5-trimethyl-3-oxatricyclo [5.1.0.0(2,4)]oct-4-yl)-,
' ' [1.alpha.,2.alpha.,4.alpha.(E),7.alpha.]
2 23.81 0.1  4-Amino-5-methyl-2(1H)-pyrimidinethione
3 24.56 0.1  1,8(2H,5H)-Naphthalenedione, hexahydro-8a-methyl-, cis-
4 24.72 0.2  Pyrazol-5(4H)-one, 1-acetyl-4-allyl-3-methyl-
5 25.96 0.3  Cyclohexyl propylphosphonofluoridate
6 3164 03 2,5,5,8a-Tetramethyl-4-methylene-6,7,8,8a-tetrahydro-4H,5H-chromen-4a-yl
' ' hydroperoxide
7 33.45 0.2  Dichloroacetic acid. undec-2-enyl ester
8 33.63 0.1  Heptadecyl heptafluorobutyrate
9 36.66 5.8 n-Hexadecanoic acid
10 37.44 0.2 Hexadecanoic acid, ethyl ester
11 39.87 0.2 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester
12 40.03 0.3 9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester, (Z,Z,2)-
13 40.30 6.9  9-Octadecene, 1,1-dimethoxy-, (Z)-
14 40.82 6.6  9,12-Octadecadienoyl chloride, (Z,Z2)-
15 41.01 254  Cyclododecyne
16 41.43 0.6  9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-
17 41.59 0.6  9,12,15-Octadecatrienoic acid, (Z,Z,2)-
18 42.50 0.2  Bacteriochlorophyll-c-stearyl
19 47.13 1.7  Cyclopropane, 1-(2-bromo-3-methyl-1-pentenylidene)-2,2,3,3-tetramethyl-
20 48.42 0.4  Pentacosane
21 48.64 1.3 Hexadecanoic acid, 2-hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethyl ester
22 49.28 0.4  Phthalic acid, di(6-methylhept-2-yl) ester
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Cizelge 4.15 Kirmizi LED Isikta Yetistirilen W. arrhiza’nin Fitokomponentleri

(devami)
Pik Allkkonma Bagil ) L
No Zamanm  Oran BILESEN ISMI

(dak) (%)
23 49.42 0.3  Cyclohexyl methylphosphonothionofluoridate
24 49.89 0.2 Hexacosane
25 51.10 3.6 Heptacosane
26 51.17 1.1 Linolenic acid, 2-hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethyl ester (Z,Z,Z)-
27 51.37 1.2 Docosanedioic acid, dimethyl ester
28 52.51 1.2 Docosa-2,6,10,14,18-pentaen-22-al, 2,6,10,15,18-pentamethyl-, all-trans
29 53.08 0.5 Nonacosane
30 54.74 2.1 3-O-Acetyl-6-methoxy-cycloartenol
31 55.35 0.8  dl-.alpha.-Tocopherol
32 61.45 1.4 Trihexadecyl borate
33 56.84 1.2 22,23-Dibromostigmasterol acetate
34 5753 29.6 Pregnane-3,11,20,21-tetrol, cyclic 20,21-[(1,1-

' ' dimethylethyl)boronate],(3.alpha.,5.alpha.,11.beta.,20S)-

35 57.66 3.0  (-)-(2S,8Ar)-(camphorsulfonyl)oxaziridine
36 59.15 0.6  Cholest-5-en-3-ol (3.beta.)-, 3-phenyl-2-propenoate
37 60.97 1.4  2,3-5,6-Bis(1,5-octanediyl)-2,5-dibora-1,4-dioxane

X1,000,000) Max bntensty : 5,114,989
Ve 0873 Scank 11,375 TSR AT0.00]

so 160 150 200 250 300 3o 400 450 0.0 550 60.0

x1,000,000) Max htensty : 5,114,989
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50 160 180 200 250 300 380 400 430 6.0 50 60,0

Sekil 4.12 W. arrhiza (Kirmiz1 LED) Kiiltiiriiniin Kromatogrami

Mor LED 1sik kiiltiiriinde 4 biyoaktif madde bagil % olarak dikkat ¢cekmektedir
(>%5). W. arrhiza’nin mor 1s1k ekstresinde en yiiksek % alana sahip fitokimyasallar
sirastyla %031.2 Cyclododecyne, %27.5 Pregnane-3,11,20,21-tetrol, cyclic 20,21-
[(1,1-dimethylethyl)boronate], (3.alpha.,5.alpha.,11.beta.,20S), %7.8 n-Hexadecanoic

acid ve %6 oraninda 5-Nonadecen-1-ol’diir (Cizelge 4.16).
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Cizelge 4.16 Mor LED Isikta Yetistirilen W. arrhiza’nin Fitokomponentleri

Pik Ahkonma Bagil . L
No Zamani Oran BILESEN ISMI
(DK) (%)
1 24.72 0.1  Pyrazol-5(4H)-one, 1-acetyl-4-allyl-3-methyl-
2,5,5,8a-Tetramethyl-4-methylene-6,7,8,8a-tetrahydro-4H,5H-chromen-4a-yl
2 31.64 0.2 :
hydroperoxide
3 36.71 7.8 n-Hexadecanoic acid
4 37.43 0.1 Hexadecanoic acid, ethyl ester
5 39.87 0.2  9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester
6 40.03 0.5  9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester, (Z,Z,Z)-
7 40.30 2.9  9-Octadecene, 1,1-dimethoxy-, (Z)-
8 40.90 6.0  5-Nonadecen-1-ol
9 41.09 31.2 Cyclododecyne
10 41.45 1.0  9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-
11 41.60 0.7  9,12,15-Octadecatrienoic acid, (Z,Z,2)-
12 47.13 0.9  Cyclopropane, 1-(2-bromo-3-methyl-1-pentenylidene)-2,2,3,3-tetramethyl-
13 48.42 0.4  Pentacosane
14 48.64 0.5  Hexadecanoic acid, 2-hydroxy-1-(hydroxymethyl) ethyl ester
15 49.28 0.2  Phthalic acid, di(6-methylhept-2-yl) ester
16 49.88 0.3  Hexacosane
17 51.10 3.4  Heptacosane
18 51.17 0.8  Cyclododecyne
19 51.37 0.3  Docosanedioic acid, dimethyl ester
20 52.15 0.2  Octacosane
21 52.51 1.2 Docosa-2,6,10,14,18-pentaen-22-al, 2,6,10,15,18-pentamethyl-, all-trans
22 53.08 1.0  Nonacosane
23 54.74 2.7  3-O-Acetyl-6-methoxy-cycloartenol
24 55.36 0.6  dl-.alpha.-Tocopherol
25 63.72 0.6  Hexatriacontyl pentafluoropropionate
26 56.62 0.4  Epiergostanol
27 56.84 0.9  22,23-Dibromostigmasterol acetate
Pregnane-3,11,20,21-tetrol, cyclic 20,21-[(1,1-
28 57.55 275 h
dimethylethyl)boronate],(3.alpha.,5.alpha.,11.beta.,20S)-
29 57.67 3.9  (-)-(2S,8Ar)-(camphorsulfonyl)oxaziridine
30 58.75 0.4  25-Nor-9,19-cyclolanostan-24-one, 3-acetoxy-24-phenyl-
31 59.15 0.6  Cholest-5-en-3-ol (3.beta.)-, 3-phenyl-2-propenoate
3 5935 06 Pregnane-3,11,17,20-tetrol, cyclic 17,20-[(1,1-dimethylethyl)boronate],
' ' (3.alpha.,5.beta.,11.beta.,20R)-
33 60.01 0.3 Fumaric acid, di(tetradec-3-enyl) ester
34 60.97 1.2 2,3-5,6-Bis(1,5-octanediyl)-2,5-dibora-1,4-dioxane
35 61.45 1.3 Trihexadecyl borate
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Sekil 4.13 W. arrhiza (Mor LED) Kiiltiiriiniin Kromatogrami
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Mavi LED 1sikta yetistirilen kiiltiirde 4 biyoaktif madde bagil % (=%5) olarak
dikkat ¢cekmektedir. W. arrhiza’nin mavi 151k ekstresinde en yiiksek % alana sahip
maddeler sirasiyla %27.8 Cyclododecyne, %16.4 5-Nonadecen-1-ol, %015.3
Pregnane-3,11,20,21-tetrol,cyclic20,21-[(1,1-dimethylethyl) boronate], (3.alpha., 5.
alpha ., 11.beta,20S) ve %8.9 n-Hexadecanoic acid maddeleridir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17 Mavi LED Isikta Yetistirilen W. arrhiza’nin Fitokomponentleri

Alkkonma Bagil
Zamam  Oran BILESEN iSMi
(DK) (%)
1 23.81 0.2  4-Amino-5-methyl-2(1H)-pyrimidinethione
2 24.72 0.1  Pyrazol-5(4H)-one. 1-acetyl-4-allyl-3-methyI-
3 35.73 0.2  Hexadecanoic acid, 15-methyl-, methyl ester
4 36.71 8.9  n-Hexadecanoic acid
5 37.44 0.5 Hexadecanoic acid, ethyl ester
6 39.87 0.9 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester
7 40.03 11 9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester, (Z,Z,2)-
8 40.30 4.4  9-Octadecene, 1,1-dimethoxy-, (2)
9 40.91 16.4  5-Nonadecen-1-ol
10 41.09 27.8  Cyclododecyne
11 41.44 2.1 9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-
12 41.60 1.6  9,12,15-Octadecatrienoic acid, (Z,Z,2)-
13 42.50 0.2 Acetic acid, chloro-, hexadecyl ester
14 43.55 0.1 2-Nonadecanone, O-methyloxime
15 47.13 1.5  Cyclopropane, 1-(2-bromo-3-methyl-1-pentenylidene)-2,2,3,3-tetramethyl-
16 48.42 0.3 Pentacosane
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

Pik
No

48.64 0.3  Hexadecanoic acid, 2-hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethy!| ester

49.28 0.4  Phthalic acid, di(6-methylhept-2-yl) ester

49.41 0.2 Cyclohexyl methylphosphonothionofluoridate

49.88 0.2  Hexacosane

50.62 0.1  3-n-Butylthiophene-1,1-dioxide

51.09 2.8 Heptacosane

51.17 0.4  Cyclododecyne

51.36 0.3 Docosanedioic acid, dimethyl ester

52.15 0.1  Octacosane

52.51 2.1  Docosa-2,6,10,14,18-pentaen-22-al, 2,6,10,15,18-pentamethyl-, all-trans

53,08 0,8  Nonacosane

28 5475 21 2,2,4-Trimethyl-3-(3,8,12,16-tetramethyl-heptadeca-3,7,11,15-tetraenyl)-
cyclohexanol

29 55.35 0.6  dl-.alpha.-Tocopherol

30 63.72 0.5  Hexatriacontyl pentafluoropropionate

31 56.63 0.4  Tritriacontane

32 56.84 0.9 22,23-Dibromostigmasterol acetate

33 63.25 0.2  Z,Z-6,27-Hexatriactontadien-2-one

34 5753 15.3 Pregnane-3,11,20,21-tetrol, cyclic 20,21-[(1,1-

' ' dimethylethyl)boronate],(3.alpha.,5.alpha.,11.beta.,20S)

35 57.66 1.7 (-)-(2S,8Ar)-(camphorsulfonyl)oxaziridine

36 57.74 0.7  22,23-CYCLOPROPANE-CHOLESTEROL

37 57.85 0.3  .beta.-Amyrin

38 58.75 0.3 Ergostane-3,5,6,12,25-pentol, 25-acetate, (3.beta.,5.alpha.,6.beta.,12.beta.)

39 59.15 0.3  Cholest-5-en-3-ol (3.beta.)-, 3-phenyl-2-propenoate

40 5935 04 Pregnane-3,11,17,20-tetrol, cyclic 17,20-[(1,1-dimethylethyl)boronate],

' ' (3.alpha.,5.beta.,11.beta.,20R)-

41 60.01 0.2 Stearic acid, 9-hexadecenyl ester, (Z)

42 60.97 0.7  2,3-5,6-Bis(1,5-octanediyl)-2,5-dibora-1,4-dioxane

43 61.46 1.5  Trihexadecyl borate

59



(x1,000,000) Max Intensty : 5,182,080
Ten Tesg)

- —
L AJlL L M
%0 400 450 50.0 550
-
h[ 1 Scan® 1228 nten 1

—

50 160 130 200 250 300 60.0

x1,000,000) ax intensty : S.182,080
iC (1.00 Tme 10136 7,101 Oven Temps2.54

o] wu U
05]
’
50 400 450 50.0 50

160 150 20,0 250 300 30 60.0

Sekil 4.14 W. arrhiza (Mavi LED) Kiiltiiriiniin Kromatogrami

Incelenen 4 farkli LED 151k numune ekstrelerindeki ortak maddeler % alan
degerlerine gore (>%1) sirasiyla Pregnane-3,11,20,21-tetrol, cyclic 20,21- [(1,1 -
dimethylethyl) boronate], (3.alpha., 5.alpha., 1l.beta., 20S) (Campesterol),
Cyclododecyne, n-Hexadecanoic acid, Cyclopropane, 1-(2-bromo-3-methyl-1-
pentenylidene)-2,2,3,3-tetramethyl, 9-Octadecene, 1,1-dimethoxy-, (Z), Docosa-
2,6,10,14,18-pentaen-22-al, 2,6,10,15,18-pentamethyl-, all-trans, 9,12-
Octadecadienoic acid (Z,Z)’dir.

Ayrica “Heptacosane” maddesi kirmizi, mor ve mavi LED 1sik altinda sirasiyla
%3.6, %3.4, %2.8 seviyelerinde, “Trihexadecyl borate” maddesi kirmizi, mor ve mavi
LED 1sik altinda sirasiyla %1.4, %1.3, %1.5 seviyelerinde ve “(2S,8Ar)-
(camphorsulfonyl)oxaziridine” maddesi kirmizi, mor ve mavi LED 1gik altinda
sirastyla %3, %3.9, %1.7 seviyelerinde tespit edilmis iken, beyaz LED 1sik
sonuc¢larinda bu maddelere rastlanmamustir. Yine Pregnane-3,11,17,20-tetrol, cyclic
17,20-[(1,1-dimethylethyl)boronate], (3.alpha.,5.beta., 11.beta.,20R) (campesterol)

maddesine kirmizi LED 151k numunelerinde rastlanmamistir (Cizelge 4.18).

“9,12-Octadecadienoyl chloride, (Z,Z)” maddesi sadece beyaz ve kirmizi LED
numunelerinde, “Ergostanol (Epiergostanol)” maddesi ise sadece beyaz ve mor LED
numunelerinde kaydedilmistir. Bununla beraber, “5-Nonadecen-1-ol” bileseni beyaz
ve kirmizi LED numunelerinde, “3-O-Acetyl-6-methoxy-cycloartenol” bileseni beyaz
ve mavi LED numunelerinde, “2,2,4-Trimethyl-3-(3,8,12,16-tetramethyl-heptadeca-
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3,7,11,15-tetraenyl)-cyclohexanol (solanesol)” bileseni ise kirmizi ve mor LED

numunelerinde tespit edilememistir (Cizelge 4.18).

Sadece beyaz LED 1sik kiiltiirinde Fucosterol %1.9, Ergostanol
(Epiergostanol) %1.2, 9-O-Pivaloyl-N-acetylcolchinol%1, Eicosyl trifluoroacetate
%0.8, Octadecamethylcyclononasiloxane (Benzeneethanamine, N-
[(pentafluorophenyl) methylene]-.beta.,3,4-tris[(trimethylsilyl)oxy]) %1.7 ve Adenin,
3-(p-florobenzil) %3.8 seviyelerinde kaydedilirken; sadece kirmizi LED 1s1k
kiiltiirtinde Bacteriochlorophyll-c-stearyl %0.2, sadece mavi LED 1s1k kiiltiiriinde ise
oraninda beta.-Amyrin %0.3, oraninda 3-n-Butylthiophene-1,1-dioxide %0.1 ve %0.4

oraninda da Tritriacontane maddelerinin bulundugu goriilmistiir.

Cizelge 4.18’de tim LED 1sik tiplerinde W. arrhiza fitokomponentlerinin

karsilastirmasi yapilmaistir.

Cizelge 4.18 Farkli1 LED’lerde W. arrhiza Fitokomponent Igeriginin Karsilastirmas:

Beyaz Kirnmizi Mor  Mavi

Biyoaktif Maddeler (%) (%) (%) (%)

Campesterol  [Pregnane-3,11,20,21-tetrol,
1  cyclic 20,21-[(1,1-dimethylethyl)boronate],  37.6 30.1 28.1 16
(3.alpha.,5.alpha.,11.beta.,20S)]

2  Cyclododecyne 19.7 25.4 31.2 28.2
3 n-Hexadecanoic acid 2.7 5.8 7.8 8.9
4 9,12-Octadecadienoyl chloride, (Z,2)- 3.7 6.6 0 0
5  5-Nonadecen-1-ol 0 0 6 16.4
6 Heptacosane 0 3.6 3.4 2.8
Cyclopropane, 1-(2-bromo-3-methyl-1-
! pgntenr;ligene)-2,2,3,35—tetramethyl- g 118 L7 0.9 15
8 (I;’?n)q/';c;rl]ox;)somer (9-Octadecene, 1,1 37 6.9 29 44
Solanesol  [(2,2,4-Trimethyl-3-(3,8,12,16-
9  tetramethyl-heptadeca-3,7,11,15-tetraenyl)- 19 0 2.7 2.1
cyclohexanol)]
10 Stigmastanol-(23(2)-Ethylcholestanol) 0 3 3.9 1.7
11  Adenin, 3-(p-florobenzil)- 3.8 0 0 0
12 Fucosterol 1.9 0 0 0
13  Ergostanol (Epiergostanol) 1.2 0 0.4 0
14 Octadecamethyl cyclononasiloxane 17 0 0 0
15 9-O-Pivaloyl-N-acetylcolchinol 1 0 0 0
16  Biyoaktif Madde Cesidi 22 37 35 43
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Biitiin numunelerde en yliksek ylizde pik alanin1 gosteren ve dikkat ¢ekici olan
maddeler “Pregnane-3,11,20,21-tetrol, cyclic 20,21-[(1,1-dimethylethyl)boronate],
(3.alpha.,5.alpha.,11.beta.,20S)-" ve “Cyclododecyne” dir.

Fitosteroller bitki sterolleridir. Diyette en bol bulunan fitosteroller
betasitosterol, kampesterol ve stigmasteroldiir. Bunlar yapisal olarak kolesterolle
iliskilidir, ancak insanlar tarafindan yapilmaz. insanlarda fitosterollerin tek kaynagi
diyettir ve diyetteki fitosterollerin emilimi siirhidir. Diyetteki kolesteroliin yaklagik
%50’si emilirken, diyetteki kampesterolin %20’sinden azi ve diyetteki beta-

sitosteroliin %7’sinden az1 emilir (Bradford ve Awad, 2005).

Fitosteroller, kolesterol seviyelerini diisiirme 6zelligine sahiptir. Bu bitkisel
steroller, dogada yaglh meyvelerde, kuruyemislerde ve yaglarda bulunur. Kimyasal
yapilar1 kolesterole benzerdir. insan viicudunda fitosteroller ve kolesterol, bagirsakta
ayni emilim mekanizmasini kullanmak i¢in rekabet eder. Bu nedenle, diyetle alinan

fitosterol miktari arttiginda kolesterol emilimi azalir (Berge ve ark., 2002).

Kotowska ve ark. (2018) floresan 11k altinda yetistirmis oldugu W. arrhiza’nin
etanolik ekstresinde kampesterol (%2,6), stigmasterol (%5,4), B-sitosterol (%24.8)
tespit etmistir. Ayni ¢alismada metanolik ekstrede ise %0.3 kampesterol, %0.6
stigmasterol ve %3.2 B-sitosterol tespit edilmistir. Mevcut ¢alismamizda farkli LED
1isiklarda yetistirilen W. arrhiza’nin kampesterol igerigi beyaz %37.6, kirmizi %30.1,
mor %28.1, mavi %16; stigmasterol igerigi beyaz %1.2, kirmizi %1.2, mor %0.9, mavi
%0.9; B-sitosterol igerigi beyaz %37.6, kirmiz1 %30.1, mor %28.1, mavi %16 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.18).

Pregnan tiirevleri, hormona bagl farkl: hastaliklarin tedavisi i¢in ajanlar olarak
incelenir. Bu steroidlerin biyolojik 6nemi, kansere karsi potansiyel kullanimlarina
dayanmaktadir (Silva-Ortiz ve ark., 2016). Bazi steroidler tibbi amaglar igin
kullanilirken, digerleri anabolik steroidler olarak adlandirilan kas gelisimini tesvik
etmek i¢in kullanilir (Giorgi ve ark., 1999; Sevin ve ark., 2005). Mevcut ¢calismamizda
W. arrhiza’nin GC-MS analizinde pregnan igerigi %16 ila %37.16 araliginda tespit
edilmistir. En yiiksek pregnan beyaz LED 1sikta yetistirilen 6rneklerde tespit edilirken,
siralama Beyaz > Kirmizi1 > Mor > Mavi seklinde olmustur. WON11 kiitiiphanesinde
“Stigmast-5-en-3B-ol  (B-sitosterol)” olarak adlandirilan bu bilesen NIST11
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kiitiiphanesindeki “Pregnane-3,11,20,21-tetrol, cyclic 20,21-[(1,1-
dimethylethyl)boronate], (3.alpha.,5.alpha.,11.beta.,20S)-"nin karsiligi olup bir
fitosteroldiir. Fitosteroller bitkilerde bulunan steroidlerdir. Bitki hiicre zarlar tipik
olarak, B-sitosterol ile stigmasterol en bol ve yaygin olan sterollerin karmasik bir

karisimini igerir (Kuksis ve ark., 1976).

Sitosterol ve kampesterol dahil olmak tizere bitki kokenli steroller
(fitosteroller), yapisal olarak kolesterole benzer, ancak ince bagirsaktan yaklasik 10
kat daha diisiik net emilim ve kolesterolden belirgin sekilde daha diisiik dolasim
konsantrasyonlar1 (Sekil 4.15°de goriildiigii gibi) sergilerler (Salen ve ark., 1970;
Heinemann ve ark., 1993).

intestinal enterosit lenf,
liimen (bagirsak hiicresi) kan

* colesterol #
NPC] L1
Fitosteroller

=

Sekil 4.15 Fitosterollerin Barsak Liimeninde LDL Kolesterol
ile Emilim Rekabeti (Anonim, 2024)

W. arrhiza’da tespit edilen p-sitosterol (Stigmast-5-en-3-ol), insan
viicudundaki kolesterol emilimini engelleyebilir ve bdylece plazmadaki kolesterol
seviyelerini azaltabilir. B-Sitosteroliin ayrica kanser hiicrelerinin aktivitesini azalttigi,
prostat bezi sagligin1 destekledigi ve insan viicudundaki bagisikligr giiclendirdigi de
bilinmektedir (Ye ve ark., 2010).

B-sitosterol (Stigmast-5-en-3-o0l) kanserojen kaynakli kolon kanserini azaltir.
Anti-enflamatuar, antipiretik, antiartritik, antiiilser, insiilin salgilatic1 etkiler gosterir.
[-sitosterol esas olarak kolesterol diisiirticii 6zelligi ile bilinir ve kullanilir. Caligsmalar,
fitokimyasalin baska saglik yararlar1 olabilecegini de gostermistir; iyi huylu prostat

bliylimesinin semptomlarini hafifletmek, kanser riskini azaltmak ve antioksidan
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aktivitesi sayesinde oksidatif hasar1 onlemek (Patra ve ark., 2010). Bu fitosterol,
insiilin benzeri bir etki gosterir, yani mevcut kolesterol diisiiriicii etkinliginden ayr1
olarak glikoz tasinmasini uyarmaktadir. Bu nedenle, bir antidiyabetik ajan olarak
faydali bir rol oynayabilir (Sujatha ve ark., 2010). B-sitosterol kalp hastaliklar1 ve
yiiksek kolestrol tedavisinde kullanilir. Bagisiklik sistemini giliglendirmek, soguk
alginlhig1 ve grip, kolon kanseri, rahim agz1 kanseri, HIV/AIDS, romatizma gibi
hastaliklarin artrit, tiiberkiiloz, alerji, sedef hastaliginin yani1 sira safra taslar1 igin,
fibromiyalji, migren, bas agrisi, sistemik lupus eritematozus (SLE), astim, bronsit, sa¢
dokiilmesi ve kronik yorgunluk sendromu oOnlenmesinde de kullanildigi rapor

edilmistir (Sharma ve ark., 2016).

Cizelge 4.18’de goriildiigii {lizere sitosterol veya stigmasterol diger bitki
sterolleridir (calismamizda stigmastanol-sitostanol olarak %05.31 kaydedilmistir).
Calismalarda bu maddenin kolesterol emilimini bloke ederek kandaki kolesterol
seviyelerini azalttig1 ve dolayisiyla antiaterojenik oldugundan bahsedilmektedir (Lees
ve ark.,, 1977; Jones ve ark., 1999;). Ayrica, bitki sterolleri memeli bagigiklik
sisteminin diizgiin ¢alismasi i¢in (Bouic ve ark., 1996) ve kanser Onleyici veya anti-
timor ajanlari olarak 6nemli olabilir ve 6zellikle sitosteroliin anti-enflamatuvar ve
antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (Ovesnaa ve ark., 2004;
Bradford ve Awad, 2005). Bunlar ve diger bitki sterolleri, genellikle baslica diyet

sterolleri olduklarindan, memeli dokularinda da bulunur (Nes ve McKean, 1977).

Kampesterol, sitosterol ve stigmasterol c¢ok ¢esitli bitkilerin ana
bilesenleridir ve genellikle bir arada bulunurlar. Stigmasterol, stigmast-5-en-3-ol, (3p)
ve ergost-5-en-3-ol, (3B) gibi Ganoderma boninense ile enfekte olmus palmiye yagi
kok numune orneklerinde steroidal bilesiklerin en yliksek konsantrasyonu, bitki
biiyiime diizenleyicileri olarak islev gormenin (Faure ve ark., 2009) ve sicaklik
degisiklikleri i¢in bitki zarlarinin akiskanligini kontrol etmenin (Piironen ve ark.,
2000) disinda bitki savunma metabolitleri olarak hareket etme ile ilgilidir. Bitki
hiicresi, patojen saldirist sirasinda bitki savunma tepkisini tetikler ve sterol
biyosentezinde yer alan genlerin ekspresyonunun artmasina yol agan sinyal olaylarini
baslatarak stigmasterol indiiksiyonuna yol acar. Stigmasterol, stigmast-5-en-3-ol, (3
) ve ergost-5-en-3-ol, (3p) gibi 3 bilesigin bitkide goriilmesi, patojen enfeksiyon

sonrast olusan stresi ortadan kaldirmak icin sentezlenen steroidal bilesikler oldugu
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bulunmustur (Wang ve ark., 2012). Bu biyokimyasal bilesenlerin yiiksek degerlerde
cikmasini, kendi ¢alismamizda uyguladigimiz abiyotik stres faktoriine (LED 151k)
baglayabiliriz.

Kotowska ve ark. (2013) W. arrhiza {izerinde yaptig1 arastirmalarda, sitosterol
iceriginin tiire gore belirlendigi bildirmistir. Caligmada ana bilesenler sitosterol (%53),
kampesterol (%18) ve stigmasterol (%]15) ve ardindan D5-avenasterol (%11) olarak
belirlenmistir. Su mercimegi fitosterol igerigi yiiksek bitkilerden biri gibi

goriinmektedir (Kotowska ve ark., 2013).

W. microscopica antioksidan olarak karotenoidler ve tokoferoller igermektedir
(Sree  ve ark., 2016b). W. globosa’nin anti-enflamatuvar ve antioksidan
aktiviteleri fitosterollerin, karotenoidlerin ve tokoferollerin varliginin bir sonucudur.
Appenroth ve ark. (2018a) W. arrhiza ve W. globosa’nin farkli klonlar1 iizerinde
yaptiklar1 ¢alismada, fitosterol iceriginin yalnizca tiire degil, klonlarin kdkenine de

bagli oldugunu ifade etmislerdir.

Bitkisel gida bazli diyetlerin postmenopozal kadinlarda serum fitosterol
diizeylerini artirip artirmayacagmin degerlendirildigi bir ¢calismada, 11 ila 16 hafta
boyunca, kalori degisikligi olmaksizin, kabuklu yemisler, tohumlar ve soyadan zengin
diyetler tiikketen deneklerin serum beta-sitosteroliinde %20’ye kadar artiglar
sergilenmis; bu diyet kaynaklarindan elde edilen fitosterollerin biyoyararlanimini

dogrulamustir (Muti ve ark., 2003).

WONI1 kiitiiphanesinde “9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester, (Z,Z,2)-
(CAS) methyl linolenate” olarak adlandirilan bilesen NIST11 kiitliphanesindeki
“Cyclododecyne” olup sikloalkin sinifina aittir. Calismamizda bu bilesik en yiiksek
beyaz LED 151k 6rneginde %31.2, en diisiik beyaz LED 151k 6rneginde %19.7 oraninda
kaydedilmistir (Cizelge 4.14). Bu grubun bilesikleri, diisik molekiiler agirlikli
hidrofilik maddelerin bakteri hiicrelerine tasinmasini bloke ederek bakterileri 6ldiiriir
(Lloyd ve ark., 1988). Analjezik, anestezik, alerjenik, antibakteriyel, antiepileptik,
antienflamatuvar, antioksidan, antipiretik (ates diistiriicii), antisalmonella, antiseptik,
antistafilokok gibi yetenekleri de dikkat gekicidir (Kalaivani ve ark., 2012).
Hipokolesterolemik kanser oOnleyici, hepatoprotektif, nematisit, bdcek ilaci,

antihistaminik antiegzemik, antiakne, 5-Alfa rediiktaz inhibit6rii, antiandrojenik,
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antiartritik, antikoroner, bocek 6ldiiriicti 6zelliklerini de eklemek mimkiindir (Hema

ve ark., 2011).

WONI11 kiitiiphanesinde “9-Octadecene, 1,1-dimethoxy-, (Z)-” olarak
adlandirilan bilesen NIST11 kiitiiphanesindeki “Phytol Isomer” olup aldehit sinifina
aittir. Bu biyoaktif bilesikler, anti-kanser, anti-inflamatuvar, anti-mikrobiyal, anti-
diyabetik vb. gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir (Sasidharan ve ark., 2011; Ajila
ve ark., 2010; Mahendran ve ark., 2012; Nakashima ve ark., 2014; Alencar ve ark.,
2018). Fitol, sentetik E ve K vitamini formlarmin {iretiminde onciil olarak
kullanilabilen bir asiklik diterpen alkoldiir. Fitol ile yapilan bir¢ok c¢alisma, bu
molekiiliin antimikrobiyal, sitotoksik, antitimor, antimutajenik, antiaterojenik,
antidiyabetik, lipid diisiiriici, antispazmodik, antiepileptik, antinosiseptif, antioksidan,
antienflamatuar,  anksiyolitik, antidepresan, immiinoadjuvan, antiditiretik,
antiinflamatuvar ve antikarsinojenik 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir (Alencar
ve ark., 2018; Muniandy ve ark., 2018). Gida katki maddesi olarak ve tibbi alanlarda
yaygin olarak kullanilan fitoliin, in vitro ve fareler iizerinde yapilan in Vvivo
calismalarda, parazitlere kars1 (antistozomal) etkili oldugu bildirilmistir (De Moraes
ve ark., 2014).

Hexadecanoic acid (yag asidi metil esteri) hayvan, bitki ve
mikroorganizmalardaki en yaygin doymus yag asididir. Calismamizda bu bilesik en
yiiksek mavi LED 151k 6rneginde %8.9, en diisiikk beyaz LED 151k 6rneginde %2.7
oraninda kaydedilmistir (Cizelge 4.17). Antienflamatuar, antioksidan, iirik asit
tiretimini engeller, idrar asitlestirici, sabun hammaddesi, kozmetik, antifibrinolitik,
hemolitik, yaglayici, nematisit ve antidepresan gibi Ozellikleri tanimlanmistir
(Rahman ve ark., 2014). Ayrica antifungal, antioksidan, hipokolesterolemik, nematisit,
anti-androjenik, hemolitik, 5-Alfa rediiktaz inhibitorii, gii¢lii antimikrobiyal ajan,
antimalaryal ve antifungaldir (Zito ve ark., 2010; Hema ve ark., 2011). n-
Hexadekanoik asit veya diger adiyla palmitik asit, hayvan, bitki ve
mikroorganizmalarda  bulunan  bir grup doymus uzun zincirli yag
asididir. Organizmalar i¢in metabolize edilir ve hidrolize ugrayabilen ester baglar
olan alifatik polyesterlere aittir (Dawes, 1988). Asitlestirici, arasidonik asit inhibitori,
aromatik amino asit dekarboksilaz aktivitesini arttirir, lirik asit tiretimini inhibe eder,

idrar asitlestirici, anafilaktik, arilamin N asetiltransferaz inhibitorii, norepinefrin
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iretimini azaltir, niikleer ve sitozol androjen geri alimini diisiirticii sekilde diizenler,
timor nekroz faktorii, Myo-noro-stimiilatoriin (Sinir-kas elektriksel uyari) tiretimini

engelleyici 6zelliklerinden bahsedilmistir (Hassan Mohammad ve ark., 2021).

Palmitik asit, sabun iirectiminde, su ge¢irmez kaplamalarda, gida katki
maddelerinde ve diger bilesiklerde uygulama alani bulur. Cevre dostu 6zellikleri onu
biyoplastiklerde kullanima olduk¢a uygun hale getirmektedir (Setyorini ve
Dianursanti, 2021).

9,12-Octadecadienoic acid (yag asidi metil esteri) yaygin olarak stearik asit
olarak adlandirilan oktadekanoik asit, hayvansal ve bitkisel yaglardan elde edilen
doymus yag asitlerinin bir smifidir. Oligosakkarit saglayici, hepatoprotektif,
antihistaminik, hipokolesterolemik, antiekzemik, antioksidan ve antikanser 6zellikleri

ile 6ne ¢ikmaktadir (Yu ve ark., 2005a; Akpuaka ve ark., 2013; Hassan ve ark., 2021)

Heptacosane (eicosane) maddesi en yliksek kirmizi LED 151k drneginde %3.6,
beyaz LED 1s1k 6rneginde ise hi¢ olusmamistir. Heptacosane maddesinin antifungal,
antitimor aktivite, antibakteriyel ve sitotoksik etkileri tanimlanmistir (Chuah ve ark.,
2018; Kumar ve ark., 2011). Yaglanma Kkarsiti, antioksidan (Bhagat ve
Bakthavatsalam, 2012; Vinjamuri ve Achar, 2017), ¢ok giiglii antienflamatuvar,

analjezik ve antipiretik etkilerini ortaya koyan ¢alismalar vardir (Okechukwu, 2020).

5-Nonadecen-1-ol beyaz LED ve kirmizi LED 1sik kiiltiirlerinde hig
olugsmazken, mor LED 1sikta %6, mavi LED 1sikta ise %16.4 seviyelerindedir (Cizelge
4.18). 5-Nonadecen-1-ol yiiksek seviyelerde antioksidan, timér baskilayict ve
yaslanma karsit1 maddelere sahiptir (Yang ve ark., 2022). Oligosakkarit saglayici,
antienflamatuar, antimikrobiyal (Hassan ve ark., 2021), yiizey aktif maddesi
(siirfaktan), yaglayici yaglari, farmasoétik iiriinler yapmak i¢in kullanilir (Sharma ve
ark., 2016. Ak ve ark. (2016), bir mikroalg olan Spirulina platensis’i besin degeri
yuksek ekmek yapma amaciyla, ekmek hamuruna katarak yaptigi bir ¢alismada, 5-
Nonadecen-1-ol’iin bilesimdeki en yiiksek bilesen oldugu (%49.2) goériilmektedir. S.
platensis yiiksek protein (%60-70) orani, linoleik asit, Bi2, C ve E vitamince zengin,
Ca ve Fe kaynagi olarak ¢ok degerli bir alternatif besin kaynagi olarak dteden beri

bilinmektedir (Vonshak, 1997; Richmond, 2004; Morsy ve ark., 2014; Francezon ve
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ark., 2021). Mevcut calismamiza gore, ilag etken maddesi tiretimi agisindan bu degerli

bileseni elde etmek i¢in dogru yetistirme ortami hi¢ siiphesiz mor LED aydinlatmadir.

Calismamizda dl-.alpha.-Tocopherol sadece kirmizi (%0.8) ve mavi (%0.6)
LED 1sik altina ortaya ¢ikmustir. (Cizelge 4.15 ve Cizelge 4.17). Bir¢ok g¢alisma, E
vitamininin kronik hastalik riskinin azalmasiyla iliskili oldugunu bildirmistir. “E
vitamini”nin en iyi bilinen islevi, lipid peroksidasyonunun dongiisel yayilmasini
Onleyen zincir kiric1 bir antioksidan olmasidir (Mustacich ve ark., 2007). Diger
acilardan saglikli kadinlarda 10 yillik bir 6nleme niteliginde olan kadin saglig
calismasi, 600 IU E vitamininin kardiyovaskiiler mortaliteyi %24 oraninda ve 65 yas
st kadinlarda %49 oraninda azalttigi bildirilmistir (Lee ve ark., 2005). E ve C
vitaminleri ile antioksidan tedavi, hiperkolesterolemik hastalarda (Salonen ve ark.,
2003) ve kalp transplantasyonunda koroner ve karotid arterlerin intimal kalinligindaki

aterosklerotik ilerlemeyi yavaslatmistir.

Solanesol (2,2,4-Trimethyl-3-(3,8,12,16-tetramethyl-heptadeca-3,7,11,15-
tetraenyl)-cyclohexanol) bir terpen alkol olup, bitkilerde hem serbest hem de
esterlesmis formda bulunur ve birikimi genetik ve cevresel faktorlerden etkilenir.
Solanesol, ila¢ endiistrisinde koenzim Q10 ve K2 vitamini gibi ubikinon ilaglarinin
sentezi i¢in bir ara madde olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Solanesol
antibakteriyel, antifungal, antiviral, antikanser, anti-enflamatuvar ve anti-iilser
aktivitelere sahiptir ve solanesol tiirevleri ayrica diger biyoaktivitelere ek olarak
antioksidan ve antitimor aktivitelere de sahiptir. Solanesol tiirevleri ayrica
kardiyovaskiiler hastalik, osteoporoz, edinilmis bagisiklik yetersizligi sendromu ve
yara iyilesmesinin tedavisinde de kullanilabilir (Yan ve ark., 2015). Solanesol
tiirevlerinin kardiyovaskiiler hastalik, osteoporoz, edinilmis bagisiklik eksikligi
sendromu (AIDS) ve yara iyilesmesinin tedavisinde de kullanildigi bildirilmistir
(Srivastava ve ark., 2009; Hu ve Wang, 2011; Wang ve ark., 2013a; Wang ve ark.,
2013b). Saf solanesol oda sicakliginda mumsu beyaz bir katidir, polar olmayan veya
zay1f polardir, optik olarak aktif degildir, suda ¢dziinmez, metanol ve etanolde az

¢ozilinilir ve hekzan, kloroform ve asetonda kolayca ¢oziiniir (Liu ve ark., 2010).
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Sonug¢ olarak; kiitle spektrum sonuglarindan, farkli LED 1siklarda yetistirilen
ve SK-CO- ekstraksiyonu yontemiyle elde edilen Wolffia 6ziitlerinin 6nemli sekonder
metabolitler i¢erdigi ortaya ¢ikarilmistir. Wolffia bitkisinin ¢ok onemli farmakolojik
aktivitelere sahip biyoaktif bir bilesik olan B-sitosterol ve fitolii yiliksek oranlarda
icerdigi, bunun yani sira farkli biyoaktif bilesiklere de sahip oldugu tespit edilmistir.
Bu biyoaktif bilesikler hem farmakolojide kullanilabilme potansiyeline sahiptir hem
de saglikli gida olarak insan bagisikligini artirabilecek niteliktedir. Fitokimyasallar ve
yag asitleri, farmakolojide (antibakteriyel, antifungal, antioksidan, antikanserojen vb.
ajanlar olarak) kullanmak igin gerekli olan en onemli kaynaklardir. Calismamizda
koksiiz su mercimegi Wolffia bitkisinde ¢esitli biyoaktif bilesiklerin mevcudiyeti, bu
bitkinin geleneksel olarak Giiney Dogu Asya’da uzun yillardir tiiketilmesini ve hatta

cesitli rahatsizliklari tedavi etmek i¢in kullanimini hakli ¢ikarmaktadir.

Farkli LED 1giklarda yetistirilen W. arrhiza’nin GC-MS analizinde tespit edilen
en dnemli biyoaktif bilesenlerin yiizde alan degerleri, kimyasal siniflar1 ve yetenekleri

Cizelge 4.19°da ayrintili sekilde gosterilmistir.

Cizelge 4.19 W .arrhiza’nin Biyoaktif Bilesenlerinin Degerlendirme Tablosu

. o . Biyoaktivitesi ve
Bilesen % | Mensei Kullamm Alanlart Referanslar
Antioksidan, antienflamatuar, | (Sujatha ve ark.,
antipiretik, antitilser, 2010; Venkata ve
) antikanserojen, antidiyabetik ark., 2012;
Clionasterol ajan, bagisiklik sistemini Santos ve ark.,
Pregnane-3,11,20,21-tetrol, giiglendirmek, soguk alginligi| 2013; Ghaneian
cyclic 20,21-[(1,1- ve grip), HIV/AIDS, ve ark., 2015;
dimethylethyl)boronate], antiromatizma, tiiberkiiloz, | Sharma ve ark.,
(3.alpha.,5.alpha.,11.beta.,20S)| _|Fitosterol- | alerji, sedef hastaligimin yani | 2016; Berge ve
1 37.6 sira safra taglari igin, ark., 2002; Sevin
Campesterol p-sitosterol|fibromiyalji, migren, sistemik| ve ark., 2005;
Ergost-5-En-3-Ol- lupus eritematozus, astim, | Wang ve ark.,
bronsit, sa¢ dokiilmesi ve [2012; Piironen ve
kronik yorgunluk sendromu. |ark., 2000; Silva-
Kolesterol emilimini azaltir. | Ortiz ve ark.,
Kas gelisimini tegvik edici. 2016;
Bitki savunma metaboliti | Aboobucker ve
uretimi. Suza, 2019)
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Cizelge 4.19 W.arrhiza’nin Biyoaktif Bilesenlerinin Degerlendirme Tablosu (devami)

Doymamis
Yag Asiti

Antibakteriyal, analjezik,
anestezik, alerjenik,
antibakteriyel, antiepileptik,
antienflamatuvar,
antioksidan, antipiretik,
antisalmonella, antiseptik,
antistafilokok, 5-alfa rediiktaz
inhibitori,
hipokolesterolemik,
antikanserojen,
hepatoprotektif, nematisit,
antihistaminik antiegzemik,
antiakne, antiandrojenik,
antiartritik, antikoroner.

1988; Hema ve ark.,

(Lloyd ve ark.,

2011; Kalaivani ve
ark., 2012)

Doymamis
B Alkoller

Antioksidan, timor
baskilayici, oligosakkarit
saglayici, antienflamatuar,
antimikrobiyal, ylizey aktif

maddesi (siirfaktan),

yaglayici yaglari, farmasotik

uriin hammaddesi, koku ve

aroma endiistrisi, farmasotik
uygulamalar

Mohammad ve ark.,

(Sharma ve ark.,
2016; Hassan

2021; Yang ve ark.,
2022)

Doymus
Yag Asiti

Antioksidan, nematicidal,
kolesterol diisiiriict,
antifungal, antienflamatuvar,
antioksidan, iirik asit
iretimini engelleyici aktivite,
idrar asitlestirici, sabun
hammaddesi, kozmetik,
ayirict maddeler, antidepresan
antifibrinolitik, hemolitik,
yaglayici, nematisit ve

(Chandrasekaran ve
ark., 2011; Rahman
ve ark., 2014;
Lalitha ve ark.,
2015)

Terpen
Alkol

Koenzim Q10 ve K2 vitamini
ilag sentezi, antibakteriyel,
antifungal, antiviral,
antikanser, anti-inflamatuar,
antiiilser, kardiyovaskiiler
hastalik, osteoporoz, AIDS,

noroprotektif

(Hu ve Wang, 2011,
Srivastava ve ark.,
2009; Wang ve ark.,
2013a; Wang ve
ark., 2013b; Yan ve
ark., 2015; Yan ve
ark., 2019)

2 Cyclododecyne
3 5-Nonadecen-1-ol
4 n-Hexadecanoic Acid
5 Solanesol
6 Phytol Isomer

GRel  Aldehit

Antimikrobiyal, sitotoksik,
antitiimor, antimutajenik,
antiaterojenik, antidiyabetik,
lipid diistiriici, anksiyolitik,
antispazmodik, antiepileptik,
antinosiseptif, antioksidan,
antienflamatuar, antidepresan

ve immiinoadjuvan.

(Ajila ve ark., 2010;
Alencar ve ark.,
2018; Mahendran ve
ark., 2012;
Nakashima ve ark.,
2014; Sasidharan ve
ark., 2011)
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Cizelge 4.19 W.arrhiza’nin Biyoaktif Bilesenlerinin Degerlendirme Tablosu (devamui)

Cyclopropane

11.8| Sikloalkan

Siklopropan, halkal1 yapisi
nedeniyle yiiksek esneklik
igerir. Buda molekiiliin
kimyasal reaktivitesini arttirir.
Bu 6zellikler nedeniyle, cesitli
kimyasal maddelerde ve
sentezlerde 6nemli bir bilesik
olarak kullanilir.

9,12-Octadecadienoyl
chloride, (Z,2)-

Asidik
kloriir

Yag asitlerinin ve diger
biyomolekiillerin sentezinde
kullanilir.

Stigmastanol-

Ethylcholestanol

<Nl Fitosterol

Bitki biiylime diizenleyicileri,
bitki savunma metaboliti, anti-
aterosklerotik kolesterol
diistiriici, antiaterojenik,
kolesterol akisini artirir, sitokin
salgisini azaltir, kolesteroliin
diyetten emilimini engeller,
karacigerde kolesterol
biyosentezini engeller.

(Kuksis ve ark.,
1976; Lees ve ark.,
1977; Jones ve
ark., 1999; Faure
ve ark., 2009)

10

Octadecatrienoic Acid

Doymamis
Yag Asiti

OMEGA 6, Anti-inflamatuar
ajan, antikanser

(Devi ve Muthu,
2014; Manivannan
ve ark., 2017)

11

Heptacosane

Alkanlar
(parafinler)

Bitkisel balmumlarinda, bocek
balmumlarinda ve bazi
hayvansal yaglarda dogal
olarak bulunur. Laboratuvar ve
endiistriyel boyutta, heptakozan
genellikle petrolden elde edilir.

12

Fucosterol-
Stigmasta-5,24-Dien-3-0l

1.9 Fitosterol

Kolesterol diisiiriicii aktivite,
romatizmal hastalik tedavisi.

(Sujatha ve ark.,
2010)

13

Ergostanol (Epiergostanol)

1.2 | Fitosterol

Kozmetik ve Farmasotik
Uygulamalar

14

Hexacosane

Doymus
Yag Asiti

Petrol rafinerilerinde ve dogal
gaz igleme tesislerinde Parafin
Mumlar1 ve Balmumlar1 olarak

uretilir.

15

Vitamin E (Tokoferol)

Okl Vitamin

Cilt saghig1, goz saglig1 ve
hormonal diizen, antioksidan,
bagisikligi artirir, lireme
sistemini diizenler.

16

2-Hexadecen-1-0Ol

Terpen
Alkol

Antioksidan ve antibakteriyel,
anti-inflamatuar,
kozmetiklerde, giizel
kokularda, sampuanlarda koku

bilesenidir.

(Carretero ve ark.,
2008;
Hidayathulla ve
ark., 2018)
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4.2 InVitro Antioksidan Aktivite Analizleri
4.2.1 Toplam Fenolik Madde i¢eriginin Belirlenmesi

Toplam fenolik madde igerigi analiz sonuclari, gallik asit konsantrasyonuna
karsi elde edilen absorbanslarin grafige gegirilmesiyle elde edilen, Sekil 4.16’daki
kalibrasyon egrisinden yararlanilarak hesaplanmistir. Farkli LED 1s1klarda yetistirilen
W. arrhiza numunelerinin igerdikleri fenolik madde miktar1 gallik asit esdegeri (GAE)

olarak Cizelge 4.20°de verilmistir.

0.9 U798
0,8 _
y =75.885x + 0.0043
0,7 R?=0.9997
0,6

0,5 0,396
0,4

Absorbans 760 nm

03 0104
02" o089 .®
01,007 @~

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

Gallik asit konsantrasyonu (mg/mL) madde

Sekil 4.16 Gallik Asit Kalibrasyon Grafigi

Cizelge 4.20 Toplam Fenolik Madde Miktarlar1
Toplam Fenolik Madde

Numuneler (mg GAE/g numune)
Beyaz 4.7

Kirmizi 43.9

Mor 36.7

Mavi 17.4

W. arrhiza numunelerinin toplam fenolik madde miktar1 en yiiksek kirmizi
LED numunesinde (43.9 mg GAE/g) tespit edilmistir. Bunu sirasiyla mor, mavi ve

beyaz LED numuneleri takip etmistir.

Mevcut ¢alismamizda farkli LED isiklar altinda yetistirilen W. arrhiza’nin
toplam fenolik madde icerikleri ile dogal isiklandirma kullanilarak yapilmis
calismalardaki W. arrhiza’nin fenolik madde igerikleri karsilastirildiginda; Hu ve ark.
(2022) (7.57 mg GAE/g) ile Masavang ve ark. (2022) (18.68 mg GAE/g) tarafindan
elde edilen bulgulardan daha yiiksek degerler elde edilmistir (Cizelge 4.21). Ozellikle

72



kirmizi ve mor LED 1siklandirma, koksiliz su mercimeginin fenolik madde miktarini

artirmistir.

Prosridee ve ark. (2023), W. arrhiza’yr silindirik yatay karistirma olacak
sekilde, yogunlastirilmis LED 151k (200-600 pM/m?/s?) sartlarinda yetistirdiklerinde,
55.28 mg GAE/g gibi yiiksek fenolik igerik elde ettiklerini bildirmislerdir (Cizelge
4.21). Buradan anlagilmaktadir ki yogunlastirilmis kirmizi-mavi LED aydinlatma
fenolik madde miktarin1 pozitif yonde dogrudan etkilemektedir. Mevcut ¢alismadan
elde ettigimiz sonuglar da bu konuda yapilmis az sayidaki literatiir ¢aligmalarim

dogrulamaktadir.

Dogal 151k altinda yetistirilen farkli su mercimegi tiirlerinde yapilan
analizlerde; W. globosa’nin 40.83 mg GAE/g (Monthakantirat ve ark. (2022), 11.67
mg GAE/g (On-Nom ve ark. (2023) ve 191.47 mg GAE/g (Yadav ve ark. (2024),
Lemna gibba’nin ise 3 mg GAE/g (Sagrane ve ark. (2007) fenolik madde igerdikleri
rapor edilmistir (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21 Baz bitkilerin W.arrhiza ile Fenolik igerik Karsilastirmas:

Su mercimegi F(G;:;lg( ;Ee/gl)k Literatiir

Wolffia arrhiza 7.57 Z. Hu ve ark. (2022)
Wolffia arrhiza 18.68 Masavang ve ark. (2022)
Wolffia arrhiza 55.28 Prosridee ve ark. (2023)
Wolffia globosa 40.83 Monthakantirat ve ark. (2022)
Wolffia globosa 11.67 On-Nom ve ark. (2023)
Wolffia globosa 191.47 Yadav ve ark. (2024)
Lemna gibba 3 Sagrane ve ark. (2007)
Cinnamomum tiirleri (0.69-2.71) Prasad ve ark. (2009)
Kizileik 2.2 J. W. Yang ve Choi (2017)
Ahududu 1.4 J. W. Yang ve Choi (2017)
Cilek 0.7 J. W. Yang ve Choi (2017)
Yabani ahududu 0.9 J. W. Yang ve Choi (2017)
Bogiirtlen 2.2 J. W. Yang ve Choi (2017)
Bugday 2.08 Gougoulias (2015)
Maisir 3.07 Gougoulias (2015)
Soya 2.1 Gougoulias (2015)

W. arrhiza (Mor LED) 36.7 Mevcut Calisma

W. arrhiza (Kirmizi LED) 43.9 Mevcut Calisma

W. arrhiza (Beyaz LED) 4.7 Mevcut Calisma

W. arrhiza (Mavi LED) 17.4 Mevcut Calisma
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Bir¢ok ikincil metabolit, gii¢lii antibakteriyel ve antioksidan oOzelliklere
sahiptir ve lriinlerin biyolojik degerini etkiler. Isigin spektral bilesiminin ise fenoller,
flavonoidler, karotenoidler ve antosiyaninler gibi ikincil metabolitlerin sentezini ve
birikimini 6nemli 6l¢iide etkiledigi ifade edilmektedir (Olle ve VirSile, 2013; Bian ve
ark., 2015; Ouzounis ve ark., 2015).

Bitkilerdeki baslica ikincil metabolitler olan fenolik bilesikler, antibakteriyel,
anti-enflamatuvar ve antioksidan aktivite de dahil olmak tizere ¢esitli fizyolojik
islevlerle iligkilidir. W. arrhiza’daki yiiksek miktarda fenolik bilesikler, besleyici
ozelliklerini ve yenilebilir potansiyellerini biiyiik 6l¢iide giiclendirmektedir (Hu ve
ark., 2022).

W. arrhiza’daki toplam fenolik madde icerigi, Cinnamomum tiirleri (0.69-2.71
mg GAE/g kuru agirlik) gibi yaygin tibbi bitkiler ve tahillardan ¢ok daha yiiksektir
(Prasad ve ark., 2009). Cevremizde siklikla tiikkettigimiz kizilcik (2.2 mg GAE/Q), dut
(2.1 mg GAE/qg), ahududu (1.4 mg GAE/Q), cilek (0.7 mg GAE/g), yabani ahududu
(0.9 mg GAE/g), bogiirtlen (2.2 mg GAE/Q) gibi meyvelerle karsilastirildiginda (Yang
ve Choi (2017), mevcut ¢alismadaki dort farkli LED 1sikta yetistirilen W.arrhiza’nin
toplam fenolik igeriginin ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Temel
hububatlardan bugday (2.08 mg GAE/g), misir (3.07 mg GAE/g) ve soya (2.1 mg
GAE/qg) ile karsilastirildiginda (Gougoulias (2015) da ayn1 sekilde W. arrhiza 'nin ¢ok
degerli fenolik igerige sahip oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.21).

Fenolik maddeler, baz1 bitkilerin biyotik ve abiyotik streslere karsi savunmada
rol oynayan baslica biyoaktif bilesikleridir (Samanta ve ark.,, 2011). Bu
biyomolekiillerin kimyasal yapilar1 ve 6zelliklerinin insan sagligi i¢in gerekli oldugu,
tamamlayict gida ve ilag olarak kabul edildigi bildirilmistir (Ghasemzadeh ve
Ghasemzadeh, 2011). Kirmizi et aliminin sinirlandirilip W. globosa’dan polifenol
aliminin artirilmasinin, intrahepatik yagi énemli 6l¢iide azaltabilecegi ifade edilmistir
(Yaskolka Meir ve ark., 2021). Fenollerin anti-inflamatuar, antimikrobiyal, anestetik,
antioksidan, anti-tiiberkiiloz, antikanser, analjezik ve anti-Parkinson aktiviteye de
sahip oldugu bilinmektedir (Kumar ve Mishra, 2018). Bu bilgilere gore, W. arrhiza,

nutrasotik ve farmasotik potansiyeli dikkate alinmasi gereken degerli bir tiriindiir.
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4.2.2 Toplam Flavonoid Madde Analiz Sonuclar

Farkli LED 1siklarda yetistirilen koksiliz su mercimegi numunelerinin toplam
flavonoid madde miktarlari, farkli konsantrasyonlarda kuersetin (QT) kullanilarak
hazirlanan standart ¢alisma grafiginden elde edilen egriden hesaplanmistir (Sekil

4.17).

0,25
_ y = 8,4542x + 0,0158 0,195
E 02 R2 = 0,9964
S 0,15
o 0,097
e 0
< 0,037
2
S 0,05 0,016
Qo
< o0

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
Kuersetin Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.17 Kuersetin Kalibrasyon Grafigi

Cizelge 4.22°de elde edilen sonuglar gosterilmistir. En yiiksek flavonoid madde
igerigi, fenolik madde gibi kirmizi LED 151k ortaminda yetistirilen numunede

belirlenmis, bunu sirasiyla mor, mavi ve beyaz 151k numuneleri takip etmistir.

Cizelge 4.22 Toplam Flavonoid Madde Miktarlari

Numuneler Toplam Flavonoid Madde Toplam Fenolik Madde
(mg QE/g numune) (mg GAE/g numune)

Beyaz 35.436 4.7

Kirmiz1 220.450 43.9

Mor 201.850 36.7

Mavi 164.652 17.4

W. arrhiza’nin mevcut ¢calismamizdaki toplam flavonoid madde degerlerini,
dogal 1siklandirma kullanilarak yetistirilmis numunelerle karsilastirdigimizda,
Prosridee ve ark. (2023) 159.84 mg QE/g, Masavang ve ark. (2022) 58.40 mg QE/qg,
Hu ve ark. (2022) 41.2 mg QE/g; Suebsamran ve ark. (2023) ise taze W. arrhiza’da
13.19 mg QE/g, kuru W. arrhiza’da 26.45 mg QE/g flavonoid madde tespit etmislerdir.
W. globosa tiiriinde yapilan analizlerde; bitkinin 38.99 mg QE/g (Monthakantirat ve
ark. (2022), 91.54 mg QE/g (Yadav ve ark. (2024) ve 12.51 mg QE/g (On-Nom ve ark.
(2023) flavonoid madde igerdigi bildirilmistir (Cizelge 4.23). Mevcut ¢alismamizdan
elde ettigimiz sonuglar, 6zellikle kirmizi (220.450 mg QE/g) ve mor LED 1sikta

75



(201.850 mg QE/qg) yetistirilmis W. arrhiza’nin literatiirlerdeki diger su mercimegi
tirlerinden oldukga yiliksek degerlerde flavonoid madde igerdigi goriilmektedir.
Yaptigimiz calisma ile, LED aydinlatma altinda siirekli yapilan su mercimegi
yetistiriciliginin dogal 1siklandirma kosullarina gore fenolik ve flavonoid madde

miktarini artirdig1 gosterilmistir.

Cizelge 4.23 Su Mercimegi Tiirlerinin W.arrhiza ile Flavonoid Madde Karsilagtirmasi

Su mercimegi Flavonoid madde(mg QE/q) Literatiir

Wolffia arrhiza 41.2 Z. Hu ve ark. (2022)
Wolffia arrhiza 58.40 Masavang ve ark. (2022)
Wolffia arrhiza 159.84 Prosridee ve ark. (2023)
Wolffia arrhiza (Taze) 13.19 Suebsamran ve ark. (2023)
Wolffia arrhiza (Kuru) 26.45 Suebsamran ve ark. (2023)
Wolffia globosa 91.54 Yadav ve ark. (2024)
Wolffia globosa 38.99 Monthakantirat ve ark. (2022)
Wolffia globosa 1251 On-Nom ve ark. (2023)
W. arrhiza (Beyaz LED) 354 Mevcut Calisma
\I/_VI;:g;rhlza (Kirmuz1 220.5 Mevcut Caligma

W. arrhiza (Mor LED) 201.85 Mevcut Calisma

W. arrhiza (Mavi LED) 164.65 Mevcut Calisma

Su mercimegi énemli bir flavonoid kaynag: olarak kabul edilir. Flavonoidler
su mercimeginde bol miktarda bulunur ve L. punctata gibi bazi su mercimegi
tiirlerinde yeni flavonoidler tanimlanmistir (Tsolmon ve ark., 2021). Flavonoidlerin
antioksidan etkilerinin oldugu bilinmektedir ve tiimorlerin baglatilmasin1  ve
ilerlemesini engelledigi gosterilmistir (Kim ve ark., 1994). Biyoaktiviteleri nedeniyle
flavonoidlerin, insan sagligi uygulamalart i¢in uygun oldugu diistiniilmektedir (Xiao,
2017). Flavonoidler, anti-diyabetik, anti-inflamatuar, anksiyolitik, anti-spazmodik,
anti-mutajenik ve hepatoproteksiyon olarak belirtilmistir (Courts ve Williamson,
2015). Ayrica, flavonoid tiiketiminin koroner kalp hastaligini azalttig1 bildirilmistir
(Hertog ve ark., 1993). Bu 6zellikleriyle flavonoidler yaygin olarak bitkisel ilag olarak
kullanilmaktadir (Ngwa ve ark., 2020).

Calismamizda Wolffia’da tespit edilen yiiksek fenolik ve flavonoid igerikler,
bu bitkinin saghiga faydali, dikkat cekici bir gida takviyesi olarak potansiyelini
vurgulamaktadir. Fenolik ve flavonoid bilesiklerin ¢esitli bitkilerde antioksidasyon
aktivitesi ile iligkili oldugu bildirilmistir (Lopez-Velez ve ark., 2003; Manach ve ark.,

2004). Geleneksel firiinlerle karsilastirildiginda, daha yiiksek toplam fenolik ve
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flavonoid seviyelerine sahiptir ve bu da onu potansiyel olarak degerli bir antioksidan

kaynagi yapar (Prosridee ve ark., 2023).

Toplam fenolik igerik ve toplam flavonoid igerik arasindaki istatistiksel iliski
incelendiginde, bu iki degisken arasinda ¢ok giiglii pozitif bir korelasyon dikkat
¢ekmektedir (r = 0.9745). Yani, toplam fenolik igerik arttik¢a, toplam flavonoid

icerigin de artma egiliminde oldugu sdylenebilir.

Cizelge 4.22 incelendiginde toplam fenolik ve flavonoid madde igerikleri
bakimindan en verimli LED 151k renginin kirmizi oldugu, diger LED 1siklarinda bu
madde igeriklerini artirdigi goriilmektedir. Bu ¢alismanin sonucu, Tipnee ve ark.
(2017) tarafindan W. globosa {iizerinde yapilan anti-enflamatuvar ve antioksidan
aktivitelerin fitosteroller, karotenoidler ve tokoferollerden kaynaklandigini bildiren

calisma ile uyumludur.

4.2.3 DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) Serbest Radikali Siipiirme Sonugclari
DPPH" bulundugu ortamdan elektron veya hidrojen alabilir. Serbest radikal
stiptirticii olarak bir bilesik ya da ekstraktin kabiliyetini test etmek icin yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Ortamda antioksidan bir maddenin bulunmasi durumunda
DPPH radikalinin mor renginde bir azalma gergeklesir ve hidrazin bilesigi olan DPPH
olusarak renk saritya doner. Bu nedenle absorbans degerinde gergeklesen bu azalma,
ortamda DPPH radikalinin konsantrasyonunun azaldigini1 gosterir. Kararli DPPH
radikalinin kullanilmasi enzim inhibisyonu ve metal selatlasmasi gibi yan reaksiyonlar

tarafindan etkilenmedigi i¢in avantajlidir (Khatua ve ark., 2013).

Farkli LED 1siklarda yetistirilen W. arrhiza numunelerinin DPPH analizi, 125
pg/mL’lik konsantrasyonlar1 igin siipiirme aktivitesi (%) degerleri hesaplanmistir
(Cizelge 4.22). En yliksek antioksidan aktiviteyi mor LED 151k numunesi gosterirken

(9%10.9), bunu sirasiyla kirmizi, mavi ve beyaz 1s1k numuneleri takip etmistir.

Cizelge 4.24 W. arrhiza’nin DPPH % Radikal Siipiiriicti Etkisi

Numuneler DPPH Siipiirme Aktivitesi (%0)
Beyaz 1.2
Kirmiza 9.2
Mor 10.9
Mavi 1.8
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Su mercimekleriyle yapilan aragtirmalarda; W. arrhiza tizerinde yapilan DPPH
testi ¢alismalarinda, troloks esdegeri cinsinden, Masavang ve ark. (2022) 43.08 umol
TE/g, Hu ve ark. (2022) 62.89 umol TE/g, Suebsamran ve ark. (2023) taze numunede
100.5 umol TE/g, kuru numunede 251.9 umol TE/g DPPH aktivitesi belirlemislerdir.
W. globosa ile yapilan ¢aligmada ise 55.01 pumol TE/g DPPH % siipiiriicii etki
bildirilmistir (On-Nom ve ark., 2023). Yine, Monthakantirat ve ark. (2022)’nin taze
hazirlanmis ve kaynatilmis W. globosa 6ziitleri ile yaptiklar1 bir ¢alismada,
1000 pg/mL konsantrasyonda, sirasiyla %75.8 ve %67.1 DPPH inhibisyonu
gosterdigi bildirilmistir. Mevcut calismamizda Oziitlerin az olmasindan kaynakli
olarak, 125 pg/mL’lik konsantrasyonda hazirlanan W. arrhiza’nin radikal giderme

aktivitesi literatiirlerdeki sonuglarla kiyaslandiginda disiiktiir (Cizelge 4.25).

Cizelge 4.25 Su Mercimegi Tirlerinin W.arrhiza ile DPPH Radikali % Siipiirme
Antioksidan Testi Karsilastirmasi

Su mercimegi % DPPH (umol TE/g) Literatiir

Wolffia arrhiza 62.89 Z. Hu ve ark. (2022)

Wolffia arrhiza 43.08 Masavang ve ark. (2022)
Wolffia arrhiza (Taze) 100.5 Suebsamran ve ark. (2023)
Wolffia arrhiza (Kuru) 251.9 Suebsamran ve ark. (2023)
Wolffia globosa 47.46 Yadav ve ark. (2024)

Wolffia globosa (Taze) 75.8 (1000 mg/mL) Monthakantirat ve ark. (2022)
Wolffia globosa (Kaynamis) 67.1 (1000 mg/mL) Monthakantirat ve ark. (2022)
Wolffia globosa 55.01 On-Nom ve ark. (2023)
Wolffia globosa 3.47 (0.6 mg/mL) Tipnee ve ark. (2017)

W. arrhiza (Beyaz LED) 1.2 (125 mg/mL) Mevcut Caligma

W. arrhiza (Kirmizi LED) 9.2 (125 mg/mL) Mevcut Calisma

W. arrhiza (Mor LED) 10.9 (125 mg/mL) Mevcut Calisma

W. arrhiza (Mavi LED) 1.8 (125 mg/mL) Mevcut Caligma

Tipnee ve ark. (2017), standart sartlarda yetistirilen W. globosa’nin 0.6 mg/mL
konsantrasyondaki etanol ekstresinin %3.47, Yadav ve ark. (2024) %47.46 DPPH
radikal giderme aktivitesi gosterdigini rapor etmislerdir. Mevcut ¢alismamizda, W.
arrhiza’nin radikal giderme aktivitesi, 125 pg/mL’lik konsantrasyonda mor LED
numunelerinin %10.9, kirmizt LED numunelerinin %9.2 gibi bir deger vermesi,
abiyotik stres sartlar1 altinda tirettigi spesifik fitokimyasal bilesen miktarlariyla iliskili

olabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

Koksiliz su mercimegi, sahip oldugu antioksidan madde igerikleriyle DPPH
radikal giderme aktivitesine sahiptir. Farkli 1s1k spektrumlari bitkinin antioksidan

igerigini degistirdigi i¢cin DPPH analizi sonuglar da farklilik gostermektedir.
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4.2.4 Fe*? ile Selat Olusturma Aktivite Sonuclar

Demir, oksijen verisinde, solunumda ve bir¢ok enzim aktivitesinde dnemli bir
role sahip olan hayati bir metaldir. Ancak demir ayn1 zamanda asir1 derecede reaktif
bir metal olup, fenton tipi radikallerin hidroksil radikallerinin olusumunda rol oynar.
Hiicre zarlarima yakin hiicrelerde {iretilen hidroksil radikalleri, membran
fosfolipitlerinin doymamis yag asitlerine saldirarak lipid peroksidasyonunu tetikler.
Bu nedenle demir iyonlarinin selatlagsmasi, oksidatif stresi azaltma agisindan oldukca
onemli bir parametredir. Gegis metalleri arasinda demir, yiiksek reaktivitesi nedeniyle
lipit oksidasyonunda en 6nemli pro-oksidan olarak bilinmektedir. Ayn1 zamanda
demir iyonlar1 Fenton reaksiyonlarinin olusumunda rol oynar ve hidroksil
radikallerinin olusumuna neden olur. Ortamda miktar1 artan hidroksil radikalinin
DNA'ya zarar verdigi ve ileri siireclerde genetik mutasyonlara ve kansere neden
oldugu bilinmektedir. Bu siiregte devreye giren sekonder antioksidanlar, metal
iyonlariyla selat olusturarak ve Fenton reaksiyonlarmm Fe?* + H,O2 — Fe®" + "OH +
OH™ denkleminde oldugu gibi inhibe ederek kanser olusumuna ilerleyen bu siireci

onleyebilir.

W. arrhiza numunelerinin 25 pg/mL’lik konsantrasyonlari ile gergeklestirilen
analiz sonucunda, ortamda ferrozin ile birlesme yoluyla meydana ¢ikan rengin
azalmasia gore selatlasan demir iyonu miktarlarindan elde edilen sonuglara gore
(Cizelge 4.26) selat olusturma yiizdesi (%) en fazla mavi LED altinda yetistirilen W.
arrhiza numunesinde tespit edilmistir (%20.7). En diisiik selatlagsma aktivitesi ise
(%1.8) beyaz LED numunesinde tespit edilmistir.

Cizelge 4.26 Ekstraktlarin Fe(Il) Iyonu ile Selat Olusturma Aktiviteleri ve DPPH
Radikali Siiptirme Yiizdeleri Karsilagtirmalari

Numuneler Selat olusturma % DPPH % (125 pg/mL numune
(25 pg/mL numune) %inhibisyon)
Beyaz 1.840 1.230
Kirmizi 5.928 9.151
Mor 13.798 10.887
Mavi 20.646 1.772

W. arrhiza’nin antioksidan etkiye ve demir selatlama aktivitesine sahip
oldugunu gosteren sinirlt sayida calisma bulunmaktadir. Su mercimekleri {izerine
yapilmus farkli calismalar incelendiginde; L. minor’un etanolik ekstresi ile yapilan Fe*?

ile selat olusturma aktivitesi, 15 pg/mL’lik konsantrasyonda %61’lik bir oran tespit
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edilmistir (Gilil¢in ve ark., 2010). L. minor ile yapilan baska bir ¢aligmada, 25
ug/mL’lik etanolik konsantrasyonda %12’lik selatlama tespit edilmistir (Dogan ve
ark., 2022). Mevcut ¢alismamizda ise W. arrhiza’nin metanolik ektresinde (25
ng/ml’lik konsantrasyon) Fe*? ile selat olusturma aktivitesi farkli calisma sonuglariyla
karsilagtirildiginda, nispeten yaklasik sonuglar gostermistir. Su mercimekleri,
antioksidan mekanizmalar1 aktive ederek besin emilimini etkileyen agir metallerin
stresini hafifletir (Zhou ve ark., 2019). Wolffia’nin yapisinda olusturabildigi dogal
bilesiklerden gelen antioksidan aktiviteler, radikal temizleme, zincir kirma ve metal
selasyonu gibi bir¢ok etki mekanizmasini gergeklestirebilir. Bitki hammaddesinde

bulunan ¢esitli bilesik tiirleri sinerjik etki gosterebilir (Monthakantirat ve ark., 2022).

Su mercimekleri, asir1 1518a maruz kaldiginda hasar1 6nlemek i¢in antioksidan
biriktirir. Ancak, optimum 151k yogunlugunun sec¢iminin 1s1k verimliligini antioksidan
icerikleriyle dengeledigi 6ne siiriilmistiir (Stewart ve ark., 2020).

Sonuglar 15181nda W. arrhiza 'nin selat olugturmak i¢in uygun islevsel gruplara
sahip oldugu diistiniilebilir (Cizelge 4.27). Elde edilen sonuglar, bu bitkinin, sudan

metal uzaklastirma (fitoremediasyon) kapasitesi ile ilgili yapilmis literatiirlerle

uyusmaktadir (Arslan Giinal, 2023; Piotrowska ve ark., 2010b).

Cizelge 4.27 Antioksidan Analizlerin Karsilastirma Tablosu

Sira AntIOk.Sldan B(1) Kriterler Siralama
Analizler

1 Fenolik icerik 47 44 367 17.4 Gallik Asit(GAE) 2>3>4>1
2 Flavonoid Igerik 35 220 202 165 Kuersetin(KE) 2>3>4>1
3 DPPH Siiptirme 1.2 9.2 109 1.8 % Stiptirme Orani 3>2>4>1
4 Fe*?Selat Olus. 1.84 593 13.8 20.65 % Selat olusturma 4>3>2>1

4.3 In vitro Antimikrobiyal Aktivite Analiz Sonuclar:

W. arrhiza’nin SK-CO; enkstraksiyonu 6ziitlerinden etonollii ve metanollii
numuneler hazirlanarak in vitro antimikrobiyal analizler yapilmistir. Beyaz, kirmizi,
mor ve mavi LED 151k numunelerinden elde edilen 6ziitlerin miktarlar: farkli oldugu
icin, tim stoklar en diisiik 6ziit miktar1 olan 2.9 mg/mL (kirmizi LED 06rnegi)
tizerinden hesaplanarak hazirlanmistir. Farkli LED 151k numunelerinden 250 pL’lik
¢Ozelti hazirlanarak kuyucuklara 25 pL enjekte edilmis ve mikroorganizmalar

tizerindeki etkileri gozlenmistir (Cizelge 4.28).

80



Ucg Gram negatif bakteri, iki Gram pozitif bakteri ve 1 maya iizerinde yapilan
antimikrobiyal aktivite testi sonucunda, tiim ekstraktlar kontrol antibiyotigine kiyasla
daha az inhibisyon etkisi gostermistir. Fakat literatiirde > 20 mm’nin {izerindeki
inhibisyon zon c¢aplar1 “duyarli”, 15 mm < inhibisyon zon ¢ap1 > 19 mm “orta”,
inhibisyon zon ¢ap1 < 14 mm “direngli” olarak tanimlanir (Cil ve ark., 2021). Genel
olarak antimikrobiyal etki degerlendirildiginde, koksiiz su mercimegi 6ziitlerinden
dikkat ¢ekici bir antimikrobiyal etki gozlenmemistir (Sekil 4.18, Sekil 4.19). Sadece
Gram pozitif bakteri olan Bacillus cereus iizerinde mor LED isikta yetistirilen W.
arrhiza’nin etanollii ekstrakti “orta” derecede etki gostermistir (Sekil 4.20).
Antimikrobiyal aktivitenin az kaydedilmesinin nedeni, hazirlanan etanolli ve
metanollii soliisyonlarin igerigindeki etken madde konsantrasyonunun diisiik
olmasidir, ¢linkii SK-CO ekstraksiyon oziitlerinin az olmasi nedeniyle stok
soliisyonlarin igerigi de azdir. Metanollii ve etanollii soliisyonlarin antimikrobiyal
etkisini kendi arasinda degerlendirdigimizde, etanol ile hazirlanan &rneklerin
tamaminin metanol ekstraktlarna gore daha iyi inhibisyon zonu olusturdugu
gozlenmistir. Yapilan 6n ¢alismada, W. arrhiza su ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisi
tespit edilmemistir.

Cizelge 4.28 Wolffia arrhiza Etanolik ve Metanolik Oziitlerinin Antimikrobiyal
Aktivite Sonuglari

Inhibisyon Zon Caplari (mm)

Mikroorganizma Beyaz Kirmiz1 Mor Mavi Beyaz Kirmiz Mor Mavi AJE
Y Metanol Metanol Metanol Metanol Etanol Etanol Etanol Etanol
Pseud_omonas 0 0 9 ; g 0 o5 5 i
aeruginosa (Gr -)

Citrobacter

freundii (Gr -) 0 0 11 0 0 0 9 8.5 48
Micrococcus

luteus (Gr +) 0 11 10 12 9 135 10 11 50
Bacillus

cereus (Gr +) 85 8 10 12 11 10 15 13 42
Kleb5|ellff1 10 0 8 0 85 0 6 . .
pneumoniae (Gr -)

Candida 0 0 9 g 0 0 . L6

albicans (fungus)

A/F: Antibiyotik/Fungisid (Gentamisin/Nistatin; 50 g/mL, 10 seyreltilip, kuyucuklara 25 L kullanilmustir.
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Kirnmzi Metanol

Mor Metanol

Beyaz Etanol

Beyaz Metanol

Mavi Metanol

Mor Etanol

Gentamisin

Kirmizi Etanol

Mavi Etanol

Sekil 4.19 Candida albicans (solda), Citrobacter freundii (sagda)
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Sekil 4.20 Bacillus cereus (solda), Micrococcus luteus (sagda)

TEKNOFEST-2022 Biyoteknoloji Inovasyon Yarismasi'nda W. arrhiza ile
yaptigimiz antimikrobiyal calismada, 20 mm ve iizerinde inhibisyon zon ¢aplar
Olciilmiistir. Bes Gram pozitif, bes Gram negatif ve iki maya lizerinde yapilan
antimikrobiyal aktivite testi sonucunda, Bacillus cereus, Salmonella enterocolica,
Listeria monocytogenes iizerinde antimikrobiyal etki bulunamazken, Sacharomyces
cerevisiae, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus ve Staphylococcus aureus
tizerinde diisilk derecede antimikrobiyal etki tespit edilmistir. Calismada tiim
ekstraktlarda (etanol, metanol, aseton) en yiiksek antimikrobiyal aktivite Enterococcus
fecealis (Gram pozitif bakteri) iizerinde kaydedilmistir. Inhibisyon zon ¢ap1 28 mm
Ol¢iilen bu ornek floresan 1s1kta yetistirilen koksiiz su mercimeginin etanol oziitiidiir
ve stok konsantrasyonu 17.1 mg/mL’dir (TEKNOFEST-2022, yayimlanmamis veri).
Mevcut tez calismasinda stok konsantrasyon 2.9 mg/mL oldugu i¢in 6nceki ¢calismaya
gore antimikrobiyal etki daha az kaydedilmistir. Enterokoklar firsat¢1 patojenlerdir.
Ozellikle bagisikligi baskilanmis  konakgilarda toplum ve hastane kaynakli
enfeksiyonlara neden olabilen ¢esitli suslari vardir. Enterokoklarin neden oldugu
enfeksiyonlar arasinda endokardit, bakteriyemi ve idrar yolu enfeksiyonlar1 bulunur
(Poh ve ark., 2006). Bu tiir, bakteriyemi gibi ciddi, oliimciil komplikasyonlara yol
acabilir (Bose ve ark., 2015). Tespit edilen birgok tiir arasinda, E. faecalis ve E.

faecium, enfeksiyona neden olabilen ve antimikrobiyal direng tehdidi olusturan en
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yaygin tiirlerdir ve enfeksiyonlarin ¢ogundan E. faecalis sorumludur (Jett ve ark.,
1994; Ruoff ve ark., 1990).

Candida albicans, hafif agiz hastaligindan yaygin kandidiyazise kadar ¢ok
cesitli hastalik belirtilerine neden olabilen firsat¢i bir patojendir (Demolsky ve ark.,
2022). Bu mikroorganizmaya karsi kullanilan nistatin ve amfoterisin gibi
antifungallerin yan etkileri ve mikroorganizmanin bu antifungallere karsi direng
olusturdugu bildirilmistir (Scheibler ve ark., 2017). TEKNOFEST c¢alismamizda
etanolik Wolffia ekstraktinin (floresan 1s1k) C. albicans patojenine karsi etkili bir
antifungal oldugu tespit edilmistir (zon ¢ap1 22 mm, nistatin 16.5 mm). Ayni1 zamanda

metanol ve aseton 6ziitlerinin de C. albicans iizerinde inhibitor etkileri kaydedilmistir.

Birgok bakteri ve mantar tiirii insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Antibakteriyel ve antifungal ilaglarin asir1 kullanimi
sonucunda mikrobiyal suslar arasinda antibiyotik direncinin gelismesine yol
acar. Mikroorganizmalara karsi sifali bitkilerin kullanilmasi, bu tiir enfeksiyonlari
tedavi etmek i¢in daha ucuz ve zararsiz bir alternatif saglar (Ahmad ve ark., 2018).
lleride yapilacak calismalarda, W. arrhiza’nin farkli ¢éziiciilerle hazirlanan daha
yiiksek ham oziitleri kullanilarak umut verici antimikrobiyal aktiviteler elde edilebilir.
Ozellikle dogal kaynaklardan gelen, daha giivenli ve daha az direng indiikleyicisi olan
yeni ilaglarin {iretimi agisindan, bu tiir aragtirmalarin genis ¢apta yapilmast 6nemlidir.
Hatta hazirlanan Oziitler, antimikrobiyal ilaglar {iretmek i¢in kullanilabilecek aktif

bilesenleri elde etmek i¢in saflastirilabilir.

W. arrhiza tizerinde yapilan analizlerde ortaya ¢ikan tiim sonuglarin LED 151k

tipine gore hot plot heat map grafigi Sekil 4.21°de verilmistir.
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Beyaz Kirmizi Mor Mavi

100

Klorofil a

Klorofil b

Toplam klorofil
Toplam karotenoid
Kl a/Kl b

Kl a+b/Kar (x+c)

Kuru madde (%)
Kiil Miktar (%o)

Giinliik bagil biiyiime

60
N Azot (%0)

C Karbon(%o)
H Hidrojen (%o)
S Kiikiirt (%)

Protein Miktar (%) 40

Bivoaktif Madde Cesidi
Fitosterol - [i-sitosterol
Doymamis Yag Asiti
Doymus Yag Asiti

Phytol izomer 20

Top. Fenolik icerik
Top. Flavonoid icerik
DPPH Siipiirme (%)

Fe Selat olusturma(%o)

0
Sekil 4.21 W. arrhiza’nin Farkli LED Isik Kiiltiirlerindeki Analizlerin Is1 Haritasi

Grafigi
Cizelge 4.29°da farkli renk LED 1s1klarda yetistirilen kiiltiirlerin paylagilan tiim
analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, her LED 151k tipinde farkli niceliklerin 6n plana
ciktigr goriilmektedir. Bu durum beslenmeye yonelik biyoaktif bilesen ya da
farmakolojide etken madde sentezi eldesinde kullanilabilecek degerli bilgiler ortaya
koymaktadir. Buradaki sonuglarin kullanimi, yapilacak yeni ¢alismalara 11k tutacak

ve boylece carpan etkinin artmasi saglanacaktir.
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Cizelge 4.29 W. arrhiza Uzerinde Yapilan Analizlerde Ortaya Cikan Tiim Sonuglarin
LED Isik Tipine Gore Karsilastirmali Dagilimlari

Numuneler Beyaz
Klorofil a 0.36
Klorofil b 0.65
Toplam klorofil 1.01
Toplam karotenoid 0.23
Kl a/Kl b 0.55
Kl a+b/Kar (x+c) 4.39
Kuru madde (%) 3.73
Kiil Miktar1 (%) 20.69
Giinliik bagil biiyiime 0.73
Azot (%) 7.79
Karbon(%) 37.31
Hidrojen (%) 5.69
Kiikiirt (%) 0.26
Protein Miktari (%) 48.7
Biyoaktif Madde Cesidi 22
Fitosterol - B-sitosterol 40.7
Doymamis Yag Asiti 19.7
Doymus Yag Asiti 2,7
Phytol izomer 3.7
Top. Fenolik Icerik 4.7
Top. Flavonoid i¢erik 35
DPPH Siipiirme (%) 1.2
Fe Selat olusturma(%o) 1.84

Kirmizi

0.39
0.67
1.06
0.23
0.58
4.61
2.72
18.33
0.73
8.04
39.46
5.92
0.31
50.3
37

33.1

254
5,8
6.9
44

220
9.2

5.93

\V[o] ¢
0.37
0.57
0.94
0.23
0.65
4.09
3.06
18.33
0.55
8.85
37.99
5.70
0.37
55.3
35

324

31.2
7,8
2.9

36.7
201

10.9
13.8

Mavi
0.38
0.49
0.87
0.23
0.78
3.78
3.06
16.67
0.55
5.45
36.35
5.80
0.51
34.1
43

17.7

28.2
8,9
4.4
17.4
164
1.8
20.65

86



5. SONUCLAR VE ONERILER

> W. arrhiza’nin farkli LED isiklar altinda yetistirilen orneklerinde toplam
klorofil degerleri sirastyla kirmizi beyaz mor ve mavi renklerde okunmustur. Kirmizi

LED 1s1k bitkide daha fazla klorofil olusumuna sebep olmustur.

> Kuru madde igerigi degerlendirildiginde en fazla beyaz LED 151k beyaz 15181n

fotosentezi kirmizi ve maviye oranla daha giiglii bir sekilde artirdig1 goriilmiistiir.

> Karotenoid degerleri tiim 151k tiplerinde ayni sonuglar1 vermis olup farkli LED
1siklarin kimyasal stres faktorleri gibi karotenoid degerlerinde farklilagsmaya sebep

olmadig1 sdylenebilir.

> Bu sonuclar, LED aydinlatmanin farkli dalga boylarinin 1s1 dagilimini, enerji
dagilimini, dongiisel elektron transferini ve fotosentetik elektron tasima zincirinin

aktivitesini 6zel olarak diizenledigini gdsterir.

> Aydinlatma sisteminin optimizasyonu, 151k formiiliiniin olusturulmasi ve 151k
ortam1 yonetim stratejisi, fotosentetik verimliligi en iist diizeye ¢ikararak biyokiitle
birikimini artirabilir ve fotosentetik iiriinlerin birikimini biiytik dlciide artirabilir. Bu

durum W.arrhiza gibi potansiyeli yiiksek iiriin verimliligi i¢in dnemlidir.

> Yiizde kiil miktar1 analiz sonuclar1 ylizde kuru degerleri ile dogru orantili
cikmigtir. Beyaz 151tk numunelerinde (%20.69) iken bunu kirmizi (%20.69) mor
(9%18.33) ve mavi LED (%18.33) 151k numuneleri takip etmistir.

> Kiil analizi ¢alisma sonucu, inorganik madde igeriginin diger ¢aligmalardan

daha ytiksek olmasi, daha fazla organik bilesen sentezlediginin gostergesidir.

> Literatiir ¢alismalar1 ile karsilastirildiginda devamli olarak sabit LED
aydinlatmasina maruz birakilan W. arrhiza 6rneklerinin yogun abiyotik stres faktorii
altinda oldugu kabul edilebilir. Bu sartlar altinda metabolizmasinda gergeklestirdigi
degisimler geregi daha iyi fotosentez yapabildigi sOylenebilir.

> Giinliik bagil biiyiime (RGR giin) sonuglaria gére en iyi bilyliime ortami
beyaz LED (0.732) 1s1k, sonrasinda kii¢iik bir farkla kirmizi LED (0.727) 151k, daha
sonra ise mor LED (0.549) isiktir.
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> 2 katina ¢ikma siiresi (DT) sonuglar1 degerlendirildiginde beyaz ve kirmizi

LED 1s1k 6rneklerinin bir giinden daha kisa bir siirede iki katina ¢iktig1 sdylenebilir.

> En yiiksek standart sapma mavi LED 1sikta (0,178), en diisiik standart sapma
kirmizi LED 1sikta (0,094) goriilmektedir. Bu veriler 1s18inda, mavi LED 1sikta
bliyiime oranlarinin daha degisken, kirmizi LED isikta ise daha tutarli oldugu

sOylenebilir.

> Farkli ve tek tip LED 1sikla abiyotik stres kosulu altinda yetistirilen W.
arrhiza nin normal 151k sartlar1 altinda yetistirilenlere gore %58 ile %35 arasinda daha
iyi biliytiyebildigi goriilmektedir

> W. arrhiza’nin % protein igerigi sirastyla mor (%55.3), kirmizi (%50.3), beyaz
(%48.7) ve mavi (%34.1) olarak hesaplanmistir. Agik¢a goriilmektedir ki
calismamizda uzun siire boyunca LED 151k altinda yetistirilerek abiyotik streste tutulan
W. arrhiza’nin protein igerigi 6zellikle kirmizi LED 151k etkisi altinda %21, mavi LED
etkisi altinda %53.2 kadar daha artmistir.

> Elemental analiz sonuglarina gore Karbon(C) ve Hidrojen(H) elementleri en
iyi kirmiz1 LED 151k, Kiikiirt (S) elementi mavi LED 151k, Azot elementi ise mor LED
151k altinda en yiiksek degerler hesaplanmustir.

> Stirekli olarak mor LED 1s1k altinda yetistirilen W. arrhiza 6rneklerinin %55.3
protein biriktirdigi hesaplanmistir. Bu protein degeri normal 11k altinda yapilan farkli
deneysel ¢aligmalarla karsilastirildiginda ¢ok yiiksek bir orandir. Alternatif protein
kaynagi arayisinda W. arrhiza mor LED 1gik altinda yetistirilmesi verimli bir ¢6ziim

olacaktir.

> Stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu ile hazirlanan 6ziitlerin GC-MS
analizleri yapilmistir. GC-MS analizleri kapsaminda incelenen 4 farkli LED 151k
numune ekstrelerindeki ortak maddeler % alan degerlerine gore (=%1) sirasiyla
Pregnane-3,11,20,21-tetrol,cyclic20,21-[(1,1-dimethylethyl)boronate],
(3.alpha.,5.alpha.,11.beta.,20S) (Campesterol), Cyclododecyne, n-Hexadecanoic acid,
Cyclopropane, 1-(2-bromo-3-methyl-1-pentenylidene)-2,2,3,3-tetramethyl, 9-
Octadecene, 1,1-dimethoxy-, (Z), Docosa-2,6,10,14,18-pentaen-22-al, 2,6,10,15,18-
pentamethyl-, all-trans, 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)’dir.
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> W. arrhizanin kampesterol, stigmasterol, p-sitosterol gibi cok degerli
fitosteroller icerdigi belirlenmistir. Diyette en fazla bulunmasi gereken fitosteroller B-

sitosterol, kampesterol ve stigmasteroldiir.

> Kampesterol bileseninin beyaz LED 1sik altinda yetistirilen SK-CO2
Oziitii, baska bir ¢alismada floresan 1sikta Yyetistirilen etanolik ekstredeki miktarindan

14 kat daha fazla olusmustur.

> W. arhiza yapisinda barindirdig: fitositeroller sayesinde Kolesterolii diistirerek

kalp sagligin1 destekleyecek en iyi ¢oziimlerden biridir.

> Mevcut c¢alismamizda farkli LED 1siklarda yetistirilen W. arrhiza'nin
kampesterol igerigi beyaz %37.6, kirmizi %30.1, mor %28.1, mavi %16; stigmasterol
igerigi beyaz %1.2, kirmiz1 %1.2, mor %0.9, mavi %0.9; B-sitosterol igerigi beyaz
%37.6, kirmiz1 %30.1, mor %28.1, mavi %16 olarak belirlenmistir. Bu biyokimyasal
bilesenlerin yiiksek degerlerde ¢ikmasini, uyguladigimiz abiyotik stres faktoriine

(LED 151k) baglayabiliriz.

> Calismamizda beyaz LED 1s1kta %44, kirmiz1 LED 1s1kta %37, mor LED 1s1kta
%39, mavi LED 1s1kta %22 fitosterol i¢erdigi belirlenmistir. Calisma 6ncesinde etanol,
metanol ve aseton ¢oziiclileri ile yapilan ekstraksiyon Sonuglari ile siiper kritik
ekstraksiyon sonuglarinin farkli oldugu goriilmektedir. Ayn1 zamanda dogal 151k ile
floresan 1s1k altinda yetistirme ile farkli 1siklar altinda yetistirme arasinda GC-MS
analizleri agisindan biiyiik farklar ¢ikmustir. Ozellikle fitositerol ve Alfa tokkoferol
iceriklerinin ortaya cikarilmasina ekstraksiyon yontemi ve farkli ¢oziici kullanimi

biyoaktif bilesen ¢esidini ve yiizdesini dogrudan etkiledigi goriilmektedir.

> Calismamizda dl-.alpha.-Tocopherol sadece kirmizi (%0.8) ve mavi (%0.6)
LED 11k altinda ortaya ¢ikmstir.

> Yiiksek oranda fitosterol ve protein barindiran bitkilerden W. arrhiza,

beslenme diyetlerinde kesinlikle yerini almalidir.

> Calismamizda Cyclododecyne en yiiksek beyaz LED 151k 6rneginde %31.2, en
diisiik beyaz LED 151k 6rneginde %19.7 oraninda kaydedilmistir.

> Hexadecanoic acid (yag asidi metil esteri) hayvan, bitki ve

mikroorganizmalardaki en yaygin doymus yag asididir. Calismamizda bu bilesik en
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yiiksek mavi LED 151k 6rneginde %8.9, en diisiik beyaz LED 151k 6rneginde %2.7

oraninda kaydedilmistir

> Antifungal, antitimor aktivite, antibakteriyel ve sitotoksik etkileri ile One
cikan Heptacosane (eicosane) maddesi en yiiksek kirmizi LED 151k 6rneginde %3.6,

beyaz LED 1s1k 6rneginde ise hi¢ olugsmamastir.

> Antioksidan, tiimor baskilayici ve yaslanma karsitt 6zellikleri bilinen 5-
Nonadecen-1-ol beyaz ve kirmizi LED 1sik kiiltiirlerinde hi¢ olusmazken, mor LED
1s1kta %6, mavi LED 1sikta ise %16.4 seviyelerindedir. Mevcut ¢calismamiza gore, ilag
etken maddesi tiretimi agisindan bu degerli bileseni elde etmek i¢in dogru yetistirme

ortami1 hi¢ siiphesiz mor LED aydinlatma sahip olmalidir.

> Kiitle spektrum sonuglarindan, farkli LED isiklarda yetistirilen ve farkli
organik ¢oziiciilerle SKE yontemiyle elde edilen Wolffia 6ziitlerinin 6nemli sekonder
metabolitler igerdigi ortaya ¢ikarilmistir. Wolffia bitkisinin ¢ok onemli farmakolojik
aktivitelere sahip biyoaktif bir bilesik olan B-sitosterol ve fitolii yiiksek oranlarda
igerdigi, bunun yan sira farkli biyoaktif bilesiklere de sahip oldugu tespit edilmistir.
Bu biyoaktif bilesikler hem farmakolojide kullanilabilme potansiyeline sahiptir hem
de saglikli gida olarak insan bagisikligini artirabilecek niteliktedir. Fitokimyasallar ve
yag asitleri, tibbi 6zelliklerin (antibakteriyel, antifungal, antioksidan, antikanserojen
vb. ajanlar olarak) kullanilmas1 i¢in gerekli olan en Onemli kaynaklardir.
Calismamizda koksiiz su mercimegi Wolffia bitkisinde ¢esitli biyoaktif bilesiklerin
mevcudiyeti, bu bitkinin geleneksel olarak Giiney Dogu Asya’da uzun yillardir
tilketilmesini ve hatta cesitli rahatsizliklar1 tedavi etmek i¢in kullanimini hakl

cikarmaktadir.

> En yiiksek fenolik madde miktar1 kirmizi LED numunesinde (43.918 mg
GAE/g) tespit edilirken, bunu sirasiyla mor, mavi ve beyaz LED 151k 6rnekleri takip

etmistir.

> Cevremizde siklikla tiikettigimiz kizilcik (2.2 mg/g), dut (2.1 mg/g), ahududu
(1.4 mg/g), ¢ilek (0.7 mg/g), yabani ahududu (0.9 mg/g), bogiirtlen (2.2 mg/g) Yang
ve Choi (2017) gibi meyvelerle karsilastirildiginda kirmizi LED 1sikta yetistirilen
W.arrhiza’nin (43.9 mg/g) toplam fenolik igerik degerinin ¢ok yiiksek oldugu

gorilmiistiir.
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> Fenolik bilesikler bitkilerdeki temel ikincil metabolitler olup, antibakteriyel,
antienflamatuar ve antioksidan aktivite dahil olmak {izere ¢esitli fizyolojik
fonksiyonlarla iliskili oldugu goriilmektedir. W. arrhiza’daki yiiksek miktarda fenolik
bilesik i¢erigi, onun yenilebilir ve besleyici 6zelliklerini ve farmasotik etkilerini biiyiik

Olciide gliglendirmektedir.

> W. arrhiza’nin SK-CO bitki ekstresinde toplam flavonoid madde miktart en
fazla yine kirmiz1 LED 151k (220.450 QE/g) olarak tespit edilmistir (Kirmiz1 > Mor >
Mavi > Beyaz).

> Calismamizda W. arrhiza’nin tespit edilen yiiksek flavonoid icerigi, bu bitkinin
saglik yararlar1 acisindan dikkat cekici bir gida takviyesi olarak potansiyelini
vurgulamaktadir. Ayrica ¢aligma sonucumuz, Tipnee ve ark. (2017)’nin W. globosa
tizerinde yaptig1 anti-enflamatuar ve antioksidan aktivitelerin fitosteroller,

karotenoidler ve tokoferollerden kaynaklandigini bildiren ¢aligma ile uyumludur.

> Mevcut calismamizdaki toplam fenolik madde degerleri ve DPPH % siiplirme
sonuglari, standart sartlarda yetistirilmis W. globosa etanol ekstresi ile
karsilastirildiginda Tipnee ve ark. (2017) W. arrhiza’nin radikal giderme aktivitesi,
abiyotik stres sartlar1 altinda tirettigi spesifik fitokimyasal bilesen miktarlariyla iligkili
olabilir.

> Bu calismada, oncelikle Tiirkiye’de gelecek i¢in umut verici bitki bazli protein
kaynagi olarak Wolffia bitkisinin daha iyi anlagilmast i¢in degerli bilesenleri, biyoaktif
ozellikleri, liretimi, farmasotik ve nutrasotik dnemi vurgulanmistir. Nutrasotik pazari
su anda yiiksek etkili, milyarlarca dolarlik bir endiistridir ve 6nlimiizdeki on yilda hizla
biiylimesi beklenmektedir. Farkli inovatif kullanim alanlariyla degerlendirildiginde
(biyoaktif pigmentler, niirientler, mineraller, lifler gibi) diinyanin en kiiciik
spermatofiti olan kdksiiz su mercimegi Wolffia bitkisinin, iilkemiz ve diinya pazari i¢in
nutrasotik pazarinda ekonomiye biiyiik katki sunacak degerli bir {iriin potansiyeline

sahip oldugu diisiintilmektedir.

> Diinyanin en kiigiik ¢icekli bitkisi Wolffia’nin zengin protein igeriginden ve
fotosentetik pigmentlerinden dolay1 fonksiyonel gida olarak (nutrasotik), igerdigi
degerli fitokimyasallarin biyoaktif rollerinden dolay1r da farmasotik olarak 6nemli

aktivitelere sahip oldugu (antimikrobiyal, antifungal, antioksidan aktivite) tespit
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edilmistir. Dolayisiyla, Tiirkiye’de heniiz taninmayan Wolffia bitkisi, nutrasotik ve
farmasotik olarak degerli bir iiriindiir, etnobotanik olarak da kullanilabilme potansiyeli

vardir.

> Farkli LED 1siklar altinda yetistirilen Wolffia’nin incelenen numunelerdeki
zenginlestirilen fitokimyasal icerikleri, Siiperkritik ekstraksiyon yonteminin sunmus
oldugu mucizevi, bilesene 6zel caligma imkani1 veren potansiyeli ile birlestiginde etkin
bilesiklerin izolasyonu ve karakterizasyonu yapilmis olacaktir. Bu maddelerinde in
vitro ve in vivo etkileri lizerinde daha kapsamli degerlendirmeler ile yeni drog

gelistirme amacli ¢alismalar ilerleyen siirecte mutlaka yapilmalidir.

> Bu ¢aligma kapsaminda bir¢ok parametrenin arastirilmis olmasina ragmen, W.
arrhiza’nin SKE metodu kullanilarak yeni ve umut verici nutrasotik protein kaynagi
olarak etkinligini ve potansiyelini kanitlamak icin 6zellikle aminoasit ¢esitliligi ve
mineral biriktirme kabiliyeti gibi diger mekanizmalarin daha fazla arastirilmasi

gerekmektedir.

> Bu caligma koksiiz su mercimegi W. arrhiza’nin SKE metoduyla elde edilen

Oziitlinlin degerlendirmeye alindig: literatiirdeki ilk arastirma olma niteligindedir.
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qT1

EK 1: 4 farkli LED 1sik (beyaz, kirmizi, mor, mavi) etkisi altinda yetistirilen W.arrhiza kiiltiirlerinin GC-MS analiz sonug

karsilastirmalar1
NIST11.lib (BEYAZ) NIST11.lib (KIRMIZT)

Pea | Ret. T | Are N | Pea| Ret.T | Are N
1% | ime | 2% Name CAS # o | k& | ime | a% Name CAS# o
20 | 5751 | 33.9 | Pregnanc-3,11,2021-tetrol, cyclic 20 21-[(L.1- 30888- | | 5, [ 5752 5, | Pregnanc-3,11,2021-tetrol, cyclic 20 21-[(L.1- 30888- |

’ *” | dimethylethyl)boronate], (3.alpha.,5.alpha.,11.beta.,208)- 37-0 9 '~ | dimethylethyl)boronate], (3.alpha.,5.alpha.,11.beta.,208)- 37-0
1129- 41,00 1129-

4 | 40,96 | 19,7 | Cyclododecyne 004 2| 15 5 25,4 | Cyclododecyne 004 2

1 | 36,62 | 2.7 | n-Hexadecanoic acid 57-310- 3l 9 36365 5.8 | n-Hexadecanoic acid 57-10-3 | 3

3 | 40,78 | 3,7 | 9,12-Octadecadienoyl chloride, (Z,Z)- 73‘;5-%- 41 14 40i82 6,6 | 9,12-Octadecadienoyl chloride, (Z,Z)- ?3435;- 4

51,09 593-49-

5 25 5 3,6 | Heptacosane 7 5

o | 4713 Cyclopropane, 1-(2-bromo-3-methyl-1-pentenylidene)-2,2,3,3- 0:00-0 | 6| 19 47,12 Cyclopropane, 1-(2-bromo-3-methyl-1-pentenylidene)-2,2,3,3- 0-00-0 | 6
tetramethyl- 9 tetramethyl-

7 7

2 | 40,30 | 3,7 | 9-Octadecene, 1,1-dimethoxy-, (Z)- 1;?717 | 8] 13 40é29 6,9 | 9-Octadecene, 1,1-dimethoxy-, (Z)- 12?17 8

21 | 5765 Pregnane-3,11,17,20-triol, cyelic 17,20-[(1,1- 30882- 9 9

’ dimethylethyl)boronate], (3.alpha.,5.beta.,208)- 55-4

15 | 5250 | 2.1 Docosa-2,6,10,14,18-pentaen-22-al, 2,6,10,15,18-pentamethyl-, all- 0-00-0 1 28 Docosa-2,6,10,14,18-pentaen-22-al, 2,6,10,15,18-pentamethyl-, all- 0-00-0 1

trans 0 trans 0

i 30 3-0-Acetyl-6-methoxy-cycloartenol 0-00-0 i

1 s 104372- | 1

23(Z)-ETHYLCHOLESTANOL 2 35 (-)-(25,8 Ar)-(camphorsulfonyl)oxaziridine 318 | 2

5 | 41,42 | 0,9 | 9,12-Octadecadicnoic acid (Z,7)- 60-333- ; 16 9.12-Octadecadienoic acid (Z,Z)- 60-33-3 ;

1 - 41126 | 1

4 38 Trihexadecyl borate 65 4

16 | 5473 | 1 2.2 4-Trimethyl-3-(3,8,12,16-tetramethyl-heptadeca-3,7,11,15- 0-00-0 1 1

tetraenyl)-cyclohexanol 5 5




EK 1: 4 farkli LED 151k (beyaz, kirmizi, mor, mavi) etkisi altinda yetistirilen W.arrhiza kiiltiirlerinin GC-MS analiz sonug
karsilastirmalar1 (devami)

NIST11.lib(MOR) NIST11.lib(MAVI)

911

Pea | Ret.T | Are N| Pea | Ret.T | Are N
12 | ime | 2% Name CAS # ol 1| ime | 2% Name CAS # o
28 | 57.55 | 27.5 Pregnane-3.11,20,21-tetrol, cyelic 20.21-[(1,1- 30888- 1] 34 | s7.53 | 153 Pregnane-3.11,20,21-tetrol, cyelic 20,21-[(1,1- 30888- 1

i " | dimethylethyl)boronate], (3.alpha.,5.alpha.,11.beta.,208)- 37-0 i " | dimethylethyl)boronate], (3.alpha.,5.alpha.,11.beta.,208)- 37-0
9 | 41,09 | 31,2 | Cyclododecyne lglo%i' 2| 10 | 41,09 | 28,2 | Cyclododecyne 19102_?" 2
3 | 36,71 | 7.8 |n-Hexadecanoic acid 57-10-3 4 | 36,71 | 8,9 |n-Hexadecanoic acid 57-10-3
4 4
17 | 51,10 | 3.4 | Heptacosane 593_;,49- 5 22 | 51,09 | 2,8 | Heptacosane 593_;49- 5
12 | 47.13 Cyclopropane, 1-(2-bromo-3-methyl-1-pentenylidene)-2.2,3,3- 0:00-0 | 6| 15 | 4713 Cyclopropane, 1-(2-bromo-3-methyl-1-pentenylidene)}-2.2,3,3- 0-00-0 | 6
tetramethyl- tetramethyl-
8 | 40,90 5-Nonadecen-1-ol 0-00-0 | 7] 9 | 40091 5-Nonadecen-1-ol 0-00-0
. 15677- . 15677-
7 | 40,30 9-Octadecene, 1,1-dimethoxy-, (Z)- -1 8| 8 | 40,30 | 44 | 9-Octadecene, 1,1-dimethoxy-, (Z)- -1 8
32 | s03s Pregnane-3.11,17,20-tetrol, cyelic 17.20-[(1,1- 30882- 9| 40 | s03s Pregnane-3.11,17,20-tetrol, cyelic 17.20-[(1,1- 30882- 9
i dimethylethyl)boronate], (3.alpha.,5.beta.,11.beta.,20R)- 63-4 i dimethylethyl)boronate], (3.alpha.,5.beta.,11.beta.,20R)- 63-4
21 | 5251 | 12 Docosa-2,6,10,14,18-pentaen-22-al, 2,6,10,15,18-pentamethyl-, all- 0-00-0 1 26 | 5251 | 2.1 Docosa-2,6,10,14,18-pentaen-22-al, 2,6,10,15,18-pentamethyl-, all- 0-00-0 1
trans 0 trans 0
23 | 54,74 | 2,7 | 3-O-Acetyl-6-methoxy-cycloartenol 0-00-0 } i
29 | 57.67 (-)-(25,8Ar)-(camphorsulfonyl)oxaziridine 11731 1| 35 | s7.66 (-(28,8Ar)-(camphorsulfonyljoxaziridine i s
10 | 41,45 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)- 60-33-3 é 11 | 41,44 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)- 60-33-3 é
35 | 61,45 Trihexadecyl borate 4. 2526 }1 43 | 61,46 Trihexadecyl borate 4. 1615'26 }‘
1 28 | 5475 | 2.1 2,2 A-Trimethyl-3-(3,8,12,16-tetramethyl-heptadeca-3,7,11,15- 0-00-0 1
5 tetraenyl)-cyclohexanol 5




LTT

EK 2: 4 farkli LED 1s1k (beyaz, kirmizi, mor, mavi) etkisi altinda yetistirilen W.arrhiza kiiltiirlerinde GC-MS analiz sonuglarina gore tespit
edilen en yiiksek yiizde alan degerine sahip biyoaktif maddelerin kromatogram tablolari

Hit#:1 Entry:218612 Library:NIST11.lib

SI:75 Formula:C25H43B0O4 CAS:30888-37-0 MolWeight:418 RetIndex:0

CompName:Pregnane-3,11,20,21-tetrol, cyclic 20,21-[(1,1-dimethylethyl)boronate], (3.alpha.,5.alpha.,11.beta.,20S)- $$ 5.alpha.-Pregnane-3.alpha.,11.beta.,20.t
100

41 55 o 8193 407

40+ 159 213 328
255

30 60 9 120 150 180 210 240 270 300 330 360 39 420 450 480

Hit#:1 Entry:34220 Library:NIST11.lib
SI:85 Formula:CI12H20 CAS:1129-90-4 MolWeight:164 RetIndex:0
CompName:Cyclododecyne $$ 1-Cyclododecyne #
100
i a7

| | 149 le4 —

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480




81T

Hit#:1 Entry:107666 Library:NIST11.lib
SI:94 Formula:C16H3202 CAS:57-10-3 MolWeight:256 Retlndex:1968

CompName:n-Hexadecanoic acid $$ Hexadecanoic acid $$ n-Hexadecoic acid $S Palmitic acid $$ Pentadecanecarboxylic acid $$ 1-Pentadecanecarboxylic acid
100

3
. 43 57 T
80
60 R e
- 129 T
40
. B 97
20 115 171 185 213 256
B | ||| |I L 143 | | ]?9 | 2%?

20 50 g0 110 1o 170 2000 230 260 200 320 350 380 410 440 470

Hit#:1 Entry:107139 Library:NIST11.lib

SI:54 Formula:C13H21Br CAS:0-00-0 MolWeight:256 Retlndex:0

CompName:Cyelopropane, 1-(2-bromo-3-methyl-1-pentenylidene)-2,2,3,3-tetramethyl- $$ 3-(2-Bromo-3-methyl-1-pentenylidene)-1,1,2,2-tetramethylcycloprop:

100 ;
] 57 177

41

91 121 /

65 107 135 147 161 g

20 40 60 80 100 12{}| 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480

80
60—
— 105
401
20+

256 Br
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Hit#:1 Entry:143061 Library:NIST11.1ib
SI:87 Formula:C18H31ClIO CAS:7459-33-8 MolWeight:298 Retlndex:2139
CompName:9, 12-Octadecadienoyl chloride, (Z,Z)- $$ Linoleoyl chloride $$ Lineoleoyl chloride $$ Linoleic acid chloride $$ (9E,12E)-9,12-Octadecadienoyl ch

100
801
60: B
40+ -
2({: 110 19 ITS lﬁg 63 2?2
I |

T | T T T T T T T T T T | T T T T T T T T T T [ T T T T | |""|”"|””|"' T T | T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480

Hit#:1 Entry:129560 Library:NIST11.lib

SI:85 Formula:C19H380 CAS:0-00-0 MolWeight:282 Retlndex:2161

CompName:5-Nonadecen-1-ol $$ (5SE)-5-Nonadecen-1-ol #

100 qi
o w @,

55

. P |

— 109

20 123 137
1 L] 132
L

180 194 207 264
L f L U Ll L

20 50 8 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470




0cT

Hit#:1 Entry:154935 Library:NIST11.lib
SI:83 Formula:C20H4002 CAS:15677-71-1 MolWeight:312 Retlndex:2105
CompName:9-Octadecene, 1,1-dimethoxy-, (Z)- $$ Olealdehyde, dimethyl acetal $S (9Z2)-1,1-Dimethoxy-9-octadecene #

100 T
80+ 12

71

121 135 ]52

20 40 60 80 100 12{} 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480

Hit#:1 Entry:154935 Library:NIST11.lib
SI:83 Formula:C20H4002 CAS:15677-71-1 MolWeight:312 Retlndex:2105
CompName:9-Octadecene, 1,1-dimethoxy-, (Z)- $$ Olealdehyde, dimethyl acetal $S (9Z)-1,1-Dimethoxy-9-octadecene #

1001

71
804 12
60—
40: A #
20+ _0
- 12113545
| ]

| T T T T T T T T T T T |""|”'| T
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