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OZET

PHALANGIUM OPILIO LINNAEUS, 1758 (OPILIONES) TURUNDEN KIiTIN
ELDESI VE KARAKTERIZASYONU

SEYYAR, Fatma
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Danigman : Prof. Dr. Hakan DEMIR

Agustos 2018, 27 sayfa

Kitin, teknolojinin bir¢ok alaninda yiiksek kullanim potansiyeline sahip bir
biyomateryaldir. Eklembacaklilarin dis iskeletlerinin, mantarlarin hiicre duvarlarmin ve
deniz omurgasizlarinin kabuklarimin temel yapisinda bulunmaktadir. Ayrica, seliilozdan
sonra dogada en bol bulunan ikinci biyopolimerdir. Fakat yapisinda azot tasiyan
biyopolimer diisiiniildiiglinde kitin en ¢ok bulunan biyopolimerdir. Son yillarda deniz
kabuklular1 ve mantarlar disinda bdcekler, araknidler, mercan ve kabuklularin
yumurtalar1 ve hatta yarasa guanosu alternatif kitin kaynalar1 olarak onerilebilmektedir.
Bu calismayla bir otbicen 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 karalilifinin yiiksek,
nanofiber ve nanopor yiizeyli ve alfa formda oldugu goriilmiis ve alternatif bir kitin

kaynag1 olabilecegi onerilmistir.

Anahtar Sozciikler: Phalangium opilio, Kitin, Opiliones
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SUMMARY

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF CHITIN FROM PHALANGIUM
OPILIO LINNAEUS, 1758 (OPILIONES)

SEYYAR, Fatma
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Supervisor : Prof. Hakan DEMIR

August 2018, 27 pages

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
guanosu 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.

Keywords: Phalangium opilio, Chitin, Opiliones



ON SOz

Kitin, dogada en yaygin biyopolimerlerden biri olup yapisal olarak seliiloza benzer. Ilk
olarak mantar hiicre duvarinda kesfedilmis daha sonra boceklerden izole edilmeye
baslanilmistir. Dogada yogun olarak, kabuklu su canlilarinda ve bdcek, myrapod ve
araknidlerin dis iskeletinde ve mantarlarin hiicre duvarlarinin yapisinda bulunmaktadir.
Kitin hidrofobik oldugundan suda ve bir¢ok organik ¢oziiciide c¢oziinmeyen bir
polisakkarittir. Bu yiizden ticari olarak ve bilimsel ¢alismalarda kitinin deasitilasyonu
sonucu kolayca elde edilebilen ve toz, jel, film ve fiber gibi degisik formlara
doniistiiriilebilen kitosan kullanilmaktadir. Dolayisiyla giiniimiizde dogal kitin ve bunun
tiirevi olan kitosan tiptan gidaya, ziraatten kozmetige, eczaciliktan tekstile kadar bir cok
alanda kullanilabilmektedir. Bu c¢alismada daha once kitin izolasyonu bir otbicen
tiirlinden kitin elde edilerek karakterizasyonu yapilmistir. Bu sekilde yeni kitin
kaynaklarinin kesfedilmesi daha tistiin 6zellikli kitin ve kitosan eldesinin arastirilmasi, bu

alandaki ¢aligmalara yon verecek ve farkli bakis acilar1 kazandiracaktir.

Tez ¢alismamin yiirlitiilmesinde bana her tiirlii destegi saglayan danisman hocam Sayin
Prof. Dr. Hakan DEMIR’e, materyal temini konusundaki yardimlarindan dolay1 Saym
Dog. Dr. Kemal KURT’a, laboratuvar ¢alismalarimdaki katkilarindan dolay1 Sayin Dog.
Dr. Yavuz SURME’ye ve bana maddi, manevi her tiirlii destegi saglayan esime ve

ogulcuklarima sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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BOLUM I

GIRIiS

1.1 Kitin ve Kitosan Hakkinda Genel Bilgiler

Kitin, zirh anlamma gelen yunanca “kiton” kelimesinden tiiretilmistir. ilk olarak 1811
yilinda mantarlardan elde edilmis olup daha sonra 1830 lu yillarda ise boceklerden izole
edilmigtir. Kitin, dogada yaygin bulunan bir biyopolimer olup yapisal olarak seliilloza
benzerdir. Son zamanlarin en ¢ok ¢alisilan biyolojik makromolekiilleri kitin ve bunun bir
tiirevi olan kitosandir. Dogada ¢ok yaygin olarak bulunan ve bir aminopolisakkarit olan
kitinin, ticari amagclar i¢in yillik seliiloz kadar tiretildigi tahmin edilmektedir. Kitin ve
kitosanin; biyobozunur olmasi, dogal olmasi, ¢evre kirliligine neden olmamasi, bitki ve
hayvan dokulari i¢in uyumlu olmasi ve toksik etkisinin olmamasi gibi nedenlerden dolay1

endiistri alaninda oldukg¢a yaygin bir sekilde tercih edilir. (Aranaz vd., 2009).

SELULOZ

Sekil 1.1. Kitin, Kitosan ve Seliilozun Kimyasal Formiilleri

Eklembacaklilarin dis iskeletlerinin, mantarlarin hiicre duvarlarinin ve deniz
omurgasizlarmin kabuklarimin temel yapisinda bol miktarda bulunmaktadir. Ayrica,
yarasa guanosu, bocek ve kabuklu yumurtalar1 vb. gibi dogal yapilarda kitin

bulunmaktadir (Kaya vd., 2014c). Kitin, genellikle omurgasiz hayvanlarin viicutlarinda

1




bulunan bir biyopolimer olmasina kargin son zamanlarda yapilan bir ¢alisma da omurgali
canlilarda da varligi kaydedilmistir (Tang vd., 2015). Yapilan bu calismalar
gostermektedir ki; diinyadaki tiim canlilarin %70’inden fazlasinin yapisinda kitin

bulunmaktadir.

Kitin, suda ve bir¢ok organik ¢oziiciide ¢6ziinmeyen hidrofobik bir polisakkarittir. Kitinin
deasitilasyonu sonucu kitosan bilesikleri olusur. Kitosan fonksiyonel bir amino grubunun
bulunmasi agisindan ilging polisakkaritlerdir, ¢iinkii bu durumda kitosanan istenilen
Ozelliklerin kazandirilabilir ve belirli biyolojik 6zelikler i¢in modifiye edilebilir. Kitin ve
kitosan bir ¢ok 6zelliginden dolay: farkli bilim dallar tarafindan biiyiik ilgi gormektedir.
Ozellikle tip, eczacilik, gida, kozmetik, su aritimi, veterinerlik ve diger bircok
miihendislik dallarinda uygulama sans1 bulmaktadir (Aranaz vd., 2009; Arbia vd., 2013;
Benhabiles vd., 2012; Brunner vd., 2009; Chien vd., 2016; Coma vd., 2002).

1.2 Kitin ve Kitosanin Baz1 Biyolojik Ozellikleri ve Kullanim Alanlari

Biyouyumluluk: Kitin ve tlirevi olan kitosan canlt dokular1 i¢in ¢ok uyumludur, fakat bu
uyumluugun drecesi preparasyon metoduna, molekiil agirlifina ve deasetilasyon

derecesine bagli olarak degisiklik gosterebilir.

Biyolojik olarak parcalanabilirligi: Kitin ve tlirevi olan kitosan memelilerde dogal olarak
bulunmamakla birlikte; lizozim, papain, pepsin vb. enzimlerle canli icinde
parcalanabilmektedir. Lizozim, kitin ve kitosanin par¢calanmasinda énemli bir rol oynar
ve molekiildeki asetil gruplarin dagilimi ve zincirlerin uzunlugu biyolojik olarak

pargalanabilirligini etkileyen en 6nemli faktdrlerden bir kagidir.

Hemostatik: Kitosan hemostatik 6zellige sahiptir. Hemostatik mekanizmasi klasik
pihtilasma yolundan bagimsizdir ve eritrosit hiicre membrani ile kitosan arasindaki
etkilesmeye baghdir (Rao ve Sharma, 1997). Kitosanin antikoagulant aktivitesi pozitif
elektrik yiikii ile ilgilidir ¢linkii kirmizi kan hiicresi membranlar1 negatif yiikliidiir ve
kitosan daha cok etkilidir. Kitosanin molekiiler agirligi ayn1 zamanda kirmizi kan

hiicreleriyle bag yapmasini veya pihtilagsmasinda etkilidir.



Agr1 kesici etkisi: Kitin ve tiirevi olan kitosanin her ikisi de agr1 kesici etkiye sahiptirler.
Bazi arastirmacilara gore, kitosanin kitinden daha fazla agr kesici 6zelligi vardir ve

kitosanin agr kesici 6zelligi yarali bolgeye salinan iyonlar1 absorbe etmesi ile ilgilidir.

Antitiimor aktivitesi: Kitosan ve tiirevlerinin antitimor aktivitesinin oldugunu rapor
edilmigtir. Calismalar, farelerde yapilan deneylerde, diisiik molekiil agirlikli kitosanin
akciger karsinomasina karsi dnemli derecede antimetastazik etkisinin oldugunu rapor

etmislerdir.

Antimikrobial aktivite: Kitin, kitosan ve bunlarin tiirevlerinin mantar, bira mayasi, bakteri
gibi mikroorganizmalara kars1 olan antimikrobiyal aktiviteleri son zamanlarda 6nemli
derecede dikkati ¢cekmektedir. Kitosanin patojen mikroorganizmalar iizerine etkisi ¢esitli
arastiricilar tarafindan ele alinmistir. Yapilan bir ¢alismada, kitosanin %1-1,5 gibi yiiksek
konsantrasyonlarda Staphylococcus aureus, % 0,5-1 konsantrasyonlarda Escherichia coli

tizerinde tam inhibisyon gosterdigi belirlenmistir (Wang, 1992).

Antioksidatif aktivite: Kitosanin farkli oksijen radikallerine karsi, deasatilasyon
derecesine bagli olmak {izere hidroksil, alkalin ve siiperoksit radikallerde bulunan zararh

gazlarin disar1 atilmasinda etkili oldugu goriilmiistiir.

Kitin ve kitosanin endiistri ve teknolojinin bir¢ok dalinda kullanim alanlar1 mevcuttur.
Bunlardan bazilar1 asagida Sekil 1.2°de verilmistir. Son zamanlarda kitin ve onun bir
tiirevi olan kitosan tizerine gergeklestirilen ¢alismalarin hiz kazanmasi ve bu alanda yeni
uygulama sahalarinin kesfedilmesiyle bu biyopolimere olan ihtiyag¢ giderek artmaktadir

ve yeni kitin kaynaklarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Sekil 1.2. Kitin ve kitosanin kullanim alanlar1 ve bazi uygulamalarda kullanim sekilleri.

Otbicenlerin Genel Ozellikleri

Eklembacaklilar subesinin Oriimcegimsiler (Arachnida) sinifina dahil olan otbigenler

(Opiliones) takimu, tiir say1s1 bakimindan 6riimcekler ve kenelerden sonra gelen tiglincii

bliyiik takimdir. Simdiye kadar diinya iizerinde yayilis gosteren 6125 tiirii tespit edilmistir

(Kury 2012).




Otbigenler orman, c¢ayir, fundalik ve tarim arazileri gibi ¢ok farkli habitatlarda uyum
saglamis karasal araknidlerdir. Bu yasam alanlarindaki, toprak, tas, kaya ve agag
kabuklarinin altinda, dokiintii iclerinde ve bitkilerin {istiinde yasamsal faaliyetlerini
stirdiirtirler. Glintimiizde otbicenler diger karasal araknidler gibi kara ekosistemlerinde
yasayan bocekler ve diger eklembacaklilarin etkili predatdrii olarak bilinirler. Boylece

dogal ekosistemlerin dengeli bir sekilde siirdiirebilirligine katki saglarlar (Corak 2010).

Otbigenler diger araknid gruplarindan, viicutlarinin tek parca olmasi (prosoma ve
opisthosoma birbiriyle birlesmistir), opisthosomanin segmentli yap1 gostermesi, bir ¢ift
gbzlerinin bir ¢ikint1 (ocularium) lizerinde yerlesmis olmasi, koku bezlerinin olmasi fakat
zehir ve ag bezlerinin olmamasi gibi 6zellikleriyle ayrilirlar (Hillyard ve Sankey 1990)
(Sekil 1.3).

Kelizer Dedigsly
_./f
Opisthozona \\
Prozoma Patella
\ Ocularium e
v
Goz i) .
f ; '//’ = ™~ Femur
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Sekil 1.3. Bir otbigenin dig morfolojisi ((https://ohioline.osu.edu/factsheet/ent-68)
sitesinden aliarak revize edilmistir, 24.07.2018)

Otbigenlerin zehir bezleri olmadigindan kendilerini savunmak ig¢in viicutlarinin 6n
tarafinda bulunan koku bezlerinden yararlanirlar. Viicudun on tarafinda salginin
cikmasimi saglayan bir ¢ift delik yer alir. Otbigenleri elimizle tuttugumuzda bu
deliklerden siv1 halde salginin damladigini goriiriiz. Bu salgiya bazi insanlar hasas olup
bazen alerjik rahatsizliklara yolagabilir (Kurt 2005). Otbicenlerin besinlerini; diger
otbigenler ve araknidler, kiiclik salyangozlar, bocekler, tesbih bocekleri, yer solucanlari
ve ¢esitli omurgasiz hayvanlarin 6lmiis artiklar1 olusturur. Bazi1 otbicen gruplar ise

herbivordur ve meyve artiklari, muz ve mantarlarla beslenirler.



Sindirim sisteminin 6n kismi dar bir boru seklindedir. Orta bagirsaktan kese seklinde
biiyiik kor bagirsaklar ayrilir. Arka bagirsak kisa bir tiip seklinde olup aniise baglanir
(Corak 2010).

Dolasim sistemi; kalp ve kalten ¢ikan 6n ve arka aortlarindan olusur. Kalp, bir ya da iki
¢ift ostiyumlu kisa boru seklindedir. On aort damari orta bagirsagin én-dorsal yiizeyinden
yemek borusu, merkezi sinir sistemi ve biiyiik sinirlerin etrafina dogru uzanir. Arka aort
ise orta bagirsagin dorsal ylizeyinden arka kisma dogru uzanir (Pinto-da-Rocha vd.,

2007).

Malpigi tiipleri bulunmadigindan bosaltim ii¢lincii ve dordiincii ¢ift koksalarin dip

kismindan ag¢iklig1 bulunan bir ¢ift koksal bez ile yapilir. (Corak 2010).

Trake solunum sistemi goriiliir. Stigmalar ikinci abdominal sternitin yan tarafindan

disartya acilir. (Hillyard and Sankey 1990).

Sinir sistemi, bir beyin ile yutak alt1 gangliyon kiimesinden olusur. Duyu organlari,
prosomanin 6n ve orta kisminda bulunan ve ocularium denen bir tiimsek iizerinde
yerlesen iyi gelismis bir ¢ift g6z, duyu killart ve lir organindan ibarettir. Ses ¢ikarma

organi (stridiilasyon) sadece birkag tiirde bulunur (Corak 2010).

Otbicenler ayr1 eseylidirler. Her iki eseyde de genital aciklik son bacak ¢iftinin
arasindadir. Bu delikten erkeklerde boru seklinde uzun bir penis, disilerde ise bir yumurta
koyma borusu (ovipositor) uzanir. Yumurtalik yarim halka seklindedir. Buradan genis bir
uterus igeren, dar bir yumurta kanali ayrilir. Testis de yumurtalik gibi yarim halka
seklindedir. Sperm kanallar bir ¢ifttir. Bunlar birgok kivrim yaptiktan sonra birbirleriyle
birlesir (Kurt 2005). Penis genital agikliktan disar1 uzanir ve yapisal 6zellikleri bakimdan
tiir teshisinde kullanilan &nemli bir karakterdir (Hillyard and Sankey 1990). I¢ déllenme
gortliir. Yumurtalar kii¢lik olup 0,5 mm ¢apindadir. Disiler bir iireme dénemi sonunda
20-600 kadar yumurtay1 ¢esitli habitatlara birakirlar. Yumurtalardan ¢ikan yavrular
anneye benzer ve 5-7 kez deri degistirdikten sonra ergin hale gelirler. Yasam dongiileri
genellikle bir yilliktir. Phalangiidae ve Leiobunidae familyasinin {iiyelerinin
yumurtalarindan ilkbahar aylarinda yavrular ¢ikar, daha sonra yumurtadan ¢ikan yavrular

birka¢ kez deri degistirdikten sonra yaz aylarinda veya sonbahar aylarinda eseysel



olgunluga erisirler. Bu siirenin sonunda bir¢ok birey yumurta birakir ve oliir. Boylece
tipik bir otbigenin yasam siiresi yumurta koyduktan sonra 5-6 ay siirer. Bazi tiirler ise
farkli bir yasam dongiisiine sahiptirler. Bu tiirler Haziran ve Temmuz ayinin basarinda
yumurtalarini birakirlar ve yazin sonuna dogru yumurtadan yavrular ¢ikar. Ergin olmayan
bireyler kisi kar altinda gegcirirler. Bir sonraki yilin ilkbahar ve yaz aylarinda erginlige

ulasirlar.

Tez materyali olan Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiiri, Opiliones takiminin
Phalangidae familyasina ait bir tiiriidiir. Ulkemizde yaygin olarak bulunan daha ¢ok otluk
alanlarda yagamini siirdiiren bir tiirdiir. Bu tiirlin tez materyali olarak sec¢ilmesindeki en

biiylik nedenler, lilkemizde yaygin olmasi ve araziden kolay temin edilebilmesidir.

Sekil 1.4. Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiirliniin genel goriiniisii
((https://www.naturespot.org.uk/species/phalangium-opilio), 24.06.2018)

Bu tez calismanin amaci, bir otbicen tiirii olan Phalangium opilio Linnaeus, 1758’dan
diinyada ilk kez kitin izolasyonu yapmak ve elde edilen kitini FTIR, TGA, XRD ve SEM

analizleri kullanilarak karakterize etmektir.



BOLUM II

LITERATUR OZETi

Kitin ve tlirevleri iizerine birgok calismanin yapildigi onemli bir biyopolimerdir ve
giinlimiizde, biyoloji, endiistri, biyomedikal ve tarimsal uygulamalarda kullanildigindan
dolay1 ekonomik ve ticari degere sahiptir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar incelendiginde
yeni kitin kaynaklar1 bulmak ve kitin ve kitosanin yeni uygulama alanlarin1 belirlemek
lizerine ¢alismalarin yogunlastig1 goriilmektedir. Genellikle, deniz iirlinleri endiistrisinde
en fazla atik {irtine sahip olan yenge¢ ve karides en onemli ticari kitin kaynaklaridir.
Ancak, bu geleneksel kitin kaynaklarma her mevsim yeterli miktarda ulasilamama
durumu ve daha nitelikli kitin arayis1 bocek ve araknid gruplarindan kitin eldesini 6n

plana ¢ikarmistir (Gonil ve Sajomsang, 2012).

Kitin eldesi i¢in daha c¢ok deniz kabuklularinin atiklarindan kuvvetli asit ve baz
uygulamalarina dayandigindan bunlarin yogun kullanimlari zaman siireci igerisinde
cevreye zararli olabilmektedir. Bu yiizden, alternatif biyolojik metodlar {izerinde
caligmalar devam etmektedir. Bunlar daha ¢ok enzim ya da dogrudan mikroorganizma
araciligr ile kitin izolasyonunu gerceklestirmek {izerinedir (Simpson vd., 1994;

Synowiecki vd., 2003).

Kitinin dogada a, B ve y olmak iizere 3 formda bulunmasina ragmen en ¢ok a formda
bulunur. Shushizadeh vd., (2015), Sepia pharaonis tiriinden elde ettigi kitin ile
formdaki kitine yeni bir kaynak organizma kazandirmiglardir. B ve a formlardaki kitinin
ozelliklerini kiyaslamak i¢in Hajji vd. (2014) {i¢ farkli sucul organizmayla ¢alismislardir.
Yengec ve karides kabugundan (Carcinus mediterraneus, Penaeus kerathurus),) elde
edilen a kitin ile ve miirekkep baligindan (Sepia officinalis) elde edilen B kitinin
yapilarindaki fark *C NMR, FT-IR ve XRD ile karakterize edilmistir. '*C NMR analizi
sonucunda a kitinler C3 ve C5 karbon sinyallerinde ayrilirken, B kitinde bu sinyaller
birleserek tek bir rezonans olusturmustur. XRD analizi, o kitinin f kitinden daha kristalin
yapiya sahip oldugunu gostermistir. Bu ¢alisma, kitinin 6zelliginin organizma grubuna

gore degistigini gostermektedir.



Simdiye kadar c¢ok sayida mercanin iiyesi oldugu Cnidaria subesinin kitin igerip
icermedigi hakkinda higbir c¢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 kullanmiglardir. Birgok teknik 5 (13C
NMR, FT-IR, Raman, NEXAFS (Yakin Kenar X-151n1 Sogurma Ince Yapis1), Morgan-
Elson analizi ve Calcofluor White boyama) kullanilarak izole edilen kitin analiz

edilmistir. ilk kez bu ¢alisma ile mercanlarin saplarinda kitin oldugu ispatlanmustir.

George vd., (2011), tarafindan yapilan ¢alismada Aspergillus flavus, Botryodiplodia
theobromae, Cladosporium cladosporioides, Fusarium spp. ve Phoma spp. mantar tiirleri
secilmistir. NaOH ve asetik asit kullanarak mantarlardan kitosan ekstre edilmistir.
Calismanin  sonuglarina gore Aspergillus flavus’dan 57 mg/g, Cladosporium
cladosporioides’dan 25.2 mg/g ve Phoma spp. tiirlinden 31.1 mg/g kitosan izole
edilirken, Fusarium spp. ve Botryodiplodia theobromae mantarlarindan kitosan elde
edilememistir. Kitosan FTIR spektroskopisi ile analiz edilmistir. FTIR spektrumlarinda
3000 cm-1 ve 3500 cm-1 genis bantlar gozlenirken, 2885 cm-1, 1650 cm-1, 1589 cm-
1,1326 cm-1 ve 1080 cm-1 degerleri civarinda da zayif pikler kaydedilmistir.

Limam vd., (2011), tarafindan ger¢eklestirilen ¢alismada Parapenaeus longirostris ve
Squilla mantis tlrlerinden izole edilen kitin daha yararli ¢oziinlir olan kitosana
dontstiirilmiistiir. Bu iirlinlerin, antimikrobiyal ve anti-fungal 6zellikleri gibi biyolojik
aktiviteleri de belirlenmistir. Uretilen kitin ve kitosanmn FTIR ile karakterize edildigi

caligsmada spektrumda 1552 cm-1 ile 1652 cm-1de pik verdigi gozlenmistir.

Thirunavukkarasu vd., (2011), tarafindan yapilan ¢calismada Oratosquilla quinquedentata
ve Oratosquilla nepa tirleri secilmistir. 20'Ger g 6rnegin kullanildig1 ¢alismada O.
quinquedentata, O. nepa tiirlerinde sirasiyla 2.125 g ve 2.145 g kitin izole edilmistir ve
kitin verimleri % 10.625 ve % 10.725 olarak belirlenmistir. FTIR spektrumlarinda O.
quinquedentata 569.00 cm-1, 1070.77 cm-1, 1370.41 cm-1, 1555.02 cm-1 ve 1656.82
cm-1’de, O. nepa ise 529.15 cm-1, 695.23 cm-1, 897.35 cm-1, 1028.95 cm-1, 1200 cm.-
1, 1324.28 cm-1, 1371.11 cm -1 ve 1634.55 cm-1’de bantlar gozlenmistir.

Isa vd., (2012), tarafindan yiiriitiilen calismada yengeg, kerevit, karides ve salyangozdan

demineralizasyon ve deproteinizasyon agsamalar1 sonrasinda kitin elde edilmistir. En fazla



kitin % 8.15 oraniyla karidesten, daha sonra yengecten % 7.80, kerevitten % 2.88,
salyangozdan ise % 0.44 oraninda kitin izole edilmistir. Yengegte % 4.16 protein, % 1.30
yag, % 74.12 karbonhidrat bulundugu tespit edilmistir. Izole edilen kitinler XRD ve SEM
ile karakterize edilmistir. SEM mikrofotograflarinda karides ve yengecten izole edilen
kitinde fibriler ve graniiler yap1 gozlenmistir. Kerevitin kitin ylizeyi paralel bir iplik
olusturacak sekilde liflerden olustugu belirlenmistir. XRD analizi farkli kaynaklardan
izole edilen kitinlerde, farkli tepe noktalar1 ve farkli kristal derecelerinin oldugunu

gostermistir.

Liu vd., (2012), tarafindan yapilan ¢alismada Holotrichia parallela tiirii bocekten kitin
izolasyonu i¢in 1 M HCl ve 1 M NaOH ¢ozeltilerinin ardindan renksizlestirme islemi i¢in
% 1 potasyum permanganat ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu tiirden % 15 oraninda kitin izole
edilmistir. izole edilen kitin XRD, SEM ve clemental analiz teknikleri ile karakterize
edilmistir. Kitinin deasetilasyon derecesi % 93.1 olarak hesaplanmistir. XRD
sonuclarinda 9.2° ve 19.1° iki gii¢lii pik, 12.6°,22.9° ve 26.2° {i¢ zay1f pik kaydedilmistir.
Kitinin kristalitesi % 89.05 olarak belirlenmistir. FTIR spektrumunda ise alfa kitin i¢in
karakteristik olan 1.654 cm-1, 1.560 cm-1 ve 1.310 cm-1 bantlar1 kaydedilmistir.

Kitin dogada seliilozdan sonra en ¢ok bulunan ikinci polimerdir. Deniz kabuklularinin
atiklar kitin olarak bilinen ve dogada kendiliginden olusan bu biyopolimerin en 6nemli
kaynagimi olusturmaktadir. Kitin ve tiirevleri, fizikokimyasal 6zellikleri bakimindan
diger biyopolimerlerden farkli olup, cok ¢esitli alanda kullanilmaktadir. Kitin
deasetilasyon islemi sonrasinda kitosan adi verilen bagka bir degerli polimere doniisiir.
Bu ¢alismada, deniz kabuklular atiklarindan biiyiik dlgekte kitin ve kitosan elde edilmesi
amaclanmistir. Caligma sirasinda dnce demineralizasyon ve deproteinizasyon asamalari
sonucunda biiyiik 6l¢ekte kitin elde edilmistir. Daha sonra elde edilen kitin, 90°C ve 120
°C sicakliklarda 1 ve 3 saat boyunca gerceklestirilen deasetilasyon islemi sonucu kitosana
doniistiiriilmiistiir. Ayrica, biiylik 6l¢ekli tiretimde kullanilan reaktorler, kurutucu gibi
ekipmanlarin tasarimlart ve bunlarin yanisira tesis yerlesim plani bu tez caligmasi
kapsaminda gerceklestirilmistir. Kitosan tiretimi sirasinda 120 °C ve 1 saatlik islemin
kitosan iiretimi i¢in en uygun oldugu goriilmiis ve siire arttirmanin sadece elde edilen

kitosanin molekiil agirligim etkiledigi sonucuna ulagilmustir (Ozel vd., 2013).
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Abdulkarim vd., (2013)’nin yaptifi c¢alismada midye kabugunun Kkitin icerigi
belirlenmistir. Midye kabugundan izole edilen kitin ve kitosan, FTIR ve elemental analiz
ile karakterize edilmistir. Kitosan i¢in FTIR spektrumlari 3447 cm-1 ve 1477 cm-1’de
karakteristik bant vermistir. Midye kabugunun, % 51.62 mineral igerige, % 21.32 kitin
icerigine sahip oldugu tespit edilmistir. Deasetilasyon derecesi % 60.66 olarak

hesaplanmustir.

Kaya vd., (2013) tarafindan yapilan ¢alismada alternatif kitin kaynag1 olarak Daphnia
magna yumurtasinin (resting eggs) kitin igerigi tespit edilmistir. Kitin verimi % 18-21
olarak belirlenmistir. FTIR, element analizi, TGA, XRD ve SEM c¢alismalan ile
karakterize edilen kitinin alfa kitin karakterinde oldugu aciga c¢ikmistir. Baska bir
calismada, Gammarus argaeus kitin izolasyonu i¢in arastirilmistir. G. argaeus'dan izole
edilen kitin FTIR, TGA, XRD ve SEM analiz teknikleri kullanilarak karakterize
edilmistir. Biitiin bu analizler G. argaeus’dan izole kitinin alfa formunda oldugunu
gostermistir. G. argaeus’un kuru agirlik izerinden % 11-12 kitin icerigine sahip oldugu
bulunmustur. Izole edilen alfa kitinin SEM ¢ekimleri nanofibriller (11-55 nm) ve

gozenekli (yaklasik 150 nm) bir yapiya sahip oldugunu gostermistir.

Mantarlarin hiicre duvarlari, boceklerin ve diger artropodlarin dig iskeletleri, krustase
kabuklarmin temel yapisal bileseni olan kitini parcalama yetenegine sahip kitinaz
enzimleri hem bitki patojeni olan mantarlara kars1 fungusit hem de zararli boceklere karsi
insektisit olarak biyolojik amagh kullanilabilmektedir. Bu ¢alismada tilkemizdeki ¢esitli
kiiltiir ve yabani bitkilerin toprak iistii aksami veya kok rizosferinden izole edilen bakteri
kiiltiirlerinden, tiitiinde yapilan asir1 duyarlilik test sonuglarinda bitki patojeni olmadiklari
teyit edilen 158 izolat se¢ilip patojen fungus olarak sebzelerde kok ciiriikliigiine neden
olan Fusarium culmorum'a karsi antifungal aktivite testi yapilmistir. Antifungal
aktiviteye sahip olan 31 izolata kitinaz enzimi aktivitesi testi yapilip i¢lerinden en yiiksek
aktivite gosteren Pseudomonas flourescens MF-1 ve Bacillus subtilis TV-125A izolati
secilmigtir. Bu iki izolatin irettikleri kitinaz enzimi amonyum siilfat c¢oktiirmesi
metoduyla kismi saflagtirilmistir. Kismi saflastirilan enzimlere optimum pH ve optimum
sicaklik analizleri yapilmistir. Sonug olarak Pseudomonas fluorescens MF-1 izolatinda
% 0-20 ¢oktiirme araliginda %30,8 verimle 23,34 kat ve Bacillus subtilis TV-125A
izolatindan % 0-20 ¢oktiirme araliginda % 15,7 verimle 22,34 kat kismi saflastirma

yapilmig ve saflastirilan enzimlerdeki optimum aktivite pH 4,0'de ve 500C sicaklikta
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gbzlenmistir. Pseudomonas fluorescens MF-1 izolatt pH 11,0'de % 36 aktivitesini
korurken, Bacillus subtilis TV-125A izolat1 aktivitesinin % 71'ini korudugu saptanmastir.
Ayrica Pseudomonas fluorescens MF-1izolatinin 800C'de % 50 aktivitesini korurken,
Bacillus subtilis TV-125A 1zolatinin ise % 42 aktivitesini korudugu belirlenmistir (Senol
vd., 2014).

Kaya vd. (2014) yilinda yeni bir kitin kaynag olarak yarasa giibresinden kitin elde
etmiglerdir. Bu bilinen kitin elde etme yontemlerinin disinda daha az masrafla kitin elde

etme yontemi olup bu alanda ¢alisan bilim insanlarmin ilgisi ¢cekmistir.

Literatiirdeki ¢aligmalar kitin ve kitosaninin giiniimiizde halen popiiler bir konu oldugu
ve calismalarin bu alanda hizla devam ettigi gostermektedir. Ulkemizde dzellikle son
yillarda Kaya ve arkadaslari, bu alanda ¢ok sayida degerli calismalar yaparak {ilkemiz

arastirmacilarinin bu alana ilgisini ¢cekme yoniinde 6nemli katkilar saglamislardir.
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BOLUM 111

MATERYAL VE METOD

Bu tez calismasinda kullanilan Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiirline ait ornekler,
genellikle iilkemizde bu canlilar {izerine uzmanlasmis olan Dog. Dr. Kemal KURT un
kisisel koleksiyonundan temin edilmistir. Elde edilen bu otbicen tiiriine ait 6rnekler,

laboratuvarda asagidaki asamalardan gegirilerek kitin eldesi gergeklestirilmistir.

1. Demineralizasyon i¢in yikananarak égiitiilen 6rnekler HCI ile muamale edildi.

2. Depigmentasyon i¢in HCI ¢ozeltisinden ¢ikarilan ve yikanarak nétrallestirilen 6rnekler
yapilarinda bulunan organik bilesikler ve pigmentlerin uzaklastirilmasi i¢in etanol ile

yaklagik 12 saat karistirildi ve sonrasinda saf su ile yikandi.

3. Deproteinizasyon i¢in eldeki numune NaOH ile muamale edildi ve ardindan aseton ile

ekstraksiyonu yapilarak kurumaya birakildi. Kitin elde edildi.

Sekil 3.1. Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiirline ait 6rnekler
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Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiiriinden kitin eldesi i¢in gerekli siire¢ Sekil 3.1°de

verilmigtir.

Phalangium opilie (Otbicen)

Fiziksel Temizleme ve vikama
|
Demineralizasyon
2 M HCI (2 saat kanistirma)

Depigmentasyon (Organik bilesenlerin uzaklastirnlmasi)
(% 99 Etanol ile 12 saat karistirma)

Proteinlerin Yapidan Uzaklastirilmasi

%01 lik asetik asit ile yikama

Kurutma, Yikama, Siizme ve
Tanecik Bovutuna gire Ayirma

KIiTiN

Sekil 3.2. Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiirlinden kitin eldesi

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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3.1 Analizler

FTIR analizi i¢in Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiiriinden elde edilen kitinin infrared
spektrumlari, Bruker Marka Vertex 70 madel FTIR Spektrometre 4000-625 cm frekans

araliginda 6lc¢iildii ve asetilasyon derecesi, denklem kullanilarak hesaplandi.

TGA analizi i¢in Linseis STA PT1600 analiz cihazi kullanildi ve bu islem 10 © C/ dk’lik
bir 1sitma hizinda gergeklestirildi. Kitinin termal bozulmasina bagli olarak TG ve DTG

egrilerinin elde edildi.

XRD analizi i¢in Panalytical Marka empyrean model XRD cihazi kullanildi. Elde edilen
kitin XRD spektrumlari, Rigaku D max 2000 sisteminde 45 ° i¢in 5 ° 2 0 araliginda
ol¢iildii ve elde edilen kitinin Kristal index degeri Crl hesaplandi.

SEM analizi i¢in elde edilen kitinden daha net goriintii elde etmek i¢in numunelerin
yiizeyi Sputter Coater (Cressingto Auto 108) marka cihaz ile altinla kaplandi ve
sonrasinda ylizey morfolojisini incelemek icin EVO LS 10 ZEISS marka cihaz
kullanilarak fotograflar ¢ekildi.

Sekil 3.3. Kitin karakterizasyonunda kullandigimiz cihazlar. Bruker Marka Vertex 70
model FTIR Spektrometresi (A), Linseis STA PT1600 marka TGA cihazi (B),
Panalytical Marka empyrean model XRD (C), Zeiss Marka evo 40 model SEM (D),
EDX Marka Edax (E)
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BOLUM IV

BULGULAR, TARTISMA VE SONUC

Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiirlinde kitin eldesi yapilmis ve elde edilen kitinin
FTIR, TGA, XRD ve SEM kullanilarak fizikokimyasal karakterizasyonu yapilmistir.
Calismada otbicenlerden ve bu tiirden ilk kez kitin eldesi yapilmis ve bu kitin karakterize

edilmistir. Calisilan tiirlin sistematik kategorisi asagida verilmistir:

Sube: Arthropoda (Eklembacaklilar)
Altsube: Chelicerata (Keliserli Hayvanlar)
Smif: Arachnida (Oriimcegimsiler)
Takim: Opiliones (Otbigenler)

Aile: Phalangiidae

Tiir: Phalangium opilio Linnaeus, 1758
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4.1 FT-IR analizi
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Sekil 4.1. Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiirlinden izole edilen kitinin FT-IR
spektrast

Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiiriinden elde edilen kitinin FT-IR analizi sonucunda
elde edilen spektrumlar Sekil 4.1° de verilmistir. Spektrumlardan da goriildiigii gibi
kitinin belirli karakteristik pikleri vardir ve spektrumlarda bu pikler agikc¢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 baglara ait
gerilme titresimlerine ait piklerdir. 1556 ve 1315 cm-1 de goriilen iki pik, sirasiyla amid
IT (-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=0 (karbonil) grubuna ait spesifik gerilme piklerdir. Literatiire gore ikiye ayrilmis
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 otbigen tiiriinden kitinin olduk¢a basarili bir sekilde elde edildigini

kanitlamaktadir.
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4.2 TGA analizi

Termogravimetrik analiz elde edilen malzemenin sicakliga olan dayanimini1 6grenmede
yaygin olarak kullanilmaktadir (Dutta vd., 2004). Mevcut calismada da Phalangium
opilio Linnaeus, 1758 tiiriinden elde edilen kitinin sicaklikla olan bozulmalarini ortaya
koymak i¢in TGA analizi yapildi. Elde edilen sonuglar kitinin sicaklik etkisi altinda iki
basamakta kiitle kayb1 yasadigimi gostermektedir. i1k basamakta 100°C civarindaki kiitle
kayiplar1 yapidan uzaklasan sudan kaynaklanmaktadir. ikinci basamakta gozlenen Snemli
kiitle kayiplar ise kitinin bozulmaya bagladigini gostermektedir (Sekil 4.2a). Literatiir
taramasi sonucu farkli organizmalardan izole edilen kitinlerin de mevcut ¢aligmadaki gibi
iki farkli basamakta kiitle kayb1 gozlenmistir (Jang vd., 2004b., Juarez-de la Rosa vd.,
2011; Sajomsang ve Gonil 2010). Bu sonuglarda mevcut ¢alismada Phalangium opilio

Linnaeus, 1758 tiirtinden kitinin basaril1 bir sekilde iiretildigini géstermektedir.
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Sekil 4.2. Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiiriinden izole edilen kitinin TGA analizi
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4.3 XRD analizi

Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiirlinden izole edilen kitinin XRD analiz sonuglari
Sekil 4.3°de gosterilmistir. Literatiire bakildiginda kitin ve tiirevlerinin XRD analizleri
sonucu 9° ve 19° civarinda iki keskin pik gézlenmistir (Jang vd., 2004a., Liu vd., 2012;
Sajomsang ve Gonil 2010). Bu piklerden 19° civarinda olan 9° civarinda olana gore daha
siddetlidir. Bunlar kitin ve tiirevlerinin 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 li¢ de zayif pik gozlenmistir. Bu pikler literatiirde tanimlanan kitin pikleri ile
oldukg¢a benzerlik gostermektedir (Jang vd., 2004b). Ayrica elde edilen kitinin kristaline

indeks degerleri hesaplanmis ve %69.6 olarak bulunmustur.

I"-—r-......f"-..,,,-"""'.l'x-f \"‘-_-“- .r'l',._'..".l
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Sekil 4.3. Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiirlinden izole edilen kitinin XRD analizi

4.4 SEM analizi

Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiirlinden saflastirilan kitinin ylizey morfolojisi SEM
ile gorilintiilenmistir (Sekil 4.4). Kitinin yiizeyinin ince nanofiberlerden olustugu ve
goriilmektedir. Ayrica, Sekil 4.4’de kitinin ylizeyinde nanofiberlerin yan sira azda olsa

nanoporlarin (gdzeneklerin) olduguda goriilmektedir.
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1 Hm EHT =10.00 kv Signal A = SE1 ZEISS
l WD = 95 mm Mag= 2089 KX

Sekil 4.4. Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiirlinden izole edilen kitinin SEM ile elde
edilmis ylizey morfolojisi

Literatiir ¢aligmalarina bakildiginda kitinin yiizeyinin canli grubuna gore farkliliklar
gosterdigi bilinmektedir. Yapilan ¢alismalar incelendiginde daha ¢ok mantarlardan elde
edilen kitin in morfolojisinde nanofiber ve porlarin goriilmedigi ve kitin ylizeyinin diiz
oldugu gozlemlenmistir (Yen ve Mau 2007a, b). Baz1 canli gruplarindan elde edilen
kitinin ylizey morfolojisinin sadece nanofiber yapida oldugu, diger bazi grup canlilarda
ise kitin ylizeyinin hem nanofiber hem de nanoporlar icerdigi yapilan caligmalarda
gorilmistir (Kaya vd., 2013). Cok az canli grubunda ise nanofiber, nanopor ve
mikroporlarin birlikte bulundugu kitin yiizeyi de gozlemlenmistir (Kaya vd., 2014c).
Ayrica, Kaya ve Baran (2015) yaptiklar ¢alismalarinda sadece nanoporlarin bulundugu
kitin yiizeyinin varligin1 da ortaya koymuslardir.

Suana kadar tilkemizde ve diinyada araknid grularindan sadece oriimcekler ve akreplerin
birkag tiirii lizerinden kitin calismalari yapilmistir. Bunlardan, bir akrep tiirii olan
Mesobuthus gibbosus (Brullé, 1832) tiiriiniin kitosan yiizey morfolojisi SEM ile
incendiginde yogun nanofiber ve porlardan olustugu bildirilmistir (Kaya vd., 2015).
Ayrica, ilkemizde iki farkli 6riimcek tliriinden (Geolycosa vultuosa ve Hogna radiata)
kitin izolasyonu yapilmig farkli ylizey morfolojilerine sahip oldugu ortaya konmustur
(Kaya vd., 2014c). Bu iki tiirden, G. vultuosa’dan elde edilen kitinin yiizeyinin

nanofiberler, nanoporlar ve mikroporlar1 birlikte bulundugu goézlenmistir. H. radiata
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kitininin yiizey morfolojisinin ise nanofiber ve nanoporlar1 birlikte bulundurdugu
goriilmektedir. Mevcut ¢calismada da, Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tiirlinden izole
edilen kitinin ylizey morfolojisinde H. radiata’da oldugu gibi nanofiber ve nanoporlarin

birlikte goriildiigii yiizey gozlenmistir.

Dogada, seliiloz ile birlikte olduk¢a yaygin olarak bulunan maddelerden birisi olan kitin
kabuklu su iiriinlerinin (karides, yenge¢ vs.) ana bilesenidir. Ayrica, boceklerin iskelet
yapilarinda olduk¢a yogun miktarda kitin bulunmaktadir. Kitin maddesinden yola ¢ikarak
cesitli basit kimyasal yontemlerle farkli molekiiller de elde edilebilmektedir. Bunlardan
en cok dikkat cekeni ise kitosan maddesidir. Gerek kitin, gerekse de kitosan biyo-
polimerlerinin oldukca genis bir kullanim alani bulunmakta ve bu alanlar giin gegtikce
artmaya devam etmektedir. Atik sularin temizlenmesinden, kozmetik ve ila¢ sanayisine
kadar genis bir spektrumda kullanim alan1 bulunan bu maddelerin gelistirilmesi ve farkli
tiirlerden elde edilen kitin ve kitosan maddelerinin karakterizasyonu, uygun kullanim

alanlarina yonelik daha uygun kitin ve kitosan iiretimi i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Sonug olarak bu ¢alisma, Phalangium opilio Linnaeus, 1758 tliriinden elde edilen kitinin,
FTIR, XRD, TGA ve SEM analizleriyle karakterizasyonunu ve bazi fizikokimyasal
ozelliklerini ortaya koyan bir aragtirmadir. FTIR spektrumundan elde edilen bulgular, bu
otbicen tiirtinden elde edilen kitinin alfa formda oldugunu agik¢a ortaya koymaktadir.
Taramali elektron mikroskobu ile elde edilen goriintiiler kitin yiizeyinin ince nanofiber
ve nadir nanoporlarin olusturdugu yapida oldugunu gostermektedir. Termogravimetrik
analizler sonucunda ise elde edilen kitinin termal kararlilifinin, bilinen bir¢cok bocek ve
kabuklularinkinden yiiksek oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Elde edilen ve karakterizasyonu
yapilan kitin otbicenlerden ve bu tiirtinden ilk kez yapilmis olup elde edilen bu
biyomateryal 6zellikleri bakimindan eczacilik, tip, tekstil ve ziraat v.b. gibi endiistrinin

pek cok alanina alternatif kitin kaynagi olarak onerilebilir.
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