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Oz

UV 1simasi altinda metalik nanopargaciklarin fotokatalitik etkisinin kesfedilmesinden bu yana, toksik olmayan nanoparcaciklara dayali
yenilik¢i bir malzeme sinifinin gelistirilmesi, gida ve saglik uygulamalarinda kullanilabilirlikleri nedeniyle biiyiik ilgi toplamistir.
Fotokatalizor metalik nanoparcaciklara siirdiiriilebilir, biyouyumlu, biyolojik olarak parcalanabilir bir alternatif olarak, bu ¢alismada
UV-A 1s1masi altinda dogal melanin nanopargaciklarinin (MNP) fotokatalitik aktivitesi gram negatif bakteri susu Escherichia coli (E.
coli)’nin iizerinde gosterilmistir. i1k olarak, nano boyutlu melanin nanopargaciklari dogal kaynak miirekkep baligi (Sepia officinalis)
mirekkebinden ekstrakte edilmis ve UV-A i1simast altinda singlet oksijen de dahil olmak iizere, reaktif oksijen tiirleri iiretme
inaktivasyon yetenekleri 1,3-difenilizobenzofuran (DPBF) ile tespit edilmistir. UV-A igeren ve igermeyen MNP'nin antimikrobiyal
etkinlikleri aragtirilmistir. Dinamik 151k sagilimi (DLS) analizi ve taramali elektron spektroskopisi (SEM) goriintiileri, elde edilen MNP
capinin sirastyla 214 + 0,5 nm ve 129 + 30 nm oldugunu gostermistir. Sadece bir dakikalik 151k uygulamasi sonucunda ortamdaki
DPBFnin tamaminin soniimlendigi ve MNP'nin UV-A 1simast altinda ortama serbest radikaller verdigi kanitlanmistir. Tim
konsantrasyonlardaki deney gruplarima uygulanan bir dakikalik UV-A 151ma altindaki MNP ¢ozeltisinin varlig1, tek basina UV-A 151mas1
ile kryaslandiginda belirgin seviyede hiicresel inaktivasyonu arttirdig1 gézlemlenmistir. Bir dakikalik uygulama hiicresel apoptozun %70
diizeyinde gerceklesmesine neden olmus ve tiim gruplar igerisinde en iyi sonucu vermistir.

Anahtar Kelimeler: Dogal melanin nanoparcaciklari, UV-A Isima, Dezenfeksiyon, Fotokatalizor.

As an Alternative Photocatalyst Under UV-A Irradiation for Food and
Health Applications: Natural Melanin Nanoparticles

Abstract

Since finding of photocatalytic effect of metallic nanoparticles under UV irradiation, an innovative class of materials based on non-
toxic nanoparticles have gathered enormous interest owing to their usability in food and health application. As a sustainable,
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biocompatible, biodegradable alternative to photocatalyst metallic nanoparticle, we demonstrated the photocatalytic activity of natural
melanin nanoparticles under UV-A irridation for gram-negative bacterial strain, Escherichia coli (E. coli). Initially, nanosized melanin
nanoparticles were extracted from natural source, cuttlefish (Sepia officinalis) ink and their inactivation capability of generating reactive
oxygen species including singlet oxygen under UV-A irradiation were detected with 1,3-diphenylisobenzofuran (DPBF). The
antimicrobial efficacies of MNP with and without UV-A were investigated. Dynamic light scattering (DLS) analysis and scanning
electron spectroscopy (SEM) images showed that the diameter of MNP were found 214 + 0.5 nm and 129 + 30 nm, respectively. As a
result of only one minute of light application, all of the DPBF in the environment was quenched, and it was proven that MNP gave free
radicals to the environment under UV-A irradiation. The presence of MNP solution under 1-minute UV-A irradiation applied to the
experimental groups at all concentrations significantly increased cellular inactivation compared to UV-A irradiation alone and the 200
pg/ml of MNP solution exposed to UV-A irradiation for 1-minute caused the cellular apoptosis to occur at the level of 70%, giving the

best result in all groups.

Keywords: Natural melanin nanoparticles, UV-A irradiation, Disinfection, Photocatalyst.

1. Giris

Giliniimiizde pandemi siirecinin agik bir sekilde ortaya
koydugu iizere ylizeylerin, havanin ya da suyun patojenlerden
arindirtlmasi insan sagligt acisindan son derece Onemlidir.
Insanlarin yasam alanlarinda etkilesimde oldugu cisimlerin
ylizeylerinde veya icerisinde bulunan bakterilerin, viriislerin,
mantarlarin, vb. gibi mikroorganizmalarin ¢ogalmasina ve
yasamasina engel olmak amaciyla ultraviyole (UV) 151k
kaynagina siklikla bagvurulmaktadir [1]. Dezenfeksiyon amaciyla
kullanilan geleneksel ultraviyole lambalar, insan sagligina zararl
civa icermesi, yliksek enerji tiiketimine sahip olmasi ve nispeten
kisa kullanim Omriine sahip olmas: sebebiyle yerini civa
icermeyen, disiik maliyetli, kiigiik boyutlu ve daha uzun siireli
151tk yayan diyot 1sitk kaynaklarina (UV LED) birakmaya
baslamistir [2]. Ancak LED tabanli da olsa UV 1s1ma insan
bagisiklik sistemini baskilayabilmekte, fotoyaslanmaya ve
mutasyona sebebiyet verebilmekte ve ayrica karsinojenik etkileri
nedeniyle insan viicudunda akut ve kronik bir¢ok olumsuz sonug
dogurabilmektedir [3-9]. UV tabanli dezenfeksiyon iglemlerinde
etkinligi arttirmak ve uygulama siiresini kisaltmak amaciyla
titanyum oksit (TiO.), ¢inkooksit (ZnO) vb. gibi metal temelli
nanoparcaciklardan siklikla yararalanilmaktadir. Fotokatalizor
etkiye sahip bu nanopargaciklar, UV 15181 emerek, yiiksek
kimyasal reaktif davranis gosterirler ve kirli yer alti sularim
temizlemeden, havadaki kokuyu gidermeye veya c¢esitli
ylizeylerin dezenfekte edilmesine kadar bir¢ok uygulamada
kullanilmaktadirlar ~ [10-13]. UV  1s1g¢a  maruz  kalan
nanoparcaciklarin uygulandiklar1 ortamda yiiksek miktarda
reaktif oksijen tiirleri olusturmasi, bu yodntemi patojenlerin
inaktive edilmesi igin etkin kilmakla birlikte, metal temelli
nanoparcaciklarin uzun siireli temasi, yutulmasi veya solunmasi
durumunda insan sagligina zararli birgok yan etkinin ortaya
¢iktig1 belirlenmistir [13-15].

Melonazomlarda bulunan ve melanositler tarafindan iiretilen
melanin, dogada omelanin (koyu kahve veya siyah renk) ve
feomelanin (sar1 veya kirmizi renk) olmak iizere iki farkli yapida
bulunmaktadir. [9, 16-18]. Dogal bir polimer olan melanin,
memeli hayvanlarin goziinde, derisinde, saginda, melanomada,
bunun yani sira miirekkep balig1 (sepia officinalis), ahtapot,
kalamar gibi deniz canlilarinda ve ayrica bakterilerde yogun
olarak bulunmaktadir [9, 16, 19]. Bununla birlikte biyosentetik
yollarla da elde edilebilen melanin, bu sekilde iiretildiginde
DOPA-melanin, dopamin melanin, 5,6-dihidroksindol melanin,
sistein DOPA vb. gibi adlar1 almaktadir [16].

Melaninin biyolojik olarak kolay parg¢alanabilir, biyouyumlu
ve antioksidan olmasi gibi 6zellikleri ile insan sagligina herhangi
bir yan etkisi olmayan bir biyomalzemedir [9, 19, 20]. UV 1s181n
zararlt etkilerine karst dokulari koruyucu ozelligi ile bilinen
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melaninin yapisinda, belirli dalga boylar1 ve doz miktarlarinda
UV 1simaya maruz kaldiginda cesitli degisimler meydana
gelebilmektedir [9, 21]. Ozellikle goriiniir 15181 altindaki dalga
boylarinda daha ¢ok goriilen bu durum, melaninin ortamdaki
oksijeni tiiketerek cevreye siiperoksit, hidrojen peroksit, singlet
oksijen gibi serbest radikaller salmasina ve canli hiicreler
tizerinde DNA hasarimi arttirici foto oksidasyon yaratmasina
sebep olmaktadir [9, 17, 18, 22-24]. Yapilan ¢alismalarda
ozellikle UV-A ve UV-B dalga boylarindaki 1sima altinda,
melaninin yiiksek miktarda aktif oksijen tiirleri olusturdugu ve
nihayetinde canli hiicreleri apoptoza ugrattigi gdsterilmistir [9,
17, 18, 23, 25, 26]. Bu calisma, giiniimiizde cesitli dalga
boylarindaki UV 1smmasi altinda yapilan dezenfeksiyon
islemlerinde rutin olarak kullanilan, ancak insan sagliina zararli
etkileri bilinen fotokatalizor parcaciklardan (TiO,, ZnO, vb. gibi)
yararlanmak yerine, giines 1siginda yiiksek miktarda bulunan
(>%095) ve insanlarin bulundugu ortamlarda kullanilabilen UV-A
1s1ma altinda patojenlerin etkili bir sekilde inaktive edilmesi igin
biyopargalanabilir, biyouyumlu ve herhangi bir toksik etkisi
olmayan melanin nanopargaciklarinin  kullanilabilmesini
incelemektedir.

2. Materyal ve Metot

2.1. UV-A LED Isik Kaynag Tasarim

Deneylerde kullanilmak tizere 395-400 nm dalga boyunda
1s1ma yapabilen 9 adet SMD LED (Cree 3535) lehimlenerek,
3X3’liikk matris haline getirilmis ve tek parca bir 151k kaynagi elde
edilmistir. UV-A LED 151k kaynagi bakteri soluiisyonlarinin
bulundugu kuyucuklara yatay olarak pozisyonlandirtlmis olup,
kuyucuklar ile 151k kaynagi arasindaki mesafe 1 cm dir. UV-A 151k
kaynagmin 1 cm mesafeden 151k siddeti Optomed Ol¢iim ve
Kalibrasyon Laboratuvari’nda kalibrasyonu yapilan radyometre
(Deltaohm) ve LP471UVA 6lgiim probu ile 3400 puW /cm?
degerinde Olglilmiistiir.

2.2. Dogal Melanin Nanoparcacik Cozeltisi
Hazirlanmasi

Bu c¢alismada melanin nanoparcgaciklart miirekkep
baliginin (Sepia officinalis) miirekkebinden elde edilmistir. Ticari
olarak Ekol Gida Uriinlerinden satin alinan miirekkep baligmin
miirekkebi distile su ile sulandirilmis ve stok elde edilmistir. Elde
edilen melanin stogu, 1:5 oraninda seyreltilmis ve 1 dakika
boyunca vorteks yardimiyla karigtirilmigtir. Vorteksle karigtirilan
ependorflar 20 dakika boyunca 10000 rpm’de santrifiijlenmistir.
Santriflij islemi sonucunda elde edilen siipernatant mikropipet
yardimiyla uzaklagtinnlmigtir. Pelet tizerine 1500 pl saf su
eklenmis ve 1 dakika boyunca vorteks yardimu ile karigtirilmagtir.
Melanin igerisinde bulunan tuz ve kirlilikleri uzaklastirmak icin
yapilan bu ekstraksiyon islemi 4 defa daha gerceklestirilmistir.
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Toplamda 5 dongiide gergeklestirilen bu ekstraksiyon islemi
tamamlandiginda melanin igerisinde bulunan tuz ve kirlilikler
uzaklastirilmistir. Ependorf tiiplerin dibinde biriken koyu renkli
pelet mikropipet yarimdiyla ayri bir beherde toplanarak 50°
derecede 1-2 giin boyunca kurumasi igin etiiv cihazina
brrakilmustir.

Stok melanin nanoparcacik ¢ozeltisi, her deneyden once
distile su kullanilip seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmigtir. Stok soliisyon kullanilarak farkli deney gruplarina
gore ¢esitli konsantrasyonlar hazirlanmis ve hazirlanan melanin
¢ozeltisi deneyden once 12 saat boyunca sonikatdrde tutulmustur.
Cesitli  deneyler i¢in 100, 200 ve 400 pg/ml MNP
konsantrasyonlar1 kullanilmustir.

2.3. Dogal Melanin Nanoparcaciklarinin
Karakterizasyonu

Nanopargacik biiyiikliigii SEM ve Zeta-size teknikleriyle analiz
edilmistir. Tki teknik, sirasiyla mutlak boyut ve hidrodinamik ¢ap
olmak iizere iki farkli parcacik ¢apini elde etmemizi saglamistir.
Sadece Zeta-size tekniginin kullanimi, melanin gibi agglomere
olmaya egilimli olan parcaciklarda yeterli degildir [27]. Bu
sebeple, melanin nanoparcaciklarinin analizinde sonuglarin
birbirini desteklemesi i¢in her iki teknik birlikte kullanilmigtir.
Dogal melanin nanoparcgaciklarinin (MNP) mutlak boyutunu
belirlemek icin SEM (FEI-Quanta 400F, ABD) kullanilmstir.
Elde edilen dogal nanopargaciklar, son konsantrasyonu 0,025 mg
/ mL olacak sekilde saf suda ayr1 ayr1 siispanse edilmis ve 1 saat
boyunca sonike edilmistir. Sonikasyon sonrasinda, 6rnekler oda
sicakliginda ve karbon yiizeyler iizerinde kurutulmustur. Ornekler
inceleme Oncesinde elektrik iletkenligini artirmak i¢in altin-
paladyum (Au-Pd) karisimi ile kaplanmistir. Diger analiz teknigi
olan dinamik 151k sa¢ilimi teknigi, partikiil biiytikliigiinii ve ¢coklu
dagilma indeksini (PDI) analiz etmek icin kullanilmistir. Elde
edilen drnekler, son konsantrasyonu 0,025 mg / mL olacak sekilde
saf suda ayr1 ayr silispanse edilmis ve 1 saat boyunca sonike
edilmigtir. Sonikasyon sonrasinda, siispansiyonlar Malvern
kuvars kiivetine aktarilip analiz edilmistir. Tiim deneyler 25°C’de
gergeklestirilmigtir.

Dogal melanin nanopargaciklarinin morfolojik yapisinin
yanisira nanopargaciklarin kimyasal yapisi, ATR (Attenuated
Total Reflectance) teknigi kullanarak Fourier Transform Infrared
(FTIR) spektroskopi (Perkin Elmer Spectrum Two, Waltham,
MH, USA) ile analiz edilmistir. ATR-FTIR spektrumlart 4000-
1000 cm! arasinda kaydedilmistir.

Son olarak, dogal melanin nanopargaciklarinin termal
ozellikleri nitrojen altinda 10 °C/dk'lik bir 1sitma hizinda termal
gravimetrik analiz (TGA, TA Instruments Co., DE, ABD)
kullanilarak analiz edilmistir. Termal stabilite c¢aligmasi i¢in
yaklasik 4 mg nanoparcacik kullanilmig ve bunlarin bozunma
sicakliklart degerlendirilmistir. Argon (40 mL/dak) analiz
sirasinda piskiirtme gazi olarak kullanilmigtir. Numuneler
aliminyum kaplara yerlestirilip ve 10°C/dakikalik bir 1sitma
hizinda 20'den 600°C'ye kadar 1sitilmugtir.

2.4. Bakteri Cozeltisi Hazirlanmasi

Bu c¢alismada Escherichia coli (E. coli) ATCC 25922 susu
kullanilmis olup, bakteriler -80°C'de saklanan donmus stoklardan
acilarak besi yerine ekilmistir. Bakteri susu 0rnegi, ¢izme plak
(streaking) yontemi ile tyriptik soy agar (TSA) tizerine aktarilmis
ve gece boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Bir gecelik
inkiibasyon periyodundan sonra, agar iizerinden tek bir koloni
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secilmis ve 5 ml tyriptik soy sivi besi yeri (TSB) i¢inde inokiile
etmek icin bir orbital ¢alkalayict (180 rpm) iginde 37°C'de gece
boyunca kiiltiirlenmistir. Orbital g¢alkalayicidan alinan bakteri
stispansiyonu santrifiijlenmis ve dikkatli bir sekilde siipernatant
TSB ¢ikarilmistir. Pelet (bakteri) 1 ml PBS icinde ¢oziilerek
yaklasik 1x108 CFU/ml konsantrasyonunda bakteri siispansiyonu
elde edilmistir.

2.5. Deneysel Tasarim

UV-A 1sima altinda fotokatalizor olarak kullanilan MNP
bakteriyel inaktivasyonu performansint 6lgmek igin, her bir
deneyde 250 pl bakteri ¢cozeltisi ile ¢esitli konsantrasyonlarda 250
pul MNP ¢ozeltisi 24 oyuklu bir plaka i¢inde bir araya getirilmigtir
ve toplam 4 saat inkiibe edilmistir. Deneylerde ayr1 ayr1 100, 200
ve 400 pg/ml MNP igeren ¢ozeltiler kullanilmistir. Her grup icin,
24 oyuklu plakalar iizerinde 3 farkli numune tekrarlanmistir. 4
saatlik inkiibasyon periyodundan sonra PBS yardimiyla 1/10
oraninda seri seyreltme yontemi uygulanmistir. Sonrasinda
seyreltilen siispansiyonlardan alimman 100 pl’lik 6rnekler agar
izerinde yayilarak 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. 24 saat
sonunda ise bakteri sayimi yapilmistir. Arastirilan gruplar
asagidaki gibidir:

* Kontrol  Grubu:
uygulanmayan grup.

Nanopargacik  ve  ultraviyole

*  Melanin Grubu: Yalnizca MNP bulunan grup.
* UV Grubu: Sadece UV uygulanan grup.

*  UV+Melanin Grubu: MNP ve UV kombinasyonunun
uygulandig: grup.

Melanin gruplart igin, 0,04 gram MNP ve 1 ml saf su
igerisinde ¢oziilerek stok soliisyonu hazirlanmigtir. 100 pg/ml
konsantrasyonda 1 ml ¢6zelti hazirlamak i¢in hazirlanan stoktan
50 pl melanin stok soliisyonu ve 950 pl saf su alinarak test tiipiine
konulmustur. 200 pg/ml konsantrasyonda 1 ml ¢6zelti hazirlamak
i¢in hazirlanan stoktan 100 pl melanin stok soliisyonu alinip, 900
pl saf ilave edilerek test tiipine konulmustur. 400 pg/ml
konsantrasyonda 1 ml ¢ozelti hazirlamak i¢in hazirlanan stoktan
200 pl melanin stok alinarak, tizerine 800 pl saf su eklenerek test
tiiptine konulmustur. Tiim test tiipleri bir sonikatdr yardimiyla 24
saat boyunca homojen bir sekilde karistirillmistir. Melanin
konsantrasyonlarinin her birinin 250 pl'si alinarak, 24 oyuklu
plakanin farkli oyuklarinda 250 pl bakteri ile birlestirilmis ve 4
saat boyunca inkiibasyona tabi tutulmustur.

UV+Melanin  grubu  uygulamalart  i¢in  yukaridaki
konsantrasyonlarda hazirlanan melanin ¢o6zeltisi ve bakteri
karisimi soliisyonlar1 hazirlanarak, 4 saat inkiibe edildikten sonra
30 saniye, 1 dakika, 5 dakika, 10 dakika ve 30 dakika UV-A
1s1masi uygulanmistir. UV grubunda ise, hiicreler nanopargacik ile
inkiibe edilmeden belirtilen siirelerde sadece UV-A i1simasina
maruz birakilmislardir. Kontrol grubuna herhangi bir uygulama
yapilmamis olup, bu gruptan elde edilen veriler diger gruplarin
sonuglari ile karsilastirmak i¢in kullanilmisladir. Her parametre
degisikligi i¢in farkli deney seti hazirlanmigtir.

2.6. Seri Seyreltme Yontemi ile Bakteriyel Hiicre
Canhhg Analizi

Deneylerde uygulamalar sonrasinda canli kalan bakteri sayisini
tespit etmek icin seri seyreltme yonteminden yararlanilmigtir.

Orijinal numunede sayillamayacak kadar ¢ok bakteri
bulundugundan seyreltme islemi kademeli olarak gerceklestirilir.
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Kuyulardaki bakteri sayisini hesaplamak i¢in bu soliisyonun
seyreltme faktori 1/10'dur. Biitiin deney gruplarinda uygulama
sonrasinda elde edilen numunenin 20 pl'si alinmis ve bir oyukta
180 pl PBS ile birlestirilmistir. Daha sonra bu kuyudan 20 pl
almip, diger kuyuda bulunan 180 pl PBS ile birlestirilmistir. Bu
islem, istenen seyreltme elde edilene kadar kademeli olarak
tekrarlanmigtir. TSA kapli plakalara 100 pl seyreltilmis soliisyon
ilave edilmis ve gece boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Bu
stirecin sonunda bakteriler gorliniir hale gelmistir. Agar
iizerindeki bakteri koloni sayisi sayildiktan sonra seyreltme
faktorii ile garpilarak uygulamalar sonunda elde edilen canli
bakteri sayist tespit edilmistir.

2.7. Reaktif Oksijen Tiirlerinin DPBF ile Analizi

1,3-Difenilisobenzofuran (DPBF) ¢ozeltisi, UV 1g1masi altinda
MNP’lerinin uygulanilan 1simnlama siirelerinde ortama saldigi
radikal grup miktarlarinin analizi i¢in kullanilmigti. DPBF
¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0,4 mg DPBF ve 200 ul DMSO test
tiipiinde bir araya getirildikten sonra 5 dakika siireyle ultrasonik
homojenizatorde bekletilmistir. Elde edilen DPBF ¢ozeltisinden 4
ul, 100 pg/ml konsantrasyondaki melanin ¢ozeltisinden ise 200 pl
aliarak 96 oyuklu bir plakada 2 numune olacak sekilde bir araya
getirilmistir. Belirli bir siire bu karisimi inkiibe ettikten sonra, bu
karsumin 300-600 nm araliginda absorbans spektum analizi
mikroplaka okuyucu yardimiyla gerceklestirilmistir.

2.8. Veri ve istatistik Analizi

Bakteri koloni sayilar ¢iplak gozle sayilarak kontrol grubu ile
karsilagtirilmistir. Kontrol grubu ile deney gruplari arasinda
istatiksel diizeyde anlamli bir degisim olup olmadig1 Student t-
testi kullanilarak karsilastirilmustir. Istatistiksel analiz sonucunda
0,05'ten kiiciik elde edilen degerler anlamli kabul edilmistir.

3. Arastirma Sonuclari ve Tartisma

3.1. Dogal Melanin Nanoparc¢aciklarinin
Karakterizasyonu

Zetasizer analizi ile hidrodinamik g¢ap analizi sonucunda
melanin nanopargaciginin boyutu 214 + 0,5 nm ve ¢oklu dagilma
indeksi (PDI) 0,132 + 0.005 olarak bulunmustur. Sekil 1.’de
gosterilmis olan taramali elektron mikroskop analizi sonucunda
ise melanin nanoparcaciklarinin mutlak boyutu 129 + 30 nm
olarak gozlemlenmistir. Mutlak boyut ve hidrodinamik ¢ap
arasindaki fark melanin nanoparcgaciklarinin su ortaminda
agglomere olduguna isaret etmektedir.

Sekil 1. Dogal melanin nanopargaciklarinin taramali elektron
mikroskop goriintiisi

e-ISSN: 2148-2683

Melanin nanopargaciklarinin kimyasal yapist ATR-FTIR
analizi ile incelenmis ve Grafik 1°de gosterilmistir. Spektrumda
karboksilik asit ve fenolik yap1 kaynakli OH ve NH, titresimleri
3620 ila 2660 cm! arasinda genis bir tepe olarak gézlemlenmistir.
Bu yapilar aromatik amino foksiyonel gruplara sahip indolik ve
pirolik yapilarda da goriilmektedir. Ayrica CH band gerilmesi
(2920 cm™), kinon veya ketonda COO- yapisindaki C=O'nun
gerilmesi (1630 cm!), C=C aromatik halkanin titresimi/ COO-
'nin simetrik gerilmesi (1453 c¢m™), pirol halkasinin gerilmesi
(1388 cm-'), CH diizlem i¢i deformasyonu (1248 cm™') ve pirol
NH diizlem i¢i deformasyonu (1164 cm) kaynakli bantlar
gozlemlenmistir.

95

90

85

80

75+

T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Dalga sayisi (cm™)
Grafik 1. Melanin nanopargaciklarinin ATR-FTIR spektrumu

Melanin  nanopargaciklarinin  termal  darvranigi  igin
termogravimetrik analizi gergeklestirilmis ve Grafik 2°de
verilmistir. Grafikteki egride gorildiigii gibi melanin iki
basamakli bir bozunma gergeklestirmistir. Melaninde serbest su
ve/veya bagli su kaybina karsilik gelen 34°C ve 224°C arasinda
gozlemlenmistir. Termal bozunmanin ikinci agamasi 224°C'de
baglamis ve bu asamada melanin yapisinda bulunan kovalent
olmayan baglarin bir kismu kirilmigtir. Kiitle kaybi profilini

anlamak i¢in 600°C'ye kadar termogravimetrik analiz
siirdilmiistiir, ancak bu siire i¢inde bastaki melanin kiitlesinin
sadece yaklasik %64'Uniin  kayboldugu gbzlemlenmistir.
Melaninin  termal kararliligi, grafit benzeri yapisindan
kaynaklanmaktadir [28].
\\\HR
~— |

Universal 4.5 TA Instruments

Temperature (*C)

Grafik 2. Dogal melanin nanopargaciklarinin termal bozunma
egrisi
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3.2. UV-A Isima Altinda DPBF-Melanin Testi

DPBF ve MNP’nin bir araya getirilmesi ile elde edilen
¢ozelti, 30 saniye siireyle UV-A 1simaya maruz birakilmistir.
Oncelikle 100 pg/ml konsantrasyonda olan MNP cozeltisi, 1
dakika boyunca UV-A 1simasina maruz birakildiktan sonra
ortamda radikal grup salinip, salinmadigi incelenmistir. Ortamda
olusan singlet oksijen molekiilleri DPBF maddesine baglanarak
etkinligini yitirmesine ve 415-nm’de bir absorbans degeri
vermemesine sebep olmaktadir. Grafik 3’te gosterilen degerler
1s181nda, 1 dakikalik 151k uygulamasi sonucunda ortamda var olan
DPBF kimyasalinin tamami séniimlenmis olup MNP’ nin UV-A
1s1ma altinda serbest radikalleri ortama verdigi kanitlanmistir.

(5]
wn

(=]
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(=]
un -

(=1

Dﬂﬂ,\g{l‘g‘ﬁ_ﬂﬂfﬁﬂlﬂﬂ A:Q,'IG
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Grafik 3. UV-A 1sima altinda MNP 'nin ortama verdigi radikal
gruplarinin DPBF ¢ozeltisi ile ol¢iilmesi

-
=]
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3.3. UV-A Isima Altmdz}. Farkhh Melanin
Konsantrasyonlarimin E. coli Uzerindeki Etkileri

Bu deneyde 100 pg/ml, 200 pg/ml ve 400 pg/ml
konsantrasyonlarindaki MNP ¢ozeltilerinin farkli UV-A 1s1ma
stirelerine maruz kalmalar1 durumunda E. coli lizerindeki etkileri
aragtirllmis ve detaylari Grafik 4°te gosterilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan UV+Melanin Gruplarinda 30
saniyelik UV-A 1s1masi altinda etkin bir dezenfeksiyon sonucu
gozlemlenmemistir. Buna neden olarak 30 saniyelik UV-A
1simasinin melanin nanoparcaciklarinin fotokatalizor etkisini
ortaya c¢ikarmak icin yeterli dozu olusturmadig diisiiniilmektedir.
Tim konsantrasyonlardaki deney gruplarmma uygulanan 1
dakikalik UV-A 1s1ma altindaki MNP ¢ozeltisinin varligi, tek
basina UV-A 1simmasi ile kiyaslandiginda belirgin seviyede
hiicresel inaktivasyonu arttirmigtir. 1 dakikalik UV-A 1simasina
maruz kalan 200 pg/ml konsantrasyon MNP ¢ozeltisi, %70
seviyesinde hiicresel apoptoz meydana gelmesine sebep olarak,
tim gruplardaki en iyi sonucu vermistir MNP ¢ozeltisi 5
dakikalik 1s1ma altinda da benzer sekilde tiim konsantrasyonlar
icin fotokatalizor etkisini belirgin gekilde gostermistir. Deney
gruplarina uygulanan 10 ve 30 dakikalik UV-A 1simasinda ise
MNP c¢ozeltisi bakterilerin inaktivasyonu yerine, alisildik UV
altindaki korumaci 6zelligini sergiledigi gozlemlenmistir. Bu
durum ise MNP ¢dzeltisinin mevcut konsantrasyon degerleri ve
uzun 1sima siireleri ile orantili olarak, ortamdaki oksijen
seviyesindeki azalma sebebiyle serbest radikal salinimi
davraniginin kayboldugu seklinde yorumlanmagtir.

Farklh UV-A Isima Siireleri ile MNP Konsantrasyonlarinin Hiicre Canhhig

-
In
(=]

Hiicre Canhihgi (%)

30sn 1 dakika 5 dakika
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- =
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Uzerindeki Etkisi
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Grafik 4. Farkli UV-A wsima siirelerine maruz kalan farkl konsantrasyonlardaki MNP ¢ozeltilerinin E. coli canliligi tizerindeki etkisi

4. Sonug¢

Melanin pigmentinin yapisindaki UV 15181 sogurucu 6zelligi
sayesinde, canlilar1 giinesin zararli 1inlarina kars1 koruyucu etkisi
giiniimiizde herkes tarafindan bilinmektedir. Ancak nanopargacik
boyutundaki melanin, belirli dozda UV 1s18a maruz kalmasi
durumunda yapisinda degisim meydana gelmekte ve bir
fotokatalizor davranisi sergilemektedir. Bu ¢calismada giiniimiizde
insan sagligina zararl etkileri bilinmesine ragmen, ¢ok gesitli

e-ISSN: 2148-2683

ortamlarin dezenfeksiyonu i¢in siklikla kullanilan metal i¢eren
nanopargaciklarin yerine, alternatif olarak insanla ve doga ile dost
MNP’larin  bir fotokatalizor olarak kullanilabilecegine dair
sonuglar ortaya konmustur. Ozellikle gida sektoriinde veya saglik
alaninda metal igerikli fotokatalizorlerin olusturdugu riskler s6z
konusu oldugunda, biyouyumlu ve biyopargalanabilir MNP ’larin
ciddi bir segenek olusturdugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte
UV-A 1simaya maruz kalan MNP’larin fotokatalizor olarak
verimliligi 151k doz miktarina, 151k kaynaginin konumuna,
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melanin konsantrasyonuna ve g¢evresel kosullara bagli olarak
degisebilmektedir. Bu sebeple farkli degiskenler kullanilarak yeni
deneyler yapilmasi ve MNP’larin fotokatalizér olarak
kullanilabilecekleri optimum degerlerin tespit edilmesi gelecekte
tarafimizdan hedeflenmektedir.

5. TesekKkiir

Bu calisma TUBITAK 2209-A proje destegi tarafindan
fonlanmistir. Yazarlar bu calismaya verdigi maddi ve manevi
destek sebebiyle Sayin Mustafa Kemal Altinel’e ve EPS firmasina
stikranlarini sunmaktadir. Ayrica yazarlar, deneysel calismalar
sirasinda yardimlarindan ve emeklerinden dolayr Saym Emel
Bakay’a tesekkiirii borg bilirler.
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