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Abstract: Chitin is a biomaterial which has a high potential of use in many areas of technology. It is found as a structural
material in the outer skeletons of arthropods, the cell walls of mushrooms and the shells of marine invertebrates. It is
also the second most abundant biopolymer in nature after cellulose. But when considered the biopolymers with nitrogen
in their structure, chitin is the most abundant biopolymer. In recent years, apart from crustaceans and mushrooms, of
arachnids, corals and crustacean eggs and even bat guano have been proposed as alternative chitin sources. In this
study, it was firstly extracted chitin from external skeleton of an opilionid species, Phalangium opilio Linnaeus, 1758,
and the isolated chitin was characterized by FTIR, SEM, TGA and XRD. The obtained chitin has been found to have
high thermal stability, nanofiber and nanoporous surface and alpha form, and it is suggested that it can be an alternative
chitin source.
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Phalangium opilio Linnaeus, 1758 (Opiliones) Tiiriinden Kitin Ekstraksiyonu ve
Fizikokimyasal Karakterizasyonu

Ozet: Kitin, teknolojinin birgok alaninda yiiksek kullanim potansiyeline sahip bir biyomateryaldir. Eklembacaklilarin
dis iskeletlerinin, mantarlarin hiicre duvarlarinin ve deniz omurgasizlarimin kabuklarinin temel yapisinda
bulunmaktadir. Ayrica, seliilozdan sonra dogada en bol bulunan ikinci biyopolimerdir. Fakat yapisinda azot tasiyan
biyopolimer diisiiniildiigiinde kitin en ¢gok bulunan biyopolimerdir. Son yillarda deniz kabuklular1 ve mantarlar disinda
bocekler, araknidler, mercan ve kabuklularin yumurtalar1 ve hatta yarasa guanosu alternatif kitin kaynalar1 olarak
onerilebilmektedir. Bu ¢alismayla bir otbigen olan Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiiriiniin dis iskeletinden ilk kez
kitin elde edilmis ve FTIR, SEM, TGA ve XRD degerlerine bakilarak kitinin karakterizasyonu yapilmistir. Elde edilen
kitinin termal karaliliginin yiiksek, nanofiber ve nanopor yiizeyli ve alfa formda oldugu goriilmiis ve alternatif bir kitin
kaynag: olabilecegi nerilmistir.

Anahtar Kelimeler: Phalangium opilio, Kitin, Opiliones

Giris Kitin, genellikle omurgasiz hayvanlarin viicutlarinda
Kitin, eklembacaklilarin dis iskeletlerinin, mantarlarin bulunan bir biyopolimer olmasina karsin son zamanlarda
hiicre duvarlarinin ve deniz omurgasizlarinin kabuklarinin yapilan bir c¢alisma da omurgali canlilarda da varlig
temel yapisinda bol miktarda bulunmaktadir. Ayrica, kaydedilmigtir (Tang ve ark., 2015). Yapilan bu ¢aligmalar
yarasa guanosu, bocek ve kabuklu yumurtalar1 vb. gibi gostermektedir ki; diinyadaki tim canlilarin %70’inden
dogal yapilarda kitin bulunmaktadir (Kaya ve ark., 2014a). fazlasinin yapisinda kitin bulunmaktadir.
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Bir aminopolisakkarit olan ve dogada cok yaygin
olarak bulunan kitinin, ticari amaglarla yillik seliiloz kadar
tiretildigi tahmin edilmektedir. Kitin ve bunun en 6nemli
tiirevlerinde biri olan kitosanin; dogal bir kaynak olmasi,
biyolojik olarak parcalanabilmesi ve cevre Kkirliligine
neden olmamasi, hem bitki hem hayvan dokular icin
uyumlu olmasi ve toksik etkisinin olmamasi, biyolojik
olarak fonksiyonel bir bilesik olmasi, molekiil yapisinin
degistirilebilir olmasi nedeniyle endiistriyel alanda
oldukca yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Dutta ve ark.,
2004; Aranaz ve ark., 2009). Kitin ve tiirevleri iizerine
yapilan caligmalarin artmasi ve bu alanda yeni uygulama
alanlarinin ortaya c¢ikmasiyla kitin ve tiirevlerine daha
fazla ihtiyag duyulmakta ve yeni kitin kaynaklarina
yonelim artmaktadir.

Eklembacaklilar subesinin oriimcegimsiler
(Arachnida) siifina dahil olan otbigenler (Opiliones)
takimu, tiir sayis1 bakimindan oriimcekler ve kenelerden
sonra gelen {iciincii biiyiik takimdir. Simdiye kadar diinya
iizerinde yayilig gosteren 6125 tiirii tespit edilmistir (Kury
2012). Otbigenler orman, ¢ayir, fundalik ve tarim arazileri
gibi ¢ok farkli habitatlarda uyum saglamisg karasal
araknidlerdir. Ulkemizde ise otbigenlerin 100’ yakin tiirii
bilinmektedir (Kurt ve ark., 2010; 2014) Giiniimiizde
otbicenler diger karasal araknidler gibi kara
ekosistemlerinde ~ yasayan  bocekler ve  diger
eklembacaklilarin etkili predatorii  olarak bilinirler.
Boylece dogal ekosistemlerin dengeli bir sekilde
siirdiirebilirligine katki saglarlar (Kurt ve ark., 2011;
2017).

Bu tez calismanin amaci, iilkemizde genis bir yayilig
alanina sahip bir otbicen tiirii olan P. opilio tiiriinden
diinyada ilk kez kitin izolasyonu yapmak ve elde edilen
kitinin FTIR, TGA, XRD ve SEM analizleri kullanilarak
karakterize etmektir.

Materyal ve Yontem

Bu tez c¢alismasinda kullanilan P. opilio Linnaeus, 1758
tiirtine ait ornekler, genellikle iilkemizde bu canlilar
tizerine uzmanlagsmig olan Do¢. Dr. Kemal KURT’un
kisisel koleksiyonundan temin edilmistir (Sekil 1 ve Sekil
2). Elde edilen bu otbicen tiiriine ait Ornekler,
laboratuvarda asagidaki asamalardan gegirilerek Kkitin
eldesi gerceklestirilmistir.

1. Demineralizasyon i¢in yikananarak ogiitiilen ornekler
HCI ile muamale edildi.
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2. Depigmentasyon icin HCI ¢ozeltisinden ¢ikarilan ve
yikanarak nétrallestirilen Ornekler yapilarinda bulunan
organik bilesikler ve pigmentlerin uzaklagtirilmasi icin
etanol ile yaklagik 12 saat karistirildi ve sonrasinda saf su
ile yikandi.

3. Deproteinizasyon igin eldeki numune NaOH ile
muamale edildi ve ardindan aseton ile ekstraksiyonu
yapilarak kurumaya birakildi. Kitin elde edildi.

Sekil 1. Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiiriiniin genel goriiniisii
((https://www .naturespot.org.uk/species/phalangium-opilio)

Sekil 2. Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiiriine ait 6rnekler

Elde edilen kitinin karakterizasyonunu belirlemek i¢in
Nigde Omer Halisdemir Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvari’'nda FTIR, TGA, XRD ve SEM analizleri
yaptirildi.
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FTIR Analizi: P. opilio Linnaeus, 1758 tiirlinden elde
edilen Kkitinin infrared spektrumlari, 6l¢ii Bruker Marka
Vertex 70 madel FTIR Spektrometre 4000-625 cm frekans
araliginda Olciilmiigtiir. Ayrica asetilasyon derecesi
denklem kullanilarak hesaplanmusgtir.

TGA: TGA, Linseis STA PT1600 analiz cihazi
kullanilarak 10 ° C/ dk’lik bir 1sitma hizinda
gerceklesmistir. Kitinin termal bozulmasina baglh olarak
TG ve DTG egrilerinin elde edilmesi icin kullanilmistir.
XRD: P. opilio Linnaeus, 1758 tiiriinden elde edilen kitin
XRD spektrumlar, Rigaku D max 2000 sisteminde 45 °
icin 5 ° 2 0 araliginda dl¢iilmiis elde edilen kitin Kristal
index degeri Crl hesaplamas1 yapilmustir.

SEM: Numulerden elde edilen kitinden daha net goriintii
elde etmek icin Orneklerin yiizeyi Sputter Coater
(Cressingto Auto 108) marka altin kaplama cihazi ile
altinla kaplanip daha sonrasinda yiizey morfolojisini
incelemek icin EVO LS 10 ZEISS marka cihaz
kullanilarak fotograflar ¢ekilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiirtinde Kkitin eldesi
yapilmis ve elde edilen kitinin FTIR, TGA, XRD ve SEM
kullanilarak fizikokimyasal karakterizasyonu yapilmistir.
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Calismada otbigenlerden ve bu tiirden ilk kez kitin eldesi
yapilmig ve bu kitin karakterize edilmisgtir.

FT-IR: P. opilio Linnaeus, 1758 tiiriinden elde edilen
kitinin FT-IR analizi sonucunda elde edilen spektrumlar
Sekil 3’ de verilmigtir. Spektrumlardan da goriildiigii gibi
kitinin belirli karakteristik pikleri vardir ve spektrumlarda
bu pikler acik¢a goriilmektedir. 3400 cm-1 ile 3200 cm-1
bolgesinde yer alan bu pikler, kitinin yapisinda da bulunan
—-O-H, -N-H gruplarina ait gerilme titresimleri ve
molekiiller arast hidrojen baglarmma ait gerilme
titresimlerine ait piklerdir. 1556 ve 1315 cm-1 de goriilen
iki pik, sirastyla amid II (-N-H) biikiilme ve amid III (-
C-N) gerilme pikleridir. Kitine ait spektrumda 1624 cm-1
de goriilen pik amid I gerilimine, 1658 cm-1’de goriilen
pik ise yapida bulunan —C=0O (karbonil) grubuna ait
spesifik gerilme piklerdir. Literatiire gore ikiye ayrilmig
amide I bandi kitinin alfa formda oldugunu isaret
etmektedir. Boliinmemis (tek) amide I bandi ise kitinin
beta formda oldugunu gosterir (Jang vd., 2004a). Kitinin
deasetilasyonu sonrasinda 1556 cm-1 de goriilen pik, yeni
olusan NH2 gruplarina ait biikiilme pikleridir. Tiim bu
sonuglar bu otbicen tiirlinden kitinin oldukc¢a basarilt bir
sekilde elde edildigini kanitlamaktadir.
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Sekil 3. Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiiriinden izole edilen kitinin FT-IR spektrast
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TGA: Termogravimetrik analiz elde edilen malzemenin
sicaklifa olan dayamimini 68renmede yaygin olarak
kullanilmaktadir (Dutta vd., 2004). Mevcut calismada da
P. opilio Linnaeus, 1758 tiiriinden elde edilen Kkitinin
sicaklikla olan bozulmalarini ortaya koymak icin TGA
analizi yapildi. Elde edilen sonuglar kitinin sicaklik etkisi
aluinda iki basamakta kiitle kaybi yasadigim
gostermektedir. 11k basamakta 100°C’ye kadar olan kiitle
kayiplar1 yapidan uzaklagan sudan kaynaklanmaktadir.
Ikinci basamakta gozlenen onemli kiitle kayiplari ise
kitinin bozulmaya bagladigin1 gostermektedir (Sekil 4).
Literatiir taramas1 sonucu farkli organizmalardan izole
edilen kitinlerin de mevcut calismadaki gibi iki farkli
basamakta kiitle kayb1 gozlenmistir (Jang ve ark., 2004b.,
Juarez-de la Rosa ve ark., 2011; Sajomsang ve Gonil
2010). Bu sonuclarda mevcut c¢alismada P. opilio
Linnaeus, 1758 tiirlinden kitinin basarili bir sekilde
iiretildigini gostermektedir.
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Sekil 4. Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiiriinden izole edilen kitinin
TGA analizi
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XRD: P. opilio Linnaeus, 1758 tiirlinden izole edilen
kitinin XRD analiz sonucglar1 Sekil 5°de gosterilmistir.
Literatiire bakildiginda kitin ve tiirevlerinin XRD
analizleri sonucu 9° ve 19° civarinda iki keskin pik
gozlenmistir (Jang ve ark., 2004a., Liu ve ark., 2012;
Sajomsang ve Gonil 2010). Bu piklerden 19° civarinda
olan 9° civarinda olana gore daha siddetlidir. Bunlar kitin
ve tlirevlerinin anlasilmasinda kullanilan karakteristik
XRD pikleridir.

Kitinin XRD analizi sonucu 9.31° ve 19.38%°de iki keskin
pik ile birlikte 12.78°, 23° ve 26.2°de ii¢ de zayif pik
gozlenmistir. Bu pikler literatiirde tanimlanan kitin pikleri
ile oldukca benzerlik gostermektedir (Jang ve ark.,,
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2004b). Ayrica elde edilen kitinin kristaline indeks
degerleri hesaplanmis ve %69.6 olarak bulunmustur.

Kitin ve kitosanin kristaline indeks degerleri
hesaplanmus ve kitin i¢in %69.6, kitosan i¢in %51.6 olarak
bulunmustur. Literatiirde de aciklandig1 {izere kitinin
kitosana donilismesi esnasinda (deasetilasyonu sirasinda)
kristal yapis1 ve termal kararlili§1 diismektedir (Rinaudo,
2006). Mevcut calismada da kitinin kitosana doniismesi
sirasinda kristalin indeksinin diismesi kitosan olusumunu
desteklemektedir. Yine sekilden de anlagilacagi gibi,
kitinde go6zlenen 9° ve 19° daki keskin pikler
deasetilasyon sonrast 10° ve 20°ye kaymistir. Bu
kaymada kitinden kitosan elde edildigini desteklemektedir
(Dutta ve ark., 2004).
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Sekil 5. Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiiriinden izole edilen kitinin
XRD analizi

SEM: Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiiriinden
saflagtirilan ~ kitinin  ylizey morfolojisi SEM ile
gorilintiilenmigtir  (Sekil 6). Kitinin ylizeyinin ince
nanofiberlerden olustugu goriilmektedir. Ayrica, Sekil
6’da kitinin yiizeyinde nanofiberlerin yani sira azda olsa
nanoporlarin (gozeneklerin) olduguda goriilmektedir.
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Sekil 6. Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiiriinden izole edilen kitinin
SEM ile elde edilmis yiizey morfolojisi
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Literatiir calismalarina bakildiginda kitinin yiizeyinin
canli grubuna gore farkliliklar gosterdigi bilinmektedir.
Yapilan caligmalar incelendiginde daha ¢ok mantarlardan
elde edilen kitinin morfolojisinde nanofiber ve porlarin
goriilmedigi ve  kitin  ylizeyinin diiz  oldugu
gozlemlenmistir (Yen ve Mau 2006; 2007). Bazi canh
gruplarindan elde edilen kitinin yiizey morfolojisinin
sadece nanofiber yapida oldugu, diger bazi1 grup canlilarda
ise kitin yilizeyinin hem nanofiber hem de nanoporlar
icerdigi yapilan calismalarda goriilmiistiir (Kaya ve ark.,
2013). Cok az canli grubunda ise nanofiber, nanopor ve
mikroporlarin  birlikte bulundugu kitin ylizeyi de
gozlemlenmigtir (Kaya ve ark., 2014b). Ayrica, Kaya ve
Baran (2015) yaptiklari  g¢alismalarinda  sadece
nanoporlarin bulundugu kitin yiizeyinin varligin1 da
ortaya koymuglardir.

Suana kadar diinyada araknid
grularindan sadece oriimcekler ve akreplerin birkag tiirii
tizerinden kitin c¢aligmalart yapilmistir. Bunlardan, bir
akrep tiirii olan Mesobuthus gibbosus (Brullé, 1832)
tiiriiniin kitosan yiizey morfolojisi SEM ile incendiginde
yogun nanofiber ve porlardan olustugu bildirilmistir
(Kaya ve ark., 2015; 2016). Ayrica, iilkemizde iki farkl
oriimcek tiirtinden (Geolycosa vultuosa ve Hogna radiata)

tilkemizde ve

kitin izolasyonu yapilmig farkli yilizey morfolojilerine
sahip oldugu ortaya konmustur

Sonug

Sonug¢ olarak bu calisma, Phalangium opilio Linnaeus,
1758 tiiriinden elde edilen kitinin, FTIR, XRD, TGA ve
SEM  analizleriyle karakterizasyonunu
fizikokimyasal 6zelliklerini ortaya koyan bir aragtirmadir.
FTIR spektrumundan elde edilen bulgular, bu otbigen
tiirlinden elde edilen Kkitinin alfa formda oldugunu agikca
ortaya koymaktadir. Taramali elektron mikroskobu ile
elde edilen goriintiiler kitin yiizeyinin ince nanofiber ve
nadir nanoporlarin  olusturdugu yapida
gostermektedir. Termogravimetrik analizler sonucunda

ve bazi

oldugunu

ise elde edilen kitinin termal kararliliginin, bilinen bir¢ok
bocek ve kabuklularinkinden yiiksek oldugunu ortaya
cikarmistir. Elde edilen ve karakterizasyonu yapilan kitin
otbicenlerden ve bu tiiriinden ilk kez yapilmis olup elde
edilen bu biyomateryal 6zellikleri bakimindan eczacilik,
tip, tekstil ve ziraat v.b. gibi endiistrinin pek ¢ok alanina
alternatif kitin kaynag1 olarak onerilebilir.

Etik Onay
Yazarlar etik onay belgesi sunmamislardir.
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Cikar Catismasi
Yazarlar herhangi
bulunmamuslardir.

bir c¢ikar catigmast beyaninda

Mali Destek
Yazarlar  herhangi
bulunmamislardir.

bir mali destek beyaninda

Tesekkiir

Bu calisma, birinci yazarin yiiksek lisans tezinden
iiretilmistir. Otbicen Orneklerinin temini konusunda
yardimlarim1  gordiigiimiiz Dog¢. Dr. Kemal KURT’a
tesekkiir ederiz.
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