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OZET

Doktora Tezi

BALIKLI (ARDEBIL, IRAN) NEHRI AGABUS (COLEOPTERA; DYTISCIDAE)
CINSINDEN KIiTOSAN URETIMI VE KARAKTERIZASYONU

Ramin MOHAMMADI ALOUCHEH

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Zooloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ozlem BARIS

Kitin 6zellikle bir¢ok omurgasiz canlinin dis iSkeletinde, mantarlarin hiicre duvarinda ve
diatomlarin yapisinda yer alan diinyadaki ikinci en bol bulunan biyopolimerdir. Kitosan
ise kitinin yliksek baz ¢dzeltisinde ve yiiksek sicaklikta deasetillenmesi sonucu olusan,
zay1f asitlerde ¢oziinen ve tip, eczacilik, gida, ziraat ve daha bir ¢ok alanda kullanima
sahip bir biyopolimerdir. Ticari olarak kitin ve kitosan iiretimi genellikle karides, yengec,
istakoz ve mantarlardan elde edilmektedir. Mevcut ¢calismada ise sucul ekosistemlerde
yaygin ve bol olarak bulunan Agabus cinsinin kitin ve kitosan i¢in alternatif bir kaynak
olarak kullanilabilirligi arastirilmistir. Bu baglamda, Agabus cinsinden ilk olarak kitin
izole edilmis ve daha sonra bu kitinin deasetillenmesi sonucu kitosan sentezlenmistir.
Agabus cinsinin, kuru agirhiginin %36 oraninda kitin igerdigi tespit edilmistir. Kullanilan
metoda gore canlidan %25 oraninda kitosan iiretilmistir. Uretilen kitosan XRD, EDX,
SEM, FT-IR, TGA ve UV-vis DRS teknikleri ile analiz edilmistir. Daha sonra, elde edilen
kitosanin Escherichia coli (Gram negatif) ve Staphylococcus aureus (Gram pozitif)
lizerine antibakteriyel aktiviteleri arastirilmigtir. Sonug olarak, Agabus cinsi sucul
bdceklerin uygun ortamda kiiltlire edilerek kitosan i¢in alternatif bir kaynak olabilecegi
gozlenmistir.

2019, 70 sayfa
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Ph. Doctoral Thesis

FAUNISTIC INVESTIGATIONS ON THE AQUATIC BEETLES FAMILY IN
THE BALIKHLOO RIVER (ARDABIL, IRAN AND PRODUCTION,
CHARACTERIZATION CHITOSAN OF THESE RESOURCES
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Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
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Science of Zoology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem BARIS

The chitin is the second most abundant biopolymer in the world, especially found in the
outer skeleton of many invertebrates, in the cell wall of fungi and as well as in the
structure of diatoms. Chitosan is a biopolymer producing after deacetylation of the chitin
in high base solution and at high temperature and dissolved in weak acids. It has usage in
medicine, pharmacy, food, agriculture and many other fields. Commercially, chitin and
chitosan production is usually obtained from shrimp, crab, lobster and fungi. In the
present study, the usability of Agabus genus as an alternative source for chitin and
chitosan in aquatic ecosystems was investigated. In this context, firstly, chitin was
isolated from Agabus and then chitosan was synthesized by deacetylation of this chitin.
The dry weight of the genus Agabus was found to contain 36% of chitin. According to
the used method, 25% of chitosan was produced. The produced chitosan was analyzed by
XRD, EDX, SEM, FT-IR, TGA and UV-vis DRS techniques. Subsequently, the
antibacterial activities of the obtained chitosan on Escherichia coli (Gram negative) and
Staphylococcus aureus (Gram positive) were investigated. As a result, it has been
observed that aquatic insects, Agabus can be an alternative source for chitosan after
culturing them in appropriate conditions.

2019, 70 pages

Keywords: Aquatic beetles, Chitin, Chitosan, Characterization.
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1. GIRIS

Sulak ekosistemler, canli tiirlerinin zenginligi ve bir ¢ok cesitli 6zellikleri nedenile,
ekolojik bakimindan ¢ok biiylik bir 6neme sahiptir. Bu ekosistemler, iiretkendirler ve
tropik ormanlardan sonra en zengin biyolojik cesitlilik alanlaridir. Bu nedenle, sulak
ekosistemler zengin hayvan ve bitki tilirleriyle biiyiik bir organizma ¢esitliligi
bulunmaktadir. Ayrica, bu ekosistemler 6nemli tatli su rezervleridir ve icme suyu

acisindan biiyiik 6neme sahiptir.

Iran; farkli cografik yapilar1 ve iklim kusaklarini birarada bulundurmasimin dogal bir
sonucu olarak, cok ¢esitli yasam ortamlarina sahiptir. Yasam ortamlariin farkliligi, bitki
ve hayvan cesitliliginin artmasma neden olmaktadir. Bu sebeple Iran, Asya'nin
Giineybatisinda, hem bitki hem de hayvan tiir sayis1 bakimindan neredeyse Kuzey Afrika,
Giiney Asya, Orta Asya ve Avrupa’ya yakin bir say1 ile temsil edilmektedir. Buna karsin,
yapilan bilimsel ¢alismalarin azligi, bu saymnin gelecekte ¢cok daha fazla olacagini
gostermektedir. Iste bu yiizden Iran’in bitki ve hayvan tiirlerini arastirmak bilim

insanlarimin dikkatlerini ¢ekmistir.

Canli gruplari arasinda bilinen tiir sayis1 bakimindan en fazla biyogesitliligine sahip olan
grup boceklerdir (Hexapoda). Bocekler igerisinde ise kinkanatlilar (Coleoptera) takimi,
yaklasik 420.000 tanimlanmis tiirii ile boceklerin ve metazoanin en biiylik grubunu
olusturur (Beutel and Haas 2000). Kinkanatlilar tam baskalasim (Holometabol) gosteren
boceklerdir. Hayat donemleri; yumurta, larva, pupa ve ergin seklindedir. Ergin
kinkanatlilarin, kitinlesmis, sert 6n kanatlarina “Elitra” ad1 verilir. U¢ma islevini yitirmis
on kanatlar, arka kanatlar1 ve abdomeni koruyan kalkan gorevindedir. Coleoptera
takiminin biiyiikk cogunlugu karasal olmakla beraber, en azindan on bin kinkanatl tiiri,
hayat donemlerinden bir veya daha fazlasini suda gerceklestirmektedir (Franciscolo

1979; Balke et al. 2004).



Sucul koleoptera terimi Coleoptera takimina dahil ve hayat asamalarindan herhangi
birini, uzun bir siire suda ge¢iren kinkanatlilar i¢in kullanilir. Coleoptera takimi gliniimiiz
sistematiginde, Archostemata, Myxophaga, Adephaga ve Polyphaga olmak {izere dort
alttakima ayrilir. Sucul kinkanatlilar, Adephaga ve Polyphaga alttakimlarina dahil olup
ve Polyphaga sucul coleoptera alttakimindadir. Ayrica, Adephaga alttakimi igerisinde,

Hydradephaga familyalar1 yeralir (Ribera et al. 2002).

Polyphaga alttakimi igerisinde yer alan familyalarin bir¢ogu karasal tiirleri ihtiva
etmektedir. Bu alttakim i¢inde Hydrophilidae ve Helophoridae familyalart sucul tiirler
igerir. Bu giine kadar, diinya tizerinde Hydrophilidae familyasinan 2500’den fazla tiir
tanimlanmistir ve bu saytya her yil yeni tiirler ilave edilmektedir. Ayrica, Hydrophilidae
familyasinin ¢ok ¢esitli viicut formlar1 vardir ve onlarin ekolojik 6zellikleri de 6nemlidir.
Hidrofilidler familyasinda dort altfamilya yer alir ve birgok zoocografik bolgelerde
bulunabilir. Bunlar; Horelophinae, Horelophopsinae, Hydrophilinae ve Sphaeridiinae alt
familyalaridir (Hansen 1987, 1999; Hebauer 2002). Viicut genelde parlak siyah,
kahverengi veya sarimsi renktedirler (Chiesa 1959; Hansen 1991, 1999; Angus 1992;
Balke et al. 2004).

Helophoridae familyasi tek cinsli bir familyadir ve bu cinsler genis yayilisa sahipdir. Bu
familyanin toplam 194 tiirii bilinmektedir. Bu tiirlerden 147’si Palearktik, 41°i Nearktik,
10’u ise Holarktik bolgede yer almaktadir (Smetana 1985, 1988; Angus 1992; Hansen
1999, 2004). Helophoridae familyast yar1 sucul ve sucul tiirleri igerir ve vucut uzunluglari
2 ile 8 mm dir. Bu familya ¢ok kiigiik su birikintilerinde ve gélciiklerde bulunabilir.
Helophoridae familyasina ait olan tiirler iyi yiiziicii degildirler ve su altindaki bitkilere
tutarak hareket etmektedirler (Chiesal959; Angus1992; Hansen 1999; Hendrich and
Balke 2004).

Adephaga alttakimidaki tiirlerin ¢ogu karasaldirlar ama bu grupun bazi tiirleri sucul
ortama da uyum gostermektedir. Adephaga alttakimidaki 6 sucul familyasi var. Bunlar:
Noteridae, Haliplidae, Gyrinidae, Hygrobiidae, Amphizoidae ve Dytiscidae’dir (Nilsson
and Hajek 2013).



Bocek familyalar1 genel olarak boyut farkliliklar1 géstermekle birlikte dnemli miktarda
kitin igeren ekzoiskeletlere sahiptirler (Ibitoye et al. 2018; Shin et al. 2019). Kitin farkli
canli gruplarinda bulunabilen 6nemli bir biyopolimerdir. Diinyadaki canli ¢esitliligine
bakildiginda bu canlilarin biiylik ¢ogunlugunda (Artropoda ve diger bir cok omurgasiz
canli subesi, Mantarlar alemi ve diatomlar) kitin bulunmaktadir bu nedenle kitin seliiloza
gore daha fazla cesitlilige sahiptir fakat yer yiiziindeki bollugu agisindan bakildiginda
seliilozdan sonra diinyada en yaygin bulunan ikinci biyopolimerdir. Diinya genelinde
ticari kullanim amaciyla kitin ve kitosan en ¢ok kerevit, karides, istakoz ve yengec gibi
krustaselerin besin olarak tiiketildikten sonraki atik kabuklarin iiretilmektedir (Calimli
vd. 2008; Antonio et al. 2012). Son yillarda yapilan hesaplamalara gore, kitin ve kitosanin
yillik iiretimine bakildiginda yiiz elli bin ton seviyelerinde oldugu rapor edilmistir. Bu
rakam kaynaklara gore ise; yiizonsekiz bin ton yengeg, karides, istakoz ve kerevit gibi
deniz kabuklularindan, otuziki bin ton mantarlardan olusmaktadir. Boceklerde kitin orani
%6-40 arasinda degisitken bu oran deniz kabuklularinda ise %8-39 arasinda

degismektedir (Guang 2002; Kaya et al. 2014a; Rachmawaty et al. 2018).

Kitosanin en Onemli avantaji biyobozunur, c¢evre dostu, nontoksik, antioksidan,
antimikrobiyal ve yenilebilir olmasidir. Bu essiz 6zelliklerinden dolayr da giiniimiizde
oldukca 1ilgi ¢ekmekte ve buna baglh olarak da bilimsel caligmalar yapilmaktadir
(Sajomsang and Gonil 2010; Kucukgulmez et al. 2011; Hajji et al. 2014; Kaya et al.
2014a; 2014b; Ma et al. 2015; Soon et al. 2018).

Kitosanin kullanim alani giin gectikte artmaktadir ve kullanim alanlar1 sirasiyla; 1)
biyomedikal alanda dezenfektan olarak kullanilir ¢iinkii yiiksek antimikrobiyal 6zellige
sahiptir, ii) gida ambalajlama da, iii) yara iyilestirmede, iv) yag tutma 6zelliginden dolayi
saglikli zayiflama ve kan kolesteroliinii diisiirmede, v) iyi bir adsorbent olarak su
aritiminda, vi) nano liflerinden dolay1 kagit yapiminda ve kompozit olarak, vii) jel hale

getirilerek kozmektik olarak verilebilir (Elibol 2008; Geger 2010).

Kitosan ve tiirevlerinin, yukarida da bahsedildigi gibi, artan kullanim alanlarina paralel

olarak yeni kaynaklara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle son yillarda bocekler, bol



bulunmalari, hizli tiremeleri, kolay kiiltiire edilebilmeleri, diinyadaki tiir ¢esitliligi, kitin
iceriklerinin yiiksek olmasi ve bu kitinin kolay izole edilebilmesinden dolayr deniz
kabukluluar1 ve mantarlara 6nemli bir alternatif olusturma potansiyeline sahiptir (Kaya et
al. 2014a; Ma et al. 2015; Soon et al. 2018; Ibitoye et al. 2018; Shin et al. 2019). Bununla
birlikte biiyiik biyokiitle olusturabildikleri bilinmektedir. Ornegin ¢ekirge istilalarindaki
tonlarca biyokiitle veya bireysel olarak biiyiik boyuta sahip bir bocek olarak titan bocegi
(Titanus giganteus) verilebilir (Williams 2001).

Planlanan bu calismada, Balikli nehrinin bulundugu Ardebil eyaletinin ilgeleri ve
civarinda bulunan gol, golciik, akarsu ve akarsularin kenarlarindaki su birikintilerinin s1g
kesimleri gibi degisik lokalitelerden ergin sucul Coleoptera ornekleri toplanmustir.
Ayrica, Coleoptera drneklerinden Dytiscidae familyas: tlizerinde sistematik caligmalar
yapilmistir. Bu familya ait Agabus cinsinden once kitin izole edilemesi ve daha sonra
kitosanin sentezlenmesi ve karakterizasyonu hedeflenmistir. Elde edilen kitosanin, X-
1s1n1 kirmim yontemi (XRD), Enerji yayilimli X-Isin1 Spektroskopisi (EDX), Taramali
elektron mikroskobu (SEM), Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FT-IR), Termal
gravimetrik analizler (TGA), UV-Vis yaygin yansima spektroskopisi (DRS) ile fiziko-
kimyasal analizleri yapilmistir ve ticari kitosan ile karsilastirilmistir. Son olarak, Agabus

cinsinden elde edilen kitosanin antibakteriyal 6zelikleri arastirilmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Calisma Alam

Calisma alam Iran'm kuzeybati kesiminde bulunmaktadir, Ardebil Eyaleti (38°15'N,
48°17'E), doguda Elburz Daglar1 ve Hazar Denizi ile ¢evrilidir (Sekil 2.1). Kuzeyde aras
nehri, milli park olan Arasbaran alani, batida Gare-Dag, giineyde ise Talesh daglar1 ile
cevrilidir. Ardebil ili Moghan steplerinin 20 metrelik rakimi ve 4811 metre yiikseltide
olan Savalan dag: ile ¢ok farkli yiilseltilere sahip olan bir il konumundadir. Ayrica
Ardebil ilinde yi1lda ortalama 50 giin donma goriilmektedir. Y1lin maksimum ve minimum
sicakliklar: en soguk ve en sicak aylarda yaklasik -40 ve +40 °C olabilmektedir. Yilda
ortalama 250-600 mm arasinda yagis miktar1 degismekte ve ilkbahar ve kis mevsimleri

yagis mevsimi olarak kabul edilmektedir.

Bu eyalet 5 6nemli nehire sahipdir. Bunlar; Aras nehri, Hiyav nehri, Balikli nehri, Karasu
nehri ve Hrodabad nehridir. Calismamizin konusu olan Balikli Nehri, Ardebil eyaletinin
Ardebil, Nir ve Sarein yerleskelerinden ge¢cmektedir. Genel olarak Hazar Denizinin
havzasinda bulunan, Aras nehrinin Karasu irmagi alt havzasindan sayilan Balikl
nehrinin, su toplama alani 1059.3 km? dir. Balikli nehri kuzeyden Khoske Rod nehirinin
havzasina, giineyde Gori nehrine, batidan Sarabda Aci nehrine ve dogudan Gharehsu

nehrine baglidir. Bu havzanin en uzun suyolu 4.69 km dir.

Calismanin yapildig1 Balikli Nehri, Sarab havzasia bulunan Savalan yiiksekliklerinden

Aglagan cayi ile baslayip, Nir sehrinden gecerek Yamg¢1 barajina dokiiliir. Daha sonra
Balikli nehir adiyla kendi yoluna devam ederek sonunda Karasu’ya dokiilmektedir.
Nehrin egimi 9.0, debisi 459 m?/s’dir. Yillik ortalama yagis1 320 mm? oldugu ve ortalama
sicaklik 8.9°C oldugu bilinmektedir.
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Sekil 2.1. Arastirma alaninin haritasi.

2.2. Ardabil'de Sucul Ekosistemler ve Onemi

Ardabil topografik ve cografik ozellikleri nedeniyle gegmiste iklimsel ve jeolojik
degisikliklerden etkilenen canlilara barinak olmustur. Bu nedenle Ardabil sucul ve
karasal ekosistemler bakimindan yasayan tiirleri igeren zengin bir eyaletdir. Bu tiir
zenginligini ortaya koymak i¢in ilk baslarda karasal ekosistemlerdeki canlilar iizerinde
calismalar yapilmistir. Bununla beraber bu eyaletin biinyesinde 6neme sahip olan sulak
alanlar barindirmaktadir. Sucul ekosistemler suyun; bulanikligi, sicaklhigi, kiregliligi ve
tuzlulugu gibi oOzelliklere goére farklilik gostermektedirler. Bu nedenle sucul

ekosistemlerde yasayan canlilar ¢ok biiyiik cesitlilik gostermektedir. Canlilarin tiir



cesitliligi dikkate alindiginda bilinen bu hayvan tiirlerinin %80’i eklembacaklilar
(Arthropoda) subesine aittir ve sucul ekosistemler icerisinde de 6nemli oranda temsil

edilirler. Eklembacaklilar igerisinde ise en fazla tiir ihtiva eden simif bocekler (Hexapoda;

Insecta) olarak dikkat gekmektedir. (Salman 2009; Zhang 2011).

Bocekler sinifi igerisinde, kinkanatlilar (Coleoptera) takimi gesitlilik ve temsil olarak en
kalabalik gruptur. Hem karasal hemde sucul ekosistemlerde genis yayilis gostermektedir.
Kinkanatlhilarin iiyelerinin viicutlar sert ve kalin bir dis iskelete sahiptir. Bu boceklere ait
olan tiirlerin bir ¢ogu bitkiler ve depolanmis {iriinlerde ana zararli olarak 6nem kazanirlar.
Bu grup canlilar bitkilerin lifleri ve taneleri beslenerek zarar yapabilmektedirler. Odun
delici (wood boring) ve les yiyen (scavengers) tiirler organik besinlerin dongiisiinde
dogaya onemli katkilarda bulunmaktadirlar. Biyolojik savasta ise avci (predator) tiirleri

onemli kontrol etmenidirler (Trautwein et al. 2012; Awasthi 2016).

2.3. Boceklerin Onemi

Bocekler, eklembacaklilar (Arthropoda) subesinin sinifi ve tiir ve takson bakimindan en
kalabalik hayvan grubudur. Diinyanin hemen hemen her yerinde bulunurlar ve bazen ¢ok
yogun popiilasyonlarda goriilebilirler. Bir milyondan fazla olan tiir sayilariyla diinyadaki
en fazla tiire sahip canlilardir. (Chapman 2006; Wilson 2015). Her y1l birkag bin tiir buna
eklenmektedir. Toplam tiir sayisinin iki milyon oldugu kabul edilmektedir. Tiir, cins,
familya gibi taksonomik kategoriler bakimindan 6-10 milyon sayiya ulagirlar ve
Diinyadaki hayvanlarin %90 kadarini olustururlar. Tiirce en zengin bocek familyasi
cepkenli bocekgiller (Staphylinidae) familyasidir. 2010 yilindaki verilerine gére 56.768
tiirle canlilar (bitki ve hayvanlar) arasinda en ¢ok tiir barindiran familyadir. Ikinci en
biiyiilk bocek grubu hortumlu bocekgiller (Curculionidae) familyasidir (Erwin 1982;
Erwin 1997; Vojtech et al 2002; Chapman 2006; Wilson 2015).

Bocekler, kaynak bakimindan verimli hayvansal protein iiretimine goére biiyiik
potansiyele sahipdirler. Gelinlikle diger karasal hayvanlarla karsilastirildiginda,

boceklerin dnemli avantajlart sunlardir: (1) {istiin yem doniisiim verimliligi; (2) ayni



seviyede protein liretmek i¢in diisiik su kullanimi, diisiik toprak kullanimi ve diisiik sera
gazi emisyonu; (3) su anda enerji iiretimi i¢in kullanilan biyokiitle de dahil olmak tizere
yan iirlinlerin bocek diyeti olarak kullanilmasi imkani; (4) bocek biyokiitlesinin yem /
besin olarak tam kullanimi; (5) iiriiniin yiiksek besin degeri ve diisiik gida kaynakli

zoonotik patojen riski (Van Huis et al. 2013).

Avrupa'da bocek iiretimi, beslenme ve gida sektoriindeki biiyiik sirketlerin yani sira ¢ok
sayida kiigiik ve orta dlgekli isletmenin dikkatini ¢eken bir is alan1 haline gelmektedir.
Bocek sektorii bir ticaret seviyesine gegmektedir. Ancak, bir gida sektdrii bakis agisina
gore, hicbiri iiretim konusunda hentiz endiistriyel bir diizeye ulasmamistir (6rnegin, yilda

1000+ ton bocek biyokiitlesi) (Heckmann et al. 2018).

Bocekler tiir bakimindan en kalabalik hayvan gruplarin olusturmalarina goére biiyiik bir
biyokiitleye sahiptirler. Bocek familyalar1 genel olarak boyut farkliliklar1 gostermekle
birlikte 6nemli miktarda kitin iceren kabuga sahiptirler (Ibitoye et al. 2018; Shin et al.
2019). Ayrica, bu canlilar arasinda ¢ok biiyilk olan Ornekler biyokiitle i¢in iyi
kaynaklardan sayilirlar. Titan bocegi (Titanus giganteus) en bilyiik boceklerden biridir
(Sekil 2.2). Bu bocegin uzunlugu 16.7 cm kaydedilmistir (Williams 2001). Ayrica baska
iki herkiil bocek tiirleri, Xixuthrus heros ve Dynastes hercules, gibi boceklerde 6rnek
verilebilir, bu bocekler uzunlugu sirasi ile 15 ve 17.5 cm kaydedilmistir (Zahl 1959;
Ratcliffe et al. 2015).



Sekil 2.2. Titanus giganteus boceginin goriintiisii (Anonymous 2019).
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2.4. Kitin ve Kitosan

Kitin, seliiloza benzeyen bir biyopolimer olmasina ragmen yapisinda bulunan azot
nedeniyle seliillozdan ayrilir. Seliilloza gére en 6nemli avantaji yiiksek antimikrobiyal
Ozellige sahip olmasidir. Bu nedenle de kitin ve tlirevleri endiistride (6zellikle gida,
medikal ve kozmetik alaninda) genis kullanim sans1 bulmaktadir (Kurita 2001). Kitin
canlilarda tek basina bulunan bir materyal degildir ve bu nedenle de protein, mineral,
mumsu yapilar ve pigmentler ile birlikte destek dokuyu olusturur. Kitin izolasyonunda
ise ilk olarak yapida bulunan minerallerin uzaklastirilmasi islemi gerceklestirilir ve bu
basamakta c¢esitli asitler kullanilarak minerallerin destek dokudan uzaklastirilmasi
gerceklestirilir. Bu isleme de minerallerin uzaklastirilmasi “demineralizasyon” denir.
Daha sonra proteinlerin uzaklagtirilmasi igin ¢esitli bazlar kullanilarak alkali ortamda
proteinlerin bozulmas1 islemi gerceklestirilir ve bu isleme de “deproteinizasyon” denir.
Son olarak alkol, kloroform, sodyum hipoklorit veya hidrojen peroksit gibi kimyasallar
kullanilarak kitinin agartilmasi iglemi gerceklestirilir bu isleme ise “depigmentasyon”
denir (Rinaudo 2006). Daha sonra elde edilen kitinin, yiiksek sicaklikta (120-150°C’da)
%50 NaOH ile islem gérmesi sonucu deasetillenmis kitin yani kitosan elde edilir (Demir
ve Seventekin 2009).

1811 yilinda Henri Bracannot ilk kez mantarlarin hiicre duvarinda Kitinin varligin
kesfetmistir. Daha sonra 1894 yilinda Hoppe-Seyler kitini postasyum hidroksitle
180°C’de muamele etmis ve kitosani bulmustur. Daha sonra kitosanin tanitilmasi
amaciyla yaptig1 ¢alismalarla Clark ve Smith 1934 yilinda kitosan nano liflerini liretmis
ve giiniimiize kadar yapilan ¢ok sayida ¢alisma ile popiiler hale gelmistir (Guang 2002;
Berger et al. 2011; Fai et al. 2011; Stamford et al. 2013; Soon et al. 2018).

Kitosanin deasetilasyon derecesi ve molekiiler agirligi, en onemli 6zelliklerindendir.
Molekiil agirhigi ve deasetilasyon derecesi kitinin izolasyon metoduna, kitosanin
deasetillenmesi sirasindaki ¢ozeltinin sivi miktari, sicakligi, siiresi gibi etmenlere bagh
olarak onemli degisiklikler gosterir. Hatta kitinin izole edildigi kaynak bile kitosanin

ozellikleri agisindan olduk¢a 6nemlidir (Rinaudo 2006). Kitosan pozitif yiiklii bir polimer
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oldugu i¢in, negatif yiiklii materyallere 6rnegin proteinler, anyonik polisakkaritler ve
niikleik asitler gibi molekiiller ile etkilesime girip ¢okelti olusturabilir (Singla and Chawla
2001). Kitosan N-deasetilasyon derecesi, tiretim metodu ve sonrasinda uygulanacak
islemlere gore degistirilerek istenildigi gibi modifiye edilebilmektedir (Sezer 2007)
(Cizelge 2.3).

Cizelge 2.1. Kitosan gesitlerinin fizikokimyasal 6zellikleri (Sezer 2007).

Kitosan Tiirleri | Deasetilasyon Derecesi (DD)% Viskozite (cps)

HMw 81.60 2040
MMw 81.40 286
LMw 80.60 115

Kitosan ¢ozeltisinin viskozitesi de yukarida bahsedildigi gibi, kitosan konsantrasyonuna,
iiretim esnasinda uygulanan sicakliga ve deasetilasyon derecesine bagli olarak énemli
degisiklik gosterir. Viskozite, kitosan konsantrasyonu ve deasetilasyon derecesi ile dogru
orantili olmasina ragmen sicaklik ile ters orantili olarak artar. Kitosan, yiiksek molekiiler
agirligi ve dogrusal dallanmamis yapisi nedeni ile asidik ortamlarda jel formuna
dontismesinden dolay1 ideal bir viskozite arttirict olarak kullanilabilir (Chen and Tsaih
1998).

Genel olarak bilindigi lizere, pozitif yiiklii kitosanin, negatif yiiklii mukozal yiizeyler ile
arasindaki elektrostatik etkilesim nedeni ile muko-adhesif Ozelliklere sahip oldugu
goriilmiistiir (Lehr et al. 1992; Needleman and Smales 1995; Rillosi and Bockton 1995;
He et al. 1998; Shimoda et al. 2001; Kockisch et al. 2003).
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2.5. Kitin ve Kitosan Biyopolimerlerinin Yapisi

Kitin ve kitosan biyopolimerlerinin kimyasal yapist ve baglanmasi Sekil 2.4‘de
gosterildigi gibi belirlenmektedir. Kitin polimeri, poli-[b-(1,4)-2-asetamid-2-deoksi-b-D-
glukopiranoz] yapidan olusmus ve 2-amino-2-deoksi-b-glukopiranoz monomerlerde ¢ok
diisiik oranda igermektedir. Kitosanin kimyasal yapisi, poli- [b- (1,4) -2 —amino -2 -
deoksi-b -D- glukopiranoz] seklindedir. Kitin ve kitosan polisakkaridleri, kimyasal olarak
selilloza benzemekle birlikte kendi aralarinda birtakim farkliliklar gostermektedir.
Seliilozda, ikinci karbon atomuna bagl hidroksil (-OH) grubu bulunurken, kitinde
asetamid (-NHCOCHz3), kitosanda ise en onemlisi amin (-NH2) grubu bulunmaktadir
(Mohammedi-Aloucheh 2015).

Sekil 2.3. Kitin ve kitosanin kimyasal yapilar1 (Geger 2010).

Kitin alfa, beta ve gama olmak iizere li¢ farkli formda dogada bulunur ve bunlarin
icerisinde en yaygin olan1 alfa formudur ¢iinkii tim Artropoda subesi ve mantarlarda bu
form bulunur. Beta kitin ise kalamarin i¢ iskelet yapisinda yer alir. Beta kitin formu ise

bocek kokonlarinda gézlenmistir (Kaya et al. 2017).



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calisma sahasi

Bu ¢alismada, Balikli nehrinin bulundugu Ardebil eyaletinin ilgeleri ve civarinda bulunan
g0l, golciik, akarsu ve akarsularin kenarlarindaki su birikintilerinin s1g kesimleri gibi
degisik 16 lokaliteden toplanan ergin sucul kinkanatli 6rnekleri 2016 Nisan-Ekim aylar1

arasmnda arazi ¢alismasi yapilarak elde edilmistir. Orneklerin toplandigi yerler Sekil

3.1’de gosterilmistir.
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3.1.2. Calismada kullanilan alet ve cihazlar

Otoklav (HMC Hirayama Hiclava HV-50L, JAPAN)

Calkalayici inkiibatorii (Fanavaran Sahand Azar, iran )
Spektrofotometre (Eppendorf ECOM-P 4153, GERMANY)

Steril Kabin (Esco AC2-4E1, SINGAPORE)

Otomatik Ogiitiicii (Noble, CHINA)

Mikrodalga Firin (Panasonik 2.45 GHz, 1000 W, JAPONYA)
Calkalayici (Zhicheng ZHWY-200B, CHINA)

Magnetik Karistirict (Daihan Scientific MSH 20A, KOREA)

pH Metre (InoLab pH730 wtw Series, GERMANY)

Hassas Terazi (Mettler Toledo AL204, CHINA)

Otomatik Pipetler (Transferpette, GERMANY)

Saf Su Cihaz1 (GFL 2004, GERMANY)

Vorteks (Heidolph Reax Top, GERMANY)

Santrifiij (Beckman Culture - Allegra 64R, U.S.A.)

X-1s1n1 kirinim yontemi (XRD) (Philips Xpert X-ray, GERMANY)
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) (Zeiss EVO LS 10, GERMANY)
Enerji yayilimli X-Isin1 Spektroskopisi (EDX)

Spektrofotometre (IR) (Perkin-Elmer RX I, U.K.)

Vis yaygin yansima spektroskopisi (DRS) (Scinco 4100, GERMANY)
Termal gravimetrik analizler (TGA) (Linseis STA PT 1000, GERMANY)

3.1.3. Calismada kullanilan cozeltiler

Kitosan (low molecular weight) Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya).

Hidroklorik asit (HCI) aseton, ethanol, ve etil asetat Merck (Dramstadt, Almanya).
Sodyum hidroksit (NaOH) Riedel-de Haen (Seelze, Almanya).

Asetik asit (glacial, %99) Carlo Erba (Ronado, Italya).

Escherichia coli (PTCC 1047) ve Staphylococcus aureus (PTCC 1189) (IROST, Iran)
Nutrient Broth ve Nutrient Agar (Pronadisa, Ispanya)
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%70’1ik ethanol ¢ozeltisi; bir Beher iginde 70 mL ticari ethanol ile 30 mL saf su

karigtirildi.

1 M HCI ¢6zeltisi; 166.3 mL 12 M stok HCI ¢6zeltisinden alinip 1 litre tamamlanmis ve
1 M'lik ¢ozelti hazirlanmuastir.

IM NaOH c¢ozeltisi; 20 g NaOH katis1 500 mL’lik balonjojeye hassas olarak tartilir ve

hacim ¢izgisine kadar saf su ile tamamlanarak 1 M NaOH c¢dzeltisi elde edilir.

3.2. Yontem

3.2.1. Boceklerin toplanmasi

Numunelerin toplanmasinda biyotoplar ve mevsimler dikkate alinmustir. Arastirma
bolgemiz ¢ok ¢esitli biyotoplari icine almistir. Arastirma bolgesinin bu 6zellikleri goz
oniinde tutularak bir yil planh bir sekilde, degisik biyotoplara her mevsimde diizenli
olarak gitmek suretiyle, 6rneklerin toplanmistir. Ornekler, Ardebil merkez ve ilge siirlart
igerisindeki kaynak, birikinti su gozelerinden, dere ve nemli habitatlardan gozenek gap1
2 mm olan elek, kepge ve ag kullanilarak toplanmigtir. Ornekler yakalandiktan sonra arazi

sartlarinda %70’lik etil alkol ile 6ldiiriilmiis ve laboratuvara getirilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Balikli nehriden numunelerin toplanmasi

3.2.2. Boceklerin temizlenmesi ve teshisi

Laboratuarda, kiigiik bir firca ile 6rnekler tizerindeki ¢amurlar temizlenmistir. Coleoptera
orneklerine ait familyalarin dis morfolojilerinin 6zellikleri incelenerek teshis islemi

yapilmistir (Sekil 3.3).

Familya ve cins tayinlerinde, Balfour-Brown (1950), Bertrand (1954), Chiesa (1959),
Holland (1972), Gentili and Chiesa (1975), Olmi (1976), Pirisinu (1981), Hansen (1987),
Holmen (1987), Friday (1988), Vondel (1997), Angus (1992), Hebauer (1994), Nilsson
and Holmen (1995), Dettner (1997), Gentili (2000), Hebauer and Klausnitzer (2000),
Vondel et al. (2006)’1n eserlerinden yararlanilmistir. Orneklerimiz Mohaghegh Ardabili
Universitesinde (UMA), Biyoloji Béliimiinde Zooloji Miizesi’nde muhafaza

edilmektedir.
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Sekil 3.3. Balikli nehrinen toplanan numunelerin temizlenmesi ve teshisi.

3.2.3. Toplanan béceklerin Kitin eldesi icin hazirlanmasi

Laboratuar ¢alismasina Agabus cinsinin elitra kismindan Kitinin eldesi ile devam
edilmistir. Bu islemden 6nce kabuklu kisimlarin ve atiklarin ayiklanmasi yapilmistir.
Sonra ayiklanmig kabuklu kisimlari saf su ile yikanmis ve 90°C de etlivde 2 saat
kurutulmustur. Daha sonra, uygulanacak kimyasal islemlerin etkinligini arttirmak igin

mikserde kiiciik pargalar haline getirilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Agabus cinsinin kabuklari i¢in kullanilan 6giitiicii
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3.2.4. Agabus cinsinden kitin eldesi

Kurutulan  kabuklardan i¢ kademede (deproteinizasyon, demineralizasyon,

dekolorasyon) kitin elde edilmistir.

i) Deproteinizasyon (proteinlerin uzaklastirilmasi) i¢in, %5’lik NaOH ile 90°C’de 2 saat
reaksiyona birakilmis ve 90°C’de 2 saat kurutulmustur.

i) Demineralizasyon (minerallerin uzaklastirilmasi) i¢in, 1 N HCI ile 30 dk oda
sicakliginda bekletilmistir.

iii) Dekolorizasyon (pigmentlerin uzaklastirilmasi) i¢in, aseton igine elde edilen kitin
parcalart atilmis ve 24 saat beklemeye birakilmistir ve 90°C’de 2 saat kurutulmustur
(Kucukgulmez et al. 2011; Hajji et al. 2014; Ma et al. 2015).

3.2.5. Kitinden kitosan eldesi

Elde edilen kitin materyali kullanilarak kitosan saflastirilmasi literatiirdeki yontemlere
gore modifiye edilerek gergeklestirilmistir. Bu amagla elde edilen kitin bir erlen igerisine
yerlestirilmis ve tizerine hazirlanan %50 (w/v) sodyum hidroksit ¢ozeltisi ilave edilerek
100°C’de, 6 saat etlivde bekletilmistir. Siire sonunda ¢ozelti filtre kagidi ile siiziilerek,
alkali ¢ozeltinin uzaklastirilmasi i¢in saf su ile pH 7 oluncaya kadar yikanmistir. Ayrilan
kitosan pargalari aseton ile de yikanarak, 60°C’de, 1 saat etiivde kurumaya birakilmig ve
miktar tayini yapmak tizere agirhigi tartilmistir (Sajomsang and Gonil 2010; Kaya et al.
2014a).

3.2.6. Elde edilen kitosanin karakterizasyonu

Agabus cinsine ait boceklerin dis iskeletinden elde edilen kitosanin XRD, EDX, SEM,
FT-IR, TGA ve UV-vis spektrum analizleri yapilmis ve ticari kitosanin degerleri ile
karsilagtirilmistir. Ayrica kitosanin polimerlerinin ekstraksiyonu, renk, ekstraksiyon

verimleri, kiil icerigi ve deasetilasyon derecelerinin hesaplanmasi yapilmistir (Lim 2002;
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Fouda 2005; Peker et al. 2006). Son olarak, elde edilen kitosanin antibakteriyel 6zelikleri

farkli konsantrasyon araliginda degerlendirilmistir.

a) XRD analizi

Calismada elde edilen kitosan ve ticari kitosanin XRD analizi, Philips X'pert X-1s1m

difraktometre cihazi kullanilarak incelenmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. XRD analizi i¢in kullanilan cihaz (Philips Xpert X-ray diffractometer).
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b) SEM analizi

Calismada elde edilen kitosanin yilizey karakterizasyonu ve farkliliklar incelemek igin
SEM teknigine uygun olarak vakum altinda palladyum-altinla kaplanmasi suretiyle
degisik biiyiitmelerde Zeiss EVO LS 10 cihazini kullanilarak goriintiileri alinmustir (Sekil
3.6).

Sekil 3.6. SEM analizi i¢in kullanilan cihaz (Zeiss EVO LS 10 instrument microscope).
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¢) EDX analizi

Calismada elde edilen Kkitosan kimyasal bilesimini ve safligin1 degerlendirmek i¢in EDX

analizi ayn1 SEM cihazi kullanilarak yiiriitilmistiir.

d) FT-IR analizi

FT-IR analizi Mohaghegh Ardabili Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Boliimii, Analitik
Kimya Laboratuvarlarinda bulunan spektrofotometre (Spectrum RXI, UK) ile yapilmistir
(Sekil 3.7).

Sekil 3.7. FT-IR analizi i¢in kullanilan cihaz (Spectrum RXI, UK).

e) TG analizi

Calismada elde edilen kitosan ve ticari kitosan numunesinin TG analizi 10°C / dk'da ve
oda sicakligindan 700°C'ye kadar hava atmosferi altinda bir 1sitma ile Linseis STA PT
1000 cihazi kullanilarak kaydedilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. TG analizi i¢in kullanilan cihaz (Linseis STA PT 100).

f) UV-vis spektrum analizi

UV-vis DR spektrumlari, ¢alismada elde edilen kitosan ile hazirlanan numunelerin
elektronik absorpsiyon 6zellikleri hakkinda yararli bilgiler vemektedir. Numuneler i¢in
UV-vis spektrumlarimi 250-800 nm araliginda Scinco 4100 cihazi kullanilarak
kaydedilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. UV-vis spektrum analizi i¢in kullanilan cihaz (Scinco 4100).
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3.2.7. Elde edilen kitosamin antibakteriyel aktiviteleri

Agabus cinsinin dis iskeletinden elde edilen kitosan, E. coli ve S. aureus bakterilerine
kars1 antibakteriyel aktiviteleri agisindan, koloni olusturan birimler (CFU) sayim yontemi
kullanilarak kontrol ve 0.1-1.8 mg / mL konsantrasyon araliginda degerlendirildi (Gao et
al. 2007; Fernandes et al. 2013). Bu yontemde, farkli kitosan konsantrasyonlar1 %1 asetik
asit i¢inde ¢oziilerek hazirlandi. Daha sonra, bakteri konsantrasyonu uygulama igin
besiyerinde 102 CFU / mL'e ayarlandi. Belirtilen araliktaki farkli konsantrasyonlar,
besiyeri stvist ortaminda, 3 mL'lik bir nihai hacimde hazirlandi. Kiiltiir ortami ¢alkalayici
inkiibatoriinde 120 rpm ve 37°C'de 12 saat boyunca inkiibe edildi. Sonra, optik yogunluk,
600 nm'de 6l¢iildii. Daha sonra, nutrient agar tizerine 100 pL kiiltiir ortam1 yayma plak
yontemi ile ekildi ve petriler 24 saat boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Ug paralel olarak
yapilan uygulamada her petride gelisen koloni sayis1 kaydedildi. Uygulama yapilan
kiiltirde gelisen koloni sayilart canlilik yiizdesi olarak ifade edildi (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Antibakteriyel aktiviteleri degerlendirmek igin kullanilan alet ve cihazlar
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Sistematik Degerlendirmeler

Ardebil Eyaletinde her ilgede kii¢iik, biiylik birgok nehir bulunmaktadir. Alanin en 6nemli

nehirleri: Aras nehri, Hiyav nehri, Balikli nehri, Karasu nehri ve Hrod Abad nehridir.

Arastirma konumuz, bolgedeki Balikli nehrinde yapilmistir. Arastirma alani olarak
secilen Balikli nehri ve ¢evresinin faunistik kompozisyonunun ortaya konulmasi icin
toplam 71 giin, 16 lokalitede arazi ¢alismasi yapilmistir. Ardebil eyaletinin ilgeler
koordinatlar, yakalandigi familyalari ¢izelge 4.1’de sunulmustur. Bu alanlardan toplama
yapilirken gézenek ¢apt 2 mm olan kepge, elek, siizgec ve diger sucul toplama teknikleri
kullanilmistir.  Yakalanan Ornekler, iginde %70’lik etil alkol bulunan siselerde

laboratuvara getirilmistir.

Cizelge 4.1. Arastirma alani olarak seg¢ilen Balikli nehrinin bulundugu Ardebil eyaletinin
ilgeler koordinatlar ve toplanan familyalar.

Tlgeler Koordinat Yakalandig1 Familyalar

Ardebil 38°15'N, 48°17'E Hydraenidae, Hydrophilidae, Dytiscidae,
Noteridae, Haliplidae

Sarein 38°34'N, 48°06'E Hydraenidae, Hydrophilidae, Dytiscidae,
Noteridae

Nir 38°2' N, 47°59'E Hydrophilidae, Dytiscidae, Noteridae,
Haliplidae
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Sekil 4.1. Arazi ¢alismalarindan 6rnek gorintii.

Bu ¢alismada, Balikli nehrinin bulundugu Ardebil eyaletinin ilgeleri ve civarinda bulunan
g0l, golciik, akarsu ve akarsularin kenarlarindaki su birikintilerinin s1g kesimleri gibi
degisik habitatlardan toplanan ergin sucul kinkanatli Ornekleri degerlendirilmistir.
Toplam 71 giin, 16 lokalitede arazi ¢alismasi yapilmistir ve ¢alismalar sonucunda, 5
familyaya ait (Hydraenidae, Hydrophilidae, Dytiscidae, Noteridae, Haliplidae)
saptanmigtir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Ardabil ilinde toplanan Coleoptera 6rneklerinin familya yiizdeleri

B Dytiscidae

A MNoteridae
OHaliplidas

B Hydrophilidae
O Hydraenidae

4.1.1. Haliplidae familyas1 hakkinda genel bilgiler

Haliplidae familyasinin tanimlanmig 200’den fazla tiirii bilinmektedir ve familya tiyeleri
diinyadaki biitlin zoocografik bolgelere yayilmistir. Palearktik bolgede 50°den fazla tiir
ve Nearktik bolgede ise 70’den fazla tiir bulunmaktadir. Haliplus genusu hemen hemen
diinyanin biitiin bolgelerine dagilmis olmakla birlikte, Palearktik bolgede dominanttir.
Haliplidae familyasinin Palearktik bolgedeki bir baska genusu olan Peltodytes genusu
tiyeleri ise cogunlukla 1liman iklime sahip bolgelerde ve ¢ogu tiirii de Kuzey Amerika’da
dagilim gosterirken, Brychius genusu {yelerinin Holarktik bolgede dagilimlar
siirlanmistir (Zaitsev 1972; Franciscolo 1979; Holmen 1987; Vondel 1997).

Viicutlar1 ylizmek ve yiirlimek i¢in adapte olmus su canlilaridir. Viicut uzunluklari 1.5-
5.0 mm kadar olabilir. Erkeklerin 6n ve arka tarsuslarinin bir, iki veya ii¢ taban segmenti
genislemis ve alt kisminda piiskiil seklinde tiiyler ihtiva eder (Holmen 1987; Vondel
1997).

Bas 6ne dogru uzamis bir yapiya sahip olup, oldukga kiigiiktiir. Gozler biiylik ve oldukga

disart ¢ikiktir. Labrum transvers ve dar olup, genellikle i¢eri dogru egri ve ayrica anteridr
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kenarinda sagak seklinde tiiyler bulunur. Viicudun dorsali genellikle beneklidir. Klipeus
labrumdan daha dardir, transvers ve genellikle anteriorii iceriye dogru egridir (Holmen

1987; Vondel 1997).

Antenler kismen uzun, 11 segmentli ve filiformdur. ilk iki taban segmenti diger
segmentlerden biraz daha genistir. Distal segmentler cogunlukla proximal segmentlerden
daha uzundur. Pronotum c¢ogu kez iki basal plikalidir. Pronotumun yiizeyi az veya ¢ok
nokta nokta beneklidir. Pronotumun anterior kenar1 genellikle egridir, orta kismi hafifce
disariya dogru uzamistir ve anteriorii koselidir (Zaitsev 1972; Holmen 1987; Vondel
1997).

Elytra biitiin abdomeni tamamen orter. Her bir elytron 10 veya daha fazla, olduk¢a genis
nokta siras1 icerir. Nokta siralar1 arasindaki bosluklarda belirgin ek noktalar vardir ve
genellikle diizensiz ana nokta siralarinin arasinda diizensiz daha ince nokta siralar1 da
bulunur. Elytranin yan kisimlar1 asagiya dogru egimli bir sekilde devam ederek ventralde
elytral epipleuray1 olusturur. Herbir epipleuronda arka koksal plaklarin altindaki hava
deposu ile elytranin altin1 baglayan karakteristik bir ¢entik bulunur. Ayaklar ince ve
uzundur. On ve orta koksa kiiresel ve hareketlidir. Femur orta kisimda genislemis, tibia
ve tarsus ise ince, silindirik yapidadir. (Holmen 1987; Vondel 1997) (Sekil 4.2).
Yakalanan Haliplidae familyasinin genel dorsal goriiniimii ve ventral gériiniimii sekil
4.3’de kaydedilmistir.
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Sekil 4.3. Haliplidae familyas1 A) dorsal goriiniim B) ventral goriiniim.
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4.1.2. Noteridae familyasi1 hakkinda genel bilgiler

Noteridae familyas1 Avrupa, Asya, Kuzey ve Giliney Amerika, Afrika ve Avustralya’da
genis bir dagilima sahip Noterinae, tropikal ve subtropikal bolgede, orta ve giiney
Amerika ve Avustralya’da bulunan Notomicrinae ve sadece Japonya’da dagilim gosteren
Phreatodytinae olmak {izere 3 altfamilyaya ayrilmistir. Diinyada tanimlanmis 250 tiirle
temsil edilirler (Nilsson 2003).

Noteridae familyas1 tiirleri, temelde durgun su alanlarinda bulunurlar, yogun bitki
gruplarinin aralarini1 ve bir kismi da ¢iiriimekte olan 6li bitkilerin bulundugu alanlar
tercih ederler. Boylar1 1-8 mm arasindadir ve viicudun dorsali olduk¢a konveks, ventral

taraf ise diizdiir (Holmen 1987; Dettner 1997) (Sekil 4.4).

Bas kiigiik ve ileriye dogru uzamistir. Gozler dorsal ve ventral kisimlara ayrilmamaistir.
Labrum transvers ve oldukca kisadir. Antenler 11 segmentli ve filiformdur, bazen
segmentler genislemistir. Labial palplerin son segmenti 6nceki segmentlerden ¢cok daha
uzundur, mandibuller u¢ kisimda c¢atallanmistir. Pronotumun anteriorii dardir, yan
kenarlar1 belirgindir, posterior kenar1 ortada uzamis ve skutellumun iizerini kaplamistir

(Holmen 1987; Dettner 1997).

Prosternal yap1 iyl gelismistir, posterior kismi mesosternumun {izerine dogru
genislemistir ve metasternuma kadar uzanir. Proepisterna iyi gelismistir. Mesepimeron
elytranin epipleuras: ile mesepisternumu birbirinden ayirir. Metasternum cok genis
degildir, yan kismu elytranin epipleurasina kadar ulasmaz, transvers bir sutur ile ikiye
ayrilmamistir. Metepisternum orta koksal oyuklara kadar ulasmaz. Metepimera alttan

belirgin degildir (Dettner 1997).

Hareketli koksalara sahip 0n ve orta ayaklar oldukc¢a kisadirlar, yliriimek ve kazmak i¢in
adapte olmuslardir. Arka ayaklar uzundur ve yiizmeye modifiye olmustur. Arka koksa
genistir, hareketli degildir, yan kenarlar1 epipleuraya kadar ulasir. Biitiin tarsuslar belirgin
olarak 5 segmentlidir (Holmen 1987; Dettner 1997). Yakalanan Noteridae familyasinin

genel dorsal gériiniimii ve ventral goriinimi Sekil 4.5’de kaydedilmistir.
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Sekil 4.5. Noteridae familyas1 A) dorsal goriiniim B) ventral goriiniim.
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4.1.3. Hydrophilidae familyas1 hakkinda genel bilgiler

Boylar1 1-48 mm arasindadir. Viicut sekli degiskendir, uzamis az veya ¢ok genis oval ya
da konvekstirler. Renkleri cogunlukla koyudur. Viicudun dorsali tiiysiiz, ventral yiizey
ise kisa ve yogun tiyliidir (Hansen 1987; 1996). Gozler iyi gelismistir, ¢cogunlukla
konvekstir, gézlerin posteridrii pronotumun anterior kenarina ulasir. Bas gozlerin arka

kisminda genellikle daralmistir. Ocellus yoktur (Hansen 1987).

Mentum genis, dikdortgen bigimli ya da 6n kismi daralmis trapezoid sekillidir. Labial
palpler 3 segmentlidir ve oldukea kiiciiktlir. Maksilla iyi gelismistir, 4 segmentli maksil
palpler belirgin olarak antenlerden ¢ok daha uzundurlar. Antenler kisadir ve anten
segmentlerinin sayis1 7-11 arasinda degisiklik gosterir (Hansen 1987; 1996; Hebauer and
Klausnitzer 2000).

Pronotum sekil olarak degiskendir, ¢ogu kez uzunlugundan daha genistir, anteriorii daha
dardir. Skutellum genellikle gizlenmemistir, ancak, c¢ogunlukla kiigiiktiir. Elitra
tiiystizdiir, cogunlukla belirgin longitudinal yariklar vardir veya seri seklinde deliklidir.
Sutural ¢izik vardir veya yoktur (Hansen 1987; 1996; Hebauer and Klausnitzer 2000).
Abdomen goriilebilir 5 sternitlidir. Prosternum genellikle kisadir, diiz veya degisen

sekillerde ortasi karinalidir (Hansen 1987; 1996; Hebauer and Klausnitzer 2000).

Ayaklar yiizmekten ¢ok tirmanmak i¢in gelismistir; ince ve uzun olabildikleri kadar kisa
ve kalin da olabilirler. Femurun taban kismi degisik boyutta yogun noktal1 ve tiiyliidiir,
u¢ kismi seyrek noktali ve hemen hemen tiiysiizdiir. Tibia longitudinal olarak siralanmig
ince veya ¢ok ince dikenler tagir. Meso ve metatibialar bazen sacak seklinde ince uzun
yiiziicii tiiylere sahiptir. Tarsuslar genellikle 5 segmentlidir (Hansen 1987; 1996) (Sekil
4.6). Yakalanan Hydrophilidae familyasinin genel dorsal goriiniimii ve ventral gorinimii
Sekil 4.7 kaydedilmistir.
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Sekil 4.6. Hydrophilidae familyasinin genel goriiniisii, iistten (1. Labrum, 2. Klipeus, 3.
Sutur, 4. Goz, 5. Pronotum, 6. Skutellum, 7. Elytra, 8. Elytral sutur) (Hansen 1996’dan).
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Sekil 4.7. Hydrophilidae familyas1 A) dorsal goriiniim B) ventral goriiniim.

4.1.4. Hydraenidae familyas1 hakkinda genel bilgiler

Bas bazen gozlerin i¢ kenarlarinda iyi gelismis iki ocel igerir. Scutellum belirgindir.
Prosternum 1yi gelismis, prokoksa tarafindan gizlenmemistir. Abdomende 6-7 goriiniir
segment bulunur. Anten 9-11 segmentlidir ve 5 distal segment genislemistir. Tarsus 5
segmentlidir ve basal segment ¢ok kiiciiktiir bu nedenle her zaman goriinmez. ikinci ve
3. segmentler oldukca kiigiiktiir ve birbirleriyle birlesmis gibi goriiniirler. Hydraenidae
familyas1 liyelerinde maksillar palpler genellikle uzundur ve bazen antenlerin uzunlugunu
gegebilir. Tarsal segmentasyon 5-5-5 ya da 4-4-4 seklinde ve apikal tarsal segment daima
en uzun olandir (Hansen 1987) (Sekil 4.8).

Hydraenidae familyasina ait bdcekler sucul veya yari suculdur. Erginlerin tamamina

yakin bir kismi1 suculdur ve genellikle akarsu, gol, golet, kaynak sulari, birikinti, bataklik,
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selale, su kenarlarindaki nemli kumlar ve nemli topraklarda yasarlar. Bazi tiirler su
kenarinda kum ya da ¢camur igerisinde tiineller kazarlar, bazi tiirler taslara tutunurlar,
bazilar1 nehirlerde i¢i su dolmus olan tahta parcalarinda ve bazilar1 da ac1 sularda yasarlar.
Larvalar yar1 suculdur ve karnivor canlilardir. Gollerin, su birikintilerinin, nehirlerin ya
da akarsularin su ile birlestikleri kiy1 kesimlerinde ve 6zellikle de alglerin bulunduklar1
bolgelerde yasarlar. Viicut buytklikleri 1,2-2,5 mm arasinda farklilik gosterir.
Hydraenidae, kozmopolit bir familyadir. Bu familyanin 20°den fazla cinsi ve 1163
tamimlanmus tiiri bilinmektedir (White 1983; Castro et al. 2001; Castro and Delgado
2001). Yakalanan Hydrophilidae familyasinin genel dorsal goriiniimii ve ventral

goriinimi Sekil 4.9°da kaydedilmistir.

Sekil 4.8. Hydraenidae familyasinin genel goriiniisii, tistten.
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Sekil 4.9. Hydraenidae familyas1 A) dorsal goriiniim B) ventral goriiniim.

4.1.5. Dytiscidae familyasi hakkinda genel bilgiler

Dytiscidae, Adephaga’nin ikinci en fazla tiir ihtiva eden familyasidir. Genel olarak yirtici
dalgic koleopterleri olarak bilinirler. Diinyada 150 cins ve yaklasik olarak 4000 tiirle
temsil edilir. Boylart 1,5 mm ile 40 mm arasinda degisir. Yassilagmig ve akintiya uyum

gosteren elverigli viicutlart nedeniyle iyi yiiziiciidiirler (Spangler 1981).

Renkleri degisken olup, cogunlukla koyu renkli ancak baz tiirlerde ¢izgiler bantlar ve
degisik sekil ve boyutlarda benekler bulunur. Antenler tiysiiz, filiform ve 11
segmentlidir, antenin segmentleri normal olarak uzun ve silindiriktir. Palpler ince, maksil
palpleri 4 segmentli, labial palpler 3 segmentlidir, I. segmenti diger segmentlerden daha
kisadir. Gozleri oval ya da yuvarlak az ya da ¢ok disart dogru ¢ikik konumludur. Gozler
bazi tiirlerinde antenlerin kaidesi yakinlarinda igeri girintili bazilarinda ise bu girinti

bulunmaz (Guignot 1947; Zaitsev 1972; Franciscolo 1979; Nilsson and Holmen 1995).
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Pronotum genistir, genellikle arka kenar1 en genistir. On kenarin kdseleri ¢ogu tiirde ileri
dogru uzamistir. Skutellum, pronotumun arka orta kisminin altinda gizlenmis ya da agikta
gorlniir vaziyettedir. Elitra diiz, tiiysiizdiir veya ¢ok ince tiiyler ihtiva eder. Arka kanatlar

iyi gelismistir (Zaitsev 1972; Franciscolo 1979; Nilsson and Holmen 1995).

Orta ve arka tibia ve tarsuslarinin ventral kismi sacak seklinde setali veya degildir,
cogunlukla disilerinde yoktur. Erkegin on ve orta tarsuslarmm I-11l. eklemleri
genislemistir ve ventral kisimlar1 yapisici 6zellikte seta ya da plaklarla kaplidir. Tirnaklar

cogunlukla uzamustir, disciklidir veya farklilasmis yapidadir (Nilsson and Holmen 1995).

Abdomen goriiniir 6 segmentlidir. Birinci sternum metakoksal uzanti tarafindan ortada
boliinmiistiir. Erkeklerin genital yapisinda, ortada aedeagus ve yanlarda paramerler
yerlesmistir. Paramerler normalde simetrik olup, u¢ kisimlarinda killar bulunur. Disi

bireylerin ovipozitorleri degisik sekil ve yapidadir (Nilsson and Holmen 1995).

Genel olarak ditissidler, elitra altindaki hava miktarini arttirip azaltarak, dalma-ylizeye
citkma mekanizmasina katkida bulunurlar. Bu depodan hava c¢ikararak yogunlugu
arttirabilirler. Havay1 disar1 atmak icin tergumu kaldirir, elitray1 agar ve karin bdlgesinin
u¢ kismini agagi indirir. Boylece suyun bosluga gecmesine izin verilir (Hicks and Larson

1991).

Ditissidler rahatsiz edilmedikleri zaman suyun altinda yavasga yiizerek hareket ederler.
Agirlik merkezi viicudun alt-6n kismina yakin oldugu icin oncelikle arka kisimlarini
topraga oturturlar. Fakat tehlike aninda ya da rahatsiz edildiklerinde, hizlica yiizerler ve
yarim takla atarak, karin bolgesinin son kisminmi disar1 ¢ikarip hemen suya dalarlar.
Ciftlesme ilkbahar’in ilk dénemlerinde, nadiren de kisin sonunda olur (Usinger 1968;
Zaitsev 1972). (Sekil 4.10). Yakalanan Dytiscidae familyasinin genel dorsal goriiniimii

ve ventral goriinlimii Sekil 4.11°de kaydedilmistir.
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Sekil 4.10. Dytiscidae familyasinin: 1. Anten, 2. Maksil palpleri, 3. Labrum, 4. Prosternum, 5.
Epipleura, 6. Metasternum, 7. Metakoksal plak, 8. Metakoksal uzanti, 9-14. Abdominal
segmentler, 15. On ayak, 16. Orta ayak, 17. Arka ayak, 18. Trokanter, 19. Femur, 20. Tibia, 21.
Tarsus, 22. Gena, 23. Gula) (Nilsson and Holmen 1995°den).

Sekil 4.11. Dytiscidae familyas1 A) dorsal goriiniim B) ventral gériiniim.
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4.1.6. Arastirma alaninda toplanan dytiscidae cinslerinin degerlendirilmesi

Dytiscidae familyasina ait toplam 3 cins (Agabus, Cybister, Laccophilus) tespit edilmistir.
Arastirma alnindan tespit edilen Dytiscidae cinslerinin yiizdeleri Cizelge 4.3°de
verilmistir. Ayrica, Ardebil eyaletinin ilgeleri, koordinatlari, yakalandigi Dytiscidae

familyasina ait cinsler Cizelge 4.4’de kaydedilmistir.

Cizelge 4.3. Balikli nehrinde Dytiscidae familyasina ait toplam orneklerinin cins
yiizdeleri.

. Laccophilus
Cybister 0
20% o

Cizelge 4.4. Arastirma alani olarak secilen Balikli nehrinin bulundugu Ardebil eyaletinin
ilgelerin koordinatlar: ve Dytiscidae familyasina ait toplam 6rneklerinin cinsleri.

Tlgeler Koordinat Yakalandig1 Familyalar

Ardebil 38°15'N, 48°17'E Agabus, Cybister, Laccophilus
Sarein 38°34'N, 48°06'E Agabus, Cybister, Laccophilus
Nir 38°2'N, 47°59'E Agabus, Cybister, Laccophilus

4.1.7. Alt Familya: AGABINAE Thomson 1867

Bu alt familyada bazi cinslerde arka tarsustaki yer alan tirnaklar bir biri ile esit uzunlukta
goriiliir, bazi cinslerde ise epipleuron, ortaya yakin yerde aniden daralma ait en 6nemli
ozellik metafemurun alt yiizeyinde, arka kose yakinlarindaki setalar ile diizgiin siralanmis

sekilde gorilir.
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Tribus: AGABINI Thomson 1867

Cins: Agabus Leach 1817

Bu cinse ait diinyada yaklasik 200 tiir temsil edilmistir. Bu cins holarktik bolgedeki
Dytiscidae familiyasinin baskin gruplarindan biridir. Dytiscidae familiyasinda goriilen
hayat donemlerinin biiylik ¢ogunlugu bu grupta goriiliir. Bu cinse ait tiirler, genellikle
vejetasyonu zengin kiiciik havuz birikintilerinde, kii¢iik akarsularda ve pinarlar
bulunabilirler. Tirler pupa haricinde, tim yasantilarini su i¢inde gegirirler. Bu cinse ait
tirlerin biytikliikleri 6.5 ile 12 mm arasinda olabilir. Farkli renklerde ve desenlerde
goriiliirler. Viicutlart uzun, genisce oval seklindedir. Bazi tiirlerde metasternal kanadin
genisligi farklidir. Ayrica, arka koksada i¢ hat boslugu orta genislikte goriilir. Arka
tarsusun tirnaklar: ¢ok tiirlerde ayni uzunluktadir. Baz: tiirlerde arka tarsomerler dis

kenarda hafif veya lobsuz goriiliir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Agabus cinsinin dorsal goriiniimii.
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4.1.8. Alt Familya: DYTISCINAE Leach 1815

Bu alt familyanin diinyada genis bir dagilim: vardir. Dytiscine alt familyasinda diinyada
5 tribusa ayrilir ve bunlardan yaklasik 400 tiir temsil edilmistir. Bu alt familya ait tiirlerin
¢ogu durgun su birikintilerinde yasamaktadirlar. Viicut biyiiklikleri 8 ile 48 mm
arasindadir degisebilir. Cinslerin viicutlar1 uzun ve yan hatlariyla genisge ovaldir. Bazi
tiirlerde tist yiizey farkli desenlerle ve renklerde goriiliir. Viicudun iist yiizey kilsiz gorilir
ama bazi disilerde bazi1 kismlarda kiigcok killar goriiliir. Bu alt familya ait tiirlerin antenleri
ince ve uzundur. Tarsuslar farkli olabilir ve her biri bes tarsomerden olusur. Arka tibianin
st yiizeyinde, ortadan ikiye ayrilmis bir sira seta vardir. Tirlerin ¢ogunda, hem disi ve
ham erkeklerde arka tibia ve arka tarsusun {ist ve alt yiizeyinde sacak gibi setalar vardir.

Ayrica, tiirlerin cogunda arka tarsus ya bir tirnakl ya da esit olmayan tirnaklar igerir.

Tribus: CYBISTRINI Sharp 1882

Cins: Cybister Curtis 1827

Dytiscine ait Cybister cinsi diinyada yaklasik 100 tiir temsil edilmistir ve genis bir cinstir.
Bu cisin Guney ve Kuzey Afrikada sadece birkac tiirli temsil edilmistir. Bu cinse ait
tiirlerin ¢ogunun biyiiklikleri 13.5 ile 43.5 mm olabilir. Prosternum diisiik ve orta
kissimda disbukey olup kanallar tasimaz. Tirlerde metasternal kanat genis gorilir.
Genelikle, arka koksanin on kenari, en azindan orta koksal bosluktan ayrilmistir. Ayrica,
arka koksanin hatlari belirgindir. Bu cinse ait tiirlerde erkeklerin arka tarsusunda bir tirnak

gorilir. Disilerde tek tirnakli ya da arka tirnagi kuvvetlice kisalmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Cybister cinsinin dorsal goriiniimii.

4.1.9. Alt Familya: LACCOPHILINAE Gistel 1856

Alt Familya ait Laccophilinae, diinyada yaygm olup 350 tiirii 11 cins i¢cermektedir.
Tiirlerinin ¢ogu, durgun sularda ve akarsularda goriiliir. Bu alt familya ait tiirlerin viicut
uzunlugu 2.3 ile 7.5 mm arasindadir. Bunlarda viicut ovaldir ve tizerindeki hatlar diizdiir.
Tiirlerde renk degiskligi ¢ok goriilir ve dorsal yiizeyin desenleri ¢ogunlukla farklilik
gosterir. Viicudun {ist yiizeyde hig¢ bir kil goriilmez. Dorsal goriiniimiinde pronotumun
yanlarinda kenar kisim yoktur. Ayrica, sukutellum, pronotumun arka kenari tarafindan
ortiilmiistlir ve prosternum uzantist aynmi hat iizerindedir. Metepisternum, orta koksal
bosluga uzanmaz. Tiirlerde tarsuslar bes segmenden olusmustur ve arka tarsomerlerin
arka ug kenarlar1 lobludur. Tirlerinin cogunda sadece bir tirnak bulunur veya birden ¢ok

tirnaki olan tiirlerde, tirnaklari esit degildir.

Tribus: LACCOPHILINI Gistel 1856

Cins: Laccophilus Leach 1815
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Diinyada yaygin olan Laccophilus cinsi 250°den fazla tiire sahiptir. Tiirlerinin ¢ogu
durgun sularin ve akarsu birikintilerinin sakinleridirler. Bu cinse ait olan tiirlerin viicutlari
kiiciik olup ve uzunluglar 3.3 ile 7.5 mm’dir. Bas asag1 dogru donmiis, az veya c¢ok
hipognathus tiptedir. Tiirlerinin ¢cogunda pronotumun arka kenari, orta kisimda bir kose
olusturur. Elitral aglanma basit ya da ikilidir. Elitron, arka yarisinda, sublateral olarak
setal sacaklidir. Prosternal uzant1 uzun ve tepesi sivridir. Metasternum, on-orta kisimda
centikli, metasternal kanat yan kisimda dar ve kavislidir. Arka koksal uzantilar 6n kisimda
paralel kenarli, arka kisimda, arka trokanterin tabani tizerindeki loblar gibi ayriktir. Arka
koksa, kisa paralel ¢izgilerden olusan bir bant tagir veya bu bant yoktur. Altinct karin
segmenti u¢ kisimda yuvarlak, tepesi kesik ya da ¢entiklidir. Arka tibia iki tane genis uglu
supur tasir. Bu supurlarin tepe kismi ayriktir (Sekil 4.14).

Sekil 4.14. Laccophilus cinsinin dorsal goriiniimii.

4.2. Kitosan Eldesi

4.2.1. Agabus cinsinden Kitin eldesi

Bu aragtirmada kullanilan bocek Ornegi olarak arazi calismalari sonunda en yogun

toplanan Agabus cinsi secilmis ve ¢alismaya bu 6rnekler tizerinden devam edilmistir.
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Agabus cinsine ait 6rneklerin temizlenip kurutulan dis iskeletinden agirligi 3.12 gr

kaydedilmistir.

Kitin eldesi igin, birinci adimda kurutulan Agabus cinsinin temizlenip kurutulan dis
iskeleti deproteinizasyonu igin, bir beher igine alinmis ve %5 (w/v) sodyum hidroksit
¢ozeltisi ile 90 “C’de 2 saat boyunca (1 gr kabuga 20 ml ¢6zelti) muamele edilmistir.
Daha sonra kalan malzeme filtre edilmistir ve notral pH degerine ulasilana kadar distile
su ile ytkanmustir. Ikinci adimda demineralizasyon igin, 1 N hidroklorik asit ¢6zeltisi oda
sicakliginda, 30 dakika boyunca, 1 gr kabuga 10 mL ¢6zelti olacak sekilde kullanilmistir.
Kalan malzeme filtre edilmistir ve notr pH degerine ulasilana kadar destile su ile
yikanmustir. Bu adimlar arasinda, sarimsi renkli kitin elde edimis ve beyazlastirma islemi
gerekmektedir. Uciincii adimda dekolorasyon islemi icin ise, aseton igine elde edilen kitin
parcalari atilmis ve 24 saat beklemeye birakilmistir. Beyazlatilmig olan kitin pargalari
filtrasyon ile ayirilarak, notr pH degerine ulasilana kadar saf su ile yikanmistir. Daha
sonra 90 “C’de 2 saat kurumaya etiiv icerisine birakilmistir ve miktar tayini yapmak iizere
agirhigi tartilmistir. Bu arastirmada Agabus cinsinen elde edilen kitin agirligi 1.204 gr,

kaydedilmistir.

4.2.2. Kimyasal yolla kitinden kitosan iiretimi

Kitosan tretimi, kitindeki asetil gruplarinin yiiksek alkali ¢ozeltiler ile uzaklagtirima
yoluyla gergeklestrilmektedir. Buna gore, Onceki basamaklarda elde edilen Kitin
tartildiktan sonra bir erlen icerisinde yerlestirilmis ve iizerine hazirlanan %50 (w/v)
sodyum hidroksit ¢ozeltisi ilave edilerek 100 °C’de, 6 saat etiivde bekletilmistir. Siire
sonunda ¢ozelti filtre kagid ile siiziilerek, alkali ¢ozeltinin uzaklastirilmasi icin saf su ile
pH 7 oluncaya kadar yikanmistir. Ayrilan kitosan parcalar1 aseton ile de yikanarak, 60
°C’de, 1 saat etiivde kurumaya birakilmis, miktar tayini yapmak iizere agirligi tartilmis

ve kitosan agirligi 0.75 gr, kaydedilmistir.
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4.2.3. XRD analizi

Bu ¢alismada elde edilen kitosan ve ticari kitosan XRD analizi kullanilarak incelenmis
ve Sekil 4.15'de gosterilmistir. Sekil 4.15'a gore, Kitosanin ait oldugu iki farkli kristal
formu (20 = 10° ve 2 0 = 20°) gozlenmektedir ve monoklinik sisteme aittir. Ayrica bu
analize gore 20 =~ 13 © bir amorf formu hem elde edilen kitosan ve hem ticari kitosanda
gorulmektedir. Molekiiller arasi hidrojen baglar1 ve daha yiiksek deasetilasyon derecesi
nedeniyle, Agabus cinsinen elde edilen kitosan, 10° ve 20°'deki kirmim pikleri, ticari

kitosandan daha genis ve daha giiglii olarak degerlendirilmektedir.

——Elde edilen kitosan

Siddet {a. u.)

—Ticari kitosan

10 15 20 25 30 a5 40 45 50 55 of
20 (Derece)

Sekil 4.15. Elde edilen kitosan ve ticari kitosan numuneleri i¢gin XRD analizi.

4.2.4. EDX analizi

Bu calismada elde edilen kitosanin kimyasal bilesimini ve safligin1 degerlendirmek icin
EDX analizi kullanilmis ve sonuglar Sekil 4.16'da gosterilmistir. Bu grafige gore, diger

saf olmayan maddelerin karakteristik zirveleri yoktur, buna karsilik gelen saf
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materyallerin olusumuna isaret etmektedir. Kitosan igindeki O, N ve C'nin agirlik

yiizdeleri sirasiyla % 24, %30.1 ve %45.9 olarak belirlenmistir.

N Elde edilen kitosan

Yogunluk
-

L] L) Ll

0 2 4 6 8 10
Enerji(keV)

Sekil 4.16. Elde edilen kitosan numunesi i¢in EDX analizi.

4.2.5. SEM analizi

Bu ¢aligmada elde edilen kitosan yiizey karakterizasyonu ve farkliliklari incelemek i¢in
SEM teknigine uygun olarak vakum altinda palladyum-altinla kaplanmasi suretiyle
degisik biiyiitmelerde gorlintiileri alinmustir. Sekil 4.17'de kitosanin morfolojisi
gosterilmektedir. SEM incelemelerine goére; bazi bolgelerin yassi ve bazi bolgelerin ise
homojen olmayan bir yiizey sahip oldugu gozlemlenmektedir. Bununla birlikte, elde
edilen kitosan membrani1 kompakttir ve hasar goriilmemektedir. Bazi kisimlarda kiigiik
partikiiler gozlemlenmektedir. Bunun nedeni filtrasyon ve yikanma islemleri olarak
degerlendirilmistir. Literatiire bakildiginda kitin ve kitosan i¢in farkli yiizey morfolojileri
tanimlanmistir. Daha Onceki ¢aligmalarda kitin ve kitosan icin kaydedilen yiizey
morfolojileri; a) nano lif ve gézenekli yapiya sahip olan, b) sadece nano liflerden olusan,
¢) sadece gozenekli olan, d) nano lif ve gdozeneklerin bulunmadigi diiz bir ylizeydir (Kaya
et al. 2014b). Mevcut calismada da nano lif ve gozeneklerin bulunmadig bir yiizey

morfolojisine sahip kitosan gdzlenmistir. Bilindigi iizere kitin nano lifler halinde canl
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tarafindan sentezlenmektedir. Mevcut calismada fiberlerin goriilmemesi muhtemelen
yilksek baz konsantrasyonunda kitinin deasetillenmesi sonucu bu liflerin seklinin

bozularak diiz bir ylizey formuna doniismesi olarak degerlendirilmistir.

DAYTAM

Sekil 4.17. Elde edilen kitosanin SEM goriintiileri.

4.2.6. FT-IR analizi

FT-IR spektrumlar1 ayrica, 400 ila 4000 cm™ bolgelerinde KBr pelet teknigi kullanilarak
kati1 fazdaki fonksiyonel gruplari belirlemek i¢in kaydedilmistir (Sekil 4.18). Sekil 4.18'da
Agabus cinsinen elde edilen kitosan ve ticari kitosan numunelerinin spektrumlar
gosterilmistir. Amino grubunun gerilme titresimi N—H, hidroksil gruplar1 O-H tarafindan
saglanan germe titresimlerine bagl 3408 cm™ de goriiliir. Daha sonra 2926 cm™'de
karbon-hidrojen bagi C—H simetrik gerilme titresimi goriiliir, deformasyon titresimi (N—
H, tip I amid band1) 1574 cm™"de gériilen karbonil grubunun titresim gerilimi (C=0, tip
I amid bandi) 1646 cm™"de bulunur. Metilen gruplari makaslarmin C—H deformasyon
titresimi 1436 cm™"de, bagin gerilme titresimi (C—N, III. tip amid band1) 1320 cm™ 'de
goriiliirken. Son olarak, 1082 ve 1032 cm™deki bantlar, C-O-C glikosidik baglanti
baglarina karsilik gelen, kitosan daki B- (1,4) baglarini gosterilmistir. Mevcut caligmada
tiretilen kitosan ile ticari kitosanin benzer bandlar1 vermesi iiretilen kitosanin safligini

gostermektedir.
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Sekil 4.18. Elde edilen kitosan ve ticari kitosan numuneleri i¢in FT-IR spektrumu.

4.2.7. TG analizi

Agabus cinsinen elde edilen kitosan ve ticari kitosan numunesinin TG analizi 10°C / dk'da
ve oda sicakligindan 700°C'ye kadar hava atmosferi altinda bir 1sitma ile Linseis STA PT
1000 cihazi kullanilarak analiz edilmis ve sekil 4.19 elde edilen pikler gosterilmistir. Bu
grafige gore, numunelerin agirliksizligr iki asamaya boliintir. Birinci asamada, 20 ila
300°C arasinda, 1sitma islemi sirasinda kitosandaki su molekiillerinin desorpsiyonuna
atfedilen yaklagik %11.87'lik agirlik kaybr gosterilmektedir. Ikinci asamada ise, 300 ila
420°C arasinda kitosanana zincirinin boliinmesi gergeklesir bu asamada %87.7'lik agirlik
kayb1 gosterilmektedir. Agabus cinsinen elde edilen kitosanin agirlik kaybi orani ticari
kitosandan daha diisiiktiir. Bu sonuglar, elde edilen kitosanin daha yiiksek deasetilasyon

derecesine sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.19. Elde edilen kitosan ve ticari kitosan numuneleri ig¢in TG analizi.

4.2.8. UV-vis DR spektrum analizi

UV-vis DR spektrumlari, 151k 1sinlamasi altinda hazirlanan numunelerin elektronik
absorpsiyon ozellikleri hakkinda yararli bilgiler vemektedir. Sekil 4.20, elde edilen
kitosan ve ticari kitosan numuneleri i¢in UV-vis spektrumlarin1 280-800 nm araliginda
gostermektedir. Ticari kitosan 6rnegi 360 nm'de yogun absorbans géstermistir. Aksine,
elde edilen kitosan 379 nm'de absorbans gostermektedir. Goriilebilir ki, her iki numunede
goriiniir bolgede absorbans yoktur. Bu sonug¢ elde edilen kitosan ve ticari Kitosan
numunelerinin ¢ok farkli olmadigini gostermektedir. DRS analizinin sonuglari ¢ok yakin

ve FT-IR kirinim sonuglart ile iyi bir korelasyon gostermistir.
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Sekil 4.20. Elde edilen kitosan ve ticari kitosan numuneleri i¢in UV-vis spektrum analizi.

4.2.9. Agabus cinsinden elde edilen kitosanin antibakteriyel ozelikleri

Bu ¢alisma ile elde edilen kitosanin farkli konsantrasyonlarda antibakteriyel aktiviteleri
degerlendirilmistir. Sekil 4.21°de calisma sonunda E. coli ve S. aureus bakterilerinin
canlilik egrilerini gostermektedir. Patojenik bakterilerin elde edilen kitosanin farkli
konsantrasyonlarina karsi yapilan uygulama sonunda, P <0.05'te tek yonlii ANOVA ile
istatistiksel olarak anlaml1 olup olmadig1 degerlendirilmis ve sonuglarin belirtilen aralikta
anlamli oldugu belirlenmistir. Her iki bakteriye karsi konsantrasyona bagli bir aktivite
belirlenmistir. Elde edilen kitosanin antibakteriyel aktivitesi bakimindan, E. coli (9.7 +
0.83) bakterisinde, S. aureus (13.9 + 0.58) bakterisine kars1 daha yiiksek sonug verdigi
belirlenmistir. Sonuclarin daha agik degerlendirilebilmesi i¢in ayrica uygulama

goriintiileri Sekil 4.22 'de verilmistir.
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Sekil 4.21. Elde edilen kitosanin, E. coli ve S. aureus bakterilerine kars1 antibakteriyel
aktiviteleri.

Patojenik Kontrol 0.1 mg/mL 0.2 mg/mL 0.4 mg/mL
bakteri

E. coli

S. aureus

Sekil 4.22. E. coli ve S. aureus bakterilerine kars1 uygulamanin petri goriintiileri.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calisma i¢in, 2016 Nisan-Ekim aylar1 arasinda diizenlenen arastirma gezilerinde
Balikli nehri ve akarsu yataginin ¢ekilmesi sonucu ortaya ¢ikan kii¢iik su birikintilerinden
olusan toplam 16 istasyondan sucul Coleoptera 6rnekleri toplanmis ve bu canlilarin
familya {tizerinde faunistik arastirmasi yapilmistir. Yapilan orneklemelerde sucul

Coleoptera ordosunun iki alttakimina dahil olmasi tespit edilmistir.

Adephaga alttakimina dahil 3 familya: Haliplidae, Noteridae ve Dytiscidae tespit

edilmistir.

Polyphaga alttakimina dahil 2 familya: Hydraenidae ve Hydrophilidae tespit edilmistir.

Bu istasyonlardan en fazla toplanan bocekler Dytiscidae familyasi ve Hydraenidae
familyas1 en ¢ok toplanan 6rneklerdir. Coleoptera takimina ait Dytiscidae familyast ¢ok
farkl1 habitatlarda en fazla yayilis gosteren familyadir. Dytiscidae familyasina ait
faunistik arastirmasinda toplam 3 cins (Agabus, Cybister, Laccophilus) tespit edilmistir.
Bu caligma oncesindeki literatiir kayitlarina gore Balikli nehri sucul bocekler faunasi

tizerinde hig bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Ayrica, bu calisma ile Dytiscidae familyasina ait Agabus cinsinden elde edilen kitin
kullanilarak kitosan iiretilmistir. Agabus cinsinen elde edilen kitosanin, XRD, EDX,
SEM, FT-IR, TG, UV-vis DR spektroskopi analizleri yapilmis ve ticari kitosan ile

karsilastirilmistir.

Islem oncesinde Agabus cinsinin dis iskelet kismi saf su ile iyice yikanmis ve
kurutulmustur. Daha sonra, mikserde kiigiik pargalar haline getirilmistir ve 3.12 gr kuru
agirh@i, Kitin - ekstrakte i¢in kullamilmistir.  Genel olarak, deproteinizasyon,
demineralizasyon, agartma islemler ile sonunda elde edilen kitin 1.204 gr olarak

kaydedilmistir. Kitosan tiretimi, kitindeki asetil gruplarmin yiiksek alkali ¢ozeltiler ile
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uzaklastirima yoluyla gergeklestirilmistir. Tiim islem basamaklarinin sonunda iiretilen
kitosanin agirligi 0.75 gr, kaydedilmistir. Sunuglara gore kitin ve Kitosan verimi sirasiyla
%36 ve %25 olarak belirlenmistir. Elde edilen ve ticari kitosanin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri ¢izelge 5.1 'de gosterilmistir. Bu ¢izelgeye gore her iki Kitosan goriiniimii toz
seklindedir ve kokusuzdur. Ticari kitosanin rengi beyazdir ama sunuglara gore elde edilen
kitosanin rengi biraz farkli ve deve tiiyii renge sahiptir. Bu renk farki demineralizasyon

ve agartma islemlerindeki farklilik nedeniyle goriilmektedir.

Cizelge 5.1. Elde edilen ve ticari kitosanin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri.

Numune  Goériiniim Renk DD (%) Protein  Kiil icerigi
kalintilar: (%)

(%)
Elde edilen Toz Devetiiyii 77% 18% 0.31
kitosan rengi
Ticari Toz Beyaz 85% 32% 0.59
kitosan

Genel olarak, kitin igerikleri, canlinin yasi ve cinsi gibi parametreye gore degisklik
gostermektedir. Ancak kitin igeriginin genellikle %13-42 oraninda bulunmasi
beklenmektedir. Bu dogrultuda, Ma ve ekibi (2015) yaptiklar1 ¢alismada, 100 gr
Catharsius molossus bocegin kabuklaridan 35 gr kitin elde etmistirler. Deasetilasyon ve
saflastirma yoluyla 33.3 gr elde edilen kitinden 24 gr kitosan elde etmistirler. Bu
caligmada C. molossus L.'den kitin ve kitosan verimi sirasiyla %24 ve %17 kaydedilmistir
(Ma et al. 2015). Shin ve arkadaslar1 (2019) kitin ve kitosan1 Tenebrio molitor, Zophobas
morio ve Allomyrina dichotoma tiirlerinen elde etmisler. Bu arastirmacilarin sunuglarina
gore kitin ve kitosan verimi ergin bocekler daha yiiksekdir. Bu verimleri sucul bocekler
ile karsilastidiklarinda Agabus cinsinin ekzoeskeleton kismida bulunan kitin miktarin
daha yiiksek olmasin gostermistir. Yapilan bu arastirmada Allomyrina dichotoma tiirtinen
elde edilen kitin miktari ergin numunesinde %12.70 kaydedilmis ve bu bocek diger iki
bocekten daha iyi verim gostermistir (Shin et al. 2019). Bu ¢alisma ile elde edilen Kitin

ve kitosan verimi her iki literatiirde yer alan sonuglara gore Kitin veriminde yaklasik %10
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kitosan veriminde ise %7-11 daha yiiksek goriilmektedir. Bu fark ¢aligmada kullanilan
boceklerin tiirleri ile ilgili olarak degerlendirilmistir. Agabus cinsinin, C. molossus ve A.
dichotoma tiirlerine gore daha yiiksek oranda Kkitin ihtiva ettigi ve verimin yiikseldigi
diistiniilmektedir. Ma ve ekibi yapilan verim hesaplarini karides ve yengeglerden elde
edilen kitin ve kitosan ile karsilagtirmislar ve C. molossus L.'den kitin ve kitosan verimin
daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Diger literatiirlerde karides ve Kerevit {izerinde
yapilan ¢alismalarda farkli verimler ve degisik deasetilasyon dereceleri kaydedilmistir.
Koger (2015) tarafindan yapilan bir tez ¢alismasinda, 5 g karides kuru kabugunan, iki
adimli deproteinizasyon sonucunda 3.69 g kabuk elde edilmis ve %26 kabugun protein
igerigi belirlenmistir. Demineralizasyon islemi yapildiktan sonrada %52 olarak kabugun
mineral icerigi bulunmustur. Bu tezde 5 g karides kabugunan %22 oraninda (1.09 g) kitin
elde edilmistir. Yapilan bu tezde 5.75 g kerevit kabugundan ise uzaklastirilan %35 ve
%44 protein ve mineral igerikleri bulunmus ve kitin igerigi %22 olarak kaydedilmistir.
Karides ve kerevit lizerinde yapilan tez caligmasinda kitosan verimi sirasiyla %18.0 ve
%12.2 olarak belirlenmistir (Koger 2015). Baska bir calismada Hajji ve arkadaslar
(2014) karides kabuklarindan elde edilen kitin miktar1 %20 olarak bulmusturlar. Bu
arastirmacilar 6nce demineralizasyon ve sonra deproteinizasyonun yapmislardir (Hajji et
al. 2014). Literatiirde belirtilen degerlere gore karides ve yengeg¢ drneklerine gore oldukca

yiiksek verim kaydedilmistir.

XRD analizi kullanilarak elde edilen kitosan ve ticari kitosan: incelenmis ve kitosanin ait
oldugu iki farkl kristal formu (20 = 10 ° ve 2 6 = 20 °) gortilmiistiir. Bu farkl1 kristal
formlar1 monoklinik sisteme aittir. Suda yasayan boceklerden elde edilen Kitosan, 10 © ve
20 ° 'deki kirinim pikleri, ticari kitosandan daha genis ve daha giiclidiir. Bu pikler
molekiiller aras1 hidrojen baglar1 ve daha yiiksek deasetilasyon derecesi nedeniyle

gozlemlenmektedir.

Literatiirlerdeki XRD sunuclar bu tez ¢alismasinda elde edilen kitin ve kitosanin XRD
analizleri ile uyumludur. Ornegin, Kaya ve arkadaslari (2014a) patates bocegi
(Leptinotarsa decemlineata) tizerinde bir ¢aligma rapor etmistir. Sekil 5.1'de goriilen gibi,

L. decemlineata tiirun 'den elde edilen kitosanlarin XRD analizinden yetiskinler i¢in 9.38
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ve 20.4 °, larvalar i¢in 9.7 ve 20.2 ° ve ticari kitosan i¢in 10.1 ve 20.18 ° elde edilen
pikleri gozlenmistir. Bu ¢alismada kitosanlarin XRD analizlerinden elde edilen bu iki
pikler, karides, kerevit ve yenge¢ gibi organizmalardan alinan XRD analizlerine benzer
oldugunu gostermistir (Kaya et al. 2014a). Bu tez ¢alismasinda elde edilen kitosan XRD
analizlerine gore 10 ve 20 ° 'deki kirinim pikler goriilmektedir. Bu pikler Kaya ve
arkadaslariin patates bocegi lizerinde yapdiklart XDR analizleri ile biiyiik benzerlik

gostermektedir.
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Sekil 5.1. L. decemlineata tiiriinden elde edilen kitosanlarin XRD analizi (a: yetiskin ve
b: larvalar i¢gin XRD analizi (Kaya et al. 2014a).

Karasal boceklerin ii¢ tiiriinden (Tenebrio molitor, Zophobas morio ve Allomyrina
dichotoma) elde edilen kitosan ile yapilan XRD analizine gore T. molitor boceginde
kitosan maddesi iki kirinim pikleri (10.62° ve 20.02 °'de) ortaya koymaktadir. Ayrica A.
dichotoma bdceginde kitosan 10.74° ve 19.92°'de pikleri gostermistir (Shin et al. 2019).
Bu tez calismasinda yapilan XRD sunuglar1 ile (10 ve 20 °'deki pikler) literatiirde
belirtilen bu iki bocegin larvalarindan elde edilen kitosan ve ticari karides kitosani

olduk¢a uyumlu pikler olusturdugu belirlenmistir.

Ayrica, Erdogan ve Kaya (2016) cekirge tiiriinden (Dociostaurus maroccanus) elde
edilen kitosan biopolimerinden bir XRD analizi yapmislar ve bu analizde iki keskin pik,

10.96° ve 20.3°'de ergin bireylerinde gostermisler. Bu sunug Agabus cinsi tiyelerinden
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elde edilen kitosanan XRD analizi ile (20 = 10 ° ve 2 6 = 20 °) uyumluluk gdstermektedir
(Erdogan and Kaya 2016).

EDX analizinde bu ¢alisma ile elde edilen kitosan karbon, azot ve oksijen elementlerine
sahiptir. Bu elementlerin agirlik yilizdeleri sirasiyla %24, %30.1 ve %45.9 olarak
belirlenmistir. Sajomsang ve Gonil (2010) Cicada sloughs tiiriiniin {izerinde yaptiklari bir
arastirmada elde edilen kitin 6rneginde higbir protein bulunmadigini gostermisler. Bu
arastirmacilar boceklerin  igindeki en yaygin elementleri, EDX analizi ile
belirlenmistirler. C. sloughs analizinde Ca, Mg, K, Al, P, S, Si ve Fe elementlerinin
bulundugu gostermistirler (Sekil 5.2b) (Sajomsang and Gonil 2010). Sekil 5.2 (a)'da
gorundugi gibi diger saf olmayan maddelerin karakteristik zirveleri yoktur, bu nedenle
kitosanin saf materyallerden olustugunu rapor etmistirler. Shekhawat ve ekibi (2017)
sekil 5.2 (c) elde ettikleri kitosan igin yaptiklart EDX spektrum analizlerinde karbon,
oksijen ve nitrojen piklerin oldugunu gostermistirler (Shekhawat et al. 2017). Agabus
cinsi iiyelerinden elde edilen kitosanin EDX analizi Sekil 5.2 (a), elementler bakimindan,
Sekil 5.2 (b) ile uyumlu olduklarini gostermektedir ve her iki sekilde karbon, oksijen ve

nitrojen piklerin belirlenmistir.
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Sekil 5.2. (a) Elde edilen kitosan, (b) ticari Kitosan ve (c) Cicada sloughs tiiriinden elde
edilen kitinin EDX spektrumlari.

Bu tez calismasi ile elde edilen kitosanin yiizey karakterizasyonu ve farkliliklari
incelemek i¢in SEM teknigine alinmistir. SEM incelemelerine gore; bazi bolgelerin yassi
ve baz1 bolgelerin ise homojen olmayan bir yiizey sahip oldugu goézlemlenmektedir.
Bununla birlikte, elde edilen kitosan membran1 kompakttir ve hasar goriilmemektedir.
Baz1 kisimlarda kiigiik partikiiler gézlemlenmektedir bunun nedeni filtrasyon ve dort
basamakli yikanma islemlerinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Paulino ve ekibi
(2006) kitin ve kitosani Silkworm chrysalis tiirunden elde etmis ve SEM analizleri bu
numunelerde kitin yapisi birkag ince gevsek birlesik yapraklar olarak goriindiigiinii rapor
etmislerdir. Ayrica, ipekbdcegi kitininden hazirlanan kitosan oldukg¢a gézenekli bir yapi
gozlemislerdir (Paulino et al. 2006). Kucukgulmez ve arkadaslar1 (2011) karides tiirii olan
Metapenaeus stebbingi iizerinde bir ¢alisma yapmislar ve bu canlidan kitosan elde
etmistirler. Bu arastirmacilar elde edilen kitosanin, tabaka tabaka oldugu ve bazi alanlarda

gozenekli oldugu SEM analizlerinde gostermistirler. Ayrica, kitosanin bazi kisimlarinda
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fibril yap1 gostermedigini de bildirmistirler (Kucukgulmez et al. 2011). Her iki literatiir
caligmasinda da kitosan ile yaptiklart SEM analizleri bu tez ¢aligmasinda elde edilen
kitosan ile ¢ok farklilik gostermemektedir ve bu sonuglar boceklerde Kitin ve Kkitosan
yapisinin benzerlik gosterdigi yoniinde degerlendirilmistir. Kaya ve arkadaslarinin
(2014b) iki ¢ekirge tiirlerinen (Calliptamus barbarus ve Oedaleus decorus) iiretilen
kitinlerin ve kitosalarin yiizey morfolojileri incelemisler. Sunuglar her iki tiirden elde
edilen kitinin diizgilin bir yiizey morfolojisine sahip oldugunu géstermistir. Ayrica, her iki
tiirden elde edilen kitosanlar gdzenekli bir yiizeyi (100 ~ 200 nm) ve nanofibril bir yap1
(10 ~ 60 nm) gostermistirler (Kaya et al. 2014b). Kullanilan kitin ekstraksiyon ve kitosan

tiretim protokollerinin de bu sonug i¢in etkili oldugu diistiniilmektedir.

FT-IR analizi, elde edilen ve ticari kitosan numuneleri spektrumunda amino grubunun
gerilme titresimi N—H, hidroksil gruplar1 O—H tarafindan saglanan germe titresimlerine
bagl 3408 cm™ de gostermektedir. Daha sonra 2926 cm™'de karbon-hidrojen bagi C—H
simetrik gerilme titresimi goriiliir, deformasyon titresimi (N—H, tip II amid band1) 1574
cm™ "de goriilen karbonil grubunun titresim gerilimi (C=0, tip I amid band1) 1646 cm™"
de bulunur. Metilen gruplar1 makaslarinin C-H deformasyon titresimi 1436 cm™"de,
bagin gerilme titresimi (C—N, III. tip amid band1) 1320 cm™ 'de goriiliirken. Son olarak,
1082 ve 1032 cm'deki bantlar, C-O-C glikosidik baglant1 baglarina karsilik gelen,
Kitosan daki - (1,4) baglarint gostermektedir.

Bu sunuglar Kucukgulmez ve arkadaslarimin (2011) Metapenaeus stebbingi tizerinde
yaptiklar1 analizleri ile uyumludur. Bu arastirmacilar FT-IR spektruma gére, 1555 cm™
civarinda gozlemlenen pik, -CONH- 'in ikincil amid II bantlarinin N-H biikiilmesinei
bildirmisler. Bununla birlikte, 1380 - 1460 cm™'de bolgesinde gdzlenen diger bantlar,
metil gruplarinin simetrik ve asimetrik egilme titresimlerine atfedilmektedir. 3300 cm’
Y'de civarinda genis bant genellikle molekiiller aras1 “H” bantlarma atfedilmistir ve
disaridaki diizlem egimi -OH titresimleri 670 cm™'de gozlenmistir. Bu arastirmacilara
gore iretilen kitosanin yiiksek deasetilasyon derecesine bagli olarak giiclii amid II
bantlar1 gézlemlenememistir (Kucukgulmez, et al. 2011). Bu tez ¢alismasi ile elde edilen

kitosanda deformasyon titresimi N—H ve tip IT amid band1 1574 cm™ "de goriilmiistiir. Bu
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fonksiyonel gruplar goriilmesi kitosan'in yapilmasin onaylamaktadirlar. Bu sonuclar
literatiirlerde diger c¢alismalara gore Kitosanin verimini daha iyi oldugunu ve
deasetilasyon derecesin bazi kaynaklara gore diisiik oldugunu gostermektedir. Bu
sonuclar muhtemelen deasetilasyon islemlerinden kaynaklanmaktadir. Ogiitme
islemlerindeki yetersizlik, asitler ve bazlari uygun miktarda kullanmamak, optimum

sicakliga uymamak, bu sorunlara neden olabildigi bilinmektedir.

Ayrica, Kitosana ait FT-IR bulgularinin Ma ve ekibinin (2015) sonuglar1 ile uyumlu
oldugu belirlendi. Bu bocek kitosan FT-IR spektrumundaki 1605, 1420 cm™ ¢evresindeki
pikler, kitosanin amide gruplaria aitir. Amid Il band1 (1605 cm™) ve amid I1I band: (1420
cm™?) igin pikler yogunlugu deasetilasyon derecesinin artmasiyla azalmistir. 2900 cm™
‘deki pik noktasi, titresimi geren C-H (CH2, CHzs)'e tahsis edilmistir. Her bir Kitosan
numunesi igin, yiiksek deasetilasyon derecesi nedeniyle amid I bantlar1 (1650 cm™)

gozlemlenememistir (Ma et al. 2015).

Soon ve arkadaslari (2018) yaptiklar1 Zophobas morio boceginin larva tizerinde
calismalarinda kitosanin FT-IR spektumunda hem Z. morio hem de ticari Kitosanin
yapilar1 birbirine ¢ok benzerlik gostermegini bildirmistirler. Bununla birlikte, ticari
kitosan &rneginde, NHCO grubunun (1260 cm™), H bandinin, CHs simetrik
deformasyonunun (1377 cm™), N-H bandinin (Amide I) (1620 cm™) ve simetrik N-H
gerilmesinin karmasik titresimleri olan ¢ok pikler gorunmemister (3105 cm™). Z. morio
kitosaninda, 3105 cm™ (simetrik) ve 3350 cm™ (asimetrik) olarak iki bant N-H gerilimi
vererek primer amit birimini gostermesin bildirmislerdir. Ayrica, ticari kitosan 3300 cm-
! civarinda bir N-H bandina sahip olarak ikincil amit grubun géstermesin bildirmislerdir

(Soon et al. 2018).

Bu ¢alisma ile elde edilen kitosan ve ticari kitosan numunesinin TG analizi 10°C / dk'da
ve oda sicakligindan 700°C'ye kadar hava atmosferi altinda bir 1sitma ile kaydedilmis
sunuglar, numunelerin agirliksizhigin iki asamaya bolindiiglinii gdstermistir. Birinci
asamada, 20 ila 300°C arasinda, 1sitma islemi sirasinda Kitosan daki su molekiillerinin

desorpsiyonuna atfedilen yaklasik %11.87' lik agirlik kaybi ve ikincisi asamada ise, 300
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ile 420°C arasinda Kitosan ana zincirinin boliinmesi nedeniyle oldugu seklinde
degerlendirilmistir. Bu asamada %87.7'lik agirlik kayb1 gézlemlenmistir. Bu sunuglar
Agabus cinsinin kitosanin agirlik kaybi oranmi ticari Kitosandan daha diisiik olarak
belirlenmistir. TG analizi yapilan FT-IR analizleri ile uyumludur ve elde edilen kitosanin
daha yiiksek deasetilasyon derecesine sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica, 6nceden
yapilan ¢alismalarda iki nedenden dolay1 kitosan daki kiitle kayiplari gdzlemlenmistir. Tlk
asamada gozlenen kayip, Kitosan daki suyun buharlasmasindan kaynaklanmistir ve ikinci

asamadaki kayip Kitosan molekiillerinin bozulmasi nedeniyle olmustur.

Paulino ve ekibi (2006) ipekboceginden elde edilen kitosanin TG analizinde bu
biyopolimerin zayif bir termal stabiliteye sahip oldugunu gostermistirler. Bu
aragtirmacilarin TG analizilerinde 300 ° C civarinda goriinen pik, deasetil hale getirilmis
olan molekiil kismmnin bozulmasi nedeniyle olabilecegini belirtmistirler (Paulino et al.
2006). Corazzari ve arkadaslar1 (2015) kitosan in termal bozunma ve su adsorpsiyon
kapasitesi incelemisler. Bu arastirmacilar kKitosanin TG analizinde iki asamali termal
ayrigma silirecini  gostermisler: birincisi  100°C'de ki genellikle fizyolojik su
molekiillerinin kaybi ile iliskidir ve ikinci asama, yaklasik olarak 300°C'de, kitosanin
karakter kuvveti ayrigsmasina karsilik olmadigini kaydetmistirler (Corazzari et al. 2015).
Bu c¢alisma ile elde edilen kitosanin TG analizinde birinci (100 ve 300°C'de) ve ikinci
(130 ve 350°C'de) agirlik kaybi ¢ok farklilik goriilmemektedir.

Kaya ve arkadaglari (2014a) patates boceginin eriskin ve larvalarinin iizerinde bir
calismada, elde edilen kitosanin termal gravimetrik analizinin sonuglarida kiitle kaybinin
iki adimdan olustugunu bilindirmistir. [lk asamada kitosan i¢in toplam kiitlenin %3-5'ine
kadar su kayb1 nedenile bildirmis ve ikinci asamada, kiitlenin %99'u yetiskinlerden ve

larvalardan iiretilen kitosanlardan kayboldugunu rapor etmistirler (Kaya et al. 2014a).

Yukaridaki belirtilen literatiirlerin tamaminda TG analizlerinin sunuglarinda iki adimh
bir agirlik kaybi kaydedilmis, bu agirlik kayb1 genelikle ilk adimda 66.5°C ve 130°C
arasinda ve ikinci adim 300 ile 430°C'de kaydedilmistir. Bu sunuglar Agabus cinsinden

elde edilen kitosanin TG analizleri ile uyumlu oldugu gosterilmistir.
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UV-vis DR spektrumlari, 1sik 1sinlamasi altinda hazirlanan numunelerin elektronik
absorpsiyon Ozellikleri hakkinda yararli bilgiler vermektedir. Elde edilen kitosan ve ticari
kitosan numuneleri i¢in UV-vis spektrumlarini 250-800 nm araliinda gostermisdir.
Ticari kitosan 6rnegi 360 nm'de yogun absorbans gostermistir. Bununla birlikte, elde
edilen kitosan 379 nm'de absorbans gostermektedir. Elde edilen ve ticari kitosan goriiniir
bolgede emilimi yoktur. Bu sunug elde edilen kitosan ve ticari kitosan numunelerinin ¢ok
farkli olmadigini géstermektedir. DRS analizinin sonuglari, FT-IR, TGA, EDX ve XRD
sonuglari ile iyi korelasyon gostermistir. Literatiirlerde kitosan i¢in DR spektrum analizi
bu tezde yapildig1 analizler ile uyumludur. Ornegin Taheri ve ekibi (2017) kitosan DR
spektrum analizlerinde, 250-350 nm araliginda Kitosanin adsorpsiyon gostermedigini
kaytetmisler ve bunun nedeninin kitosanda kalan protein safsizliklari ile ilgili oldugunu

bildirmistirler (Taheri et al. 2017).

Ayrica, Wang ve ekibi (2005) kitosanin ultraviyole 15181 ve hidrojen peroksit ile sinerjik
bozunumu {izerine ¢alisma yapmislar. Bu arastirmacilar orijinal ve bozulmus kitosanin
UV-vis spektrumlarinda, orijinal kitosan i¢in, 200 nm civarinda giiglii bir absorbans bandi
gorildiiginii bildirmigler ve bu absorpsiyonu kitosan amido gruplart igin n —  c*
gecisinden kaynaklandigimi bildirmistirler. Ayn1 zamanda, Kitosan ultraviyole 1s1k ve
hidrojen peroksit ile bozunmadan sonra, 260 nm'de bir absorbans band1 goriilmiistiir. Bu,
amido gruplari i¢in n—y o* gecisine karsilik gelebilir. Ayrica bir spektral absorpsiyon
bandi, karbonil veya karboksil gruplar1 icin n ——» x* gecisine atanan 300 nm'de

goriilebilmektedir (Wang et al. 2005).

Kitosan biyopolimerinin oldukga iyi bir polikatyonik yapisi oldugu bilinmektedir ve bu
nedenle bu maddenin farkli alanlarda antibakteriyel ve antifungal O6zelikleri
degerlendirilmektedir. Giiniimiizde kitosan ile bagka etken maddeler ve ya metaller
kullanilarak yapilan kompleks yapilar birden fazla patojenik mikroorganizma iizerinde
arastirilmaktadir (Malini et al. 2015; Khan et al. 2016; Arjunan et al. 2017).

Kitosanin mikrobik inhibisyonu i¢in birgok farkli mekanizma ileri stirilmistiir. En iyi

bilinen, pozitif yiiklii kitosanin mikrobiyal hiicre yilizeyindeki membran proteinleri
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tizerinde negatif yiikli fonksiyonel gruplarla etkilesimidir ve bu da hiicre yiizeyinde
degisiklik ve hiicre gecirgenligine neden olur (Ahmed et al. 2014). Bir¢ok deney,
kitosanin membran hasar mekanizmalarinin 6nemini gostermistir. Pozitif yiiklii kitosan,
N-asetilmuramik asit, sialik asit ve neuraminik asit gibi anyonik hiicre yiizeyi bilesenleri

ile birlesmektedir (Mansilla et al. 2013; Younes and Rinaudo 2015).

Bu nedenle Agabus cinsinden elde edilen kitosanin antibakteriyel aktiviteleri E. coli ve
S. aureus tizerinde degerlendirilmistir. Antibakteriyel aktivitesi doz veya konsantrasyona
bagli olarak 0.1 mg/mL konsantrasyonlarda en az ve 0.8 mg/mL konsantrasyonda
patojenik bakterilerin iizerinde enfazla etki gostermistir. Elde edilen kitosan
antibakteriyel aktivitesi bakimindan, E. coli (9.7 &+ 0.83) bakterisinde, S. aureus (13.9 +
0.58) bakterisine karsi daha yiiksek oldugu sonuc varilmistir. Bu sunuglar yukarida
belirtilen hususlar yiiziinden E. coli Gram (-) negatif ve S. aureus Gram (+) pozitif
bakterilerin hiicre yapilarina bagh oldugu yoniinde degerlendirilmistir. Bu sonuclar
literatiirlerde E. coli ve S. aureus bakterilerin {izerinde yapilan diger ¢alismalara gére
uyumlu oldugunu gostermektedir. Verlee ve ekibi (2017) kitosan ve bu maddenin
tiirevlerin antibakteriyal 6zeliklerini arastirmislardir. Kitosanin ve oligo-kitosanin Gram
(-) ve Gram (+) bakterilere kars etkilerin asagidaki sunulan sekildeki gibi belirtmislerdir.
(Sekil 5.3 ve sekil 5.4). Bu aragtirmacilarin degerlendirmelerine gére Gram (-) bakteriler
kitosan ve bu maddenin tiirevlerine karsi Gram (+) bakterilere gore daha hassas oldugunu

rapor etmistirler (Verlee et al. 2017).
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Chelation with divalent cations Electrostatic interactions disrupt the

decreases the stability of the outer outer membrane, enabling chitosan

membrane and the nutrient uptake to penetrate further towards the cell
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Sekil 5.3. Kitosan ve oligo-kitosan i¢gin Gram (-) bakterilere karsi etki sekli (Verlee et al.
2017).
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Sekil 5.4. Kitosan ve oligo-kitosan igin Gram (+) bakterilere kars1 etki sekli (Verlee et al.
2017).

Kitosanin, Gram (-) bakterin hiicre zarindan gecebildigini Mansilla ve ekibi (2013) rapor
etmistirler. Bu aragtirmacilarin sonuglarina gore, kitosan DNA/ RNA sentezine miidahale
edip ve hiicre i¢i tepkileri gosterdigi seklinde agiklamistirlar (Mansilla et al. 2013).
Ayrica, Gram (+) bakteriler i¢in, Kitosan, peptidoglikan katmaninda bulunan teikoik
asitler ile kovalent olmayan bir sekilde baglanir. Hiicre yiizeyindeki bu teikoik asitler

hiicre boliinmesi ve Gram pozitif bakteriyel fizyolojinin diger temel yonleri i¢in
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Oonemlidir. Kitosanin hiicre zar1 iizerindeki etkisi halen belirsizdir. Bazi arastirma
gruplar1, kitosanin, peptidoglikan yapisindaki beklenen gozeneklerden daha biiyiik
oldugundan, kitosanisin hidrodinamik c¢apindan bu yana, hiicre zarini etkilemesinin
muhtemel olduguna inanmaktadirlar. Ayrica, molekiiler agirligi 5 kDa'dan az olan kitosan
numuneleri, hiicre icinde DNA sentezini bloke ederler. Bununlarla birlikte, teikoik asidin
kitosan aktivitesine kars1 onemi S. aureus'un mutantlarinin test edilmesiyle gosterilmistir.
Teikoik asitlerin biyosentezinde rol oynayan bir veya daha fazla gen yoktur. Bununla
beraber teikoik asitlerin biyosentezin yapan gen bir fazla goriilmemistir. Bu, kitosanin
Gram (+) bakterilere kars1 antibakteriyel aktivitesini arttirmak i¢in polianyonik teikoik
asitlerin gerekli oldugunu gosterir (Raafat et al. 2008; Park et al. 2011; Brown et al.
2013).

Tiim sonuglar degerlendirildiginde iran, Ardebil sulak alanlarmin bécek cesitliligi ve bu
cesitliligin kullanim potansiyeli iizerine ¢alismalarin yapilmasi gerekliligi ortaya
konulmustur. Bu bolgede yogun bulunan sucul bocek drneklerinden ¢alisma i¢in Agabus
cinsi Ornekler belirlenmis ve kitin eldesi icin degerlendirilebilecegi yoniinde
degerlendirmeler yapilmistir. Elde edilen biyokiitle sistematik verilerin eldesi ve miize
orneklerinin ayrilmasindan sonra temizlenerek kitin eldesi islemlerine gegilmistir.
Yapilan hesaplamalar sonucunda veriler ile literatiir verilerinin degerlendirmesi
sonucunda Agabus cinsine ait drneklerin oldukga yiiksek kitin ve kitosan verimine sahip
oldugu bulunmustur. Bu cinse ait tiirlerin teshisinin tam olarak yapilmasi ve uygun
tirlerin  kiiltire almabilmesi durumunda ©6nemli bir kitin kaynagir olacagi
diisiiniilmektedir. Kitosan sentezi islemlerinde standardizasyonun 1yi oldugu ve kitinden
yiiksek saflikta kitosan iiretilebildigi ¢esitli analiz sistemleri ile belirlenmis ve literatiir
sonuglari ile biiytik farkliliklar icermedigi tespit edilmistir. Bolge ekonomisi ve ihtiyaclar
dogrultusunda kitin ve kitosan {iretimi i¢in umut vadeden bir c¢alisma oldugu
diisiiniilmektedir. Calismalarin ¢esitlenmesi ve gelistirilmesi ise 6nemli bir gerekliliktir.
Elde edilen kitin kitosan i¢in kullanim alan1 olusturma amaciyla antibakteriyel testlere
yer verilmis ve orta derecede aktivite belirlenmistir. Bu aktivitenin farkli etkenler ile
arttirilmas1 veya daha genis mikroorganizmaya karst yapilmasi alternatif kullanim

alanlar1 olusturma potansiyeline sahiptir.
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