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KELEBEGIN (ARGYNNIS PANDORA) KANAT VE GOVDESINDEN KIiTiN
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OZET

Bu ¢alisma, bir kelebek tiirtiniin (Argynnis pandora) kanatlar1 ve kanatlar1 hari¢ diger
viicut kisimlarindan izole edilen kitinlerin fizikokimyasal &zelliklerindeki
farkliliklar1 ortaya koymak i¢in gerceklestirilmistir. Kelebegin, segilen her iki viicut
bolgesinden de ayni izolasyon metodu kullanilarak kitin ekstre edilmistir. Kanatlarin
kitin igerigi (%22) diger viicut kisimlarindan (%S8) daha yiiksek olarak
kaydedilmistir. Izole edilen kitin numuneleri FT-IR, TGA, XRD, SEM ve elementel
analiz teknikleri araciligryla karakterize edilmistir. Karakterizasyonun sonuglarinda
ise her iki viicut yapisinin kitinleri, yiizey morfolojileri hari¢ diger sonuglarin ¢ok
benzer oldugu gozlenmistir. SEM sonuglari ise kanattan elde edilen kitinin tek bir
yiizey morfolojisine sahip oldugunu gosterirken diger viicut kisimlar1 i¢in dort farklh
yiizey morfolojisi gézlenmistir. Bu sonuglara gore kitinin ylizey morfolojisinin,
canlinin viicut kisimlari ile biiyiik 6l¢iide baglantili oldugu hipotezine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Yiizey morfolojisi, Ekstraksiyon, Kitin, Karakterizasyon.

Eyliil, 2018; 24 sayfa
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ISOLATION AND PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF
CHITIN OBTAINED FROM WING AND THE OTHER BODY PART OF
BUTTERFLY (ARGYNNIS PANDORA)
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ABSTRACT

This study was carried out to understand the differences in the physicochemical
properties of chitin samples obtained from the wings and the other body parts except
the wings of a butterfly species (Argynnis pandora). The same isolation method was
followed for obtaining chitin specimens from both types of body parts. The chitin
content of the wings (22%) was observed as being much higher than the other body
parts (8%). The isolated chitin samples were characterized by FT-IR, TGA, XRD,
SEM, and elemental analysis techniques. Results of these characterizations revealed
that the chitins from both structures (wings and other body parts) were very similar,
except for their surface morphologies. SEM analysis results demonstrated one type
of surface morphology for the wings and four different surface morphologies for the
other body parts of butterfly. Thus, it can be hypothesized that the surface
morphology of the chitin is highly related with the body part of butterfly.

Keywords: Surface morphology, Extraction, Chitin, Characterization

September, 2018; 24 Pages
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1. GIRIS

Kitinin fizikokimyasal 6zelliklerinin, ¢aligilan canli tiiriine gore degisiklik gosterdigi
daha 6nceki yapilan galismalar ile rapor edilmistir (Kaya vd., 2014a,b). Buna ragmen
Kaya ve Baran (2015)'1n yaptig1 deney ve analizlerde, bir hamam bdcegi tiiriiniin
kanatlarindan ve diger viicut kisimlarindan izole edilen kitinlerin yiizey
morfolojilerinin farkli oldugu ortaya konmustur. Mevcut calismamizda ise, bir
kelebek tiirii olan Argynnis pandora’nin kanatlarindan ve kanatlar1 hari¢ diger viicut
kisimlarindan izole edilen kitin 6rneklerinin, ylizey morfolojilerinin yan sira diger
fizikokimyasal Ozellikleri de karsilastirilmistir. Giinlimiize kadar yapilan kitin
izolasyonlarinda sadece karidesler, yengecler ve biiyiikk yengegler (Al Sagheer vd.,
2009), mercanlar (Juarez-de la Rosa vd., 2011), bocekler (Zhang vd., 2000; Liu vd.,
2012; Paulino vd., 2006), Crustacean tiirleri (Kaya vd., 2014a,b; Al Sagheer vd.,
2009), pupa (Zhang vd., 2000; Paulino vd., 2006), bazi mantar tiirlerinin hiicre
duvarlarindan (Ifuku vd., 2011; Ospina vd., 2015) ve baz1 siinger tiirleri
(Wysokowski vd., 2013; Ehrlich vd., 2010, 2013) kullanilarak yapilmistir. EK olarak
bazi yapilan c¢alismalar da hi¢ kitin izolasyonu yapilmaksizin, sadece kelebek
kanatlarinin kitin igeren genel yapisi iizerinde durulmugtur (Saranathan vd., 2010;
Weatherspoon vd., 2008; Schroder-Turk vd., 2011). Kelebek ile ilgili yapilan diger
bir arastirma ise Schroder-Turk vd., (2011), Callophrys rubi’nin kanat 6lgtimleriyle
birlikte kitin porlarinin kiral yapilarini 3D olarak incelemistir. Schiffman ve Schauer,
(2009)’da yaptig1 calisamada Vanessa cardui Linnaeus’un kanatlarindan a-Kitinin
izolasyonu gergeklestirmistir ve karakterizasyonu FESEM, FT-IR, XRD cihazlar ile
yapilmistir. Bu ¢alismada ise kitinlerin karakterizasyon tayininde FT-IR, TGA, XRD,
SEM ve elementel analiz kullanilmistir. Bagka makaleler de A. pandora kelebeginin
farkli viicut kistmlarmin kitin igerikleri hakkinda bir bilgi yoktur. Bu yapilan tez
caligmas1 ayni zamanda A. pandora’dan izole edilen kitinin yapisal morfolojisi

hakkinda 6zl bilgi saglamamiz icin gelistirilmistir.

Kitin N-asetilglukozamin olarak bilinen uzun bir zincirden olusan canlilar tarafindan
tiretilen dogal polimerdir (Cabib, 1981). Kitin nanofiberleri arasinda giiglii hidrojen
baglar1 vardir ve bu baglar nanofiberler ile birlikte kitinine muazzam bir mukavemet

ve dayaniklilik verir. Kelebeklerin bas ve gdgiis kisimlarinda kitin yogun olarak



bulunur. Karin (abdomen) yapisinda ise ince bir Ortii seklinde dis yiizeyi kaplar.
Kelebek govdesinin yumusak i¢ kitini, yag ve protein matrisinden olusan sabit bir dis
iskelet tarafindan desteklenmektedir. Kanatlar1 da 3 nm’den kiigiik bir ¢apa sahiptir.
Son derece ince, seffaf chitinious (Kitinimsi) malzemeden yapilmis uzun serit ya da
fibriller seklini almaktadir. Zhang vd., 2015’de yapmis oldugu bir calismada
kelebegin kanatlarinin protein, pigment, inorganik tuzlar ve kitinden olustugunu

belirtmistir.

Kitin, dogada seliillozdan sonra en bol bulunan ve hayvanlar alemindeki canh
tirlerinin  %90’indan  fazlasimin  degisik viicut kisimlarinda yer alan bir
biyopolimerdir. Ayrica 2015 yilinda yaymlanan bir ¢alisma ile balik ve semender
gibi omurgali canlilarin da viicutlarinda kitinin bulundugu molekiiler veriler ve kitin
boyama iglemleri yapilarak ispatlanmistir (Tang vd., 2015). Bu verilere dayanarak
kitinin hayvanlar alemi i¢in vazge¢ilmez bir malzeme oldugu goriilmektedir. Suana
kadar yapilmis olan ¢alismalara bakildiginda, kitinin 3 farkli kristalli yap1 formuna
sahip oldugu yapilan analizler ile belirlenmistir. Bu formlar; a-kitin (anti-paralel
zincirler mevcut), B-kitin (paralel zincirler mevcut), y-kitin (paralel ve anti-paralel
zincirlerin kompoziti) yapt formlandir (Jang vd., 2004). o-kitin yap1 formu
yeryiiziinde en bol bulunan formudur ve en ¢ok bulundugu yerler ise bocek, karides,
yengeg, 1stakoz, mantarlarin hiicre duvari ve maya hiicreleri baslica a-kitin
kaynaklar1 olmaktadir. B-kitin ise daha az siklikta olmasina ragmen en bol bulundugu
yer kalamar olup, Al Sagheer vd., 2009°da yaptig1 deney ve analizlerle B-kitini teshis
etmistir. y-kitin yapisi ise ¢ok nadir goriilen bir formdur fakat Sajomsang ve Gonil,
(2010)’in yaptiklart ¢aligmasinda y-kitin yapisinin boceklerin kozalarinda oldugunu
belirtmistir.

Kitin, biyopolimer olmasindan dolayr kullanildigi endiistride ¢evre dostu olarak
bilinen non-toksik biyomateryaldir (Caner ve Cansiz, 2008). Bu biyomateryalin en
onemli karakteristik ozelligi ekolojik olmasi ve diisiik toksisitesiyle miikemmel
sekilde biyouyumlu ve biyobozunur olmasidir (Liu vd., 2012; Alvarez vd., 2014).
Aynm1 zamanda Kitinin antimikrobiyal, antioksidan ve antikanserojen etkisi de
mevcuttur. Kitinin fizyolojik ve biyolojik 6zelligi olmasi sebebiyle biiyiik bir

kullanim alanina sahip oldugunu gosteren Hajji vd., (2014)’nin yani sira Liu vd.,



(2012) de yapmis oldugu caligmasinda genis kullanim alanma sahip oldugunu
belirtmistir. Bunlarin  yan1 sira kitinin  kullanim alanlari, kitinlerin  yiizey
morfolojisinin farkliliklariyla degismektedir (Aranaz vd., 2009). Bu sebeple, Kitinin
yiizey morfolojisindeki degisiklikler sayesinde glinimiizde tekstilde, ziraatte giibre
olarak kullanimi, kontrollii ila¢ salinimi yapilmasinda, tip uygulamalarinda, atik su

aritimi ve kozmetik gibi bir¢ok alanda kullanim alanina sahip olmustur.

A. pandora kelebekleri bahar sonundan yaz sonuna kadar nemli ortamda, mera,
tarimsal ve orman alanlarinda ugarlar (Grill ve Cleary, 2003). Tiirkiye de kozmopolit
bir tiir olan bu kelebekle ve ayrica diinya ¢apinda da genis bir dagilima sahiptir
(Giiney Fransa, Italya, Giiney ve Giineydogu Avrupa, Tiirkiye, Transkafkasya, iran,
Irak, Liibnan ve Israil)(Hesselbarth vd., 1995). Bu kelebeklerin diinyada genis ¢apl
dagilima sahip olmasi, bu tez caligmasi i¢in A. pandora kelebek tiiriinii tercih
etmemize en bliylik etkendir. Ciinkii bu canlinin alternatif bir kaynak olmasi
durumunda bol bulunuyor olmasi bir avantaj saglar. Ayrica nesli tehlike altinda
olmamasi nedeniyle canli gesitliligini olumsuz yonde etkileyecek bir durum teskil

etmez.

Bu tez c¢alismasinin amaci, bir kelebegin farkli viicut parcalarinin (kanatlar ve
kanatlar: hari¢ diger viicut kisimlari) kitin igerikleri ve 6zelliklerinin arastirilmasidir.
Her iki viicut kisimlarindan elde edilen kitinlerin fizikokimyasal 6zellikleri, FT-IR,
SEM, TGA, elementel analiz ve XRD analizleri kullanilarak test edilmistir. Ayni
zamanda bu Kitinlerin analiz sonuglar1 daha o6nce yapilmis olan c¢aligmalarla

kiyaslanmis olup karsilagtirmalar yapilmistir.
1.1 Materyal ve Metotlar

1.1.1 Orneklerin toplanmasi

A. pandora kelebeklerinin 6rnekleri (toplam 32 birey) Tiirkiye, Amasya-Akdag G.A.
—Ormanézii’nden 30.06.2010 tarihinde toplanmistir (Rakim: 2023m, koordinatlar:
40° 77' 96 K 35° 92' 65 D). Sekil 1.1; tiirlerin fotograflari ve ¢aligilan viicut kisimlari

gosterilmistir.



1.1.2 Kitin izolasyonu

Amasya-Akdag G.A. Ormandzi’nden toplanan A. pandora kelebeklerine ait
goriintiileme ilk olarak dijital bir fotograf makinasi yardimiyla goriintiilenmistir.
Fotograf ¢ekimi yapildiktan sonra, toplanmis kelebekler etiiv yardimiyla 50°C’de 2-3
giinde tamamen kurutulmaya birakildi. Tamamen kuruyan A. pandora kelebeklerinin
kanat ve govde yapilar1 (kanatlar ve kanatlar1 hari¢ diger viicut kisimlart), kanatlarin
yapis1 zarar gormeyecek sekilde bir pens araciligiyla kanatlar gévde yapisindan
Ozenle ayrildi (Sekil 1.1). Kelebeklerin ayrilan kanatlar1 ve diger viicut kisimlari igin
ilk agirhiklar1 hassas bir terazi yardimiyla tartildi. Olciimii yapilan kanatlar ve diger
viicut kisimlarmin ilk agirliklart sirastyla 0,5515g ve 2,1744g olarak o6l¢iildii.
Kurutulmus kelebeklerin diger viicut kisimlart bir havan igerisinde ezildi, fakat
kanatlarin hassas yapilarindan dolay1 kanatlar ezilmedi ve kitin izolasyonu sirasinda

dogal sekliyle kullanildu.

a

Sekil 1.1. Argynnis pandora kelebeginin dijital fotograflari: (a) sirt goriiniimii, (b)
karm goriiniimdi, (¢) kanatlar ve (d) kanatlari ¢ikarilmis diger viicut kisimlari.



1.1.3 Demineralizasyon (Minerallerin Uzaklastirilmasi)

Kelebeklerin kitin izolasyonunda demineralizasyon asamasi i¢in 4M HCI ¢ozeltisi
kanat ve govde yapilari igin ayri ayri hazirlanarak refluks sistemde 50°C’de 24 saat
boyunca karistirildi. Filtre kagidi yardimiyla numuneler pH nétr oluncaya kadar
distile su ile tekrar tekrar siizme islemi gergeklestirildi. Bu islem sayesinde kanat ve

govde yapilarinda bulunan mineraller uzaklastirilmistir.

1.1.4 Deproteinizasyon (Proteinlerin Uzaklastirilmasi)

Minerallerin uzaklastirilmasinin hemen ardindan %8’lik 4M NaOH ¢ozeltisi
hazirlanip reflux sisteme alinan Ornekler 50°C’de 24 saat islem gordi. NaOH
¢ozeltisi sayesinde minarellerden sonra kalan proteinler de uzaklastirilmis oldu.
Filtre kagid1 yardimiyla tamamen pHndtr oluncaya denk distile suyla tekrar tekrar

stiziildii ve yikanda.

1.1.5 Dekolorizasyon (Renk Giderme)

Distile su, metanol, kloroform ¢o6zeltisi 4:2:1 oranminda hazirlanarak 10 dk oda
sicakliginda karistirlldi ve elde edilen kitin filtre kagidi igerisine alinarak
stizlilmistlir. Bu islem vesilesiyle renk pigmentlerinin ¢ogu giderilmistir. En son
olarak, kanatlar ve diger viicut kisimlarindan elde edilen kitinler 40-50°C’de etiivde

kurumaya birakilmistir.

Kelebeklerin her iki yapisi igin de ayn1 metot uygulanmistir. Bu sayede elde edilen
kitin numunelerinde farkli ya da benzer yapilar arasinda kiyaslama yapilmistir.
Kitinler etiivde kurutulduktan sonra hassas terazide tartilmistir. Kanat kitini agirlig
0.1180 g, gbvdenin kitini agirligi ise 0.1555 g olarak dl¢iilmiistiir. Kelebeklerin dogal
hali ile islem gordiikten sonraki elde edilen kitin numunelerinin agirliklar

hesaplanarak, kitin icerikleri % olarak hesaplanmistir.
1.2 X- 1s1m difraksiyonu (XRD)

Rigaku D max 2000 sistem kullanilarak A. pandora’nin gévde ve kanatlarindan izole
edilen kitinin X-1s1m1 difraksiyon pikleri (5°°den 45°’ye bir tarama agist ile) 40 kV,
30 mA ve 26 agisiyla 6l¢iildii.



Kitinin kristal indeks (Crl) degerleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

CI’|110 = [(|110 - Iam)/lllO] x 100 (11)
111026’ da maksimum yogunluk
lam260’da amorf kirinim yogunlugu

Kristal indeks (Crl) degerleri hesaplama

1.3 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Farkl1 iki viicut kisimlarindan izole edilen kitinlerin yiizey morfolojileri QUANTA
FEG 250 taramal1 elektron mikroskobu kullanilarak goriintiilendi. Kitin numuneleri

altin kaplama spreyi ile kaplandi1 (Gatan Hassas Yiizey Kaplama Sistemi).

1.4 TGA (Termogravimetrik Analiz)

A.pandora’dan elde edilen kitinlerin termal stabilitesi arastirilmistir. TGA ve DTGA
kitinin termal bozunma egrileri hareketsiz durumda EXSTAR S11 7300 kullanilarak

min 10°C 1sitma 1sisisinda elde edildi.

1.5 FT-IR (Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskobu)

A. pandora’nin her iki kitin numuneleri i¢in infrared spektrumu Perkin-Elmer FT-IR

spektrometre kullamlarak 4000-650 cm *arahiginda kaydedildi.

1.6 Elementel Analiz

A. pandora’nin ayrilan viicut kisimlarmin her iki kitini i¢in nitrojen (N), karbon (C)
ve hidrojen (H) egrileri Flash 2000 kullanilarak elde edildi. Ayrica asetilasyon
derecesi (DA) Xu vd., 1996 araciligiyla asagidaki denklemi takip eden elementel

analiz verileri hesapland.

_[(C/N - 5.14)
DA = [—1_72 ] x 100 (1.2)

Elementel analiz verileri asetilasyon derecesi (DA) hesaplama



2. TARTISMA VE SONUCLAR

2.1 FT-IR Analiz Sonucu

A. pandora’nin iki farkli viicut kisimlarindan (kanatlar ve diger viicut kisimlari) izole
edilen kitinler i¢in FT-IR spektrumlart Sekil 2.1°de gosterilmistir. Kitin ig¢in amid I,
II ve III’e dayandirilan karakteristik bantlar Jang vd., 2004 tarafindan izah edilmis
olup ve sirastyla bu bantlar 1660, 1550 ve 1310 cm™dir. Bizim calismamizda ise
kanatlar ve diger viicut kisimlarindan izole edilen kitinlerin sahip oldugu pikler
sirastyla 1654, 1551 ve 1308 cm™ ve diger viicut yapilarimin kitinlerinin pikleri
sirastyla 1650, 1553 ve 1308 cm ™ dir. Elde edilen kitin yapilarinin FT-IR bantlarina
bakildiginda her iki yapida da pikler birbirine benzerdir. Bunlara ilaveten, bu tez
caligmasinda da goriildiigii tizere o form yapisindaki amid I bandinin kendi igerisinde
iki pike ayrildigim1 Jang vd., 2004 tarafindan da bildirilmistir. Ayrica diger bazi
keskin ana bantlart 3430 cm™de (O- H gerilme), 3104- 3256 cm™de (N- H
esnekligi), 2920 (alifatik yapilar), 1553,8 cm™ (amit 11), 1428,9 cm™ (CH, biikiilme
ve CHs deformasyon), 1375,6 cm™ (CH biikiilme ve CHj simetrik deformasyon),
1307,7 cm™ (CH, hareket etme), 1155 cm™ (asimetrik koprii oksijen gerilmesi), 1111
cm™ (halka fazinda aimetrik esneme modu), 1607 cm™ (sakkarit halkalart), 1011 cm’
! (halka fazinda C-O asimetrik esneme), 951 cm™ (boyunca zincir) ve 898 cm™
(sakkarit halkalar1) olan bantlardir (Ifuku vd., 2009). Ayn1 zamanda elde ettigimiz
kitinlerin 1420 cm™ pikindeproteinlerintamamen giderilmis olduguna dayandirilan
adsorpsiyon bandi elde edildi. Bu bant NaOH isleminin tiim proteinleri giderdiginin

kanitidir.

FT-IR analiz sonuglarina dayanarak A. pandora’nin kanatlarmin ve diger viicut
kisimlart kitinlerinin kimyasal kompozisyonu ve band tipleri arasinda biiyiik fark

olmadig1 sonucuna varilmistir.



T %

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650

Sekil 2.1. Argynnis pandora kelebeginden izole edilen kitinin FT-IR spektrumu: (a)

kanatlar, (b) kanatlar1 ¢ikarilmig diger viicut kisimlari.

2.2 TGA Sonucu

A. pandora’nin (kanatlar ve diger viicut kisimlari) iki farkli viicut kisimlarindan izole
edilen kitinler igin termogramlar Sekil 2.2’te gosterilmistir. Kanatlar i¢in iki fazda
kiitle kayb1 elde edildi. Tk kiitle kayb1 30-100 °C arasinda %#4.85 olarak not edildi.
Bu kayip ise kitindeki emilen suyun buharlasmasina dayandirilir. Ikinci fazda 100-
650 °C arasinda %82.23 kiitle kayb1 olmustur. Bu ikinci fazda gerceklesen kiitle
kayb1 kitin polimerinin asetillenmis ve deasetillenmis birimlerinin molekiil dagilmasi
ve polisakkarit yapisinin bozulmasina atfedilir (Kaya vd., 2013). Diger viicut

kistmlar kitin yapisi igindekiitle kaybr tanimlanan iki asamada gerceklesmistir. Ilk
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asamada 30-100 °C arasinda %#4.82 kiitle kayb1 kaydedildi. Bu kitin yapisindaki
emilen suyun buharlasmasma dayandirilir. Ikinci biiyiik kiitle kayb1 100-650 °C
arasinda yaklasik %80 olarak elde edildi. Bu sonu¢ kitinin yapisal bozulmasina
dayandirilmaktadir. o- Kkitinin DTG ve TGA analiz sonuglari daha Onceki
calismalarla kiyaslandiginda bizim c¢alismamizdaki egrilere c¢ok yakin olarak
kaydedildi. Ornegin; mantardan 350-380 °C (Ospina vd., 2015), klasik a- kitin i¢in
384 °C (Jang vd., 2004), Daphnia magna kis yumurtalarindan o- kitin igin 351.6 °C
(Kaya vd., 2013), ipek bocegi krizalitte 300-400 °C (Paulino vd., 2006) ve
Periplaneta americana kanatlar1 i¢in 389 °C’ dir (Kaya ve Baran 2015). A.
pandora’nin her iki viicut yapisinin Kitinlerinin DTG ve TGA igin hemen hemen
ayn1 sonuglar kaydedildi ve elde edilen veriler daha onceki sonuglar ile uyum

icerisinde oldugu gozlendi.

TGA sonuglarinda her iki yapinin kitini i¢inde benzer sonuglar kaydedildi (Sekil 3).
TGA’da bozulma iki agsamadan meydana gelmektedir. Birinci asama kanat kitini i¢in
%4.85, govde kitini i¢cin %4.82’lik bir kayip s6z konusudur. Bu kayip ise su
buharlagmasindan kaynaklanmaktadir. ikinci asamada ise, kanat kitininde %82.23 ve
govde kitininde %76.69 bir kiitle kayb1 gozlenmistir. Bu kiitle kaybi ise kitin
yapilarinin bozulmasindan kaynaklanmaktadir. A. pandora kanat ve govde Kitininin
maximum bozulma sicakligi (DTGmax) sirastyla 389.6 °C ve 386.9 °C olarak elde
edilmistir. Yani A. pandora kelebeginin kanat ve govde kitinlerinin TGA

degerlerinin de ayni oldugu gézlemlenmistir.



90.00 4.8% 386.9°C
80.0
70.0 a 76.7%

60.00

TG %

50.00

40.00

30.00

20.00

100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0
Temperature (°C)

90.00 4.9% 389.6°C

b 82.2%

1000 2000 3000 4000  500.0 600.0
Temperature (°C)

Sekil 2.2. Argynnis pandora kelebeginden izole edilmis kitin i¢cin TGA ve DTG
termogramlar: (a) kanatlar, (b) kanatlar1 ¢ikarilmis diger viicut kisimlari.
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2.3 XRD Analizi Sonuglar:

A. pandora’nin her iki viicut kisimlarindan (kanatlar ve diger viicut yapilari) elde
edilen kitinler i¢in XRD analizi ger¢eklestirildi (Sekil2.3). Kanat kitinlerinin XRD
20 modelleri 12.84°, 21.04°, 22.9° ve 26.36° dort kiigiik pikin yani sira 9.3° ve 19.3°’
te iki biiyiik kristal piklerden olusmaktadir (Sekil 4a). Diger viicut kisimlarindan
izole edilen kitinler i¢gin XRD sonuclar1 8.5° ve 19.3°” te iki biiylik kristal piki ve
12.84°, 21.14°,23.06° ve 26.66°° da dort kiigiik piki Sekil 4b’de gosterilmistir.Hajji
vd., (2014)’te yapmis oldugu deneyin analiz sonuglarinda a- kitin igin kristal pikleri
9.6°, 19.6°, 21.1° ve 23.7° olarak bulmustur. Yen vd., (2009)’da yapilan g¢alismanin
analiz sonuclarinda ise saf hale getirilmis yenge¢ kitininin XRD 6rneklerini 26=9.3°
ve 19.1°°de iki kristal piki (tepeyi) buldugunu gostermistir. Bu tez caligmasinda
benzer bir sekilde kanatlar ve diger viicut yapilari igin XRD sonuglarinin saf
sinyalleri 9.3° ve 19.1°°de aym kristal pikleri igermektedir. Jang vd., (2004)
tarafindan yapilan bir calismada a- kitin i¢in 9.6°, 19.6°, 21.1° ve 23.7° olmak tizere

dort kristal pik gozlemlediler.

Her iki viicut yapisinin XRD Kitin numunelerinin pikleri o formdan izole edilen
kitinlerin piklerini igermektedir. Viicut yapilarinin her iki tipinden izole edilen
Kitinlerin  kristal diizeyi indeksi (Crl) degerleri difraktogramlar kullanilarak
hesaplandi. Kanatlar i¢in Crl %64 olarak kaydedilirken diger viicut yapilar1 i¢in ise
%66 oraninda oldugu hesaplanmistir. A. pandora’dan izole edilen her iki kitinin Crl

degerlerinin ¢ok benzer sonuglar gosterdigi ortaya konmustur.
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Sekil 2.3. Argynnis pandora kelebeklerinden izole edilen Kkitinlerin X-1g1m
difraktogramlari: (a) kanatlar, (b) kanatlar1 ¢ikarilmis diger viicut kisimlart.
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2.4 SEM Goriintiileri

Kelebeklerin iki farkli viicut yapilarindan elde ettigimiz (kanatlar ve diger viicut
kisimlar1) kitinlerin yiizey morfolojileri taramali elektron mikroskobu kullanilarak
elde edildi. SEM analizi sonuglarinda kelebegin kitini i¢in toplamda bes tip yiizey
morfolojisi ortaya ¢ikmistir. Sadece diger viicut kisimlarinda yiizey morfolojisinin
dort farkli cesidi kaydedilmistir. Ilk goriintiide basta goriilen iist {iste gelen dlgiimleri
igerir ve Olglimler gomiilmiis porlara sahiptir. Gomiilii porlar asagr yukart 20 um
boyutundadir (Sekil 2.4a). Her bir dlgek sekli dikdortgen bigiminde, sivri uglari
mevcut olup ve ¢ikintilardan olugmaktadir (Weatherspoon vd., 2008)(Sekil 2.4b).
Ayrica diger viicut kisimlarindan izole edilen kitin de dlgiimlerinde ikinci tipi ise
bazilar1 gémiilii piiriizsiiz porlu alanlara sahiptir (Sekil 2.4c). Bu piiriizsiiz alan,
yiizey iizerinde dagilmis kiiciik porlara sahiptir (Sekil 2.4d). Olgiimler de {igiincii tipi
arasinda yer alan ve gomiilii baz tiibiiler yapilar vardir. Tiibiiler yapilar biiyiik porlar
gibi goriinmektedir (Sekil 2.5a ve b). Dordiincii tip yiizey morfolojisi ise higbir
gbzenegi olmayan acik diizlem alanidir (Sekil 2.5¢ ve d). Kanat kitininin yiizey
morfolojisi incelendiginde, yap1 goriintiisiinde tek tip morfoloji ortaya cikmustir.
Kanat kitini sert ve piiriizlii ylizeye sahiptir (Sekil 2.6a ve b). SEM goriintiilerinde
daha yiiksek biylitmede kontrol ederken Kkitin fiberlerinin agik bir sekilde
goriilebilmektedir (Sekil 2.6¢c ve d). Kelebegin kanatlarindan ve diger viicut
kisimlarindan bes tip yiizey morfolojisi elde edildi, kitinin ylizey morfolojisinin

kaynagi ile son derece iliskili oldugunu gostermistir.

Bas, gogiis, karin ve bacaklardan olusan kelebegin diger viicut kisimlart dort gesit
yiizey morfolojisi gosterdi ve yiizey morfolojilerinin bu cesitliligi farkli kaynaklara
bagli olabilir (bas, gdgiis, karin veya bacaklar). Bu baglamda, ilerideki ¢alismalar bu
hipotez test edilebilir.

Kelebegin kanatlariin yiizey morfolojisi yapist incelendiginde diiz bir zemin ve siki
bir fiber yapisi s6z konusudur (Sekil 2.6). Ancak A. pandora kelebeginin govde Kitini
yapisina bakildiginda ¢aplar1 genis olan porlar mevcut olup ve fiberlerin yapis1 daha
belirgindir. Kanat kitini yapisinda por olmadigimi ve govde kitininde daha biiyiik

capta porlar oldugu gézlenmistir.
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Sekil 2.4. Argynnis pandora kelebeginin kanatlari harici diger viicut kisimlarindan
izole edilen kitinin SEM goriintiileri (a) gomiilli porlarla kaplanmis dlgiimler (b) sivri
uglu dik acili 6lgtimler (C) diiz gozenekli bolgeler (d) piiriizsiiz bolgelerdeki daginik
gozenekler
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Sekil 2.5. Argynnis pandora kelebeginin kanatlar1 haricidiger viicut kisimlarindan
cikarillan kitinin SEM goriintiileri: (a ve b) gomiili tiibiller yapilar, (c ve d)
gozeneksiz diiz alanlar.
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Sekil 2.6. Argynnis pandora kelebeginin kanatlarindan izole edilen kitinin SEM
goriintiileri (a ve b) sert ve piiriizlii yiizey, (c ve d) kitin fiberleri.

2.5 Elementel Analiz Sonuglar:

A. pandora kelebeklerinin iki ayr1 viicut kisimlarindan elde edilen kitinler (kanatlar
ve diger viicut kisimlari) karbon (C), azot (N) ve hidrojen (H) oran1 degerlerinin yan1
sira asetilasyon derecesinin (DA) belirlenmesi i¢in elementel analiz yapilmistir.
Tamamen asetile olan kitin i¢in teorik olarak tanimlanan nitrojen degerinin %6.9
oldugu bilinmektedir (Liu vd., 2012). Kanat kitininde nitrojen igerigi %6.62 olarak
kaydedilmesine ragmen diger viicut kisimlarindaki kitinde bu deger %6.48 olup
teorik olarak tanimlanan degerin biraz altinda degerlere sahiptir. Proteinlerin,
minerallerin ve pigmentlerin ¢ogunun ¢ikarilmasinda yaptigimiz Kitin izolasyon
isleminin etkili oldugunu gostermektedir. Her iki kisim i¢in (kanatlar ve diger viicut
kisimlari) hidrojen igerigi sirasiyla %6.53 ve %6.45 olarak kaydedildi. Her iki
hidrojen degeri, Onceki ¢alismalarda anlatilan degerlere ¢ok yakin oldugu
gbzlenmistir. Ornegin; yaban aris1 kitini %6.43 (Majtan vd., 2007), D. magna kis
yumurtalart kitini %6.30 (Kaya vd., 2013) ve karides kitini %6.47 (Sajomsang ve
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Gonil, 2010) olarak hesaplanmistir. Karbon degerleri kanat kitininde %44.89 ve
diger viicut kisimlarinda %44.91 olarak kaydedildi. Ifuku vd., (2009)’da yaptigi
calismada yengec¢ kabuklarinin kitinindeki karbon degerini %44.26 olarak elde

etmistir.

Kanatlar ve diger viicut kisimlar1 i¢in DA degerleri sirasiyla, %104.2 ve %95.5
olarak elde edildi ve Liu vd., (2012) o kitininin DA degeri %109 olarak rapor

etmislerdir.

Farkli kisimlardan izole edilen kitin 6rneklerinin DA degerleri yiiksek saflik gosteren
%100” e c¢ok yakin olarak kaydedildi. A. pandora kelebeginin kanat ve govde

kitinlerine ait elementel analiz sonuclar1 standart kitinle kiyaslanmistir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Argynnis pandora kelebeginin kanat ve govde kitinlerinin elementel

analiz sonuglari

Isim %N %C %H %S
Standart kitin | 6.510000229 | 72.51999664 | 6.090000153 | 7.440000057
A.pandora | o ea900919g | 45.89947891 | 11.03668213 0
kanat kitin
A.pandora | o-9148398 | 2662021524 | 6.450181007 0
govde kitin
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2.6 Kitin Icerigi

Bu tez ¢alismasinda A. pandora’nin her iki viicut kisimlar1 (kanatlar ve diger viicut
kisimlari) igin kitin igerikleri ayr1 ayri hesaplandi. Sonuglar karsilastirildiginda
kanatlarin, diger viicut kisimlarindan daha yiiksek kitin igerigine sahip oldugunu bize
gosterdi. Kanatlarda kitin igerigi %22 olarak kaydedilmesine ragmen diger viicut
kisimlarinda %8 olarak kaydedildi. Bu sonuglar ayni zamanda kitinin diger ticari
kaynaklari ile karsilastirildi. Ornegin; yengec icin %20.62 (Youn vd., 2009), karides
icin %19.13 ve istakoz igin %21.26 (Al Sagheer vd., 2009), bunlarin yanisira
Holotrichia parallela gibi diger organizmalar %15 (Liu vd., 2012), agustos bocegi
kabuklar1 i¢in %36.6 (Sajomsang ve Gonil, 2010), ipekbocegi krizalit igin %20
(Paulino vd., 2006), Bombyx mori i¢in %15-20 (Zhang vd., 2000), Artemia urmiana
kist kabuklar i¢in %29.3- 34.5 (Tajik vd., 2008) ve Basidiomycetes i¢in %8.5- 19.6
(Di Mario vd., 2008) olarak hesaplanmustir.

Literatiir verileri goz oniine alindiginda kelebek kanad1 Kitinini karides, yengec ve

1stakozun kabuklar1 gibi yiiksek kitin icerigine sahiptir.

Tez ¢aligmamizda bir kelebek tiiriiniin kanatlarindan ve diger viicut kisimlarindan
izole edilen kitin Orneklerinin fizikokimyasal o6zelliklerindeki farklar arastirildi.
Kanatlarmin kitin icerigi diger viicut kisimlarindan ¢ok daha ytiksek kitin igcerigine
sahip oldugu kaydedilmistir. Diger viicut kisimlarindan izole edilen kitin
orneklerinin FT-IR, TGA ve elementel analiz sonuglar1 kitinin bize safa yakin
oldugunu gostermistir. Elde edilen her iki kitin Orneklerinin termal stabilitesi,
bozulma orani ve kristalinitesinin birbirine ¢ok yakin oldugu gozlenmistir. Ancak,
SEM analizi sonuglarinda kitin 6rneklerinin yiizey morfolojileri, izole edilen viicut
kisimlartyla iliskili oldugunu gostermistir. Bu bulgu, daha sonraki c¢aligsmalar da
diger organizmalarin farkli viicut kisimlarindan izole edilen kitinler icin test

edilebilir.

Yiizey morfolojisi kitin ve kitosanin uygulama alanlarinin tespiti i¢in ¢ok dnemli
ozelliktir. Bu calismada bes farkli yiizey morfolojisi elde edildi ve tiim bu tipler
farkl1 alanlarda etkin olarak kullanilabilir. Ornegin, porlu tipi doku miihendisligi ve

adsorpsiyon ¢alismalarinda kullanilabilir. Buna ek olarak, onlarin biyolojik olarak
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parcalanabilen, biyouyumlu ve antimikrobiyal 6zellikleri sayesinde diger piirtizsiiz
ve zayif fiberli tipleri kaplama malzemesi olarak kullanilabilir.

Bu ¢alisma ayni1 zamanda farkli canlilarin farkli viicut kistmlarinin ¢ok 6zel bir kitin
yiizey morfolojisine sahip olabilecegini gosterdi. Ayrica ileride farkli canlilardan ve
bu canlilarin farkli viicut kisimlarindan iretilecek {i¢ boyutlu kitin 6rnekleri

endiistride kullanim sans1 bulacaktir.
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