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oz

Koksiiz su mercimegi insanlar i¢in potansiyel bir yiiksek proteinli gida kaynagidir. Lemnaceae familyasinin kok,
govde ve yapraklari indirgenmis bir tiyesi olan Wolffia, diinyanin en kiiglik spermatofitidir. Wolffia tiirleri ile yapilan
bilimsel aragtirmalar olduk¢a yeni olup, bu tiiriin Tiirkiye’de nadir oldugu diisiiniilmektedir. Dogal ya da kiiltiir
ortamindaki ¢evresel faktorler, bitkilerin fitokimyasallar1 ve besinsel bilesimleri iizerinde 6nemli bir etki gosterir.
Bu ¢aligmada, Yesilirmak Deltasi’nda (Samsun) lokal bir alandan toplanip kiiltiire alinan Wolffia arrhiza, kontrolli
kosullarda farkli LED 1giklar altinda yetistirilmistir. Ham protein miktarinin belirlenmesinde Dumas metodu kulla-
nilmustir. Azot (%) iceriginin standart doniigtim faktorii 6.25 ile carpilmasiyla hesaplanan protein igerigi, literatiir-
lerdeki farkli doniisiim faktorleri kullanilarak da degerlendirilmistir. Aragtirma sonucunda, koksiiz su mercimeginin
farkli 151k spektrumlari ile yapay aydinlatma kosullarinda basarili bir sekilde yetistirildigi kanitlanmistir. Dogal
ortamdaki koksiiz su mercimeginin %10 civarinda olan protein igerigi, kirmizi LED 1sikta oldukca yiikselmistir
(%41.6 protein). Farkli isiklarin W. arrhiza protein igerigine etkisi kirmizi LED > mavi LED > mor LED > floresan
seklinde gozlenmistir. Yiiksek protein igerigi, ¢evre dostu ve siirdiiriilebilir retimi ile Wolffia, yakin gelecekte
geleneksel mahsullere alternatif bir iiriin olarak, bitki bazli protein ve fonksiyonel gida pazarinda hizla yer alabilir
potansiyele sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Alternatif protein kaynagi, Su mercimegi, Bitki bazli protein, Insan gidasi, LED

ABSTRACT

Determination of crude protein content using the Dumas method of rootless duckweed
(Wolffia arrhiza) grown under different LED lights

Rootless duckweed (Wolffia spp.) has the potential high-protein food source for humans. Wolffia is a member of the
Lemnaceae family and is the world's smallest spermatophyte, with reduced roots, stems, and leaves. Scientific re-
search on Wolffia species is relatively new, and this species is believed to be rare in Turkey. The phytochemicals
and nutritional composition of plants are significantly affected by environmental factors in the natural or cultivated
medium. In this study, Wolffia arrhiza was collected and cultured from a local area in Yesilirmak Delta (Samsun)
grown under controlled conditions using different LED lights. The Dumas method was used to determine the amount
of crude protein. The protein content, calculated by multiplying the nitrogen (%) content by the standard conversion
factor 6.25, was also evaluated by using different conversion factors in the literature. The results showed that root-
less duckweed can be successfully grown under artificial lighting conditions with different light spectrums. The
protein content of rootless duckweed, which was around 10% in the natural environment, increased considerably
under red LED light (41.6% protein). The effect of different lights on protein content of W. arrhiza was observed
as red LED > blue LED > purple LED > fluorescent. With its high protein content, environmentally friendly and
sustainable production, Wolffia has the potential to quickly take place in the plant-based protein and functional food
market as an alternative to traditional crops in the near future.

Keywords: Alternative protein source, Duckweed, Plant-based protein, Human food, LED
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Giris

Suda serbest yilizen monokotil su bitkilerinden olan su mer-
cimekleri, Lemnaceae familyasina ait 5 cins (Landoltia,
Lemna, Spirodela, Wolffia ve Wolffiella) ve 36 tiir igerir (Sree
ve ark., 2015; Bog ve ark., 2019; Bog ve ark., 2020; Tippery
ve Les, 2020). Su mercimeklerinin en kiigiik bireyi olan ve
kokleri indirgenmis olan Wolffia, diinyanin da en kiigiik sper-
matofitidir. Su mercimekleri hizli bliylime oranlari, yiiksek
besin alim kapasiteleri, yenilebilirlikleri, yetistirme
kosullarina bagli olarak besin igeriginin ve degerlerinin
degiskenligi gibi karakteristik oOzellikleriyle (Xu ve ark.,
2011; Xu ve Shen, 2011; Ziegler ve ark., 2015), insan gidas1
ve hayvan yemi olarak, biyoteknoloji alaninda, fitoremedi-
asyon calismalarinda, yenilenebilir enerji gibi oldukga farkli
alanlarda kullanim igin potansiyel bir kaynaktir (Cui ve
Cheng, 2015; Appenroth ve ark., 2017; Petersen ve ark.,
2022).

Kiiresel iklim degisikligi ve diinya niifusu hizla artarken, ta-
rim alanlar1 yavas yavas azalmaktadir. Bu durumda kiiresel
gida kithigr gelecekte daha da kritik hale gelecektir (van Dijk
ve ark.,, 2021). Fonksiyonel ve besleyici gida olarak
kullanilan algler gibi (Tas ve Sengiillendi, 2022a), su mer-
cimegi de bir¢ok i¢sel avantaja sahip oldugu i¢in, geleneksel
tahil ve tahil mahsullerine kiyasla son yillarda oldukca ilgi
¢ekmektedir (Appenroth ve ark., 2017; 2018; Xu ve ark.,
2022). Ornegin, algler gibi, su mercimegi de hizla biiyiir,
yetistirme icin biiylik tarim arazilerine gerek duymaz ve tarim
arazisi ile rekabet etmeden {retilebilir. Su mercimekleri,
ozellikle Wolffia tiirleri insan beslenmesi i¢in degerli bilesen-
ler icerir ve protein, yag, nisasta ve diyet lifi bakimindan en
yiiksek verime sahiptir (Appenroth ve ark., 2017; 2018). Su
mercimegi Diinya Saghik Orgiitii’niin (WHO) tavsiyesini
karsilayan yeterli tiim esansiyel amino asitleri (EAA) saglay-
abilir ve faydali pigmentler ve antioksidanlar agisindan
zengindir. Ayrica, su mercimegi fonksiyonel 6zellikler ve be-
sinler saglayan nisasta, seliilloz, eser miktarda hemiseliiloz ve
pektin gibi ¢ok yonlii karbonhidratlar da igerir (Appenroth ve
ark., 2017; Xu ve ark., 2022). Bitkisel bir protein kaynagi ve
tim EAA’lan igeren su mercimegi, viicudumuzun ihtiyaci
olan yiiksek kaliteli proteinin yam sira lif, demir, folat, mag-
nezyum ve potasyum gibi diger besin maddeleri agisindan da
zengindir. Bu nedenle, saglikli bir beslenme plam igin
miikemmel bir secenektir. Ozellikle vejetaryenler veya ve-
ganlar i¢in saglikli ve 6nemli bir gidadir. Su mercimeklerinin
proteinler, coklu doymamus lipidler, lifler, mikro besinler ve
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diger bazi biyoaktif bilesikler dahil olmak {izere zengin bir
yasamsal makro besin kaynagi olusturmasi, iyi dengelenmis
bir amino asit profiline sahip olmalar1, bu bitkileri insan
gidas1 olarak formiile etmek icin harika bir aday yapar
(Diwan, 2023).

Su mercimegi, tathi sularda dogal olarak yetisir. [liman iklim
kusaginda bulunan Tirkiye’'nin kuzeyinde yer alan
Yesilirmak ve Kizilirmak deltalar1 su  mercimeginin
yetismesi i¢in olduk¢a uygun sucul habitatlara sahiptir. Daha
iliman bir iklim, gblgeli habitatlar, diisiik 151k yogunluklari ve
asir1 sicakliklarin az olmasi gibi abiyotik faktorler nedeniyle
deltalardaki s1g goller, lagiinler, sulak alanlar, kanal ve hen-
deklerde zaman zaman su mercimekleri asir1 cogalmalar yap-
maktadir (Tas ve Topaldemir, 2021). Su mercimegi yetistiri-
ciligi i¢in, uygun ¢evresel kosullar altinda, seralarda verimli
sistemler kurmak ve siirdiiriilebilir sekilde y1l boyu hasat elde
etmek miimkiindiir (Arslan Giinal ve Tas, 2022; Tas ve
Sengiillendi, 2022b). Abiyotik faktorlerden 1s1k yogunlugu
ve spektral 151k dagilimi (Petersen ve ark., 2022) yetistiricilik
icin onemlidir. Ornegin, ¢ok yiiksek 151k yogunlugu 1sik
doygunluguna yol agar, dolayisiyla bitkinin fotosentetik ak-
tivitesini artirmaz (Landolt ve Kandeler, 1987). Mavi 1sikla
yetistirilen W. arrhiza’ nin kirmizi 1s18a kiyasla daha yiiksek
klorofil igerdigi bildirilmistir. Ancak, yapilan g¢alismalar,
abiyotik faktorlerin farkli su mercimegi tiirlerinde farkli
sonuglar ¢ikarabilecegini gostermistir (Wedge ve Burris,
1982; Yin ve ark., 2015; Paolacci ve ark., 2018; Stewart ve
ark., 2020). Isik yayan diyot (LED, Light Emitting Diode)
teknolojisinin gelismesiyle, bitki yetistiriciliginde verim ve
kaliteyi arttirmak hedeflenmis, son yillarda bitki {iretiminde
geleneksel aydinlatma sistemlerine alternatif olarak LED kul-
lanim1 yayginlagsmistir. Bununla birlikte, bitki gelisimi ve fiz-
yolojisi, biiylime ortami 151k spektrumundan giiclii bir sekilde
etkilendigi icin, bitkinin fizyolojik tepkilerini anlamaya yo-
nelik yeni aragtirmalarda LED aydinlatma kullanimi yaygin-
lagmaya baglanmistir (Tas ve Sengiillendi, 2022b).

Su mercimegi pazarinin, 2030 yilina kadar farkli gelisim fir-
satlarina kap1 agacagi ongoriilmektedir (Diwan, 2023). Artan
diinya niifusu ile birlikte yenilik¢i, besleyici, saglikli ve gevre
dostu gidalara olan ihtiyag su mercimeklerini 6n plana
¢ikarmistir. Gidalarin temeli olan protein {iretimi i¢in ek ve
siirdiiriilebilir biyokiitle kaynagina yonelik kiiresel olarak su
mercimegi proteinlerine olan ilginin arttig1 goriilmektedir.
Bununla birlikte, protein kaynagi olarak su mercimeklerinin
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potansiyelini dogru bir sekilde belirlemek igin, glivenilir
kantitatif yontemler gerekmektedir. Bitki dokusundaki top-
lam azot (TN) icerigi Kjeldahl yontemi veya CHN/S organik
element analizorleri kullanilarak yakma yoluyla belirlene-
bilmektedir. Protein igeriginin belirlenmesinde ise ¢ogun-
lukla Kjeldahl azotu (Kj-N) faktorii olarak bilinen 6.25’lik
doniistim faktorii ile TN carpilmakta ve yaygin olarak bu
yontem kullanilmaktadir. Dogrudan ekstraksiyon yoluyla da
protein analizleri yapilmaktadir, ancak bu yontemle ile ilgili
yasanan teknik sorunlarn aksine, bitki dokusundaki TN
icerigi Kjeldahl veya elementel analizérler kullanilarak daha
giivenilir olarak belirlenebilir. Ciinkii bu yontemlerle belir-
lenen toplam doku azotu igerigi, dogrudan ekstraksiyon
prosediirlerinden daha az degiskendir. Fakat bu yontemlerin
yanilabilirligi, daha sonra toplam proteini hesaplamak igin
kullanilan doniistiirme faktoriidiir (Angell ve ark., 2016).
Deniz alglerinin protein igeriginin incelendigi bir meta-ana-
lizde, proteomik amino asitlerin toplami olarak tanimlanan,
dogrudan ekstraksiyon prosediirlerinin protein igerigini %33
oraninda az, en sik kullanilan, azottan proteine doniigiim fak-
torii olan 6,25’in kullanildig1 durumda ise protein igeriginin
%43 oraninda fazla tahmin edildigi belirtilmistir (Angell ve
ark., 2016). Bu nedenle, farkli gida ve bitki gruplarinda
oldugu gibi, su mercimeklerinin protein igerigini belirlemeye
yonelik evrensel bir doniisiim katsayisinin belirlenmesine ih-
tiyac vardir.

Bu ¢aligmada, dogal ortamindan toplanip kiiltiirii yapilan ve
kontrollii kosullarda, farklit LED 1giklarda yetistirilen koksiiz
su mercimegi W. arrhiza’ nin ham protein igerigi analiz
edilerek, LED 1siklarin protein igerigine etkisi incelenmistir.
Dumas metoduyla belirlenen %N {izerinde protein icerigi
hesaplanirken, standart Kj-N katsayisi ile birlikte farkli do-
niisiim faktorleri de kullanilmistir. Calismada W. arrhiza’ nin
sec¢ilmesinin nedeni, Tirkiye’de heniiz taninmamasi, yiiksek
biliylime hiz1 ve protein igerigi, degerli fitokimyasallariyla
nutrasotik ve farmasotik alanda kullanim potansiyelinin yiik-
sek olusu ile ilgili ©on ¢alismalarda iyi performans
gostermesidir. Koksiiz su mercimeginin iiretiminin yapilarak
iilke ekonomisine ve bitki bazli protein pazarina katki sagla-
mas1 umulmaktadir.

Materyal ve Metot

Biyolojik Materyal ve Biiyiime Kosulu

Koksliz su mercimegi tiirlii, W. arrhiza, Yesilirmak Del-
tast’ndan (Samsun) toplannustir (Tag ve Topaldemir, 2021).

Ordu Universitesi (ODU) Hidrobiyoloji Laboratuvari’nda
kiiltiire almman koksiiz su mercimegi stok kiiltiirii elde
edilmigtir (Sekil 1). W. arrhiza, suda serbest yiizen, yaprak
olarak niteleyebilecegimiz frond adi verilen yapisi alg tallu-
suna benzeyen, ylizeyi seffaf olmayan parlak yesil renktedir
(Tas ve Sengiillendi, 2022b). Yapraklar genisliginin 1-1.5
kat1 derinliginde, kiiresel ila elipsoid, iist ylizeyde dis biikey,
en biiyiik genisligi su ylizeyinin biraz altinda, 0.5-1.5 mm
uzunlugunda, 0.4-1.2 mm genisgligindedir. Bitkiler bazen ¢i-
cek agar ve nadiren meyve verir. Tohumlar 0.4—0.5 mm uzun-
lugunda, yaklasik 0.4 mm kalinligindadir (Bog ve ark., 2020).
Toplu igne bast biiyiikliigiindeki bitkicik, tomurcuklanma
gibi vejetatif olarak hizla ¢cogalmaktadir (Sekil 1).

W. arrhiza biiylime ortami olarak sentetik “N ortam1” kulla-
nilmistir (Appenroth ve ark., 2017). N ortam1 su mercimekle-
rinin yetistirilmesi i¢in Onerilen bir ortamdir. Bu ortam
asagidaki  kimyasallarin ~ kanigimiyla — hazirlanmastir.
Kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta olup Merck
KGaA (Almanya)’dan satin alinmigtr.

Stok 1: 4.083 g/L KH>POy; Stok 2: 47,23 g/L Ca(NOs3),.4H>0;
Stok 3: 161.8 g/ KNOs, 61.8 mg/L H3BO;, 514.5 mg/L
MnCls.H,O, 94 mg/L NaMo04.2H,O, 49.30 ¢g/L
MgSO0.4.7H,0; Stok 4: 1.835 g/L FeNaEDTA. Hazirlanan
stoklar +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Bir litre
besin ortami hazirlamak i¢in her stok soliisyondan 5 mL
kullanilmis, pH 5.5’e ayarlanip 121°C’de 15 dak. otoklavda
steril edilmistir. Oda sicaklifina sogutulan steril ortamlar
kiltiirlerin ¢ogaltilmasinda kullanilmaistir.

W. arrhiza yetistirmek icin, ODU Hidrobiyoloji Laboratu-
vari’ndaki steril iklim kabini kullanilmistir (Grotech/GROS,
Unitroniks® Vision350™), Dort plastik kap (uzunluk X
genislik x ylikseklik: 64 cm % 43 cm X 18.5 cm) i¢ine asilanan
koksiiz su mercimegi, farkli LED’ler [kirmizi, mavi, mor
(kirmizitmavi)] ve floresan 1sikli raflarin  altina yer-
lestirilmistir (Sekil 2). Farkli LED 1s1kl1 panolar serit LED’ler
kullanilarak laboratuvarda hazirlanmistir. Su yiizeyinin 30
cm yukarisina yerlestirilen LED’lerin 151k yogunlugu 70—80
umol/cm?/s, iklim dolabinin floresan lamba (Polylux XLR™,
F18W/827, Hungary) 151k yogunlugu (sicak beyaz, 4 adet)
4500 lux’diir. LED 1siklarin yogunlugu PPFD meter (AMS
TCS3701 LIGHT ALS renk sensorii, Samsung), floresan 151k
yogunlugu multimetre (MASTECH® MS6300, Environment
Multimeter, Mastech Group, Hong Kong) kullanilarak dl¢iil-
miistiir. Iklimlendirme kosulu olarak 16/8 aydinlik/karanlik
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fotoperiyot, 24 +1°C sicaklik, 70°C nem ayarlanmistir. Kont-
rollii kosullarda ¢ogalan W. arrhiza, dort giiniin sonunda ha-
sat edilmistir. Distile su (dH,0O) ile yikanan koksiiz su merci-
meginin fazla suyu havlu pegete ile alinip derin dondurucuya
kaldirilmig, ardindan liyofilizatérde (FreeZone® 2.5, Lab-
conco) kurutulmustur. Kuru ornekler mekanik ogiitiiciide
(Waring 8011 EB Blender) toz haline getirildikten sonra ana-
lizler yapilincaya kadar -21°C’de muhafaza edilmistir.

Dumas Metoduyla Ham Protein Analizi

Toplam azot (TN) igerigi, Ordu Universitesi Merkezi
Arastirma Laboratuvari’nda bulunan bir CHNS analizorii
(vario MICRO cube, Elementar, Germany) kullanilarak, Du-
mas prosediiriine gore analiz edilmistir. Bu yontemde 1-2 mg
dondurularak kurutulmus bitki materyali yakilmis ve iiretilen
azot, termal iletkenlik sensorii ile Ol¢lilmiistiir. Tim azot
formlar1 yandigindan, bu analiz organik, nitrat, nitrit ve
amonyum azotunun toplamim verir (Devlamynck ve ark.,
2020). Cihazda tasiyic1 gaz olarak helyum, referans standart
olarak siilfanilamid kullanilmistir. CHNS analiz6riinde her
numuneden ii¢ kopya analiz edilen TN miktari, bitki kuru

Sekil 1. Koksiiz su mercimegi, Wolffia arrhiza (original)

Figure 1. Rootless duckweed, Wolffia arrhiza (original)

agirliklarina dayali olarak Elementar Vario yazilimi tarafin-
dan yilizde olarak belirlenmistir. Farkli LED 1siklarda
yetistirilen koksiiz su mercimeginin kuru agirlik bazinda pro-
tein igerigi (% ham protein), Kj-N’nin 6.25 faktdrii ile ¢arpil-
mastyla (N*6.25) hesaplanmistir (Kjeldahl, 1883; Casal ve
ark., 2000). Bunun yan sira, giincel literatiirlerde belirtilen
farkli N-protein doniistiirme faktorleri de kullanilarak
[F(5.8), Nieuwland ve ark., 2021; F(5.6), Mariotti ve ark.,
2008; F(5), Angell ve ark., 2016] protein degerleri
karsilastirilmagtir.

Istatistiksel Analiz

Farkli 151k gruplan arasinda degiskenin nicel ortalamalarina
gore anlaml bir farkliligin olup olmadigimi test etmek i¢in
Kruskal-Wallis testi yapilmistir. Bu test, tek yonlii varyans
analizinin (ANOVA) parametrik olmayan karsiligidir. Istatis-
tiksel analizin yapilmasinda MINITAB 16 (Minitab Inc.,
State College, Pennsylvania, ABD) kullanilmistir. Yine, elde
edilen sonuglardan Origin Pro Lab (Origin 8.5, 2021)
yazilimi kullanilarak hot plot grafigi hazirlanmustir.

Sekil 2. Iklim dolabinda farkli LED aydimlatmada W. arrhiza yetistirme, hasat ve kurutma

Figure 2. Growing, harvesting and drying W. arrhiza in different LED lighting in climate cabinet
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Bulgular ve Tartisma

Azot, bitkisel proteinlerin ana bilesenidir, bu nedenle yiiksek
azot igerigi, bitkilerin yiiksek protein igerigi ile
iliskilendirilir. Lemnaceae ailesine ait su bitkilerinin azot
icerigi oldukca yiksektir, genellikle %3 ila %5 arasinda
degisir. Bitki biiylime siireglerini katalize eden ve diizenleyen
azot, ¢esitli enzimatik proteinlerin bir pargasidir (Sinfield ve
ark., 2010). Karbon, hidrojen ve oksijenden sonra azot, fo-
tosentez islemi icin temel olan klorofil {iretimindeki kilit rolii
nedeniyle bitkilerdeki temel elementlerden biridir. Ayrica
azot, parazitlere ve bitki hastaliklarina kars1 koruma saglayan
kimyasal bilesenlerin iiretimine de katkida bulunur (Hoffland
ve ark., 2000).

Caligmamizda, kontrollii kosullarda, farkl 1siklarda yetistiri-
len W. arrhiza’nin CHNS analizorii ile belirlenen (Dumas
metodu) TN miktart Tablo 1’de goriilmektedir. Farkli 1g1kla-
rin bitkideki azot i¢erigini degistirdigi goriilmektedir. Koksiiz
su mercimeginin ham protein igerigi iizerine, farkl 11k spek-
trumlarinin anlamli bir etkisinin olup olmadigimni test etmek
icin Kruskal-Wallis testi yapilmistir. Analiz sonucu, farkli
151k kaynaklarinin W. arrhiza’nin ortalama protein degerleri
iizerinde Onemli bir etkisi oldugunu ortaya koymustur
(H=13.23; p<0.001; df=4).

Yesilirmak Deltasi’ndaki dogal ortamdan toplanan W. arr-
hiza’nin TN igerigi yaklasik %1.6’dir. Kontrollii laboratuvar
kosullarinda, sentetik N ortaminda, floresan ve farkli LED
1siklar altinda yetistirilen W. arrhiza’nin TN igerigi dogal or-
tamdakine gore oldukca artis gostermistir. Bu artig, kirmizi

LED 1sikta %316, mavi LED 1sikta %261, mor LED 1sikta
%246 oranindadir. LED 1siklara kiyasla beyaz floresan 1s1kta
yetistirilen W. arrhiza’min TN igerigi daha azdir, fakat dogal
ortamdakinden %162.5 oraninda daha fazladir. Koksiiz su
mercimegindeki farkli protein igeriklerinin 151k spektrumlari-
nin ve yogunluklarinin farkliligindan kaynaklandigini sdyle-
yebiliriz.

Organik bilesiklerde azot tayini i¢in en ¢ok kullanilan yont-
emlerden biri Kjeldahl metodudur (Kjeldahl, 1883). Bu
metod gida, igecek, et, yem, tahil, giibre, atik su, toprak ve
bitki dokusunda azot tayini i¢in yaygin olarak kullanilmak-
tadir (Mufioz-Huerta ve ark., 2013). Klasik Kjeldahl meto-
duna alternatif olarak, CHNS analizorii kullanilarak Dumas
(yakma) metodu ile de azot analiz edilebilir. Bu iki metot,
proteinlerde bulunan toplam azotun dikkate alindig:
metodlardir. Doku analizine dayali bu metodlar, organik azot
tayinindeki giivenilirlikleri nedeniyle bitkilere yaygin olarak
uygulanmistir (Mufioz-Huerta ve ark., 2013). Kjeldahl
metodu basit ve dogrulugu kanitlanmis, referans bir yontemi
olustururken, Dumas metodu, toplam azotu dogru bir sekilde
tahlil eder (Wiles ve ark., 1998). Geleneksel doniistiirme fak-
torii (6.25), koksliz su mercimeginde protein icerigini
oldugundan fazla tahmin etmektedir (Tablo 1). Bununla
birlikte, bir doniisiim faktoriiniin kullanilmasi, dokudaki azot
6l¢iimiine dayali olarak proteini tahmin etmenin basit bir yolu
oldugundan, hala g¢aligmalarin ¢ogu igin tercih edilen bir
yontem olmaya devam edecek standart bir yaklagim olarak
goriilmektedir.

Tablo 1. N-protein doniisiim faktorleri kullanilarak farkli LED 1giklarda yetistirilen W. arrhiza’nin ham protein igerigi

Table 1. Crude protein content of W. arrhiza grown in different LED lights using N-protein conversion factors

Isik kaynagi TN (%) Ham protein (%)

F(6.25) F(5.8) F(5.6) F(5) Ort.
Dogal 1.6 10 9.3 8.9 8 9.1
Floresan 4.2 24 24.1 23.3 20.8 23.1
Kirmizi LED 6.7 41.6 38.6 37.3 333 37.7
Mavi LED 5.8 36.1 33.5 324 28.9 32.7
Mor LED 5.5 34 32.1 31 27.6 31.2

TN: Dumas metoduyla analiz edilen toplam azot igerigi (organik, amonyum, nitrit ve nitrat azotu)
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Dumas metodu kullanilarak genellikle biraz daha yiiksek azot
seviyeleri bulunur. Bu, numunedeki tiim azot formlarinin
degerlendirilmesinde daha yiiksek bir toplam verimlilikle
aciklanabilir (Daun ve DeClercq, 1994; Thompson ve ark.,
2002). Kjeldahl  yontemiyle karsilastirildiginda,  Dumas
prosediiriiniin birka¢ avantaji vardir, ¢ilinkii daha az giiclii
reaktant tiiketir, daha az emek gerektirir ve numunelerden
azotu serbest birakmak i¢in daha verimli bir sicaklikta caligir
(Etheridge ve ark., 1998). Sonug olarak, bu yontem gida ve
yem numunelerindeki toplam azotu analiz etmek i¢in giderek
daha fazla tercih edilmektedir. Dumas metodu organik baglh
azotun onemli Ol¢iide fazla tahmin edilmesine yol agar, bu
nedenle ham protein tahmini i¢in, Dumas metodu protein
icerigi tayini i¢in kullanilacaksa, bu yonteme 6zgii yeni bir
doniistiirme faktorii belirlenmelidir (Devlamynck ve ark.,
2020). Genellikle bitkisel proteinler i¢in Kj-N katsayist olan
6.25 yaygin olarak kullanilmasina ragmen, elde edilen
sonuglar, orneklerin gergek protein icerigini temsil etmez.
Bunun nedeni, 6rneklerdeki azotun, protein disindaki diger
bilesiklerin yapitasi olabilecegi gercegidir. Bu nedenle, Kj-N
katsayisiyla belirlenen protein miktari, “toplam protein”
miktarini ifade eder. Genel olarak, ¢gogu analitik yontem pro-
tein igerigini oldugundan fazla tahmin etmistir. Hatalar,
dolayli 6l¢iimlerle, yani azot tayini ve miiteakip protein do-
niistiirme veya diger kimyasal maddelerden kaynaklanan gi-
risim ile baglantilidir. Insan diyetinin bu kadar &nemli
bilesenleri olarak, gidalardaki protein icerigini bilmek g¢ok
onemlidir ve bu nedenle giivenilir analitik yontemlere sahip
olmak 6nem arz etmektedir (Mahre ve ark., 2018).

Caligmamizda, Dumas metoduna gore, koksiiz su mer-
cimeginde bulunan TN miktarindan protein igerigi (% ham
protein) hesaplanirken hem geleneksel Kj-N faktorii hem de
glincel literatiirlerdeki su mercimegi i¢in uygun olabilecek
farkli faktorler kullanilmistir (Tablo 1). W. arrhiza’da Kj-N
faktorii (6.25) ile hesaplanan protein igerigi farkli LED
1siklarda yaklasik %34 ila %42 arasinda degismistir. En
yliksek protein kirmizi LED 1sikta yetistirilen numunelerde
hesaplanmistir (%41,6). Bunu mavi ve mor LED 1giklarda
yetigtirilen numuneler takip etmistir (Sekil 3). Floresan
1s1ktaki protein icerigi LED 1siklardan daha azdir. Koksiiz su
mercimegi (W. arrhiza) igin Kj-faktorii olarak 5.7-5.8 ara-
sinda bir deger onerilmektedir (Nieuwland ve ark., 2021). Bu
degerler kullanildiginda, kirmizi LED 1sikta yetistirdigimiz
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W. arrhiza’nin protein igerigi %38-39 olarak hesaplanmak-
tadir. Ancak, bitkinin yetistigi kosullar, genetik varyasyonlar
ve diger faktorler, Kjeldahl faktdrii degerini etkileyebilir. Bu
nedenle, protein hesaplamalar1 yapilirken dogru Kjeldahl fak-
toriinii kullanmak i¢in uygun literatiir kaynaklarina bagvurul-
malidir.

Nieuwland ve ark. (2021), sisman su mercimegi Lemna
gibba’da ham protein igerigini standart ve onaylanmis bir Du-
mas azot analiz yontemi kullanilarak incelemislerdir. Yari
konsantre Hoagland ¢6zeltisinde, 18 saat 151k ve 20 ila 30 °C
sicaklik arasinda iiretilen ve dondurularak kurutulan L.
gibba’nin ham protein miktari, 1spanaktan ve seker pancari
yapragindan elde edilen RuBisCO’nun (RuBisCO, tiim yesil
bitkilerde karbon fiksasyonunda 6nemli rol oynayan protein-
dir ve “yaprak proteini” nin ana bilesenidir) 5.8’lik do-
niistiirme faktorti kullanilarak hesaplanmistir. L. gibba’da
ham protein igeriginin, literatiirde bildirilen diger su mer-
cimegi cesitlerine benzer sekilde (Xu ve Shen, 2011), kuru
agirlik bazinda yaklasik %34 (33.6 g/100 g) oldugu bild-
irilmistir. Bu degerin protein izolasyonu i¢in kullanilan diger
yaprak kaynaklarina kiyasla daha yiliksek oldugu, 6rnegin
kuru agirlik bazinda proteinin 1spanakta %28, marulda %25,
seker pancarindan %18 oldugu ifade edilmistir (WHO, 1970).
Dumas metoduyla analizini yaptigimiz W. arrhiza’da 5,8 kat-
sayisin1  kullanarak belirledigimiz ham protein igerigi
(%N*5,8), farkl1 151k kaynaklarinin etkisinde, kuru agirlik ba-
zinda yaklasik %24 ila %39 araliginda hesaplanmustir. Kjel-
dahl faktoriiyle (%N*6.25) hesaplandiginda W. arrhiza’da
ham protein %26 ila %42 araligindadir. Yani standart Kj-N
faktorii ile hesaplama yapildiginda daha yiiksek protein ige-
rigi elde edilmektedir. Farkli LED 1siklarin floresan 1s18a ki-
yasla, W. arrhiza’nin gelisimini pozitif yonde etkiledigi goz-
lenirken, kirmizi LED 15181n azot icegini, dolayisiyla protein
seviyesini yiikselttigi tespit edilmistir. Farkli 151k kaynakla-
rinda yetistirilen W. arrhiza’nin farkl katsayilar kullanilarak
hesaplanan protein igerigi hot plot grafiginde Sekil 4’te go-
rilmektedir. Grafikte, protein yogunlugu farkli renkler ve
tonlar kullanilarak ifade edilmis, protein iceriginin az
oldugunu mor renkten protein iceriginin en yiiksek oldugu
kirmizi renge dogru degisim gdosterilmistir. Calismamizin
sonuglarma gore, W. arrhiza’dan L. gibba’ya gore daha
yiiksek oranda protein elde edilebilecegini ifade edebiliriz.
Hatta gelistirilecek farkli metotlarla bu oran daha da
yiikseltilebilir.
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Sekil 3. W. arrhiza’da ham protein igeriginin farkl 151k spektrumlarinda degisimi

Figure 3. Variation of crude protein content in W. arrhiza in different light spectra
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Sekil 4. Wolffia arrhiza’da protein igeriginin hot plot grafigi
Figure 4. Hot plot graph of protein content in Wolffia arrhiza

Kiiciik 6l¢ekli kapali dikey bir sistemde, farkli 151k yogunlugu
ve spektrumun su mercimegi L. minor ve W. hyalina
bliylimesi ve proteinleri tizerindeki etkisinin incelendigi bir

calismada, TN Dumas metodu ile analiz edilmis ve 6.25 fak-
toriiyle ham protein hesaplanmistir. Ham protein L. minor’da
%31.8-%32.4, W. hyalina’da %39.3-%40 oraninda tespit
edilmigtir. Bir tiir igindeki farkli 151k yogunluklarimin ve spek-
tral dagilimlarin ham proteinde 6nemli bir fark yaratmadigi
belirtilmistir (Petersen ve ark., 2022). Oysa ¢alismamizda, V.
hyalina’dan farkl olarak, W. arrhiza’da farkli 1s1k yogunlugu
ve spektrum ham protein igerigini degistirmis, 6.25 fak-
toriiyle en yiiksek protein %41.6 oraninda kirmizi1 LED 1s1kta,
en az protein ise %34.5 oraninda mor LED 1s1kta yetistirilen
bitkide tespit edilmistir (Sekil 4). Mevcut bulgularimiz, LED
1s1iklarin bitkinin biiylimesi ve besin igerigi iizerinde olumlu
etkileri oldugunu gdéstermistir. Dogal ekosistemden (Yesilir-
mak Deltasi’ndan) toplanan W. arrhiza’nin protein igerigi ol-
dukga diisiik iken (%10), kontrollii kosullarda farkli 151k
spektrumlarinin, 6zellikle LED 1siklarin protein miktarini ar-
tirdig1 goriilmiistiir. KSksiiz su mercimeginin protein igerigi-
nin arttirilmasinda LED 15181n floresan 1s18a gore daha ve-
rimli, etkili ve avantajli oldugunu sdyleyebiliriz. Farkli LED
1siklarin W. arrhiza’nin element (C, H, N, S) igerigini degis-
tirdigi belirlenmistir (Tas ve Sengiillendi, 2022). Dolayisiyla
151k kalitesi ve c¢esidi, yetistiriciligi yapilan bitki tiirlerinin
nutrasotik 6zelliklerini gelistirerek biyoaktif bilesiklerin iire-
timini artirabilir. Ayni zamanda insan sagligi iizerinde degerli
etkileri olan primer ve sekonder metabolitlerin biyosentezini
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de etkiler.

Ham protein hesaplamalarinda doniisiim faktorlerinin etkili
olduguna ve dogru katsayinin kullanilmasi gerektigine dikkat
cekmek isteriz. Ornegin, Angell ve ark. (2016)’nin deniz al-
gleri ile yaptiklar1 incelemede, protein igerigine iliskin tim
aragtirmalarin %52’sinde, azot tayininin ardindan 6.25°1ik bir
doniisiim faktorii (azottan proteine) kullanilarak hesaplama-
larin yapildig: belirtilmistir. Oysa ki bu faktoriin, cogu gidada
ve Ozellikle bitki gidalarinda protein igeriginin oldugundan
fazla tahmin edilmesine yol ac¢tigin1 belgeleyen birgok
calisma vardir (Jones, 1931; Sosulski ve Imafidon, 1990;
Mariotti ve ark., 2008). Gida protein tayini i¢in siklikla
kullanilan doniistiirme faktorii 6.25, proteinlerdeki genel azot
iceriginin %16 oldugu ve gidalardaki tiim azotun proteine
bagl oldugu varsayimina dayanmaktadir. Bununla birlikte,
her aminoasitin kendine has nispi azot igeriginden ve amino
asit bilesimi gida proteinleri arasinda degistiginden, bunlar
oldukc¢a kaba varsayimlardir (Sosulski ve Imafidon, 1990).
Ayrica nitrat, amonyak, {ire, niikleik asitler, serbest amino
asitler, klorofiller ve alkaloidler gibi ¢ok ¢esitli bagka bilesi-
kler de azot igerir. Bu bilesiklere “protein olmayan azot”
denir ve bunlarin nispi igerikleri genellikle sebzelerde
hayvansal gidalardan daha yiiksektir (Sosulski ve Imafidon,
1990). Yillar boyunca, 6.25’lik doniistiirme faktoriiniin gogu
durumda protein igerigini fazla tahmin ettigi kamtlanmistir ve
bu varyasyonlari ayarlamak i¢in tiire 6zgii birkag dontistiirme
faktorii Onerilmistir (Jones, 1931; Sosulski ve Imafidon,
1990; Lourengo ve ark., 2002; Mariotti ve ark., 2008); Angell
ve ark., 2016; Mahre ve ark., 2018). L. gibba’da protein
iceriginin iki yontemle (Kjeldahl ve bikinkoninik asit (BCA)
yontemi) karsilastirildigi ¢alismada, Kjeldahl yontemi ile
%?21.3, BCA yontemi ile %20.5 ham protein hesaplanmustir.
Kjeldahl yontemi ile elde edilen sonucun biraz fazla ¢ikmasi
ve yontemin daha basit olmasi nedeniyle, su mercimegindeki
protein igerigini hesaplamak i¢in 6.25 faktoriiniin yaygin
olarak kullanilmasini hakli ¢ikardigi belirtilmistir (Casal ve
ark., 2000).

Farkli ortamlarda yetistirilen su mercimegi L. minor’iin kuru
maddede ham protein igeriginin incelendigi bir aragtirmada,
su mercimeginin sentetik N ortaminda %28, atiksuda %25,
yagmur suyunda %15 oraninda protein igerdigi belir-
lenmistir. Ham protein Kj-N faktorii olan 6,25 ile
hesaplanmistir. L. minor’in TN igerigi Dumas ve Kjeldahl
metodlar1 kullanilarak karsilastirildiginda ise, Kjeldahl azo-
tunun CHN analizorii ile belirlenen toplam azottan anlamli

Research Article

derecede diisiik oldugu tespit edilmistir (Devlamynck ve ark.,
2020). Bunun nedeni muhtemelen Dumas yikiminin, yanma
asamasinda 1300°C sicakliga ulastigi icin Kjeldahl
prosediiriiyle karsilagtirildiginda organik azot bilesiklerini
parcalamada biraz daha verimli olmasidir.

Yapilan arastirmalar, Lemnaceae {iyelerinin protein
iceriginin tiire ve yetistirme kosullarina bagl olarak degise-
bildigini gostermektedir. Mevcut ¢alismamizda farklit LED
1siklarda yetistirilen W. arrhiza’nin protein igerigi, literatiirde
bildirilen diger su mercimegi ¢esitlerine (Lemna spp., Spi-
rodela polyrhiza) benzer sekilde (Xu ve Shen, 2011;
Nieuwland ve ark., 2021), hatta daha yiiksek, kuru agirlik ba-
zinda yaklasik %35-%42 araliginda tespit edilmistir. Farkli
N-doniisim faktorleri kullanildiginda, W. arrhiza’nmm ham
protein igerigi; kirmizi 1g1kta %33—42, mavi 1s1kta %29-36,
mor 151kta %28-34, floresan 1s1kta %21-24 araliginda hesap-
lanmistir. Dolayisiyla W. arrhiza, diger su mercimekleri
icinde yiiksek protein icerigiyle dikkatleri iizerine cekmekte-
dir. Wolffia spp. ile yapilan giincel arastirmalar, proteinin
yan1 stra bu bitkinin gida ve saglik iizerinde oldukga etkili
biyoaktif bilesenlere sahip oldugunu gostermistir. Molekdiler
barkodlama ile tanimlanan Wolffia cinsine ait su mercimek-
lerinin 11 tiirliniin tiimii, insan beslenmesiyle ilgili bilesenler
agisindan aragtirilmistir (Appenroth ve ark., 2018). Modifiye
Schenk-Hildebrandt medyumunda yetistirilen ve dondurula-
rak kurutulan Wolffia tiirlerinde toplam protein igeriginin
%20 ila %30 arasinda degistigi bildirilmistir. WHO standart-
larina gore, Wolffia tiirlerinde esansiyel amino asit igeriginin
okul oncesi ¢agindaki cocuklarm gereksinimlerine yakin
veya daha yiiksek oldugu, yag iceriginin diisiik, ancak ¢oklu
doymamis yag asitleri fraksiyonunun toplam yagin %60’ 1min
iizerinde oldugu ve ¢ogu tiirde omega 3 ¢oklu doymamis yag
asitleri igeriginin omega 6 ¢oklu doymamis yag asitlerinden
daha ytiksek oldugu belirtilmistir. Bu veriler Wolffia tiirlerini
insan saglig1 i¢in fonsiyonel gida kaynagi olarak {iretmenin
ve daha fazla arastirma yapmanin gerekli oldugunu goster-
mektedir.

Su mercimekleri (Spirodela, Landoltia, Lemna, Wolfiella ve
Wolffia) ile yapilan arastirmalarda, yiliksek protein igerigi ve
amino asit spektrumunun kalitesinden dolay1 bu bitkilerin
bir¢cok klonunun insan beslenmesi i¢in uygun oldugu sonu-
cuna varildig: ifade edilmektedir (Appenroth ve ark., 2017;
2018). Yenilebilir bir su bitkisi olan Wolffia globosa su mer-
cimegi (Mankai susu; yiiksek denetimli kosullar altinda ye-
tistirilen su mercimegi), protein icerigi bakimindan zengindir



Aquat Res 6(3), 189-200 (2023) e https://doi.org/10.3153/AR23019

Research Article

(kuru maddenin>%45°1) ve dokuz temel ve alt1 kosullu amino
asidin tamamini igermektedir (Zelicha ve ark., 2019). Son za-
manlarda, insanlar arasinda, W. globosa’daki temel amino
asitlerin biyoyararlaniminin, iyi bilinen hayvan (yumusak
peynir) ve bitki (bezelye) izo-protein kaynaklarina benzer ol-
dugu ve bu bitkinin kaliteli proteininin yiiksek oldugu vurgu-
lanmistir (Kaplan ve ark., 2019). Ayrica sican modellerinde
W. globosa’dan tiiretilen demirin biyoyararl oldugu ve demir
eksikligi anemisinin tedavisinde etkili oldugu bulunmustur
(Yaskolka Meir ve ark., 2019). Yesil Akdeniz diyetinin kar-
diyometabolik risk iizerine etkisinin incelendigi randomize
bir caligmada, donmus kiipler seklinde giinde 100 g W. glo-
bosa aksam yemeginde hayvansal proteinin yerine yesil bitki
bazli bir protein igecegi olarak verilmistir. Diizenli Mankai
tiikketiminin kisa stireli glikoz toleransim iyilestirdigi ve ay-
rica insiiline hassasiyette uzun vadeli iyilesmeyi tesvik ettigi
belirtilmistir. Calisma sonucunda ceviz, yesil ¢cay ve Mankai
ile desteklenmis yesil Akdeniz diyetinin yararl kardiyometa-
bolik etkileri artirabilecegi ifade edilmistir (Tsaban ve ark.,
2021). Baska bir randomize ¢alismada, W. globosa Mankai
su mercimeginin, potansiyel faydali postprandiyal glisemik
etkilerinin oldugu, yogurtla karsilastirildiginda daha diisiik
bir postprandiyal glikoz zirvesi ortaya cikardigi ve gelis-
mekte olan bir alternatif bitki protein kaynagi olarak hizmet
edebilecegi belirtilmistir (Zelicha ve ark., 2019).

Sonug¢

Diinyanin en kiiciik ¢i¢ekli bitkisi olan kdksiiz su mercimegi
Wolffia’nin, insan gidasi olarak degerlendirilebilecek ve
cevresel iyilestirme i¢in siirdiiriilebilir bir yaklasim
yaratmada muazzam bir potansiyele sahip oldugu
gorilmektedir. Bu bitki hizli tireme oranina sahip oldugu i¢in,
Tiirkiye gibi subtropikal bolgelerde de kontrollii sera
kosullarinda, LED 1gsiklar kullanilarak biyokiitle elde
edilmesi nispeten kolay olabilir. Ayn1 zamanda, ¢esitli yararl
biyoaktif bilesikler elde etmek igin kolayca hasat edilip
islenebilir. Mevcut fitokomponentleri ve gida degeriyle, 6zel-
likle yiiksek protein igerigi ve temel amino asitleriyle, kiiresel
iklim krizi kotiilestikge, geleneksel mahsullere alternatif bir
iirlin olarak gelecekte bitki bazli protein pazarinda hizla yer
almasi beklenmektedir.

LED isiklar altinda koksiiz su mercimegi yetistirerek, bitki-
nin hizli ¢gogalmasi ve fitokomponentlerinin arttirilmasi sag-
lanabilir. Bulgular W. arrhiza’nin farkli dalga boyu ve yogun-
luktaki LED 1siklar altinda yetistirildiginde, bitkideki TN

miktarinin dolayistyla protein iceriginin degistigini goster-
mistir. Bu ¢aligmalar, LED 1giklarin bitki yetistirme teknolo-
jisinde kullamiminin, bitki biiyiimesi ve besin igerigi agisin-
dan faydali olabilecegini gostermektedir. Farkl 151k kombi-
nasyonlar1 hazirlanarak W. arrhiza’nin protein igerigi daha da
artirtlabilir. Ancak, koksiliz su mercimegi bitkisinin protein
iceriginin hangi LED spektrumunda daha yiiksek oldugunu
belirlemek i¢in yapilmis bilimsel g¢aligmalarin sayist ¢ok
yetersizdir. Bu nedenle daha fazla arastirmaya ve sonuglarin
kesin olmasi i¢in daha fazla veriye ihtiyag vardir. Yine, yiik-
sek renk doygunluguna sahip, gergek renkleri sunabilen, nor-
mal LED’lerde gozlenen asirt mavi igimasini filtrelemesi,
pliriizsiiz ve kesintisiz olarak giines 1s181na daha yakin bir ay-
dinlatma saglamasi gibi avantajlarindan dolay1 full spectrum
LED teknolojisinin de denenerek bitkinin protein igeriginin
ve fitokimyasallarinin degisimi izlenebilir.

Bitkilerde protein miktarinin belirlenmesine yonelik birgok
metot bulunmaktadir ve bu metotlarin hepsinin avantaj ve
dezavantajlar1 vardir. Dumas metodunun Kjeldahl metoduna
kiyasla agir kimyasal maddelerle ¢alismaya ihtiya¢ duy-
ulmamasi, s1vi, kat1 veya yar1 kat1 haldeki her tiirlii gida mad-
desinde kolaylikla uygulanabilir ve ¢ok kisa bir siirede sonug
almabilir olmas1 avantajli yonleridir. Fakat Dumas metodu-
nun gida i¢indeki proteinlerin digindaki diger tiim N form-
larina da duyarli olmast dezavantajidir. Bu nedenle,
calismamizda su mercimegi proteini i¢in “ham protein”
ifadesi kullamilmigtir. Dogru karsilastirma yapabilmek igin
analitik yontemin dogru se¢imi dnemlidir. Bu ¢alismada TN
analizine dayali protein tayininde, tiire 6zgii N-protein do-
niisim faktorleri kullamldiginda veya kullanilmadiginda
farkli sonuglar elde edildigi, LED 1siklarin protein igerigini
artirdig1 ve en yliksek proteinin kirmizi LED 1s1kta yetistirilen
W. arrhiza’da oldugu sonucuna varilmistir.

Hayvansal kaynakli protein {iiretiminin birgok ekonomik,
saglik ve cevresel dezavantaji vardir. Azalan dogal kaynaklar
ve artan diinya niifusu nedeniyle, hayvansal protein talebini
sadece geleneksel yontemlerle karsilamak zordur. En pahali
proteinler hayvansal kaynakli olanlardir. Diinya ¢apinda et fi-
yatlar1 ylikseldikge, alternatif proteinlerin insan diyetine
sistematik olarak dahil edilmesi konusu daha da acil hale
gelmektedir. Bu nedenle su mercimegi proteini ¢evre dostu,
stirdiiriilebilir ve alternatif bitki proteini kaynagi gibi
goriinmektedir. Sumercimekleri, 6zellikle Wolffia tiirleri, sa-
hip oldugu nutrasotik ve farmasotik igerigiyle insan gidasi
olarak umut vericidir ve iilke ekonomisine katma degerli
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iiriinler iiretme potansiyeline sahiptir. Wolffia, iizerinde daha
fazla bilimsel aragtirmalar yapmaya deger bir su bitkisidir.
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