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OZET

Gilinlimiizde yasal diizenlemeler ve tiiketici talebi sebebiyle sentetik boyalara alternatif
olarak dogal kaynaklardan elde edilen gida ve tekstil boyalarina artan bir ilgi mevcuttur.
Fitomelanin pigmentinin, 6zellikle kozmetik sektoriinde olmak iizere, bircok farklh sektorde
kullanim potansiyeli bulunmaktadir. Fitomelanin pigmentinin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi
oldukca zordur. Cesitli kaynaklar, bu pigmentin antioksidan, antimikrobiyal ve morétesi (uv) 1sik
absorbe etme 6zelligi bulundugunu, bu nedenle dogal gida boyasi olarak kullanim potansiyeline
sahip oldugunu belirtmektedir. Bu tez kapsaminda, ¢orek otu (Nigella sativa), fistik gami (Pinus
pinea) ve aycicegi (Helianthus annuus) bitkilerinin siyah renkli tohumlar: fitomelanin pigmenti
bakimindan degerlendirilmistir. Corekotu ve fisttk ¢cami1 tohum goémleklerinden fitomelanin
ekstraksiyonu yapilamamis, aycicegi tohum gomleklerinde belirlenen fitomelanin pigmentinin
ekstraksiyon, saflastirma, antioksidan 6zellikleri ve kararhlik kosullari incelenmistir. Bulgular
aycicegi tohumlarindaki fitomelanin oraninin %1.95 oldugunu ve antioksidan kapasitenin % 9.8
askorbik asit esdegeri oldugunu gostermistir. Saflastirilan fitomelanin pigmenti ile sentetik
fitomelanin pigmentinin safligi ince tabaka kromatografisi (TLC) ile karsilastirilmistir.
Kromatografi bulgular1 safligi bozan maddelerin énemsenmeyecek oranda diisiik oldugunu

gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Aycicegi, fitomelanin, pigment, saflastirma, TLC

Danmigman: Prof. Dr. Yiiksel KELES, Mersin Universitesi, Biyoteknoloji Ana Bilim Dali
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ABSTRACT

Because of legal regulations and consumer demands, It has increased interest to
food and textile dyes. Phytomelanin pigment used in many industries, especially cosmetic
industry obtained from natural sources instead of synthetic dyes. Phytomelanin extraction is very
difficult. Several researches indicate that phytomelanin pigment has antioxidant activity,
antimicrobial activity and ultraviolet (UV) light absorbance ability, also potentially used as
natural food coloring as well as those properties. In this study, phytomelanin pigment was
extracted from black cumin (Nigella sativa), stone pine (Pinus pinea) and sunflower (Helianthus
annuus) seeds. It was investigated extraction, purification, antioxidant properties and stability of
pigment in sunflower seed coats. However, phytomelanin did not analyzed from seed coats of
black cumin and stone pine. Results showed that sunflower seeds have % 1,95 phytomelanin
content and antioxidant level is equal to % 9,8 ascorbic acid. Also obtained phytomelanin pigment

was compared with synthetic phytomelanin by using thin layer chromatography (TLC) method.

Key Words: Sunflower, phytomelanin, pigment, purification, TLC

Advisor: Prof. Dr. Yiiksel KELES, Department of Biotechnology, University of Mersin
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1. GIRIS

Gida ve kozmetik sanayisinde renklerin kullanimi antik ¢aga dayanmaktadir. Kayith
tarihe gore; renklendiricilerin giinliik hayatta kullanimu ile ilgili bir¢ok 6rnek bulunmaktadir.
Antik Misir mezarlarinda (M.0. 1500) renklendirilmis seker resimlerine rastlanmakta ve sarabin
yapay olarak renklendirilmesi Milattan 6nce 400 yilina dayanmaktadir. Kozmetik alaninda ise
Arkeologlarin ¢alismalari, M.O. 5000 yillarinda kadinlar; yesil bakir cevherini saglarini boyamak,
Carmine pigmentini dudaklarini boyamak ve Kohl (bir Arsenik Bilesigi) kaslarin1 boyamak igin
kullanmuglardir [1].

Gilintimiizde yasal diizenlemeler ve tiiketici talebi sebebiyle sentetik boyalara alternatif
olarak dogal kaynaklardan elde edilen gida boyalarina artan bir ilgi mevcuttur [2]. Pigmentler
gida katki maddeleri icerisinde 6nemli bir yer tutmakta ve son yillarda pigmentlere olan talep
gitgide artmaktadir. Dogal pigmentler, besin degeri ve terapi etkileri bakimindan sentetik
pigmentlere gore giivenli olarak kabul edilmektedir. Giiniimiizde, dogal pigmentlerin ¢ogu bitki
materyallerinden uygun ekstraksiyon yontemleriyle elde edilmektedir [3].

Siyah renkli, ¢oziinmez bir pigment olan melanin konsantre asit degredasyonuna
dayaniklidir ve okside edici ajanlar ile beyazlatilabilir. Bu pigment bitkilerde, hayvanlarda ve
mikroorganizmalarda bulunabilir. Bitkilerde fitomelanin ya da fitomelan olarak adlandirilan
bilesik, baz1 Asparagales taksonlarinin tohum gémleklerinde ve belirli Asteraceae meyvelerinde
bulunmaktadir [4].

Az calisilmis bir pigment olan fitomelanin o6zellikle Asteraceae (Syn. Compositae)
familyasi iiyelerinin tohum gomleklerinde bulunur. 50 yildan fazladir literatiirde bulunmasina
ragmen, komposit dis bolgesinde olusumu, yapisi ve kimyasal kompozisyonu hakkinda basilmis
cok az kaynak vardir. Pigment; polimerik, yiiksek derecede ¢6ziinmez, alkali ve aside karsi
dayanikli ve yiiksek derisimde siyah renge sahip gorlinmektedir. Dogal fonksiyonlar:
bilinmemesine ragmen siyah-gémlekli tohumlarin uzun yillar sonra toprak altinda gémdilii olarak
dayanabilmesi; hava kosullarina, toprak asitligine ve mikrobiyal ataklara direncli olmasindandir.
Bu da belirgin derecede bir stabilite gdstergesidir [5].

Fitomelanin, 6zellikle kozmetik sektoriinde kullanilmakta olup birgok farkli sektérde de
kullanim potansiyeli bulunmaktadir. Fitomelanin pigmenti ekstraksiyonu zor bir pigmenttir.
Cesitli kaynaklar, hem antioksidan hem antimikrobiyal hem de morétesi (uv) 151k absorbe etme
ozelligi bulundugunu belirtmekte, ayrica bu 6zelliklerin yani sira dogal gida boyas1 olarak
kullanim potansiyeli bulunmaktadir.

Bu tez kapsaminda, aycicegi tohumlarinda bulunan fitomelanin pigmenti icin

ekstraksiyon ve saflastirma metodlarinin optimizasyon deneyleri gerceklestirilmistir. Ayrica
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fitomelanin pigmentinin antioksidan 6zellikleri belirlenmis, oksijen, 151k ve sicaklik gibi cesitli

kosullarda stabilite bakimindan degerlendirilmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

Fitomelaninin kimyasal dogas1 nedeniyle bircok spekiilasyona maruz kalmistir. inert
(duragan, kararli) dogasi ve ¢oziicii ekstraksiyonu konusundaki zorluklar sebebiyle, kimyasal
testlerden uzak kalmistir [6].

Antioksidanlar, DNA ve diger biyolojik olarak 6nemli bilesikler icin koruyucu etki
sagladig bilinen bilesiklerdir. Bu ylizden antioksidan kullaniminin insan sagligi tizerinde hayati
bir etkisi oldugu diisiiniiliir [7].

Gida {riinleri, olgunlasma, hasat, temel islemler ve depolanma siirecinde dogal
matriksinde bir degisim zincirine girer. Renk, yapi, koku ve tat degisimi; vitamin kayb1 ve
proteinlerin zarar gormesi lipid oksidasyonunun etkilerinden bazilaridir. Lipid oksidasyonu
antioksidanlarin eklenmesi ile geciktirilebilir [8].

Melanin hayvanlar i¢in en ¢ok bilinen ve énemli pigmentlerden biridir. Buna ragmen,
Melanin yap1 ve rolii bitkiler icin yeterince tanimlanmamis bir alandir. Genellikle melanin igin
yapilan tanimlama; fenollerin oksidasyonu ile olusan yiiksek molekiil agirligina sahip polimerler
seklindedir. Tirozinden tiirevlenmis azotlu bilesikler olarak bilinmektedir. Bu azotlu polimerler
O0melanin olarak adlandirilir [9]. Memeliler ve kuslarda belirlenmis olan feomelanin bilesiginin
seyreltik alkali cozeltilerde ¢6ziindiigii belirlenmistir. Fitomelanin Compositae familyasinda

rapor edilmis ve dmelanine benzer sekilde diisiik ¢oziiniirliikk gésterdigi rapor edilmistir [10].

Sekil 2.1. Melanin pigmenti molekiil formiilii [11].

Kompleks polimerik bir yapiya sahip olan melanin bilesikleri: 6melanin, feomelanin ve

allomelanin olarak siniflandirilmaktadir.

Omelaninler: Bu cesit melaninler genellikle tirosin tiirevlerinden (ana olarak yiiksek derecede

¢apraz baglanma ile 5,6-dihidroksiindol-2-karboksilik asit (DHCIA) ve dihidroksi indol (DHI))
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meydana gelmis kompleks polimerik yapilardir. Canlilar tarafindan olusturulan 6melaninler

protein ve metallerle (genellikle bakir, cinko veya demir) iliskilendirilir.

Feomelaninler: Bu grup kiikiirt iceren polimerlerden (sistenil- DOPA’dan meydana gelmis

benzothiazin kompozisyonu) meydana gelir.

‘HDUE)T\
HO HO 5
OOH N OOH
HO HO
H H HO MH,
OMELANINLER FEOMELANINLER

Sekil 2.2. Omelanin ve Feomelanin pigmentleri molekiil formiilii [12].

Allomelaninler: Bu yapisal farkliliga sahip olan molekiiller az miktarda azot bulundurmakta ya
da hi¢ bulundurmamaktadir. Katekola benzer fenol bilesiklerin polimerleri olarak nitelenirler.

Allomelaninler, bitkiler ve mantarlar tarafindan iretilen siyah pigmentlerdir.
Allomelaninler yapraklarin siyah spotlarinda, ¢cigeklerde, fasulye ve tohumlarinda (6r. Osmanthus
fragrans), mantar sporlarinda (6r. Tuber melanosporum) bulunmaktadir. Melanin tipi bilesikler
cay ve cay polifenollerinden izole edilmis; radikal siipiiriici ve antioksidan ozellikler
gostermistir. Fungal melaninler Aspergillus nidulans ve A. niger, Alternaria alternata, Cryptococcus
neoformans, Wangiella dermatitis tarafindan iiretilmektedir [13].

Phytomelanin Asteraceae familyasindan Eupatorium ve Helianthus genuslarina mensup
bitkilerde, perikarpda bulunan mekanik olarak sert, kahverengi-siyah renkli, dayanikli bir
tabakadir. Fitomelanin kendine ait belirgin bir fiziksel yapis1 yoktur. Hanausek’e gore fitomelanin
orta lamelin taginimi ve sklerenkima hiicre duvari tarafindan saglanan bir bilesik ile olusur. Fakat
bu gozlem diger calismacilar tarafindan reddedilmis ve goriis olarak fitomelanin her zaman
perikarp hipoderma hiicrelerinden farkli oranlarda olustugu ¢ok sayida calisma ile
gozlemlenmistir [6].

Fitomelanin tabakasinin hasere zararlarina karsi caydirici bir etkisi vardir. Bunda fiziksel
sert yapisina ek olarak toksisitesi de rol oynamaktadir. Siyah bilesik ¢oziicii ve zarar veren
ortamlara karsi olduk¢a direnclidir. Konsantre asit ve alkali ¢6zeltilerine dayaniklilik gésterip,
organik cozeltilerde ¢c6ziinmedigi test edilmistir [6]. Fitomelanin perikarpi koruyan bir koruyucu

tabaka gibi davranir, bécek, hasere ve makro - mikro organizmalarin saldirilarina karsi distan
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koruma saglar [14]. Hasere zararlilarinin yikici etkisinin yani sira bakteriyel bozulmaya karsi da
dayaniklidir. Kimyasal dogas1 heniiz belirlenmemistir [6].

Gida lretiminde kullanilan ¢ogu ham madde dogal antioksidanlar icerir. Buna ragmen,
liretim ve depolama esnasinda dogal antioksidanlar azalir. Antioksidan kimyasallarini ekleme
gerekliligine sebep olur. Son yillarda, dogal olarak olusan antioksidanlar sentetik antioksidanlara
gore hem tiiketici hem de lreticiler tarafindan tercih edilmektedir [8].

Fitomelanin ilk olarak ayciceginde (Helianthus annuus) belirlenmis ve mekanik
dayanikliliga vurgu yapmak amaciyla ‘tabaka zirhi’ seklinde tarif edilmistir. Fitomelanin kendine
ait fiziksel bir yapiya sahip degildir, tahminler; tabaka yapisi, morfolojisi, hipoderma ve
sklerenkima arasindaki hacmi doldurmasi ve sertlesmesi seklindedir [6].

Tiirkiye; diinya aycicegi tohumu iiretiminde 2015/2016 tahmini liretim miktarlarina gére
sirasiyla Ukrayna, Rusya, Avrupa, Arjantin, Cin ve ABD’nin ardindan 1170 bin ton ile yedinci
sirada bulunmaktadir [15].

Corek otu (Nigella sativa) tohumlari, genellikle siyah ¢ekirdek veya siyah kimyon olarak
bilinir, bitkisel kaynakl ila¢ olarak kullanimi diinya capinda yaygindir ve ¢ok sayida hastaliga
karsi koruma saglar [16]. Son yillarda yapilan ¢ok sayida arastirma bu tohumlarin farmakolojik
etkisi oldugunu ve bu etkinin de tohum icerigi ile baglantili oldugunu gostermektedir. Bu
arastirmalarin bir kismi ¢orek otunun farkl ekstraktlar kullanilarak antimikrobiyal etkiye sahip
olduguna vurgu yapmistir. Pozitif inhibisyon iki 6nemli aktif icerik maddesi olan Timoquinon ve
melanin ile iliskilendirilebilir [17]. Corek otu dogal olarak Giineybati1 Asya ve Akdeniz bdlgesinde
yetistirilmektedir [18].

Fistik cami (Pinus pinea) tohumu iyi bir besin kaynagidir. Raporlara gore fistik cami
tohumu 5.6 % nem, 31.1 % protein, 47.4 % yag, 10.7 % karbonhidrat ve 4.3 % kiil icermektedir.
Tohum o6zellikle B1 ve B, vitaminler; potasyum ve fosfor minerallerini bulundurmaktadir. Cam
fistign kompozisyonu tiirlere ve alttiirlere iklimsel ve cografik kosullara bagh olarak cesitlilik
gostermektedir. Literatiirde fistik cami tohumunun kimyasal kompozisyonu iizerine bilgiye
rastlanmamustir [19]. ispanyadan sonra en c¢ok Tiirkiye’de yetistirilen Fistik ¢ami’nin
tohumularinda kozalaktan cikarildig1 hali ile etrafinda siyah bir tabaka bulunmaktadir, bu
tabakanin ne oldugu ve fitomelanin icerip icermedigine dair bilgi Literatiir taramasinda
bulunamamistir.

Inert dogas1 ve c¢oziicii ekstraksiyonu konusundaki zorluklar sebebiyle fitomelanin
pigmenti iizerine ¢alisma sayisi ¢ok azdir. Kromik asit, potasyum hidroksit, siilfiirik asit,
hidroklorik asit, nitrik asit, kral suyu, su, alkol, eter, amil alkol, benzen, kloroform, aseton, petrol
eteri, gliserin, kloral hidrat ve amonyak ¢dziiciileriyle 1sitilsa bile ¢éziinmedigi gézlenmistir [6].

Baz1 bilim adamlar fitomelaninin karbonhidratlarin dehidrasyon islemi araciligi ile

oldugu konusunda fikir belirtmis ve x(CsH1005)-yH20 formiiliinii 6nermislerdir. Fitomelanin;
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Tagetes meyvelerinden Wiesner ayiraci ve hassas bir sekilde uygulanan birkac¢ akiskan madde
(kupramonyum hidroksit ve dioksan) cozeltileri araciligi ile Cx(H20)y yapisinda az miktarda elde
edilebilmistir [6].

Bitki ve mantarlarda melanin pigmenti asidik ¢ozeltilerde yiiksek derecede kararli,
dimetil siilfoksit (DMSO) ile diisiik seviyede ¢6zliniir, H,0, veya NaOCl ile beyazlatilabilir ve alkali
cozeltilerde ekstrakt edilebilir ve ham koyu kahverengi materyaller alkali ¢ozeltiden asidik
cozeltiye pH 2’ye HCl eklenerek ayarlandiginda ¢okelti olusturmustur [20].

Fitomelanin icin daha fazla tanimlayici ve karakter 6zellikleri; suda ve bir¢ok organik
¢oziliciide ¢oziinememekte, 0,5 M NaOH veya KOH’de tam ¢o6zlniirlik elde edilmekte, FeCls
varliginda presipite edilebilmekte, oksidasyon ajanlari olan (KMnO4, H:0;) ile renk kaybi
saglanmakta ve AgNO3z amonyak soliisyonu ile renk yeniden olusturulabilmektedir [21].

Antioksidanlarin gidalar iizerinde bayatlama ve tat 6ziirlerinin olusmasini engelleme,
koruma ve geciktirme 6zellikleri vardir. Antioksidanlar tat bozulmasini indiiksiyon periyodunu
uzatarak erteler. Antioksidan ekleme isleminin indiiksiyon periyodundan sonra eklenmesi
gidalarin bayatlamasi iizerinde etkisiz kalmaktadir [22].

Bitkilerde ve hayvanlarda bulunan dogal melanin, antioksidan 6zelliginden kaynaklandig
diisiintlen genis Olcekte biyolojik aktivitelere etki eder. Melaninin bu 6zelligi saghgin
korunmasinda ve faydali gidalarin tiretiminde etkili olmasi sebebi ile biiytik ilgi olusturmaktadir
[23].

Antioksidanlar bozulmayi iki sekilde inhibe edebilir; serbest radikalleri stipiirerek ki bu
antioksidanlar birincil antioksidanlar olarak adlandirilir. Serbest radikallerin siiptlriilmesi
disindaki metodlar araciligl ile islev gosteren antioksidanlar ise ikincil antioksidanlar olarak
adlandirilir. Birincil antioksidanlar fenolik birlesikleri (vitamin E) icerir ve indiiksiyon
periyodunda kullanilir. ikincil antioksidanlar metal iyonlarini baglama, oksijen siipiirme,
hidroperoksitleri radikal olmayan iirtinlere cevirme, UV absorb etme veya singlet oksijeni deaktif
hale getirme gibi mekanizmalar kullanirlar [22].

Melaninde bulunan siipiiriicii ve kelatlama 6zellikleri temel olarak antioksidan aktiviteye
dahil edilir. Bu 6zellikler baslangi¢ zincir reaksiyonlarinda gecis metallerinin yakalanmasi veya
stiperoksit radikallerini inaktive etme amaciyla kullanilabilir. Halbuki serbest radikal
stiptirticiiller peroksil radikalleriyle reaksiyona giremedikleri icin propagasyon zincir
reaksiyonlarindan korunma konusunda etkili degildirler. Buna ragmen melaninin giicli
antioksidan aktivitesi, propagasyon zincirini sonlandirabilecek muhtemel etkiye sahiptir [23].

Kompleks biyolojik materyallerden 6zgiil bir biyomolekiiliin saflastirilmasi veya bu
kompleks yapinin analizi i¢in kullanilan yontemler genel olarak kromotografik yontemler olarak
isimlendirilir. Ince tabaka kromotografisi (TLC) bu yontemlerden bir tanesidir. TLC'de durgun

faz, uygun bir matrikse baglanarak cam, plastik veya metal aliiminyum tabaka iizerine ince bir
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katman olusturacak sekilde kaplanir. Hareketli faz ise horizontal veya vertikal olarak tutulan TLC
tabakasini kapiller aksiyon ile bir boydan bir boya gecer. Bu kromotografi yontemi ise fazla
sayidaki 6rneklerin ayni anda uygulanmasina izin vermesi nedeniyle, kolon kromotografisine
gore bazi pratik avantajlara sahiptir [24].

Fitomelanin pigmentinin karakteristik 06zelliklerini gosteren pigmentler UV
spektrofotometrede tipik olarak 280 nm’de bir omuz gostermistir [25]. Melanik pigmentlerin
275-280 nm’de belirgin bir omuz gosterdigi ve melanin pigmentleri i¢in tipiktir [26]. Fitomelanin

pigmenti absorbans 6l¢iimleri NaOH ¢ozeltisinde ¢éziinmiis sekilde 280 nm’de yapilabilir [27].
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. MATERYAL
3.1.1. Tohum Ornekleri
Deneylerde kullanilan tohum 6rnekleri; aycicegi (Helianthus annuus) tohumlari
kuruyemis saticisindan, ¢orek otu (Nigella sativa) aktardan ve fistik gami (Pinus pinea) tohumlari

agaclardan toplanilarak temin edilmistir. Analizlerde kullanilmak tizere 151k almayan kaplarda

muhafaza edilmistir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Ekipmanlar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler (Merck, Sigma-Aldrich) analitik safliktadir.
Calismada UV-VIS spektrofotometre, santrifiij, pH metre, manyetik karistirici, 1sitici,

hassas terazi ve su banyosu baslica kullanilan cihazlardir.

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Cozeltiler

NaOH ¢ézeltileri

20 gram NaOH ( 0,5 mol ) 1 litre saf su ile tamamlanarak 0,5 molar NaOH ¢dzeltisi
hazirlanmistir. 0,5 Molar NaOH ¢o6zeltisi saf su ile seyreltilerek 0,3 M, 0,1 M, 0,05 M derisimde
NaOH c¢ozeltileri elde edilmistir.

KOH ¢ozeltileri

28,05 gram KOH ( 0,5 mol ) 1 litre saf su ile tamamlanarak 0,5 molar KOH ¢ozeltisi
hazirlanmistir. 0,5 Molar KOH c¢ozeltisi saf su ile seyreltilerek 0,3 M, 0,1 M, 0,05 M derisimde KOH

cozeltileri elde edilmistir.

NH,OH Cézeltileri

% 35 W/W NH4OH ¢6zeltisi kullanilmistir

1 mol NH4,OH= 35,04 gram 0,5 M NH40H = 0,5 mol / 1 litre

0,5 mol NH4OH = 17,52 gram (X cm3) *(35/100) * (0,88 g/cm3) = 17,52 gram

56,88 cm3 NH4OH alinip (0,5 mol) 1 litre saf su ile tamamlanarak 0,5 molar NH4sOH

¢ozeltisi hazirlanmistir. 0,5 Molar NH4OH c¢6zeltisi saf su ile seyreltilerek 0,3 M, 0,1 M, 0,05 M
NH.4OH ¢ozeltileri elde edilmistir.



Onder Ozdemir, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin iiniversitesi 2016

2 M HCI Céozeltisi

% 37’lik HCl ¢6zeltisinden 2 M HCI ¢6zeltisi yapmak i¢in 16,5 ml % 37’lik HCI alinip saf su

ile 100 ml’ye tamamlanir.

6 M HCI Cozeltisi

% 37’lik HCl ¢6zeltisinden 6 M HCI ¢ozeltisi yapmak icin 49,5 ml % 37’lik HCI alinip saf su

ile 100 ml’ye tamamlanir.

Coziictiler

Saflik derecesi % 96 olan etil alkol, % 99,5’luk hazir etil asetat ve 99,8'lik aseton (Merck)

kullanilmstir.

0,6 M H:804 Cozeltisi

0,6 M H;S04 Cozeltisinden 500 ml hazirlamak icin % 98’lik H2S04 ¢ozeltisinden 16,3 ml

alinip saf su ile 500 ml’'ye tamamlanmistir.

28 mM Na;HPO, Cozeltisi

28 mM Na;HPO, ¢6zeltisinden 500 ml hazirlamak icin 1,988 gram Na;HPO, tartilip saf su

ile 500 ml’ye tamamlanmistir.

4 mM Amonyum Molibdat Cézeltisi

4 mM amonyum molibdat ¢ozeltisinden 500 ml hazirlamak i¢in 2,328 gram amonyum

molibdat tartilip saf su ile 500 ml'ye tamamlanmistir.

500 ppm Askorbik Asit Cozeltisi

500 ppm askorbik asit ¢ozeltisinden 250 ml hazirlamak icin 250 ml’lik balon joje igerisine

0,125 gram tartim yapilir ve 250 ml'ye saf su ile tamamlanir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Ekstraksiyon

Bitki ve mantarlarda melanin pigmenti asidik ¢ozeltilerde yliksek derecede stabil, dimetil
stilfoksit (DMSO) ile diisiik seviyede ¢oziiniir, alkali ¢ozeltilerde ekstrakte edilebilir [20]. Tez
kapsaminda 3 farkl bitki tohumu incelenmis olup bunlar ¢orek otu (Nigella sativa) tohumlari,

¢orek otu tohumu posasi (soguk pres ile yagi alinmis hali), Aycicegi (Helianthus annuus) ve Fistik
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Camu (Pinus pinea) tohumlaridir. Ornekler mikroskop altinda 100 kat biiyiiltiilerek incelenmistir.
Ayrica fitomelanin pigmenti ekstraksiyonu icin esit miktarlarda ve esit hacimdeki 0,5 molar

NaOH c¢ozeltisinde 24 saat bekletilmistir.

3.2.1.1. Cozuici se¢imi

Ge¢mis arastirmalarda yapilmis ekstraksiyon islemleri sonucu elde edilen bulgular
degerlendirilerek ham maddeler ii¢ farkl ¢oziicii ile farkl ¢oéziiniirliikte zamana bagh ekstrakt
olan madde miktar1 gozlemlenmistir.

Coziicii olarak alkali NH4OH, KOH ve NaOH gozeltileri kullanilmistir. i1k olarak 0,5 M
hazirlanan ¢ozeltiler daha sonra seyreltilerek 0,3 M, 0,1 M ve 0,05 M olacak sekilde seyreltilmistir.
Bir adet saf su ¢ozeltisi olmak lizere toplamda 13 adet ¢ozelti hazirlanmistir.

1 gr c¢ekirdek tartilmis, 100 ml ¢ozeltiye eklenmistir. 24 saat, 0,'siz ortamda ve oda
sicakliginda pigment ekstraksiyonu icin birakilmistir. Kaba filtre kagidinda stziiliip 3500 rpm’de
5 dakika santriftijlenmistir. Cam petri kaplara bir miktar konularak gorsel olarak karsilastirilmis
daha sonra 1ml 6rnege 2 ml saf su eklenerek seyreltilmistir. Son olarak 280 nm dalga boyunda

absorbanslari 6l¢iilmiistiir.

3.2.1.2. Coziicii - ¢ozilinen optimum madde miktari tayini

100 ml ¢oziicii ile ¢oziilebilen optimum fitomelanin pigmenti miktarini belirlemek
amaciylalg/2g/3g/4g/5gcekirdek tartilmistir. Her biri 0,3 M'lik 100 ml NaOH ¢6zeltisine
eklenip 24 saat, 0’siz ortamda ve oda sicakliginda pigment ekstraksiyonu icin birakilmistir. Kaba
filtre kagidinda siiziiliip 3500 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Cam petri kaplara bir miktar
konularak gorsel olarak karsilastirilmis daha sonra 50 pl 6rnege 2,95 ml saf su eklenerek
seyreltilmistir. Son olarak spektrofotometre’de 280 nm dalga boyunda absorbanslari

Olglilmiistiir.
3.2.1.3. Optimum sicaklik — zaman iliskisi

Sicaklik - zaman iliskisi baz alinarak optimum madde miktarina ulasmak amaciyla farkl
sicakliklarda zamana gore ¢6ziinen madde miktar1 incelenmistir.

Ilk olarak 4 g cekirdek tartilip 100 ml'lik 0,3 M NaOH ¢ézeltisine eklenmistir. +4 / +24 /
+35 / +50 °C’de 0O;'siz ortamda birakilmistir. 7 saat boyunca saat basi daha sonra 22. saat ve 24.
saatte 3’er ml alinarak 3500 rpm’de 5 dakika sanrifiijlendi. 50 pl 6rnek ve 2,95 ml saf su eklenerek
seyreltilmistir. Son olarak spektrofotometre’de 280 nm dalga boyunda absorbanslari

Olctilmustiir.

10
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3.2.2. Saflastirma

Saflagtirma islemi li¢ asamada yapilmis olup her asamada saflik oraninin arttirilmasi

hedeflenmistir.

3.2.2.1. Cokeltme islemi

Ekstrakte edilen fitomelanin ¢ozeltisi filtre edilip 2 M HCI ¢ozeltisi ile pH derecesi 1 ve 3
arasinda olacak sekilde ayarlanmistir. Oda sicakliginda 2 saat beklendiginde olusan ¢okelti 4000
rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Santriifiij aracihigr ile stipernatant uzaklastirilmis ¢oken

madde spatula yardimi ile alinmistir.

3.2.2.2. Saflastirma birinci asama

pH ayarlamasi ile c¢okeltilen fitomelanin pigmenti; karbonhidrat ve proteinlerin
uzaklastirilmasi amaciyla 6 M HCl asit icerisinde 100 °C’de 2 saat bekletilmistir. Daha sonra 6 M
HCl icerisinde bulunan fitomelanin pigmenti 4000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir.
Siipernatant uzaklastirilmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra saf su eklenip vorteks
karistiricl ile galkalanarak yeniden santriftij islemi uygulanmistir. Siipernatant uzaklastirilip

¢oken Fitomelanin pigmenti spatula yardimi ile alinmistur.

3.2.2.3. Saflastirma ikinci asama

Onceki agamalardan elde edilen fitomelanin pigmenti ilk olarak 30 dakika siire ile etil
alkole maruz birakilmistir. Daha sonra 5000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmistir. Stipernatant
uzaklastirthp saf su ile yikanmistir. Ayni islem etil asetat ve aseton maddeleri icin de
uygulanmustir.

Saflastirilan fitomelanin cam petriler icerisinde etiivde 100 °C’de kurutulup cam ytizey

tizerinden siyirilarak alinmistir.

11
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Ham Madde

< Bazik Coziicii

Fitomelanin Ekstrakti

‘ < Asit Cozeltisi

Fitomelanin Cokeltisi

6 M HCL
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2 saat
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Etil Alkol
Etil Asetat
Aseton
¢Ozeltilerine
maruz
birakma

Saflastirma 2

100 C*°de

Kurutma ~
Etiiv
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Sekil 3.1. Fitomelanin pigmenti saflastirma islem semasi [21, 28]

3.2.3. Toplam Antioksidan Kapasite Tayini

Ik olarak toplamda 500 ml olacak sekilde belirtec cozeltisi hazirlanmigtir. Belirteg
¢oOzeltisi icerisinde 0,6 M H,SO04 ¢ozeltisi, 28 mM Na;HPO. ¢ozeltisi, 4 mM Amonyum Molibdat

olacak sekildedir. Daha sonra saflastirilan fitomelanin pigmenti ¢6zeltisinden bir miktar alinarak

12
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miktar tayini yapildi. Miktar tayini yapilan ¢6zeltiden 300 pl alinip 2,7 ml belirteg ¢ozeltiye
eklenerek toplamda 3 ml olacak sekilde hazirlanmistir. Buna ek olarak 300 ml metanol alinarak
2,7 ml belirteg ¢ozelti eklenip kor ¢ozelti olusturulmustur. Bunun yani sira bir standart egri
olusturmak amaciyla toplam antioksidan kapasitenin karsilastirilabilmesi icin 40, 60, 80, 100
ppm’lik askorbik asit (C vitamini) ¢ozeltileri hazirlanmis, 300 pl askorbik asit 2,7 ml belirteg
cozelti eklenerek daha dnceki ¢ozeltilerle ayni islem uygulanmistir. Farkli miktarlarda hazirlanan
askorbik asit ¢ozeltileri, ilk olarak 500 ppm hazirlanip daha sonra seyreltilerek istenen miktarlar
elde edilmistir.

Hazirlanan 3 ml'lik ¢ozeltiler 90 dakika boyunca 90 °C sicakliga maruz birakilmis ve daha
sonra oda sicakligina indirgenmistir. Son olarak spektrofotometre cihazi 695 nm’ye ayarlanip kor

cozelti ile sifirlanmis ve tiim dl¢limler bu kapsamda yapilmistir.

3.2.4. Stabilite Testleri

3.2.4.1. Sicaklik etkisi

Saflastirilmis fitomelanin pigmentinin sicakliga kars1 dayaniklhiligini belirlemek amaciyla
ilk olarak miktar1 belirlemek i¢in kullanilan saf fitomelanin ¢ozeltisinden 100 pl alinip 2,9 ml 0,1
M NaOH ile seyreltilerek spektrofotometrede 280 nm’de okunmustur. Daha sonra toplamda 150
ml olan saf fitomelanin ¢ozeltisi 2 saat stiresince 100 °C sicakliga maruz birakilmis ve yarim saat
arayla buharlasan su yerine saf su ekleme yapilmistir. Saf su ekleme akabinde ¢6zelti homojen
hale geldikten sonra her odl¢im i¢in 100 pl alimp 2,9 ml 0,1 M NaOH ile seyreltilerek

spektrofotometrede 280 nm’de okunmustur.

3.2.4.2. 0; etkisi

Bu asamada ¢ozlinmiis haldeki saflastirilmis fitomelanin pigmentinin farkli ortam
sartlarinda kararhligi incelenmistir. ilk olarak 0,1 M NaOH icerisinde ¢6ziinmiis haldeki
fitomelanin pigmenti ¢dzeltisinden 50 pl alind1 ve 2,95 ml 0,1 M NaOH co6zeltisi ile seyreltilip
spektrofotometrede 280 nm’de okunmustur. Akabinde ilk Ol¢iimii yapilan fitomelanin
¢Ozeltisinden 4 adet tlip icerisine her birinin icerisine 30 ml alinarak 0,1 M NaOH ¢ozeltisi ile 250
ml’ye tamamlanmistir.

Olusturulan tipler 4 ayri ortam kosulu;
a) 0ile temasi kesik, 151kl ortam
b) 0O ile temasi var, 151kl ortam
c) 0ile temasi var, 151ks1z ortam

d) 0O ile temasi kesik, 151ks1z ortam

13
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Olacak sekilde oda sicakliginda muhafaza edilmistir. Muhafaza edilen ¢ozeltiler ilk li¢ giin birer
glin arayla daha sonra 7, 14, 21, 35'nci giinlerde 1 ml 6rnek alinip 2 ml 0,1 M NaOH eklenerek

spektrofotometrede 6lciilmiis ve farkli parametrelerde karsilastirmalar1 yapilmistir.

3.2.5. Ince Tabaka Kromotografisi (TLC)

Tez kapsaminda saflastirilan fitomelanin pigmentinin sentetik melanin pigmenti saflig
ile karsilastirmasini yapmak amaciyla ince tabaka kromotografisi uygulanmistir [29].
Saflastirilmis ve kurutulmus fitomelanin pigmenti ve sentetik melanin pigmenti 0,1 M NaOH
¢ozeltisinde ¢oziilmiistiir. n-butanol: asetik asit:saf su (70:20:10) ¢oziicli sistemi kullanilmistir
[30]. Silika jel kromotografi kagidi (Merck TLC Silica Gel 60 F254) iizerinde ylirtutilmiistiir [31].

Yirtitme islemi sonucu safliklari iizerine karsilastirma yapilmistir.

3.2.6. Fitomelanin Miktar Tayini

Saflastirilan fitomelanin pigmenti miktarini belirlemek amaciyla Sigma-Aldrich firmasina
ait sentetik melanin pigmenti kullanilmistir. ilk olarak 500 ppm (mg/L) seklinde sentetik melanin
¢oOzeltisi 0,1 M NaOH ile hazirlanmistir. Daha sonra hazirlanan 500 ppm’lik ¢ozeltiden seyreltme
yapilarak 0, 10, 20, 40, 80 ve 100 ppm olacak sekilde yeni ¢ozeltiler hazirlanmis ve UV-VIS
Spektrofotometrede 280 nm dalga boyunda absorbanslar1 6lgiilmiistiir. Olciilen absorbans
degerleri sonucu standart egri olusturulmustur. Bu sekilde fitomelanin pigment miktari standart

egri yardimi ile tespit edilmistir (EK: 1)

14
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. EKSTRAKSIYON

Tez kapsaminda 3 farkli bitki tohumu incelenmis olup bunlar ¢érek otu (Nigella sativa)
tohumlari, ¢orek otu tohumu posasi (soguk pres ile yagi alinmis hali), aycicegi (Helianthus
annuus) ve fistik cami (Pinus pinea) tohumlaridir. Ornekler mikroskop altinda 100 kat

biiyiitiilerek incelenmis ve drneklerin mikroskop altindaki goriintiileri sekil 4.1’de verilmistir.

Sekil 4.1. Orneklerin mikroskopta 100 kez biiyiitiilmiis goériintiisi. Soldan saga Corek otu
tohumu, Aycicegi bitkisi tohumu, Fistik gami tohumu kabugu

Fitomelanin pigmenti ekstraksiyonu i¢in esit miktarlarda ve esit hacimdeki 0,5 molar

NaOH ¢ozeltisinde bir gin (24 saat) bekletilen o6rnekler Sekil 4.2’de gosterilmistir.

Sekil 4.2. 0,5 M NaOH igerisinde 24 saat bekletilen 6rnekler. Soldan saga Corek otu tohumu
posasi, Corek otu tohumu, Aycicegi bitkisi tohumu, Fistik cami tohum kabugu

15
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Ornekler icerisindeki ¢orek otu ve fistik ;caminda devam etmeye deger bir ¢éziiniirliik elde
edilememistir. Aycicegi tohumlarinda kayda deger bir ¢oziiniirliik elde edilmistir ve deneye

aycicegi tohumlari ile devam edilmistir.
4.1.1. Coziicu Se¢imi

Ge¢mis arastirmalarda yapilmis ekstraksiyon islemleri sonucu elde edilen bulgular

degerlendirilerek ham maddeler ii¢ farkli ¢oziicti ile farkl ¢oziintrliikkte zamana bagh ekstrakt

olan madde miktar1 gozlemlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucu edinilen bulgular;

Sekil 4.3. Aycicegi tohum gomleklerinden elde edilen fitomelanin 6ziitlerinin goriintiisii. Soldan
saga 0,05M-0,1 M -0,3 M -0,5 M konsantrasyonlarinda ve asagidan yukariya NaOH, KOH, NH,OH
bazlarindaki durum goériilmektedir.

Tablo 4.1. NaOH, KOH ve NH4OH bazlarinin farkli konsantrasyonlarinda ekstrakte edilen
fitomelanin pigmentinin UV-VIS Spektrofotometre’de 280 nm dalgaboyunda olgiilen ortalama
absorbans degerleri. 1 gr tohum 100 ml ¢6ziicii icinde ekstrakte edilmistir.

Konsantrasyon NaOH KOH NH,OH
M)
0 0,32+0,04 0,32+0,04 0,32+0,04
0,05 1,05+0,15 0,58+0,06 0,74+0,05
0,1 1,07+0,17 0,97+0,08 0,92+0,12
0,3 1,50+0,25 1,30+0,16 1,28+0,18
0,5 2,05%0,22 1,34+0,12 1,58+0,21
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Tablo 4.2. Farkli ¢ozeltilerde eksrakt edilen fitomelanin pigmenti ¢6ziiniirliigiiniin istatistik

analizi (n:3)

Ozneler Arasi EtKi Analizi

Bagli degisken: Fitomelanin

Diizeltilmis Toplam

Kaynak Ti}}rgplf:rl;leller df Or;c(a;l?éna F Anlamhilik
Diizeltilmis Model 3,4362 6 0,573 26,199 0,000
Sabit 15,688 1 15,688 | 717,644 0,000
Coziciiler 0,241 2 0,121 5,523 0,031
Konsantrasyon 3,195 4 0,799 36,537 0,000
Hata 0,175 8 0,022
Toplam 19,299 15
3,611 14

a. R2= 0,952, (Duizeltilmis R2 = 0,915),

Tablo 4.3. Farkl ¢ozeltiler kullanilarak eksrakt edilen fitomelanin pigment miktarlari

Konsantrasyon NaOH KOH NH4,OH
(M) ppm
0 16,6 16,6 16,6
0,05 58,8 31,6 40,9
0,1 59,9 54,2 51,3
0,3 84,8 73,2 72,1
0,5 116,6 75,5 89,4

Yapilan analiz sonucu gorsel ve miktar olarak en cok fitomelanin 6ziitii 0,5 M NaOH

cozeltisi ile elde edilmistir. Elde edilmek istenen pigmente zarar vermemesi icin ve safsizligi

azaltmak amaciyla 0,3 M NaOH ¢6zeltisini ¢6ziiciisii ile devam etmeye karar verilmistir.
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4.1.2. Coziici - Cozlinen Optimum Madde Miktari Tayini

100 ml ¢oziicii ile ¢oziilebilen optimum fitomelanin pigmenti miktarini belirlemek
amaciylalg/2g/3g/4g/ 5 golarak tartilan aygicegi tohumlar1 0,3 M’'ik 100 ml NaOH
¢Ozeltisinde, 24 saat, 0;’siz ortamda ve oda sicakliginda sekilde ve tabloda belirtilen bulgular

vermistir.

Sekil 4.4. Farkli miktarda (1-5 g) aycicegi tohumlarindan elde edilen fitomelanin
ekstraktlarindaki renk farkliligi (Soldan saga1g,2g,3g 4gve5 g).

0.8

0.7

0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
"

0

1 2 3 4 5

Gram Materyal

Absorbans (A,g)

[EEN

Sekil 4.5. Farkli miktarlarda (1-5 g) aycicegi tohumlarindan elde edilen fitomelanin
ekstraktlarindaki 280 nm dalgaboyunda 6lciilen absorbans degerleri
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Tablo 4.4. Farkli miktarda (1-5 g) ayg¢icegi tohumlarindan elde edilen fitomelanin ekstrakt
miktari

Materyal ppm (fitomelanin pigmenti)

1gr 2gr 3gr 4 gr Sgr

Helianthus annuus
5,1 14,6 19,6 34,3 35,1

Bulgular sonucu 1 g'dan 4 g’a kadar bir artis mevcut olmakla beraber 4 g ve 5 g arasinda
¢ok az bir fark gézlenmistir. Bundan dolay1 yapilan ¢alismalara 4 g aycicegi tohumu / 100 ml 0,3
M NaOH c¢ozeltisi seklinde devam edilmistir.

4.1.3. Optimum Sicaklik - Zaman [ligkisi

Sicaklik - zaman iligkisi baz alinarak optimum madde miktarina ulasmak amaciyla farkl

sicakliklarda zamana gore ¢6ziinen madde miktar1 incelenmis olup ulasilan bulgular Sekil 4‘de

bulunmaktadir.
Fitomelanin ekstraksiyonunda sicaklik ve zaman etkisi
1
0.9 —
_ o8
é 0.7 ‘/7 —
% 0.6 _ M =fl= 4°C
: 0.5 =ili=24 °C
=
[av] 0,
° 0.4 - — ——u 35°C
o)
2 0.3 1+ ==50 °C
< 0.2 A
0.1
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
123456 7 8 9101112131415161718192021222324
Zaman (Saat)

Sekil 4.6. Fitomelanin pigmentinin ekstraksiyon performansinin sicakliga ve zamana bagh
degisim grafigi.
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Tablo 4.5. Fitomelanin pigmenti ekstraksiyon performansinin sicakliga ve zamana bagh
istatistik analizi (n:3)

Ozneler Arasi EtKi Analizi

Bagl degisken: Absorbans (280)

Kaynak Tll,}gplf:;iler df Or;c(a;l?éna F Anlamlhilik
Diizeltilmis Model 1,135a 9 0,126 41,544 0,000
Sabit 6,645 1 6,645 2189,391 0,000
Sicaklik 0,613 3 0,204 67,302 0,000
Stire 0,522 6 0,087 28,665 0,000
Hata 0,055 18 0,003
Toplam 7,834 28
Diizeltilmis Toplam 1,189 27

a. R2= 0,954 (Diizeltilmis Rz = 0,931),

Tablo 4.6. Fitomelanin pigmenti ekstraksiyon performansinin sicaklia ve zamana baglh miktar
degisimi

Sicakllk| 1saat | 2saat | 3saat | 4saat | 5saat | 6saat | 7 saat | 22 saat | 24 saat
Ce ppm
4 8,7 9,03 10,1 12,3 13,3 14,8 15 20,1 20,6
24 9,5 11,6 15 17,3 19,7 21,4 22,8 30,2 33,8
35 14 18,2 22,6 25 29,4 30,5 32,3 39,2 42
50 18,3 23,7 27 29,6 34,5 37,5 41,8 46,7 50,1

Farkl sicakliklar (4, 24, 35 ve 50°C) altinda incelendiginde sicaklik arttik¢a ¢oziintirliigiin
arttigl gézlemlenmistir. Bulgular 6 saatten sonraki degisimin 6nemli olmadigini géstermektedir.

Ekstraksiyon sartlar1 optimum olarak 35 °C ve 5 saat olarak belirlenmistir.

4.2. SAFLASTIRMA

Saflastirma isleminin sonucunda fitomelanin pigmenti saflig1 arttirilmistir.
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4.2.1. Cokeltme Islemi

Ekstrakt edilmis fitomelanin pigmenti ¢ozeltisi pH derecesi 1-3 aralifina ayarlanarak
cokeltme islemi gerceklestirilmistir. Cokeltme islemi ortalama 2 saat siirmiis olup oda
sicakliginda gergeklestirilmistir. Sicakligin c¢okeltme islemi lizerinde olumlu etkisi oldugu

gozlemlenmis olup cokeltme siiresini azalttig1 gorilmiistur.

4.2.2. Saflastirma Birinci Asama

pH 1-3 arasi ayarlanmasi ile ¢okeltilen fitomelanin pigmenti; karbonhidrat ve
proteinlerin uzaklastirilmasi i¢cin 6 M HCl 100 °C’de 2 saat bekletilmistir. Yiiksek sicakliga maruz
birakilan fitomelanin pigmentinde herhangi bir degisiklik olmadig1 gézlemlenmis olup pigment
parcaciklarinda topaklanma goériilmiustiir. Hidroliz sirasinda HCL ¢ozeltisinde herhangi bir renk

degisimi olmamistir.
4.2.3. Saflastirma ikinci Asama

Onceki agamalardan elde edilen fitomelanin pigmenti etil alkol, etil asetat ve aseton
maddelerine maruz birakilmis olup, saflastirilan fitomelanin cam petriler icerisinde etiivde 100
°C’de kurutulup cam yiizey iizerinden siyrilarak siyah renkli toz halinde elde edilmistir. 20 gr
Kibris aycicegi tohumundan 390 mg saf fitomelanin pigmenti elde edilmis olup, fitomelanin orani
%1.95 olarak hesaplanmistir. Hesaplama saf Sigma melanin ile hazirlanmis standart egri
yardimiyla yapilmistir. Spektrofotometre’de 280 nm'’de elde edilen melanin standart egrisi Sekil

10’da verilmistir.

Saf Melanin Standart Egrisi
120
y=57.768x - 1.8228
100 R2=0.998
£ 80
2
£ 60 @ Fitomelanin (ppm)
[
CE, 40 — Linear (Fitomelanin
£ 20 (ppm))
0
0.5 1 1.5 2
-20
Absorbans (280 nm)

Sekil 4.7. Saf melanin pigmenti standart egrisi
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4.3. TOPLAM ANTIOKSIDAN KAPASITE TAYINI

Fosfomolibden kompleks olusturma yontemiyle yapilan toplam antioksidan kapasite

tayininde antioksidan kapasite askorbik asit standart egrisine gore tespit edilmistir. Saflastirilmis

1000 ppm fitomelanin pigmentinin antioksidat kapasitesi 98 ppm askorbik asit esdegeri yani %

9.8’i olarak belirlenmistir.

4.4. STABILITE TESTLERI

4.4.1. Sicaklik Etkisi

Saflastirilmis fitomelanin pigmentinin sicakliga karsi dayanikliligini belirlemek amaciyla

fitomelanin pigmentinin 100 °C’de 2 saat bekletilmesi siirecinde yarim saat arayla yapilan

olciimler sonucu cizelge 4.3’deki sonuglar elde edilmistir.

0.18
0.16
0.14
0.12

0.1
0.08

0.06

Absorbans (A,g)

0.04
0.02

0 30 60 90 120

Sure (dk)

Sekil 4.8. Fitomelanin pigment konsantrasyonunun 100 °C’de zamana bagh degisimi

Fitomelanin pigmenti miktarinin 100 °C’de 90 dakika boyunca belirgin bir degisiklik

gostermedigi ancak 120 dakika sonunda azaldig1 Tablo 4.7’de gosterilmistir.

Tablo 4.7. Fitomelanin pigment miktarinin 100 °C’de zamana bagh degisimi

Zaman (dakika)

0 30 60 920 120

Miktar (ppm)

5,6 6,2 5.9 5,7 4,8
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4.4.2. 0, etkisi

Bu asamada ¢o6ziinmiis haldeki saflastirilmis fitomelanin pigmentinin farkli ortam

kosullarinda kararhlik kosullar1 incelenmistir.

Olusturulan tiipler 4 ayr1 ortam kosulu;

a) Oqile temasi kesik, 151kl1 ortam

b) O;ile temasi var, 151kl1 ortam

c) Oz ile temasi var, 151ksiz ortam

d) O ile temasi kesik, 151ks1z ortam

Olacak sekilde oda sicakliginda muhafaza edilmistir. Muhafaza edilen ¢ozeltiler ilk ti¢ glin

birer giin arayla daha sonra 7, 14, 21, 35'nci glinlerde spektrofotometre aracilig ile ol¢iilmiis

farkli parametreler birbiriyle karsilastirilmistir. Karsilastirma sonucu sekil 12’deki sonuglara

ulasilmistir. Ulasilan sonuclar Tablo 4.8'de istatistik olarak incelendiginde oksijen varliginin

yahut yoklugunun kayda deger bir degisim gostermedigi ancak siire ve 151k parametrelerinin

fitomelanin kararlihgini etkiledigi tespit edilmistir.

0.25

o
()

0.15

Absorbans (280 nm)
o©
=

o
o
G

Giin 15181 ve oksijen varhiginda fitomelanin pigmentinin kararlihig

——lsik

\ —=—151k/O;

Karanlik/O,

—=—Karanhk

1

3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35

Siire (giin)

Sekil 4.9. Giin 15181 ve oksijen varliginda fitomelanin pigmentinin kararhlik grafigi
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Tablo 4.8. Giin 15181 ve oksijen varliginda fitomelanin pigmentinin kararhliginin istatistik analizi

(n:3)

Ozneler Arasi EtKi Analizi

Bagl degisken: Absorbans (280)

Kaynak Tip 3 Kareler df Ortalama F Anlamlihk
Toplami Kare
Diizeltilmis Model 0,011a 6 0,002 1,928 0,151
Sabit 0,737 1 0,737 811,57 0
Isik 0,005 1 0,005 5,636 0,034
Oksijen 0 1 0 0,352 0,563
Stire 0,005 4 0,001 1,395 0,29
Hata 0,012 13 0,001
Toplam 0,76 20
Diizeltilmis toplam 0,022 19
a.R2= 0,471 (Diizeltilmis Rz = 0,227)
Tablo 4.9. Giin 15181 ve oksijen varliginda fitomelanin pigmentinin miktar degisimi
OKksijen - + + -
Isik + + - -
24 saat 11,1 11,2 11,1 11,1
48 saat 11,2 10,9 11,5 10,9
72 saat 11,3 11,1 11,1 10,8
g
7 glin 6,61 10,3 11,4 9,2 E
14 giin 6,5 9,5 11,3 9,2
21 glin 6,1 91 11,1 8,5
35 glin 4,3 8,3 10,9 8,3

4.5. INCE TABAKA KROMOTOGRAFISI

Tez kapsaminda saflastirilan fitomelanin pigmentinin sentetik melanin pigmenti saflig1

ile karsilastirmasini yapmak amaciyla ince tabaka kromotografisi uygulanmis olup yiriitme
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islemi sonucu safliklar1 lzerine karsilastirma yapilmistir. Yapilan karsilastirma sonucu elde

edilen bulgular sekil 4.8’de verilmistir.

Sekil 4.10. Aycicegi tohum gomleginden saflastirilan fitomelanin pigmentinin saflik dizeyinin
ince tabaka kromatografisi ile karsilastirilmasi. Soldaki 1 ve 2 numarali lekeler Saf Sigma melanin,
Sagdaki 3 ve 4 numarali lekeler bu calismada saflastirilan fitomelanine aittir. Ince tabakada
hareketli lekeler saflig1 bozan maddelere aittir.

Sentetik melanin ve tez kapsaminda saflastirilan fitomelanin pigmenti karsilastirildigi
zaman fitomelanin pigment safligiginin oldukca yiiksek oldugu disiiniilmektedir. Farkl

saflastirma metodlari iizerinde ¢alismak stirece katki sunacaktir.
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5.SONUC ve ONERILER

Gilinlimilizde saf fitomelanin pigmenti olduk¢a degerli bir maddedir. Dogas1 geregi
ekstraksiyon ve saflastirma islemleri olduk¢a zahmetlidir. Bu kapsamda optimize edilmis bir
islem en basta zaman olmak iizere her tiirlii kaynagin korunmasi agisindan 6nem arz etmektedir.
Yapilan deneyler esnasinda, literatiirde verilen siirecte bazi1 degisiklikler yapilarak optimum
ekstraksiyon kosullar1 arastirilmis ve olduke¢a basarili bir ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Silika
jel ince tabakada saf melanine karsi yapilan degerlendirmede ekstraksiyon basarisinin ytliksek
oldugu gorilmektedir.

Fitomelanin pigmenti miktarinin sicaklik, 151k ve hava ile temasinin zamana karsi degisimi
incelenmis kararlilik kosullar1 belirlenmeye calisilmistir. Fitomelanin pigmenti inert dogasi
nedeniyle bozulmaya olduk¢a dayanikl olsa da sicaklik ve 1s1k altinda belli bir siire kaldiginda
onemli 6l¢iide kayba ugradigi belirlenmistir. Pigmentlerin gidalarda kullaniminda en sik gortilen
problem kararlilik problemidir. Yani, iirtinde istenen rengi elde edebilmek i¢in formiilasyon
uzmanlari, renklerin diger bilesiklerle nasil etkilestigini, final renk kalitesini hangi ton ve hangi
islemin tavsiye edildigini hesaba katmak zorundadirlar.

Melanin pigmentinin antioksidan 6zelligi oldugu bilinmektedir. Fitomelanin pigmenti icin
de antioksidan dzelliginin oldugu yoniinde arastirmalar mevcuttur. Saflastirilmis fitomelanin
pigmentinin fosfomolibden metodu ile antioksidan 6zelliginin C vitamininin % 9.8'i kadar oldugu
belirlenmistir.

Aycicegi tohum gomleklerinden saflastirilan fitomelanin pigmentinin miktar1 100 gram
Kibris aycicegi tohumu icin yaklasik 390 mg olup saflik degeri kozmetik ve gida endiistrisinde
kullanilabilecek diizeydedir.

Elbette ki fitomelanin pigmentinin basta gida sektorii olmak tizere kozmetik sektoriinde
kullanilabilmesi i¢in ekstra calismalar yapilmasi gerekmekle beraber yapilan tez calismasinin bu

ekstra calismalara katki sunmasi beklenmektedir.
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Ek 1: Askorbik asit standart egrisi grafigi
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