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Abstract: In recent years, some studies have emphasized that insects, mushrooms, coral and crustacean resting eggs
can be alternative sources of chitin. In order to purpose a new chitin and its derivatives resource, we studied for the
first time the spider species, Aculepeira ceropegia (Walckenaer, 1802), which has common distribution in Turkey.
This chitin and chitosan characterized with SEM, FTIR, XRD and TGA. Inresult of this study, the chitin in this species
is in alpha form, has a high melting temperature and can be recommended as an alternative source of chitin.
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Aculepeira ceropegia (Walckenaer, 1802) Tiiriinde Kitin ve Kitosan Izolasyonu
ve Fizikokimyasal Karakterizasyonu

Ozet: Son yillarda bocekler, mantarlar, mercan ve kabuklularin yumurtalari kitin kaynagi olarak énerilebilmektedir.
Bu amagla yeni kitin kaynaklar1 6nerebilmek igin ilk kez bir 6riimcek tiirli olan Aculepeira ceropegia (Walckenaer,
1802)’nin SEM, FTIR, TGA ve XRD degerleri ¢alisilmistir. Bu ¢alisma sonunda bu tiirde bulunan kitinin alfa formda
oldugu, erime sicakliginin yiiksek oldugu ve alternatif kitin kaynagi olarak onerilebilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Oriimeek, Kitin, Kitosan

Giris

Son cok calisilan  biyolojik
makromolekiilleri kitin ve bunun bir tiirevi olan kitosandir
(Aranaz et al. 2009). Dogada ¢ok yaygin olarak bulunan
ve bir aminopolisakkarit olan kitinin, ticari amaglar i¢in
yillik seliiloz kadar iiretildigi tahmin edilmektedir. Kitin
ve kitosanin; dogal bir kaynak olmasi, biyolojik olarak
parcalanabilmesi ve c¢evre kirliligine neden olmamasi,
hem bitki hem hayvan dokular1 i¢in uyumlu olmasi ve
toksik etkisinin olmamasi, biyolojik olarak fonksiyonel bir
bilesik olmasi, molekiil yapisinin degistirilebilir olmasi
nedeniyle endiistriyel alanda oldukca yaygin bir sekilde

zamanlarin en
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kullanilmaktadir (Dutta et al. 2004, Aranaz et al.2009).
Kitin ve kitosan tizerine gerceklestirilen calismalarin
artmast ve bu alanda yeni uygulama alanlarinin
kesfedilmesiyle kitin ve tiirevlerine daha fazla ihtiyag
duyulmaktadir. Bundan dolayida yeni kitin kaynaklarina
yonelim artmaktadir.

Oriimceklerin diinya iizerinde 50 bine yakin (World
Spider Catalog 2020), iilkemizde ise 1100’iin {izerinde
tir bulunmaktadir (Demir ve Seyyar, 2017). Bu
calismada kullanilan Aculepeira ceropegia (Walckenaer,
1802) tiirti, Araneidae familyasina ait bir 6riimcek tiirtidiir
(Sekil 1). Daha cok bitkiler tizerine tekerlek seklinde aglar
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kurarak genellikle bocekler iizerinden beslenir ve dogal
dengenin korunmasina ekolojik ag¢indan biiyiik bir katki
saglar. Ulkemizde genis bir yayilis alanma sahiptir.
Yaygin bir tiir olmast calisma materyali olarak
secilmesinin en biiyiik faktoriidiir.

Bu calismada daha once kitin igerigi bilinmeyen bir
oriimcek tiiriinden ilk kez kitin izolasyonu ve kitosan
eldesi yapilarak fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi
amaclanmistir.

Materyal ve Yontem

Bu calismada kullanilan Aculepeira ceropegia 6rnekleri
2015-2016 yillar1 arasinda 2147049 nolu TUBITAK
projesi kapsaminda yapilan arazi ¢aligmalar1 sonucunda
Dogu Karadeniz Bolgesi’'nden toplandi (Sekil 1). Eldeki
ornekler laboratuvarda asagidaki agsamalardan gecirilerek
kitin ve kitosan elde edildi.

Sekil 1. Aculepeira ceropegia (Walckenaer, 1802) tiiriiniin genel bir
gorliniigii

Bu amacla;
e Materyal yikandi, ogiitiildii sonra HCI
muamale edilerek demineralizasyonu saglandi.

ile

e HCI cozeltisinden c¢ikarilan ve yikanarak
notrallestirilen  Ornekler yapilarinda bulunan
organik bilesikler ve pigmentlerin

uzaklastirilmasi igin etanol ile 12 saat karistirildi
ve saf su ile yikandi. Boylece beyaz renkli madde
elde edildi.

e Materyal daha sonra NaOH ile muamale edilerek
deproteinizasyonu yapildi, ardindan aseton ile
ekstraksiyonu yapildi ve kurumaya birakildi.

e Beyazlatilan materyal yikandi, kurutuldu ve kitin
elde edildi. Daha sonra materyal NaOH ile
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muamale edilerek deasetilasyonu saglandi. Son
olarak yikanip kurutularak kitosan elde edildi.

Aculepeira ceropegia (Walckenaer, 1802) tiirlinden
kitin eldesi i¢in gerekli siire¢ Sekil 2°de verilmigtir. Elde
edilen kitin ve kitosanin fizikokimyasal
karakterizasyonunu belirlemek icin Nigde Omer
Halisdemir Universitesi Merkezi Aragtirma
Laboratuvari’'nda FTIR, TGA, XRD ve SEM analizleri
yaptirildi.

FTIR Analizi: Aculepeira ceropegia (Walckenaer,
1802) tiirlinden elde edilen kitinin infrared spektrumlari,
Olcii Bruker Marka Vertex 70 madel FTIR Spektrometre
4000-625 cm frekans aralifinda Olgiilmiistiir. Ayrica
asetilasyon derecesi denklem kullanilarak hesaplanmustir.

TGA: TGA, Linseis STA PT1600 analiz cihaz
kullanilarak 10 ° C/ dk’lik bir 1sitma hizinda
gerceklesmistir. Kitinin termal bozulmasina bagl olarak
TG ve DTG egrilerinin elde edilmesi i¢in kullanilmigtir.

XRD: Aculepeira ceropegia (Walckenaer, 1802)
tiirlinden elde edilen kitin XRD spektrumlar, Rigaku D
max 2000 sisteminde 45 ° i¢in 5 ° 2 0 araliginda 6l¢iilmiis
elde edilen kitin Kristal index degeri Crl hesaplamasi
yapilmustir.

SEM: Numulerden elde edilen kitinden daha net
goriintii elde etmek icin 6rneklerin 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 ¢cekilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Aculepeira ceropegia (Walckenaer, 1802) tiiriinde kitin ve
kitosan izolasyonu yapilmis olup elde edilen kitin ve
kitosanin FTIR, TGA, XRD ve SEM kullamlarak
fizikokimyasal karakterizasyonu yapilmistir. Calismada
ilk kez bu oriimcek tiiriinden kitin ve kitosan eldesi ile
karakterizasyonu gergeklestirilmistir.

FT-IR: Oriimcek kitini ve kitosaninin FT-IR analizi
sonuglar1 Sekil 3’ de verilmistir. Canlilardan elde edilen
kitinin FT-IR analizi sonucu amide I bandinin 1656 cm!
ve 1619.5 cm™! (C=0 ikinci amide gerilimi) olmak iizere
ikiye ayrildig1 goriilmiistiir. 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 et al., 2004a). Amide
II (N-H bend, C-N stretch) 1552 cm-1’de ve amide III
(CH? wagging) ise 1308.3 cm-1’de gozlenmistir. 3426.2
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cm-1’de O-H gerilmesi goriilmiistiir. Tiim bu sonuclar
oriimcekten Kkitinin olduk¢a basarili bir sekilde elde
edildigini kanitlamaktadir. Kitin i¢in kaydedilen diger tiim
bandlar Sekil 3’de gosterilmistir.

Aculepeira ceropegia (Oriimcek)

Fiziksel Temizleme ve yikama

Demineralizasyon
2 M HCI (2 saat kanstirma)

Depigmentasyon (Organik bilesenlerin uzaklastirnlmasr)
(% 99 Etanol ile 12 saat kanstirma)
I
1 1
' Proteinlerin Yapidan Uzaklastirilmasi '
'
| |

%1 lik asetik asit ile yikama

Kurutma, Yikama, Siizme ve
Tanecik Boyutuna gére Ayirma

KITIN

Deasetiasyon (2050'lik NaOH icinde 1-24 saat Kanstirma)

KiTOSAN
Sekil 2. Oriimcek dig iskeletinden kitin ve kitosan eldesi.

Kitinin yiiksek baz konsantrasyonu ve yiiksek
sicaklikta deasetile edilmesi sonucu kitinde 1552 cm™’de
gozlenen amide II bandi 15749 cm™ (v (NH?) in
NHCOCH? group)’e kaymustir. Kitinde ikiye ayrilmis
amide I bandi kitosana doniisiince tek band olarak
gozlenmistir. Kitosana ait gdzlenen diger FT-IR bandlar
Sekil 3’de verilmistir.

TGA: elde
malzemenin sicakliga olan dayanimini 6grenmede yaygin
olarak kullanilmaktadir (Dutta et al., 2004). Mevcut
calismada da oriimcekten elde edilen kitin ve kitosan
orneklerinin sicaklikla olan bozulmalarini ortaya koymak
icin TGA analizi yapildi. Elde edilen sonuglar kitinin
kitosana gore daha kararli oldugunu ortaya koydu (Sekil
4). Hem kitin hemde kitosan icin iki basamkta yapidan
kiitle kaybi oldugu gozlendi. Ilk basamakta 100 C
civarindaki kiitle kayiplar1 yapidan uzaklagsan sudan
kaynaklanmaktadir. Ikinci basamakta gozlenen Onemli

Termogravimetrik  analiz edilen
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kiitle kayiplar1 ise ilk ornekte kitinin bozulmasina (Sekil
4a) ve ikinci Ornekte ise kitosanin bozulmasindan
kaynaklanmaktadir (Sekil 4b). Literatiir taramas1 sonucu
farkli organizmalardan izole edilen kitinlerin ve iiretilen
kitosan orneklerinin de mevcut ¢aligmadaki gibi iki farkli
basamkata kiitle kayb1 gozlenmistir (Jang et al., 2004b;
Judrez-de la Rosa et al., 2011; Sajomsang and Gonil,
2010). Bu sonucglarda mevcut ¢alismada Sriimcekten kitin
ve kitosanin  bagarili  bir gsekilde iretildigini
gostermektedir.

o000 3400 3200 00 2200 2000 1500 1600 1300 1200 1o 0
o
Wave numbers

Sekil 3. Oriimcekten izole edilen kitin ve iiretilen kitosamin FT-IR
spektrasi (a. kitin, b. kitosan).

XRD: Oriimcekten izole edilen kitinin ve bu kitinin
deasetilasyonu sonucu elde edilen kitosanin XRD analiz
sonuglar1 Sekil 4’ de gosterilmistir. Literatiire bakildiginda
kitin ve tiirevlerinin XRD analizleri sonucu 9° ve 19°
civarinda iki keskin pik gozlenmistir (Jang et al., 2004a;
Liu et al., 2012; Sajomsang and 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 birlite 12.78°, 23° ve 26.2°de ii¢ de zayif
pik gozlenmistir. Bu pikler literatiirde tanimlanan kitin
pikleri ile oldukca benzerlik gostermektedir (Jang et al.,
2004b). Kitosanin i¢in de yine 10.7° ve 20.13° de iki
keskin pik gozlenmistir (Sekil 5). Fakat bu iki keskin pik
ile birlikte 29.6°°da farkl bir keskin pik goézlenmistir. Bu



Demir & Seyyar - Isolation and physicochemical characterization of chitin and chitosan from Aculepeira ceropegia

istenmedik keskin pik kitosanin saf olmadigim1 ve
icerisinde bazi kalintilarin oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4. Oriimcekten izole edilen kitin ve bu kitininden iiretilen
kitosanin TGA analizi (a. kitin ve b. kitosan).

Kitin ve kitosanin kristaline indeks degerleri
hesaplanmis ve kitin icin %69.6, kitosan icin %51.6 olarak
bulunmugtur. Literatiirde de aciklandig1 {izere kitinin
kitosana doniismesi esnasinda (deasetilasyonu sirasinda)
kristal yapis1 ve termal kararhiligi diismektedir (Rinaudo,
2006). Mevcut ¢alismada da kitinin kitosana doniigsmesi
sirasinda kristalin indeksinin diismesi kitosan olusumunu
desteklemektedir. Yine sekilden de anlagilacagi gibi,
kitinde go6zlenen 9° 19° daki keskin pikler
deasetilasyon sonrast 10° ve 20°ye kaymistir. Bu
kaymada kitinden kitosan elde edildigini desteklemektedir
(Dutta et al., 2004).

SEM: Oriimcekten saflastirilan kitin ve bu kitinden elde
edilen orneklerinin  yiizeyleri SEM
(Sekil  6). Kitinin ylizeyinin

nanofiberlerden olustugu ve kitosanin yiizeyinin ise yine
zayif ve ¢ok net olarak goriilemeyen fiberlerden olustugu

ve

kitosan ile

aragtirllmistir ince

255

goriilmektedir. Ayrica Sekil 6a’da goriildiigii gibi kitinin
yiizeyinde nanofiberler ile birlikte azda olsa nano porlarin
(gbzeneklerin) varlig1 da goriilmektedir.

Daha 6nceki yapilan ¢alismalara bakildiginda kitinin
yiizeyinin izole edilen canli grubuna gore oldukea farklilik
gosterdigi ortaya konmustur (Kaya et al., 2015a; Kaya and
Baran, 2015; Kaya et al., 2014a; Kaya et al., 2014b; Kaya
et al., 2016; Kaya et al., 2015b). Suana kadar kaydedilen
kitin yiizeylerine bakildiginda;

e nanofiber ve porlarin goriilmedigi diiz bir yiizey.

Bu tiir kitin ylizeyi genellikle mantarlardan elde
edilen kitin ve kitosanda gozlenmistir (Yen and
Mau, 2007a; Yen and Mau, 2007b).

e Yalnizca nanofiberlerden olusan yiizey (Kaya et
al., 2014a).

e Nanofiber ve nanoporlarin birlikte goriildiigii
yiizey (Kaya et al., 2013).

e Nanofiberler ile birlikte nanopor ve mikro
porlarin birlikte goriildiigii yiizey (Kaya et al.,
2014c).

e Yalnizca nanoporlardan olusan yiizey, gibi

cesitlilikler gozlenmistir (Kaya and Baran, 2015).

Mevcut c¢aligmada ise Kkitin i¢in nanofiber ve
nanoporlarin birlikte bulundugu bir yiizey gozlenmistir.
Kitosan da ise kismen liflerin bulundugu diiz bir yiizey
gOriilmiistiir.

Su ana kadar iki farkli 6rtimcek tiirtinden (Geolycosa
vultuosa ve Hogna radiata) kitin izolasyonu yapilmistir
(Kaya et al.,, 2014d). Bu iki tiirden de izole edilen
kitinlerin farkli yiizey morfolojilerine sahip oldugu ortaya
konmustur. G. vultuosa’dan elde edilen kitinin yiizeyinin
nanofiberler ile birlikte nanopor ve mikro porlarin birlikte
bulundugu yiizey gozlenmistir. H.
nanofiber ve nanoporlarin birlikte goriildiigii ylizeyden
olustugu ortaya konmustur. Mevcut calismada da H.
radiata’da oldugu gibi nanofiber ve nanoporlarin birlikte

radiata kitininin

goriildiigii yiizey gozlenmistir.

Sonuc¢

Sonug olarak bu calisma, Aculepeira
ceropegia (Walckenaer, 1802) tiiriiniin kitin ve kitosan
icerigi ve onun FTIR, XRD, TGA ve SEM analizleriyle
fizikokimyasal 6zelliklerini ortaya koyan bir ¢alismadir.
Yapilan analizler sonucunda bu oOriimcek tiirtinde alfa
formda kitin yapisinin oldugu, kitinin ve kitosanin ince
nanofiber ve az da olsa nanopor yapida oldugu
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belirlenmistir. Elde edilen kitinin ayrica termal kararlili§1 biyomateryaller eczacilik, tip, tekstil ve ziraat v.b gibi
bilinen ¢ogu bocek ve kabuklu kitininden yiiksektir. Elde endiistrinin pek ¢ok alanina alternatif kitin kaynagi olarak
edilen ve karakterizasyonu yapilan kitin ve kitosan bu oOnerilebilir.

oriimcek tiiriinde ilk kez yapilmis olup elde edilen
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Sekil 5. Oriimcekten izole edilen kitin ve bu kitinin deasetilasyonu sonucu elde edilen kitosanin XRD analizi (a. kitin ve b. kitosan).

ENT = 1000k
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Signal A = SEY
Mag= 1.13KX

Sekil 6. Aculepeira ceropegia (Walckenaer, 1802) tiiriinden izole edilen kitin ve bu kitinin deasetilasyonu sonucu elde edilen kitosanin SEM ile elde
edilmis ylizey goriintiileri (a,b. kitin; c,d. kitosan)
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