www.biodicon.com BIOLOGICAL DIVERSITY AND CONSERVATION

ISSN 1308-8084 Online ISSN 1308-5301 Print

Research article/Arastirma makalesi
DOI: 14745/biodicon.2022.1205855
16/1 (2023) 56-62

Changes of oil and fatty acid ratios during germination of industrial hemp (Cannabis sativa L.) seeds

Yusuf Ziya AYGUN ™, Mehmet MERT *
ORCID: 0000-0001-9842-006X; 0000-0002-0457-0532

B Hatay Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bolimii, 31060 Hatay, Tirkiye

Abstract

This study aimed to investigate the change of oil ratio and fatty acid contents during germination of industrial
hemp seeds. Qil content and fatty acid contents were determined from the samples taken at 0 (control), 24, 48, 72 and
96 hours from industrial hemp (Cannabis sativa L. cv. Vezir-55) seeds germinated under controlled conditions. The
effects of germination hours on behenic, lignoceric, linoleic, palmitic, gamma-linolenic acid ratios and polyunsaturated
fatty acid ratios were statistically significant. The lowest and highest values for these parameters were determined as
0.22-0.35%, 0.40-0.70%, 47.33-49.11%, 7.96-9.01%, 1.29-1.61% and 69.96-71.69%, respectively. Seed oil ratio,
arachidic, eicosapentaenoic, lauric, alpha-linolenic, margaric, myristic, oleic, palmitoleic, ricinoleic, stearic acid ratios
and saturated and monounsaturated fatty acids ratios were not affected by germination hours. According to the values
obtained in the study, changes in the ratio of fatty acids during germination were similar to previous studies, while the
selective use and synthesis of fatty acids by the seed differed according to the plant species.
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*

Endiistriyel kenevir (Cannabis sativa L.) tohumlarinin ¢imlenme siiresince yag ve yag asidi oranlariin
degisimleri

Ozet

Bu calisma endiistriyel kenevir tohumlarinin ¢imlenmesi boyunca yag orant ve yag asidi igeriklerinin
degisimini incelemeyi amaglamistir. Kontrollii kosullarda ¢imlenen endiistriyel kenevir (Cannabis sativa L. gesit Vezir-
55) tohumlarindan 0 (kontrol), 24, 48, 72 ve 96. saatlerde alinan 6rneklerden yag elde edilerek yag orani ve yag asidi
icerikleri tayin edilmistir. Behenik, lignoserik, linoleik, palmitik, gamma-linolenik asit oranlari1 ve ¢oklu doymamis yag
oranlar1 iizerine ¢gimlenme saatlerinin etkisi istatistiksel olarak dnemli bulunmustur. Bu parametreler icin en diisiik ve
yiiksek degerler sirasiyla %0.22-0.35, %0.40-0.70, %47.33-49.11, %9.96-9.01, %1.29-1.61 ve %69.96-71.69 olarak
tespit edilmistir. Tohumdaki yag orani, arasidik, eykosapentaenoik, laurik, alfa-linolenik, margarik, miristik, oleik,
palmitoleik, risinoleik, stearik asit oranlar1 ve doymus ve tekli doymamis yag asitleri oranlari ise ¢imlenme saatlerinden
etkilenmemistir. Calismada elde edilen degerlere gore ¢imlenme sirasinda yag asitleri oranlarinda degisimler oldugu
onceki caligmalarla benzerlik gosterirken yag asitlerinin tohum tarafindan segici kullanimi ve sentezlenmesinin bitki
tiiriine gore farklilik gosterdigi sonucuna varilmstir.

Anahtar kelimeler: Endiistriyel kenevir, yag orani, yag asidi, ¢imlenme, Cannabis sativa L.
1. Giris
Kenevir (Cannabis sativa L.) Rosales takimimin Cannabaceae familyasina dahil tek yillik otsu bir bitkidir.

Cesitli faydalanma yonleri bulunan kenevirin adaptasyon kabiliyeti yiiksek olup tiretimi kolay ve maliyeti disiiktiir [4].
Bu faydalanilma yonleri acisindan oncelikli tiretim lif ve psikoaktif maddelerin eldesi olarak temelde iki amag
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giitmektedir. Her iki iiretim amacinda da elde edilen tohum, yapraklar ve sap artiklar1 farkli endiistri alanlarinda
degerlendirilmektedir [1,2,3,4].

Tarihsel kayitlara gore kenevir tohumlar1 bir analjezik olarak yaralar ve cilt hastaliklarinda ve Oksiiriik,
sarilik ve kolik i¢in bir tedavi olarak kullanilmustir [5]. Tohumlarindan elde edilen yag ise boya, vernik, biyodizel ve
kozmetik {riinlerin tiretiminde kullanilmaktadir [1]. Kenevir tohumlarinin hayvan beslenmesinde de yeri vardir. Ayrica
yag1 alindiktan sonra ortaya ¢ikan kiispesi de yem rasyonlarma dahil edilebilmektedir [4]. Bununla beraber tohumlarin
dogrudan insan gidasi olarak kullanimi da mevcuttur. insan beslenmesinde ¢okga omega-3 yag asidi kaynag: gida
bulunsa da kenevir, yaginda 3:1 oraninda bulunan omega-6 (linoleik asit) ve omega-3 (linolenik asit) yag asitlerinin
dengesi ile oldukga zengindir [6]. Bu iki yag asidi i¢in bahsedilen 3:1 orani ayni zamanda insan beslenmesindeki giinliik
diyetlerde alinmasi gerekli olan orandir. Giinliik 2500 kalori i¢in bu miktarlar 9-18 g linoleik asit, 6-7 g linolenik asittir
[6]. Bu oranlar saglikli ve dengeli beslenme igin ideal sinirlar olsa da viicuttaki bazi stresler omega-3 yag asitlerinin
tilketimini artirabilmektedir [7]. EK olarak omega-3 yag asitleri metabolik hiz1 artirip yag yakimini tesvik etmektedir
[6,8].

Bitkilerde sabit yag oranlar1 ve bu yaglara ait yag asitlerinin kompozisyonu bitkinin ya da yag elde edilen
bitki kisimlarinin olgunluguna, bitkinin yetistirildigi donemdeki biyotik ve abiyotik faktorlere gore degisebilmektedir.
Diger yandan tohumlarda ise ¢imlenme sirasinda bu oranlarda degisiklik gozlenebilmektedir. Bu konuda farkli bitki
tiirlerinde daha 6nce yapilan ¢aligmalar bulunmaktadir [13, 14, 15, 16]. Bu sebeple bu galisma kenevir tohumlarinin
¢imlenmesi sirasinda yag oranlarinin ve yag asidi degisikliklerinin degisimini belirlemeyi amaglamigtir.

2. Materyal ve yontem

Calismada bitki materyali olarak Cannabis sativa tiiriine ait Vezir-55 ¢esidinin tohumlar1 kullanilmistir. Bu
cesit endiistriyel kenevir olup A%>THC (tetrahydrocannabinol) oram yok veya ¢ok diisiik olarak simiflandirilmigtir.
Tohumlar ¢imlenme ortamina yerlestirilmeden 6nce muhtemel patojen kontaminasyonunu engellemek icin dnce %70
etil alkol ile 1 dakika ardindan %2.5 ticari sodyum hipoklorit ile 5 dakika muamele edilmis ve yiizey sterilizasyonu
yapilmigtir. Yiizey sterilizasyonunun ardindan kimyasal bulasikligi onlemek adina 5 kez steril saf su ile durulanmistir
[18, 19]. Bu islemlerin ardindan tohumlar 1slak filtre kagidi metodu [9] ile higbir besin maddesi takviyesi yapilmadan
¢imlenme kabinine yerlestirilmistir. Cimlenme ortami 22 °C ve %70 oransal nem ile ¢alismanin son giiniine kadar sabit
tutulmustur. Calismada ¢imlenmenin 0 (kontrol), 24, 48, 72 ve 96. saatlerinde alinan 6rnekler 50 °C sicaklikta
kurutularak ¢imlenme sonlandirilmis ve bu 6rnekler yag ekstraksiyonu igin 1 mm ¢apinda 6giitiilmiistiir [10].

Yag ekstraksiyonu Buchi B811 Ekstraksiyon Cihazi yardimi ile yapilmistir. Ekstraksiyonda ¢oziicii olarak
hekzan kullanilmistir ve her bir 6rnek 4 saat isleme tabi tutulmustur. Bu islem neticesinde ekstrakttan ¢oziicii
uzaklastirilarak yag orani tayin edilmistir ve kuru madde oranina gore standart hale getirilmistir.

Yag asidi metil esterleri eldesi i¢in 100 pL yag 3 mL n-Heptan ve 400 pL 2 N Metanollii KOH ¢6zeltisine
eklenmistir. Elde edilen yag asidi metil esterleri GC-MS yardim ile analiz edilmistir. Sabit yag bilesenlerinin tayini
Thermo Scientific ISQ Single Quadrupole model gaz kromatograf cihazi ile agsagidaki kosullarda gergeklestirilmistir.
TR-FAME MS modeli, %5 Fenil Polisilfenilen-siloheksan, 0.25 mm i¢ ¢ap x 60 m uzunluk, 0.25 pm film kalinligina
sahip bir kolon kullanilmigtir. Helyum (%99.9) 1 mL dk* akis hizinda tastyic1 gaz olarak kullamlmistir. Iyonizasyon
enerjisi 70 eV'ye ve kiitle araligit m/z 1.2-1200 amu'ya ayarlanmistir. Veri toplama igin Tarama Modu kullanilmustir.
MS transfer hatti, MS iyonizasyon, enjeksiyon portu ve ilk kolon sicakliklar sirasiyla 250, 220, 220 ve 120 °C olarak
belirlenmistir. Esterlestirilmis numunenin 1 pL'si otomatik numune alic1 tarafindan alinmis ve enjeksiyon portuna
yerlestirilmistir. Numuneler baslangicta kolon sicakliginda 1 dakika tutulmustur. Kolon sicakligi dakikada 10 °C artarak
175 °C'ye yiikselmistir ve numuneler burada 10 dakika tutulmustur. Kolon sicakligi dakikada 5 °C artarak 210 °C'ye
yiikselmis ve numuneler burada 5 dakika tutulmustur. Daha sonra kolon sicakligi dakikada 5 °C artarak 230 °C'ye
cikarilmig ve burada 6 dakika bekletilerek analiz sonlandirilmistir. Toplam analiz siiresi 38.5 dakikaydi. Her bir
bilesigin yapist kiitle spektrumlari kullanilarak Xcalibur program ile tanimlanmustir [11, 17].

Tesadiif parsellerinde yiiriitiilmiis olan bu c¢aligmada elde edilen degerler IBM SPSS Statistics 24 [12]
programui ile varyans analizine tabi tutulmus ve ortalamalar Duncan ¢oklu aralik testi ile gruplandirilmistir.

3. Bulgular

Ekstraksiyon sonucu elde edilen veriler incelendiginde yag oranmi yoniinden c¢imlenme saatleri arasindaki
degisiklik anlamli bir farklilik olusturmamustir. Yag oranlar1 %39.76-40.47 arasinda degismistir. Kontrol grubundan 48.
saate kadar yag oraninda artig, akabinde diisiis gézlenmistir (Tablo 1).

Arasidik asit (C20:0) yoniinden ¢imlenme saatleri arasinda farklilik 6nemli bulunmamistir. Arasidik asit
oranlart %0.99-1.19 arasinda degismistir. Cimlenmenin 72. saatine kadar arasidik asit oran1 artmis ancak 96. saatte bir
miktar diisiis gozlenmistir. Benzer durum behenik asit (C22:0) oranit igin de sdylenebilir (Sekil 1). Ancak behenik asit
oranlar1 arasindaki farklilik ¢imlenme giinlerinden istatistiksel olarak etkilenmistir. Ozellikle ¢imlenmenin 0. ve 72.
saatleri arasinda bu oran anlamli olarak birbirlerinden ayrilnuglardir (sirastyla %0.22 ve %0.35).
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Tablo 1. Cimlenme saatlerine gore kenevir tohumunun yag ve yag asidi oranlarinin degisimi

Cimlenme Saatleri

0. Saat 24. Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat P
Yag orani 39.82+0.26 39.93+0.12 40.47+0.15 39.90+0.15 39.76+£0.22  od
Arasidik (C20:0) 0.99+0.05 1.03+0.06 1.10+0.03 1.19+0.04 1.13+0.11 od
Behenik (C22:0) 0.22+0.02 c 0.26+0.02 bc 0.28+0.01abc  0.35+0.03a  0.31+0.02ab *
Eykosapentaenoik (C20:5) 0.57+0.04 0.57+0.05 0.64+0.04 0.67+0.02 0.69+0.05 &d
Laurik (C12:0) 0.01+0.00 0.01+0.00 0.01+0.00 0.02+0.02 [z miktar ~ 6d
Lignoserik (C24:0) 0.04+0.00 b 0.04+0.00 b 0.05+0.00 ab 0.07+0.00 a 0.06+0.01a *
Linoleik (C18:2) 49.11+0.16 a  48.56+0.33ab  48.05+0.01 bc  47.33+0.16 ¢  48.38+0.3ab **
a-Linolenik (C18:3) 20.69+0.54 20.79+0.18 20.82+0.30 20.38+0.17 20.62+0.23 od
Margarik (C17:0) 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.02 0.04+£0.01  od
Miristik (C14:0) 0.03+0.00 0.03+0.00 0.04+0.00 0.04+.00 0.03£0.01  od
Oleik (C18:1) 15.44+0.42 16.22+0.34 15.82+0.05 16.58+0.35 16.24+0.07 od
Palmitik (C16:0) 9.01+0.21 a 8.65+0.03 ab 8.55+0.03 b 8.5+0.04 b 7.96+0.20c **
Palmitoleik (C16:1) 0.34+0.21 0.14+0.00 0.38+0.24 0.15+0.00 0.12+0.02  od
Risinoleik (C18:2) 0.03+0.00 0.04+0.01 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+£0.00 o6d
Stearik (C18:0) 1.93+0.17 2.00+0.13 2.38+0.29 2.63+0.23 2.33+0.24  od
y-Linolenik (C18:3) 1.29+0.09 ¢ 1.36+0.10 bc 1.53+0.06ab  1.55+0.01ab  1.61+0.03a *
Doymus 12.27+0.31 12.07+0.04 12.46+0.23 12.84+0.2 11.87+0.5 od
Tekli Doymamis 15.79+0.55 16.36+0.34 16.2+0.26 16.73+0.35 16.37£0.08  od
Coklu Doymamig 71.69+0.26a  71.32+0.33 a 71.09+0.21 a 69.96+0.3b  71.34+043a *

6d: dnemli degil, *: p<0.05, **<0.01, Major yag asitleri koyu yazi tipi ile belirtilmistir.
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Sekil 1. Cimlenme saatleri yoniinden behenik asit oraninin degisimi

72. Saat

96. Saat

Eykosapentaenoik asit (C20:5) yoniinden ¢imlenme saatlerinin etkisi 6nemli bir farklilik olusturmamustir.
Ancak 0. ve 24. saatlerde %0.57 olan eykosapentaenoik asit orani ilerleyen saatlerde artma egilimi gostermis ve 96.
saatte %0.69 olarak en yiiksek degere ulagsmistir (Tablo 1). Laurik asit (C12:0) orami yoniinden de ¢imlenme saatleri
arasinda anlaml bir farklilik olusmamustir. Kontrol grubundan 48. saate kadar %0.01 olan laurik asit 72. saatte %0.02
olup son gozlem saati olan 96. saatte ise eser miktarda gézlenmistir. Lignoserik asit (C24:0) orani yoniinden ¢imlenme
saatlerinin etkisi istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik olugturmustur (Tablo 1). En yiikek oran %0.07 ile 72. saatte
goriilirken en disiik orant %0.04 ile kontrol ve 24. saat paylagsmislardir. Yine 72. saate kadar goriilen artis etkisini
yitirmis ve 96. saatte lignoserik asit oraninda kiiclik bir diigiis gozlenmistir (Sekil 2). Bu diisiis yine de farkli bir
istatistiksel grup olusturmamustir.
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Sekil 2. Cimlenme saatleri yoniinden lignoserik asit oraninin degisimi

Linoleik asit (C18:2) asit oran1 yoniinden ¢imlenme saatlerinin etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmusgtur
(Tablo 1). En yiiksek oran %49.11 ile 0. saatte, en diisiik oran ise %47.33 ile 72. saatte gozlenmistir. Kontrol grubundan
¢imlenmenin 72. saatine kadar diisen linoleik asit orani 96. saatte tekrar artis gostermistir (Sekil 3).
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Sekil 3. Cimlenme saatleri yoniinden linoleik asit oraninin degisimi

Cimlenme saatlerinin a-linolenik asit (C18:3) oran1 iizerine etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur
(Tablo 1). En diisiikk oran %20.38 ile 72. saatte, en yiiksek oran ise %20.82 ile 48. saatte gézlenmistir. Margarik asit
(C17:0) ise ¢imlenmenin higbir saatinden etkilenmemis olup 0. saatten 96. saate kadar %0.04 olan oranin1 korumustur.
Miristik asit (C14:0) orani ise 48. ve 72. saatlerde %0.04 olup kontrol grubu dahil diger tiim saatlerde %0.03 olarak
kaydedilmistir. Bu farklilik istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (Tablo 1). Benzer sekilde oleik asit (18:1) oran1 da
¢imlenme saatlerinden etkilenmemistir ve olusan farkliliklarin istatistiksel bir 6nemi gozlenmemistir. En diisiik oleik
asit oran1 %15.44 ile 0. saatte, en yiiksek ise %16.58 ile 72. saatte rapor edilmistir. Ancak bu farkliliklarin istatistiksel
olarak 6nemsiz olmasinin yaninda, oranlar sirali bir sekilde artis ve azalis gostermemislerdir. Palmitik asit (C16:0)
yoniinden ¢imlenme saatlerinin etkisi istatistiksel olarak dnemli farkliliklar olusturmustur (Tablo 1). Calismanin 0.
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saatinde %9.01 olan palmitik asit oran1 96. saate kadar dogrusal bir diisiis yasamis ve %7.96 ile en diisiik degeri
gostermistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Cimlenme saatleri yoniinden palmitik asit oraninin degisimi

Palmitoleik asit (C16:1) oram1 yoniinden ¢imlenmenin farkli saatlerinin etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz
bulunmustur. En diisiikk oran %0.12 ile 96. saatte, en yiiksek oran ise %0.38 ile 48. saatte gozlenmistir. Ancak bu
farkliliklar istatistiksel olarak onemsiz olmakla beraber ¢imlenme saatlerinin degisimi ile sirali bir sekilde artig veya
azalis gostermemistir. Risinoleik asit (C18:2) orami yoniinden de ¢imlenme saatleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli
bir fark olusmamistir. Cimlenmenin 0. saati %0.03 olan bu oran devam eden tiim saatler %0.04 oraninda sabit kalmistir.
Stearik asit (C18:0) oran1 kontrol grubundan (% 1.93) 72. saate kadar artis gdstermis ve %2.63’¢ ulagsmistir. Bu oran
¢imlenme boyunca stearik asit yoniinden en yiliksek oran olup 96. saatte diisiis gozlenmistir ve %2.33 olarak
kaydedilmistir (Tablo 1). Ancak bu farkliliklar istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur. Gamma-linolenik asit (C18:3)
oran1 yoniinden ise ¢gimlenme saatleri arasinda istatistiksel olarak dnemli farkliliklar olusmustur. En diigiik oran %1.29
ile 0. saatte, en yliksek oran ise %1.61 ile 96. saatte goriilmistiir. Cimlenme siiresince gamma-linolenik asit oranlari
artig gostermistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Cimlenme saatleri yoniinden gamma-linolenik asit oraninin degisimi
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Yag asitleri kompozisyonunun doymus, tekli doymamis ve ¢oklu doymamis yag asidi oranlari incelendiginde
doymus yag ve tekli doymamis yag oranlari ¢imlenme saatlerinden etkilenmemistir. Coklu doymamis yag oranlarinin
¢imlenme saatlerine gore farklilig: ise istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Cimlenmenin baglangicindan 72. saatine
kadar diisiis gbzlenmis ancak sadece 72. saat istatistiksel olarak ayr1 bir grupta yer almistir. G6zlem alinan son saat olan
96. saatte ise tekrar ylikselmistir.

4. Sonuglar ve tartisma

Kenevir tohumlarinin ¢imlenmesi siiresince yag oram1 ve yag asidi kompozisyonundaki degisimlerin
incelendigi bu calismada yag oranlari ¢imlenme boyunca anlamli bir farklilik gostermemistir. Ancak behenik asit,
lignoserik asit, linoleik asit, palmitik asit ve gamma-linolenik asit oranlari ¢imlenme siiresince 6nemli degisiklikler
gostermigtir. Tohumlarin ¢imlenme ve gelisim stirecinde yag asitleri kompozisyonlarinin degisiminin iki agidan ¢ok
onemli oldugu anlagilmaktadir. Bunlar bitki fizyolojisinin incelenmesi ve yagdan faydalanilma amaglaridir. Cimlenme
ve fide biiyiimesi sirasinda tohumlarin yag asitlerini se¢ici kullanma egilimleri ve yag asidi sentezleri ve tiim bu siirecin
incelenmesi tohum ve bitki fizyolojisi agisindan énemli bir konudur. Diger bir konu ise tohumdan elde edilecek yagin
kullanim alan1 ve bu amaca olan uygunlugudur. Ornegin, Yaniv ve ark. [13] Sinapis alba L. ve Crambe abyssinica L.
tohum yaglariin sirasiyla %53 ve %55 olan erusik asit oranlarinin ¢imlenmenin 8. giiniinde yiiksek oranlarda
diistiigiinii belirtirken, 15. glinde ve ozellikle 1sikla uyarilan fidelerin koklerinde bu oranin %5’i gegmedigini
bildirmistir. Ek olarak koklerde linolenik asit orani fazlaca artarken palmitik asit ve stearik asit sentezlenerek bu yag
asitlerinin oranlar1 da yaklasik on kat artis gostermistir [13]. Bu ise bitki tohumlarindan elde edilen yagin kullanim
amacma yonelik bir uygulamayi beraberinde getirmektedir. Erusik asit tiiketiminin insan saglhigi acisindan
siirlandirilmast sebebi ile bu bitkilerden elde edilecek yaglar yalnizca tohumun ¢imlendirilmesi siireci ile gida olarak
tiketimine daha uygun hale getirilebilmektedir. Ancak bitkisel yaglarin gida olarak tiiketiminin yani sira endiistrinin
bir¢ok alaninda hammadde kaynagi olmasi da bir tiretim amacidir.

Cho ve ark. [14] baslica yag asitleri oleik asit, linoleik ve eikosenoik asit olan kolzada (Brassica napus L.) 60
saatlik ¢cimlenme siiresince yag asidi degisimlerini incelemistir. Oleik ve stearik asitlerde diisiis gézlenmisken linolenik,
eikosenoik ve erusik asitlerde 6nce duisiis ve ardindan kademeli artig rapor edilmistir [14]. Bunun tam tersi durum ise
¢alismamizda arasidik asit, behenik asit, laurik asit, lignoserik asit, miristik asit ve stearik asit i¢in 72. saate kadar artis
sonra diigiisle kendini gostermistir. Palmitik asit oraninin zamanla azalmasi, eykosapentaenoik asit oraninin ise zamanla
yiikselmesi durumu Wanasundara ve ark. [15]’mn keten (Linum usitatissimum L.) tohumlarinda yaptigi ¢alismanin
sonuglariyla benzerlik gostermektedir. Elde edilen bulgulara goére kenevir tohumlarinin ¢imlenmesi siiresince palmitik
asit oran1 6nemli disiisler gosterirken Mostafa ve ark. [16]’a gore ise soya (Glycine max L.) tohumlarinda ¢imlenme
boyunca palmitik asit oranlar1 artmistir. Bu durum tohumlarin ¢imlenmesi sirasinda yag asidi oranlarindaki degisimin
bitki tiirlerinin yag asitlerini segici kullanimi1 ve sentezlemesindeki fizyolojik farklilig1 gdstermektedir.
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