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Oz

Bu calismadaki amacimiz, Tekirdag ilinde yetisen Bituminaria
bituminosa (L.) C.H.Stirt bitkisinin kimyasal bilesenlerini GC-MS
yontemi ile arastirmak ve ham ekstrelerinde antibakteriyel
aktivitesini belirlemektir. B. bituminosa bitkisinden Soxhlet
metodu ile elde edilen hekzan, diklorometan ve metanol
ekstresinin kimyasal bilesenleri, GC-MS yontemi kullanilarak
arastirilmigtir. B. bituminosa'nin kimyasal bilesenleri (izerine
yaptigimiz arastirma sonucunda hekzan ekstresinde otuz dort
adet, diklorometan ekstresinde otuz sekiz adet ve metanol
ekstresinde otuz bes adet bilesik tespit edilmistir. Calismada
denenen hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakteriler
Uzerinde en ylksek antibakteriyel etki B. bituminosa'nin hekzan
ekstresinde elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bituminaria; B. bituminosa; Kimyasal Bilesen; GC-
MS Analizi; Antibakteriyel Aktivite.
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Abstract

The aim of this study was to investigate the chemical
constituents of Bituminaria bituminosa (L.) C.H.Stirt growing in
Tekirdag province by GC-MS method and to determine the
antibacterial activity of crude extracts. The chemical
constituents of hexane, dichloromethane and methanol extracts
obtained from B. bituminosa plant by Soxhlet method were
investigated using GC-MS method. As a result of our research on
the chemical components of B. bituminosa, thirty-four
compounds were detected in hexane extract, thirty-eight
compounds in dichloromethane extract and thirty-five
compounds in methanol extract. The highest antibacterial effect
on both Gram-positive and Gram-negative bacteria tested in the
study was obtained in the hexane extract of B. bituminosa.

Keywords: Bituminaria; B. bituminosa; Chemical Components; GC-MS
Analysis; Antibacterial Activity.

1. Giris

GunlUmiizde antibiyotik direnci blylk o6l¢lide yasami
tehdit edebilen ve bircok 6lime sebebiyet veren bir
problem olarak karsimiza ¢cikmaktadir (Laxminarayan vd.
2013). Birlesik Devletler Hastalik Kontrol Merkezinin
yaptigl arastirmaya gore yaklasik 2 milyon kisi antibiyotik
direncli bakterilerin neden oldugu hastaliklara yakalanip
23 bin kisi de yasamini yitirmektedir. Avrupa’da her yil
bakterilerin  neden  oldugu

antibiyotik  direngli

hastaliklardan 25 bin kisi yasamini kaybetmektedir
2018).

calismalarda, Turkiye’de de antibiyotik direncinin ¢ok

(Machowska ve Stalsby Lundborg, Yapilan
yuksek oranda oldugu gézlenmektedir. Calisma sonuglari,
llkemizde de antibiyotik direngli bakterilerin tehlikeli
oldugunu gostermektedir (Yunusoglu vd. 2020). Bu
hatta
antibiyotik direngli bakterilere karsi bitiin diinyada var

nedenle, hastaliklara o6limlere neden olan

olan antibiyotiklere alternatif olarak kullanilabilecek hem

dogal hem sentetik maddeler Gzerindeki arastirmalar hiz
kesmeden devam etmektedir ve ilaglara alternatif olarak
bitkilerin kullanilmasi her gegen giin artmaktadir (Abascal
ve Yarnell 2002).

Hayatin temelinde yer alan bitkiler, glinlimiize kadar hem
yasam sirdlrebilmek amaciyla besin hem de hastaliklar
onlemek amaciylailag olarak kullanilmaktadir (Erdogan ve
Everest 2013; Yesilbag 2007; Sahin 2013). Sentetik etken
maddelerin uzun sireli kullaniminda yan etkileri ve
etkisizligi konusundaki endiseler, dogal alternatiflerin ve
tamamlayici tedavilerin kullanimina olan ilginin artmasina
neden olmaktadir (Oguztlrk vd. 2021). Gegmis yillardan
beri saglik sisteminin 6nemli bir pargasi olan sifal bitkiler
her zaman 0On planda olmustur. Yaslanmayi, kanseri,
kronik ve viral hastaliklari 6nlemek, yasam Kkalitesini
artirmak amaciyla bitki etken maddeleri lizerine pek ¢ok
(Rao vd. 2018).
olmalari ve dogal olarak elde edilmeleri nedeniyle, bitki

arastirma yapilmaktadir Ekonomik
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etken maddelerinin gliniimizde kullaniminin en az %25
oldugu bilinmektedir (Andrade vd. 2014; Karasu ve
Oztiirk, 2014; Berber vd. 2013).

Bitkilerin kok, govde, cicek ve meyvelerinde, flavonoidler,

alkaloidler, ugucu vyaglar, terpenoidler, taninler,
berberinler, kininler ve emetinler gibi aktif kimyasal
bilesenler sentezlenmektedir. (Yesilbag 2007; Dorman ve
Deans 2000; Berber vd. 2013; Andrade vd. 2014; Karasu
ve Oztiirk 2014). Bitkilerde sentezlenen aktif bilesenler
halk arasinda, ozellikle gida, kozmetik ve ilag olarak
kullanilmaktadir (Alma ve Ertas 2007; Satil vd. 2003). Aktif
kimyasal bilesen iceren bitkiler halk arasinda yaygin
kullanilmasinin yani sira yeni sentetik kimyasal bilesiklerin
elde edilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Houghton vd.

2000).

Bituminaria bituminosa (L.) C.H.Stirt bitkisi Akdeniz
havzasinda yaygin olarak bulunan ve iklim kosullarina
adapte olmus cok yillik bir baklagil taridir (Munoz ve
Correal 1998; Gutman vd. 2000). Diinyada Tirkiye, Gliney
Avrupa, Kinnm, Bati Suriye, Kafkasya, Kuzey Afrika ve
Portekiz’de yayilim gdstermekte olup, iilkemizde istanbul,
Tekirdag, Canakkale, izmir, Mugla, Antalya, Adana, Hatay,
Yozgat, Sinop, Samsun ve Trabzon gibi illerimizde
yetismektedir (Davis 1965). B. bituminosa tiiriniin yiksek
besin degerlerine sahip olmasi ve biyokitlesinin yiiksek
olmas! sebebiyle kiglk bas hayvanlarin beslenmesinde

kullanilmaktadir (Ventura vd. 2000).

Bu calismada, Tekirdag ilinde yetisen B. bituminosa
bitkisinin Soxhlet ekstraksiyon metodu kullanarak elde
edilen U¢ ham ekstresinin (hekzan, diklorometan ve
metanol) GC-MS metodu ile kimyasal bilesenlerinin
aydinlatilmasi ve tim ekstrelerde antibakteriyel aktivite
tayini amaglanmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Bitki ve Ekstraksiyon

Tekirdag ilinde yetisen B. bituminosa (35,120 g) bitkisi
Haziran 2023’te toplanmistir (Lokasyon: 40°59'10.2" N
27°32'39.0" E). Tekirdag Namik Kemal Universitesi’nde
Prof. Dr. E. Cabi tarafindan bitkinin teshisi yapilmis ve
herbaryum numarasi (NAKU-7345) verilmistir. Bitkinin
toprak ustl kisimlari (gigek, yaprak ve govde) toplandiktan
sonra golgede kurutulmus ve kiiclik parcalara
bolinmustir. Soxhlet ekstraksiyon metodu kullanarak,
polarite sirasina goére hekzan (Merck-1043742500) (0,424
g), diklorometan (Merck-1070202500) (0,203 g) ve
metanol (Merck-1070184000) (8,616 g) ile ekstrakte
edilmistir. Her bir ¢oOzlcl icin 4 saat olacak sekilde
ekstraksiyon siresi gerceklestirilmistir. Daha sonra
¢Ozlcller evaporatdrde buharlastiriimis ve toplamda g

ham ekstre elde edilmistir (Orak vd. 2019). Elde edilen
ekstrelerin, ekstraksiyon verimleri hekzan igin %1,20,
diklorometan igin %0,57 ve metanol i¢gin %24,53 olarak
hesaplanmistir. Hekzan, diklorometan ve metanol
ekstrelerinin kimyasal bilegenlerini belirlemek i¢in GC-MS
yontemi kullanilmistir. Bunum yani sira, Ug¢ ekstrenin
antibakteriyel aktivite testleri de yapilmistir.

2.2. GC-MS Analizi

Hekzan ve diklorometan ekstrelerinin GC-MS analizi igin
Shimadzu QP2010-Ultra Model cihazinda, HP5MS (30m x
250 um x 0.25 mm) kolon kullanilarak gergeklestirilmistir.
1 ul enjeksiyon yapilarak, 1,51 ml/dakika akis hizinda
tasiyict gaz olarak helyum gazi kullaniimistir. Kolon
sicakligi 50°C, enjeksiyon sicakligi 250°C ve toplam akig
19,6 ml/min’dir. Analiz programi, 50°C'de 5 dakika
bekletildikten sonra dakikada 10°C artisla 220°C
cikarilarak gergeklestirilmistir (Kasuni Keshala vd. 2021).

Metanol ekstresi icin GC-MS analizi i¢cin Shimadzu
QP2010-Ultra Model cihazinda, HP5MS (30m x 250 um x
0.25 mm) kolon kullanilarak gerceklestirilmistir. 1 pl
enjeksiyon yapilarak, 0,7 ml/dakika akis hizinda tasiyici
gaz olarak helyum gazi kullaniimistir. Kolon sicakligi 60°C,
enjeksiyon sicakligi 250°C ve toplam akis 10,7 ml/min’dir.
Analiz programi, 60°C'de 8 dakika bekletildikten sonra
dakikada 2°C artisla 280°C cikarilip 15 dakikada bu
sicaklikta bekletilip gergeklestirilmistir (Lemouchi vd.
2017).

Wiley 7, NIST107, NIST27 ve NIST147 kituphaneleri
kullanilarak kimyasal bilesenlerin analizi
gergeklestirilmigtir.

2.3. Antibakteriyel Aktivite

Elde edilen ekstreler agar kuyu difizyon yontemi
kullanilarak 2 Gram negatif (Escherichia coli ATCC 25922
ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 278523) ve 2 Gram

pozitif ~ (Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve
Enterococcus faecalis ATCC 29212) bakteri tzerinde test
edilmistir  (Balouiri vd. 2016). Bakteriler Tirkiye
Cumbhuriyeti Halk Saglhgi Genel Miudurligli, Ankara,

Tirkiye'den temin edilmistir. ilk olarak kanl agarda
(BioMerieux, Fransa) buyutilen bakteriler steril salin
0,5 McFarland

olacak sekilde ayarlanmis ve Mueller Hinton agar

¢Ozeltisi icerisinde konsantrasyonlari

plaklarina (HiMedia, Hindistan) aseptik kosullar altinda

yayllmistir. Agar Uzerinde 8,5 mm ¢apinda agar

kuyucuklari olusturulmus ve kuyucuklara susuz DMSO
(%99,9, Sigma Aldrich, Almanya) iginde ¢6ziilmis her
ekstrakttan 100 pl eklenmistir. DMSO ayni zamanda
negatif kontrol olarak kullanilirken, Gentamisin silfat
Aldrich, pozitif kontrol olarak

(Sigma Almanya)
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kullanilmistir. Plakalar gece boyunca 37°C'de inkiibe
edildikten sonra her bir kuyucuk etrafindaki zonlarin g¢api
Olgulmistur. Deney iki kez tekrarlanmistir. Ekstraktlarin
etkileri Minitiab 13 yazilminda tek yonli ANOVA
kullanilarak karsilastiriimistir.

3. Bulgular / Results and Discussions

GC-MS analizi sonuglarina gore bilesikler, alikonma
zamanlarina (RT) ve konsantrasyonlarina (% pik alani)
gore belirlenmistir. B. bituminosa bitkisinin hekzan
ekstresinde 34 bilesik tanimlanmistir (Cizelge 1). B.
bituminosa bitkisinin hekzan ekstresinde Tetradekan
(%10,02), (2)-9,17-Oktadekadienal (%6,93), 3-Dodekanon
(%5,54) ve Bromosiklohekzan (%4,79) bilesikleri yuksek
konsantrasyonda bulunmustur. Bu bilesikler fonksiyonel
gruplarina gore degerlendirildiginde; hekzan
ekstresindeki ana bilesenleri alkanlar (%37,54), ketonlar
(%11,78), aldehitler (%11,22) ve alkenler (%8,04) oldugu
gorilmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. B. bituminosa bitkisinin hekzan ekstresinde bulunan
kimyasal bilegenler.

Miktar Kapal

No RT Bilegikler (%) Formiil
1 4,981 m-Ksilen 1,54 CgH1o
2 6,027 Nonan 4,24 CsHao

1-etil-4-
3 6,155 metilsiklohekzan 176 CoMis
4 6,265 4-metil-2-heptanon 2,69 CgH160
5 6,357 2-metil-2-pentantiol 4,59 CgH14S
6 6,830 3-Dodekanon 5,54 C12H240
7 7,206 3-etil-2-metil 163 CuoHan
heptan
8 7,733 3-metil pirolidin 1,96 CsH1iN
9 7781 2,3,4-trimetil 287 CaoHas
heptan

10 7,851 2-metil nonan 2,95 CioH22
11 7,977 Bromosiklohekzan 4,79 CgH11Br
12 8,017 3-metil nonan 3,87 CioH22

1,2-dimetil-3-(1-

13 8,325 metiletil)- 1,08 CioH20

siklopentan
2,2,4,6,6-

14 8,470 pentametil heptan 1,89 CraHas
15 8,738 n-Tetradekan 10,02 C14H30
16 9,249 4-metil dekan 3,11 Ci11H4
17 9,388 2-etil hekzanol 3,07 CgH150
18 10,003 5-metil dekan 1,42 Ci11H4
19 10,144 2-metil dekan 1,62 Ci11H24
20 10,274 3-metil dekan 1,45 Ci1H24
21 12,529 1-Dodesen 1,02 CiaHys
22 15,641 1-Tetradesen 3,27 Ci14H2s
23 15,753 Hekzadekan 1,39 CigH34
24 16,176 Trans-karyofilen 2,25 CisHog

1,2,43,5,6,8a-
hekzahidro-4,7-

25 16,930 dimetil-1-(1- 1,33 CisHag

metiletil)-naftalen

26 18,313 Seten 3,75 Ci6H32
27 18,393 Trans-a-bisobelen 291 CusHaaO

epoksit

Cizelge 1 (devami). B. bituminosa bitkisinin hekzan
ekstresinde bulunan kimyasal bilesenler.
- Miktar Kapal
No RT Bilegikler (%) Formiil
4-(1,1,3,3-
28 19,767 tetrametilbutil)- 1,11 C14H2,0
fenol
29 19,866 p-Nonilfenol 1,23 Ci1sH240
(2)-9,17-
30 20,078 Oktadekadienal 6,93 CisHz20
6(2),9(2)-
31 20,260 Pentadekadien-1-ol 3,88 CisHas0
32 20,694 E-14-Hekzadesenal 4,29 C16H300
6,10-
33 21,282 Dimetilundekan-2- 3,55 Ci3H260
on
34 21,659 1-Hekzadekanol 0,99 Ci16H340
. Miktar
Fonksiyonel Grup (%)
Aromatik Bilegik 2,87
Alkol 7,94
Sikloalkan 1,76
Keton 11,78
Tiyol 4,59
Azot Igeren
Heterosiklik Bilesik 1,96
Alkil Halojenar 4,79
Alkan 37,54
Alken 8,04
Terpen 5,16
Fenolik Bilesik 2,34
Aldehit 11,22
Toplam 99,99

B. bituminosa bitkisinin diklorometan ekstresinde
tanimlanan 38 bilesik Cizelge 2’de gosterilmistir. B.
bituminosa bitkisinin  dikloromeran ekstresinde 1-
Hekzadekanol (%11,92), trans-Karyofilen (%10,74),
Psoralen (%6,57) ve (-)-Karyofilen oksit (%6,42) bilesikleri
yliksek konsantrasyonda tanimlanmistir. Tanimlanan

bilesikler fonksiyonel gruplarina

gore

degerlendirildiginde; diklorometan ekstresindeki ana
bilesenleri terpenler (%59,37), alkoller (%16,74),
benzopiranlar (%9,42) ve aromatik bilesiklerdir (%6,37)

(Cizelge 2).

Cizelge 2. B. bituminosa bitkisinin diklorometan ekstresinde

bulunan kimyasal bilegenler.

I Miktar Kapal
No RT Bilegikler (%) Formiil
1 15,112 a-Kubeben 1,33 CisHaa
2 15,457 a-Ylangen 0,49 CisHaa
3 15,670 B-Borbonen 1,26 CisHaa
4 15,720 a-Amorfen 0,63 CisHaa
5 16,175 Trans-Karyofilen 10,74 CisHaa
6 16,298 Germakren-D 1,82 CisHoa
7 16,505 Valensen 0,36 CisHaa

7,11-dimetil-3-
8 16,563 melt,'sg‘o(_E) 1,63 CisHaq
Dodekatrien

9 16,651 a-Humulen 2,58 CisHaa
10 16,755  Aloaromadendren 2,27 CisHaa
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Cizelge 2 (devam). B. bituminosa bitkisinin diklorometan
ekstresinde bulunan kimyasal bilegsenler

- Miktar Kapah
No RT Bilesikler (%) Formil
1,2,4a,5,6,8a-
hekzahidro-4,7-
11 16,929 dimetil-1-(1- 6,37 CisHaa
metiletil)-naftalen
12 17,101 B-Selinen 0,73 C15H24
13 17,183 a-Kopaen 2,96 CisHag
14 17,241 a-Murolen 1,19 CisHaa
15 17,310 B-Bisabolen 1,30 CisHaa
16 17,464 Subenol 5,12 CisH260
17 17,541 6-Kadinen 3,21 CisHaa
18 17,668 Sedren 1,70 CisHaa
19 17,987 Nerolidol 4,59 C15H260
20 18,297 (-)-Spatulenol 0,40 Ci5H240
21 18,384 (-)-Karyofilenoksit 6,42 Ci5H240
22 18512 Salv'al'ﬁ?)'e”'l' 037  CisHuO
23 18,657 Sedrol 0,63 CisH260
24 18905 ransaBisabolen o, 00 0
epoksit
25 19,043 (+)- 1,66 CasHaa
! Aromadendren !
26 19180  IHeptadek ik, 0 HaO
siklohekzanol
27 19,236 a-Sadinol 2,67 CisH260
28 19,572 Ledenoksit-(I1) 0,80 CisH240
29 19634  Aromadendren 437  CisHyO
epoksit
30 20,231 Limonendioksit 0,32 C10H1602
31 20310  |cwadekanoik 043  CuH0;
Asit
32 20588  CisoBisabolen 030  CisHuO
epoksit
33 20,687 Angesin 2,85 C11H6O3
34 21,222 Sitronelil asetat 0,36 C12H2,0,
35 21,284 Psoralen 6,57 C11HgO3
(2,2)-9,12-
36 21,372 oktadekadien-1-ol 4,34 CisH30
(2,2)-9,12-
37 21,438  oktadekadienoil 3,82 Cls'g”lC'
klortr
38 21,662 1-Hekzadekanol 11,92 Ci16H340
. Miktar
Fonksiyonel Grup (%)
Terpen 59,37
Aromatik Bilesik 6,37
Siklik Olefin 3,84
Karboksilik Asit 0,43
Benzopiran 9,42
Alkol 16,74
Acil Halojenlr 3,82
Toplam 99,99

B. bituminosa bitkisinin metanol ekstresinde 35 bilesik
tanimlanmistir (Cizelge 3). B. bituminosa bitkisinin
metanol ekstresinde 1-Tetradekanol (%41,38),
Tetratetrakontan (%10,38), Oktadekanoik asit biitil esteri
(%5,54) ve 4-[4-(2-metilpropil) fenil]-N-(3,4-
metilendioksi)-tiazol-2-amin (%5,47) bilesikleri yuksek
konsantrasyonda bulunmustur. Bu bilesikler fonksiyonel
gruplarina gore degerlendirildiginde; metanol

ekstresindeki ana bilesenleri alkoller (%48,97), alkanlar
(%14,90), yag asidi esterleri (%6,56) ve esterler (%6,55)
olusturmustur (Cizelge 3).

Cizelge 3. B. bituminosa bitkisinin metanol ekstresinde bulunan
kimyasal bilesenler.

I Miktar Kapal
No RT Bilesikler (%) Formil
1 55,587 E-1>- 0,73 C17H3,0
Heptadesenal
2 61,862 Psoralen 2,00 C11H6O3
(2,2)-9,12-
3 63,716 Oktadekadien-1- 3,88 CigH340
ol
4 64,596 Angesin 4,50 C11HeO3
5 68,753 n-Eikosan 1,02 CaoHa2
6 72,384 ”'Hekzzg‘:kano'k 076  CigH3:0:
7 74,344 Oktadekanoik asit 0,71 Ci8H360-2
8 76,570 1-Dokosanol 1,46 C2oHg60
9 83,554 n-Nonadekan 1,04 CigHa0
10 87,273 Eikosanoik asit 0,63 C20H4002
11 88,978 1-Trikosanol 0,95 Ca3H4s0
12 94,264 Henekosan 0,80 Ca1Haa
13 97,264 Dokosanoik asit 0,23 C22H440,
n-
14 98,534 Hentriakontanol 0,40 CaiHeaO
15 102,681 1-Eikosanol 0,90 Cy0H420
16 104,231 Metil lignoserat 0,51 Ca5Hs5002
17 104613  Dr(2etihekal) 1,65  CaHssOq
izoftalat
18 104,870 (Z)-9-Okt?desen 0,71 CigH3sN
amit (6]
19 105,781 Cis—ll—Eikosen 0,60 CaoH3gN
amit (0]
20 106,533 Butil sterat 5,47 C22H4402
21 107,878 Skualen 0,27 C3oHso
4-[4-(2-
metilpropil) fenil]-
22 109,441 N-(3,4- 547  CooHoN:
. L 0,5
metilendioksi)-
thizol-2-amin
2-Bromoakrilik
23 110,092  asit 2,6-di-t-bitil- ag0  CistasBr
. . . (0]]
4-metil fenil esteri
24 110,910 1-Tetradekanol 41,38 Ci14H300
25 114,255 Nonakosan 1,66 Ca9Hgo
26 115,563 Oktadekanal 0,50 CigH360
27 116,108 Laurik asit2- 058  CiH30:
metilbitil esteri
n-
28 117,704 Tetratetrakontan 10,38 CasHoo
29 122886  Cisikloro-s- 095  CigHasCl
oktadesen
30 125,045 B-Sitosterol 0,50 Ca9Hs500
31 125,398 y-Sitosterol 2,42 C9Hs00
32 125,695 Gorgosterol 0,54 C30Hs500
(5a,16B)-D-
33 126,500 Norandrostan-16- 0,48 Cy0H3202
ol asetat
34 127,636  Lupeol 0,36 C30Hs500
35 129,595 izolongifolen 0,64 CisHaa
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Cizelge 3. (devami) B. bituminosa bitkisinin metanol
ekstresinde bulunan kimyasal bilesenler
. Miktar
Fonksiyonel Grup (%)
Aldehit 1,23
Benzopiran 6,50
Alkol 48,97
Alkan 14,90
Yag Asidi 2,33
Yag Asidi Esteri 6,56
Ester 6,55
Amit 1,31
Terpen 1,27
Azot, Kukurt ve
Oksijen Igeren
Heterosiklik el
Bilesik
Alken 0,95
Steroid 3,94
Toplam 99,98

Literatire bakildiginda; Libnan’da yetisen B. bituminosa
bitkisinin sinonimi olan P. bituminosa bitkisinde yapilan
GC-MS analizinde, metanol ekstresinde hekzadekanoik
asit metil esteri (%34,62), hekzan ekstresinde
izokaryofilen (%15,29) bilesikleri gbzlenmistir (Al Ayoubi
vd. 2018). Yaptigimiz ¢alisma ile kiyasladigimizda metanol
ekstresinde  1-Tetradekanol (%41.38) ve hekzan
ekstresinde Tetradekan (%10.02) ana bilesik bulmamiz iki
bitkinin ~ farkhh  ortamda  yetismis  olmasindan
kaynaklandigini distindiirmistiir. Usai vd. (2021)'nin
yaptiklari galismada ispanya’nin ii¢ farkl bélgelerinden
topladiklari B. bituminosa var. bituminosa bitkisinin GC-
MS metoduyla ugucu bilesiklerin analizinde, Llano del
Beal bolgesinden toplanan bitkide ana bilesik karyofilen
(%34,47), Calnegre bolgesinden topladiklari bitkide ana
bilesik cis,cis-9,12-oktadekadien-1-ol (%15,76) ve San
Cristobal de la laguna bolgesinden topladiklari bitkide ana
bilesik (cis,cis)-9,12-oktadekadien-1-ol (%11,06) seklinde
bulunmustur. Bunun yani sira yine ayni ¢alismada,
Kanarya Adalar’nin iki bolgesinden toplanan B.
bituminosa var. albomarginata bitkisinin  GC-MS
metoduyla ugucu bilesiklerin analizinde, Caleta de Famara
bolgesinde toplanan bitkide ana bilesik (cis,cis)-9,12-
oktadekadien-1-ol (%14,96) ve Arecife bodlgesinde
toplanan bitkide ana bilesik lauril alkol (%13,83)
bulunmustur. Usai vd. (2021) yaptigi calismaya benzer
sekilde, c¢alismamizda da, bitkinin diklorometan
ekstresinde karyofilen ve (Z,2)-9,12-oktadekadien-1-ol
temel bilesik olarak tespit edilmistir.

Antibakteriyel aktivite calismalarinda, karbon zincirinin
uzunlugu ile aktivitenin arttig (Kabelitz vd. 2003; Lansfort
vd. 1960; Mates 1974); tetradekan, hekzadekan,
nonadekan, henekosan ve eikosan gibi uzun zincirli
karbon bilesiklerinin, antibakteriyel aktiviye sahip oldugu
literatirde (Begum vd. 2016) bildirilmistir. Naeim vd.
(2020)'nin yaptig bir galismada, C. pumilio bitkisinde

alkanlarin ana bilesen oldugu kloroform ekstresinin
antibakteriyel aktivite yiksek bulunmustur. Calismamizda
da alkanlarin ana bilesen oldugu hekzan ekstresinde
antibakteriyel aktivite yliksek bulunmustur.

Bu g¢alismada iki Gram pozitif ve iki Gram negatif bakteri
kullanilmigtir. Bitki ekstrelerinin bu bakteriler Gzerindeki
etkisi, agar plak Uzerinde olusturduklari zon caplar
Olculerek degerlendirilmistir (Sekil 1). Zon caplari Cizelge
4’te verilmistir.

Cizelge 4. Bitki ekstrelerinin farkli bakteriler Uzerindeki
antibakteriyel etkileri (Zon ¢aplari, mm)
Metanol Dikloro Hekzan Gentami
metan sin ”
E. coli 8,75+ 0,354 9,25+ 32,4+ 16
1,061 0,283
P. 8,50 £ 0,00 18,20+ 17,65+ 22
aeruginos 0,141 0,354
a
S. aureus 8,50 £ 0,00 17,05 17,0 20
0,354 +0,707
E. faecalis 8,50 + 0,00 18,5+ 13,75 19
0,424 11,061
P-degeri 0,479 0,000 0,000

Zon gaplari ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.
* EUCAST, 2020

Bu calismada denenen bakteriler, patojen suslari olan,
ozellikle ginimizde hastane kaynakh enfeksiyonlar
acisindan ve bir ya da daha fazla antibiyotige direng
kazanmis suslarinin varligindan dolayi 6nemli olan
bakterilerden secilmistir. Bu bakteriler insanlarda normal
flora Gyeleri olmakla beraber, immiin yetmezligi olan
hastalar basta olmak Uzere firsatgi patojen 6zellik
gostermekte ve hastalarda ciddi anlamda tehlikeli
enfeksiyonlara sebep olabilmektedirler (Gulbandilar
2009; Jang vd. 2017).

Calismanin sonuglari hekzan ekstresinin denenen tim
bakteriler lizerinde antibakteriyel etkisi olmakla beraber
ozellikle E. coli Gizerinde ¢ok yiiksek antibakteriyel etkisi
olugunu ortaya koymustur (p<0,05). Bunun aksine,
metanol ekstresinin bu ¢alismada kullanilan bakterilerin
higbiri Uzerinde antibakteriyel etkisi gozlenmemistir
(p>0,05) (Sekil 1). Diklorometan ekstresinin etkisine
bakildiginda ise, hekzanin aksine E. coli Gzerindeki etki
diger bakteriler lizerindeki etkiden ¢cok daha duslktir
(Cizelge 4). Antibiyotik maddelerin bakteriler izerindeki
etkisi farkli mekanizmalar Uzerinden gerceklesmektedir.
Bazi bakteriler hiicre membrani ve hiicre duvari sentezi
Uzerinde etkili olurken, bazi antibakteriyel maddeler
bakteri hicresindeki protein sentezini inhibe ederek
bakterinin Gremesini engellemektedir. Bazi maddeler ise
hiicrede folik asit metabolizmasini engellerken bazilari ise
niikleik asitlerin sentezini durdurabilirler. Ornegin,
Gentamisin antibiyotigi bakterilerde ribozomun 30S alt
birimine baglanarak bakteride protein sentezine
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midahale ederek bakteri bliylimesini engeller (Fitzgerald
ve Newquist 2013; Yan vd. 2021). Bu c¢alismada da farkli
¢Ozucller kullanilarak elde edilen ekstrelerin, bakterilerde
farkli mekanizmalara mudahale ettigi dusindlebilir.
Bununla birlikte tlire 6zgu yapisal ve genetik farkliliklar da
bakterilerin fakli maddelere farkli tepki vermelerine
sebep olmaktadir.

Sekil 1. Bitki ekstraktlarinin farkli bakteriler Uzerindeki

antibakteriyel etkisi.

B. bituminosa antibakteriyel etkileri olan bioaktif
molekiiller iceren bir bitkidir. Farkli solventler kullanilarak
bu bitkiden elde edilen ekstraktlarin biyolojik aktiviteleri
Uzerine bir¢ok g¢alisma yapilmistir. Biyoaktif bilesiklerin
ekstraksiyonunda solvent segimi kritik bir Sneme sahiptir
(Ngo vd. 2017). Etanol, metanol ya da etil asetat gibi polar
¢Ozucller  hidrofilik  bilesiklerin  ekstraksiyonunda
secilirken, daha lipofilik olanlar icin diklorometan tercih
edilir. Bazi durumlarda, hekzan klorofillerin
ekstraksiyonunda kullanilabilmektedir (Cos vd. 2006;
Sasidharan vd. 2011). Yapilan bir c¢alisma, fakh B.
butiminosa genotiplerinin farkli gelisme evrelerinde
yapraklardan elde edilen etanol ekstrelerinin o6zellikle
Gram pozitif bakteriler olmak (izere farkli bakteriler
Uzerinde antibakteriyel etkisi oldugunu gostermistir.
Ciceklenme doneminde elde edilen ekstrelerin da daha
yuksek antibakteriyel etkisi oldugu bildirilmistir (Darcan
vd. 2021). Ayrica, yapilan c¢alismanin sonuglari, farkli
genotiplerde ve farkli blylime evrelerinde farkli sekonder
metabolit Gretimi ile antibakteriyel etkinin degisebilecegi
de vurgulamaktadir.

Azzouzi vd. (2014)'nin yaptiklari ¢ahsmada B.
bituminosa’nin toprak Ustd kisimlarindan elde edilen etil
asetat, n-bitanol ve diklorometan ekstrelerinin
antibakteriyel etkisini arastirmislar ve bu c¢ozlciler
arasinda en yliksek antibakteriyel etkiyi diklorometan
kullanarak elde ettikleri ekstrelerde gozlemlemislerdir.
Bizim c¢alismamizda da diklorometan ile elde edilen
ekstrelerin  denenen  tim  bakteriler  Gzerinde
antibakteriyel etkisi oldugu aciktir (Cizelge 4).

Yakin zamanda yapilan baska bir calisma Plumbago
zeylenica bitkisinde 6zellikle E. coli ve S. aureus lzerinde

yuksek antibakteriyel etkisi oldugunu henekosan
bilesiginin varhigi ile agiklamislardir (Vanitha vd. 2020). Bu
baglamda, caligmamizda da hekzan ekstresinin diger
ekstrelere gore daha yilksek antibakteriyel aktivite
gosterme sebebi olarak, uzun zincirli bir hidrokarbon olan,
tetradekan bilesiginden kaynaklanacagini
dislindurmistiir. Bu hipotezimiz, literatir ile de uyum
saglamistir (Begum vd. 2016).

4. Sonuglar ve Tartisma

Calismada, B. bituminosa bitkisinin Soxhlet ekstraksiyon
metodu kullanarak elde edilen hekzan, diklorometan ve
metanol ekstrelerinin GC-MS ile kimyasal bilesenleri tayin
edilmistir. Ham ekstrelerinin

Ayrica, antibakteriyel

aktivite testleri gergeklestirilmistir.

B. bituminosa bitkisinin ham ekstrelerinin kimyasal
bilesenleri Cizelge 1, Cizelge 2 ve Cizelge 3’te rapor
edilmistir. Hekzan ekstresinde bulunan fonksiyonel
gruplar, aromatik bilesik, alkol, sikloalkan, keton, tiyol,
azot iceren heterosiklik bilesik, alkil halojendr, alkan,
alken, terpen, fenolik bilesik, aldehit olmak Uzere, otuz
dort bilesik gozlenmistir. Diklorometan ekstresinin
fonksiyonel gruplari, terpen, aromatik bilesik, siklik olefin,
karboksilik asit, benzopiran, alkol, agil halojeniir olup,
otuz sekiz bilesik tayin edilmistir. Metanol ekstresinde
bulunan fonksiyonel gruplar, aldehit, benzopiran, alkol,
alkan, yag asidi, yag asidi esteri, ester, amit, terpen, azot,
kiikirt ve oksijen iceren heterosiklik bilesik, alken, steroid
olmak Uzere otuz bes bilesik belirlenmistir. B. bituminosa
bitkisinin GC-MS analizinde ana bilesik olarak, hekzan
Tetradekan  (%10,02), diklorometan
1-Hekzadekanol (%11,92) ve metanol
ekstresinde de 1-Tetradekanol (%41,38) bulunmustur.
Calismamiz, B. bituminosa bitkisiyle yapilan literattirdeki
diger calismalarla kiyaslandiginda, Usai vd. (2021) yaptigi
calisma ile benzer temel bilesikler (karyofilen ve (Z,2)-
9,12-oktadekadien-1-ol) tespit edilmistir. Bunun yani sira,
Al Ayoubi vd. (2018) B. bituminosa bitkisiyle yapmis
oldugu GC-MS c¢alismasinda buldugu bilesiklerin bizim
yaptigimizda buldugumuz bilesiklerle 6rtismemesi; iki
ayni bitki tdrGnin farkh toprak, iklim ve cografi
kosullardan oldugunu diistindirmustdr.

ekstresinde
ekstresinde

Antibakteriyel aktivite testleri, 2 Gram negatif ve 2 Gram
pozitif bakteri kullanarak zon c¢aplar Olgllerek
gerceklestirilmistir (Cizelge 4, Sekil 1). Test sonuglarina
bakildiginda, B. bituminosa'nin hekzan ekstresinde diger
iki ekstreye (diklorometan ve metanol) gore daha iyi
sonug gozlenmistir.

Bitkilerden elde edilen ham ekstreler ile bu ekstrelerden
izole edilen bioaktif molekiller ve bu molekillerin sahip
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olduklari biyolojik aktivite galismalari glinimiizde 6nem

kazanmistir. Bunun Uzerine ¢alismamizdaki sonuglar
degerlendirildiginde, B. bituminosa bitkisinin ham
ekstrelerinde antibakteriyel MIC testi ve bioaktif

molekullerin izolasyonu igin gelecekte yapilacak olan bir
¢alisma igin 151k tutacaktir.

Etik Standartlar Bildirgesi
Yazarlar tim etik standartlara uyduklarini beyan ederler.

Yazarlik Katki Beyani

Yazar 1: Kaynaklar, Arastirma, Deney, Yazma - orijinal
Gorsellestirme, Yazma — orijinal taslak

Yazar 2: Kaynaklar, Arastirma, Deneyleme, Bigimsel analiz, Dogrulama,
Metodoloji, Gorsellestirme, Yazma — orijinal taslak,

taslak

Cikar Catismasi Beyani
Yazarlarin bu makalenin igerigiyle ilgili olarak beyan edecekleri higbir
¢ikar gatigmasi yoktur.

Verilerin Kullanilabilirligi
Bu c¢alisgma sirasinda olusturulan veya analiz edilen tim veriler,
yayinlanan bu makaleye dahil edilmistir.
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