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ONSOZ

Bu tez calismasi, Biyoteknoloji ve Molekiiler Biyoloji Boliimii’niin yiiksek lisans
tezi olarak hazirlanmistir. Bu ¢alisma da, bir yaban aris1 olan Vespa crabro’nun
farkli gelisim evrelerinden (larva, pupa ve yetiskin) ayn1 metod kullanilarak izole
edilen kitinlerin sahip oldugu 6zellikler detaylica incelenmistir. Kitin izolasyonu igin
kullanilan 6rnekler Irak’in Siileymaniye sehrinden toplanmustir. V. crabro’dan izole
edilen kitinlerin kimyasal yapisi ve fizikokimyasal 6zellikleri farkli analitik metotlar
kullanilarak karakterize edilmistir. Mevcut ¢alisma, V. crabro’ nun gelisim evreleri
boyunca sahip oldugu kitin yapisinin fizikokimyasal 6zellikleri bakimindan nasil
degistigine odaklanmistir. Yapilan deney sonuglari, organizma gelisimini
tamamladik¢a sahip oldugu kitin iceriginin arttigin1 géstermistir. Ayrica larva, pupa
ve yetigkin yapilarindan izole edilen kitinlerin sahip olduklar1 ylizey morfolojilerinde
biiyiik farkliliklar oldugu da gézlenmistir.

Bu yiiksek lisans tezi, Aksaray Universitesi biinyesinde bulunan Bilimsel ve
Teknolojik Arastirma ve Uygulama Merkezi, Genel Biyoloji Laboratuari’nda

yapilmustir.
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OZET

VESPA CRABRO’NUN GELISIM SURECIN E (LARVA, PUPA VE YETISKIN)
BAGLI OLARAK KITININ FIZIKOKIMYASAL OZELLIKLERINDEKI
DEGISIM
Bilindigi gibi, bir organizmada bulunan kitin, onun farkli viicut kisimlarinin sahip
oldugu fonksiyonel 6zelliklerinden dolay1 oldukc¢a biiyiik farklilik gosterebilir fakat
bir organizmanin farkli gelisim evrelerinde bulunan kitinin karakteristik
Ozelliklerinin nasil degistigi hala bilinmemektedir. Bu tez calismasi, bir bocegin
(Vespa crabro) farkli morfolojik evreleri-larva, pupa ve yetiskin-boyunca Kkitin
matriksin fizikokimyasal 6zelliklerinin nasil degistigini belirlemek icin yapilmistir.
Organizmanin igerdigi % kitin miktariin canli biiyiidiikkge asamali olarak arttig
(% 2.6.2 ve %10.3), Ozellikle larva evresinden pupa evresine gecerken sentezlenen
kitin miktarinin neredeyse 3 kat olacak sekilde 6nemli 6l¢iide arttigr bulunmustur.
Enzimatik yikim testleri izole edilen kitinlerin neredeyse tamamen saf olduklari
ispatlamistir. Bu kitin Ornekleri ayrica termal yikim analizine tabi tutulmus ve
orneklerin sahip olduklar1 termal kararliliklarinin birbirlerine benzer olduklar
goriilmiigtiir. Diger yandan, kitinlerin yiizey morfolojilerinin canlinin gelisimine gore

oldukga farklilik gosterdigi gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bocek, biyopolimer, kitin, izolasyon, karakterizasyon, kitinaz
testi.



ABSTRACT

CHANGES IN PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES OF CHITIN AT
DEVELOPMENTAL STAGES (LARVAE, PUPA AND ADULT) OF VESPA
CRABRO (WASP)

It is already known that chitin in a single organism can exhibit huge differences
depending on the functions it serves in different body parts, but the alterations in the
characteristics of chitin in course of developmental stages of an organism still remain
unknown. This thesis study presents findings on how chitin matrix is changing
physicochemically through discrete morphological stages —larva, pupa and adult— of
an insect (Vespa crabro). Chitin content of the organisms were found to increase
gradually as the organism grew; 2.1, 6.2 and 10.3%, with a dramatic increase in
chitin deposition (nearly 3 folds) during the instar from larva to pupa. Enzymatic
digestion test demonstrated that chitin isolates were close to pure. Chitin isolates
were also subjected to thermal pyrolysis and no variations were observed in the
thermal stability of the samples. However, it was observed that surface

characteristics of chitin changed greatly as the insect grew.

Keywords: Insect, biopolymer, chitin, extraction, characterization, chitinase test.
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1. GIRIS

Kitin yapist kimyasal olarak benzer olmasina ragmen, son zamanlarda yapilan
caligmalarda kitinin fizikokimyasal Ozelliklerinin biiyiilk oranda kaynaga bagh
oldugu vurgulanmistir ve yapisal bir matriks olarak kitinin karakteristik ¢zellikleri
genellikle organizmalarin taksonomisi veya ekolojisine gore belirlenir ve ayrica bir
organizmada bulunan kitin tiim viicuda ayn1 sekilde dagilmaz (Youn vd., 2009; Kaya
vd., 2015a). Bir organizmanin, farkli gelisim evrelerinde kitinlerin farkli 6zelliklere
sahip oldugu son zamanlarda yapilan calismalar ile acikliga kavusmustur ve bir
gelisim evresinden digerine gegerken kitinlerde ¢ok Onemli farkliliklar oldugu
yapilan ¢alismalar ile bulunmustur. Onceki ¢alismalarda Kaya vd., (2014), patates
bbceginin larvast ve yetiskin bireylerinden kitin izole etmislerdir. Yetiskin bocek
Kitininin  termal kararlih@min larva kitinine gore olduk¢a farkli oldugu
kaydedilmistir. Son yillarda yapilan bu ¢aligmalara ragmen, organizmanin gelisim
evrelerinde (larva, pupa ve yetiskin) bulunan kitinin yapisinin kimyasal degisikligi
daha detaylica incelenmelidir.

N-asetilglukozamin  birimlerinden olusan lineer bir polimer olan Kkitin,
organizmalarda alfa, beta ve gama olmak iizere ii¢ farkli formda bulunur (Imai vd.,
2003). Boceklerin kutikiiler dis iskelet ve peritrofik matrisleri baglica kitin fibriller
ve proteinler ile kompozit halinde bulunur. Kitin fibrillerin proteinler ile birlikte
bulunmasi, boceklerin dis iskeletine mekaniksel saglamlik ve biitiinliik
kazandirmasmma ragmen (Ehrlich vd., 2010), bocek bagirsaklarinin i¢ yilizeyinde
bulunan kitin mekaniksel saglamligin yani sira reaktif oksijenlere ve mikrobiyal
saldirilara karst koruma goérevi de saglar (Barbehenn ve Stannard, 2004;
Merzendorfer vd., 2006). Bdceklerde bulunan kitinler son yillarda bazi bilim
insanlarinin ilgisini ¢ekmektedir (Rinaudo, 2006) ve bu organizmalardan izole edilen
kitinlerin kaynaga bagli olarak degisiklik gostermesi iizerine yapilan caligmalar

gitgide artmaktadir (Zhang vd., 2000; Majtan vd., 2007; Ma vd., 2015). Kitinin,



boceklerin fizyolojisinde olduk¢a 6nemli rol oynadig1 ve biyolojik olarak yikilabilen
ve biyolojik olarak uyumlu ozelliklere sahip oldugu ig¢in kimyasal- farmasotik
endiistrisinde kullanildig1 g6z oniine alindiginda, bu biyopolimerin gdsterilen ilgiyi
hak ettigi goriiliir (Merzendorfer, 2006 ).

Vespa crabro (yaban arisi, esek arisi), Avrupa’nin merkezinde en biiyiik yaban arisi
tiirii olarak kaydedilmistir. Bu tiir ayrica Avrupai esek arisi olarak da bilinir (Kovac
ve Stabentheiner, 2012). Renk ve blyuklik, V. crabro’nun dogal yaban arisindan
Dolichovespulamaculata L. (beyaz lekeli yaban aris1) ve Vespula spp. (sar1 renkli)
olarak farklilagsmasindaki en 6nemli parametrelerdir. Predator bocekler olarak ¢er¢op
ve aga¢ dali ¢ignerler ve kagit yapmak icin ¢ignenmis bitki kullanirlar (Jennings ve
Sferra, 2002). Cok yaygin bulunmasi ve 6zellikle farkli gelisim evrelerindeki (larva,
pupa Ve yetiskin) bireylerinin toplanmasindaki kolaylik, V. crabro’yu bu ¢alisma igin
ideal organizma yapmistir.

Bu tez galismasi ile ilk defa bir bocegin (V. crabro) her bir gelisim evresinden (larva,
pupa ve yetiskin) izole edilen kitinlerin fizikokimyasal 6zellikleri SEM, FT-IR,
TGA, elementel analiz ve kitinaz yikim testi ile incelenecektir. Buna ek olarak, bu

calismada larva, pupa ve yetiskin V. crabro’nun kitin igerikleri de hesaplanacaktir.



2. LITERATUR OZETi

Kitin dogada en fazla kullanilan biyopolimerlerden biridir. Kitin, giiniimiizde,
biyoloji, endiistri, tarim ve biyomedikal uygulamalarda kullanildigindan dolay1
ekonomik degere sahiptir. Genellikle, deniz iiriinleri endiistrisinde en fazla atik {iriine
sahip olan yenge¢ ve karides en Onemli ticari kitin kaynaklaridir. Ancak, Kkitin
kaynaklart bazi mevsimlerde bulunma, sinirli sayida olma ve g¢evresel kirlilik gibi
baz1 problemlere sahiptir. Bu problemleri ortadan kaldirmak i¢in, kitin kaynagina
geleneksel olmayan ama uygulanabilir kaynak olarak boceklerin  kabuklar
onerilmistir (Gonil ve Sajomsang, 2012).

Bir caligmada kimyasal yontemler kullanilarak balik pulundan (Labeorohit) Kitin
izolasyonu yapilmistir (Kumari ve Rath, 2014). Cesitli asit ve alkali metodlar, en
verimli sonu¢ alinmasi i¢in gerekli olan etkili konsantrasyonun belirlenmesinde goz
oniinde bulundurulmustur. Bu ¢alismada, baligin atik durumunda olan pullar1 ana
materyal olarak kullanilmistir. Elde edilen 6rnekler FT-IR, XRD (X-Isin1 Kirmimi)
ve SEM ile analiz edilmistir.

Kitinin dogada o, B ve y olmak tizere 3 formu mevcuttur. Shushizadeh vd., (2015),
Sepia Pharaonis sp.” den izole ettigi kitin ile B formundaki kitine yeni bir kaynak
organizma kazandirmslardir. Izole edilen kitin kitosana doniistiiriilmiistiir. B kitin ve
B kitosanin fiziksel ve kimyasal ozellikleri FT-IR, NMR (Nukleer Manyetik
Rezonansi), XRD ve Viskometrik Analiz yontemleri ile karakterize edilmistir.
Sonuglar elde edilen B kitinin saf oldugunu ve asetilasyon derecesinin (DA) % 85.3
oldugunu gostermistir.

Kitinin fizikokimyasal 6zelliklerinin kullanilan metoda gore degistigi bilinmektedir.
Ancak bu 0Ozelliklerin kitin kaynagina gore degisip degismedigi merak konusudur.
Kaya vd., (2015b), farkli kaynaklardan izole edilen kitinin fizikokimyasal
Ozelliklerini belirlemek icin bir kelebek tirii olan Argynnis Pandora’nin kanat ve

diger viicut kisimlarindan (OBP) ayn1 metodu kullanarak kitin izole etmistir. Kanat



kisminin kitin igerigi (% 22) ve OBP nin kitin igeriginden (% 8) yuksektir. Kitinlerin
kimyasal yapilart FT-IR, TGA, XRD, SEM, ve elementel analiz yontemleriyle
dogrulanmistir.Sonuglar kanat ve OBP Kkitinlerinin ylizey morfolojileri hari¢ tim
Ozelliklerinin ayn1 oldugu gozlenmistir. SEM analizine gore kanat kitininin bir ve
OBP kitininin dort farkli ylizey morfolojisine sahip oldugu gozlenmistir. Goriindigi
gibi, kitinin yiizey morfolojisi izole edildigi canlimin viicut kisimlarina oldukca
baghdir.

a ve P kitinin sahip olduklar1 fizikokimyasal 6zellikleri kiyaslamak i¢in Hajji vd.
(2014) i¢ farkli sucul organizma ile c¢alismiglardir. Karides kabugu
(Penaeuskerathurus), yenge¢ kabugundan (Carcinusmediterraneus) izole edilen o
kitinlerin ve mirekkep baligindan (Sepia officinalis) izole edilen B Kitinin
yapilarindaki fark Bc NMR, FT-IR ve XRD ile karakterize edilmistir. B¢ NMR
analizi sonucuna gore a kitinler C3 ve C5 karbon sinyallerinde ayrilirken, B kitinde
bu sinyaller birleserek tek bir rezonans olusturmustur. XRD analizi, o kitinin 3
kitinden daha kristalin yapiya sahip oldugunu gostermistir. Karidesin yiiksek
miktarda (% 20) ve oldukga saf (protein ve tuz olmayan) kitin igerdigi gézlenmistir.
Bu ¢aligma da kitinin 6zelliklerinin kaynagina gore degistigini gdstermistir.

Zhang vd., (2000), bocek larvasi ve ipekbdcegi (Bombyx mori) pupasindan asit (1 N
HCI) ve baz (1 N NaOH) uygulamalar1 sonras1 kitin izole etmislerdir. Izole edilen
kitinler, XRD, *C CP/MAS NMR (capraz-polarizasyon majik- aci-dondiirme
niikleer manyetik rezonansi), 13C FT-NMR ve SEM ile karakterize edilmistir. Bocek
larvas1 ve ipekbdcegi pupasindan izole edilen kitinler farkli konsantrasyonlardaki asit
ve baz uygulamalar1 ve enzimatik yikim testine tabii tutulmustur. Bocek larvasindan
izole edilen kitinin daha hizli yikildig1 gortilmiistiir.

Baska bir ¢alismada, Majtan vd. (2007), 6l0 halde bulunan yaban arilarindan klasik
metodu takip ederek kabuk yapisina benzeyen kitin izole etmislerdir. Izole edilen
bocek kitini, karides kitini ile kiyaslanmak i¢in elementel analiz, FT-IR, kat1 faz 3¢
CP/MAS NMR spektrumlari ve esodakli mikroskop kullanilmistir. Bocek ve karides
kitinlerinin birbirine benzer kimyasal yapiya sahip oldugu goriilse de, bocek kitininin
DA degerinin % 5 daha diisiik oldugu bulunmustur.

Simdiye kadar ¢ok sayida mercanin iiyesi oldugu Cnidaria subesinin kitin icerip
icermedigi hakkinda higbir ¢alisma bulunmamaktadir. Literatiirdeki bu eksikligi
gidermek icin Bo vd. (2012), Akdeniz Siyah mercani olan Parantipathes larix

(Esper, 1792)’in iskelet yapisini kitin izolasyonu i¢in kullanmislardir. Birgok teknik
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(13C NMR, FT-IR, Raman, NEXAFS (Yakin Kenar X-isin1 Sogurma Ince Yapisti),
Morgan-Elson analizi ve Calcofluor White boyama) kullanilarak izole edilen kitin
analiz edilmistir. Ilk kez bu calisma ile mercanlarin saplarinda kitin oldugu
ispatlanmustir.

Kimyasal metod kullanilarak karides kabuklarindan kitin ve kitosan elde edilmistir.
Kitin izolasyonu i¢in Oncelikle karides kabuklar1 800-1000 pm boyutuna
getirilmistir. Bu calismada yiliksek NaOH konsantrasyonu (%50) kullanilmasi
sayesinde asetil gruplar uzaklastirilmis ve oldukea saf kitin izole edilmistir. izole
edilen kitinler ATR FT-IR (Azaltilmis Tam Yansiticili- Fourier Doniistimlii
Kizilotesi Spektroskopisi), XRD, SEM, UV-vis spektroskopisi, TGA ve asid-baz
titrasyonu yontemleri ile karakterize edilmistir. Bu kitinin antibakteriyel aktivitesi
arastirilmis ve gram-negatif bakterilere (Escherichia coli) karsi oldukga yiiksek
aktivite sergiledigi gozlenmistir (Abdel-Rahman vd., 2015).

Klasik kitin izolasyon metodundan farkli olarak, daha basit kitin izolasyonu yapmak
isteyen Setoguchi vd., (2012), yeni bir metod gelistirmistir. Bu ¢alisma kapsaminda,
yenge¢ kabuklar1 demineralizasyon asamasinda ilk olarak 1-alil-3-metilimidazolyum
bromid (AMIMBYr) igeren iyonik sivisi ile muamele edilmistir. Sonrasinda
demineralizasyonun tamamlanmasi igin sitrik asit uygulamasina maruz birakilmistir.
Suiztilen 6rnekler kurutulmustur. izole edilen kitin érnekleri XRD, IR, *H NMR
(proton niikleer manyetik rezonans spektroskopisi), Enerji Dagimimli X-Isinlari
Gorunge GoOzlemi ve TGA kullanilarak analiz edilmis ve sonugta kitin yapisi
belirlenmistir. Orneklerin DA degeri <7% olarak hesaplanmistir.

Bocek Kitini yeni bir kaynak olan Cicada sloughs’dan izole edilmistir. Kitini izole
edilirken, 1 M HCI ve 1 M NaOH uygulamalar: sirasiyla minerallerin ve proteinlerin
yapidan uzaklastirilmasi i¢in yapilmistir. Kitinde bulunan renk, oksitleyici ajan
olarak kullanilan sodyum hipoklorit (% 6) ile uzaklastirilmistir. Cicada sloughs’dan
izole edilen kitinin piring tarlasinda bulunan yengec¢ ve yenge¢ kabugundan izole
edilen kitinlerden daha yiiksek % kitin icerigine sahip oldugu goriilmiistiir. a kitinin
fizikokimyasal ozellikleri elementel analiz, ATR FT-IR, 'H NMR, kati faz *C
CP/MAS NMR, XRD ve TG Analizleri karakterize edilmistir. Sonuclar bocek
Kitininin DA degerinin % 97 oldugunu ve DA degerinin kristalinite ve termal

kararlilik arttikca arttigin1 gostermistir (Sajomsang and Gonil, 2010).



Son zamanlarda sucul ve tatli su siingerlerinin (Porifera) iskelet yapilar1 kitin
izolasyonu igin kullanilmigtir. Wysokowski vd. (2013), Porifera grubunda bulunan
Aplysina fistularis 'in yap1 ve seklini koruyarak ti¢ boyutlu kitin izolasyonu yapmustir.
Kullanilan farkli teknikler (Calcofluor White Boyama, Raman ve IR spektroskopisi)
ile bu siingerin yapi iskeletlerinden izole edilen U¢ boyutlu kitinlerin fizikokimyasal
ozellikleri ve kimyasal yapilar1 detaylica incelenmistir.

Kitin dogada ¢ok yaygin olarak bulunan bir biyopolimerdir. Bu ¢alisma da, sahip
oldugu yapisi miimkiin oldugunca korunan ve yiiksek safliga sahip Kitin izole
edilmesi i¢in farklt metotlar kullanilmistir. Ciinkii biyomedikal ve farmasotik
uygulamalar i¢in kullanilan kitin yiiksek saflik ve kaliteye sahip olmalidir. Elde
edilen kitinin deproteinizasyon etkinligi, farkli mikrobiyal ve balik pulu proteazlarina
kars1 test edilmistir. Bu ¢alismada segilen Bacillus mojavensis A21 ve Scorpaena
scrofa balik pulu proteazlarinin yiiksek deproteinizasyon derecelerine (sirasiyla % 88
* 2 ve % 83 +1) sahip oldugu gozlenmistir (Younes vd. 2016).

Ifuku vd. (2011), kitin nanofiber izolasyonu yapmak i¢in 5 farkli mantar kullanmig
ve bu yapilar mineral ve proteinleri uzaklastirmak icin asit uygulamasi ile
ezmiglerdir. Bu nano-fiberlerin genisligi mantar tiirtine bagli olarak 20-28 nm
araliginda degismistir. Elde edilen kitinler FT-IR ve XRD analizleri incelenmistir.
Analiz sonuglar1 bu kitinlerin o formunda oldugunu ve yapilarinda bir miktar glukan
kaldigin1 gostermistir.

Kitin kaynaklarina yeni bir sube eklemek isteyen Kaya vd. (2015a), ilk kez
Plumatella repens’den (Bryozoa) izole edilen kitinin fizikokimyasal 6zelliklerini
Palomena prasina (Arthropoda) ve Fomes fomentarius (Mantar)’den izole edilen
kitinler ile kiyaslayarak belirlemislerdir. Bryozoa kitininin, mantar ve bdcek kitini
gibi a formda oldugu goriilmistir. Canlilarin igerdigi kitinler bryozoa, mantar ve
Bocek icin sirasiyla % 13.3, 2.4 ve 10.8 olarak bulunmustur. Bryozoa ve bdcek
kitinlerinin nano fiber ve nano porlu yapiya sahipken; mantar kitinini por ve fiber
olmayan diiz bir yiizeye sahip oldugu gozlenmistir. En yiiksek termal kararlilik
mantar kitini i¢in bulunmugken, onu sirasiyla bocek ve Bryozoa kitinleri izlemistir.
Bryozoa kitinini kristalinitesi (% 60.1), bocek kitininden (% 84.9) diisiik ve mantar
kitininden (% 58.5) yliksek olarak bulunmustur.



Bu calismada kitin atik durumundaki beyaz karidesin farkli viicut kisimlarindan
(kafa, kuyruk ve kabuk) otoliz enzimatik deproteinizasyon yontemi ile izole
edilmistir. Elde edilen kitin FT-IR ile karakterize edilmistir. Sonuglar bu kitinin
kimyasal metotlar ile izole edilen kitinden daha saf oldugunu gdstermistir. Karidesin

kitin igerigi % 14.7 olarak bulunmustur (Sjaifullah ve Santoso, 2016)



3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Orneklerin Toplanmasi

Vespa crabro’nun larva, pupa ve yetiskin ornekleri Irak’in Siileymaniye sehrinden
Haziran 2015 yilinda toplanmistir. Larva, pupa ve yetiskin halindeki 150 birey Kitin
izolasyonu i¢in kullamlmustir. Ornekler toplandiktan sonra, laboratuara gétiiriiliip
kitin izolasyonu yapilana kadar etanol (%80)-distile su (1:1) g¢ozeltisi igerisinde
bekletilmisdir. Deneyler baglamadan 6nce toplanan 6rneklerden bir kamera ile alinan

goriintiiler sekil 3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1: Vespa crabro’nun kamera gorintisi. (a) larva, (b) pupa ve (c) yetiskin.



3.2 Kitin izolasyonu

Ik olarak V. crapro &érneklerinden mineraller uzaklastirilmistir. Demineralizasyon
asamasinda, toz haline getirilen larva, pupa ve yetiskin 6rnekleri hassas terazi de 5 g
olarak tartilmistir. Sonra tartilan 6rnekler, Vespa sp. (Bagriagik, 2011) ¢alismasina
benzer olarak karbonat, sodyum, magnezyum, potasyum, demir, kalsiyum, silika ve
aliminyum gibi minerallerinden uzaklastirilmak i¢in 1 M HCI ¢ozeltisi (100 ml)
igerisinde 50°C’° de 6 saat karistirilmistir. Ardindan mineralleri uzaklastirilan
ornekler kurutma kagidi kullanilarak distile su ile notral pH ya ulasana kadar birkac
defa siiziilmiistiir. Deproteinizasyon asamasinda, ornekler 1 M NaOH ¢ozeltisi
icerisinde 60°C’ de 16 saat 1sitilmistir. Bu asama ile yapida bulunan proteinlerin
birgogu uzaklastirilmistir. Kalan drnekler kurutma kagidi kullanilarak distile su ile
notral pH ya ulasana kadar defalarca yikanmustir. Izole edilen kitin ornekleri,
yapilarinda bulunan pigment ve yaglarindan ayrilmasi i¢in oda sicakliginda distile su
(40 ml), metanol (20 ml) ve kloroform (10 ml) c¢ozeltisi icerisinde
renksizlestirilmistir. Bu ¢ozelti icerisinde bulunan Kkitin &drnekleri, manyetik
karistiricida 250 rpm de 40 dakika karistirilmistir. Ornekler etiive konulmadan dnce,
renksizlestirme asamasi distile su ile gergeklestirilen siizme islemiyle devam etmistir.
Bu ornekler 60°C’ de 1 hafta boyunca kurutulmustur. Son olarak 3 farkli gelisim
asamasindan elde edilen kuru kitin 6rneklerinin son agirliklari tartilmis ve bu Kitinler

daha sonra gerceklestirilen analizler i¢in kullanilmistir.

3.3 Analizler
SEM, FT-IR, TGA, elementel analiz ve kitinaz yikim testi, larva, pupa ve yetiskin

bireylerden elde edilen kitinlerin karakterizasyonu i¢in yapilmistir.

3.3.1 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (QUANTA- FEG 250) kullanilarak, yaban arisinin
larva, pupa ve yetiskin bireylerinden izole edilen kitinlerin yiizey morfolojileri
belirlenmistir. Orneklerin yiizeyi altin ile kaplanirken Gatan Precision Etching

Coating Sistemi kullanilmstir.



3.3.2 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopu (FT-IR)
V. crabro’nun farkli gelisim evrelerinden izole edilen kitinlerin sahip oldugu FT-IR
bantlar1 Perkin Elmer cihazi ile belirlenmistir. Bu cihaz 4000-625 cm ™' araliginda

bant vermektedir.

3.3.3 Termogravimetrik Analiz (TGA)
izole edilen larva, pupa ve yetiskin kitinlerin TG analizleri EXSTAR S11 7300
sistemi ile yapilmistir. Bu cihaz ile her 10 dakikada bir sicaklik artirilarak 25 ve

650°C araliginda 6l¢iim yapilmistir.

3.3.4 Elementel Analiz
Yaban arisindan izole edilen kitin 6rneklerinin igerdikleri % C, N ve H miktarlari,
Elemental analyzer Flash 2000 cihazi ile belirlenmistir. Kitinlerin sahip oldugu

asetilasyon dereceleri (DA) Denklem (3.1)’e gOre ayr1 ayri hesaplanmistir
(Kucukgulmez vd., 2011);

DA = [(C/N-5.14) / 1.72] * 100 (3.1)

C= Kitin 6rneginde bulunan karbon elementi miktari

N= Kitin 6rneginde bulunan azot elementi miktar1

3.3.5 Kitinaz Yikim Testi

Kitinaz yikim testi yapilirken; ticari kitin (karides kitin, pkod:1001416772, Sigma-
Aldrich), kitinaz (Streptomyces griseus'den izeole edilmis, EC 3.2.1. 14, Sigma-
Aldrich), Na,CO3, NaH,PQO,4, Na;HPO,, HCI, etanol (Sigma-Aldrich) ve potasyum
hekzasiyanoferrat (I111) (Merck) kullanilmistir.

Kitinin enzimatik hidrolizinde substrat olmasi i¢in koloidal kitin (%1 w/v)
hazirlanmistir (Zhang vd., 2013). 100 mg kitin (ticari kitin ve V. crabro Kitinleri) 2
ml soguk HCI (% 37) ¢0zeltisi igerisinde kitin hidrolizi tamamlanana kadar (24 saat)
4°C’de kanstirilmistir. Siire sonunda bu karigimin tizerine 5 ml distile su- etanol
(1:1) gozeltisi hizlica karigtirilarak dokiilmiistiir. Yeni karigim fosfat tamponu (100
mM, pH:7.0) icerisindeki diyaliz torbasinda 2 saat bekletilmistir. Diger taraftan,
enzim ¢ozeltisi 5 mg kitinazin 10 ml fosfat tamponu (100 mM, pH:7.0) igerisinde
¢oziinmesiyle hazirlanmistir. Spektrofotometrik 6l¢iimlerde belirte¢ olarak kullanilan
potasyum hekzasiyanoferrat (111), 0.5 M Na,COj cozeltisi (0.5 1) icerisinde

cOziinmiistiir. Enzimatik yikim olmasindan dolayr seker gruplarindaki azalma

10



potasyum ferrisiyaniir analizi ile belirlenmistir. Bu analiz kisaca sdyledir: 1 ml enzim
cozeltisi, 2 ml koloidal kitin ¢ozeltisi igerisine eklenmis ve oda sicakliginda 72 saat
inkiibasyona birakilmistir. Bu reaksiyon 5 dakika kaynatilarak sonlandirilmistir.
Kaynatmadan sonra enzim koloidal kitin karistmi 8000 rpm de 15 dakika santir(j
edilmistir. Santrifiij sonrast alinan 2 ml siipernatant ile hazirlanan belirte¢ (2 ml)
sicak su banyosunda 20 dakika karistirtlmistir. Santirif (8000 rpm, 15 dakika)
yapilmasindan sonra 420 nm de UV-vis Spektrofotometresinde (Shimadzu, Tokyo,
Japan, Model 1601) 6l¢iim alinmistir (Imoto ve Yagishita, 1971). Kitinin hidroliziyle
son uglarinin miktarinin azalmasi ferrisiyanir absorbansindaki diisiis ile kalorimetrik

olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Larva, pupa Ve yetiskin V. crabro’nun Kitin icerikleri

Larva, pupa ve yetiskin V. crabro’nun igerdikleri % kitin miktarlar1 sirasiyla 2.2, 6.2
ve 10.3 olarak kaydedilmistir. Ozellikle pupa evresinde 6nemli bir artis olmasi, bu
evrede yiiksek miktarda kitin sentezlendigini gostermektedir. Beklendigi gibi, larva
evresinden yetiskin evresine gegerken, sentezlenen kitin miktar1 asamali olarak
artmistir ve yetiskin bireylerin en yiiksek kitin icerigine sahip oldugu goézlenmistir.
Bu c¢aligmadaelde edilen veriler, V. crabro’nun gelisim evreleri suresince
sentezledigi kitin miktar1 hakkinda daha fazla bilgiye sahip olunmasim
saglamaktadir. Onceki ¢aligmalara bakildiginda, yetiskin V. crabro’nun kitin icerigi
nispeten daha diisiik (8.3%) olarak bulunmustur. Kitin iceriginin diisiik bulunmasi,
bu c¢alismada kullanilan izolasyon metodu (uygulanan yiksek Kkimyasal
konsantrasyonu ve kimyasala uzun sire maruz kalma) ile agiklanabilir. Ayrica,
onceki calismada kitin izolasyonu icin kullanilan bireylerin farkli populasyondan

toplanmasi da bu durumu etkileyebilir.

4.2 SEM

Larva, pupa ve yetiskin V. crabro’dan izole edilen kitinlerin yiizey morfolojileri
SEM ile incelenmistir. Yetiskin bireylerden izole edilen kitinlerin 4 farkli yilizey
morfolojisine sahip oldugu gozlenmistir (Sekil 4.1) ve bu morfolojiler soyledir;

1) diiz yiizeyde bulunan mikroporlar (3-5 um araliginda) (Sekil 4.1a).

2) balik puluna benzeyen nanofiberli yiizey (Sekil 4.1b).

3) nanoporlar ile birlikte bulunan birlesik fiberler (Sekil 4.1c¢).

4) nanoporlardan ayri1 bulunan nanofiberler (Sekil 4.1d).

Pupa kitin icin, 2 farkli ylizey morfolojisi bulunmustur ve bu morfolojiler sdyledir; 1)
altigen seklindeki nanofiberler (Sekil 4.2a,b) ve 2) nanofiber ve nanoporlar (Sekil
4.2c,d). Larva kitini i¢in de 1) por ve fiberlere sahip yiizey (Sekil 4.3 b,d) ve 2) por
olmadan sadece fibere sahip yiizey (Sekil 4.3c) olmak tizere 2 farkli yiizey
morfolojisi gozlenmistir (Sekil 4.3).



Sekil 4. 1: Yetiskin Vespa crabro’dan izole edilen kitin 6rneklerinin SEM
gorantdleri.

Sekil 4. 2: Vespa crabro’nun pupasindan izole edilen kitin 6rneklerinin SEM
goruntuleri.
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Sekil 4.3: Vespa crabro’nun larvasindan izole edilen kitin 6rneklerinin SEM
goruntaleri.

Yetiskin Kitinin ylzey morfolojisinde, larva ve pupadan izole edilen kitinlere gore
daha fazla ¢esitlilik gézlenmistir. Yetiskin Kitinin yltzey morfolojisinde g6zlenen bu
cesitliligin sebebi, muhtemelen yetiskin bireyin sahip oldugu ekstra ekstremitelerdir
(kanat, ayak ve anten). Bu ekstremiteler larva ve pupa evrelerinde geligir. Farkli
kaynaklardan kitin izolasyonu yapilan onceki c¢alismalarda, bazi kitinlerin sadece
fiberden olusan (Kaya vd., 2015a), bazilarinin fiber ve pordan olusan (Mushi vd.,
2014) ve baz1 kitinlerin de fiber veya por icermeyen (Yen ve Mau, 2007) ylzey
morfolojisine sahip olduklar1 gozlenmistir. Mevcut c¢alisma da ise izole edilen

kitinler sadece fiberden veya fiber ve pordan olusan yiizey morfolojisine sahiptirler.

43 FT-IR

FT-IR analizi larva, pupa ve yetigkin Vespa crabro’dan izole edilen kitinlerin yapisal
farkliliklarinin  belirlenmesi igin gergeklestirilmistir (Sekil 4.4). FT-IR analizi
sonucunda, larva, pupa ve yetiskin V. crabro kitinlerinde ¢ok biiylik farklilik
olmadig1 goriilmiistiir. Onemli bir pik olan 3436 cm™!, O-H (3)... O (5) arasindaki
molekiil ici bagin gerilimini yansitir. Buna ragmen, 2 keskin pik olan 3258 cm ' ve
3100 cm' —C=0 ...NH— arasindaki bagdan sorumludur (Hajji vd., 2015).
Literatlirde, a kitin Amid | (C=0 ikincil amid gerilimi) ve Amid Il (N-H kirilmasi,
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C—N gerilmesi) bantlarindan sorumlu 3 pik (1650 cm ™', 1620 cm ™' ve 1554 cm ™) ile
karakterize edilmistir (Kaya vd., 2013). Mevcut calismada da kitin &rneklerinin
hepsinde -larva icin 1654 cm™', 1621cm ' ve 1553 cm ™', pupa icin 1649 cm', 1621
cm ' ve 1553 cm™' ve yetiskin icin 1654 cm™', 1621 cm ' ve 1553 cm ' olarak-
bahsedilen karakteristik pikler kaydedilmistir. Bu sonuglar izole edilen kitin
orneklerinin o formda oldugunu agiga ¢ikarmaktadir. 1375 cm™" piki simetrik CHs
biikiilmesini ve CH kirilmasini temsil ederken, keskin bir pik olan 1008 cmfl, C-0O
gerilmesini tahsis eder (Du vd., 2014). FT-IR analizinde gozlenen, V. crabro
kitinlerinin (larva, pupa ve yetiskin) diger 6nemli pikleri Cizelge 4.1’ de verilmistir.

Cesitli kaynaklardan kitin izole edilen 6nceki calismalar incelendiginde, biitiin
caligmalarda birbirine yakin FT-IR piklerinin kaydedildigi ispatlanmigtir. Onceki
calismalar soyledir; karides kabugu 3450 cm ! , 3262 cm! , 3114 Cmfl,
1658 cm ™' ve 1632 cm ™! piklerine (Mohammed vd., 2013), bal aris1 3441 cm ™', 3256
cm™', 2923 cm', 1654 cm ', 1620cm ', 1552 cm ', 1008 cm 've 951
cm ! piklerine (Kaya vd., 2015¢c) ve farkli deniz canhlarmin kabuklari 3264 cm ™,
3107 cm ™, 1625 cm ™ ve 1430 cm ' piklerine (Al Sagheer vd., 2009) sahiptir. Onceki
caligmalara bakildiginda V. crabro’dan (larva, pupa ve yetiskin) izole edilen

kitinlerin neredeyse tamamen saf oldugu belirtilir.
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Sekil 4. 4: Vespa crabro’dan izole edilen kitin drneklerinin FT-IR spektrumlari

(@) larva, (b) pupa ve (c) yetiskin.
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Cizelge 4. 1: FT-IR spektrumunun fonksiyonel gruplar1 ve Vespa crabro’dan izole
edilen kitinlerin vibrasyon modlari.

i Fonksivonel grup ve wibrasyon modu Dalgasayist frekansi (cm™T)

Larva Pupa Ergin
O-H genlmesi 3435 3436 3433
N-H gerilmesi 3260 3258 3259
simetrik CH3 ve asimetrik CH3 2923 2023 2023
biikiilmesi
simetrik CH3 biikiilmesi 2853 2877 2853
C=0 ikincil amid gerilimi 1654 1649 1654
C=0 ikincil amid gerilimi 1621 1621 1621
N-H bandive C-N genlimi 1553 1553 1554
CHzucu ve CH3 deformasyonu 1413 1427 1428
CH bandi, CHj simetrik deformasyonu 1375 1375 1376
CH; sallanmasi 1307 1307 1307
Asimetnik oksijen gerilim kdpriisi 1154 1154 1154
Asimetrik avm evreli halka gerilim 1113 1113 1113
modu
Avnievreli halka C-0-C asimetrik 1069 1067 1069
gerilimi
Avnievreli halka C-0 simetnk gerlimi 1009 1008 1010
CHj sallanmas: 952 952 g52
CH halka gerilimi 295 895 294

4.4 TGA

Termogravimetrik Analiz, V. crabro’dan (larva, pupa ve yetiskin) izole edilen
kitinlerin sahip olduklar1 termal kararliliklarin1 ve yikilma sicakliklarini belirlemek
amaciyla yapilmistir ve termogramlar olusturulmustur (Sekil 4.5). Termogramlar, V.
crabro’dan izole edilen biitiin kitinler (larva, pupa ve yetiskin) icin iki yikilma
asamast oldugunu gostermektedir. Sicaklik degerinin 30°C’ den 180T ‘ye ¢iktigi
birinci yikilma agsamas1 boyunca, kaybedilen kiitleler larva i¢in %3.51, pupa i¢in %
2.7 ve yetiskin i¢in % 6.5 olarak kaydedilmistir. Bu birinci kiitle kaybi, Kitin
yapilarinda bulunan suyun buharlagmas: olabilir (Ifuku vd., 2010). ikinci kiitle kaybi
ise larva, pupa ve yetiskin i¢in sirasiyla % 88.70, % 69.9 ve % 78.3 olarak
kaydedilmistir. Bu ikinci kiitle kayb1 seker yapisinin bozunmasina, suyun sakkarid
halkasindan ayrilmasina ve kitin yapisinin asetillenmesi ve deasetillenmesi sonucu
yikilmasina isaret edebilir (Shankar vd., 2015).

Larva, pupa ve yetiskin kitinlerinin maksimum yikilma sicakliklari (DTGmax)
sirastyla 384.8°C, 381.7°C ve 382.4°C olarak bulunmustur. V. crabro’nun larva,
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pupa ve yetiskininden izole edilen kitinlerin termal kararliliklar1 bakimindan ¢ok
onemli farklilik olmadig1 gorilmistiir.

Onceki calismalarda, farkli kaynaklardan izole edilen kitinlerin DTGmax degerlerinin,;
yenge¢ kabugu kitini i¢cin 381°C (Shankar vd., 2015), Cervimunida johni istakozu
icin 380°C (Salaberria vd., 2015) ve ¢tyan kitini i¢in 380.8°C (Zelencova vd., 2015)
oldugu ve bu degerlerin simdiki ¢alismaya olduk¢a yakin oldugu goriillmektedir.
Literattrdeki onceki kaynaklar, V. crabro’dan (larva, pupa ve yetiskin) izole edilen

kitinlerin termal kararliliklarinin oldukea yiiksek oldugunu belirtmektedir.
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Sekil 4. 5: Vespa crabro’dan izole edilen kitinlerin TG Analizi sonuglari.
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4.5 Elementel Analiz

Kitinlerin igerdikleri C, H ve N oranlar; larva kitin icin 45.6, 6.5 ve 6.5, pupa kitini
icin 46.2, 6.4 ve 6.3 ve yetiskin Kitini igin 45.5, 6.3 ve 6.49 olarak kaydedilmistir.
Larva, pupa ve yetiskin kitinlerinin DA degerleri sirasiyla % 109.1, % 127.5 ve %
108.8 olarak hesaplanmistir. Teorik olarak, saf kitinin % 6,89 oraninda N icerdigi ve
DA degerinin %100 oldugu kabul edilir (Sajomsang ve Gonil, 2011). Bu tez
calismasinda, kitinlerin igerdigi N ve DA degerleri teorik degerlerden biraz farklidir
¢linkii mevcut calismada izole edilen kitinler yapilarinda su bulundurduklarindan
dolay1 tamamen ayni1 teorik degerlerin alinmasi zordur. %N igerigi ve DA degerleri
teorik degerlerden ¢ok uzak degildir dyleyse mevcut ¢alismada bocegin larva, pupa
ve yetiskininden izole edilen kitinlerin saf oldugu sdylenebilir.

Onceki calismalarda yapilan Elementel Analiz sonucuna gore saf kitinin % 118,
islenmemis yengec kabugu kitinin % 152 (Yen vd., 2009), balarist kitininin % 133,
karides kitininin % 237 (Majtan vd., 2007), yenge¢ kabugu Kitininin % 104.2 ve
agustos bocegi kabugu kitininin % 102 (Sajomsang ve Gonil, 2010) DA degerlerine
sahip oldugu hesaplanmistir. Onceki calismalarla kiyaslandiginda, bu calismada daha
iyi DA degerlerine ulasilmistir.

4.6 Kitinaz Yikim Testi

Izole edilen kitinlerin enzimatik yikimi kitinaz ile yapilmgtir. Kitin drnekleri kitinaz
enzimi tarafindan neredeyse tamamen hidrolizlenmistir ve larva (% 96.7), pupa (%
96.9) ve yetiskin (% 95.1) i¢in olduk¢a yiiksek yikim oranlari gbzlenmistir. Bu
bulgular kitin izolasyonu i¢in kullanilan metodun etkin oldugunu ve kitin

orneklerinin yiiksek safliga sahip olduklarini kanitlamistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alisma ilk defa bir organizmanin U¢ farkli gelisim evresinde (larva, pupa ve
yetiskin) bulunan Kkitinin fizikokimyasal 0zelliklerinin nasil degistigini aliga
cikarmigtir. FT-IR analizi, kitinaz yikim testi ve elementel analiz sonuglar1 kitin
orneklerinin saf oldugunu ispatlamistir. Kitin drneklerinin termal kararliliklarinda
biiyiik farkliliklar gortilmemistir. Diger taraftan, izole edilen Kitinlerin yizeyleri
farkli yiizey karakteristikleri sergilemistir. Yetiskin kitininin sahip oldugu farkl
yuzey morfolojileri, yetiskin bireylerde tamamen gelisen kanat, ayak ve anten
ekstremite yapilarindan kaynaklanmistir. Larvadan yetigkin evresine gegilirken
bireylerin igerdigi kitin miktarinda biiylik artis gozlenmistir. Aslinda bu durum
beklenmekteydi fakat bu ¢alisma ile bir bocegin gelisim evreleri (V. crabro; larva,
pupa ve vyetiskin) boyunca sentezledigi kitin miktarlart agik¢a kiyaslanmustir.
Ozelikle larva evresinden pupa evresine gegerken sentezlenen kitin miktarinda ti¢ kat
artis oldugu gozlenmistir.

Genel bir 6zetle, bu tez kapsaminda ilk kez bir canlinin (yaban arisinin) (¢ farkl
gelisim evresinden (larva, pupa ve yetiskin) Kitinler izole edilmistir. Bu kitinlerin
fizikokimyasal 6zellikleri SEM, FT-IR, TGA, elementel analiz ve kitinaz yikim testi
ile belirlenmistir. Analizler sonucunda bu kitinlerin oldukca saf olarak izole edildigi,
gelisim evrelerinde canlinin farkli kitin igerigine sahip oldugu ve bu kitinlerin
oldukca farkli fizikokimyasal Ozelliklere (yiizey morfolojisi) sahip olduklar

gozlenmistir.
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