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1. Proje Ozeti (Proje Tanimi)

Crassulaceae familyasina ait Graptopetalum paraguayense E. Walther ana vatani Arizona ve
Meksika olan ¢igekli bir bitki tiiridiir. Tayvan’da sebze olarak kullanilan G. paraguayense
Cin’de ise bitkisel ilag olarak kullanilir. G. paraguayense karaciger rahatsizliklarini hafifletme,
kan basincini diistirme ve kanser hiicrelerini inhibe etme gibi ¢esitli 6zelliklere sahiptir.
(Chung,2005; Duh, 2011)

Liliaceae familyasina ait Ornithogalum bitkisinin bilinen 25 tiirii bulunmaktadir. Orta
Karadeniz bolgesinde yetisen Ornithogalum umbellatum L. (Sakarca), boyu 20-30 cm arasinda
degisen otsu ve soganli bir bitki olup bdlge halki tarafindan tiiketilen yabani bitkilerin basinda
gelmektedir. (Yilmaz, 2019).

Bu ¢alismayla, Graptopetalum paraguayense ve Ornithogalum umbellatum gibi yayilis
gosterdikleri bolgelerde yerel gida olarak tiiketilen bazi bitkilerin farkli kisimlarinin metanol ve
etil asetat ekstraktlarinin toplam fenolik igerikleri, DPPH (1,1'-difenil-2-pikrilhidrazil) ve SOD
(Stiperoksit dismutaz) aktiviteleri ile asetilkolinesteraz (AChE), biitirilkolinesteraz (BuChE),
a-glukozidaz ve tirozinaz enzimleri tizerindeki inhibisyon etkilerinin arastirtlmasi ve bu
bitkilerin hem ilag hammaddesi olarak kullanilabilirliginin hem de fonksiyonel bir gidaya
doniisebilme potansiyellerinin belirlenmesi amag¢lanmistir.

Arastirma sonunda her iki bitki tiiriinlin farkli kissmlarinda farkl diizeylerde kimyasal
aktiviteler belirlenmistir. Ozellikle O.umbellatum toprak alt1 etil asetat ekstraktinda ortaya
cikan yiiksek a-glukozidaz inhibisyonu, bitkinin bu kisminin fonksiyonel bir gida eldesi igin
hammadde olarak kullanilabilecegini gostermistir. Bundan yola ¢ikilarak sakarca oziitleri
katkili siitlerden elde ettigimiz yogurtlarda yaptigimiz analizler sonucunda a-glukozidaz
inhibisyonu basta olmak {izere tirozinaz ve asetilkolin esteraz inhibisyonlar1 belirlemis olmamiz
bu bitkinin basta Diyabet hastalari olmak tzere Parkinson ve Alzheimer gibi saglik
problemlerinin tedavilerine destek sunabilecek fonksiyonel yogurtlarin iiretimi igin bir kaynak
olabilecegini gostermistir.

2. Problem Durumunun Tanimlanmasi:

Alzheimer ilerleyen yaslarda beyinde sinir sistemi hasarina yol acan bir hastaliktir. Bu
hastalik kavrama bozuklugunun yami sira hafiza problemlerine ve davranigsal anomalilere
neden olmaktadir (Pendlebury ve Solomon 1994, Roberson ve Harrell 1997). Alzheimer’in
sebebi tam olarak bilinmemekle birlikte, kabul edilen en gegerli hipotez, ‘kolinerjik hipotez”
olarak adlandirilan néromediator asetilkolin (ACh) miktarindaki eksikliktir (Grossberg, 2003;
Nordberg ve Svensson, 1998). Bu nedenle, sinaptik bosluktaki ACh miktarini diisiiren
asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BuChE) enzimlerinin inhibisyonu Alzheimer
tedavisinde kullanilir (Cheraif ve ark., 2020). Ote yandan, oksidatif strese neden olan serbest
radikal tiirleri (ROS), Alzheimer da dahil olmak iizere bir¢ok hastaligin patolojisi ile iligkilidir
(Soholm, 1998). ROS'un hiicresel yaslanmaya ve néronal hasara katkis1 bulunmaktadir. (Sastre
ve ark., 2000). Bu bilgilere gore Alzheimer’a kars1 kullanilabilecek herhangi bir ajan igin,
antioksidan aktivitesi ve enzim inhibitorii olmasinin olduk¢a avantajli oldugu goriilmektedir.

Myastenia Gravis (MG), noromiiskiiler kavsakta bulunan asetilkolin reseptorlerine
baglanan antikorlarin sebep oldugu; yorgunluk, néromiiskiiler son plakta sinyal iletiminin
bozulmas1 ve kas giicslizliigli gibi sonuglari olan otoimmiin bir hastaliktir (Biricik, 2016).
MG’nin tedavisinde asetilkolinesteraz inhibitorleri, hastaliin agirlagtigi evrelerde ise



plazmaferez, kortikosteroid ve immiin sistemini zayiflatici ilaglar kullanilmaktadir (Erkal,
2006).

Tirozinaz, sa¢ ve deri rengini tayin eden melanin biyosentezinde 6nemli bir yere sahiptir.
Tirozinaz inhibisyonu, melanin hiperpigmentasyonu ile bagmtili cesitli deri hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir (Dogan, 2019). Dopamin ndrotoksisiteye de neden olan tirozinaz,
Parkinson hastaligiyla iliskilendirilebilir. Beyinde dopaminerjik noéron fakirliginden
kaynaklanan Parkinson hastaligi norodejeneratif hastaliktir. Bu nedenle Parkinson hastalig1 i¢in
ilag gelistirilmesinde tirozinaz inhibisyonu giindeme gelmistir (Giiven ve ark., 2020).

Ince bagirsagin i¢ kismindaki zara bagli bir enzim olan glukozidaz, disakkaritler ve
oligosakkaritleri glukoza hidroliz etmektedir. Karbonhidrat sindiriminin en son adimini o-
glukozidaz gergeklestirdigi icin o-glukozidaz inhibitorleri, karbohidratlarin sindiriminin
tamamlanmasini1 geciktirmektedir (Tekin, 2018). Hiperglisemi (seker yiiksekligi), diyabet
nedeniyle ortaya ¢ikan, viicudun gesitli bolgelerinde 6nemli hasarlara yol agan bir hastaliktir.
Kandaki glikoz seviyesinin kontrolii diyabetin tedavi yollarindan biridir. a-glukozidaz
inhibisyonu, seker emilimini ve sindirimini yavaslattigindan diyabet igin etkili bir tedavi
yontemidir. a-glukozidaz inhibitorleri diyabetin insiiline bagli olmayan tiiriinde etkilidir.
Antidiyabetik ilaglarin ¢ogunu a-glukozidaz inhibitorleri olusturmaktadir. Bu ilaglar yan
etkileri yiiziinden talebi tam olarak karsilayamamaktadir (Altiirk, 2019).

Giliniimiizde Alzheimer hastaliginin ve Myastania gravis hastaliginin tedavisinde kullanilan
ilaclarin gastrointestinal anomaliler ve hepatoksisite gibi ciddi yan etkileri nedeniyle kullanimi
onemli Ol¢iide azalmaktadir (Colovic ve ark., 2013). a-amilaz ve a-glukozidaz enzim inhibitori
olan akarboz, vogliboz ve miglitol, diyabet tedavisinde kullanilan ilaglardandir. Akarboz,
Aktinoplan bakteri tiirlerinin fermantasyonu ile uzun ve zahmetli bir yontemden sonra elde
edilen bir ilag etken maddesidir. Bu ilacin sindirim sistemi iizerine yan etkileri bulunmaktadir
(Suyundikov, 2020). Ayrica akarbozun diyabet tedavisinde a-glikozidaz inhibitorii olarak
kullanim1 sirasinda bireylerin bdbrek ve karacigerlerinde ortaya ¢ikan toksik yan etkiler
sebebiyle karbonhidrat sindirim enzimlerini inhibe edecek dogal alternatiflere ihtiyac
duyuldugu bildirilmistir (Ince ve Cagindi, 2020) Yukarida belirtilen hastaliklarin tedavisinde
cesitli ilaglar kullanilmaktadir ve bu ilaglarin yan etkileri oldugu bilinmektedir. Bu yan etkiler
hastaligin seyrini olumsuz etkileyebilmekte, hayat kalitesini oldukca diistirebilmektedir. Bu
nedenle alternatif zararsiz hammaddelere olan ihtiya¢ artmistir. Bizde bu problemden yola
cikarak cesitli bitkiler tizerinde c¢alismalar yapilarak, bu bitkilerin yukarida bahsedilen
hastaliklarin glinimiizde gegerli tedavi yontemleri yani enzim inhibisyonlari arastirilabilir diye
diistindiik.

3. Coziim

Gegmiste bircok bitkinin ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in kullanildigi bilinmektedir.
Giliniimiizde de hastaliklarin tedavisinde ve ileride karsilagilabilecek hastaliklarin 6nlenmesinde
bitkilerin kullanim1 her gecen giin artmaktadir. Bu nedenle son dénemde bitkilerin kimyasal
kimliklerini belirlemeye yonelik ¢alismalar hiz kazanmistir (Y1lmaz, 2019).

Insan sagligina yan etkileri bulunan farkli ilaglar igin alternatif arayislar: devam etmektedir.
Bu nedenle farkli bitkiler iizerinde kimyasal arastirmalar yapilmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu
bitkilerin insan saglig1 i¢in 6énemli enzimler lizerindeki inhibitor potansiyelleri belirlenebilir,
yeni ilag hammaddeleri bulunabilir ve elde edilecek olumlu sonuglarla alternatif fonksiyonel
gidalarin tretilebilir hipoteziyle yola ¢ikilarak, Diyabet, Parkinson ve Alzheimer gibi ¢cagimizin



hastaliklarina,  yetistirildikleri ~ bolgelerde  gida  olarak  tiiketilen — Graptopetalum
paraguayense(Sedef) ve Ornithogalum umbellatum(Sakarca) bitkilerinin kimyasal 6zelliklerini
belirleyerek sunabilecekleri muhtemel katkilar1 belirlemeye calistik.
4. Yontem

Gerekli izinler alinildiktan sonra Ordu Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik ile Kimya Bolimii Laboratuvarlarinda yapilan deneysel uygulamalarin
gerektirdigi laboratuvar aygitlarinin kullanimi ve deneysel asamalarin bitirilmesi esnasinda
Kimya Béliimii Ogretim Uyesi Dog. Dr. Melek Col Ayvaz’m kilavuzluguna bagvurulmustur.

4.1.Materyal

Calisma i¢in gerekli Ornithogalum umbellatum (Sakarca) bitkisi Ordu ili koylii pazarindan
satin alinmistir. Graptopetalum paraguayense ise kendi bahgemizden temin edilmistir
(Fotograf 1).

Fotograf 1 Ornlthogalum umbellatum (Sakarca) ve Graptopetalum paraguayense bltkllerl
Elde edilen bitkiler yikandiktan sonra farkli kisimlarina ayrilarak, sicak hava iiflemeli Pratico
marka meyve-sebze kurutma makinesinde 40°C de sabit agirliga erisinceye kadar kurutma
islemine tabi tutulmuslardir (Fotograf 2).

Fotograf 2. Kurutma islemindeki bitkiler.

4.2 .Ekstraktlarin Eldesi

Ekstraksiyon i¢in, kurutulan Graptopetalum paraguayense bikisinin yapraklari ve govdesi
karl$t11‘101 ile ayri ayr1 toz haline getlrlldl (Fotograf 3)

Fotograf 3.Kurutulan G. paraguayense nin yaprak ve gévde kisimlari.

Coziici olarak saf metanol ve saf etil asetat kullanildi. 5 er gramlik kurutulmus Graptopetalum
yapraklar1 ve gdvdesi ayr1 kaplara konulduktan sonra iizerlerine 50 ml saf metanol eklenerek 2
¢ozelti olusturuldu. Ayni islem ¢oziicli olarak etil asetat kullanilip tekrarlanarak toplamda 4



farkl1 ¢ozelti hazirlandi. Cozeltiler 24 saat 25°C deki calkalamali su banyosunda ekstraksiyon
islemi icin bekletildi ve sonunda dekantasyon islemi yapildi (Fotograf 4). Bu islemden sonra
yaprak ve govdelerdeki etken maddelerin daha iyi bir sekilde ekstrakte olabilmesi igin
iizerlerine yine 50 ml etil asetat ve metanol ¢oziiciileri eklendi ve ¢alkalamali su banyosu ile 24
saat daha calkalandi. Ayni iglemin bir kez daha tekrarlanmasina takriben (72 saat sonra)
ekstraktlar filtre kagidi yardimi ile tortularindan ayrildi (Fotograf 5). Olusan filtratlardaki etil
asetat ve metanol coziiciileri 40 derecede 150rpm karistirma sikliginda Heidolph marka
evaporator sayesinde buharlastirildi. Kapta kalan etken maddelere yaprak- etil aseat i¢in 6.5ml,
yaprak-metanol i¢in 5ml, govde -etil asetat i¢in 3ml ve govde-metanol igin 6ml olmak iizere
son ¢oziicii metanol eklendi ve ultrasonik sesli su banyosu yardimiyla cam yiizeyde yapisik
halde bulunan numunelerin ¢oziinmesi saglandi1 ve kimyasal analizler i¢in hazir hale getirildi
(Fotograf 6).
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Fotograf 6.Evaporator islemi

Ornithogalum umbellatum bitkisinin yumrular1 ve yapraklari i¢in de aym siiregler farkli
Olciilerde olmak iizere tekrar edildi (Fotograf 7).
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Fotograf 7. Kurutularak toz haline getirilen Ornithogalum umbellatum bitkisi.
Baslangicta Ser gramlik yumrular i¢in 50 ml etil asetat ve 50 ml metanol eklenerek 2 farkl
¢ozelti, Ser gramlik yapraklar i¢cinde 100 ml etil asetat ve 100 ml metanol eklenerek totalde 4
farkli ¢6zelti olusturuldu (Fotograf 8).

Fotograf 8. Ornithogalum umbellatum bitkisinden ekstrakt eldesi siireci.
Evaporatorden sonraki son ¢ozelti hazirlama isleminde ise yumru-etil asetat i¢in 4ml, yumru-
metanol i¢in Sml, yaprak etil asetat icin 6ml ve yaprak metanol i¢in 10 ml metanol eklenerek
hazir hale getirildi.

4.3.Destilat Eldesi:

20 gram Graptopetalum paraguayense bitkisinin yapraklari kiigiik parcalara kesilerek 200
ml saf suya, bagka bir kapta govde parcalar1 ise 100ml saf suya eklendi. Hazirlanan karigimlar
damitma islemine tabi tutuldu (Fotograf 9).

3 oz

Fotograf 9. Destilat elde etme siireci.
20 gram Ornithogalum umbellatum bitkisinin yumru ve yapraklar kii¢iik parcalara ayrilarak
farkli kaplarda 100 ml saf suya eklendi. Damitma iglemine tabi tutuldu.
Iki bitkinin olusan destilatlar1 kimyasal analizler i¢in hazir hale geldi.
4.4.Kimyasal Analizlerde kullanilan maddeler

4.4.1. Kolinesteraz Inhibitor Potansiyellerinin Belirlenmesinde Kullanilan
Cozeltiler
Asetilkolin Iyodiir Cozeltisi, Biitiril Tiyokolin Klorit C6zeltisi, DTNB (5,5'-Ditiyobis (2-
nitrobenzoik asit) ¢ozeltisi, Galantamin Cozeltisi, Fosfat Tampon Cozeltisi

4.4.2.Tirozinaz Inhibitor Potansiyelinin Belirlenmesinde Kullamilan Cozeltiler
Fosfat Tampon Cozeltisi, L-DOPA ¢ozeltisi, Tirozinaz Enzim Cdzeltisi, Kojik Asit Cozeltisi



4.4.3.a-Glukozidaz Iinhibitor Potansiyellerinin Belirlenmesinde Kullanilan
Cozeltiler
Fosfat Tampon Cozeltisi, a-Glukozidaz ¢ozeltisi, p- Nitrophenil-a-D-glucopyranosid

4.4.4.Toplam Fenolik I¢ceriginin Belirlenmesinde Kullanilan Cézeltiler
1:10(v/v)’luk Folin-Ciocalteu Reaktifi, %2’lik Na,CO3 Cozeltisi, 0.125 mg/ml Gallik asit (GA)
Cozeltisi

4.4.5. DPPH Aktivitesinin saptanmasinda kullanilan ¢ozeltiler:
1,1'-difenil-2-pikrilhidrazil (C1sH12NsOs, DPPH) ¢ozeltisi

4.5. Kimyasal Analizler

4.5.1.Numunelerin Toplam Fenolik I¢eriginin Belirlenmesi

Folin-Ciocalteu metodu kullanilarak numunelerin fenolik igerigi belirlenmistir
(Singleton ve Rossi, 1965). Bu yontemde, numunelerdeki fenolik igerikler Folin-Ciocalteu
reaktifinin bulundurdugu fosfomolibdik-fosfotungistik ¢ozeltisini indirgeyerek mavi bir
kompleks haline gelir ve bu mavi renk spektrofotometrik olarak dlgiiliir. (Abdulkasim ve ark.,
2007). Gallik asit kullanilarak hazirlanan standart kalibrasyon egrisinden faydalanilarak,
numunelerin toplam fenolik madde igerikleri mg GAE/g numune cinsinden belirlenmistir.

Gallik asit kalibrasyon egrisi
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Sekil 1.Gallik asit kalibrasyon egrisi grafigi.

Sekil 1°deki standart kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in 0.125 mg/ml konsantrasyondaki
GA’nin degisen hacimlerini (son hacmi esitleyecek kadar su eklenmektedir) igeren test
tiiplerine 600 ul Folin reaktifi (FCR) (1:10) eklenmesinden sonra 10 dakika beklenir. 10 dakika
sonunda 500 pl %2 lik sodyum karbonat ¢ozeltisi ile karistirilir. Olusan karisim karanlik
ortamda 1 saat oda sicakliginda bekletilir ve her bir tiipiin absorbans1 760 nm de suya karsi
Olciiliir. Ayni islem numuneler icin de gerceklestirilir ve gallik asit konsantrasyonuna karsi
Olgiilen absorbans degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilen kalibrasyon egrisinden
yararlanarak numunelerin toplam fenolik icerigi gallik asit esdegeri olarak mg GAE/g numune
seklinde hesaplanmistir.

4.5.2.Numunelerde DPPH metodu ile antioksidan aktivite tayini

Incelenen &rneklerin antioksidan aktivitelerini test etmek igin ayrica DPPH serbest radikal
stiplirme aktivitesi yontemi de kullanilmistir. DPPH testi, hizli bir spektroskopik yontemdir.
Mor renkli ve kararli serbest radikal olan DPPH’1n metanol ¢6zeltisinin rengi, radikal siipiirticii
bilesenler hidrojen transferi sonucunda onlarin antioksidan giicline esdeger Ol¢iide farkhi
oranlarda agilarak sar1 renge dontigmektedir.

Numunelerin serbest radikal siipiirme etkinlikleri Sanchez-Moreno ve ark., (1998) tarafinca



kullanilan yonteme gore hesaplanmistir. Ekstraktlarin uygun miktarlarinin metanolde
hazirlanmis DPPH c¢ozeltisi ile birlestirilmesiyle olusan karisim karanlik ortamda oda
sicakliginda 30 dk. bekletilmistir. Metanole karst 517 nm de absorbans kaydedilmistir. Ayni
islemin askorbik asitin farkl1 konsantrasyonlari ile yapilmas1 ve her bir konsantrasyon i¢in siire
sonunda 517 nm de kaydedilen absorbans degerlerinin belirlenmesiyle konsantrasyona karsilik
absorbans grafigi cizilmistir (Sekil 2). Bu grafikten yararlanarak 6rneklerin DPPH radikali
stipiirme aktivitesi askorbik asit esdegeri mg AAE/ g numune olarak ifade edilmistir.

Askorbik Asit Standart Grafigi
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Sekil 2.DPPH Radikali siipiirme aktivitesini belirlemek i¢in standart askorbik asit kalibrasyon
grafigi.

4.5.3.Numunelerde Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi
Beauchamp ve Fridovich, (1971) tarafindan gelistirilen metoda gore, numunelerin siiperoksit
dismutaz aktiviteleri nitromavisitetrazozolyum (NBT)’un indirgenmesi ydntemiyle
belirlenmistir.
Reaksiyon karisimi 0.1 mM EDTA 50 pl, 13 mM 50 pl metiyonin, 75 uM 50 ul NBT, 2 uM
50 ul riboflavin ve numuneyi igerecek sekilde 50 mM fosfat tamponu (pH 7.8) iginde
hazirlanmis ve floresan kaynak (24 W) altinda 10 dakika siireyle reaksiyon gergeklestirildikten
sonra 151k kaynagi uzaklagtirilarak islem tamamlanmistir. Spektrofotometrede 560 nm’de,
NBT’nin 1sikla indirgenmesi takip edilmis numune yerine tampon igeren kor ile
karsilagtirilmistir.
Ayni1 iglem numuneler i¢in de gergeklestirilmis ve askorbik asit konsantrasyonuna karsi 6lgiilen
absorbans degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilen kalibrasyon egrisinden yararlanarak
numunelerin toplam SOD aktivitesi mg AAE/g numune cinsinden ifade edilmistir.

SOD Aktivitesi Grafigi
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Sekil 3. SOD kalibrasyon egrisi grafigi.
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4.5.4.Numunelerin a-glukozidaz Inhibitér Potansiyellerinin Belirlenmesi

Numunelerin a-glukozidaz inhibisyonunu belirlemek igin Saccharomyces cerevisiae
a-glukozidazi 0.1 mM pH 6.8 fosfat tampon ¢ozeltisi igerisinde 20 dakika 37 °C’de 6rneklerin
uygun miktarlari ile inkiibe edildi. Bu siire sonunda karisima substrat olarak p-nitrophenil-alfa-
d-glucopyranosid (pNPG) eklenerek 37 °C’de 30 dakika boyunca termal blok cihazinda
bekletilerek reaksiyonun gergeklesmesi saglandi. Reaksiyon 0,1 N 50 ul NaxCOz ilavesiyle
durduruldu. 405 nm dalga boyunda spektrofotometre cihaziyla absorbans degerleri belirlendi.
Ayni islem akarbozun farkli konsantrasyonlari ic¢in de gergeklestirilir ve akarboz
konsantrasyonuna karsi Olgililen absorbans degerlerinin grafige gegirilmesiyle elde edilen
kalibrasyon egrisinden yararlanarak numunelerin a-glukozidaz enzimi iizerindeki inhibisyon
derecesi mg AKE/gr numune olarak ifade edildi.

4.5.5.Numunelerin  Asetilkolinesteraz ~ ve  Butirilkolinesteraz  Inhibitor
Potansiyellerinin Belirlenmesi

Hazirlanan ekstraktlarin asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibitdr potansiyelleri
Ellman ve ark., (1961) tarafindan modifiye edilen spektrofotometrik yontem ile belirlenmistir.
Reaksiyon karisiminda, inhibitdr olarak test ettigimiz ekstraktlar, enzim kaynagi olarak yilan
balig1 asetilkolinesterazi ve at serum butirilkolinesterazi, substrat olarak ise asetil tiyokolin
iyodiir ve butiril tiyokolin klorid kullanilmistir. Reaksiyon karigimi 0.1 mM sodyum fosfat
tamponu (pH 8.0) igerisinde 0.2 M Ditiyobis nitrobenzoik (DTNB) asit ¢ozeltisi, 0.2 M
asetilkolinesteraz/butirilkolinesteraz ¢ozeltisi ve test edilen ekstraktlarin uygun miktarlarini
icerecek sekilde hazirlanip 15 dakika 25°C’da inkiibe edilmistir. Reaksiyon 0.2 M asetil
tiyokolin iyodiir/biitiril tiyokolin klorid ilavesiyle baslatilmigtir. Asetil tiyokolin iyodiir/biitiril
tiyokolin kloridin hidrolizi, DTNB’nin tiyokolinlerle reaksiyonu sonucunda sar1 renkli 5-tiyo-
2-nitrobenzoat anyonunun olusumuyla 412 nm’de dl¢iilmiistiir. Ayni islem standart inhibitor
galanatminin farkli konsantrasyonlar1 i¢in de gergeklestirilir ve galantamin konsantrasyonuna
kars1 olgiilen absorbans degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilen kalibrasyon egrisinden
yararlanarak numunelerin toplam inhibisyon aktivitesi mg GAE/gr numune cinsinden ifade
edildi.

4.5.6.Numunelerin Tirozinaz Inhibitor Potansiyellerinin Belirlenmesi

Numunelerin tirozinaz inhibisyonunu incelemek amaciyla mantar tirozinazi (2 mg/ml)
50 mM pH 6.8 fosfat tamponu icerisinde 15 dakika siireyle 25 °C’de test edilen 6rneklerin
uygun miktarlart ile inkiibe edildi. Ardindan, bu karisima 6.5 mM L-DOPA eklendi ve
enzimatik reaksiyon 1 dakika i¢inde DOPA kromun olusumunun 475 nm’deki absorbansta
meydana getirdigi degisikligin takip edilmesiyle belirlendi (Liu ve ark., 2008). Ayni1 islemlerin
standart inhibitor kojik asitin farkli konsantrasyonlar: ile de gerceklestirilmesiyle kojik asit
konsantrasyonuna karsilik 475 nm deki absorbans degerleri grafige gecirilmistir. Ayn1 islem
numuneler i¢in de gergeklestirilir ve tirozinaz konsantrasyonuna karsi Olgiilen absorbans
degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilen kalibrasyon egrisinden yararlanarak

numunelerin tirosinaz enzimi iizerindeki inhibisyon derecesi mg KJE/gr numune cinsinden
ifade edildi.
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5. Yenilikei (Inovatif) Yénii

Bitkilerdeki etken maddeler bir¢ok ilag icin hammadde olarak kullanilmaktadir. Bitkilerin
kesfedilecek yeni Ozellikleri farkli hastaliklara yararli olabilme potansiyeline sahiptir.
Literatiirde gesitli bitkilerle alakali pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Ornegin Amat-ur-Rasool
ve arkadaglar1 (2020), farkli bitkilerin AChE ve BuChE inhibisyonu ile ilgili yaptiklari
arastirmalarinda Citrus limon (Limon), Bombax ceiba (Kirmizi pamuk agac1), Lawsonia
inermis (Kina), Eucalyptus globulus (Okaliptiis), Ocimum  basilicum (Feslegen), Citrus
reticulata (Mandarin  portakali) ve Mentha spicata (Nane) bitkilerinin  metanolik
Ozlerinin hepsinin farkli oranlarda AChE ve BuChE inhibisyonu gosterdigini bildirmislerdir.
Giiven ve ark. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada R. Pimpinellifolia tiiriniin petallerinin
etilasetat ekstrelerinin yiiksek antitirozinaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Literatiirde
Ornithogalum umbellatum (Sakarca) ve Graptopetalum paraguayense (Sedef) biktilerinin
antioksidan aktiviteleri ve fenolik igeriklerinin belirlendigi ¢aligmalara rastlanmis olmakla
birlikte, bu iki bitkinin ¢alismamizda analizlerini gergeklestirdigimiz enzimler tizerindeki
etkileri hakkinda bir arastirmaya rastlanmamistir. Ozellikle Karadeniz Bolgesinde yayilis
alanina sahip olan Ornithogalum umbellatum (Sakarca) bitkisinde belirledigimiz yiiksek enzim
inhibisyon aktivitelerinin daha 6nce belirlenmemis olmasi bizim ¢alismamizi yenilik¢i
kilmaktadir. Ayrica pek ¢ok ¢alismadan farkli olarak elde ettigimiz bulgularla ¢alismamizi bir
iriine doniistirmemiz (6rnegin antidiyabetik yogurtlar tiretmemiz) bu c¢alismay1r 6zgiin
kilmaktadir.

6. Uygulanabilirlik

Denemelerimizde sakarca toprak alt1 oziitii katkili yogurtlarin digerlerine kiyasla en yiiksek
derecede alfa glukozidaz inhibisyonu gosterdigi saptanmistir. Bu ¢alisma sonunda proje
fikrimiz hayata gegirilmis ve fonksiyonel bir gida olan sakarca oziitii katkili antidiyabetik
yogurtlar elde edilmistir. Ayrica yapilan analizlerde yogurtlarin belirli diizeylerde tirozinaz ve
asetilkolin esteraz inhibisyonu géstermesi ve Kontrol gruplarina kiyasla tat, koku ve renk farki
Olusmamasi, yogurtlarimizin kullanilabilirligini ve ticari bir {irine doniisebilme potansiyeli
tasidigim1  gostermektedir. Bu siiregte ortaya cikabilecek muhtemel riskler 9. bélimde
gosterilmistir.

7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi

Proje maliyet tablosu

Uriin Birim miktar | Kullamlan | Birim Fiyat(TL) | Toplam(TL)
miktar

Sakarca bikisi 1 kg 2kg 15 30

Sedef bitkisi 30 gr 3gr 100 10

Kimyasal Analizler | 1 numune 12 numune | 500 6000

(a—glukozidaz

AChE,BChE,

Tirozinaz)

Antioksidan 1 numune 12 numune | 200 2400

aktivite tayini

Fenolik icerik 1 numune 12 numune | 100 1200

Toplam 9640




Proje Is-Zaman Cizelgesi

Yapilan is Eyliil-
Ekim

Literatiir Taramasi

X

Laboratuvar
denemeleri

Sonuclarin analizi
Proje Raporunun
tamamlanmasi

Teknofest Finalleri

Kasim-
Arahk

X

X

Ocak-
Subat

X X X

8. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar):
Giliniimiizde artan Parkinson Alzheimer ve Diyabet gibi hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan
ilaclarin yan etkilerinden muzdarip olan bireyler bizim hedef kitlemizi olusturmaktadir.
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Mart- Mayis- Temmuz-
Nisan Haziran Agustos
X X
X
X X
X X

X

Ozellikle calisma sonunda elde ettigimiz cesitli enzim inhibisyon ozelliklerine sahip
fonksiyonel yogurtlarimizin hastalarin ilag tedavilerine destek olarak saglikli bir hayati devam
ettirmelerine katki sunacagini umuyoruz. Proje bitkilerinde belirledigimiz yiliksek enzim

inhibisyon aktiviteleri sayesinde bu bitkilerin muhtemel ila¢ hammaddesi olarak
kullanilabilecegini diisiiniiyoruz.
9. Riskler
Riskler ve B plani tablosu
Risk No | Riskler B Plam
1 Kiiresel iklim degisikligi proje | Bitkilerin ekolojik istekleri
bitkilerimizin neslinin devamini, | arastirilarak, bugiin ve yarin uygun
dolayisiyla hammadde teminini | iklime sahip bolgelerde iiretilebilmeleri
tehlikeye sokabilir. icin gerekli planlamalar yapilmahdir.
2 Sakarca ve sedef bitkisi ekstraktlar: | Yogurtlar daha seyreltik diizeyde
bazi bireyler icin alerjik olabilir. hazirlanabilir.
Riskler olasulik-etki matrisi
Risk | Olasihk Etki Risk
No Sonucu(1-9)
Diisiik | Orta | Yiiksek(3) | Diisiik(1) | Orta(2) | Yiiksek(3)
1) )
1 X X 6
2 X X 2
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