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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

Scolecobasidium musae TURU FUNGUSDAN MELANIN URETIMININ
OPTIMIiZASYONU VE UV KORUYUCU FiLM URETIiMi

Fatma Meryem BOZHUYUK
Damsman: Doc. Dr. Murat OZDAL

Amag: Bu tez caligmasinda Scolecobasidium musae’den melanin pigmentinin iretimi,
optimizasyonu, saflagtirilmasi, karakterizasyonu, pigment sentez yolunun belirlenmesi,
antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi, kimyasal yapisinin aydinlatilmasi ve
anti-UV koruyucu film iretimi ve filmin yapisinin belirlenmesi amaglanmistir.

Yontem: Melanin iireten fungusun molekiiler analizi yapilmistir. Melanin iiretimi igin farkli
fiziksel ve kimyasal ortamlarda optimum kosullar belirlenmistir. Saflastirilan melanin
pigmentinin kimyasal yapisinin aydinlatilmasi i¢in FTIR, XRD, NMR, elemental analizleri
yapilmistir. Melaninin antioksidan, antimikrobiyal ve polimer film olarak UV koruyucu 6zelligi
arastirilmistir.

Bulgular: izole edilen ve ¢alismada kullanilan MO-7 izolatinin 18S rRNA gen analizi ile tiir
teshisi yapilarak S. musae (GenBank Erisim No: OP437997.1) oldugu belirlenmistir. En yiiksek
melanin pigment iiretim ortam1 30 °C, pH 7, %1,5 glikoz, %1 kazein ve 100 mg/L Cu ilavesiyle
18 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda (980 mg/L) elde edilmistir. Saflagtirilan melaninin
spektrofotometrik analizinde en yiiksek absorbans 220 nm’de &lgiilmiistiir. Uretilen melanin
organik c¢oziiciilerde iyi ¢Oziinmezken alkali ¢oziiciilerde iyi ¢oziinmiistiir. Saflastirilan
melaninin antioksidan ve antibakteriyal 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir. Kimyasal
karekterizasyonu sonucu S. musae melanininin tiiri piyomelanin olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.
Uretilen PVA/gliserol melanin katkili filmin kimyasal karekterizasyon analizleri ile filmin
yapist ortaya konulmus ve filmin UV koruyucu 6zellikte oldugu belirlenmistir.

Sonug: Bu tez ¢aligmasinda, ilk kez S. musae fungusundan melanin iiretimi ve karakterizasyonu
yapilmistir. Bu melaninin antioksidan, antibakteriyal o6zelliklerinin yanisira UV koruyucu
0zelliklerinden dolay1 bir¢ok alanda kullanilabilme potansiyeli ortaya ¢ikarilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Scolecobasidium musae, melanin, fungus, optimizasyon, karakterizasyon,
antioksidan, antimikrobiyal aktivitesi, UV koruyucu film
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ABSTRACT

MASTER THESIS

OPTIMIZATION OF MELANIN PRODUCTION FROM Scolecobasidium musae
FUNGUS AND PRODUCTION OF UV PROTECTIVE FILM

Fatma Meryem BOZHUYUK
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Murat OZDAL

Purpose: In this thesis, it was aimed to produce, optimize, purify, characterize the melanin
pigment from Scolecobasidium musae, determine the pigment synthesis pathway, determine its
antimicrobial and antioxidant activities, elucidate its chemical structure, and to produce anti-
UV protective film and determine the structure of the film.

Method: Molecular analysis of melanin producing fungus was performed. Optimum conditions
for melanin production were determined in different physical and chemical environments.
FTIR, XRD, NMR, elemental analyzes were performed to elucidate the chemical structure of
the purified melanin pigment. The UV protective property of melanin as an antioxidant,
antimicrobial and polymer film has been investigated.

Results: The MO-7 isolate, which was isolated and used in the study, was identified as S. musae
(GenBank Accession Number: OP437997.1) by identifying the species by 18S rRNA gene
analysis. The highest melanin pigment production medium was obtained after an 18-day
incubation period (980 mg/L) at 30 °C, pH 7, 1.5% glucose, 1% casein, and 100 mg/L. Cu
addition. In the spectrophotometric analysis of the purified melanin, the highest absorbance was
measured at 220 nm. While the produced melanin is not soluble in organic solvents, it dissolves
well in alkaline solvents. It has been determined that the purified melanin has antioxidant and
antibacterial properties. As a result of the chemical characterization of melanin, it has been
suggested that the type of melanin in S. musae may be pyomelanin. The structure of the film
was revealed by the chemical characterization analyzes of the produced PVA/glycerol melanin
added film and it was determined that the film had UV protective properties.

Conclusion: In this thesis, the production and characterization of melanin from the fungus S.
musae was performed for the first time. The potential of this melanin to be used in many areas
has been revealed due to its antioxidant and antibacterial properties as well as its UV protective
properties.

Keywords: Scolecobasidium musae, melanin, fungus, optimization, characterization,
antioxidant, antimicrobial activity, UV protective film

January 2023, 90 pages
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GIRIS

Sanayi devrimi sonrasinda yiiksek tliretkenlik, yiiksek kararlilik, diisiik tiretim maliyeti
ve cesitli uygulamalar nedeniyle sentetik pigmentlerin pazar taleplerinde 6nemli bir artis
olmustur (Padhan et al., 2021). Bu pigmentler, ¢evre ve halk sagligin1 dogrudan etkilemektedir.
Mutajenik, alerjik ve kanserojenik aktiviteleri gibi bir¢ok zararh etkileri nedeniyle sentetik
pigmentlerin kullanimu ile ilgili birgok yasak ve kisitlamalar getirilmistir (Bakthavachalu et al.,
2020).

Mevcut kiiresel pigment kullanimi yaklasik 9,7 milyon tondur (Sanchez-Mufioz et al.,
2020). Pigmentlere ve boyalara olan talebin artisindan dolayi, 2020- 2027 doneminde yillik
%5’lik bir artis gostererek yaklasik 33,20 milyar ABD dolar pazar payina sahip olacaktir
(Padhan et al., 2021). Cok miktarda kimyasal boya kullanan endiistriler, daha fazla miktarda
pigmente ihtiya¢ duyulmasindan sonra (Dufossé, 2018; Lagashetti et al., 2019) bu sorun, gevre
dostu ve giivenli mikrobiyal pigment iiretiminin endiistrilesmesine yol agmustir. Ticari
mikrobiyal pigment sayisi olduk¢a azdir ve yeni izolatlardan yiiksek verimle pigment

tiretiminin gergeklestirilmesi 6nem arz etmektedir.

Mikrobiyal pigment iiretimi kolay, ekonomik, giivenilir ve iklim kosullarina bagli
kalmadan istenildigi kadar {iretilebilir ve farkli parametrelerle verimi artirmak miimkiindiir.
Mikrobiyal pigmentler hastaliklara neden olmadig: gibi antimikrobiyal ve antikanser 6zelliklere
sahiptir (Lagashetti et al., 2019; Venil et al., 2020).

Onemli mikrobiyal pigmentlerden biri melanindir. Mikrobiyal melanin gida, tekstil,
biyotip, kozmetik, nanoteknoloji ve malzeme bilimi igin sentetik boyalardan daha giivenli ve
daha ¢evre dostu olarak goriilmektedir ve endiistriyel boya olarak 6nemli bir potansiyele

sahiptir (Shahid et al., 2013; Aratjo et al., 2014).

Tiim bu bilgiler 1s181nda bu tez ¢alismasinda yeni bir melanin iireticisinin izolasyonu
saglanmistir. Bu tez calismasinda yukarida sayilan bircok onemli gerekce ile 18S rRNA
analizine gore Scolecobasidium musae olarak tespit edilen fungusun melanin pigmenti {iretimi,
optimizasyonu, saflastirilmasi, karakterizasyonu, pigment sentez Yyolunun belirlenmesi,
antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi, kimyasal yapisinin aydinlatilmasi ve
son olarak saflastirilan pigment ile anti-UV koruyucu film {iretimi ve filmin yapisinin

belirlenmesi amaglanmistir.



Arastirmanin 6zglin degerini agagida belirtilen ¢alismalar olusturmustur.

Mikrobiyal pigment iiretimi popiiler bir konu olmaya devam etse de iiretim verimi hala
diistiktiir. Verimi artirict yeni substrat ve besiyeri formulasyonlarina ihtiyag vardir. Bu nedenle
melanin verimini etkileyen farkli fiziksel (sicaklik, pH, inkiibasyon siiresi ve ¢alkalama hiz1)
ve kimyasal (karbon ve azot kaynaklar1 ile mineral madde ilavesi gibi) parametrelerin etkisi
arastirtlmistir. Maksimum pigment tiretimi i¢in optimal degerler belirlenmistir. Stres sartlarinin
baz1 mikroorganizmalarda pigmentlerin {iretim verimini artirdig1 literatiirde belirtilmektedir.
Bu calismada da ¢inko, kalsiyum, demir, bakir, nikel, mangan gibi tuzlarin besiyerine

eklenmesiyle ekstrem stres sartlarinin verimi artirmasi saglanmaya ¢alisilmistir.

Fungusun melanin pigmentinin liretim mekanizmasi belirlenerek, literatiire yeni bilgiler
saglanmistir. Saflastirilan melanin pigmentinin antimikrobiyal ve antioksidan ozellikleri
belirlenmistir. Melanin pigmentinin essiz UV koruyucu 6zelliginden yola ¢ikarak UV koruyucu

film iiretimi gergeklestirilmistir.



KURAMSAL TEMELLER

Pigment Nedir?

Pigmentler, 15181n belirli bir dalga boyunu (380-750 nm) absorbe ettikten sonra goriiniir
spektrumun geri kalanini yansitan molekiillerdir (Ramesh et al., 2019). Pigmentler, sentetik
veya bitkisel, hayvansal, inorganik ve mikrobiyal bir kaynaktan ekstraksiyon, izolasyon, sentez
veya benzeri islemlerle elde edilen boyar maddelerdir (Y1ldirim, 2014). Pigmentler genel olarak
stres kosullar altinda tiretilen ikincil metabolitlerdir (Yenilmez, 2017). Pigmentler Sekil 1°de
goriildiigii gibi simiflandiriimaktadir (Ozdal, 2019).

—  Mineraller
— Cevre
E Sentetik /Yapay | H Bitkiler
é ~|: —  Farmakoloji
2 Dogal ——  Hayvanlar
— Tekstil
— Makrofunguslar Funguslar  H
— Gida
— Mikroorganizmalar Mikroalgler
— Kozmetik
Bakteriler
— Biyoteknoloji

Sekil 1. Pigmentlerin siniflandirilmasi

Pigmentler kimyasal bilesimlerine, fonksiyonel aktivitelerine ve flavonoidlerin,
pirollerin, karotenoidlerin vb. tiirevleri gibi dogal olusumlarina dayali olarak farkl: kategorilere
ayrilabilir. Riboflavin, beta-karoten, kantaksantin, prodigiosin, fikosiyanin, melanin, viyolasin,
astaksantin ve likopen gibi maddeler renklendirici olarak kullanilan ve mikrobiyal
kaynaklardan elde edilen baslica pigmentlerdir (Ozdal, 2019; Sen et al., 2019).
Xanthophyllomyces dendrorhous’tan astaksantin, Penicillium oxalicum’dan arpink kirmizisi,
Ashbya gossypii’den riboflavin ve Blakeslea trisporatrispora’dan karoten gibi mikrobiyal gida

smifi pigmentlere 6rnektir (Venil et al., 2013).

Pigmentler ve boyalar, yiyecek ve icecek, tekstil, deri, kozmetik, ilag, kagit, boyaya

duyarli gilines pilleri gibi ¢ok ¢esitli endiistrilerde sik kullanilan maddelerdir. Pigmentler sadece



irtiniin estetigini arttirmak i¢in degil, ayn1 zamanda lezzetini, kalitesini ve dayanikliligin1 da

arttirmak amaciyla kullanilmaktadir (Bisht et al., 2020).

Diistik tretim maliyeti ve yiiksek miktarlarda tretilebilirligi nedeniyle ¢esitli
uygulamalar i¢in sentetik pigmentlerin tiretiminde artisa neden olmustur (Padhan et al., 2021).
Bu pigmentlere mutajenik, alerjik ve kanserojenik aktiviteleri nedeniyle yasaklar veya
kisitlamalar getirilmistir (Bakthavachalu et al., 2020). Tekstil, deri, ilag gibi gesitli sektoérlerden
kaynaklanan pigment ve boyalar atik sularda birikerek sucul ortamlari kirletmektedir. Ornegin,
farkli endiistriyel atik sularda biriken yaklasik 10.000 farkli sentetik tekstil boyasi
mikrokirleticiler olarak belirlenmistir (Orooji et al., 2020; Tkaczyk et al., 2020).

Cok miktarda kimyasal boya kullanan endiistriler, daha fazla biyopigmente ihtiyac
duymaktadir (Dufossé, 2018; Lagashetti et al., 2019) ve bu sorun, ¢evre dostu ve giivenli

mikrobiyal renklendiricilerin iiretiminin endiistrilesmesine yol agmustir.

Mikrobiyal pigmentler bitki ve hayvanlardan elde edilen dogal pigmentlere gore daha
ekonomik ve giivenilirdir. Mikrobiyal pigmentler hastaliklara neden olmadigi gibi
antimikrobiyal ve anti-kanser 6zelliklere sahiptir. Mikroorganizmalarin iiretilmesi kolay ve
ekonomiktir, ticari olarak istendigi kadar iretilebilir (Bechtold et al., 2003). Mikrobiyal
pigmentler iklim kosullarindan bagimsiz ucuz kiiltiir ortamlarinda mikroorganizmalarin kolay
ve hizli gelismesi, ¢cok cesitli karbon ve azot kaynaklarini kullanabilmeleri, pH, sicaklik,
mineral degisimine kars1 daha toleransli olmalari, yiiksek pigment verimi, biyomasdan kolayca
ayrilabilmesi ve genlerine daha kolay miidahale edilerek farkli renk elde edilmeleri ile pigment
tiretiminde 6ne ¢ikmustir (Lagashetti et al., 2019; Venil et al., 2020). Ayrica pigment tiretimi
icin mikrobiyal kiiltiiriin asir1 kullanilmasinin biyolojik cesitlilie ve ¢evreye zarar vermesi
olas1 degildir. Su anda, piyasada fermantasyon islemleriyle iiretilen ¢esitli farkli gida boyasi

katki maddeleri mevcuttur (Venil et al., 2013).

Mikroorganizmalar arasinda bakteri, mikroalg, mantarlarin farkli kimyasal bilesimler,
islev, kararlilik ve ¢oziniirliikte belirgin farkliliklara sahip bir dizi dogal pigmentli madde
tirettikleri bilinmektedir (Narsing Rao et al., 2017). Bunlar arasindan fungal pigmentler 6nemli

bir yer teskil etmektedir.

Fungal Pigmentler

Mantarlar, yeryiiziinde cok cesitli ve bol miktarda bulunan dkaryotik organizmalardir
ve ekstrem ekosistemlerde bile bulunmalari, onlarin yeni ikincil metabolitler iiretmelerini
miimkiin kilar. Mantarlar kutuplardan tropik bdlgelere ve havadan derin deniz ortamlarina

kadar ¢esitli bolgelere yayilmiglardir (Ramesh et al., 2019). Son ¢alismalar, deniz ortamindan



yeni pigmentlerde dahil farkli molekiillerin iiretimi tizerine yonelmektedir (Zain ul Arifeen et
al., 2019). Monascaceae, Trichocomaceae, Nectriaceae, Hypocreaceae, Pleosporaceae,
Cordycipitaceae,  Xylariaceae, = Chaetomiaceae,  Sordariaceae,  Chlorociboriaceae,
Hyaloscyphaceae, Hymenochaetaceae, Polyporaceae, Ophiostomataceae, Tremellaceae,
Herpotrichiellaceae ve Tuberaceae familyalarina ait mantarlar, gliclii pigment tireticileri olarak
tanimlanmistir (Mapari et al., 2009; Hernandez et al., 2016; Avalos et al., 2017; Chadni et al.,
2017; Gmoser et al., 2017; Soumya et al., 2018; Heo et al., 2018; Lagashetti et al., 2019). Bu
mantarlarin ikincil metabolitler olarak ¢esitli pigmentleri sentezledigi bilinmektedir. Mantarlar
karotenoidler, melaninler, azafilonlar, flavinler, fenazinler, kinonlar, monassin, viyolasin, ¢ivit

vb. gibi ¢esitli kimyasal siniflara ait pigmentlerin verimli ireticileridir.

Arastirmacilar ekstrem (asir1) kosullarda pigmentli mantarlarin pigmentsiz mantarlara
gore hidrasyon/dehidrasyon dongiilerini ve yiiksek radyasyonu daha iyi tolere edebildigini
bulmuslardir (Olaizola, 2012). Evrimsel adaptasyon yoluyla, UV radyasyonuna maruz kalan
birgok organizma, bunun etkilerini azaltmak i¢in g¢esitli yollar gelistirmistir. Bu
mekanizmalarin en iyilerinden ve en yaygin olanlarindan biri UV’yi filtreleyen bilesiklerinin
sentezidir. Bir bilesigin absorbansi, yapisal 6zelliklerine baglidir ve cogu durumda, daha biiyiik
molekiiller daha uzun dalga boylarini emer. Bu bilesikler arasinda melaninlerde bulunmaktadir.
Melanin pigmentine birgok rol atfedilmis olsa da, dogadaki ana rolii canliy1 UV radyasyon
hasarindan korumaktir (Olaizola, 2012). Bu nedenlerden dolayr mantar melaninleri iyi bir

alternatif kaynaktir.

Melanin pigmentinin genel 6zellikleri

Latincede, ‘melanin’ karanlik anlamima gelen ‘melanos’ kelimesinden gelmektedir.
Bilimsel olarak 1840°ta Isvecli bilim adami Berzelius tarafindan koyu renkli bir pigment icin
kullanilmistir (Singh et al., 2021).

Melaninler, fenolik ve indolik bilesiklerin oksidatif polimerizasyonuyla olusan, azot
iceren veya igermeyen tipik olarak siyah veya koyu kahverengi olmak iizere ¢esitli molekiiler

yapilara sahip karmagik biyopolimerlerdir (Almeida-Paes et al., 2012).

Katekol ve 1,8-dihidroksinaftalin (DHN), DOPA (6melaninler), sisteinil-DOPA
(feomelaninler) ve piyomelaninler gibi fenolik bilesiklerin oksidatif polimerizasyonu, melanin
olusumuna yol agar. Baz1 mantarlarda melanin, ya hiicre duvari ile i¢ ice ge¢mistir ya da en dis
katman olarak bulunmaktadir. Mantar hiicrelerinin disinda bulunan melanin, hiicre ig¢i
melaninden farklidir ve ortama salgilanir. Bu, iki sekilde olusturulabilir: Mikroorganizmalarin

kiltiir ortamina lakkaz salgilanmasi, bazi ortam bilesenlerini melaninlere oksitleyebilir veya



kiltiir ortamina salgilanan fenolik bilesikler, melanin olusturmak {izere yavas yavas kendini

okside edebilir (Pal et al., 2013).

Melanin organizmalarin tim filogenetik seviyelerinde (Bakteriler, Arkeler ve
Okaryotlar) bulunur (Olaizola, 2012). Melaninler yiiksek kimyasal karmasiklig1 ve en yaygin
¢oziiciilerdeki zayif ¢oziiniirliigii, yapi-fonksiyon iliskilerini anlamay1 zorlastirmistir. Bu fikir,
malzemelerin degisken baglantiya sahip c¢apraz bagli polimerlerden olusan molekiiler
agirliginin yiiksek olmasi gergegiyle daha da kuvvetlenir (Cao et al., 2021). Melaninler, asit,
alkali ve gii¢lii oksitleyici ¢ozeltilerde bozunmaya oldukg¢a direnglidirler. Melaninler ayrica
hidrofobik ve negatif yiikliidiir. Melaninler aseton, benzen, metanol, heksan ve petrol eteri gibi

organik ¢oziiciilerle ekstrakte edilemezler (Selvakumar et al., 2008).

Melanin, genellikle kisitlayic1 besin kosullari altinda salgilanan ikincil bir metabolittir
ve ayrica melanin birikimi, havalandirma ve beslenme gibi bu cevresel faktorlerden de
etkilenebilir (Sun et al., 2016). Melanin, goriiniir 151k ve UV radyasyonundan X-1s1n1 bolgesine
kadar genis bir yelpazedeki elektromanyetik radyasyonu emme yetenegine sahiptir. Bircok
kozmetik krem, UV radyasyonuna karsi koruma igin filtre gérevi goren aktif bir bilesen olarak
melanin i¢erir. Melaninin tiim bu 6zellikleri, onu farkli uygulamalarda kullanim i¢in ¢ekici bir

biyomateryal haline getirir (Ganesh Kumar et al., 2013).

Hayvanlarin derisi ve retinasi, glines 1s1ginin UV 1sinlarinin zararh etkilerine karsi
koruyan melanin igerir. Koyu tendeki melanozomlar, lizozomal enzimlerden etkilenmezler ve
cildi UV hasarindan korumak i¢in temel islevleri saglarlar. Giliniimiizde melanin, UV
radyasyonunun zararl etkilerini koruma konusundaki miikemmel yetenegi nedeniyle dikkatleri

tizerine ¢ekmistir (Singh et al., 2021).

Melaninin mantara sagladig avantajlar

Mantarlarin tiim subelerinde melanizasyon gézlenmektedir. Bazi mantar tiirleri yapisal
olarak melanize olurken, digerleri ¢evresel kosullara gore melanin sentezlerler. Melanotik
mantarlar filogenetik olarak ¢esitlidir, diinya ¢apinda bir dagilima sahiptir ve genel olarak cogu
uygun olmayan zor ¢evresel ortamlarda kolonize olurlar (Tablo 1). Bu tiir ortamlar, yiiksek
sicaklik dalgalanmalari, yliksek radyasyona maruz kalma, yiiksek ozmotik basing, oksidatif
stresler, diisiik su aktivitesi ve besin mevcudiyeti gibi g¢esitli kosullarla karakterize edilir
(Cordero, 2017). Melanizasyon, bu mikroorganizmalarin ¢evrelerinden gelen gesitli fiziksel ve

kimyasal stresleri tolere etmelerini saglar.

Melaninler, mantarlarin biiylimesi ve gelismesi icin gerekli degildir; ancak yiiksek

tuzluluk, asir1 sicakliklar, oksitleyici ajanlar ve iyonlastirict veya iyonlastirict olmayan 1sinlar



gibi farkli stres kosullari altinda hayatta kalma sanslarini arttirir (Jiang et al., 2016). Cesitli
arastirmalar, melaninin uzayda ve niikleer patlamalarin yakimindaki habitatlar i¢in radyo

koruyucu bir pigment olarak iglevini tartismaktadir (El-Bialy et al., 2019).

Melanin, mikroorganizmalar1 ¢ok ¢esitli toksik saldirilara kars1 koruma yeteneginden
dolay1 mantar zirh1 olarak bilinir. Melanin, UV, X-1s1n1, gama-isin1 ve partikiil radyasyon dahil
olmak {lizere iyonlastirict radyasyona karsi koruma saglayabilir. Mantar melaninleri UV
1s1masina, enzimatik parcalanmaya, oksidanlara ve bazi durumlarda asirt sicakliklara karsi
koruma saglar (Jacobson, 2000). Melaninlerin metalleri bagladigi, fizyolojik bir redoks
tamponu olarak islev gordiigii, elektronlar i¢in bir havuz gorevi gordiigii, hiicre duvarlarina
yapisal sertlik sagladigi su ve iyonlart depolayarak kurumayi onlemeye yardimci oldugu
gosterilmistir (Langfelder et al., 2003; Selvakumar et al., 2008; Heinekamp et al., 2013; Pal et
al., 2013; Geib et al., 2016). Melanin termoregiilasyonda hem sicak hem de soguk sokuna kars1
korumada da rol oynayabilir (Singh et al., 2018).

Tablo 1. Melanin Igeren Mikroorganizmalarin izole Edildigi Farkli Kosullar

Ortam Kaynakc¢a

Diinya kutuplari Kochkinaetal., 2019; Silvaetal., 2019;
Pacelli et al., 2020

Diinya dis1 kosullar (Uzay Istasyonu) Onofri et al., 2012

Radyoaktif kirli alanlar Liu et al., 2020

Organik ve metal kirliligi olan alanlar Hayat et al., 2022

Asir1 tuzlu sular Elsayis et al., 2022

Kuru ¢éller ve yar1 ¢61 Santiago et al., 2018

Ev tipi gamasgir makineleri ve duslar Kulesza et al., 2021

DHN-melaninin 6nemli bir viriilans belirleyicisi oldugu gosterilmistir (Langfelder etal.,
2003). Melanin mantar viriilansi ile iliskilidir ve fungusun patojenitesini artirmaktadir
(Selvakumar et al., 2008; Mattoon et al., 2021). Melaninin yoklugu, patojenitenin azalmasina
veya tamamen ortadan kalkmasina neden olur. Ayrica melanin antimikrobiyal ilaglardan da

mikroorganizmay1 korumaktadir (Pal et al., 2013).

Melaninin mantar1 reaktif azot tiirlerinden korudugu ve melanize hiicrelerin reaktif
oksijen tiirleri tarafindan 6ldirilmeye daha az duyarli oldugu gosterilmistir (Langfelder et al.,
2003). Melanin, serbest radikallerin siipiiriiciileri olarak, mantar hiicrelerini konak¢1 bagisiklik
sisteminden korumaktadir. DOPA-melanin, hiicreleri, konak¢1 bagisiklik tepkisinin bir pargasi
olan hipoklorit veya hidrojen peroksit tarafindan verilen hasardan korur (Langfelder et al.,
2003).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1087184502005261?casa_token=MSbsp0XMjXcAAAAA:GhC24WSFrS7sX4oIDzIcBzv5u1c0VISQEcozLf1pd53vRYLlyZ--qA0OaIDAEt_E7yYjwYVxdqQ#BIB127

Melanin hiicre duvarlarinin yapisal sertligine katkida bulunmaktadir (Langfelder et al.,
2003). Melanin, hiicre duvarinin gozenekliligini azaltarak mantar hiicresinin gliserol
tutmasinida saglar (Howard and Ferrari, 1989). Melanize hiicrelerin enzimatik veya mikrobiyal

pargalanmaya kars1 daha direngli oldugu bulunmustur (Casadevall et al., 2000).

Mikrobiyal Melanin Uygulama Alanlar: ve Kullanim

Mikrobiyal melanin gida, tekstil, biyotip, kozmetik, nanoteknoloji ve malzeme bilimi
(Sekil 2) icin sentetik boyalardan daha giivenli ve daha ¢evre dostu olarak goriilmektedir ve
endiistriyel boya olarak 6nemli bir potansiyele sahiptir (Shahid et al., 2013; Aratjo et al., 2014).

Optik ve elektronik 6zellikleri nedeniyle, ince sentetik melanin filmleri, pil, kimyasal
sensor ve dedektor gibi biyoelektronik cihazlarin yapiminda kullanilmistir (Mostert et al.,
2012).

Genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahip melanin igerikli yapilar, mikrobiyal
koruyucu gida paketleme tirtinleri iiretmek i¢in uygundur (EI-Bialy et al., 2019). Melaninin, su
ve besinler gibi temel hiicresel malzemelerin gegmesine izin verirken zararli malzemeleri

baglama yetenegine sahip olmasi kullanimini artirmaktadir (McCallum et al., 2021).

Fungal melaninin farkli iyonlastirici radyasyon tiirlerine karsi zayiflatma ve koruma
yetenegi melaninin radyasyona karsi koruma potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir. Bu
ozelligi ile astronotlar i¢in koruyucu uzay elbisesi olarak uygun bir malzemedir (Cordero,
2017).

Melaninin saglik alaninda kullanimiyla ilgili ¢aligsmalarda oldukca ilgi ¢ekicidir. Yapay
pigmentler insan saghigini tehlikeye atmakta ve karaciger, mesane ve cilt kanseri riskini
artirmaktadir (Ghattavi et al., 2022). Ayrica kullanilan bilesenler ve iiretim siirecinde ortaya
cikan atiklar da gevreye zararlidir (Ghattavi et al., 2022). Melanin gibi biyo-pigmentler hem
cevre dostudur hem de kanser igin etkili bir tedavi segenegi sunmaktadir. Melaninin serbest
radikal siipiiriicti aktivitesi, antikanser ajan1 olarak kullanilmasini saglamistir. Kanser tedavisi
sirasinda, melanin hem bir kanser ilaci olarak hem de radyasyon alan hastalar1 gama 1sinlarinin
zararli etkilerine karsi korumak iginde kullanilir (EI-Naggar and El-Ewasy, 2017). Bacillus
licheniformis tarafindan iiretilen 6dmelaninin meme kanseri hiicre hattina (MCF-7), insan
hepatoseliiler karsinom hiicre hattina (HepG2) ve kolon karsinoma hiicre hattina (HCT116)
kars1 antikanser 6zellik gdstermistir (Gamal Shalaby et al., 2019). /n vitro olarak, melaninin
HFBA4 cilt kanseri hiicre hattina kars1 giiclii sitotoksik aktivite sergiledigi ve normal kanserli
olmayan hiicrelere kars1 ¢ok az sitotoksisitenin olmas1 melanin pigmentlerinin umut verici anti-

malign timor tedavisinde kullanilabilecegini desteklemektedir (EI-Naggar and El-Ewasy,



2017). Ayrica farelerin gastrointestinal sistemini koruyacagi ve hiicresel apoptozu dnleyecegi

One siiriilmiistiir (Revskaya et al., 2012).

Melanin, serbest radikallerle kolayca etkilesime giren molekiil i¢i kovalent olmayan
elektronlar1 nedeniyle giiclii bir antioksidandir. Omelaninler, antioksidan ve elektriksel

ozelliklerinden dolay1 kok hiicre uygulamasi igin de 6nerilmistir (Cavallini et al., 2020).

Melanize tibbi mantar Inonotus obliquus un, tiimor biiyiimesi ve diyabetes mellitusa
kars1 in vitro etkileri belirlenmistir (Lin and Xu, 2020). Inonotus obliquus’dan elde edilen suda
¢Oziinlir melanin, insiilin duyarlilastirict aktivite gostermistir. Ayrica melanin uygulamasi,

yiiksek yagli obez farelerde yaglanmayi azaltmistir (Lee and Hyun, 2014).

Melaninin yilan zehirlerine karsi antivenom o6zelligide bulunmaktadir. Melaninin
antivenom aktivitesi, kalsiyum ve fosfolipaz A2’ye (yilan zehirinin 6nemli bir bileseni) spesifik
olmayan bir bagla baglanmasindan kaynaklanmaktadir (Hung et al., 2004). Melaninin diisiik
toksik 6zelligi ve yilan zehirlerine karsi antagonistik etkisi, yilan 1siriklar1 i¢in basarili hayat

kurtarici tedaviyi miimkiin kilabilir.

Melanin biyoremediasyon ¢alismalarinda da kullanilmaktadir. Melanize mantarlar ve
fungal melanin, Kirli bir ortamdan ¢esitli toksinlerin uzaklastirilmas: i¢in Onerilmektedir
(Mattoon et al., 2021). Melaninin ayrica agir metallerin (Hg, Cr, Cu, Pb, Cd, Zn) emilimini
kolaylastiran 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir (Manirethan et al., 2018; Oh et al., 2021).
Bu bakimdan melanin su ve dogadaki agir metal kirliligi ile miicadelede 6nemlidir (Coelho et
al., 2020).

Melaninli mantarlar, radyasyona karsi direngleri géz Oniine alindiginda, niikleer
kirliligin emiliminde de 6nemli bir rol oynayabilir. Cernobil Niikleer Santrali icinde ve
¢evresinde mantar biiyiimesi tespit edilmis ve melaninli mantarlarin bir tiir radyotropizm iginde

radyasyon kaynaklarina dogru biiyiidiigii belirlenmistir (Dighton et al., 2008).
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Sekil 2. Melaninin kullanim alanlart
Melanin Cesitleri

Melaninler, dogada yaygin olarak bulunan bir grup polimerik pigmentlerdir (d’Ischia
et al., 2015). Melaninler, dogada bulunan en eski pigmentlerden biri olarak kabul edilir. Bu
pigmentler kus ve dinozor fosillerinde de tespit edilmistir (Zhang et al., 2010). Bu nedenle,
melanin, evrimi incelemek i¢in bir biyobelirte¢ olarak onerilmektedir (Wogelius et al., 2011).

Melanin ana tiirleri dmelanin, feomelanin, allomelaninler ve piyomelanindir (Tablo 2).

Omelanin, tirozinaz enzimi tarafindan L-tirozin amino asiti ve/veya L-
dihidroksifenilalanin (L-DOPA) oksidasyonunun iriiniidiir. Ortaya ¢ikan polimer, kahverengi
veya siyah bir renk gosterir ve azot igerirler (Cao et al., 2021). DOPA yolagiyla melanin

sentezi, DOPA-melanin veya 6melanin olarak adlandirilir.

Kirmizi-sar1 pigment olan feomelanin, L-tirozin ve/veya L-DOPA ile L-sistein
kombinasyonundan olusur (Martinez et al., 2019; Tran-Ly et al., 2020) ve yapisal olarak
benzotiazin alt birimlerini igerir (Napolitano et al., 2013). Feomelanin, 6nciisii L-sistein amino

asidi oldugu i¢in bilesimde kiikiirt bulunmasiyla 6melaninden farklidir (Tran-Ly et al., 2020).

Allomelanin, azot icermeyen heterojen bir polimerdir. Birgok bakteri, mantar ve bitkide

bulunan siyah/kahverengi renkli  bir pigmenttir.  Allomelaninler, katekol, 1,8-
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dihidroksinaftalen, y-glutaminil-3,4-dihidroksibenzen, protokatekuik aldehit ve kafeik asit gibi
difenollerin oksidasyonu ile elde edilir (Martinez et al., 2019). Kullanilan 6nciil maddelere bagli
olarak bakteri ve funguslarda DHN melanin (Funa et al., 2005; Tran-Ly et al., 2020) veya
bitkilerde katekol melanin (Chen et al., 2015) olarak alt tiplere ayrilirlar.

Piyomelanin, tirozinin deaminasyon ve oksidasyonuyla olusan homogentisik asidin
polimerizasyonundan elde edilir (Ahmad et al., 2017; Singh et al., 2021). Bu melanin tiirii
bakteriler, mantarlar, memeliler ve bitkiler tarafindan sentezlenen siyah/kahve renkli heterojen

bir pigmenttir (Lorquin et al., 2021).

Tablo 2. Melanin Cesitleri

Melanin Tipi Uretim Kaynaklari Oncii Maddesi Renk

Omelanin Hayvanlar, bakteriler ve Tirozinyada L-Dopa Koyu

(Dopa Melanin) mantarlar kahverengi

Allomelanin

Feomelanin Hayvanlar 5-S-cys-Dopa

Katekol Melanin Bitkiler Katekol

DHN Melanin Mantarlar, bakteriler 1,8-dihikroksinaftalen  Yesil-Siyah

(DHN)

Pyomelanin Bakteriler, mantarlar, Homogentisik asit Kahverengi-

memeliler ve bitkiler Siyah

Cogu bakteri ve Basidiomycetous mantar, melanini DOPA yolagiyla sentezlerken
Ascomycetous melanin iiretmek icin DHN yolagimni kullanir. Allomelaninler, mantar hiicre
duvarlarinin i¢ tarafina birikmekte ve buda ekstraksiyon islemlerini zorlagtirdigindan dolay1
cok tercih edilmezler. Hiicre dis1 ekstrakte edilmesi kolay oldugu i¢in émelaninler iiretimde
siklikla tercih edilir (Tran-Ly et al., 2020). Yiiksek verimli melanin iiretimi ile ilgili olarak,
endojen olarak tiretilen ve hiicre duvarinin i¢ tarafina sikica bagli olan DHN yolagimi kullanan

mikroorganizmalar ¢ok tercih edilmez (Toledo et al., 2017).

Melanin Biyosentez Yollar:

Melanin sentezi i¢in bir¢ok farkli yol vardir; ancak hepsi hidroksillenmis aromatik
bilesiklerin oksidasyonunu igerir. Bu bilesiklerin bazilari, 6zel diizenlemeye tabi olarak
biyosentetik yollarda tirozinaz (EC 1.14.18.1), lakkaz (EC 1.10.3.2) veya poliketid sentazlar
tarafindan sentezlenir. Diger hidroksillenmis aromatik bilesikler, tirozinin bozunmasi gibi
katabolik yollardaki ara maddelerdir ve bozunma yollarindaki dengesizlikler veya kesintilerin

bir sonucu olarak birikebilir (Pavan et al., 2020).
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Genel olarak, ¢cogu mikrobiyal melanin, farkli enzim setleri tarafindan tirozin (DOPA

yolag1) veya malonil-koenzim A’nin (DHN yolu) doniisiimii yoluyla iretilir.

Ik yol, memeli melanin sentezine ¢ok benzer. Bu yolda, melanin dnciisii olan tirozin,
L-DOPA’ya, ardindan tirozinaz ve lakkaz tarafindan dopakinona doniistiiriiliir. Dopakinonlar
oldukga aktiftir ve kendiliginden oksitlenir ve melanin olusturmak {izere otopolimerize olur.
DOPA yolagiyla melanin sentezi, DOPA-melanin veya émelanin olarak adlandirilir. Bununla
birlikte, katabolik silire¢ sirasinda, homogentisik asit gibi diger hidroksillenmis aromatik
bilesikler, enzimatik dengesizlikler veya kesintiler nedeniyle birikebilir ve bu da farkli melanin
tiirleri ile sonuglanabilir (Claus and Decker, 2006; Ptonka et al., 2006; Singh et al., 2021).

Tirozinazlar, tirozinin L-DOPA’ya hidroksilasyonunu ve ardindan o-dopakinona
oksidasyonunu katalize eden polifenol oksidazlar1 igerir (Claus and Decker, 2006). Bu
basamakta kinon, indol kinona spontan siklizasyona ugrar ve son olarak, bu bilesik veya
karboksilatlanmis formu, o6melaninler olarak da bilinen kahverengi ile siyah DOPA
melaninlerini olugturmak tizere kendiliginden polimerize olur (Plonka et al., 2006). Sistein
varliginda, L-DOPA, polimerizasyondan oOnce, melaninler siilfiirden kaynaklanan

sisteinilasyona ugrayarak farkli tipte melanin olusabilir (Zaidi et al., 2014).

Ikinci yolda, karsilik gelen dnciil malonil-koenzim A endojen olarak iiretilir. Poliketid
sentazlar tarafindan veya bazi durumlarda lakkaz ile reaksiyona girdiginde, bes molekiil
malonil-koenzim A’nin sirali dekarboksilatif yogunlagmasiyla 1,3,6,8-tetrahidroksinaftalin
(THN) olusturur. THN daha sonra 1,8-dihidroksinaftalin (DHN) olusturmak i¢in bir dizi
indirgeme ve dehidrasyon reaksiyonuna girer. DHN’nin polimerizasyonu, nihai {iriin olarak
DHN-melanin ile sonuglanir (Ptonka et al., 2006; Eisenman and Casadevall, 2012; Pavan et al.,
2020; Singh et al., 2021). Bahsedilen her iki yolak da bakteri ve mantarlarda bulunabilir.
Bununla birlikte, ¢cogu bakteri ve Basidiomycetes mantarlar1 melanini DOPA yolagiyla
sentezler; oysa Ascomycetes ve mikroskopik olmayan mantarlar melanin iiretmek icin DHN

yolagini kullanirlar (Pavan et al., 2020; Singh et al., 2021).

Melanin inhibitorleri

Spesifik inhibitorlerin melanin sentez yolu iizerindeki etkisi, mikroorganizmalardaki
melanin sentez yolagin1i (DOPA veya DHN) belirlemek icin kullanilmaktadir (Rizner and
Wheeler, 2003; Surendirakumar et al., 2022).

Kojik asit, tropolon, 2-dietilditiyokarbamat ve merkaptobenzimidazol gibi inhibitor
bilesikler, DOPA melanin yolagini inhibe ederken, klobentiyazon, pirokilon, talid ve trisiklazol

DHN yolag: yoluyla melanin sentezini inhibe eder. Kojik asit ve tropolon, DOPA yolaginin ilk
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iki adimim (tirozin oksidasyonu-DOPA-dopakinon) katalize eden enzim olan tirozinazin
aktivitesini inhibe eder. Diger taraftan, trisiklazol melanin sentezinde yer alan DHN melanin
biyosentetik enzimlerini (tetra- ve tri-hidroksinaftalin rediiktaz) inhibe etmektedir

(Suwannarach et al., 2019; Salazar-Garcia et al., 2022).

Tirozinaz, melanogenez yolagindaki anahtar enzim oldugundan, daha Onceki
calismalarin ¢ogu, melanogenezi kontrol etmek i¢in bu enzimin aktivitesini inhibe etmeye
odaklanmistir. Tirozinaz, melanozom zarinda bulunan bakir iceren ve zara bagl bir
glikoproteindir (Kumari et al., 2018). Umut verici bir hedef olarak, tirozinaz inhibitorleri cilt
beyazlatma ajanlari ve gida koruyucular olarak da kullanilabilir. Béylece tirozinaz inhibitorleri
gida, kozmetik, tarim ve tip alanlarinda genis bir potansiyele sahiptir (Liu et al., 2021). Ayrica
yaslanmayla birlikte artan tirozinaz, Alzheimer hastalig1 ve Parkinson hastaligi ile de iliskilidir.
Beynin substantia nigra bolgesindeki ndromelanin sentezinde tirozinazin rol oynadigi
bilinmektedir (Li et al., 2021). Bitkilerden elde edilen fenolik bilesikler, terpenler, steroidler,
flavonoidler, alkaloidler, uzun zincirli yag asitleri ve kumarinler gibi bir¢ok molekiiliin

tirozinaz inhibitdrii 6zelligi bulunmaktadir (Loizzo et al., 2012; Panzella and Napolitano, 2019).

Melanin, Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans gibi c¢ok g¢esitli insan
patojenlerinin ve Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides spp., Coccidioides immitis ve
Blastomyces dermatitidis gibi dimorfik mantarlarin patogenezinde 6nemli bir rol oynar (Liu et
al., 2021). Melanin, ¢esitli yollarla fagositik hiicrelerin, hiicre dis1 enzimlerin ve antifungallerin
etkinligini azaltir (Soliman et al., 2020). Bu nedenle melanin biyosentezini dnleyen maddelerin

belirlenmesi 6nemlidir (Rizner and Wheeler, 2003; Surendirakumar et al., 2022).

Melaninlerin Lokalizasyonu

Fungal melanin tipik olarak hiicre duvari i¢inde bulunur; ancak dagilim ve miktar tiirler
arasinda buylik farkliliklar gosterir (Kalra et al., 2020). Hiicre duvarimin bir pargasi olarak
bulunan melaninlere hiicre duvarina bagli melanin denir. Hiicre dis1 melanin mantar hiicresinin
disinda bulunur ve hiicre duvarina bagli melaninden farklidir. Mantar tarafindan kiiltiir sivisina
saliman fenoloksidaz, bazi kiiltlir bilesenlerini melaninlere oksitleyebilir. Kiiltiir ortamina
salgilanan fenolik bilesikler, hiicre duvarinda olusan melaninleri sentezlemek tizere okside
olabilir. Baz1 mantar melaninleri kiiltiir sivilarinda hiicre duvarindan bagimsiz ve genellikle
graniiller seklinde bulunarak hiicre zar1 ve hiicre duvarinin i¢inde bir melanin tabakasinin
olusmasina neden olur. Insanlarda melanin, dzellesmis hiicrelerde (melanositlerde) bulunur
(Langfelder et al., 2003).
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Mikrobiyal melanin iiretimini etkileyen faktorler

Sentetik melaninlerin dogal melaninlere kiyasla yapisal ve islevsel ozellikleri
degisebilir (Bridelli and Crippa, 2010). Bazi arastirmalar, biyoteknolojik uygulamalarda dogal
melaninlerin sentetik melaninlerden daha iyi performansa sahip oldugunu gdstermistir.
Ornegin, sepya melanin sulu sodyum-iyon pillerde polidopamin ile karsilastirildiginda daha

yiiksek bir 6zgiil kapasite gostermistir (Kim et al., 2013).

Mikrobiyal melanin iiretimi, ¢ok sayida beslenme faktorii ve fizikokimyasal kosullara
biiyiik 6lglide baghdir. pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi, spesifik ortam bilesenleri ve tirozin gibi
melanin oncli maddesi bilesenleri kullanilan melanojenik suslara bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Choi, 2021; Singh et al., 2021). Melanin iiretimi i¢in glikoz, pepton ve maya
ekstraktr yaygin olarak karbon ve azot kaynagi olarak kullanilmaktadir. Son arastirmalarda
melaninin yiiksek tiretim verimi saglamanin yani sira iiretim maliyetini diisiirmek i¢in meyve
atig1, bugday kepegi ekstresi ve gida artiklari da kullanilmaktadir (Zou and Tian, 2017,
Eskandari and Etemadifar, 2021; Mujdeci, 2021; Aghajanyan et al., 2022).

Bakar, lakkaz ve tirozinazlar i¢in kofaktor rolii nedeniyle melanin iiretimi i¢in dnemli
bir elementtir (Reiss et al., 2013; Yang et al., 2017). Eklenen bakir miktarindaki degisiklik,
farkli mantar ve bakteri tiirlerinde diizensiz pigmentasyona yol agmaktadir (Griffith et al.,
2007). Bakirin disinda diger metaller de melanin olusumunu artirabilir. Demir ve nikel
ilavesiyle tirozinaz aktivitesinde ve melanin {retiminde Onemli bir artis gosterdigi
belirlenmistir (Wang et al., 2019). Metallerin varligi mikroorganizmalarda stres tepkilerini
tetikleyerek melanin olusumuna neden olmaktadir (Gowri and Srivastava, 1996). Yiiksek
sicaklik, besin agisindan zayif biiylime ortami, hiperozmotik basing, vb. farkli stres faktorleri
tarafindan melanin sentezi desteklenir (Coyne and Al-Harthi, 1992; Fogarty and Tobin, 1996;
Cordero and Casadevall, 2017).

Melanin biyosentezini etkileyen ¢oklu ve cesitli faktdrler nedeniyle, melanojenik
mikroorganizmalar i¢in evrensel bir kiiltiir ortam1 veya biiyiime kosulu yoktur. Bunun yerine
her bilesenin konsantrasyonu ve orani mikroorganizmaya bagli olarak tanimlanmalidir. Bu
nedenle, gelistirme sirasinda sicaklik, pH, oksijen, 151k, stres ve 1sinlama gibi gevresel faktorler
hiicre biliyiimesini ve pigment biyosentezini biiyiilk Ol¢iide etkileyebilir ve dikkatle

degerlendirilmesi gerekmektedir.

Mikrobiyal melanin {iretimi, bazi organizmalarin dogal melanojenik kapasitesini
artirmak igin genetik miihendislik teknikleri uygulanarak yeni mutantlar ile daha da

gelistirilebilir. Bir iiretim susunu gelistirmek/liretmek i¢in en yaygin genetik modifikasyon,
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melanin olusumunda yer alan enzimleri, cogunlukla tirozinazlar1 kodlayan genlerin

ekspresyonunu hedeflemektedir (Martinez et al., 2019).

Radyasyon ve Cesitleri

Dogal veya yapay radyoaktif ¢ekirdeklerin daha kararli yapiya ulasmasi i¢in hizlh
parcaciklar ve elektromanyetik dalga olarak disar1 verdikleri fazla ve hareketli enerjilere
radyasyon denir (Ciraci, 2019).

Gilines gezegenimiz i¢in ana enerji kaynagidir. Yeryiiziine ulagsan bu 1s1ma enerjisi tiim
canlilar i¢in gereklidir (Barman et al., 2021). Giines spektrumunun ii¢ ana bandi vardir;
ultraviyole 1simmim enerjisi (UV), goriiniir (VIS) ve kizilotesi (IR). Diinya yiizeyine gelen
radyasyonun yaklagik %5’ini UV, %43’linli gorliniir 151k ve %52’sini kizilétesi 151k olusturur
(Podhaisky et al., 2002).

Sagliksiz olan sadece UV 15181 degildir. Goriiniir 15181n biiyiik bir kismi, 400 ila 450 nm
arasinda degisen yliksek enerjili mavi 1siktir. Bu 15181n insan sagligi izerinde de zararl etkileri
olabilir. Gozlerimize zarar verir, uyku ve uyanma dongiilerimizi etkileyebilir, sirkadiyen ritmi
bozabilir ve diyabet, kalp hastaligi ve ruh sagligimiz1 bile etkileyebilir (Downie et al., 2018;
Park et al., 2019). En 6nemlisi, kalic1 gz hasarina ve yasa bagli makula dejenerasyonuna (sar1
nokta hastalig1) neden olarak gérme kaybina neden olabilir (Ide et al., 2015; Yuda et al., 2020).
Son yillarda, akilli telefonlar, tabletler ve diiz panel ekran, kompakt fliioresan lambalar ve 151K
yayan diyotlar gibi elektronik cihazlarda carpici gelismeler kaydedildi. Bu cihazlar yiiksek
enerjili mavi 1g1k ve az miktarda UV yayar. Bu da bizim her zamankinden daha fazla miktarda

zararl 1s1klara maruz kaldigimiz anlamina gelmektedir.

Sagligimiz1 bu tehlikeli 151k kaynaklarindan korumak i¢in goriiniir 151k seffafligr yiiksek
ayarlanabilir filtreler ile tim UV ve yiiksek enerjili mavi 15181 engellemek 6nemlidir. Bu
nedenle, yiiksek performansli UV ve yiiksek enerjili mavi 1sik koruyucu filmlerin
gelistirilmesine ve iyilestirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. insan kullanimi igin giivenli, cilt
kanseri gelisimini azaltmaya yarayacak yeterli UV korumasi saglayan ve fotokoruyucu

bilesiklerin arastirilmasi 6nemli bir adimdir (Olaizola, 2012).

Melanin, gorlintir 151k ve UV radyasyonundan X-is1m1 bolgesine kadar genis bir
yelpazedeki elektromanyetik radyasyonu emme yetenegine sahiptir (Tablo 3). Fungal melanin
UV, X-1s1n1, gama-1s1n1 ve partikiil radyasyon dahil olmak {izere iyonlastirici radyasyona karsi
koruma saglayabilir. Strese kars1 bir dizi koruyucu rol oynar. Melanin termoregiilasyonda ve

hem sicak hem de soguk sokuna karsi korumada rol oynayabilir. Melanizasyonun mantar
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hiicrelerini agir metal stresinden ve hidrolitik enzimlerden korudugu da gosterilmistir (Mattoon

etal., 2021).

Tablo 3. Radyasyon Cesitleri

( !
RADYASYON
\ J
( NN 3
Iyonlastirici olmayan radyasyonlar iyonlastire1 radyasyon
\ J \\ J
( Goriiniir Kizil btesi . ( Ultraviyole 1 ( )
Radyo Tsik (infra-red) Mikrodalga Yy Elektroman Parcacikli
frekans 400-700 || 700nm-1 |[ 1mm--1 200-400 nm yetik (Alfa, Beta)
1m. - 1km. - ) m. X, Gama '
L nm mm. L ) ( ) )
( A
UVA uvB uvc
(320-400 (280-320 (220-280
nm) nm) nm)
\ J

Ultraviyole Radyasyon Cesitleri ve Ozellikleri

UV isinlari, 100- 400 nm arasinda dalga boyuna sahip giines kaynakli radyasyonun
yaklasik %35’ini olusuran iyonlastirici 6zelligi olmayan radyasyondur (Tekbag and Evci, 2005).
UV radyasyonu, iyonlastirici radyasyondan, diisiik enerjiye sahip olmasi ve dalga boyuna bagli
olarak, sogurma 6zelligi nedeni ile ayrilir (Ciract, 2019). UV radyasyonu, giines spektrumunun

en zararli ve mutajenik dalga bandidir (Braga et al., 2015).

Ultraviyole A radyasyonu (UV-A) (320-400 nm): UV-A’nin yaklasik %90-99°u
yeryliziine ulasir, ozon tabakasi tarafindan filtrelenmez, camdan geger, uzun dalga boyu ve
diisiik enerji derinin daha derinlerine gecerek dokulara ulasabilir. UV-A asir1 ve uzun siireli
maruz kalma durumunda zararhidir (Narayanan et al., 2010). UV-A giin 1s1¢inda UV-B bandina
gore 500 kat kadar daha fazla bulunur ve piyasadaki giines koruyucular UV-A korumasinda
etkisiz kalmaktadirlar. Giines koruyucular daha ¢ok UV-B band1 igin etki gosterirler. Sadece
UV-A ve UV-B radyasyonu diinya yiizeyine ulasir; ¢linkii atmosferik ozon, 320 nm’den daha

kisa dalga boylarina sahip radyasyonu ulagsmasini biiytlik ol¢tide azaltir.

UV-A 1sinlart doza bagl olarak eritem, bronzlasma, yaslanma ve kanser olusumuna
neden olmaktadirlar (Tekbas and Evci, 2005; Narayanan et al., 2010). UV-A giizellik
salonlarinda siklikla kullanilirlar.

Ultraviyole B radyasyonu (UV-B) (280-320 nm): UV-B’nin yaklasik %1-10’u
yeryiiziine ulasir, 0zon tabakasi tarafindan filtrelenir, camdan ge¢mez, kisa dalga boyu ve
yiiksek enerji epidermisin iist katmanlarina niifuz edebilir (Narayanan et al., 2010). UV-B giines

yanigi, bronzlagsma, burusma, yaslanma, cilt kanseri ve katarakta neden olmaktan sorumludur.
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UV-B bitkilerin gelisimini yavaslatir, dogal yasam ve diger hayvanlarin yasami etkiler
(Tekbas and Evci, 2005). Radyasyonun zararli etkileri DNA ile sinirli degildir, proteinler ve
lipidler de zarar goriir (Braga et al., 2015).

UV-B, diinya yiizeyi tizerinde 6nemli 6l¢tide degisiklik gosterir, daha diisiik enlemlerde,
daha yiiksek rakimlarda ve daha az bulutlu alanlarda daha yogundur (Braga et al., 2015). UV-

B 1sinlart vitamin D aktivitesi bakimindan yararlidir (Ciract, 2019).

Ultraviyole C radyasyonu (UV-C) (220-280 nm): UV spektrumu i¢inde UV-C araligi,
DNA, RNA ve proteinler tarafindan kolayca emilen en gii¢lii UV radyasyonu olarak kabul edilir
ve saglik agisindan en tehlikeli etkilere sahip UV radyasyonudur. UV-C en kisa dalga boyuna
sahiptir, ozon tabakasi tarafindan filtrelenerek tamamen emilir, bakterilere ve viriislere karsi
yiiksek sterilizasyon saglar, cilde zarar vererek cilt kanserine neden olur. UV-C’nin %4-7’lik
kismu epidermisin en iist tabakasinda tutunur. Bu 1s1ktan en ¢ok etkilenen organ gozdiir. G6z

asirt doza maruz kaldiktan 1-12 saat sonra kum varmis hissi ile gézden yas gelmeye baslar

(Tekbas and Evci, 2005; Ciraci, 2019; Narayanan et al., 2010) .

Ultraviyole radyasyonun canhlar iizerindeki etKisi

Giines spektrumunun UV bolgesi, diinya ylizeyine ulasan giines 1s18inin sadece kiiciik
bir boliimiinii olusturur. UV fotonlart birgok biyomolekiil tarafindan absorbe edilebildigi i¢in
etkileri orantisiz olarak biiyiiktiir ve bu da hiicresel hasarla sonuglanir. UV radyasyonunun
neden oldugu DNA hasarinin dogasi, gelen fotonlarin dalga boyuna biiyiik 6l¢iide baglidir
(Braga et al., 2015).

Niikleik asitler ve proteinler, UV-B dalga boyu aralifinda radyasyonu emen hiicresel
elemanlardir. UV-B, DNA tarafindan dogrudan emilir ve yapisal DNA hasarina neden
olur. UV-A, DNA’da kirilmalar olusturan reaktif oksijen tiirlerinin olusumu yoluyla dolayli
DNA hasarina neden olur (Narayanan et al., 2010). Uzun dalga boylu UV-A isinlart UV-B
1sinimina eklendiginde kanser olusumu artar. UV-B ve UV-C DNA’y1 etkileyerek hiicre 6liimii,
mutasyon ve transformasyona neden olur (Narayanan et al., 2010).

Ust deri bozulmalarindan UV-B, alt derideki bozulmalardan hem UV-B hem de UV-A
sorumludur (Tekbas and Evci, 2005). Kronik UV maruziyetin bir sonucu olarak yaslanma,
kinsikliklar, diizensiz cilt pigmentasyonu, cilt elastikiyetinin kaybi, cilt bariyer

fonksiyonlariin bozulmasi ve cilt kanseri ortaya ¢ikar (Narayanan et al., 2010).

Giines 1s181indaki UV 1sinlarinin D vitamini sentezi i¢in 6nemli bir faktortiir (Passeron
et al., 2019). Giines 15181, fotosentez igin bol miktarda enerji saglamanin yaninda 1s1 enerjisi ile

buharlagmayi artirarak su dongiisiine katkida bulunur.
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Cogu mantar tiri hem UV-A hem de UV-B radyasyonu tarafindan etkisiz hale
getirilebilir ve UV mantarin konidyal ¢imlenme hizini ve viriilansin1 azaltir. Mantarlar UV
radyasyonundan korunmak i¢in hiicre duvarinda bulunan melaninler ve melanin benzeri
pigmentler, giinesten koruyucu olarak hareket eden sitoplazmik UV emici hiicresel
metabolitler, reaktif oksijen tiirlerini inaktive edebilen enzimler (katalazlar, peroksidaz),
antioksidanlar, hasar1 onarabilen DNA onarim sistemleri gibi bir dizi korunma mekanizmasi

gelistirmistir (Braga et al., 2015).

Polimerler ve Film Uretimi

‘Polimer’ terimi, bir veya daha fazla birimin (monomerler) bir dizi 6zellik saglamak igin
yeterli miktarda birlestirilmis ¢oklu tekrarlari ile karakterize edilen makromolekiilleri
tanimlamak i¢in kullanilir. Kokenlerine gore dogal ve sentetik olarak gruplandirilirlar. Dogal
polimerler kategorisinde seliiloz, karragenan (kirmizi deniz yosunlarindan elde edilen bir
polisakkarit), nisasta, gum arabik, alginat, jelatin, dekstran, kitosan vb. bulunur. Sentetik
polimerlere 6rnek olarak polietilen, polilaktit, polivinil kloriir, melamin, iire formaldehit,
(polivinil alkol) PVA vb. bulunmaktadir (Umoren and Solomon, 2019). Istenilen 6zelliklere
sahip yeni malzeme elde etmek i¢in en etkili yontemlerden biri polimerlerin kullanilmasidir.
Sentetik polimerler kolayca elde edildiginden ve iiretim maliyeti diisiik oldugundan, dogal veya
sentetik polimerlerin karisimi, elde edilen filmlerin maliyet-performans oranini iyilestirir

(Kanatt et al., 2012).

Bu polimerler arasinda en dikkat ¢ekici polimerlerden biri PVA’dir. PVA hidrofilik bir
polimerdir ve ¢ok sayida hidroksil grubunun varligindan dolayr suda kolayca c¢oziiniir
(Timofiychuk et al., 2009). Miikemmel film olusturma yetenegi, kolay islenebilirligi, iyi
kimyasal direnci, biyolojik olarak pargalanabilirligi ve miikemmel mekanik ozellikleri
nedeniyle PVA en ¢ok tercih edilen polimerlerdendir (Srivastava et al., 2021). Polimerlerin

kullanima ile farkli amaclara uygun fiziksel ve mekanik 6zelliklerle sonuglanir.

Son yillarda, birgok organik UV emici ve inorganik oksitlerin polimerlerin UV koruma
performansint iyilestirdigi rapor edilmistir. Benzofenon veya triazinler gibi organik UV
emiciler, UV 151811 dagitabilir. Inorganik oksitler (titanyum dioksit, ¢inko oksit, silikon dioksit
ve aliiminyum oksit) emilim ve 15181n sa¢ilmast yoluyla UV 151811 azaltir. Bununla birlikte,
organik emiciler, polimer matrislere gomiildiiklerinde her zaman fotodegradasyon veya
agregasyondan dolay: olumsuz etkilenmektedir. Inorganik oksitlerin gogunlugu genellikle, ayni
anda polimer matrislerin fotodegradasyonunu indiikleyebilen UV 151k absorpsiyonu iizerinde

fotokatalitik 6zellik gibi yan etkiler gosterir (Calvo et al., 2012; Wang et al., 2018).
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Melanin, dogada yaygin olarak bulunan ve UV radyasyonunun adsorpsiyonu (foto
koruma), renklendirme, fototermal doniisiim ve serbest radikal yakalama 6zellikleri gibi bircok
faydali ozellik gosteren 6zel bir biyomakromolekiil tiiriidiir (Roy and Rhim, 2021). Genel
olarak melanin, -NH- ve -OH gibi birgok reaktif gruba sahiptir. Aslinda, diger malzemelerin
Ozelliklerini artirmak i¢in melaninin bir¢ok arzu edilen islevsel 6zelliginden yararlanmak hala

biiyiik 6l¢iide kesfedilmemis durumdadir (Roy and Rhim, 2021).

Melaninin UV korumasinin nedeni, yikici fotobozunmayi 6nlemek i¢in UV 1s1gindan
foton enerjisini hizla 1siya gevirebilmesidir (Forest and Simon, 1998). UV ve goriiniir 15181
engelleme o6zelliginden dolayr melanin katkili kitosan (Roy et al., 2020), polilaktik asit
(Lopusiewicz et al., 2018), jelatin (Shankar et al., 2019) ve agar (Roy and Rhim, 2019) gibi

polimer bazli filmler elde edilmistir.

Scolecobasidium musae tiiriiniin genel 6zellikleri

Sympoventuriaceae genis cografi dagilima ve zengin tiir ¢esitliligine sahip biiyiik bir
familyadir (Shen et al., 2020). Sympoventuriaceae yaklasik 164 tiir igerir, morfolojik ve
ekolojik olarak gesitlilik gosteren, farkli yasam tarzlar1 ve beslenme bigimleri olan bir mantar
grubudur (MycoBank, Nisan 2022). Saprofit canlilardan, hayvan ve bitki patojenlerine,
ekstremofilik tiirlere (termofilik mantarlar) kadar ekolojik habitatlar1 gesitlilik gdstermektedir
(Murata et al., 2022; Samerpitak et al., 2019). Bu mantarlar ¢evrelerinden en iyi sekilde

yararlanmak i¢in farkli yasam tarzlari gelistirmistir.

Scolecobasidium (= Ochroconis) ve Verruconis, sympodial konidili hiicrelere ve T-
veya Y-sekilli ile silindirik veya klavat konidiye sahip ¢ok benzer cinslerdir (De Hoog and VVon
Arx, 1973). Morfolojik ve ekolojik karakterlerin alisilmadik bir kombinasyonu nedeniyle,
sistematik konumlar1 tarihsel olarak tartismali olmustur. Scolecobasidium, S. terreum ve S.
constrictum’a dayali olarak tanitilmig ve S. terreum jenerik tip olarak kullanilmistir (Abbott,
1927; Barron and Busch, 1962). Daha koyu, dallanmamis konidiali Scolecobasidium tiirleri S.
terreum ile ayni tiirden sayilmistir. Buna ragmen, bu goriis von Arx tarafindan desteklenmemis
ve bu nedenle de Hoog (1973) ayr1 bir cins olarak Ochroconis’u sunmustur. Ochroconis,
elipsoidal konidiaya sahip tiirler i¢in O. constricta ile belirtilir. Ochroconis’in, bazilari ara sira
bitki ¢Opii, insan veya baliklar {izerinde yetisen saprotrofik toprak hipomisetlerinin oldukga

yaygin bir cinsi oldugu kanitlanmistir (Samerpitak et al., 2014).

Gams (2015), Ochroconis’i Scolecobasidium ile esanlamli olarak kabul etmistir. Hem
S. terreum (CBS 203.27) hem de O. constricta (CBS 202.27), Ochroconis ve Scolecobasidium

tirleri ile birlikte, Scolecobasidium soyunda smiflandirilirlar. Bu sonuglara dayanarak, eski
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genel adi Scolecobasidium yeniden giindeme getirilmis ve Ochroconis’un esanlamlis1 olarak
kullanilmistir (Shen et al., 2020).

Melanin fle Tlgili Yapilan Calismalar

Melanin pigmenti tizerine birgok ¢alisma yapilmistir. Asagida melanin pigmenti ile ilgili

yapilan bazi calismalar 6zetlenmistir.

Mantar melaninlerinin biyosentezi ve insan patojenik mantarlar1 i¢in 6nemi iizerine
caligmalar yapilmistir. Bazi patojenik mantarlarda melaninin yoklugunun viriilansta bir
azalmaya yol actigini belirlenmistir. DOPA ve DHN melaninlerin serbest radikalleri azaltma

Ozelliginin Vvirulansta 6nemli bir faktor oldugu bildirilmistir (Langfelder et al., 2003).

Phyllosticta capitalensis’den melanin saflastirilmis ve melanin biyosentezi inhibitorii
olan trisikazoliin, pigment sentezini inhibe ettigi belirlenmistir. P. capitalensis’in melaninin
mantarin stresli ortamlarda hayatta kalma kabiliyetini arttirdig1 bildirmislerdir. Bu c¢alisma

Phyllosticta capitalensis’den elde edilen melaninin ilk raporudur (Suryanarayanan et al., 2004).

Pleurotus cistidiosus formosensis yenilebilir mantarinda DOPA melaninin

karakterizasyonuna iliskin ilk ¢alisma Selvakumar et al., (2008) tarafindan sunulmustur.

Tibet Platosu’nda endemik olan entomojen bir mantar olan Ophiocordyceps sinensis’in
fermantasyon sivisindan melanin pigmenti elde edilmistir. Elde edilen pigmentin antioksidan

ve demir selatlama 6zellikleri belirlenmistir (Dong and Yao, 2012).

Sporothrix schenckii, diinya ¢apinda dagilim gosteren 6nemli bir kutandz mikoz olan
sporotrikoza neden olan bir insan patojenidir. Melaninin S. schenckii’yi belirli oksidatif
antimikrobiyal bilesiklere ve makrofajlarin saldirisina kars1 korudugu gosterilmistir (Romero-
Martinez et al., 2000). S. schenckii izolatlarinin (26 farkli izolat) melanizasyonunun belirlendigi
caligmada suslarin ¢ogu (%88) 37 °C’de az miktarlarda melanin tretirken, bazik pH’ta
higbirinin melanin tiretmedigi belirlenmistir (Almeida-Paes et al., 2009). Pyomelanin iireten S.
schenckii’nin azot tiirevli oksidanlara ve UV 1s1g8ina karsi daha direngli oldugu belirlenmistir
(Almeida-Paes et al., 2012).

Fransa’da Lascaux Magarasi’ndaki kaya resimlerini tehdit eden siyah lekelerin kimyasal
bilesimini arastirmak i¢in ylizeyle giiglendirilmis Raman spektroskopisini kullanarak lekelerin
esas olarak Ochroconis sp. mantar melanini olabilecegi gosterilmistir (Martin-Sanchez et al.,
2012). Daha sonra bu magarada yapilan ¢alismalar Ochroconis cinsinin melanin tireten iki yeni

tiirii, O. lascauxensis ve O. anomala oldugu belirlenmistir (De la Rosa et al., 2017).
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Actinoalloteichus sp.’den DOPA melaninin tiretimi ve karakterizasyonu tizerine yapilan
calismada melaninin antibakteriyel, antioksidan ve metal selatlama aktiviteleri in vitro
deneylerle ortaya konmustur. Farkli karbon ve azot kaynaklarmin belirlendigi bu ¢alismada
karbon kaynagi olarak glukozun ve azot kaynagi olarak kazeinin en yiiksek melanin iiretimini

sagladig1 belirlenmistir (Manivasagan et al., 2013).

Pseudomonas stutzeri melanini UV-Vis, FT-IR, EPR ve XRD analizleriyle biyofiziksel
karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen melaninin ayrica antioksidan 6zellikte oldugu

gosterilmistir (Ganesh Kumar et al., 2013).

Aspergillus cinsine ait 6 farkli tiiriin melanin liretim mekanizmalarinin arastirildigi
calismada A. tamarii ve A. flavus i¢in melanin sadece biyokiitleden elde edilirken, A. terreus
i¢cin melanin sadece kiiltiir siiziintiisiinde bulunmustur. A. sydowii’de ihmal edilebilir miktarda
melanin belirlenmistir. Kiiltiir filtrati ve mantar biyokiitlesinden maksimum melanin miktari
sirastyla A. niger ve A. tamarrii’de bulunmustur. A. niger, A. tamarii ve A. flavus DOPA (3,4-
dihidroksifenilalanin) yolu ile melanin iiretirken, A. tubingensis ve A. terreus’un DHN (1,8-
dihidroksinaftalin) yolu melanin iirettigi belirlenmistir. Aspergilli’deki melanin miktarinin ve

¢esidinin tiirden tiire biiyiik 6l¢iide farklilik gosterdigi sonucuna varilmistir (Pal et al., 2013).

Aspergillus terreus’un melanin sentezinde yer alan enzimlerinin ve ara iiriinlerin neler
oldugununun belirlendigi ve karakterizasyonunun gergeklestirildigi ¢alismada melaninin UV
stresi ve asitli ortamdan konidyumlar1 korudugu ve amip tarafindan fagositozu azalttig

belirlenmistir (Geib et al., 2016).

Deriden izole edilen Ochroconis mirabilis’in genom analizi yapilmistir. Bu mantar
melanin ve gesitli enzimler sentezleyerek farkli habitatlarda mantarlarin hayatta kalma

taktiklerinin daha iyi anlasilmasini saglamistir (Yew et al., 2016).

Auricularia auricula tarafindan melanin iiretimi ve yapisi detayli olarak belirlenmis ve
analiz edilmistir. Diisiik azot ve azotsuz ortamda melanin veriminin ¢ok diisiik oldugu ve ayrica
tirozin eksikliginin melanin tretiminin azalmasina neden oldugu bildirilmistir. Melaninin
yapisal formiilii UV-Vis, FTIR, NMR ve elemental analizi ile 6melanin oldugu ve ayrica 5,6-
dihidroksiindol ve 5,6-dihidroksiindol-2-karboksilik asidin makromolekiiler bir polimer oldugu
belirlenmistir (Sun et al., 2016).

Wang et al., (2017), PVA/dopamin-melanin nanokompozit filmlerin tim UV bdlgesini
(200400 nm) tamamen bloke edebildigini ve goriiniir spektrumda yiiksek seffafligini
koruyabildigini géstermistir. Bu ¢alismada 1518a duyarli maddeler i¢in 6nemli bir UV korumasi

ve seffaf malzeme iiretimi gergeklestirilmistir.
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Termitomyces albuminosus’tan elde edilen melanin pigmentinin UV-Vis, FTIR, NMR
ve elemental analizleri sonucunda %54,6 C, %3,5 H, %2,4 N, %26,9 O ve %12 S yapisinda
feomelanin oldugunu belirlenmistir (De Souza et al., 2018).

Tirozin (3 g/L) varliginda Klebsiella pneumoniae S-1, Alcaligenes faecalis PBI
ve Enterobacter sp. ABI bakterilerinin homogentisik asit onciiliigiinde piyomelanin {irettigi

rapor edilmistir (Singh et al., 2018).

Auricularia auricula’da %1 metanol, %0,25 fistik yagi, %1,0 stearik asit veya %0,5
palmitik asidin melanin biyosentezine yardimci oldugu, Tween 80’in ise melanin olusumunu
onemli dl¢iide azalttig1 belirlenmistir. Inhibitdr testi ve taramali1 elektron mikroskobu analizi,
melaninin dmelaninden olustugunu gostermistir. Melaninin giiclii antioksidan aktiviteye sahip

oldugu belirtilmistir (Wu et al., 2018).

A. auricula melaninin kimyasal antioksidan aktivitesi ve H.O2’nin neden oldugu hiicre
oksidatif hasar1 tizerindeki koruyucu etkisi arastirilmistir. Hiicre morfolojisi gézlemi, melaninin
oksidatif stres tarafindan indiiklenen hiicrelerin morfolojik degisikliklerini iyilestirdigini

belirlemislerdir (Liu et al., 2019).

Suwannarach et al., (2019) tarafindan ilk kez Spissiomyces endophytica SDBR-
CMU319 tiirinden melaninin  saflastirilmasi, karakterizasyonu ve optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Pigmentin fiziksel ve kimyasal olarak asitte ¢cokeltme, alkali de ¢6ziiniirliik,
oksitleyici ajanlarla renk giderme ve ¢ogu organik ¢oziiciide ve suda ¢oziinmezlik 6zelliklerini
gozlemlemislerdir. Pigmentin UV-Vis, FTIR ve EPR analizlerine dayali olarak melanin
oldugunu dogrulamislardir. En yiiksek mantar pigmenti verimini, glikoz, maya 6ziitii ve pepton
ortaminda, 6,0’lik baslangic pH degerinde ve li¢ haftalik kiiltivasyon sonunda 25 °C’de
bulmuslardir (Suwannarach et al., 2019).

Miirekkep baligindan elde edilen melanin kullanilarak agar bazli fonksiyonel filmler
hazirlanmistir. Melanin ilavesinin, agar filmin UV engelleme, hidrofobiklik, mekanik ve su
buhar1 bariyeri 6zelliklerini gelistirdigi belirlenmistir. Ayrica, agar/melanin kompozit filmler
antioksidan aktivite gostermistir. Sepya miirekkebinden elde edilen melaninin, gida paketleme
ve biyomedikal uygulamalar i¢in antioksidan biyopolimer filmler gelistirmek i¢in fonksiyonel

bir dolgu maddesi olarak kullanilabilir oldugunu gostermislerdir (Roy and Rhim, 2019a).

Aureobasidium pullulans’t melanize veya albino maya formunu, tuzluluk ve
antifungaller (flukonazol, itrakonazol ve terbinafin) ve ayrica gama 1sinlamasi gibi farkl
streslere maruz birakmiglardir. Melaninin, terbinafin stresi sirasinda L-DOPA’dan bagimsiz bir

yolda sentezlendigi belirlenmistir. Ayrica, melanize maya hiicreleri, albino hiicrelere gore gama
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1sinlamasina kars1 daha fazla canli stabilite ve pigment iiretkenligi géstermistir. Bu ¢alismada
arastirmacilar ayrica koruyucu malzeme olarak kullanilmak {izere yeni kompozitler
olusturmustur. Bizmut, kursun ve giimiis nanoparcaciklar1 ile fungal melaninin selatlama
aktivitesine dayanan bu kompozitlerin nanoteknoloji ile birlestirilmesi, yeni radyasyon kalkani

malzemeleri liretmek i¢in umut verici 6zelligini belirtmislerdir (EI-Bialy et al., 2019).

PVA/sentetik melanin ile seffaf film elde edilmis ve melanin igerikli UV koruyucu
filmin seffaf kondansator olarak kullanilabilecegini belirtilmistir (Albano et al., 2019).

Kalamar miirekkebinden izole edilen melanin farkli konsantrasyonlarda (%0, 0.25, 0.5
ve 1.0) jelatin filmlerin hazirlanmasi igin kullanilmistir. Melanin ilavesi filmin seffafligini
azaltmistir. UV engelleme, mekanik kararlilik, termal kararlilik ve su buhari bariyeri 6zellikleri
melanin ilavesiyle iyilestirilmistir. Jelatin/melanin nanokompozit filmlerin tiim film 6zellikleri,
melanin konsantrasyonuna bagli olarak degistigi belirlenmistir. Ayrica, jelatin/melanin

nanokompozit filmler, gida paketleme ve biyomedikal uygulamalar icin biiyiik bir potansiyele

sahip olan yiiksek bir antioksidan aktivite sergilemistir (Shankar et al., 2019).

Lachnum YM30’dan izole edilen bir hiicre i¢i melanin yapisal formiilii, fungal
Oomelaninin tipik 6zelligini gosteren UV analizi, IR analizi, elemental analiz, NMR ve ESI-MS
analizine dayali olarak sonuglandirilmistir. Saflagtirilan melaninin enflamatuar etkiyi azalttigini

rapor edilmistir (Xu et al., 2020).

Aspergillus fumigatus 'un 1,8-dihidroksinaftalin (DHN) melanini tirettigi bildirilmistir.
Myristica fragrans’in hekzan ekstraktlarinin A. fumigatus melanin {iretimini %77 oraninda

azalttigini belirlenmistir (Hoda et al., 2020).

Sitipernatanda melanin liretme yetenekleri agisindan 102 mantar izolati taranmig ve
gelecek vaat eden aday olarak Amorphotheca resinae segilmistir. Pepton maya oziitii glikoz
besiyerinde A. Resinae’nin 14. giinde 4,5 g/L melanin irettigi belirlenmistir. A. resinae’den
saflagtirilan melaninin yapisal karakterizasyonu, standart melaninlerle karsilastirmali olarak
elemental analizi, EPR, NMR, LS-MS, piroliz-gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-
MS) kullanilarak genis bir endiistriyel kullanim alanina sahip olan 6melanine benzer oldugunu
belirlenmistir. A. resinae’den saflastiritlmis melanin, serbest radikal yakalama deneylerinin bir

sonucu olarak gii¢lii antioksidan oldugu gosterilmistir (Oh et al., 2020).

Cetraria islandica ve Pseudevernia furfuracea likenlerinden ekstrakte edilen melaninin
elementel bilesimini, ana fonksiyonel gruplar1 ve fizikokimyasal oOzelliklerini c¢aligarak
allomelanin oldugunu belirlenmistir. Melaninin fotokoruyucu ve antioksidan Ozelliklerini

belirleyen fonksiyonel gruplar belirlenmistir (Rassabina et al., 2020).
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Halofit Salicornia brachiata’dan endofitik B. subtilis’den melanin {retimi
gerceklestirilmistir. Melaninin, elemental analizi, UV-Vis, FT-IR, SEM, EPR ve NMR
analizleri ile dmelanin oldugu belirlenmistir. Ayrica saflastirilmis melaninin, antioksidan
aktivitesi ve Xanthomonas campestris ve Alteromonas macleodii patojenlerine karsi
antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu nedenle, bu ¢calisma ayrica, melanin iireten
endofitlerin, konakg¢1 bitkinin g¢evresel stres ve diger patojenlerden korunmasina yardimci

olmada olas1 bir roliinii belirlemistir (Ghadge et al., 2020).

Piroliz verileri 1s1ginda Ochroconis tiirlerinin 3,4- DOPA veya DHN tipte melanin
sentezlemedigi belirlenmistir. Uretilen melaninin homogentisik asit ve diger fenolik bilesiklerin

polimerizasyonuna dayali bir tiir piyomelanin olabilecegi one siiriilmiistiir (Saiz-Jimenez et al.,

2021).

Pseudomonas sp. tiiriiniin trettigi omelanini UV-B radyasyonlarina karsi in vitro
sitotoksisitesi ve foto-koruyucu etkisi fare fibroblastlart NIH3 T3 hiicre hatlar1 {izerinde
degerlendirilmistir. Saflastirilan pigmentin antioksidan o6zelligi sayesinde fare fibroblast
hiicrelerini UV-B 1simasindan etkin bir sekilde koruyarak fotokoruyucu potansiyeli ortaya

konulmustur (Seelam et al., 2021).

Dietzia kurakliga ve ultraviyole direngli bir aktinobakteridir. Bu bakterinin L-tirozin
varliginda koyu kahverengi melanin pigmenti {iretme potansiyeli ortaya konmustur. Melanin,
serbest radikalleri temizleme ve giinesin ultraviyole 1sinlarina kars1 koruma gibi gesitli biyolojik
ozellikler sergilemistir. Dietzia NM3’ten elde edilen melanin ayrica adsorpsiyon yoluyla krom
iyonlarin1 uzaklastirma kabiliyetine sahip oldugu belirlenmistir (Sahar Eskandari and
Etemadifar, 2021).

Havug kabugu 6zleri kullanilarak A. pullulans NBRC 100716 tarafindan hiicre i¢i ve
hiicre dis1 melanin {iretimi rapor edilmistir (Mujdeci, 2021; 2022).

Endofit mantar Phoma sp. tarafindan iiretilen melanin pigmentinin DHN ailesinin bir
iyesi oldugu belirlenmistir. Saflastirilmis melanin ayrica 6nemli antioksidan, antimikrobiyal

ve antikanser aktiviteler sergiledigi belirlenmistir (Surendirakumar et al., 2022).

Melanin pigmenti halotolerant siyah maya Hortaea werneckii AS1’den elde edilmistir.
UV-Vis spektroskopi, FTIR, elemental analiz ve SEM kullanilarak ekstrakte edilen pigmentin
fizyokimyasal karakterizasyonu ve analitik analizleri ile bunun bir 6melanin pigmenti oldugu
belirlenmistir. Optimal kombinasyon (kalsiyum klortir, 1,125 g/L; eser element, 0,25 mL/L ve
kiiltiir hacmi 225 mL/500 mL) elde edilmis ve maksimum melanin verimi 0,938 g/L olarak

rapor edilmistir (Elsayis et al., 2022).
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MATERYAL VE YONTEM

Materyal
Arastirmada Kullanilan alet ve cihazlar
Bu arastirmada Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Mikrobiyoloji

Laboratuvari’na ait alet ve cihazlar Tablo 4’te belirtilmistir.

Tablo 4. Arastirmada Kullanilan Alet ve Cihazlar

Mevcut Altyapr/Ekipman Tiirii, Modeli

Kullanim Amac
(Laboratuvar, Arag, Makine-Techizat vb.) hamt !

Otoklav / HMC Hirayama Hiclava HV-50L, Besiyerlerini ve cam malzemelerin sterilizasyonu
JAPAN

Derin Dondurucu (-18 °C): Argelik Izolatlarin uzun siireli saklanmasi

Buzdolab1 / Arcelik, TURKIYE Mikroorganizmalarin  saklanmasi ve iiriinlerin
analiz edilinceye kadar saklanmas1

Saf Su Cihaz1 / GFL 2004, GERMANY Besiyeri  hazirlanmasi  ve  tamponlarin

hazirlanmas1 distile su ihtiyacini karsilama

Sogutmali Masa Santriflij / Zentrifugen D- Funguslarin fermantasyon sivisindan ayirimi
78532, GERMANY

Calkalamali Inkiibator / Zhicheng ZHWY- Mikroorganizmalarm sivi kiiltiirde {iretimi ve
200B, CHINA fungal pigment iiretimi

Magnetik Karigtirici / Daihan Scientific MSH Besiyeri hazirlanmasi besiyerlerinin ¢ézdiiriilmesi
20A, KOREA

Hassas terazi / Denver Instrument Gerekli kimyasallarin tartilmasi
Mikrosantriifiij (Sigma) Pigmentlerin saflastirilmasinda
Vorteks karistirict (Zhicheng ZHWY -200B) Gerekli homojenizsayonun saglanmast

pH metre (Ohaus Starter ST210) Cozeltilerin ~ ve  besiyerlerinin ~ pH’larinin
ayarlanmasi

Arastirmada kullanilan kimyasallar

Arastirmada kullanilan besiyerleri ve kimyasalllar Sigma-Aldrich, Oxoid, Biokar ve

Tokyo Chemical Industry firmalarindan saglanmstir.

Arastirmada kullanilan mikroorganizma

Arastirmada kullanilan fungus c¢amasir makinasindan izole edilmistir. Camasir

makinasindan steril svap ile alinan 6rnek YGC (Yeast extract glucose chloramphenicol) agar
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besiyeri kullanilarak saflastirilmistir. Bu besiyerinde gelisen 6rnegin PDA (Potato Dextrose

Agar) besiyerine alinarak saf sekilde gelisimi saglanmistir.

Izolatin molekiiler karakterizasyonu 18S rDNA sekans analizleri ile yapilmistir. Fungal
izolatin elde edilen DNA dizileri FASTA formatinda National Center for Biotechnology
Information (NCBI) websitesinde Nucleotid Blast programi kullanilarak GenBank veritabani

ile karsilagtirllmis ve tiir seviyesinde tanilanmasi yapilmistir.

Yontem
Melanin pigment iiretimi

Iki hafta boyunca 25 °C’de PDA iizerinde biiyiiyen fungus kolonisinden elde edilen
mantar miselyal kesitleri (5 mm ¢apinda) melanin pigment siv1 tiretim ortamina eklendi. Sivi
kiiltiirde gelisim saglandiktan sonra calisilmak istenen her 6zellik i¢in hazirlanan erlenlere 3
mL inokulum yapildi. Pigment iiretim ortami 100 mL besiyeri igeren 250 mL’lik
erlenmayerlerde 121 °C’de 15 dakika otoklavlandiktan sonra 15 giin boyunca 30 °C’de 150
rpm’de ¢alkalamali inkiibatérde ¢aligildu.

Pigment iiretim ortami i¢in 10 g/L glikoz, 10 g/L peptone (tripton), 1 g/L maya ekstrakti
(yeast extract), 1 g/L KH2POg, 0,2 g/L MgSOs4 kullanildi. Besiyerinin baslangi¢ pH’1 6’ya
ayarlandi. Inkiibasyondan sonra kiiltiirler, mantar misellerini hasat etmek i¢in 5000 rpm’de 15
dakika siireyle santrifiijlendi ve biyomas ile sivi kisim ayrildi. Elde edilen biyomas 48 saat 60
°C’de kurutulduktan sonra toz haline getirildi. Toz haline getirilen 6rnekler kuru fungal

biyomas agirliginin belirlenmesi ve intraseliiler pigment analizi igin kullanildi.

Melanin pigment iiretiminin optimizasyonu

Melanin pigmentinin iiretiminde farkli karbon kaynaklari, azot kaynaklari, metal tuzlari,

baslangi¢ fermentasyon pH’s1, fermentasyon sicakligi ve inkiibasyon siiresi ¢alisildi.

Sicaklik, pH ve inkiibasyon siiresinin pigment iiretimi iizerine etkisi

Fermentasyon baslangic pH’1 4, 5, 6, 7, 8 ve 9 olarak calisildi. Standart besiyeri
hazirlandiktan sonra her 250 mL erlenlerdeki 100 mL besiyeri istenen pH’ya 1M HCI ve NaOH
kullanilarak ayarlandi. Fermentasyonun 15. gliniinde melanin pigment Olgiimleri yapildi.
Fermentasyon sicaklig1 olarak 20, 25, 30 ve 35 °C’lerde galisildi. Inkiibasyon siiresi olarak 5

giinde bir gelisim izlendi. Toplamda mantarin pigment iiretimi i¢in 30 giinliik gelisime bakildi.
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Karbon ve azot kaynaklarinin pigment iiretimi iizerine etkisi

Melanin pigment {iretimi i¢in karbon kaynaklar1 olarak 10 g/L gliserol, glikoz, nisasta,
laktoz, fruktoz, siikroz ve mannitol kullanildi. Azot kaynaklari olarak 10 g/L iire, bakto pepton,
kazein peptonu, NaNOs, NHsSOg4, tripton ve NH4Cl kullanildi.

Metal iyonlarinin pigment iiretimi iizerine etkisi

Metal tuzlar1 olarak bakir, nikel, mangan, kobalt, ¢inko, demir, kalsiyum tuzlari
calisildi. Melanin iiretim ortamina 100 ve 200 mg/L konsantrasyonlarinda metal iyonlari

eklenmistir.

Melanin pigmentinin ekstraksiyonu ve saflastiriimasi

Kurutulmus ve toz haline getirilmis 0.1 g mantar biyokiitlesi 5 mL 1 mol/L KOH i¢inde
coziilerek, 48 saat bekletildikten sonra otoklavlandi (121 °C’de 15 dakika). Bu islem ii¢ kez
tekrarlandi. Daha sonra karigim, 5000 rpm’de santrifiijlendi ve nihai siipernatant, 2 mol/L HC1
ile pH 2’ye diistirtildii ve 24 saat 4 °C’de bekletildi. Daha sonra, ¢okeltiyi toplamak i¢in 5000
rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi. Cokeltideki karbonhidratlar1 ve proteinleri uzaklastirmak i¢in
2 saat boyunca 100°C’de 6 M HCI kullanilarak hidrolizi edildi. Deiyonize su ile pH 7’ye
gelinceye kadar saf su ile yikandiktan sonra lipitleri uzaklastirmak i¢in kloroform, etil asetat ve
etanol organik c¢oziiciileri ile yikandi. Elde edilen melanin oda sicakliginda kurutuldu.
Saflagtirilan pigment kimyasal karekterizasyon ¢aligmalarinda kullanilincaya kadar -20 °C’de

saklandi.

Melanin pigmentinin karakterizasyonu

Ekstrakte edilmis mantar pigmentinin ve sentetik melanin (Sigma) standardinin
¢Oziinlirligli, damitilmis saf su, 1 mol/L KOH, 1 mol/L NaOH, 100 mmol/L borat tamponu (pH
8.0), 1 mol/L NacCl, etanol, aseton, etil asetat, kloroform ve DMSO ile test edilmistir.

Mantar pigmentinin spektroskopik analizi

Saflastirilan pigmentin standart egrisini olusturmak i¢in 0.1 N KOH i¢inde melanin (0.1-
10 mg/L) ¢oziilerek UV-Vis spektrofotometerede Slglim yapilmistir. Saflagtirmadan sonra elde
edilen mantar pigmenti absorpsiyon spektrumu 340, 400, 650 nm dalga boylarinda 6lgiildii.
Ayrica sentetik bir DOPA-melanin standardi ile de karsilastirilirak tarandi. Olgiimlerde 0.1 N
KOH soliisyonu kontrol olarak kullanildi. Mantar pigmentinin iiretim miktar1 (Amax), sentetik

melanin standardi belirlendi (Pacelli et al., 2020).
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Saf melanin pigmentinin ve iiretilen filmlerin kimyasal analizleri

Calismada gerceklestirilen analizler DAY TAM’da hizmet alimi ile yapilmistir.

FTIR analizi

FTIR, bilinmeyen herhangi bir karisimda bulunan fonksiyonel grup tiplerini tanimlamak
icin en kullanishi, bilgilendirici ve iyi ¢ézliimlenmis yontem olarak kabul edilir. Pigmentin
dogasini ortaya ¢ikarmak amaciyla, pigmentte bulunan fonksiyonel grup tiplerini belirlemek
igin kullanilir (Singh et al., 2018). Saflastirilmis mantar pigmenti, sentetik DOPA-melanin
standard1 ve saflastirilan melanin ile tiretilen filmler Thermo Fisher Scientific Nicolet iS10 FT-
IR Spektrometresi (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile 500-4000 cm™* dalga sayis1 bolgesinde
calisiimustir.

LC-MS analizi

Homogensitik asit varligi LC-MS ile belirlendi. Fungus 10 giin boyunca s1vi besiyerinde
gelistirildi ve siire sonunda 5 ml kiiltiir siizlildli ve santrifiij edildi. Siipernatan, konsantre HCI
ile pH 3’e ayarland1 ve iki kez etil asetat ile ekstrakte edildi. Organik fazlar birlestirilip
kuruyana kadar buharlastirildiktan sonra metanol i¢inde ¢oziilerek dogrudan LC-MS analizi
yapildi (Liebgott et al., 2008). Kimyasal yapilar, negatif modda elektrosprey iyonizasyon ve
dort kutuplu analizor ile donatilmis bir Perkin-Elmer API150EX aparati (Perkin-Elmer Applied
Biosystems) kullanilarak LC-kiitle spektrometresi (LC-MS) ile de dogruland.

Elemental analiz

Sentezlenen melaninin organik yapisindaki karbon, hidrojen, nitrojen ve siilfliriin
tespiti, LECO CHNS 932 Element Analiz Cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.

XRD

Saflastirilan melanin toz numuneleri, 1 cm ¢apinda ve 1 mm kalinliginda diskler halinde
preslendi. Saflastirilan melanin Bruker D2 Phaser cihazda Cu(Ka) kaynagi isimasi ile
gergeklestirilmistir.

NMR

Saflastirilan melaninin NMR analizi Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya

Boliimii’ne yaptirilmastir.
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Saflastirilan pigmentin biyoaktiviteleri
Antibakteriyal aktivitenin belirlenmesi

Antibakteriyal aktivitenin belirlenmesi B. cereus BC6830, Staphylococcus aureus
BC7231, P. aeruginosa ATCC 9070, Yersinia enterocolitica ATCC 27729, Escherichia coli
BC1402 patojen bakterilerine kars1 gerceklestirildi.

Stok mikroorganizmalardan alinan suslar sivi Nutrient Broth (NB) besiyeri igerisinde
stispanse edildi. 16-18 saat boyunca 37 °C’de ¢alkalamali inkiibatorde gelistirildi. Siire sonunda
petri yilizeyine mikroorganizma (0.5 Mc Farland) suslariin steril swap yardimiyla ekimleri
yapildi. Kuyucuk yontemiyle antibakteriyal test yapildi. Pigment %15°lik DMSO c¢ozeltisinde
¢oOziildii. Steril kosullar altinda 125- 1000 pg/mL arasinda 4 farkli pigment konsantrasyonu
hazirlandi. Kontrol olarak %15’lik DMSO kullanildi. Hazirlanan konsantrasyonlar petride
acilan her bir kuyucuga 100 pL pigment ¢ozeltisi konuldu. Pigmentin antimikrobiyal
aktivitelerini incelemek igin bakteriler 37 °C’de 24 saat siireyle etiive birakildi. Siire sonunda

diskler etrafinda olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplari cetvel yardimiyla 6l¢iildii.

Pigmentin antioksidan aktivitesi

Saflagtirilmis pigmentin antioksidan aktivitesi, 0.1 mM DPPH (1,1-Difenil-2-pikril-
hidrazil) ¢ozeltisi ile test edildi. %0,002 gr DPPH 100 ml metanolde ¢6ziildi. 1000 pL pigment
¢ozeltisi tizerine 250 pL pigment ¢ozeltisi eklendi ve 25 dk karanlikta bekletildi. Reaksiyon
karisiminin optik yogunlugu, siire sonunda 517 nm’de UV-Vis spektrofotometre ile dlgiildii.
Calismada askorbik ve gallik asit kontrol olarak kullanildi. Calisma konsantrasyonu olarak

12,5- 200 pg/mL kullanildi. Asagidaki formiille, DPPH siiplirme etkisinin yiizdesi hesaplandi.
DPPH siipiirme etkisi (%) = [(A0-A1) / A0] x 100

A0 = kontrol OD’si, A1 = numunenin OD’si

Inhibitérler kullanilarak fungal melanin sentez yolunun belirlenmesi

Sentetik inhibitorlerin saflastirilmis melanin iizerindeki etkisi, melanin sentezi

inhibitorlerinin etkisi incelenerek belirlendi.

Otoklavlanmis PDA ortamina 50 pg/mL konsantrasyonunda 22 um steril filtreden
gecirilen DOPA yolunu inhibe eden kojik asit (Sigma, ABD) ve tropolon (Tokyo Chemical
Industry Co. Ltd., Japonya) ve DHN melanin yolunu inhibe eden trisiklazol (Tokyo Chemical
Industry Co. Ltd., Japonya) ve ftalit (Tokyo Chemical Industry Co. Ltd) eklendi. Ortam, aktif

olarak biiyiiyen bir koloninin kenarlarindan kesilmis 5 mm ¢apinda bir miselyum yerlestirildi.
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Petriler, 25°C’de 10 giin siireyle inkiibe edildi ve biiylime ve pigmentasyon agisindan gozlendi
(Pal et al., 2013; Surendirakumar et al., 2022).

Ayrica, melanin sentez yolunu belirlemek i¢in 10 giinkliik kiiltiir s1ivis1 alinarak QTOF
LC-MS ile melanin pigmentinin 6nciil maddeleri belirlenmistir. Bu amag i¢in, hiicresiz kiiltiir
stipernatant1 1 N HCl ile pH 3 indirilmis ve etil asetat ile 2 kez ekstrakte edilmistir. Organik faz

evaparatorle uzaklastirilmis ve metanol iginde ¢oziilerek analiz edilmistir.

Melanin iceren UV koruyucu film iiretimi

Polivinil alkol (PVA) ultra saf deiyonize su i¢ginde 60 mg/mL konsantrasyonda ¢oziildii.
PVA soliisyonu 1 saat 60°C’de karistirild1 ve %1,5 gliserol ilave edildi. 0,045 g melanin 4000
uL pH 8 Tris tamponu ¢dzeltisinde ¢oziildi. PVA ¢ozeltisine melanin eklenerek ve 1 saat oda
sicakliginda karistirildi. Eklenen melaninin agirlik yiizdeleri PVA konsantrasyonlarina gore
%0,5, %1, %2 ve %4 olarak hazirlandi. Hazirlanan ¢6zeltiler 60 °C firinda ince film haline

gelinceye bekletildi.

flgili numunelerin optik 6zelliklerini anlamak icin 200 ile 1100 nm arasinda UV-Vis
Spektrometresi kullanilarak absorbans spektrumlarini elde edildi. Absorbans grafiklerine dayali
olarak, dogrudan ve dolayl1 enerji bant araligin1 (Eg) tespit etmek i¢in asagida verilen Davis—

Mott bagintis1 (Mott and Davis, 1971) kullanild:.
(ahv)" = A(hv — E;) (1)

Burada A bir sabit, a sogurma katsayisi’dir. Numuneler i¢in hesaplanan bant araligi

enerjileri, dogrudan gecisler icin n = 2 ve dolayl gegisler icin n = 1/2 alinarak incelendi.

Numunelerdeki yapisal diizensizligi belirlemek i¢in Urbach enerjisi, bant ¢izgilerinin

genigligini tanimlayan asagidaki baginti (2) kullanilarak elde edildi (Urbach, 1953)
In(a) = In(ay) + mw 2
Ey

Burada ao bir sabit ve Ey Urbach enerjisidir. Eu degerleri hv’nin yanina In(o) gizilerek
cikarilacaktir ve elde edilen egriler i¢in egimin tersi hesaplanarak Eu degerleri elde edildi.
Numunelerin kirilma indisi (n) yansima ve gegirgenlik 6l¢timleri ile elde edilen sonuglarin

asagidaki bagintida kullanilmasi ile hesaplandi (Abeles, 1972).

1/2

n= G - 2) * ((1 iRR)Z B Kz) 3

Burada k, extinction katsayisini and R ise yansima datasini gostermektedir.
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Kirilma indisinin (Eqg) enerji dagilim parametresi ve tek osilator enerjisinin (Eo)

ortalamasi denklem 4 (Wemple and DiDomenico, 1971) kullanilarak hesaplandi.

(M =17 =2 = ) (w)? (4)

Melanin iceren PVA-gliserol filmlerin analizleri

Elde edilen filmin yiizey goriintiisii ve yapist FTIR, SEM ve XRD cihazlariyla
belirlendi.

Istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler, Windows igin SPSS programinin 16.0 siiriimii kullanilarak tek
yonllii varyans analizi (ANOVA) ile gergeklestirildi. Her ¢alismanin ortalama degerleri
arasindaki onemli farkliliklar (P <0.05) belirlemek i¢in Tukey aralig: testi kullanildi.
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Cahsmada Kullamilan Mikroorganizma

Izole edilen ve caligmada kullanilan MO-7 izolatinin 18S rRNA gen analizi ile
Scolecobasidium musae olarak tanilanmistir. Analiz sonucunda %99,86 benzerlikle (726 bp)
MO-7 izolatinin Scolecobasidium musae oldugu tespit edilmistir. GenBank’ta S. musae MO-7
izolat1 OP437997.1 erisim numarasi ile kayitlidir. PDA besiyerinde 10 giin gelistirilen fungusun
misel ve spor yapisi Olympus DF71 mikroskobu ile goriintiilenmistir (Sekil 3).

Sekil 3. S. musae’nin petri ve mikroskop goriintiisii

Izole edilen fungus PDA besiyerinde yavas gelisim gostermekte ve koyu kahverengi
renktedir. Sekil 4’de, filogenetik agag¢ta S. musae MO-7 ile yakindan iliskili tiirler

gosterilmistir.

Scolecobasidium tiirleri ¢ok gesitli substratlar tizerinde kolonize olabilirler (Samerpitak
et al., 2014). Calismada kullanilan mikroorganizma ¢amasir makinasindan izole edilmistir. Bu
calismaya benzer olarak O. musae, Exophiala dermatitidis, Cyphellophora europaea,
Cyphellophora pluriseptata, C. laciniata, Knufia epidermidis, Cladosporium halatolerans, C.
sphaerospermum, O. constricta, O. humicola, Phialophora verrucosa ve K. perforans gibi
birgok fungus ¢amasir makinasindan izole edilmistir (Hashimoto et al., 2019). Baska bir
calismada sodyum oleat ve polioksietilen-9- lauril eter iceren deterjanlar1 pargalayabilen
funguslar (S. humicola, S. constricta, S. terreum ve S. gallapova) izole edilmistir (Abe and
Hamada, 2011). Ayrica bulagik makinesi bulunan mutfaklarda Exophiala, Aureobasidium,
Cladophialophora, Fonsecaea ve Ochroconis cinslerine ait siyah maya benzeri mantarlar tespit
edilmistir. Zupancic¢ et al., (2016) ve Tischner et al., (2019)’da ¢amasir makinalarindan 32
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maya ve 39 fungus (Acremonium, Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Mucor, Rhizopus,

Scolecobasidium ve Trichoderma) izole edilerek tanimlanmaistir.

Scolecobasidium pandanicola (NR_145399.1)
Scolecobasidium constrictum (KX610329.1)
a Scolecobasidium dendroides (F1914704.1)
Scolecobasidium ellipsoideum (MZ503752.1)
a Scolecobasidium dracaenae (NR_145404.1)
Scolecobasidium humicola (MH063165.1)
a Scolecobasidium mirabilis (MW434076.1)
aScolecobasidium musae (OP437997.1)
| | 9 Scolecobasidium musae (OW987631.1)

=
[ =)

0.02 Scolecobasidium musae(MHO063176.1)
Sekil 4. MO- 7 izolatinin 18s rDNA dizilerine dayal1 filogenetik agact
Melanin Pigment Uretiminin Optimizasyonu
Pigment iiretimine sicakhigin etkisi

Sicaklik pigment iiretiminde 6nemli bir parametredir. Sekil 5’de goriildiigi gibi en 1yi
melanin pigment tiretimi 30 °C’de 650 mg/L iken en diisiik melanin tiretimi 35 °C’de 20 mg/L
olarak dlgtilmistiir. En iyi biyomas tiretimi 30°C’de (5,02 g/L) gozlenmistir. 35 °C’de pigment
tiretimi olumsuz etkilenmistir. Son pH 6l¢iimlerinde ise en yiiksek mealanin iiretimi 30 °C’de

8,52 mg/L iken 35 °C’de 6,09 olarak ol¢iilmiistiir.

Nocardiopsis alba ile Box-Behnken tasarimi ile optimum melanin iretimi, sivi
fermantasyon kosullar1 altinda pH 7,5, sicaklik 35°C, tuz %2,5, sakaroz 25 g/L ve tirozin 12,5
g/L ile 3,4 mg/mL melanin elde edilmistir (Kiran et al., 2014). Aygigeginde ciddi patojen olan
Alternaria helianthi’nin biiyiimesi ve melanin tiretimi pH 6,5°de ve 30 °C’de optimum iken
30°C’nin iizerinde biyomas ve melaninin iiretimi inhibe olmustur (Anitha and Murugesan,
2008). Spissiomyces endophytica ile yapilan ¢alismada optimum melanin iiretimi 25 °C’de elde
edilirken daha yiiksek sicakliklarda (30, 35 ve 40 °C) melanin iiretimi ger¢ceklesmemistir
(Suwannarach et al., 2019). P. stutzeri’den melanin {iretimi iizerine yapilan ¢aligmada pH
6,7'nin optimal oldugu bulunmustur. Farkli sicakliklarda (20- 45 °C) melanin iiretimine
bakildiginda 37 °C’de maksimum melanin tiretimi gézlemistir. 45 °C’ye kadar sicaklik artisinda
biiyiime ve melanin iiretiminde kademeli ve esit bir diisiis olmustur. 150 rpm’lik ¢alkalama hizi
iyl bilylimeyi ve melanin iretimini desteklemistir. Yiiksek ¢alkalama hizlarinda, melanin

tiretiminin kademeli olarak diistiigiide belirlenmistir (Ganesh Kumar et al., 2013).
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Sekil 5. Sicakligin melanin {iretimi, biyomas ve son pH’a etkisi
pH’1n pigment iiretimine etkisi

pH fungus gelisiminde ve pigment iiretiminde Onemli bir faktordir. Sekil 6’da
goriildiigli gibi en iyi melanin pigment liretimi 690 mg/L ile pH 7’de Ol¢lilmiistiir. En az
pigment tiretimi pH 9’da (410 mg/L) elde edilmistir. En fazla biyomas olusumu pH 5°te (5,02
g/L) elde edilirken, en diisiik biyomas iiretimi pH 9’da (3,8 g/L) elde edilmistir. Son pH

Olclimlerinde ortamin baglangic pH’1 arttikga arttig1 belirlenmistir.

Fermentasyon ortaminin baglangi¢c pH’1 fungus metabolizmasini etkilemektedir (Ozdal
and Kurbanoglu, 2019). Spissiomyces endophytica ile yapilan ¢alismada optimum melanin
tretimi pH 6’da elde edilirken daha yiiksek pH’larda melanin tiretimi kademeli olarak
azalmigtir (Suwannarach et al., 2019). Optimum melanin {iretimleri Streptomyces glaucescens
(El-Naggar and El-Ewasy, 2017) ve A. pullulans (EI-Gamal et al., 2017) i¢in pH 7, A. helianthi
(Anitha and Murugesan, 2008) i¢in pH 6,5, Auricularia auricula (Sun et al., 2016) i¢in pH 6

olarak belirlenmistir.
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Sekil 6. pH’1n melanin iiretimi, biyomas ve son pH’a etkisi
Pigment iiretimine karbon kaynaklarimn etkisi

Karbon kaynaklart melanin tiretiminde dnemli bir parametredir. Sekil 7° de goriildiigi
gibi en yliksek melanin iiretimi karbon kaynagi olarak glukoz kullanildiginda (690 mg/L) elde
edilmistir. En fazla biyomas olusumu siikroz ortaminda (5,2 g/L) elde edilirken en diistik
biyomas nisasta kullanildiginda (2,7 g/L) elde edilmistir. Ortam pH’s1 genel olarak artmistir.
Dolayisiyla ¢alismanin bundan sonraki boliimlerinde karbon kaynagi olarak glukoz kullanilarak
devam edilmistir. Karbon kaynagmin kullanildigi tiim ortamlarda melanin olusumu

gozlenmistir (Sekil 9).

Melanin iiretiminde kullanilan karbon kaynagi ve konsantrasyonu dogrudan pigment
tretimini etkilemektedir. Bu nedenle bir¢ok c¢alismada melanin iiretimi iizerine karbon

kaynaklarinin etkisi ¢alisilmistir.

Melanin tiretiminde en uygun karbon kaynaklar1 A. pullulans (EI-Gamal et al., 2017),
A. fumigatus (Raman et al., 2015) ve Beijerinckia fluminensis (Joshi et al., 2021) igin glukoz

iken Actinoalloteichus sp. (Manivasagan et al., 2013) igin gliserol olarak belirlenmistir.
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Sekil 7. Karbon kaynaklarinin melanin, biyomas ve son pH f{izerine etkisi

Glukoz konsantrasyonu melanin iiretiminde onemlidir. Sekil 8’ da goriildiigii gibi en
yiikksek melanin tiretimi %1,5 glikoz kullanildiginda (740 mg/L) elde edilmistir. En fazla
biyomas olusumu %?2 glikoz ortaminda (5,9 g/L) elde edilirken en diisiik biyomas %0,5 glukoz
kullanildiginda (3,5 g/L) elde edilmistir. Ortam pH’1 yiiksek glikoz konsantrasyonlarinda
dismistiir. Glukozun kullanildigi her konsantrasyonda melanin olusumu belirlenmistir (Sekil
7).

Karbon kaynaginin se¢imi, sekonder metabolitleri ve dolayisiyla enzim ve pigment
olusumunu o6nemli 6lgiide etkilemektedir. Penicillium chrysogenium kiiltiiriiniin patates
nisastasi, sakkaroz, glukoz, fruktoz, laktoz ve gliserol gibi karbon kaynaklarinin %?2,0
konsatrasyonunda calisildiginda en yiiksek melanin {iretimi sirasiyla patates nisastasi, glukoz,
fruktoz, siikroz, laktoz ve gliserol ortamlarinda elde edilmistir (El-Batal et al., 2017).
Auricularia auricula ile sivi kiiltiirde melanin tiretiminde %1 metanol, %0,25 fistik yagi, %1,0
stearik asit veya %0,5 palmitik asidin melanin biyosentezini artirdigi; ancak Tween 80’in ise
melanin olusumunu 6nemli 6l¢tide azalttigi belirlenmistir (Wu et al., 2018). Actinoalloteichus
sp. MA-32 ile melanin iiretiminde %1 nisasta, glukoz, fruktoz, maltoz, sukroz, laktoz gibi
karbon kaynaklarinin varliginda en yiiksek melanin {iretimi nisasta kullanildiginda (125,04
ug/mL) elde edilmistir (Manivasagan et al., 2013). B. subtilis 4NP-BL ile 1 g/L tirozin i¢eren
ISP-4 ortaminda melanin iretiminde nisasta, glukoz, fruktoz ve maltoz gibi karbon
kaynaklarimin varliginda en yiiksek melanin tiretimi maltoz kullanildiginda (664,4 ug/mL) elde
edilmistir (Ghadge et al., 2020).
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Sekil 8. Glukoz konsantrasyonlarinin melanin, biyomas ve son pH’a etkisi
Pigment iiretimine azot kaynaklarmin etkisi

Sekil 9’da goriildiigi gibi en yiiksek melanin {iretimi azot kaynagi olarak kazein
kullanildiginda (800 mg/L) elde edilmistir. En fazla biyomas olusumu kazein varhiginda (5,6
g/L) elde edilmistir. Calismanin bundan sonraki boliimlerinde azot kaynagi olarak kazein
kullanilmistir.  Ure ve NH4SO4 kullanildiginda ¢ok az biyomas elde edilmistir ve fungusun
biiyiimesine engelleyici bir etki géstermistir. Ortam pH’1 farkli azot kaynaklarinda 2,8 ile 8,0
arasinda degiskenlik gostermistir. En yiiksek pH iirenin oldugu besiyerinde, en diisiikk pH
NH4Cl oldugu besiyerinde dl¢iilmiistiir.

P. chrysogenium ile melanin iiretiminde %2,0 konsantrasyonunda pepton, maya 6ziiti,
sodyum nitrat, amonyum siilfat ve amonyum nitrat gibi ¢esitli organik ve inorganik azot
kaynaklar1 kullanildiginda optimum melanin liretimi maya 6ziitii kullanildiginda elde edilmistir
(El-Batal et al., 2017). Actinoalloteichus sp. MA-32 ile melanin iiretiminde %1 pepton, maya
0ziiti, kazein, malt ekstrakt, KNOs gibi azo kaynaklarinin varliginda en yiiksek melanin tiretimi
kazein kullanildiginda (128,68 pg/mL) elde edilmistir (Manivasagan et al., 2013). B. subtilis
4NP-BL ile 1 g/L tirozin igeren ISP-4 ortaminda melanin {iretiminde sodyum nitrat, KNOs,
amonyum siilfat, et ekstrakti, beef ekstrakt, peptone, kazein varliginda en yiliksek melanin
tiretimi sodyum nitrat kullanildiginda (902 pg/mL) elde edilmistir (Ghadge et al., 2020). A.

pullulans ile yapilan melanin {iretimi ¢alismasinda optimum sartlar pH 7, 30 °C, %3 siikroz, %
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3,5 peptone ve 7. giiniin sonunda 550 mM melanin tiretimi gergeklesmistir (EI-Gamal et al.,
2017).
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Sekil 9. Azot kaynaklarinin melanin tiretimi, biyomas ve son pH tizerine etkisi

Sekil 10°da goriildiigii gibi en yiiksek melanin tiretimi %1 kazein kullanildiginda (800
mg/L) elde edilmistir. En fazla biyomas olusumu %2 kazein konsantrasyonunda (6,1 g/L) elde
edilirken en diisiik biyomas %0,5 kazein kullanildiginda (5,6 g/L) elde edilmistir. En yiiksek
son pH, %1 kazein konsantrasyonunda 7,54 olarak ol¢iilmiistiir.
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Sekil 10. Kazein konsantrasyonlarinin melanin iiretimi, biyomas ve son pH tizerine etkisi
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Pigment iiretimine metal tuzlarinin etkisi

Sekil 11’de goriildiigii gibi en yiiksek melanin tiretimi 100 mg/L Cu kullanildiginda
(900 mg/L) elde edilmistir. Bunun yaninda Cu, Fe, Co, Ni, Mn ve Zn tuzlarinin melanin
pigment tiretimini tesvik ettigi belirlenmistir. Ca tuzunun ise melanin iiretimini kontrol grubuna
gore azalttig1 belirlenmistir. Kullanilan tuzlar igerisinde en diisiik biyomas (4,8 g/L) 200 mg/L
Ca varliginda tespit edilmistir. Bu ortamlarda pH degisimleri 7,37-8,1 arasinda oldugu

gorilmistiir.

Ortama 50-350 mg/L Cd(Il) eklenmesi Exophiala pisciphila’da melanin {iretimini
artirmistir (Zhan et al., 2011). Ayrica mantar melanin igeriginin Pb(Il) ilavesiyle arttigi da
belirlenmistir (Ban et al., 2012) CuSOas, FeSOs, ZnSO4 ve MnSO4 gibi metal tuzlarinin 0,2 mM
konsantrasyonunda sirastyla Cu*?, Fe*2, Mn*2 ve Zn*?’nin P. chrysogenium melanin iiretimini
arttrmustir (EI-Batal et al., 2017). Auricularia auricula fungusu ile ylizey yanit metoduyla
yapilan ¢alismada optimal ortam bilesiminin %26,80 (v/v) bugday kepegi ekstresi, 1,59 g/L L-
tirozin ve 0,11 g/L CuSO4 oldugu ve maksimum melanin veriminin 519,54 mg/L oldugu
bulunmustur (Zou and Hou, 2017). Bu g¢alismada da Cu, Co, Zn, Fe, Mn ve Ni’nin melanin
tiretimini artirdigr belirlenmistir. Calisilan heriki konsantrasyonda da Ca’nin melanin {iretimi

tizerine olumlu bir katkis1 olmadig1 belirlenmistir.
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Sekil 11. Metal Tuzlarinin melanin {iretimi, biyomas ve son pH’a etkisi
Pigment iiretimine inkiibasyon siiresinin etkisi

Sekil 12°de zamanin pigment iiretimine etkisi belirlenmistir. En iyi melanin pigment
tiretimi 18. giinde 980 mg/L olmustur. 18. giinden sonra pigment iiretimi, Son pH ve biyomas

azalmaya baglamigstir.
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En yiliksek melanin iiretimi i¢in optimum inkiibasyon siiresi, bakteri, maya ve fungus
tirlerine gore farklilik gostermektedir. Nocardiopsis alba ile optimum melanin tiretimi 144.
saatte elde edilmistir (Kiran et al., 2014). Actinoalloteichus sp. MA-32 ile melanin {iretimi 120.
saatte gergeklesmistir (Manivasagan et al., 2013). Ali et al., (2011), Streptomyces virginiae
tarafindan melanin olusumunun inkiibasyon periyodunun 10. giinlinde maksimum pigment
olusumu seviyesine ulagildigini ve ardindan yavas yavas azaldigini 6lgmiistiir. Benzer sekilde
Rani etal., (2013), Hortaea werneckii’nin inkiibasyon siiresinin 8. giiniinde maksimum melanin
tiretimi elde etmislerdir. Bir endofitik mantar olan Spissiomyces endophytica ile en yiiksek
melanin iretimi glukoz maya 6ziitli pepton ortaminda, 6,0’lik bir baslangi¢c pH degerinde ve ti¢
haftalik inkiibasyonda 25 °C’de goézlenmistir (Suwannarach et al., 2019). Amorphotheca
resinae KUC3009 ile pepton maya ekstrakti glikoz (PYG) siv1 besiyerinde (20 g/L glikoz, 10
g/L pepton ve 5 g/L maya ekstrakt1) maksimum melanin {iretimi 14. giinde elde edilmistir (Oh

et al., 2020). Bu ¢alismada da maksimum melanin tiretimi 18. giinde elde edilmistir.

C— Melanin (mg/L) - B - Biyomas —a&— son pH

1200 - 10

-9

1000 -+ C

- 8
T
-7 o
g 800 - ¥ (%
E P
= 600 - s 3
S -
T * 4 g
= 400 - ; S
-3 >
: m

200 - F 2

-1

0 I T I 0

3 8 13 18 24 30
Zaman (giin)

Sekil 12. Farkli zamanlarin melanin {iretimi, biyomas ve son pH’a etkisi
Spissiomyces endophytica ile yapilan ¢alismada en yiiksek mantar pigmenti verimi,
25°C’de, glikoz maya 6zl pepton ortaminda, 6,0’lik bir baslangi¢c pH degerinde ve ti¢ haftalik

kiiltivasyon boyunca gdzlenmistir. Sonuglar, sivi ortamin, baslangic pH’sinin ve sicakligin

mantar melanin iiretimini etkiledigini ortaya koymustur (Suwannarach et al., 2019).

Actinoalloteichus sp.’den melaninin izolasyonu ve karakterizasyonu iizerine yapilan

calismada melanin optimum olarak pH 7-9’da ve 45 - 60 °C sicaklikta en iyi tretimi
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gerceklestirilmistir. Actinoalloteichus sp. MA- 32 ile melanin iiretimi nisasta igceren ortamda
(125,04 pg/mL) glukoza (113,29 pg/mL) gore daha fazladir. Melanin iretimini kazein ve
pepton gibi nitrojen kaynaklari da 6nemli dlglide etkilenmistir. Kazeinin, melanin tiretimi igin
iyi bir nitrojen kaynagi oldugu belirlenmistir (128,68 ug/mL). Test edilen ¢esitli karbon ve azot
kaynaklar1 arasinda nisasta ve kazeinin melanin {iretimi i¢in en uygun substratlar oldugu
bulunmustur. Optimize edilmis ortamda 180 saate kadar inceleme yapilmis 120 saatlik
inkiibasyonda 97 pg/mL’lik maksimum melanin iiretimine ulasilmistir (Manivasagan et al.,
2013).

Ophiocordyceps sinensis’ten tiretilen melaninin karakterizasyonu tizerine yapilan
calismada maksimum misel kuru agirligi 25. giinde 23,45 g/L olarak 6l¢iilmiistiir. Duragan faz
sadece 2 giin siirmiis ve yakinda 6liim asamasina doniilmiistiir. Ortamdaki melanin 15. giinde
tespit edilebilmis ve ardindan melanin tiretimi 35. giine kadar artmis ve sonra melanin tiretimi

sabit kalmigtir. Ortamin baslangi¢ pH degeri 7,8’¢ yiikselmistir. (Dong and Yao, 2012).

Melanin Pigmentinin Saflastiriimasi

Bu ¢alismada KOH ile pigmentin ¢oziirliigii saglanmis ve HCl ile pigmentin ¢okeltilerek
geri kazanilmasi saglanmistir. Geri kazanilan melanin HCI ortaminda kaynatilarak igerigindeki
istenmeyen bilesiklerin yapitaglarina par¢alanmasi saglanmis ve organik ¢oziiciiler kullanilarak

melanin saflastirilmasi gerceklestirilmistir.

Melanin ekstraksiyonu ve saflastirma prosediirlerinin se¢imi, biiyiik 6l¢iide melanin
kaynagina (mantar, bakteri, hayvan veya insan kili), lokalizasyona (hiicre igi/hiicre dis1) ve

¢alismanin nihai amacina baglidir (Pralea et al., 2019).

Melaninler genellikle diger hiicresel bilesenlere siki sikiya bagli olduklarindan,
melaninin saflastirilmas1 zor olabilir. Melanin ekstraksiyonlarinin ¢ogu, 1 M NaOH
(Selvakumar et al., 2008; Wang and Rhim, 2019), 1 M KOH veya 0,5 M NHsOH (Ye et al.,
2014) ile su banyosunda veya otoklavda geri akisla alkalin muamelesini igerir.

Cok sayida ¢alisma sert hidrolitik ekstraksiyonlar melaninlerin asit muamelesinde,
ozellikle de genis dekarboksilasyon yoluyla 6nemli 6lgiide ayristigini gdstermistir. Proteinlerin,
karbonhidratlarin, lipidlerin ve diger biyolojik bilesenlerin melanin ile yakin iligkisinin yok
edilmesi, birka¢ saat boyunca kaynayan asitler veya bazlar ve ardindan ¢dkeltinin ardigik
yikama asamalar1 kullanilarak gergeklestirilir. Melanin saflagtirmasi 2 saat kadar 2M HCl ile
kaynattiktan sonra sirasiyla kloroform, etil asetat, aseton veya mutlak etanol (Hu et al., 2015;
Xin et al., 2015; Sun et al., 2016) gibi organik ¢oziiciiler ile ardisik yikama asamalar ile
gerceklestirilir,
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Bu ¢alismda biyomastan KOH ile pigmentin ¢6ziirliigii saglanmis ve HCl ile pigmentin
cokeltilerek geri kazanilmasi gergeklestirilmistir. Geri kazanilan melanin HCl ortaminda
kaynatilarak icerigindeki bilesiklerin yapitaslarina parcalanmasi saglanmis ve organik

¢oziiciiler kullanilarak melanin saflagtirilmasi gerceklestirilmistir (Sekil 13).

|
I

Sekil 13. Melanin pigmentinin saflagtirilmasi a) Fermentasyon sivisi, b) HCI ile ¢oeltme, ¢)
Kloroform ile yaglarin uzaklastirilmasi, d) Etanol ile ayirma

Melanin Pigmentinin Coziiniirliigii

Elde edilen saf melanin kloroform, etanol, etil asetat, aseton, su, NaOH, KOH, DMSO
(Dimetil stilfoksit), Tris tamponu gibi ¢oziiciilerde test edildiginde NaOH, KOH, DMSO, Tris
tamponunda ¢Ozlinmiistiir. Kloroform, etanol, etil asetat, aseton ve suda c¢oziinmedigi
belirlenmistir (Tablo 5). Pigment alkali ortamlarda ¢6ziiniirken (pH 8 ve {izerinde), asidik
ortamda (pH 2 ve asagisinda) ¢okeldigi gozlenmistir. Bir¢ok c¢aligmada benzer sonuglar
belirtilmistir ( Suwannarach et al., 2019; Dullah et al., 2021; Mujdeci, 2021). Melaninler,
direngli kimyasal 6zelliklere sahiptir. Yapisindaki heterojenlik ve bir¢ok farkli monomerlerden
olugmasi karakterizasyonunu zorlastirir. Yiiksek ¢oziinmezligi ve karmasik kimyasal yapilari

melanin aragtirmalarindaki ilerlemenin 6niindeki iki engeldir (Selvakumar et al., 2008).
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Tablo 5. Saflagtirilan Melaninin Coziinirliligi

Coziicii Coziiniirlik  Coziicii Coziiniirlik
Kloroform - Tris tamponu (pH 8) +
Etanol - KOH (1M) +
Etil asetat - NaOH (1M) +
Aseton - HCI (1N) -
DMSO + Saf su -

Mantar Pigmentinin Tespiti ve Miktar Tayini
Spektroskopik analiz

S. musae’den elde edilen melanin pigmenti 190-700 nm arasinda taranmis ve en yiiksek
absorbans 220 nm olarak belirlenmistir (Sekil 14). Farkli mantar kaynaklardan ekstrakte edilen
melaninlerin UV-Vis spektrumlar1 Auricularia auricula ig¢in 215 nm (Zhang et al., 2015),
Boletus griseus i¢in 214 nm (Liu et al., 2018), Inonotus hispidus i¢in 212 nm (Hou et al., 2019)
ve Pleurotus cystidiosus var. formosensis i¢in 280 nm (Selvakumar et al., 2008) olarak

belirlenmistir.

Melaninin UV-goriiniir absorpsiyon spektrumu, esas olarak, bir 6n asamada ekstrakte

edilen pigmenti tanimlamak ve karakterize etmek i¢in kullanilmistir.

(Cogu melanin tiirii i¢in, alkali ¢ézeltilerin maksimum absorpsiyon dalga boyu, melanin
kaynagina bagli olarak 196- 300 nm arasinda degisir. Alkali melanin ¢ozeltileri, UV bolgesinde,
daha uzun dalga boylarima dogru kademeli olarak azalan giiclii bir optik absorbans sergiler.
Melaninin yiiksek UV 15181 absorpsiyonu yapisindaki kompleks konjuge molekiillerden
kaynaklanmaktadir (EI-Naggar and EI-Ewasy, 2017; Hou et al., 2019).
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Sekil 14. Saflastirilan melaninin spektroskopik analizi
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Sekil 15. Saflastirilan melaninin spektrofotometrik sonuglari

Saflastirmadan sonra elde edilen mantar pigmenti UV ile goriilebilen absorpsiyon
spektrumu, 340, 400 ve 650 nm dalga boylarinda bir UV-goriiniir spektrofotometre ile 1 mol/L
KOH ¢ozeltisinde olgiildii (Sekil 15). Daha onceki calismalarda da 400 nm melanin
konsantrasyonunun belirlenmesinde kullanilmistir (Wu et al., 2018; Ghadge et al., 2020; Liu et
al., 2021).

Saf Melaninin Standart Calismasi

Sentetik melaninin (10-100 pg/mL) 6 seri diliisyonunun 400 nm absorbansina dayali
olarak, kantifikasyonu i¢in dogrusal bir standart egri (y = 0,3154x - 0,4129, R = 0,99006) elde
edilmistir (Sekil 16).
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Sekil 16. Saflastirilan melaninin standart ¢aligmasi

FT-IR analizi

FT-IR, bilesikteki ana fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi saglar. Sentetik ve saflastirilan
melanin pigmetinin analizi Sekil 17°de gosterilmistir. 873,72 cm™ civarindaki pik, aromatik C-
H grubundan kaynaklanmaktadir. 1,225-950 cm™ ve 900-670 cm™ arasinda birka¢ bandin
olugmasi, sirastyla diizlemde ve diizlem dis1 biikiilmede aromatik CH ile iliskilidir1,420 ile
1,310 cm™ arasindaki bantlar, 1207 cm™’deki bandin yami sira fenol grubuna da karsilik
gelebilir. 3600 - 3200 cm™ spektral bolgeler arasinda genis bir absorpsiyonun, karboksilik
asidin O-H ve N-H germe titresimlerine ve indolik ve pirolik sistemlerde bulunan fenolik ve
aromatik amino fonksiyonlarina atfedilir. 1631,73 cm™ ‘de ve 1451,14 ile 131541 cm™
arasinda gozlenen pikler, C=0 ve/veya COO- gruplar1 ve OH fenolik gruplar1 ile konjuge

aromatik C=C halkasinin titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 3400 cm™

civarinda genis
absorbans goriiniimii ~OH ve -NH; gruplarinin varligma isaret ederken, 3000-2800 cm™
bolgesindeki pik alkil grubunun varligma isaret eder. ~1640 cm™ ve ~1538 cm™ pikler,
asimetrik ve simetrik gerilmeye sahip karboksilik grubun (-COOH) gostergesidir (Amin et al.,

2018; Ben Tahar et al., 2020; Ghadge et al., 2020).
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Sekil 17. Melaninlerin FTIR analizi
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Elemental analiz

Sentezlenen melaninin elemental analizi ile C, H, N ve S miktarlar1 sirasiyla %4,18,
%5,977, %7,045 ve %0,075 olarak belirlenmistir (Tablo 6). Saflastirilmis melaninin yiiksek
C/H oranindan dolay1 birgok aromatik yapilar igerdigi sdylenebilir (Ghadge et al., 2020).

Tablo 6. Melaninlerin Elemental Bilesenleri

Mikroorganizma C H N S Kaynak

B. subtilis 4NP-BL 41,7 6,56 8,57 0,98 (Ghadge et al.,
2020)

Klebsiella sp. GSK 47,9 6,9 12,0 0,9 (Sajjan, 2010)

Auricularia 42,12 7,14 8,70 - (Zheng et al., 2019)

polytricha

Amorphotheca 52,7 4,6 6,9 0,8

resinae (Oh et al., 2020)

Phoma sp 56,71 5,15 0,62 - (Surendirakumar et
al., 2022)

Lachnum sp. 50,79 3,832 - 0,778 (Xu et al., 2020)

Auricularia auricula 44,29 4,63 8,49 0,94 (Sun et al., 2016)

Vibrio alginolyticus 60,37 3,44 7,68 0,69 (Kurian and Bhat,
2018)

Ochroconis 552+1,4 6,2+0,2 5,7+0,3 0,5+0,1 (De la Rosa et al.,

lascauxensis 2017)

Ochroconis 54,6+1,2 6,2+0,1 6,9+0,5 0,5+0,1

tshawytschae

Ochroconis anomala 56,5+ 1,5 n.d. 56+0,4 n.d.

Scolecobasidium 48,18 5,977 7,045 0,075 Bu ¢calisma

(Ochroconis) musae
n.d.: belirtilmemis

NMR

Melanin i¢inde yapisal diizenlemenin varligini dogrulamak i¢in 1H-NMR
kullanilmistir. (Sekil 18) 0,8 ve 1,00 ppm arasindaki rezonanslar CH2CH3 ve CH(CHz) gibi
alkil fragmanlarina atanabilir. 1,0 ile 3,00 ppm arasindaki rezonanslar, indol ile baglantili bir
NH-grubunun varligina atanabilir. 2,2 ve 2,8 ppm’deki sinyaller metilen gruplarina atanir. 3,4
ve 4,4 ppm arasindaki pikler, nitrojen ve/veya oksijen atomlarma bagli metil veya metilen
gruplarina bagli protonlara atanabilir. 4,5 ve 5,2 ppm arasindaki rezonanslar, melanin
polimerlerindeki C=C gruplarinin anomerik protonlarina atanmistir. 8,0 ve 6,0 ppm arasindaki
rezonanslar, melaninin aromatik fonksiyonel gruplarindan kaynaklanir ve 6zellikle aromatik
bolgedeki 7,286 ve 7,21’deki rezonanslar, indoliin aromatik hidrojenine ve/veya melanin
polimer zincirlerinin pirol halkalarina baglanabilir. Melanin pargasinin 8,00 ppm’de singlet piki
—NH gruplarinin varligini ispatlamaktadir (Katritzky et al., 2002; Amin et al., 2018; Wang et
al., 2019).
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Sekil 18. S. musae 'den saflastirilan melaninin NMR analizi
Saflastirilan Pigmentin Biyoaktiviteleri

Melaninin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

1 ppm

Dogal iiriinler yeni antibiyotik ajanlarinin 6nemli kaynagi olarak kabul edilmektedir. Bu

calismada saflastirilan melaninin 3 Gram negatif ve 2 Gram pozitif bakteriye karsi

antibakteriyal aktivitesi ¢alisilmistir. En fazla antibakteriyal aktivite B. cereus’a karsi elde

edilmistir (Tablo 7).

Table 7. S. musae Melanin’inin Antimikrobiyal Aktivitesi

Konsantrasyon Escherichia Pseudomonas Yersinia Staphylococcus Bacillus
(ng/mL) coli aeruginosa enterolitica aureus cereus
100 1,6 1,2 14 1,3 1,7

50 1,2 11 1,2 1,2 1,5

25 0,9 0,8 0,9 0,7 1,2
12,5 - - - - 1
Gentamisin 1,8 2,0 1,9 2,1 2,0

Daha Onceki c¢alismalarda da melaninin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu

belirlenmistir (Ghadge et al., 2020). Disk diflizyon yontemiyle yapilan ¢alismada B. subtilis’ten

elde edilen melaninin E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Mycobacterium
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smegmatis, Xanthomonas campestris ve Alteromonas macleodii bakterilerine karsi melaninin
antibakteriyal aktivitesi gosterilmistir. Barretto and Vootla (2020), agar kuyucuk difiizyon
yontemiyle yaptiklari ¢aligmada Cryptococcus rajasthanensis’den elde edilen melaninin S.
aureus, B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa ve C. albicans’a kars1 antimikrobiyal aktivitelerini
gostermislerdir. Baska bir ¢alismada P. balearica’dan elde edilen melaninin S. aureus, E.
chrysanthemi, E. carotovora, E. coli ve C. albicans’a kars1 antimikrobiyal aktivitesi
belirlenmistir (Zerrad et al., 2014). Streptomyces sp. (MVCS13) melaninin balik patojenlerine
(Aeromonas, Bacillus, Citrobacter, Edwardsiella, Vibrio) karsi etkili oldugu bulunmustur

(Sivaperumal et al., 2014).

Melaninin antioksidan aktivitesi

Saflastirilan melaninin DPPH inhibisyonu standart gallik asit ve askorbik asit ile
karsilastirilmistir. ICso degeri stanadart gallik asit i¢in %32,9, askorbik asit icin %34,2 ve
melanin i¢in  %83,3 pg/mL olarak hesaplanmistir. Gallik asit ve askorbik asit
konsantrasyonlarina benzer olarak artan melanin konsantrasyonlarinda da DPPH siipiirme etkisi

artmistir (Sekil 19).

B. subtilis 4NP-BL’den saflastirilan melaninin IC50 degeri 37,17 pg/mL iken askorbik
asitin IC50 degeri 38,83 pg/mL olarak belirlenmistir (Ghadge et al., 2020). A. bridgeri ‘den elde
edilen melaninin 1C50 degeri 54,12 pg/mL iken askorbik asidin IC50 degeri 40,28 pg/mL
olarak belirlenmistir (Kumar et al., 2011). Ophiocordyceps sinensis’den elde edilen melaninin
IC50 degeri 18,51 pg/mL iken a-tocopherol iin IC50 degeri 40 pg/mL olarak belirlenmistir
(Dong and Yao, 2012). Phoma sp’den saflastirilan melaninin IC50 degeri 69 pg/mL iken
askorbik asitin IC50 degeri 41 ug/mL olarak belirlenmistir (Surendirakumar et al., 2022).

120 OAskorbik asit BGallik asit = Melanin

100 'I'
& 80 g ]
S b
3 =
> 60
S
= 40
o

20 I

0 v v r r
12,5 25 50 100 200
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 19. S. musae melaninin DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitesi
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inhibitorler kullamlarak fungal melanin sentez yolunun belirlenmesi

Calismada DOPA yolunu inhibe eden kojik asit ve tropolon ile DHN melanin yolunu
inhibe eden trisiklazol ve ftalit PDA besiyerine 50 pg/mL konsantrasyonda ilave edilerek

melanin inhibisyonuna bakilmistir (Sekil 20).

\

Sekil 20. Melanin inhibitdrleri uygulamasi

Enzim inhibit6rii analizi, bilesiklerin dogal biyosentezinde yer alan bilinmeyen yollari
veya anahtar enzimleri kesfetmek i¢in dolayli; fakat faydali bir yaklasimdir. Farkl
mantarlardaki melanin sentez yollarini incelemek i¢in, farkli mantarlarda melanin biyosentezini
inhibe etmek igin ¢esitli bilesikler kullanilmistir. Ornegin, kojik asit ve tropolon, Aspergillus
niger, A. tamarii ve A. flavus tarafindan melanin sentezinin L-DOPA melanin yolunu inhibe
etmek i¢in kullanilmistir. Trisiklazol ve ftalid, sirasiyla A. terreus ve A. tubingensis tarafindan
melanin sentezinin DHN melanin yolunu inhibe etmek igin kullanilmistir (Pal et al., 2013).
Spissiomyces endophytica ile yapilan melanin inhibisyon ¢alismasinda tricyclazole and
phtalide’in melanin olusumunu etkili bir sekilde baskiladigi ve sentez yolunun 1,8-DHN yolu
oldugu belirlenmistir (Suwannarach et al., 2019).

Bu caligmada da inhibitorler S. musae’daki melaninin biyosentetik yollarini incelemek
icin kullanildi. Kojik asit, trisiklazol ve fitalid melanin sentezini engelleyememesi gercegi,
Scolecobasidium (Ochroconis) melaninin DOPA ve DHN o6nciilerine dayali olmadigini
gostermektedir. Bildigimiz kadariyla, S. musae’daki bu tip melanin biyosentez yolaklar1 daha
once bildirilmemistir. Benzer sekilde O. lascauxensis ve O. tshawytschae’ninde kojik asit ve

50



trisikloazol gibi melanin inhibitorleri varliginda melanin tirettikleri belirlenmistir (De la Rosa

etal., 2017).

Bu sonug, Ascomycetes’in agirlikli olarak DHN yolu araciligiyla melanin iirettigi;
ancak Bbasidiomycetes’in DOPA yoluyla melanin {irettigini bulan 6nceki ¢alismalara benzerdir
(Huang et al., 2018; Hou et al., 2019). Auricularia auricula’da melanin biyosentezi Raper-
Mason (6melanin ve feomelanin) ve DHN yolllarini kullarak sentezlendigi belirlenmistir (Ma

etal., 2022).

Ayrica S. musae fermentasyon sivisinin ekstraksiyonu sonucunda LC-MS ile ortamda
homogensitik asit varhigida belirlenmistir (Sekil 21). Verilerinin 1s18inda, Ochroconis
(Scolecobasidium) cinsinin melanin iretiminin 3,4-dihidroksifenilalanin (DOPA) veya 1,8-
hihidroksinaftalin (DHN) yollariyla olmadigi belirlenmistir. Homogentisik asit ve diger fenolik
bilesiklerin polimerizasyonuna dayanan bir ¢esit piyomelanin olabilecegi ileri siiriilmektedir

(Saiz-Jimenez et al., 2021). Bu verilere dayanarak S. musae melaninin piyomelanin tipte

OH
LI
HO OH

olabilecegi one siiriilmiistiir.

x10 3|C8 H8 O4: -ESI Scan (it: 0.225 min) Frag=90.0V 1.d
2]
1.5
11
0.51 167.03487
([C8 H8‘O4]-H)-
0

166.2 166.4 166.6 166.8 167 167.2 167.4 167.6 167.8 168 168.2 168.4 168.6 168.8
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 21. S. musae fermentasyon sivisinda homogensitik asit varliginin LC-MS ile belirlenmesi
Uv Koruyucu Film Ozellikleri

Melanin icermeyen PV A/gliserol film renksiz seffaf iken melanin eklenmis filmler
melanin konsantrasyonuna bagli olarak koyulastig1 goriilmiistiir. Agirlik¢a %4 melanin iceren
film daha koyu renkte elde edilmistir (Sekil 22). Elde edilen filmlerin ayn1 zamanda esnek

yapida oldugu belirlenmistir.
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a g ) C d e

Sekil 22. PVA/Gliserol- melanin film goriintiileri a) Kontrol, b) %0,5 melanin, c) %1 melanin,
d) %2 melanin, e) %4 melanin

Uretilen melanin ve PVA-Glyseol XRD analizi

Sekil 23’de melanin kontrol ve film kontrol numunesinin XRD kirinim desenlerinden
goriilecegi lizere melanin pigment yapisinin 28.95 derecede yayvan bir pike sahip oldugu
gorilmektedir, bu pik nanopartikiil olusumunu gostermektedir. Film kontrol numunesi ise
19.74 de yayvan bir pik 29,25 derecede kiigiik FWHM (tam genislik yar1 yiikseklik) degerine
sahip bir pik vermistir. Ayrica 35, 39 ve 42 derecede gorece kiiciik pikler mevcuttur. XRD

kirinim deseninden anlasilacagi lizere diizgiin yapisal kristal olusumlari mevcuttur.
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Sekil 23. Melanin kontrol ve film kontrol numunesinin XRD kirinim desenleri
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Sekil 24. a) Melanin pigmentlerinin farkli oranlarda film numunesine katkilanmasi sonucunda
elde edilen XRD kirinim desenleri b) ayrintili XRD sonuglari

Sekil 24a’da melanin nanopartikiil pigmentlerinin farkli oranlarda film kontrol
numunesine katkilanmasi sonucunda elde edilen XRD kirinim desenleri goriilmektedir. Sekil
24b’de katkilamanin daha ayrintili XRD deseni goriilmekte olup yapiya katilan melanin
pigmentine yiizdelik oranina gére yapidaki degisimler daha net goriilmektedir. Ozellikle 28,25
derecede goriilen pikte katki oranina gore pik daha biiyiik acilara kaymistir. Ozellikle %0,5 ve
%1 oraninda katkilamada hem pik kiigiik agilara kaymis hem pik siddeti artmistir. Ayrica %2
ve %4 oraninda katkilamada pik biiyiik acilara kaymistir; fakat iki katki oranida ayni yapisal
degisimi gostermis olup katkida doyuma ulagmistir. D= (k A /B cos 0) (k; sabit, B; FWHM
radyan degeri, 0; kirimim agis1, A=1.54 A°, gelen 15181n dalga boyu) Debye—Scherrer denklemine
gore daha biiyiik agilara kayan piklerin kristal boyutlarinin kii¢iildiiglinii s6ylemek miimkiindiir.
Tane boyutlarmin kiigiilmesi yiizey aktivitesinin artmasi olarak da degerlendirilebilir. Daha

onceki ¢aligmalarda da benzer sonuglar elde edilmistir (Wang et al., 2015; Zhang et al., 2020).

Uretilen melanin ve PVA-Glyseol Filmlerinin FTIR analizi

Farkli PVA filmlerinin FTIR analizi (4000-500) cm™ dalga sayis1 araliginda

gerceklestirilmistir (Sekil 25). C—H asimetrik ve C—H simetrik esneme titresimleri, sirasiyla
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2937,87 cm™ ve 2912,76 cm™’deki bantlarla temsil edilir. C=C grubu esneme titresimleri
1574,88 cm? bandina atanmistir. Hazirlanan filmde normal alkanin C—H gerilmesi ve
biikiilmesi 2925 cm™ ve 1403 cm™’e kaymustir. Gliserol spektrumlarindan, 1234 ve 1337 cm®
L*deki tepe frekanslari, ikincil alkoliin C—H deformasyon titresiminin 6zellikleridir. 1086 ve
1024 cm™’de gozlemlenen bantlar, C-O esneme titresimine atifta bulunan kristallesmeye
duyarli bantlar olarak tanindi. 2955, 1264 ve 668 ve 1096 cm™’de goriilen pikler sirasiyla
PVA’nin C—H esneme, C—H esneme ve C—O esneme bantlarina atfedilir (Roy and Rhim, 2019;

Lopusiewicz et al., 2021).

Kompozit filmlerde, diizgiin PVA-gliserol filme kiyasla daha yiiksek veya daha diisiik
yogunluklarda benzer tepe ve tepe konumlarinda hafif degisiklikler goézlendi. Piklerin
yogunlugundaki degisiklik ve piklerdeki bazi kaymalar, melanin ile PVA-gliserol arasindaki
fiziksel etkilesimlerden kaynaklaniyor olabilir. Genel olarak, melanin igeren kompozit filmde
fonksiyonel gruplarda bir degisiklik olmamistir, bu da melanin ilavesiyle PVA-gliseroliin
yapisinin degismedigi anlamina gelmektedir. Benzer olarak da FTIR spektrumunun tepe
konumunda degisiklik olmayan sonuglar, karagenanin kimyasal bilesiminin melanin ile
karistirilarak degismedigini; ancak melanin ile karagenan arasindaki fiziksel etkilesime bagl

olarak yogunlukta bir degisiklik gozlemlenmistir (Roy and Rhim, 2019).

—— Kontrol
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Wavelength (nm)

Sekil 25. Melanin katkili PVA-Glyseol filmlerinin FTIR analizi
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Uretilen melanin ve PVA-Gliserol SEM analizi

SEM tarafindan goriintiilenen PV A-gliserol/melanin kompozit filmlerin nano yapisi,
Sekil 26'da gosterilmektedir. Uretilen kompozit filmleri saglam ve herhangi bir belirgin kusur
olmadan piiriizsiiz yiizeylidir. Temiz kompozit filmin ylizeyi piiriizsiiz; ancak yer yer catlaklar
mevcuttur. Diislik konsantrasyonda melanin (agirlik¢a %0,5) eklendiginde polimer matrisinde
topaklanma olmadan iyi dagilmaktadir; ancak yiiksek melanin konsantrasyonunda (%4,0)
eklenen melanin miktari ile orantili olarak topaklanmalar olusmaktadir. Genel olarak, biyo-
nanokompozit filmlerde, melanin nano yapisi polimer matrisindeki yapisal bosluklart yiiksek
diizeyde doldurma ozelligine sahip oldugundan dolayi, polimer matriste nano doldurucu

agregatlari olusturur (Roy and Rhim, 2019; Liang et al., 2023).

Sekil 26. SEM tarafindan gézlemlenen PV A-gliserol/melanin kompozit filmlerin mikro yapisi.
a) Kontrol, b) %0,5 melanin, ¢) %1 melanin, d) %2 melanin, €) %4 melanin

UV-Vis absorpsiyon spektrumlari

Uretilen numunelerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlari Sekil 27°de gosterilmektedir ve
yaklasik 2=326,05 nm merkezli asimetrik goriiniime yakin bant ortaya koymaktadir. Pigment
konsantrasyonu arttik¢a, numunelerin goriiniir araliktaki absorbanslarinin arttig1 gézlenmistir.
Pigment konsantrasyonunun artisiyla, yaklasik 385.74 nm’lik bir kesme dalga boyuna sahip
olan genis goriiniir bant, Tablo 8’de gosterildigi gibi daha biiyiik bir dalgaboyuna, 509,34 nm’ye

artmaktadir. Pigment konsantrosyonu arttik¢a kirmiziya kayma gézlenmektedir.
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Sekil 27. Uretilen 6rneklerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlari
Incelenmekte olan pigment katkili numuneler i¢in optik enerji band1 bosluklari, Tauc

yontemi (Kavaz et al., 2020) kullanilarak hesaplanmistir ve optik absorpsiyon katsayist o(v),
asagidaki denklem kullanilarak elde edilmistir (Abouhaswa et al., 2019);

a(v) = 2.303 (g) (5)

Burada A ve d, sirasiyla absorbans ve cm cinsinden numune kalinhigina karsilik
gelmektedir. Sekil 28°de o(v)?’nin artan pigment konsantrasyonu ile arttigimni ve artan pigment
icerigi ile daha uzun dalga boylarmma (kirmiziya kayma) dogru kaydigr goriildiigi gibi,

absorpsiyon katsayismin karesini o(v)?’Anm’nin bir fonksiyonu olarak ortaya koymaktadir.
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Sekil 28. Hazirlanan numunelerin A(nm)’nin bir fonksiyonu olarak sogurma katsayisinin
karesinin a(v)2 degisimi

Mott ve Davis, optik enerji bant araligin1 tahmin etmek i¢in asagida verilen denklemi
kullanmiglardir. Bu ¢alismada da bant araliklart ayn1 denklemle hesaplanmistir (Choi, 2021;
Davis and Mott, 1970; Abouhaswa et al., 2019).

(a(v)hv)m = C(hv — Eoptical) (6)

Burada hv gelen fotonun enerjisidir ve C bir sabittir. Elektronik gecisin dogasi, gii¢ (m)
ile gosterilir; burada, dogrudan izin verilen gecis i¢in m=2 ve dolayli izin verilen ge¢is icin m=
0.5°dir.

Incelenen numuneler icin dogrudan ve dolayl izin verilen gegis icin (ahv)2 ve
(ahv)1/2°nin (hv)’ye bagimlilig1 Sekil 29 ve 30°da gosterilmektedir. Artan pigment ikame orani
ile Tablo 8’de goriildiigii gibi, optik enerji araliginin Eopt dogrudan izinli geg¢is durumunda
3,396°dan 3,038 eV’ye ve dolayli izinli ge¢is durumunda 3.003’den 2,127 eV’ye diismektedir.
Sekil 29°da gosterilen absorpsiyon grafigindeki kirmiziya kayma her gegiste azalan optik enerji

araliginin nedeni olabilir.
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Sekil 29. Hazirlanan numunelerin (hv)’nin bir fonksiyonu olarak sogurma katsayisinin
karesinin (ahv)2 degisimi
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Sekil 30. Hazirlanan numunelerin (hv)’nin bir fonksiyonu olarak sogurma katsayisinin
karesinin (ahv)1/2 degisimi
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Tablo 8. Numunelerin Optik Ozellikleri

Numune Acutoft Egdirect  Egindirect

(nm) (eV) (eV)
Kontrol 385.74 3.396 3.003
WM-05 422.03 3.158 2.608
WM-1 482.65 3.122 2.235
WM-2 488.04 3.100 2.170
WM-4 509.34 3.038 2.127

Daha onceki calismalrda da melanin pigment igerikli filmler UV koruyucu olarak

degerlendirilmistir (Wang et al., 2018; Roy et al., 2020; Yang et al., 2020)
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Oneriler

SONUCLAR

Arastirmada ¢amasir makinasindan izole edilen MO-7 izolatinin 18S rRNA gen
analizi ile tiir teshisi yapilarak %99,86 benzerlikle Scolecobasidium musae oldugu
tespit edildi.

En yiiksek melanin pigment liretim ortami karbon kaynagi olarak %1,5 glikoz, azot
kaynagi olarak %1 kazein ve 100 mg/L Cu eklenmesiyle belirlendi ve 30 °C, pH
7°de 18 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda 980 mg/L melanin elde edildi.

S. musae’den elde edilen melanin pigmenti 190-700 nm arasinda taranmis ve en
yiiksek absorbans 220 nm olarak belirlendi.

Saflagtirilan melaninin organik ¢oziiciilerde iyi ¢o6ziinmezken alkali ¢6ziiciilerde iyi
¢oziindiigi tespit edildi.

Saflagtirilan melaninin antioksidan ve antibakteriyal ozelliklere sahip oldugu
belirlendi.

S. musae melanin pigmentinin bir tiir piyomelanin olabilecegi 6n goriildii.
Sentezlenen melaninin kimyasal karekterizasyonu FTIR, XRD, NMR ve elemental
analizleri yapilarak yapist belirlendi. Sentezlenen melaninin elemental analizi
sonucu C, H, N ve S miktarlar sirasiyla %4,18, %5,977, %7,045 ve %0,075 olarak
tespit edildi.

Uretilen PVA/gliserol melanin katkili filmin FTIR, XRD ve SEM analizleri ile
filmin yapisi1 ortaya konuldu. Uretilen filmin UV koruyucu o6zellikte oldugu
belirlendi.

Bu mantarin 1yi pigment {iretebilmesi i¢in ortam kosullarina dikkat edilmelidir.
Toplam biyomas ile ilgili kayip olmamasi i¢in santrifiij islemlerine dikkat
edilmelidir. Saflastirma basamaklarina dikkat edilmeli ve islem basamaklari
strasiyla yapilmalidir.

Saflastirilan melanin ile farkli polimerler kullanilarak UV koruyucu filmler elde
edilebilir.
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