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OZET

TiP II DIYABET RiSKIiNi AZALTMA OZELLIGINE SAHIiP FONKSiYONEL
GIDA KATKI MADDESI

Bulus, tip II diyabet riskini azaltma 6zelligine sahip fonksiyonel (antimikrobiyal, antikanser
aktivite gdsteren, fenolik ve antioksidanca zengin) karacam agag kabuk ekstrelerini igeren gida

sanayisinde katma degeri yiiksek yeni bir gida katki maddesinin elde edilmesi yontemi ve hedef

saglik etkinlikleri ile ilgilidir.
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ISTEMLER

1. TIP II diyabet riskini azaltan fonksiyonel gida katki maddesi olup 6zelligi; karagam

agag (Pinus nigra) kabugundan ekstrakte edilen biyoaktif bilesenleri icermesidir.

. Istem 1’e uygun gida katki maddesi olup 6zelligi; s1v1 veya toz formunda olmasidir.

. Istem 2’e uygun toz formda gida katki maddesinin hazirlanma ydntemi olup dzelligi;

a) Karagam agac¢ kabuklarinin parcacik boyutu 1 mm’den kiiciik olacak sekilde
ogiitiilmesi,

b) Ultrasonik destekli ekstraksiyon sistemi ile ekstraksiyon sicakligi 20-40 °C,
ekstraksiyon siiresi 3-9 dk. ve ultrasonik giic 50-150 W kosullarinda ayarlanarak
alkol: su karisimi igerisinde karagam agag kabuklarindan biyoaktif bilesenlerin elde
edilmesi

¢) Dondurucu kurutucuda kurutularak i¢erisindeki alkoliin uzaklastirilmasi ve toz

haline getirilmesi

Islem adimlarini icermesidir.

. Istem 3’e uygun yontem olup 6zelligi; b adimindaki ekstraksiyon kosullarinin 34.33°C

ekstraksiyon sicakligi, 6.89 dk ekstraksiyon siiresi ve 98.45 W ultrasonik gii¢ olarak

ayarlanmasidir.

. Gida iiriinii olup 6zelligi; Istem 1 veya 2’ye uygun gida katki maddesini icermesidir.

. Istem 2’ye uygun gida katki maddesi olup 6zelligi; a-D-glukozidaz enzimini inhibe

etmesidir.

. Istem 2’ye uygun gida katki maddesi olup ozelligi; antimikrobiyal ajan olarak

kullanilmasidir.

. Istem 2’ye uygun gida katki maddesi olup &zelligi; antikanser ajan olarak

kullanilmasidir.

. Istem 2’ye uygun gida katki maddesi olup ozelligi; antidiyabetik ajan olarak

kullanilmasidir.
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TARIFNAME

TiP II DIYABET RiSKIiNi AZALTMA OZELLIGINE SAHIP FONKSiYONEL GIDA
KATKI MADDESI

Bulusun flgili Oldugu Alan
Bulus, tip II diyabet riskini azaltma O6zelligine sahip destekleyici ve takviye edici olarak

kullanilabilecek gida katki maddesi ve onun hazirlanma yontemi ile ilgilidir.

Bulusla ilgili Teknigin Bilinen Durumu (Onceki Teknik)

Tiirkiye bulundugu cografi konum ve iklim 6zellikleri nedeniyle ¢ok cesitli bitki tiirlerine
sahiptir. Tedavi edici alternatifler olarak hastaliklarin tedavisinde ve sagligin korunmasinda
sifal1 bitkilerin rolii diinya ¢apinda ve iilkemizde de hizla ilerlemektedir. insan saghig: igin
bitkilerin ne kadar 6nemli oldugu ve hastaliklara sifa bulma noktasinda insanlik tarihinin ilk

zamanlardan giiniimiize kadar el {istiinde tutuldugu bilinmektedir.

Ulkemiz sahip oldugu ekolojik kosullar sebebiyle birgok bitki tiiriiniin ana vatan
konumundadir. 11 binin {izerinde bitki cesitliligi ile biiyiik bir zenginlige sahip Tiirkiye’de,
tibbi ve aromatik bitkiler, bu zenginligin 6nemli bir parcasidir. Onlarca ¢esidi ticarete konu olan
tibbi ve aromatik bitkilerin ihracatindan Tiirkiye 300 milyon dolardan fazla kazang
saglamaktadir. Ulkemizde dogadan toplanan tiir ve gesitler ile i¢ piyasada ticarete konu olan

bitki sayis1 yaklagik 350 kadardir.

e Bu bitkilerden de yaklasik 100 kadarinin ihracati yapilmaktadir.

e Yillar i¢inde degisim gostermekle birlikte Tiirkiye’de 20 gesit tibbi ve aromatik bitkinin
1,3 milyon dekar alanda tarimi yapilmaktadir.

e Uretim miktar1 bakimindan siyah ¢ay, kirmizibiber, hashas, kimyon, nane, kekik, yaglik
giil ve anason ilk siralarda yer almaktadir.

e Bu bitkilerden 53 tanesi dogal bitki ¢ay1 olarak tiiketilmektedir.

Tibbi ve aromatik bitkiler ila¢ olarak geleneksel ve modern tipta hastaliklarin 6nlenmesi,
tyilestirilmesi ve sagligin siirdiiriilmesi i¢in kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda besin takviyeleri,
bitkisel cay, tat, cesni olarak beslenmede de faydalanilmaktadir. Parfiim, viicut bakim {iriinleri

olarak parfiimeri ve kozmetikte kullanilmasinin yani sira, parlaticilar hatta bocek ilaglar1 olarak
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sanayinin farkli kollarinda genis bir kullanim alan1 bulmaktadir. Bu bitkilerin kurutulmus

olarak hazirlanmis kok, yaprak, kabuk, ¢igek, tohum, meyve kisimlarindan yararlanilmaktadir.

Tibbi ve aromatik bitkilerin hemen hemen her alanda kullanim1 mevcut olup bunlar biyolojik
kiiltiirel ve endiistriyel kaynaklar olarak degerlendirilmektedir. Yapilan arastirmalara gére son
yillarda bu kaynaklara talebin oldukga arttig1 bilinmekte ve gelecekte artmaya devam edecegi
ongoriilmektedir. Bunun baslica nedeni, bu bitkilerin tip ve saglik alaninda sentetik yolla elde

edilen etkin maddelerine gore ¢ok yonlii etkiye sahip olmasi ve yan etkilerinin bulunmamasidir.

Her sektorde oldugu gibi iilkelerin gelismislik diizeyine gore bitkilerin tedavi amacli kullanimi1
degisiklik gostermektedir. Gelismekte olan iilkelerde niifusun %801 tedavi amacgli bitkisel
iirlinlerden faydalanmaktadir. Asya, Afrika ve Orta Dogu gibi bolgelerin bazi iilkelerinde bu
oran %95’e kadar ¢ikmaktadir. Gelismis lilkelerde ise bu oran daha az olup Almanya’da %40-
50, ABD’de %42, Avustralya’da %48 ve Fransa’da %49’dur. (Titz, 2004, s: 72-80) Ancak tibbi
bitkilerin en ©6nemli ticaret merkezleri de Almanya, ABD, Japonya ve Ingiltere’de
bulunmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan ilerleyen yillarda diinya genelinde bitkilerle
tedavilerin artacagi ongoriilmektedir. Genel olarak tibbi ve aromatik bitkilerin ticareti en fazla

kurutulmus sekilde, daha sonra ugucu yag ve taze olarak yapilmaktadir.

Diinya capinda tip 2 diyabetli kisilerin yaklasik %90-95'1 insiilin direncine bagl olarak ytiksek
ve/veya dalgali kan sekeri seviyeleri ile karakterizedir. Obezite ve uygun bir yasam tarzina ve
ozellikle beslenme 6zelliklerine sahip olmama yogun olarak kandaki glikoz konsantrasyonunun
artmasina ve ardindan yiiksek kan kolesterolii ve kan basincini igeren vaskiiler bozukluklara

neden olabilmektedir.

GI (Glisemik indeks), ¢esitli gidalardan tespit edilen karbonhidratlardan olusur. Baz1 gidalar
kan sekerini hizli bir sekilde yiikseltirken, bazilar1 bunu hafif¢e artirabilir. Bazilarinda glikoz
gibi basit sekerler, bazilarinda ise modifiye ve direngli nisastalar, lifler vb. iceren karmasik
gidalar iceren temel gidalarla ilgilidir. Bu bilesenler, yukarida belirtilen enzimler tarafindan
basit¢ce pargalanan nisasta harig, ekstrakte edilmis polisakkaritlerin karmasik yapisi ile ilgili
olan glikoz sentezini diisiirmek icin ylikselebilir. GI tahmini 40'tan az olan karbonhidratlar,
balkabagi ekmegi, makarna, baklagiller ve yar1 haglanmig piring gibi diisiik glisemik indeksli
gidalarda siniflandirilir. Yulaf lapasi gibi GI degeri 40 ile 70 arasinda olan karbonhidratlar orta
bdlgeye aittir ve patlamig musir, ¢ikolata ve gofret gibi GI tahmini 70'in lizerinde olanlar ytliksek

glisemik indeksli karbonhidratlar olarak kabul edilebilir.
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Seker hastalarinda tokluk hiperglisemiyi azaltmak i¢in kullanilan akarboz, miglitol ve
vogliboza (a-glukozidaz ve a-amilaz inhibitdrleri) ragmen mide rahatsizligi, ishal, siskinlik,
bulant1 gibi yan etkiler ve rahatsizliklar goriilmiistiir. Bu nedenle nisastali gidalarda instiline
benzer etkileri olan dogal maddeler elde etmek i¢in bir¢cok ¢alisma yapilmis ve polifenollerden
zengin diyetlerin bazi sindirim enzimlerinin aktivitesini engelleyerek kan sekerini diistirdiigii
kanitlanmistir. Bahsedilen polifenollerin 6zellikle ekstraksiyon ve saflastirma ile iliskili
inhibisyon etkileri, yliksek karbonhidrat iceren gidalarda glisemik indesksi diistirmiistiir.
Polifenol bilesenleri, nisastay1 parcalamaya katilan kilit enzimleri etkileyebilir ve akabinde

amilolitik enzimlerin inhibisyonu yoluyla glisemik kontrolii iyilestirebilir.

Ulkemizde DSO*niin 2030 y1li igin éngdrdiigii diyabet goriilme sikli1 rakamlarina bu yillarda
ulagsmig olmamiz diyabetle ilgili kritik hamlelerin de yapilmasi gerekliligini ortaya koymustur.
Ulke saghk harcamalarmin %25’ine yakin bir kismimin, diyabet ve iliskili hastaliklara
harcanmasi diyabetin vatandaslarimizin sagligi kadar iilke ekonomisine getirdigi yiik acisindan
da oldukca Onemli oldugu gercegini karsimiza c¢ikarmaktadir. Bu anlamda 1.Basamak
Koruyucu Saglik Hizmetleri sunumunda diyabetin 6nlenmesi ve kontrolii i¢in etkin 6nlemlerin
alinmasi erken tani ve uygun tedavisinin yapilmasi, diyabetle iliskili hastaliklarin ve
komplikasyonlar1 6nlenmesi konusunda farkindaligin arttirilmasi ¢aligmalarinin yapilmasina

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF), diinya genelinde 382 milyon yetiskinin diyabet hastas1
oldugunu tahmin etmektedir. Diyabet goriilme prevalansi epidemik oranlara ulagmis olup ve
2035 yilina kadar bu rakamin 592 milyona ulasmasi beklenmektedir. Su an Tiirkiye’de 7
milyonu askin diyabet hastasi oldugu tahmin edilmektedir. Teshis edilen diyabet hastalarinin
sadece %11°1 (800 bin kisi) hedeflenen tedavi sonuglarina ulasarak komplikasyonsuz bir hayat
stirebilmektedir. 2009°da IDF Tiirkiye’nin diyabetle iligkili saglik harcamalarinin 2030 yilina
kadar 6.5 milyar $’a ulasacagini tahmin etmistir. Ancak bu rakama daha 2010 yilinda
ulagilmistir. Diyabet komplikasyonlara neden oldugunda, tedavi ve saglik hizmeti maliyetleri
tek basina diyabet tedavisinin 5 katindan fazla olabilir. 2013’e ait giincel IDF istatistikleri
Tiirkiye’de diyabet hastasi bir kisi i¢in yillik ortalama tedavi maliyetinin 866 $§ oldugunu
gostermektedir (IDF, 2013).

Gegtigimiz 15 yil i¢inde, Tiirkiye’de diyabet hastalarinin sayis1 neredeyse ii¢ katina ¢ikarak
1998°de 2.5 milyon kigiden 2013’te yaklasik 7 milyona yiikselmistir. Tiirkiye’de 1998 ve 2010
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yillarinda gerceklestirilen toplum temelli iki diyabet galismasi yetigkin niifusta bu dénemde
diyabetin yaklasik %90 oraninda arttigin1 ve artmaya devam ettigini gostermektedir. Tiirkiye’de
diyabet hastasi sayisinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle, Avrupa’daki diyabet yiikiiniin neredeyse
%13 1inii tagimaktadir. Bu istatistiklere ilaveten Tiirkiye’de yaklasik 3.7 milyon kiside de tip II
diyabetin onciisii olarak adlandirilan bozulmus glukoz toleransi (IGT) vardir. IDF 6ngoriilerine

gore diyabet hastasi bireylerin sayis1 2035 yili itibariyle yaklasik 12 milyona ulasacaktir.

Yapilan caligmalar beslenme dahil saglikli yasam tarzi degisiklikleri ile %44-58 oraninda
diyabet riskinin azalmasi saglanarak, hastaligin onlenebilecegini veya en kotlimser tahminle
geciktirilebilecegini gostermistir. Dolayisiyla, tip II diyabet riskini azaltma 6zelligine sahip
gida katki maddeleri ve bu katki maddelerinin eklenmesiyle iiretilen gidalarin tiiketilmesiyle
diyabet riskinin ve bu hastaligin tedavisi i¢in harcanan maliyetlerin azaltilmasina yardimci

olunacak ve tlilke ekonomisine dolayli yoldan katki saglanabilecektir.

Saglikli beslenme ve yasam tarzi gibi degisikliklerle diyabet riskinde %44-58’lik azalma
saglanmas1 miimkiin oldugundan dolay1 giinliik tiikketim aliskanligina sahip olunan gidalarin
tip-Il diyabet riskini azaltma 0&zelligine sahip fonksiyonel gida katki maddeleri ile
zenginlestirilmesi gerekmektedir.

Tiirkiye'de yaygin dagilim gosteren Karagam Agac kabuklari, agacin kuru maddede agirlikga
%13-21’1ni teskil etmektedir. Kabuk, aga¢ kesildikten sonra odundan ayrilmakta ve atik olarak
aciga cikmaktadir. Aga¢ kabugu, dericilik endiistrisi ve biyoyakit liretimi gibi alanlarda
degerlendirilmektedir. Ancak aga¢ kabugunda bulunan degerli bilesenlerin elde edilerek gida

endustrisinde degerlendirilmesi teknikte bilinmemektedir.

Bulusun Kisa Ac¢iklamasi ve Amaclar

Bulusun 6ncelikli amaci, orman endiistrisi atig1 olan Karagam (Pinusnigra) agag kabuklarindan
gida sanayi i¢in degerli katma degeri yiiksek, fonksiyonel 6zellikte gida katki maddesinin

iretilmesi ve antidiyabetik, antioksidan, antikanser etkinliginin kanitlanmasidir.

Bulusun amaci, Karagam (Pinus nigra) aga¢ kabuklarindan ekstrakte edilen toz halindeki
biyoaktif bilesenleri igeren antidiyabetik, antikanser ve antioksidan 6zellikli fonksiyonel gida

katki maddesinin elde edilmesidir. Bulus ile kisa siirede ve diisiik sicakliklarda gida sanayisinde
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kullanilmayan karacam aga¢ kabuklarindan gida sanayisi i¢in katma degeri yliksek fonksiyonel

ozellikte ve tip-11 diyabet riskini azaltan gida katki maddesi hazirlanmistir.

Bulusun bir diger amaci, orman iiriinleri iiretiminde genel olarak atik olarak degerlendirilen ya
da katma degeri diisiik alanlarda kullanimi olan karacam (Pinus nigra) endiistriyel agag
kabuklariin gida endiistrisinde kullanim olanaklar1 saglamak ve yeni/katma degeri yiiksek
kullanim alanlarinin ortaya konulmasidir. Tiirkiye’de diyabetli hasta sayisindaki 6ngoriilen
artis hiz1 goz oniine alindig1 zaman, giinliik tiiketim aligkanligina sahip olunan gidalarin tip II
diyabet riskini azaltma 6zelligine sahip fonksiyonel gida katki maddeleri (biyoaktifce zengin
¢cOziinlir agac kabuk ekstresi) ile zenginlestirilmesi ile bu hastalik riskinin azaltilmasinda

yardimc1 olunabilecektir.

Bulusun diger bir amaci, “SIFIR ATIK” yaklasimi kapsaminda g¢evreye birakilan atiklarin

degerlendirilerek ¢evre kirliliginin 6nlenmesine yonelik katkida bulunmaktir.

Bulus diyabetik hastanin kan glukoz konsantrasyonunu kontrol etmek ve insiilin benzeri etkiler
sunmak i¢in bazi farmakolojik prosediirler olmasina ragmen, gida formiilasyonunda dogal
iriinlerin  potansiyelini dahil etmek, o-glukozidazin inhibisyonu yoluyla kan glukoz
konsantrasyonunu kontrol etmek i¢in yeni bir yaklasimdir ve gida-saglik iligkisi agisindan 6nem

arz etmektedir.

Giinliik tiiketim aligkanligina sahip olunan gidalarin tip-II diyabet riskini azaltma 6zelligine
sahip fonksiyonel gida katki maddeleri (biyoaktif¢ce zengin suda ¢oziiniir agac kabuk ekstreleri)

ile zenginlestirilmesi ile;
(1) hastalik riskinin azaltilmasinda yardimeci olmakla birlikte,
(i1) fonksiyonel 6zellikte gida katki maddesi tiretimi ile destekleyici gida katki maddesi tiretimi

(ii1) iilke ekonomisi agisindan yaygin dagilim gdsteren karagam kabuklarindan gida sanayisi

icin katma degeri yliksek yeni iiriinler elde edilmesine de imkan saglanmaktadir.

Yeni ekstraksiyon yontemlerinden olan ultrases kullanilarak elde edilen karagam kabuk
ekstreleri tip-II diyabet tedavisinde kullanilan akarboza karsit daha diisilk dozda kan glikoz
seviyesini azaltmistir. Ayni1 zamanda bagisiklik giiclendirici antioksidan ozelligi ile de

destekleyicidir.
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Bulus ile orman endiistrisi atig1 olan, karacam aga¢ kabuklarindan, biyoaktif bilesenlerin
ekstraksiyonu ile elde edilen ekstrelerin, tip-II diyabet hastaligi riskini azaltmada etkili,
bagisiklik gliclendirici antioksidanca zengin fonksiyonel gida katki maddesi olarak kullanilmasi

gosterilmistir.

Gida katki maddeleri ve yardimct maddeleri, gidalarin {retiminde, o6zelliklerinin
iyilestirilmesinde ve diizenlenmesinde, endiistriyel iiretim tekniklerine uyarlanmasinda, raf
Omiirlerini uzatarak katma degerinin arttirllmasinda ve son gida {irlinlerinin duyusal
ozelliklerinin korunmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Gida sanayinin girdileri arasinda
onemli bir maliyet kalemi olusturan bu maddeler, iilkemizde yeterli iiretimleri olmadig1 i¢in
biiyiik oranda ithalatla karsilanmaktadir. Ulkemizin disa bagimligim azaltmaya yonelik gida
katki maddeleri ve yardimci maddelerin gelistirilmesi, iiretilmesi ve iyilestirilmesi dnem

tagimaktadir.

Tiiketici talepleri dogrultusunda, kimyasal/sentetik katki maddeleri yerine dogal kaynaklardan
elde edilen katki maddeleri ve yardimci maddelerinin gelistirilmesi hizla 6nem kazanmakta ve

bu nedenle sanayiye yonelik caligmalarin yapilmasi agisindan bulus 6nem arz etmektedir.

Sekillerin A¢iklamasi
Sekil 1: Karagam (Pinus nigra) kabugundan TiP II diyabet riskini azaltan fonksiyonel gida

katki maddesinin hazirlanmasi1 yontemi akis semas.

Sekil 2: Karagam kabuk ekstraktlarinin uygulandigi CaCo-2, HEK ve MiaPaCa-2 hiicrelerinde

hiicre canlilig1 (Cell Viability) sonuglarinin karsilastirilmasi.
Bulusun Ayrintih Aciklamasi

Bulus, karagcam aga¢ (Pinus nigra) kabugundan ekstrakte edilen biyoaktif bilesenleri igeren bir
TIP 1I diyabet riskini azaltan fonksiyonel gida katki1 maddesidir. Gida katk1 maddesi siv1 veya

toz formunda olabilmektedir.

Karagam (Pinus nigra), camgiller (Pinaceae) familyasindan bir ¢gam tiirlidiir. Bulusta karagam
agac kabuklarindan fonksiyonel biyoaktif maddelerin ekstraksiyonu i¢in modern ekstraktsiyon
tekniklerinden olan ultrasonik destekli ekstraksiyon sistemi kullanilmis olup, biyoaktif

maddelerin in vitro biyolojik gida-saglik iliskisini destekleyici, antidiyabetik-antikanser-



10

15

20

25

antioksidan aktivitesi belirlemistir. Bulusta gerekli olan karacam aga¢ kabuklar1 Isparta-Egirdir

bolgesinden temin edilmistir.

Bulus ile karagam (Pinus nigra) aga¢ kabuklarindan elde edilen suda ¢Oziiniir biyoaktif
maddelerin, kandaki seker seviyesinin diizenlenmesinde a-D-glukozidaz enziminin {izerinde

inhibe edici etkisi nedeniyle etkili oldugu tespit edilmistir.

Orman endiistrisinde odun olarak degerlendirilen agaglarin bircogu kesildikten sonra agac
kabuklar1 odun gévdesinden soyulmakta veya biiyiik dl¢lide atik olarak degerlendirilmekte ya
yakit olarak ya da nispeten farkli endiistri dallarinda (biyoyakait tiretimi, dericilik vs.) hammadde
olarak kullanilmaktadir. Aga¢ kabugu bilesimine bakildiginda, gida bilimi ve teknolojisinde
bliyilkk 6nem tasiyabilecek degerli bilesenleri icerdigi goriilmistiir. Gida atif1 olarak
degerlendirilen meyve/sebze posalari ile kiyaslandiginda, aga¢ kabuklarinin daha yiiksek
diizeylerde fenolik madde ve antioksidan icerdiginin goriilmesi, bulusun cikis noktasini
olusturmus ve gida endiistrisi i¢in degerlendirme imkani olabilecek farkli bir endiistri dali atig1

olarak kullanilabilecegi diistiniilmiistiir.

Bulus kapsaminda hazirlanan agag¢ kabuk ekstrelerinden iiretilen in vitro testlerle kan sekerini

diisiirme 6zelligi tespit edilmis fonksiyonel katki maddesi elde edilmistir.

TIP 11 diyabet riskini azaltan fonksiyonel gida katk1 maddesinin hazirlanmasinin akis diyagrami

Sekil 1°de gosterilmektedir.
TIP II diyabet riskini azaltan fonksiyonel gida katki maddesinin hazirlanmast;
= Karagam aga¢ kabuklarinin temini ve pargacik boyutu 1 mm’den kii¢iik olacak sekilde
ogiitiilmesi,
* Yanit ylizey yontemi ile ultrasonik ekstraksiyonda; sicakligi 20-40 °C, ekstraksiyon
stiresi 3-9dk. ve ultrasonik giic 50-150 W olarak optimize edilen kosullarda dgiitiilen

kabuklardan ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile alkol: su karigimi ig¢erisinde karagam

aga¢ kabuklarindan fonksiyonel etkili biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu,

= Ekstrelerin liyofilizatérde (dondurucu kurutucuda) kurutularak igerisindeki alkoliin

uzaklagtirilmasi ve toz haline getirilmesi islem adimlarini icermektedir.
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Ultrasonik ekstraksiyon ile optimize edilen kosullar kullanilarak (sicakligi 20-40 °C,
ekstraksiyon siiresi 6-9 dk. ve ultrasonik gii¢ 50-150 W) elde edilen ekstrelerinin antidiyabetik
aktivitesi belirlenmektedir. Antidiyabetik aktivitesi yiiksek bulunan ekstraktlarin antioksidan,
antimikrobiyal ve antikanser aktivite ve HPLC'de fenolik asit kompozisyonu ile
karakterizasyonu yapilmaktadir. Son olarak aga¢ kabuk ekstreleri fonksiyonel gida iiriinlerine
eklenerek ve glisemik indeksin diisiiriilmesi iizerindeki etkisi belirlenmektedir. Ornegin; beyaz
ekmek ve makarnaya belirli konsantrasyolarda suda ¢oziiniir liyofilize toz karagam aga¢ kabuk

ekstresi ilave edilerek, kontrol beyaz ekmege gore glisemik indeksi diisiiriilmiistiir.

Ornek olarak kullanilacak karagam agag kabuklari, agaglarin orman olusturdugu bdlgedeki en
diizgiin forma sahip olan agaglardan analizin yapilacagi donemden hemen 6nce TAPPI T 257
cm-02 standardina gore temin edilmektedir. Ornekler agac kesiminden sonra hizli bir sekilde
laboratuvara alinip 6n parcalama islemi ile miimkiin oldugunca kiigiik parcalara ayrildi. Freeze-
dryer (liyofilizator, dondurarak kurutma) cihazinda kurutulan 6rnekler laboratuvar tipi Wiley

degirmeninde pargacik boyutu 1 mm’den kiigiik olacak sekilde ogiitiildii.

Tablol1, Tablo2 ve Tablo3’de; ekstraksiyon sicaklig1 20-40 °C, ekstraksiyon siiresi 3-9 dk. ve
ultrasonik giic 50-150 W kosullarinda ayarlanarak 17 farkli nokta calisilmistir. Maksimum
verim i¢in 6ngdriilen ekstraksiyon kosullart 34.33°C, 6.89 dk ve 98.45 W olarak belirlenmistir.
Bu noktalari, analiz sonuglarin1 Tablo2’de verilen datalar1 programa girerek Tablo3’de verilen
R2 degerlerine gore program; Maksimum verim i¢in 6ngdriilen ekstraksiyon kosullar1 34.33°C,

6.89 dk ve 98.45 W olarak yanit vermektedir.

Karagam aga¢ kabuklarindan biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunda solvent olarak %80’lik
metanol:su kullanilmistir. Kabuk:solvent orani 1:10 (m:v) olarak 6n denemelerle belirlenmistir.
Ekstraksiyon islemleri, ultrasonik destekli olarak gerceklestirilmis olup optimizasyon
caligmasinda 3 faktorlii (ekstraksiyon siiresi, ekstraksiyon sicakligi ve ultrason genligi) ve 3
seviyeli (diisiik, orta ve yiiksek) Yanit Yiizey Yonteminin (RSM) Yiizey Merkezli Kompozit
Tasarimi ile elde edilen ve Tablo 1’de goriilen deney tasarimindan faydalanilmistir. Mevcut
calismada, bir Box Behnken Design (BBD) olusturmak i¢in Design Expert Version 7.0.0 (Stat-
Ease Corporation, Minneapolis, MN, ABD) yazilimi kullanildi. Bagimsiz degiskenlerin etkisini
degerlendirmek i¢in BBD kullanilds; yani ekstraksiyon sicakligi (X1, 20-40 °C), ekstraksiyon
stiresi (X2, 3-9 dk.) ve verimde ultrasonik giic (X3, 50-150 W) belirlendi. Proses

degiskenlerinin seviyeleri, laboratuvarda yapilan 6n denemelere ve ilgili literatiir arastirmasina
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dayali olarak belirlenmistir. 3 tekrarli ve 3 faktorlii 17 rastgele deneme olarak kodlanmis ve

kodlanmamis olarak deney tasarimi Tablo 1'de verilmistir.

Yanit olarak verim ve toplam fenolik madde igerigi, toplam tanen igerigi ve antioksidan
metotlarindan olan FRAP (Ferric Antioxidant Power) ve ABTS (2,2’-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) degerlendirmeye alinmis ve elde edilen degerler Tablo 2 de
verilmigtir. 17 farkli 6rnekte yanitlarinin tamaminin maksimum oldugu nokta ekstraksiyonun

optimum kosulu olarak program yardimi ile belirlenmistir.

Maksimum verim i¢in dngoriilen ekstraksiyon kosullar1 34.33°C, 6.89 dk ve 98.45 W olarak
belirlenmigtir. 6.89 dk gibi kisa bir siirede antioksidan ve fenolik¢e zengin, antimikrobiyal,
antikanser ve antidiyabetik etkili ekstrakt elde edilmis olup deney sonuglart ile ispatlanmistir.
Fonksiyonel ag¢idan zengin olan karagam agac kabuk esktresinin tip-II diyabet riskini azaltma
ozellikli olarak gida sanayisine katma degeri yiiksek yeni bir gida katki maddesi
kazandirilmistir. Sonug olarak, karagam agag¢ (Pinusnigra) agag kabuk ekstresi, dnemli fenolik
bilesen icerigiyle antioksidan durumu giiclendirebilecegi ve a-glukozidaz inhibisyon
aktiviteleri sayesinde nutrasotik olarak yemek sonrasi hiperglisemiyi onleyebilecegi, tip-II
diyabet riskini azaltic1 olarak kullanilabilecegi sonucuna varilabilir.

Tablo 1 Yiizey Merkezli Kompozit Tasarimi1 (RSM) ile hazirlanan ultrasonik ekstraksiyon
deney tasarimi

Kodlanmis

degerler Gergek degerler
Ornek X; X, X; Sicaklik Zaman Ultrasonik
O (dKk) Giic (Watt)
! o 0 20 9 100
: bt 40 9 100
’ 00 0 30 6 100
! 0 ! ! 30 9 150
> 0 0 0 30 6 100
° o0 20 3 100
’ 0 0 0 30 6 100
8 1 0 -1 40 6 50



9 -1 0 1 20 6 150

10 0 -1 1 30 3 150
11 1 0 1 40 6 150
12 -1 0 -1 20 6 50
13 0 1 -1 30 9 50
14 0 0 0 30 6 100
15 1 -1 0 40 3 100
16 0 -1 -1 30 3 50
17 0 0 0 30 6 100

X1, X2 ve X3 model parametreleri sirastyla ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi ve ultrasonik
glig.

Tablo 2 Karagam (Pinus nigra) kabugu orneklerinin ekstraksiyon verimi ve biyoaktif

ozellikleri
Ekstraksi ..
° ra. s1.yon Biyoaktif Ozellikler
verimi
Toplam Toplam FRAP ABTS
fenolik icerik  tanen icerigi
Run Yield (%) (mg GAE/g (mg CE/g  (mg TEAC/g (mg TEAC/g
° Kurutulmus  kurutulmus  Kurutulmus  Kurutulmus
agac kabugu  agac kabugu  aga¢ kabugu  agac kabugu
ekstresi) ekstresi) ekstresi) ekstresi)
1 7.59 78.84 15.93 550.36 660.75
2 13.57 120.46 21.58 600.56 760.35
3 14.39 125.71 20.14 640.78 710.16
4 11.46 102.36 22.35 578.34 810.42
5 15.03 126.43 21.78 650.78 790.72
6 7.03 70.37 12.49 571.03 580.28
7 12.35 126.85 22.16 650.35 830.46
8 12.24 100.78 17.94 566.13 650.25
9 7.56 74.62 15.38 540.37 601.37

10
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11

12

13

14

15

16

17

9.57

9.86

10.25

9.51

13.45

9.11

7.72

14.63

90.26

99.28

62.76

86.45

127.65

100.58

90.63

120.34

17.85

17.07

13.52

16.11

21.98

18.23

17.18

19.35

585.67

560.46

520.76

550.75

680.75

583.78

560.46

660.48

729.45

699.43

540.81

700.37

796.34

700.16

640.75

733.84

GAE: gallik asit esdegerleri; CE: katesin esdegerleri; TEAC: Trolox esdegerleri antioksidan

Karagam (Pinus nigra) kabuk 6rnekleri i¢in tahmin edilen model denklemleri ve regresyon
katsayilar1 degeri ise Tablo 3'de verilmistir. R? degerleri anlamli olup deney tasarimi basarili
olarak yiirtitiilmiistiir. P degeri < 0.05 olup model anlamlidir. Sicakligin ve siirenin birlikte
artmastyla verim artmis ama siirenin etkisi sicaklia gore daha etkilidir. Ekstraksiyon sicakligin

30°C oldugu noktada giiciin ve siirenin artmasiyla verim en yiiksek noktadadir. Gli¢ ve siire

sicakliga gore daha etkilidir.

Tablo 3 Karagam (Pinus nigra) kabuk 6rnekleri i¢in tahmin edilen model denklemleri ve

regresyon katsayilar1 degeri

Parametreler Ongoriilen Model Denklemler R2
Ekstraksiyon =-22.77000 + 1.21363*X, - 0.021163*X," - 0.8588
Verimi 0.28097*X,’ - 7.50500E-004*X,’
Toplam Y =-243.16000 + 14.04843%X, + 12.45775%X, + 0.9865
Fenolik 1.74929%X; - 0.20449%X,% - 1.37603*X,2 - 8.23470E-
Icerigi 003 * X;?
Toplam Y =-28.39625 + 2.28560*X,; + 0.60633*X, - 0.8965
Tanen 0.032098*X,? - 7.57900E-004*X3>
Icerigi

11
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FRAP Y=-192.95250 + 31.61778*X, - 0.51035*X, - 0.9689
3.24003*X,” - 0.023465%X;"

ABTS =-643.52125 + 65.18070*X; + 12.98808*X, + 0.9026
4.90748*X3 - 0.97101*X12 - 0.020895*X5

Tablo 4: Karacam aga¢ kabuklarindan elde edilen ekstraktin mineral igerigi (ultrasound

maserasyon ekstraksiyonu kiyaslamalr)

Dalga | Slit 10 Karagam | Karagam Su
Element Boyu |Araligi /(Il( Yontem |Ultrasound | banyosu
o) | (om) | "8/® mg/kg) | (mekg
Ginko (Zn) 2139 0.7 1.23  |AOAC999.10 38.4 14.9
Bakir (Cu) 324.8 0.7 0.94 |AOAC999.10 35 2.3
Demir (Fe) 2483 0.2 250 |AOAC999.10 <25 <25
Kalsiyum Ca 422.7 0.7 3.42 |AOAC985.35 2018 1802
Magnezyum( Mg)| 2852 | 0.7 | 334 |AOAC985.35| 5017 166.4
Sodyum (Na) 589.2 0.2 3.27 |AOAC985.35 2300 852.9
Potasyum (K) 766.5 0.7 040 |AOAC985.35 1705 770.1
Mangan (Mn) 372 0.7 2.15 |AOAC985.35 4.4 <0

Literatiirde karacam aga¢ kabuk ekstresine ait mineral profiline iliskin bir c¢aligma
bulunmamaktadir. Karagam kabuklarmin ultrasonikasyon destekli ekstrelerinde bulunan

mineral miktar1 su banyosu ekstresine gore daha fazladir.

Karagam Kabuklarinin mineral profili her iki ekstraksiyon yontemi de goz oniine alindiginda
ultrasonik ekstraksiyonda daha fazladir. Karacam'da en yiiksek miktarda bulunan mineralin

sodyum oldugu ve bunu potasyum ve kalsiyumun izledigi goriilmektedir (Tablo 4).

Tablo 5 incelendiginde karacam agac¢ kabugunda da major bilesen a-Pinene olup, % 27.2 dir.
Karagam aga¢ kabugunda ana bilesenler a-pinene, f -pinene, limonene, B-Caryophyllene ve
germacren D'dir. Zengin ugucu aroma profili ile de antimikrobiyal etkisini desteklemektedir.

Antimikrobiyal sonuglar1 ise Tablo 7'de verilmistir. Antimikrobiyal sonuglar1 incelendiginde

12



Karacam kabuklarmin ultrasonik ekstrasiyonunun, maserasyon orneklerine gore patojen
mikroorganizlara kars1 daha etkili oldugu bulunmustur. Konsantrasyonun diigiik olmasi, daha
diisiik konsantrasyonda antimikrobiyal etki gosterdigini kanitlamaktadir. En i1yi inhibisyon

0.350 mg/mL ile S. typhimurium a kars1 olmustur.

Tablo 5: Karagam ekstresinin GC ile Aroma Profili Analiz Sonuglar1

Karagam
Bilesik % Alan
tricyclene 0.03
a-Pinene 27.2
Camphene 0.41
B-Pinene 23.8
limonene 4.01
B-Myrcene 1.33
B-Phellandrene 1.11
a-Terpinolene 6.45
B-Caryophyllene 9.21
Germacrene D 15.78
5-Cadinene 2.4
hexenal 0.33
o—copaene 1.16

13



linalool 0.14
a—terpinyl acetate 2.23
trans-pinocarveol 0.68
a—humulene 1.54
a—terpineol 0.56
Methyl eugenol 0.06
trans-methyl isoeugenol 0.13
T-muurolol 0.23
farnesyl acetate 0.11
Toplam 98.9

Tablo 6: Kara cam kabuk ekstraktlarinin fenolik asit profili (ultrasound maserasyon

ekstraksiyonu kiyaslamali)

14



Kara Ultrasound

Kara Su Banyosu

Alikonma Alikonma
Fenolik Asit Konsantrasyon| Fenolik Asit Konsantrasyon|
Zamani Zamani
caffeic 15.253 | 81.25620.01 caffeic 15.085 167.535540.01
syringic 16.345 [15.401940.01 syringic 16.345 nd
trans4hydroxycinnamic| 20.16 |10.163620.01 |trans4hydroxycinnamic| 19.673 | 4.2254+0.01
rutin 21.158 |45.7829+0.01 rutin 19.598 116.531240.01
ferulic 22.292 167.9655+0.01 ferulic 22.355 |25.347410.01
trans3hydroxy 24.316 |20.331610.01 trans3hydroxy 24.354 | 9.221940.01
dcoumaric 27.339 139.3796%0.01 dcoumaric 26.096 |11.379610.01
myricetin 26.574 196.6588+0.01 myricetin 28.286 |36.117410.01
quercetin 34.18 190.4200+0.01 quercetin 34.235 62.1762%0.01
chyrsin 41.589 1100.0824+0.01 chyrsin 40.779 |11.6254+0.01
elagic 21.12 |54.2575+0.01 elagic 21.12 nd
m-coumaric 22.292 1106.4345+0.01 m-coumaric 22.351 |37.4047£0.01

15
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gallic 6.693 |78.674210.01 gallic 6.693 |46.772210.01

protocatechic 9.867 nd protocatechic 9.867 | 5.1407£0.01

Fenolik asit profili Tablo 6’da verilmistir. Ekstraksiyon metodu olarak sec¢ilen ultrasonik
ekstraksiyon, klasik maserasyon (su banyosu) ekstraksiyonu ile kiyaslanmistir. Degerler
incelendiginde, ultrasound ekstraksiyon sonuglari, su banyosu ekstraksiyonuna gore daha
iyidir. Fenolik asit acisindan syringic 15.401910.01 (ng/g), elagic 54.2575%0.01(ug/g),
bulunurken, maserasyon ekstraktinda belirlenememistir. Karagam kabuk ekstraktinda; caffeic,
syringic, rans4hydroxycinnamic, rutin, ferulic, trans3hydroxy, dcoumaric, myricetin, quercetin,
chyrsin, elagic, m-coumaric, gallic ve protocatechic olmak iizere toplam 14 fenolik asit
belirlenmigtir. Ultrasound giicii fenoliklerin agiga ¢ikmasinda yardimci olmustur. Miktar1 en
yiliksek olan fenolik asit, m-coumaric asit olup 104.7304+0.02 (pg/g) olarak bulunmustur.
Karacam aga¢ kabuklarinin ultrasound ile ekstraksiyonu su banyosuna gore fenolik asit profili
acisindan daha zengindir. Yapida antidiyabetik etkili rutin fenolik asitinin bulunmas1 (Tablo 6)
karagam aga¢ kabuklarmin tip-II diyabet riskini azaltici ve antidiyabetik etkili olmasini
saglamistir. Rutin'in antihiperglisemik etkisi i¢in Onerilen mekanizmalar arasinda ince
bagirsaktan karbonhidrat emiliminin azalmasi, doku glukoneogenezinin inhibisyonu, doku
glukoz aliminin artmasi, beta hiicrelerinden insiilin salgilanmasinin uyarilmasi ve Langerhans
adaciginin dejenerasyona kars1 korunmasi yer alir. Rutin ayrica sorbitol, reaktif oksijen tiirleri,
gelismis glikasyon son iirlin Onciileri ve inflamatuar sitokinlerin olusumunu azaltir. Bu
etkilerin, rutinin hiperglisemi ve dislipidemiye bagli nefropati, néropati, karaciger hasari ve
kardiyovaskiiler bozukluklara karsi koruyucu etkisinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir

(Ghorbani 2017).

Tip-II diyabet riskini azaltma 6zelligi ve antidiyabetik etkisi, a-glukozidaz enzim inhibisyonu
sonuglar1 ise Tablo 8'de verilmistir. Tablo 8’de karagam aga¢ kabuk ekstresinde kullanilan
ultrasonik yontemi klasik maserasyonla kiyaslanmis hem de karacam agag kabuklari ekstresinin
tip-II diyabet tedavisinde kullanilan akarbozsa gore daha iyi bir antidiyabetik oldugu
ispatlanmigtir. ICso degeri, enzimin %50'sini inhibe eden inhibitér konsantrasyonu olup diisiik

ICso yiiksek inhibisyon degerini gostermektedir.
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Tablo 8’de TIP-II diyabet tedavisinde kullanilan akarbozun ICso degeri: 244.63 + 1.23 iken,

ultrasonik ekstraksiyonla elde edilmis karacam aga¢ kabuk esktresinin ICso degeri:

145.354+0.23, maserasyon ile elde edilen kara agac¢ kabuk ekstrelerinin ICso degeri ise: 160.34

+ 0.76’dir. Yani Karacam aga¢ kabuk ekstresi, akarbozdan daha diisiik konsantrasyonda

5  kullanilarak, a-glukozidaz enzimini %50 inhibe edebilmistir. Bu sonuglar gdsteriyor ki karagam

agac kabuk estresi TIP-II diyabet tedavisinde kullanilan akarboza gére daha iyi antidiyabetik

etki gOstermistir. Ayni zamanda ekstraksiyon yontemi olarak sec¢ilen ultrasonik ekstraksiyon

(34.33°C, 6.89 dk ve 98.45 W) ile elde edilen karagam aga¢ kabuk ekstreleri, maserasyon ile

elde edilen ekstrelerden daha iyi sonug¢ vermis olup, daha iyi bir antidiyabetiktir ve daha diistik

10  dozda kan glikoz seviyesini azaltmistir.

Tablo 7. Karacam agag kabuk ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi (ultrasound maserasyon

ekstraksiyonu kiyaslamali)

Minimal inhibisyon Konsantrasyonu (MIiK) (mg/mL)

Maserasyon

S. L.
B. cereus S. aureus E. coli . .
typhimurium | monocytogenes
Ekstrakt
WSBC- ATCC25923
ATC25922(-) | ATC14028 ATC1911 (+)
10530 (+)
Pinus nigra
0.450+0.02 0.450+0.01 0.450+0.02 | 0.350%+0.001 0.450+0.01
Ultrasonik
Pinus nigra
1.25+0.01 0.9410.01 0.94+0.01 1.25+0.01 1.25+0.02
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Tablo 8: Karacam aga¢ kabuklarinin antidiyabetik etkisi, a-glukozidaz enzim inhibisyonu

Ornek Konsantrasyon (pg /ml) ICso (ng /ml)

Pinus nigra (Ultrasound) | 200-400-600-800-1000 145.35+0.23 ¢

Pinus nigra (Su Banyosu) | 200-400- 600-800-1000 160.34 +0.76°
Akarboz 200-400-600-800-1000 244.63 +1.234 ”

Diyabet hastaliginin tedavisinde siklikla kullanilan sentetik ilag ve bir a-glukozidaz inhibitorii
olan Akarboz'a kars1 alfa-amilaz inhibisyon aktivitesi ve alfa-glukosidaz inhibisyon aktivitesi
on denemelerle in vitro andiyabetik aktivitesi belirlenmistir. Karacam kabuklar1 Akarboza kars1
daha etkili bir antidiyabetik ajandir. Deney sonuglar1 karagam aga¢ kabuklarindan ultrasonik
ekstraksiyon ile elde edilen ekstrelerinin klasik su banyosu ekstrelerine gore daha iyi bir

antidiyabetik ajan oldugunu ayn1 zamanda da akarboza gore daha etkili oldugu gostermistir.

Sekil 2°de karacam kabuk ekstraktlarinin pozitif kontrol olan saglikli hiicrelerle, bagirsak ve

mide kanseri hiicreleri iizerindeki kiyaslamali olarak antikanser etkisi gdosterilmektedir.

Karagam ekstraktlarinin insan saglikli epitelyal hiicreleri (HECK 293) iizerinde sadece 1000
pg/mL dozunda zayif dereceli sitotoksik etkisi gozlenirken, kontrol grubuyla karsilagtirildig:
zaman CACO-2 (insan epitel kolorektal adenokarsinom) hiicreleri tizerinde doza bagh olarak
hiicre canliligin1 azalttigi ve bu yiizden sitotoksik etkilerinin oldugu belirlenmistir ve

antikanserojen etkilidir (p<0.05).

CaCo-2 hiicrelerinde, karagam kabuk ekstraktlarinin 1 pg/mL dozunun iizerindeki tiim dozlarda
hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli derecede azalttigi goriilmektedir. CACO-2 ve HEK
hiicrelerindeki her bir doza ait hiicre canlilik degerleri karsilastirildiginda ise 1 ve 10 pg/mL
dozlar1 digindaki tiim deney gruplarinda anlamli derecede (P<0.05) farklilik bulunmustur (Sekil
2). Karagam kabuklarinin CaCo-2 (bagirsak kanseri) hiicre hatt1 tizerindeki ICso degeri ise; 440
pg/mL olarak bulunmustur. Agag¢ kabuk ekstraklariin antikanser aktivitesinin belirlenmesinde,
mide kanseri hiicreleri tlizerine MiaPaCa-2 hiicrelerinde daha etkili olmustur. Karagam

kabuklarinin MiaPaCa-2 hiicre hatt1 lizerindeki ICso degeri ise; 390 pg/mL olarak bulunmustur.

18
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