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GİRİŞ

Günümüzde bilimsel araştırmaların temelinde sadece 
hastaları bireysel anlamda iyileştirmek değil, aynı zamanda 
toplumu etkileyen kitlesel sağlık sorunlarına çok yönlü 
çözümler üretmek ve bunlarla mücadelede rol oynayacak yeni 
kaynakların tespiti yatmaktadır. Bu amaçla birçok hastalık 
için sentetik çözümler sunulmasına karşılık toplumdaki 
sentetik ürünlerin tümü zararlı gibi kaygılar bu çözümleri 
şüpheli hale getirmektedir. Bu bağlamda bitkilerin tıbbi 
özelliklerine yönelik çalışmalar oldukça hız kazanmıştır.

Bitkilerin tıbbi özelliklerinin ortaya konulduğu çalışmalar 
değerlendirildiğinde, bitkiler tarafından üretilen “sekonder 
metabolit” olarak nitelendirilen bileşiklerin bu tıbbi 
özelliklerden sorumlu ana etken grup olduğu rapor 
edilmiştir. Son yıllarda özellikle beslenmede meyve ve sebze 
tüketimi ile kanser, kardiovasküler hastalıkları gibi kronik 
hastalıklara yakalanma riski arasında ters bir ilişki bulunduğu 
belirtilmiştir. Bu durumun özellikle sekonder metabolitlerden 
kaynaklandığı ve bu bileşikler içerisinde fenolik bileşiklerin 

ÖZ

Bu çalışmanın amacı, Centaurea pterocaula bitkisinden elde 
edilen üç özütün (etil asetat, metanol ve su) antioksidan 
kapasiteleri, mutajenik/antimutajenik özellikleri ve enzim 
inhibitör etkilerini değerlendirmektir. Özütlerin antioksidan 
özellikler radikal giderme (süpürme) (DPPH testi), indirgeme 
gücü (FRAP ve CUPRAC testleri), fosfomolibdat ve metal 
şelatlama testleri gibi in vitro antioksidan yöntemler 
kullanılarak araştırıldı. Özütlerin enzim inhibitör etkiler 
kolinesteraz, tirozinaz, amilaz ve glukozidaza karşı test edildi. 
Ames testi özütlerin mutajenik/antimutajenik özelliklerini 
göstermek için kullanıldı. Metanol özütünün en güçlü radikal 
giderme (31.06 mgTE/g özüt) ve indirgeme gücüne (CUPRAC 
testinde 66.95 mgTE/g özüt  ve FRAP testinde 51.03 mgTE/g 
özüt) sahip olduğu tespit edildi. Ayrıca, etil asetat özütü 

glikozidaz enzimi hariç test edilen tüm enzimlere karşı en 
güçlü etkiyi sergiledi. Özütlerin toplam fenolik ve flavonoid 
içerik sırasıyla 15.77-25.22 mg GAE/g özüt ve 0.67-31.44 mg 
RE/g özüt aralıklarında değiştiği bulundu. Test edilen özütlerin 
hiçbirinde mutajenik etki görülmezken, bazı örneklerin önemli 
oranda antimutajeniteye sahip olduğu tespit edildi. Metabolik 
aktivasyon (S9) varlığında etil asetat ve metanol özütlerinin 
2-aminofloren’e karşı 5000 µg/plak dozlarda çok güçlü (sırası ile 
% 92 ve % 92) antimutajenik etkiye sahip oldukları bulundu. Bu 
çalışmanın sonuçlarına göre, C. pterocaula yeni nutrasötik veya 
farmasötiklerin geliştirilmesinde potansiyel bir kaynak olarak 
düşünülebilir.

Anahtar kelimeler: Centaurea pterocaula, antioksidan, enzim 
inhibisyonu, antimutajenite, doğal ajanlar.
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diğer bileşenlere kıyasla daha etkin rol aldıkları rapor edilmiştir 
(1-3). Fenolikler yapılarında aromatik halkaya bağlı bir veya 
daha fazla hidroksil grubu içerirler ve flavonoidler, fenolik 
asitler, stilbenler ile lignanlar olarak dört temel sınıfa ayrılırlar 
(4). Sağlıklı bir yaşam için flavonoidlerin diyetle alınması 
gerektiği ve bu durumun kalp damar sistemi üzerine olumlu 
etkiler gösterdiği belirtilmektedir. Örneğin, damar sistemi ile 
ilgili bozuklukların tedavisinde rutin ve hesperidinin etkin 
rol oynadığı gözlenmiştir. Fenolik bileşiklerin bu etkileri 
antioksidan özelliklerinden kaynaklandığı ileri sürülmüştür 
(5-7). 

İnsan çevresi sürekli olarak mutajenik ve karsinojenik 
ajanlarla karşılaşmakta ve bu etkenlerin ortamdan 
uzaklaştırılması oldukça uğraştırıcı ve zor bir tablo ortaya 
koymaktadır. Son zamanlarda, bitkiler ve bitkisel bazı 
metabolitlerin antimutajenik potansiyele sahip bileşiklerin 
ana kaynakları olduğu kabul edilen bir gerçektir. Hatta 
bazı sekonder bitkisel metabolitler, genotoksik ajanlara 
karşı koruyucu etki göstermektedir. Bu antimutajenler ve 
antikarsinojenler, karsinojenik işlem basamaklarının birini ya 
da birkaçını inhibe ederek kanser oluşumunu önleyebilir (8). 
Bu bağlamda pek çok bitki türü antimutajenik potansiyelleri 
yönünden araştırılmıştır (9, 10).

Türkiye florası aromatik bitkilerin kaynağı olarak da büyük 
önem taşır ve ülkemizde yaklaşık 3000 civarında aromatik 
bitki olduğu varsayılmaktadır. Ülkemizde tıbbi amaçlı 
kullanılan bitki sayısı tam olarak bilinmemekle birlikte, 500 
civarında olduğu tahmin edilmekte ve yaklaşık 200 tıbbi 
bitkinin ihraç potansiyelinin olduğu belirtilmektedir. Tüm bu 
belirtilen noktalar dikkate alındığında Anadolu’da geleneksel 
halk hekimliğine birçok hastalığın tedavisinde şifa kaynağı 
olarak başvurulmaktadır. Ancak, geleneksel halk hekimliği 
hakkında bilimsel veriler oldukça sınırlıdır (11).

Asteraceae familyasının Centaurea cinsi dayanıklı, otsu, tek, 
iki veya çok yıllık yaklaşık 500 tür içerir ve Asya, Avrupa ve 
Kuzey Amerikanın birçok kısmında dağılım gösterir (12). 
Ülkemizde bu cins 179 türle temsil edilir ve bu türlerden 
111 tanesi endemik olup endemizm oranı %61’dir (13). Bu 
endemizm oranı ile Türkiye florasında bünyesinde en çok 
endemik tür bulunduran 3. cins konumundadır ve bu durum 
bitkinin gen merkezinin Türkiye olduğunun bir göstergesidir. 
Bu cinse ait birçok tür geleneksel halk hekimliğinde 
kullanılmaktadır. Örneğin, C. drabifolia, C.pulchella ve C. 
solsitalis abse, hemoroid ve soğuk algınlığı tedavisinde, C. 
aspera kan şekerini düşürücü, C. behen sarılık tedavisinde 
ve afrodizyak olarak, C. calcitrapa diüretik, temizleyici, tonik 
etkili ve sarılık ile soğuk algınlığı tedavisinde, C. cyanus ise 
diüretik, kan durdurucu olarak kullanılmaktadır. Ayrıca, C. 

acaulis, C. centaurium, C. cyanus, C. monantha, C. nigra, C. 
salonitana ve C. scabiosa anti-kanser ve anti-tümor özelliklere 
sahiptir (14, 15). Centaurea cinsine ait bazı türlerin çeşitli 
kısımlarının fitokimyasal ve biyolojik aktiviteleri bilimsel 
çalışmalarla ortaya konulmuştur (16). 

Centaurea cinsine ait bazı türlerin halk hekimliğinde yoğun 
olarak kullanılmasından dolayı, bu cinse ait olan diğer 
türlerin biyolojik özelliklerinin tespiti oldukça önem arz 
etmektedir. Ayrıca bu türlerin etken maddelerinin izole 
edilerek, farmakolojik olarak değişik amaçlarla kullanılan 
hazır ürünler halinde sunulabileceği belirtilmektedir (17).  
Bu bağlamda bu çalışmada C. pterocaula’dan elde edilen 
üç özütün antioksidan, antimuajenik özellikleri ve çeşitli 
farmakolojik enzimleri inhibe etme potansiyellerinin 
araştırılması amaçlanmıştır. C. pterocaula’nın antioksidan 
bazı antioksidan özellikleri rapor edilmiş (18) olmasına 
rağmen mevcut çalışma oldukça kapsamlı olup, mutajenik/
antimutajenik aktivite ve enzim inhibisyonları açısından ilk 
olma özelliği taşımaktadır.

GEREÇ ve YÖNTEMLER

Bitki materyali ve özütlerin çıkarılması

Centaurea pterocaula bitkisi, 2014 yılı Ağustos ayında Konya 
ili Cihanbeyli ilçesi Gölyazı ile Günyüzü köyleri arasından 
toplandı. Bitkinin botanik tanımlaması Selçuk Üniversitesi 
Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü Öğretim Üyesi Dr. Evren 
Yıldıztugay tarafından yapıldı (Örnek No: EY 2976). Bitkinin 
toprak üstü kısımları toplanarak gölgede kurutulduktan 
sonra değirmende iyice toz haline getirildi.  Bitkinin etil 
asetat ve metanol özütleri, 10 g öğütülmüş bitki materyali 200 
ml çözücü ile oda sıcaklığında 24 saat karıştırılmasıyla elde 
edildi. Özütlerin çözücüleri rotary-evaporator kullanılarak 
uzaklaştırıldı. Su özütü için ise 10 g öğütülmüş bitki tohumları 
300 ml kaynar su ile 15 dk karıştırıldı ve liyofilize edildi.

Toplam Fenolik Madde Tayini

Yöntemde, bitkisel özütlerden (2 mg/ml) 250 µl deney 
tüplerine alındı ve sonra her bir tüpe 1ml Folin-Ciocalteu 
reaktifi (1:9 oranında seyreltilmiş) ilave edildi. Ardından 
her bir tüpe 750 µl %1’lik Na2CO3 çözeltisinden eklendi. 
Karışımlar oda sıcaklığında karanlıkta 2 saat bekletildikten 
sonra 765 nm’de absorbansları ölçüldü (Shimadzu UV-1800). 
Aynı işlemler standart olarak kullanılan gallik asit için de 
tekrarlandı. Bitkilerin fenolik madde içeriği g özütte gallik 
asit eş değeri (mg GAE/g) olarak verildi (19).

Toplam flavonoid madde tayini

Yöntemde, bitkisel özütlerden (1 mg/ml)  1 ml µl deney 
tüplerine alındı ve sonra her bir tüpe 1ml metanolik AlCl3 
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çözeltisi ilave edildi. 10 dakika bekledikten sonra 415 nm’de 
karışımın köre karşı absorbansı belirlendi. Aynı işlemler 
standart flavonoid olan rutin için de yapılarak rutine ait 
kalibrasyon eğrisi çizildi. Sonuçta özütlerin toplam flavonoid 
madde içerikleri g özütte rutin eş değer (mg RE/g) olarak 
verildi (20).

DPPH radikal giderme (süpürme) aktivitesinin 
belirlenmesi

Bitkisel özütlerin DPPH radikali süpürme aktivitesi 
Sarikurkcu (21)’ye göre yapıldı. Metanolik DPPH çözeltisi 
%0.004’lük olacak şekilde hazırlandı. Bitkisel özütlerin 1 
ml’si hazırlanan DPPH çözeltisinin 4 ml’si ile karıştırıldı. 
Tüpler ağızları kapatılıp kuvvetlice karıştırıldıktan sonra oda 
sıcaklığında karanlıkta 30 dakika bekletildi. Bu süre sonunda 
absorbanslar 517 nm’de okundu. Aynı işlemler troloks için 
de yapıldı ve bitkisel özütlerin DPPH radikalini giderme 
(süpürme) aktiviteleri g özütte troloks eş değer olarak verildi 
(mgTEs/g).

FRAP testi

FRAP testinin uygulanmasında öncelikle FRAP reaktifi 
hazırlandı. FRAP reaktifi, 0.3 M, pH’sı 3.6 olan asetat 
tamponu, 10 mM TPTZ ve 20 mM FeCl3’ün 10:1:1 oranında 
karıştırılması ile hazırlandı. Bitkisel özütlerin 0.1 ml’si 
hazırlanan FRAP reaktifinin 2 ml’si ile karıştırıldı ve oda 
sıcaklığında 30 dakika inkübasyona bırakıldı. Karışımların 
absorbansları 593 nm’de okundu. Testin sonuçları g özütte 
troloks eşdeğer olarak değerlendirildi (mgTE/g) (22). 

CUPRAC testi

Yöntemde bitkisel özütlerden 0.5 ml alındı ve her bir deney 
tüpüne 1 ml CuCl2.2H2O (10 mM), 1 ml amonyum asetat (1 
M; pH:7) ile 1 ml neokuproin (7.5 mM) çözeltileri eklendi. 
Tüpler ağızları kapalı bir biçimde oda sıcaklığında karanlıkta 
30 dakika bekletildi. Bu süre sonunda absorbansları 450 
nm’de okundu. Testin sonuçları g özütte troloks eşdeğer 
(mgTE/g) olarak yorumlandı (23).

Fosfomolibdat testi

Bu Yöntemde 2 mg/ml konsantrasyonunda bitkisel 
özütlerden 0.3 ml bir tüpe alındı ve bunun üzerine reaktif 
çözeltisinden (0.6 M H2SO4, 28 mM Na2HPO4.12H2O ve 4 
mM amonyum molibdat) 3 ml eklendi. Tüpler kuvvetlice 
karıştırılıp 95°C’de 90 dakika inkübe edildi. İnkübasyon 
sonunda çözeltilerin absorbansı 695 nm’de okundu. Aynı 
işlemler standart antioksidan olarak kullanılan troloks için 
de yapıldı. Antioksidan aktivite g özütte troloks eşdeğeri 
(mmolTE/g) olarak hesaplandı (24). 

Metal şelatlama aktivitesi

Örneklerin Fe2+ iyonlarını şelatlama kapasiteleri Dinis ve 
ark. (25) yöntemine göre belirlendi.  İçerisinde 2 ml bitkisel 
özüt (1 mg/ml) bulunan deney tüplerine 2 mM 0.05 ml FeCl2 

çözeltisi ilave edildi. Tepkime 0.2 ml 5 mM ferrozin ilavesiyle 
başlatıldı. Tüpler karıştırıldıktan sonra oda sıcaklığında 
10 dakika inkübasyona bırakıldı ve daha sonra 562 nm’de 
absorbans ölçümü yapıldı. Aynı işlemler şelatlayıcı ajan olan 
EDTA içinde yapıldı. Testin sonuçları g özütte EDTA eş değer 
olarak değerlendirildi (mg EDTA/g).

Enzim İnhibisyonuna Yönelik Testler

Anti-kolinesteraz aktivitesi

Kolinesteraz inhibitör aktivite Ellman’s yöntemi kullanılarak 
96 kuyucuklu mikroplakalarda ölçülmüştür (26). 
Mikroplakadaki kuyucuklara 2 mg/ml konsantrasyondaki 
50 µl bitki özütü, 125 µl DTNB (5,5-Ditiyo-bis(2-
nitrobenzoik) asit), 25 µl Tris-HCl tamponun (pH 8.0)’da 
hazırlanmış AChE veya BChE enzim çözeltisi konuldu. Bu 
karışım oda sıcaklığında 15 dakika bekletildikten sonra 
25 µl asetiltiyokolin iyodür (ATCI) veya butiriltiyokolin 
iyodür (BTCI) eklendi. Benzer şekilde, AChE veya BChE 
enzim çözeltisi olmadan hazırlanmış tepkime reaktiflerine 
örnek çözeltisi eklenerek kör hazırlandı. Örnek ve körlerin 
absorbansları oda sıcaklığında 10 dakika inkübe edildikten 
sonra 405 nm de okundu. Körlerin absorbansları örneklerden 
çıkarılarak gerçek absorbanslar elde edilidi. Kolinesteraz 
inhibitör aktiviteleri g özütte galantamine eşdeğer olarak 
hesaplandı (mg GALAE/g).

Anti-amilaz aktivitesi

α-amilaz inhibitör aktivite Caraway-Somogyi iyot/potasyum 
iyodür (IKI) yöntemi kullanılarak gerçekleştirildi (8). 
Mikroplakadaki kuyucuklara 25 µl örnek çözelti ve fosfat 
tamponunda (pH 6.9, 6 mM sodyum klorür) hazırlanmış 50 µl 
α- amilaz çözeltisi eklendi ve 37 ºC de 10 dakika inkübe edildi. 
Daha sonra inkübe edilmiş örneklere % 0.05’lik 50 µl nişasta 
çözeltisi ilave edildi. Benzer şekilde, α-amilaz enzim çözeltisi 
olmadan hazırlanmış reaksiyon reaktiflerine örnek çözeltisi 
eklenerek kör hazırlandı. Karışım 37 ºC de 10 dakika inkübe 
edildi. 1 M 25 µl HCI ilave edilerek reaksiyon durduruldu ve 
bunu takiben 100 µl iyot-potasyum iyodür çözeltisi eklendi. 
Örnek ve körlerin absorbansları 630 nm de okundu. Körlerin 
absorbansları örneklerden çıkarılarak gerçek absorbanslar 
elde edilidi. α-Amilaz inhibitör aktiviteleri g özütte akarboza 
eşdeğer olarak hesaplandı (mmol AKAE/g).
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Anti-glukozidaz aktivitesi

Mikroplakadaki kuyucuklara 50 µl örnek çözelti, 50 µl 
glutatyon, fosfat tamponunda (pH: 7.0) çözünmüş 50 µl 
α-glukozidaz çözeltisi ve 50 µl PNPG (4-p-nitrofenil-α-D-
glukopiranozid) eklenerek 37°C de 10 dakika inkübe edildi. 
Benzer şekilde, α- glukozidaz enzim çözeltisi olmadan 
hazırlanmış reaksiyon reaktiflerine örnek çözeltisi eklenerek 
kör hazırlandı. Reaksiyon 0.2 M 50 µl sodyum karbonat 
konularak tamamlandı. Örnek ve körlerin absorbansları 
400 nm de okundu. Körlerin absorbansları örneklerden 
çıkarılarak gerçek absorbanslar elde edilidi. α- Glukozidaz 
inhibitör aktiviteleri g özütte akarboza eşdeğer olarak 
hesaplandı (mmolAKAE/g) (27).

Anti-tirozinaz aktivitesi

Tirozinaz inhibitör aktivite L-DOPA ‘nın substrat olarak 
kullanıldığı dopakrom yöntemi ile ölçüldü. Mikroplakadaki 
kuyucuklara 25 µl örnek çözelti, 40 µl tirozinaz çözeltisi 
ve 100 µl fosfat tamponu (pH 6.8) eklendi. Bu karışım 
25°C’de 15 dakika bekletildikten sonra 40 µl L-DOPA 
konuldu. Benzer şekilde, tirozinaz enzim çözeltisi olmadan 
hazırlanmış tepkime reaktiflerine örnek çözeltisi eklenerek 
kör hazırlandı. Örnek ve körlerin absorbansları 10 dakika 
oda sıcaklığında inkübe edildikten sonra 492 nm de okundu. 
Körlerin absorbansları örneklerden çıkarılarak gerçek 
absorbanslar elde edildi. α-Glukozidaz inhibitör aktiviteleri 
akarboza eşdeğer olarak hesaplandı. Körlerin absorbansları 
örneklerden çıkarılarak gerçek absorbanslar elde edildi. 
Tirozinaz inhibitör aktiviteleri g özütte kojik asite eşdeğer 
olarak hesaplandı (mgKAE/g) (28).

Mutajenite/Antimutajenite testi

Çalışmada kullanılmak üzere mutant Salmonella 
typhimurium test suşları TA98 ve TA 100 Selçuk Üniversitesi, 
Fen Fakültesi, Biyoloji Bölümü, Mikrobiyoloji Araştırma 
Laboratuvarından temin edildi. Bu suşlardan TA98 çerçeve 
kayması mutasyonlarını tespit ederken, TA100 suşu ise baz 
çifti değişimi mutasyonlarını belirlemede kullanılmaktadır. 
Centaureae özütlerinin toksik dozlarının belirlenmesi amacı 
ile Dean ve ark. (29) tarafından belirlenen yöntem kullanıldı.

Özütlerin potansiyel mutajenik etkilerini belirlemek 
amacı ile Salmonella/mikrozom test sistemi kullanıldı. 
Çalışmada Maron ve Ames (30) tarafından önerilen plak 
inkorporasyon yöntemi uygulandı. Mililitresinde yaklaşık 
1-2x109 bakteri içeren gecelik taze bakteri kültüründen100 
µl, S9 karışımından 500 µl (veya 500 µl fosfat tamponu) 
ve son olarak farklı dozlarda bitki özütlerinden 100 µl 
alınarak, 45°C’de bekletilen 2.5 ml hacimdeki üst agara 

eklendi. Kısa süreli çalkalama işleminin ardından karışım 
önceden hazırlanan minimal glukoz agarlı plaklara döküldü 
ve hızlı bir şekilde çevrilerek yüzeye yayıldı. Katılaşmanın 
ardından plaklar 37°C’de 48-72 saat inkübe edildi (31). 
Bu sürenin sonunda plaklardaki geri dönen (revertant) 
koloniler sayılarak kaydedildi. Çalışma esnasında pozitif 
kontrol plakları olarak S9 yokluğunda TA98 suşu için 4-nitro 
fenilendiamin (4-NPDA) ve S9 varlığında 2-aminofloren (2-
AF) kullanıldı. TA100 suşu için S9 yokluğunda sodyum azid 
(SA) ve S9 varlığında 2-aminoantrasen (2-AA) kullanıldı. 
Negatif kontrol plakları olarak özütlerin çözüldüğü dimetil 
sülfoksit içeren plaklar da hazırlandı. Sadece bakteri içeren 
revertant plakları da ayrıca hazırlandı. Test edilen özütlerin 
S. typhimurium TA 98 ve TA 100 üzerinde herhangi bir 
mutajenik etkisinin olabilmesi için, her özüt ile eşzamanlı 
olarak hazırlanan kontrol plaklarındaki (0 dozu) koloni 
sayısının; maksimum sayılarının iki katından fazla veya iki 
katına yakın değerlerde olması gerekmektedir (30).

Antimutajenite deneyinde ise iki test suşu üzerinde mutajen 
olduğu bilinen maddelerin, mutajenik etkilerinin bitki 
özütleri tarafından inhibe edilme oranları belirlenmektedir. 
Bu amaçla Maron ve Ames (30) tarafından önerilen ve Zengin 
ve ark. (8) tarafından modifiye edilmiş yöntem kullanıldı. 
Kısaca; 100 µl bakteri kültürü (1-2x109 bakteri/ml), 100 µl 
farklı dozda bitki özütü, 100 µl pozitif mutajen çözeltisi ve 500 
µl S9 karışımı ya da fosfat tamponu (S9’suz deney için), 2.5 ml 
üst agar içerisine ilave edildi. Karışım vorteks ile çalkalanarak 
minimal glukoz agar plakalarının yüzeyine dökülerek hızlı 
bir şekilde yayıldı. Plaklar 37°C’de 48-72 saat inkübasyona 
bırakıldı ve bu sürenin ardından revertant koloniler sayıldı. 
İçerisinde bitki özütü olmayan ve sadece bakteri ve mutajenik 
madde ilave edilen plaklarda mutajenite oranı %100 (yani %0 
antimutajenite) olarak belirlendi. Özütlerin antimutajenite 
oranları ise [(A-B)/(A-C)]x 100 formülü ile hesaplandı. Bu 
formülde A= Bakteri+mutajen plağındaki revertant koloni 
sayısı; B=Bakteri+mutajen+özüt plağındaki revertant 
koloni sayısı; C=Kendiliğinden geri dönen revertant koloni 
sayısını (sadece bakteri plağı) ifade etmektedir (10). Buradan 
elde edilen sonuçlara göre % 0-25 aralığındaki inhibisyon: 
zayıf antimutajenite veya aktivite yok; %26-40 aralığındaki 
inhibisyon: orta dereceli antimutajenite; %40 ve üzeri 
inhibisyon: güçlü antimutajenite olarak belirlendi (32).

İstatistik değerlendirme

Bütün testler üç tekrarlı deneyler yapılarak gerçekleştirildi 
ve sonuçlar üç tekrarlı deneylerin ortalaması ve standart 
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sapması olarak verildi. Sonuçlar arasındaki anlamlılık testleri 
SPSS v22. programı kullanılarak ANOVA varyans analizi 
yardımıyla %95 güven aralığı seçilmek suretiyle (α=0.05) 
Tukey testiyle belirlendi. 

BULGULAR VE TARTIŞMA

Antioksidan kapasite

Bitkilerin antioksidan kapasitelerinin değerlendirilmesi 
üzerine çok sayıda çalışma yapılmasına karşılık antioksidan 
kapasiteyi tümüyle yansıtan tek bir metot geliştirilememiştir. 
Bu nedenle farklı kimyasal test sistemleri kullanılarak 
antioksidan kapasitenin tümüyle yorumlanması 
gerekmektedir. Bu noktadan hareketle çalışmamızda farklı 
antioksidan test sistemleri kullanılmış ve her bir özüt için 
ayrıca toplam fenolik ve flavonoid içerik hesaplanmıştır.

Çalışılan özütlerin toplam fenolik ve flavonoid içerikleri 
sırasıyla Folin ve AlCl3 metotları kullanılarak belirlenmiştir. 
Toplam fenolik ve flavonoid içerik bakımından en zengin özüt 
olarak metanol özütü belirlenmiş ve bunu sırasıyla etil asetat 
ile su özütü takip etmektedir (Tablo 1). Çalışmamızı doğrular 
nitelikte birçok çalışmada da metanol özütü fenolik içerik 
bakımından en zengin özüt olarak nitelendirilmiştir (33, 34). 
Centaurea üyeleri üzerine yapılan çeşitli çalışmalarda toplam 
fenolik içerik rapor edilmiştir (35-37).

Tablo 1. C. pterocaula özütlerinin toplam fenolik ve flavonoid 
içerikleri ile DPPH radikal giderme aktivitesi

Özütler Toplam fenolik 
içerik (mgGA-
E/g özüt)

Toplam flavono-
id içerik (mg-
RE/g özüt)

DPPH radikal gi-
derme aktivitesi 
(mgTE/g özüt)

Etil 
asetat

22.47±0.10b* 20.62±0.12b 13.93±0.95c

Metanol 25.22±0.20a 31.14±0.34a 31.06±0.72a

Su 15.77±0.15c 0.67±0.02c 18.35±0.70b

* Üç paralel ölçümün ortalaması±standart sapma. GAE: gallik asit 
eşdeğeri; RE: rutin eşdeğeri; TE: trolox eşdeğeri; abc Aynı sütundaki 
farklı harfe sahip gruplar arasındaki fark istatistiki olarak önemlidir 
(ANOVA, Tukey HSD, p<0.05).

Bitkilerin antioksidan kapasitelerinin değerlendirildiği 
çalışmalarda en az bir serbest radikal kullanılarak bu 
radikalin bitki özütü tarafından ne oranda giderildiği 
hesaplanmaktadır. Bu radikaller içerisinde en yaygın olanı 
DPPH’dir. Stabil bir radikal olan DPPH mor renklidir 
ve antioksidan moleküllerden bir elektron alarak sarı 
pikrilhidrazil formuna dönmektedir. Bu dönüşüm 
spektrofotometrik olarak 515-517 nm’de takip edilmektedir. 
Çalışmamızda C. pterocaula özütlerinin DPPH giderme 
kapasiteleri araştırılmış ve Tablo 1’de sunulmuştur.  Serbest 
radikal giderimi bakımından en zengin özüt 31.06 mgTE/g 
özüt ile metanol özütüdür. Bununla birlikte su ve etil asetat 
özütleri için bu değer 18.35 ve 13.93 mgTE/g özüt olarak 
bulunmuştur. Metanol özütünde gözlenen bu güçlü aktivite 
fenoliklerin yüksek seviyeleri ile açıklanabilir ve bu durum 
çeşitli çalışmalarda da rapor edilmiştir (38, 39). Centaurea 
üyelerinin serbest radikal giderme (süpürme) etkinliği 
üzerine çeşitli çalışmalarda rapor edilmiştir (40-42) ve bu 
çalışmalarda genellikle yarısının süpürüldüğü konsantrasyon 
IC50 hesaplanmıştır. Bu bağlamda çalışmamızın sonuçlarını 
önceki raporlarla karşılaştırmak olanaksızdır.

İndirgeme gücü antioksidan kapasitenin değerlendirilmesinde 
önemli bir indikatör olarak düşünülmektedir ve bu anlamda 
çalışmamızda CUPRAC ve FRAP testleri uygulanmıştır.  
Çalışılan özütlerin indirgeme güçlerine bakıldığında 
her iki test sisteminde de metanolün en güçlü aktiviteye 
sahip olduğu görülmektedir (Tablo 2). Bu durum özütteki 
fenoliklerin yüksek seviyesi ile açıklanabilir. Fosfomolibdat 
testi asidik ortamda antioksidan bileşikleri Mo6+ yi Mo5+’ya 
indirgemesine ve bu durumun 695 nm’de izlenmesine dayanır. 
FRAP ve CUPRAC testlerine benzer şekilde fosfomolibdat 
testinde de metanol özütü en güçlü aktiviteyi sergilemiştir.

Geçiş metalleri lipid peroksidasyonunda bir katalizör olarak 
görev almakta ve dolasıyla bunların etkisiz hale getirilmesi 
önemli bir antioksidan mekanizma olarak kabul edilmektedir. 
Bu bağlamda C. pterocaula özütlerinin metal şelatlama 
yetenekleri ferrozin test sistemi kullanılarak belirlenmiştir 
(Tablo 2). Çalışılan özütlerden su özütü en güçlü metal 
şelatlama yeteneğine sahiptir. Bununla birlikte metanol 
özütü en zayıf şelatlama aktivitesi sergilemiştir. Bu durum 
diğer antioksidan test sistemleri ile farklılık göstermektedir. 
Bu durum su özütünde fenolikler dışındaki diğer şelatlayıcı 
ajanların varlığı ile açıklanabilir. Benzer sonuçlar çeşitli bitki 
özütleri içinde rapor edilmiştir (43, 44). Literatür taraması 
yapıldığında çeşitli Centaurea türleri için metal şelatlama 
özelliğinin rapor edildiği görülmüştür (35, 45).



Uysal ve ark.
Centaurea pterocaula özütleri potansiyellerinin incelenmesiMarmara Pharm J 20: 232-242, 2016 237

Tablo 2. C. pterocaula özütlerinin indirgeme gücü, metal 
şelatlama ve fosfomolibdenum aktiviteleri

Özütler CUPRAC 
(mgTE/g 
özüt)

FRAP (mg-
TE/g özüt)

Metal 
Şelatlama 
(mgEDTA-
E/g özüt)

Fosfomo-
libdenum 
(mmolTE/g 
özüt)

Etil 
asetat

49.48±0.53b* 32.71±0.31c 17.88±0.81b 1.92±0.11a

Meta-
nol

66.95±1.31a 51.03±0.86a 15.47±0.34c 2.11±0.12a

Su 45.37±0.37c 43.12±1.12b 21.27±0.08a 0.74±0.03b

* Üç paralel ölçümün ortalaması±standart sapma. EDTAE: EDTA 
eşdeğeri; TE: trolox eşdeğer,  abc Aynı sütundaki farklı harfe sahip 
gruplar arasındaki fark istatistiki olarak önemlidir (ANOVA, Tukey 
HSD, p<0.05).

Enzim inhibitör potansiyeli

Günümüzde birçok faktöre bağlı olarak çeşitli hastalıklar 
küresel boyuta ulaşmıştır. Bunların başında Alzheimer 
hastalığı ve diyabet gelmektedir. Bu hastalıkların görülme 
oranı son yıllarda önemli artışlar göstermiştir. Örneğin, 
Amerika’da her 67 saniyede bir kişi Alzheimer’a yakalanmakta 
ve bu durumun 2050’de 33 saniyeye düşmesi beklenmektedir 
(46). Ayrıca, günümüzde 366 milyon insan diabetten 
etkilenirken bu sayının 2050’de 552 milyona yükselmesi 
beklenmektedir (47). Bu bağlamda bu hastalıkların 
tedavisine yönelik yeni stratejilerin ortaya konulması büyük 
önem arz etmektedir. Bu stratejiler arasında en çok kabul 
göreni anahtar enzimlerin inhibisyonudur. Bu teoriye göre 
hastalıkların patolojisinde rol oynayan anahtar enzimler 
inhibe edilerek hastalıktan kaynaklanacak semptomların 
hafifletilmesi sağlanır. Örneğin, asetilkolinesteraz sinaptik 
boşlukta asetil ve kolinin parçalanmasını katalize eder. 
Alzheimer hastalarında bu enzimin inhibe edilmesi ile 
bilinçsel fonksiyonların artırılması sağlanır ve bu durum 
kolinerjik hipotez olarak isimlendirilir (48). α-Amilaz 
ve α-glukozidaz enzimleri şeker metabolizmasının temel 
enzimleri olup bunların faaliyeti sonucu kan glukoz seviyesi 
yükselmektedir. Bu anlamda, bu enzimlerin inhibe edilmesi 
diyabette kan glukoz seviyesinin kontrolünde önemli bir 
mekanizmadır (49). Yine tirozinaz enzimi melanin sentezinin 
en önemli enzimidir ve bu enzimin inhibe edilmesi deri 
hastalıklarının kontrolünde temel yoldur (50). Bu bağlamda 
çok çeşitli enzim inhibitörleri (kolinesteraz için galantamin, 
amilaz ve glukozidaz için akarboz, tirozinaz için kojik asit) 
sentetik olarak üretilmiştir. Bununla birlikte bu sentetik 
inhibitörlerin sindirim sistemi bozukluklara yol açması ve 

hepatotoksik özellikleri bunların kullanımlarını kaygılı hale 
getirmiştir (51-53). Bu noktadan hareketle bitkisel kaynaklı 
doğal inhibitörlere olan ilgi her geçen gün artmaktadır.

Çalışmamızın kapsamında C. pterocaula özütlerinin 
enzim inhibisyon kapasiteleri spektrofotometrik 
metotlarla araştırılmış ve sonuçlar Tablo 3’ de verilmiştir. 
Çalışılan özütlerin kolinesteraz inhibisyon aktiviteleri 
karşılaştırıldığında, etil asetat ve metanol özütleri 
asetilkolinesteraz üzerine benzer etkinlik sergilemiştir. 
Bununla birlikte yalnızca etil asetat özütü butirilkolinesteraz 
üzerine aktiftir. Tirozinaz inhibisyonuna bakıldğında yine 
etil asetat ve methanol özütlerinde inhibisyon aktivitesi 
gözlenirken su özütü tirozinaz üzerine etkili değildir. 
Amilaz inhibisyonu bakımından en güçlü özüt etil asetat 
iken glukozidaz üzerine en etkin özüt metanoldür. Genel 
itibariyle su özütü enzim inhibisyonları bakımından en zayıf 
özüt olarak tespit edilmiştir. Centaurea üyelerinin enzim 
inhibisyonları üzerine çeşitli çalışmalar olmasına karşılık (35, 
54, 55), C. pterocaula için herhangi bir veri bulunmamaktadır.

Tablo 3. C. pterocaula özütlerinin enzim inhibitör 
potansiyelleri

Özütler AChE 
İnhibisyonu 
(mgGALA-
E/g özüt)

BChE 
İnhibisyonu 
(mgGALA-
E/g özüt)

Tirozinaz 
İnhibisyonu 
(mgKAE/g 
özüt)

Amilaz 
İnhibisyonu 
(mmo-
lACAE/g 
özüt)

Glukozidaz 
Inhibisyo-
nu (mmo-
lACAE/g 
özüt)

Etil 
asetat

1.87±0.01a* 1.07±0.01 56.72±0.15a 1.13±0.01a 0.66±0.01b

Metanol 1.87±0.01a - 35.45±0.08b 0.59±0.01b 0.92±0.01a

Su - - - 0.14±0.01c 0.57±0.01c

* Üç paralel ölçümün ortalaması±standart sapma. GALAE: 
galatamin eşdeğeri; KAE: kojik asit eşdeğer; ACAE: akarboz 
eşdeğeri; - aktivite yok. abc Aynı sütundaki farklı harfe sahip gruplar 
arasındaki fark istatistiki olarak önemlidir (ANOVA, Tukey HSD, 
p<0.05).

Mutajenik/Antimutajenik özellikler

Tablo 4’ de görüldüğü üzere mutajenite deneyi sonucu elde 
edilen tüm revertant koloni sayıları mutajenite limitlerine 
ulaşmadı. Diğer bir ifade ile Centaurea özütleri revertant 
koloni sayılarını, normalin iki katına yakın ya da iki katından 
fazla bir sayıya ulaştıracak bir etki göstermedi. Bu durumda 
Centaurea özütleri S9 varlığında ve yokluğunda yapılan 
Ames testi sonuçlarına göre TA98 ve TA100 suşları üzerinde 
mutajenik bulunmadı (Tablo 4).
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Antimutajenite açısından değerlendirildiğinde; Centaurea 
su özütlerinin TA98 suşu üzerinde S9 karışımı yokluğunda 
4-NPDA’ya karşı %40’ın üzerinde ve % 82’lere ulaşan oranlarda 
inhibisyon ortaya koyduğu dolayısı ile güçlü antimutajenik 
olduğu belirlendi (Tablo 5). Metanol özütünün 5000 ve 1000 
µg/plak dozlarında %49 ve %44 inhisiyon oranları ile güçlü 
antimutajenik olmasına rağmen, etil asetat öztününün tüm 
konsantrasyonlarda orta dereceli antimutajenik olduğu (%28, 
%26, %26) tespit edildi. S9 karışımı varlığında ise etil asetat 
ve metanol özütleri 2-AF’ye karşı 5000 µg/plak dozlarda çok 
güçlü (sırası ile %92 ve %92) antimutajenik aktivite ortaya 
koydu. Buna rağmen su özütü sadece 5000 µg/plak dozunda 
orta dereceli antimutajenik olarak belirlendi (%39 inhibisyon) 
(Tablo 5). Su özütünün TA100 suşu üzerinde S9 karışımı 
yokluğunda SA’ya karşı sırası ile %58, %58 ve %61 inhibisyon 
oranları ile güçlü antimutajenik aktiviteye sahip olduğu 
görüldü. Etil asetat özütü SA’ya karşı 5000 µg/plak dozunda 
S9 yokluğunda %46 inhibisyon oranı ile güçlü antimutajenik 

olarak belirlenmesine rağmen, aynı dozda metanol özütü 
%30 inhibisyon ile orta dereceli antimutajenite gösterdi. 
S9 karışımının ilavesi ile metanol ve etil asetat özütlerinin 
inhibisyon oranlarının yükseldiği görüldü. 2-AA’ya karşı bu 
oranlar 5000 µg/plak dozunda etil asetat için %91 ve metanol 
için %87 olarak tespit edildi. Aynı zamanda etil asetat özütü 
1000 µg/plak dozunda da % 68 inhibisyon oranına yükselerek 
güçlü antimutajenik aktiviteye sahip olduğunu gösterdi. Su 
özütlerinde ise hem TA98 hem de TA100 suşları üzerinde 
S9 karışımı ilavesi, S9 yokluğunda elde edilen inhibisyon 
oranlarını oldukça düşürerek 2-AF ve 2-AA’ya karşı zayıf 
antimutajenik olarak değerlendirilmelerine sebep oldu. 
Sonuç olarak C. pterocaula özütlerinin, baz çifti değişimi ve 
çerçeve kayması mutasyonlarını tetikleyen mutajenlere karşı 
önemli oranda inhibisyona yani antimutajenik aktiviteye 
sahip oldukları Salmonella/mikrozom testi (Ames testi) ile 
ortaya kondu.

Tablo 4. C. pterocaula özütlerinin S9 varlığında ve yokluğunda S. typhimurium TA98 ve TA100 suşları üzerindeki mutajenik 
aktiviteleri

Konsantrasyon (µg/plak) His+ revertant sayıları (revertant/plak)
TA 98 TA 100

S9 (-) S9 (+) S9 (-) S9 (+)

*Negatif kontrol 100 µl/plak 28±2a 35±6a 113±6a 120±6a

®Pozitif kontrol 513±81b 4560±164b 4642±132b 4876±175b

Centaurea etil asetat
0 36±5a 41±4a 154±10ac 165±8c

5000 35±3a 44±4a 156±1c 138±10a

1000 40±2a 38±5a 144±12a 153±13ac

500 38±3a 41±3a 109±2a 143±16a

Centaurea metanol
0 36±5a 41±4a 154±10ac 165±8c

5000 28±9a 35±5a 123±38ac 142±11ac

1000 44±2ac 39±6a 132±21ac 137±16a

500 51±2c 44±3a 171±36c 154±9ac

Centaurea su

0 36±5a 41±4a 154±10ac 165±8c

5000 34±2a 39±5a 141±3a 145±23a

1000 49±5ad 45±4a 160±14ac 158±19ac

500 42±1ad 40±6a 118±20a 147±22ac

* Negatif kontrol: DMSO (100 µl/plak) S. typhimurium TA98 ve TA100 suşları için S9 varlığında ve yokluğunda negatif kontrol olarak 
kullanıldı.
® Pozitif kontroller: 
2-Aminofloren (7.5 µg/plak) TA98 suşu için S9 varlığında pozitif indirek mutajen olarak kullanıldı; 4-nitro-O-fenilendiamin (5 µg/plate) 
TA98 suşu için S9 yokluğunda pozitif direk mutajen olarak kullanıldı.
2-Aminoanthracene (5 µg/plate) TA100 suşu için S9 varlığında pozitif indirek mutajen olarak kullanıldı; Sodium azid (5 µg/plate) TA100 suşu 
için S9 yokluğunda pozitif direk mutajen olarak kullanıldı.
abc Aynı sütundaki farklı harfe sahip gruplar arasındaki fark istatistiki olarak önemlidir (ANOVA, Tukey HSD, p<0.05).
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SONUÇ

Günümüzde değişen hayat şartları ve beslenme 
alışkanlıklarına bağlı olarak kronik ve dejeneratif hastalıklara 
yakalanma riski her geçen gün artış göstermektedir. Bu 
noktadan hareketle, bu durumun minimize edilmesi bilim 
dünyasının ana konularından biridir. Bu bağlamda, bitkiler 
ve onların sergiledikleri biyolojik aktiviteler, yeni ilaç ve 

gıda formülasyonlarının geliştirilmesinde oldukça yararlı bir 
havuz olarak görülmektedir. Bu temelde gerçekleştirdiğimiz 
çalışmamızın sonucunda, etil asetat ile metanol özütü 
etkin antioksidan, enzim inhibitör ve antimutajenik 
etkiler sergilemiştir. Güvenli ve etkin fonksiyonel ajanların 
tespitinin önemli olduğu günümüzde, Centaurea pterocaula 
doğal ajanların önemli bir kaynağı olarak düşünülebilir.

Tablo 5. C. pterocaula özütlerinin S9 varlığında ve yokluğunda S. typhimurium TA98 ve TA100 suşları üzerinde, mutajen 
maddelere karşı belirlenen revertant koloni sayıları ve inhibisyon oranları 

Konsant-
rasyon (µg/

plak)

His+ revertant sayıları (revertant/plak)
TA 98 TA 100

S9 (-) % inhi-
bisyon S9 (+) % inhi-

bisyon S9 (-) % inhi-
bisyon S9 (+) % inhi-

bisyon
*Negatif 
kontrol 100 µl/plak 32±3a 45±5a 135±9a 151±14a

®Pozitif 
kontrol 530±17b 0 3100±171b 0 2022±48b 0 5244±148b 0

Centaurea 
etil asetat

0 29±2a 53±4a 163±12a 169±9a
5000 389±15c 28 305±9c 92 1160±25c 46 606±30c 91
1000 401±71bc 26 1962±205bc 37 1467±80c 30 1798±40d 68
500 400±50bc 26 3534±666c 0 1606±43c 22 3299±574bd 38

*Negatif 
kontrol 100 µl/plak 32±3a 45±5a 135±9a 151±14a

®Pozitif 
kontrol 530±17b 0 3100±171b 0 2022±48b 0 5244±148b 0

Centaurea 
metanol

0 29±2a 53±4a 163±12a 169±9a
5000 284±31c 49 304±7c 92 1462±25c 30 805±6c 87
1000 311±73c 44 2647±365b 15 1622±79bc 22 4611±383b 12
500 335±7c 39 3847±67b 0 1593±195bc 23 5245±197b 0

*Negatif 
kontrol 100 µl/plak 45±5a 45±5a 151±14a 151±14a

®Pozitif 
kontrol 3100±171b 0 3100±171b 0 5244±148b 0 5244±148b 0

Centaurea 
su

0 53±4a 53±4a 169±9a 169±9a
5000 590±24c 82 1901±398c 39 2281±60c 58 4913±98b 7
1000 654±22c 80 3527±70b 0 2313±16c 58 5014±160b 5
500 611±82c 82 3396±666b 0 2153±117c 61 4939±177b 6

* Negatif kontrol: DMSO (100 µl/plak) S. typhimurium TA98 ve TA100 suşları için S9 varlığında ve yokluğunda negatif kontrol olarak 
kullanıldı.
® Pozitif kontroller: 
2-Aminofloren (7.5 µg/plak) TA98 suşu için S9 varlığında pozitif indirek mutajen olarak kullanıldı; 4-nitro-O-fenilendiamin (5 µg/plak) 
TA98 suşu için S9 yokluğunda pozitif direk mutajen olarak kullanıldı.
2-Aminoanthracene (5 µg/plak) TA100 suşu için S9 varlığında pozitif indirek mutajen olarak kullanıldı; Sodium azid (5 µg/plak) TA100 suşu 
için S9 yokluğunda pozitif direk mutajen olarak kullanıldı.
abcd Aynı sütundaki farklı harfe sahip gruplar arasındaki fark istatistiki olarak önemlidir (ANOVA, Tukey HSD, p<0.05).
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