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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TATLI FESLEGEN FENOLIKLERINiN ULTRASES EKSTRAKSIYON
OPTIMIZASYONU, iYONIK JELASYON YONTEMI ILE ENKAPSULASYONU,
ANTIDIYABETIK VE ANTiOKSIDAN AKTiVITESINIiN DEGERLENDiRiLMESI

Ceylan DEMIRCAN

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Ananilim Dali

Danmisman: Prof. Dr. Giilcan 0ZKAN

II. Damigsman: Dr. Ogr. Uyesi Ebru AYDIN

Son yillarda saglikli beslenmeye 6nem veren tiiketici sayisindaki artisla birlikte
fenolikler ve ugucu antioksidan bilesenlerce zengin fonksiyonel dogal gidalara
ve takviyelere yonelim artmistir. Tath feslegen (Ocimum basilicum L.) fenolik ve
antioksidan ucucu bilesenleri icermesi nedeniyle saglik acisindan olumlu
etkileri bulunan ve yapraklar1 geleneksel bitki cay1 ve baharat olarak kullanilan
ve ek olarak yiyecek ve icecek endiistrisinde de kullanim potansiyeli bulunan
onemli bir tibbi aromatik bitkidir. Ayn1 zamanda Asya’dan Avrupa'ya kadar
genis alanlarda yetisen tatli feslegen Lamiacea familyasina aittir.

Bu c¢alismanin o6ncelikli amaci, tath feslegen yapraklarinin ultrases su
ekstraksiyon isleminde kullanilan bazi faktorlerinin yanit ylizey metodu (RSM)
kullanilarak optimize edilmesidir. RSM proses degiskenlerinin optimize
edilmesinde kullanilan istatiksel bir metottur ve amacit bir¢ok degisken
tarafindan etkilenen yanitin optimum yapilmasi ve yaniti optimum yapan
bagimsiz degiskenlerinin degerlerinin belirlenmesidir. Calismada genlik,
ekstraksiyon siiresi ile bitki/¢6zlici orani bagimsiz degiskenler olarak
kullanilmistir ve ekstraksiyon verimi ve tath feslegen yapraklarinin toplam
fenolik madde igerigi ise yanit olarak diisiiniilmiistiir. Deney parametreleri tatl
feslegen yapraklarinin maksimum ekstraksiyon verimi (%) ve toplam fenolik
madde igerigi (mg GAE/100 g bitki) olarak optimize edildiginde, genlik, siire ve
bitki/¢c6zgen orani optimum degerleri sirasiyla; % 100, 45 dk, 1.06 g/100 mL
olarak bulunmustur. Model ¢alisilan yanitlardaki farkliligi aciklamak igin yiiksek
tahmin performansi gostermistir (R?>0.98). Ayni zamanda, metot dogrulamasi
yapilarak teorik ve deneysel veriler kiyaslanmistir.

Calismanin diger amaglar1 ise sirasiyla; feslegen yapraklarindan optimum
ultrases ekstraksiyon kosullarinda elde edilen su ekstraktlarinin polifenol ve
ucucu bilesen iceriginin, serbest radikalleri yakalama ve antidiyabetik
aktivitelerinin belirlenmesi ve bu ekstraktlarin iyonik jelasyon-kitosan
sistemiyle mikroenkapsiilasyondur.
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Ekstraktin toplam fenolik madde bilesenleri HPLC ile rosmarinik asit, kafeik
asit, rutin, gallik asit, kamferol, protokatesik asit ve sirincik asit olarak
belirlenirken; ucgucu bilesenleri ise GC/MS kullanilarak E-sitral, Z-sitral,
limonen, anetol, 2-metil-2 feniltridekan, simol, nonanal, 1,8-sineol, delta-4-
karen, cis-sabinenehidrat, 3-biitin-1-ol, propenal dimetilhidrazon, n-dekanal ve
cis-osimen olarak bulunmustur. Fenolik bilesikler olarak rosmarinik asit (32.2
mg/g) ve ucucu madde olarak ise E-sitral (% 44.28) ve Z-sitral (% 29.24) sulu
ekstrakt icerisinde en yiiksek miktarlarda tespit edilen bilesenlerdir. Ekstraktin
fonksiyonel o6zelliklerinden serbest radikalleri yakalama aktivitesi ve
antidiyabetik aktivite ICso degerleri sirasiyla 0.14 mg/mL ve 2.30 mg/mL olarak
hesaplanmistir.

Enkapsiilasyon cesitli fenolikler ve ugucu antioksidan bilesikler gibi biyoaktif
maddelerin kapsiiller icine hapsedilerek cevresel etkenlerden korunmasini
saglarken, belirli kosullar altinda icerigindeki maddelerin ortama salinmasini
saglayan teknolojidir. Iyonik jelasyon Kkitosan yontemi ise asidik mide
kosullarina dayanikli ve ince bagirsak kosullarinda tamamen ¢6ziinebilen, tiriin
enkapsilasyonunda yaygin ve sik olarak kullanilan, ekonomik ve kolay
uygulanabilir yontemlerden bir tanesidir. Dolayisiyla bu tez ¢alismasinda, tath
feslegenin ultrases destekli ekstraksiyonundan elde edilen fenolik¢e zengin ve
suda ¢oziinlr ekstraktlarinin enkapsiilasyonunda, iyonik jelasyon ve Kkitosan
sistemi kullanilmis olup, elde edilen hidrojel boncuklarinin nem miktar1 ve
enkapstlasyon etkinligi ise sirasiyla % 99.60 ve % 80.12 olarak belirlenmistir.

Sonug olarak antioksidan ve antidiyabetik fonksiyonel 6zellikleri tespit edilen
tath feslegenin enkapsiilasyonu sonucu elde edilen hidrojel boncuklarinin
fonksiyonel gida iiretiminde ya da gida takviyesi olarak kullanilabilecegi
diisiintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Tathh Feslegen, Ultrases, Optimizasyon, Antioksidan,
Antidiyabetik, Enkapsiilasyon

2020, 50 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

ULTRASONIC EXTRACTION OPTIMIZATION OF SWEET BASIL PHENOLICS,
ENCAPSULATION BY IONIC GELATION METHOD, ANTIDIABETIC ACTIVITY,
ANTIOXIDANT ACTIVITY

Ceylan DEMIRCAN

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Giilcan 0ZKAN

Co-Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ebru AYDIN

In recent years, with the increasing importance given to healthy nutrition,
consumers have started to focus on functional and natural foods rich in
phenolics and volatile antioxidant components and supplements. Sweet basil
(Ocimum basilicum L.) is an important medicinal aromatic plant that has
positive health effects due to its phenolic and antioxidant volatile components
and its leaves are used as traditional herbal tea and spices also have potential
for use in the food and beverage industry. It also belongs to the Lamiacea family,
sweet basil, which grows in large areas from Asia to Europe.

The primary objective of this study was to optimize some of the factors used in
ultrasound water extraction of sweet basil leaves by using the response surface
methodology (RSM). RSM is a useful statistical method to optimize process
variables and the aim of it is to optimize the response, affected by various
variables and decide to optimum independent variables. In the study, ultrasonic
amplitude, extraction time and plant/solvent ratio were used as independent
variables and extraction yield and total phenolic content of sweet basil leaves
were considered as the responses. When the experimental parameters were
optimized as maximum extraction yield (%) and total phenolic content (mg
GAE/100 g leaves) of sweet basil leaves, optimum values of amplitude, time and
plant/solvent ratio were found as 100 %, 45 min, 1.06 g/100 mL, respectively.
The model showed high predictive performance to explain the differences in the
responses studied (R2> 0.98). At the same time, method validation was done by
comparing experimental and predicted results.

Other objectives of the study were to determine polyphenol and volatile
components, free radical scavenging and the content of antidiabetic activities of
water extracts from basil leaves under optimum ultrasound extraction
conditions, and to microencapsulate of these extracts with ionic gelation-
chitosan system. The phenolic components of the extract were determined by
HPLC as rosmarinic acid, caffeic acid, rutine, gallic acid, kaempferol,
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protocatechin acid and syringic acid while the volatile components of extract
included E-citral, Z-citral limonene, anethole, 2-methyl-2 phenyltridecane,
simol, nonanal, 1,8-cineol, delta-4-carene, cis-sabinenehydrate, propenal
dimethylhydrazone, n -decanal and cis-oximene using GC/MS. Rosmarinic acid
(32.2 mg/g extract) as phenolic compounds and E-citral (44.28 %) and Z-citral
(29.24 %) as volatile substances were the highest components detected in the
aqueous extract. Based on the functional properties of extract the ICso values of
the free radical scavenging and antidiabetic activities were calculated as 0.14
mg/mL and 2.30 mg/mL, respectively.

Encapsulation is a technology that allows bioactive substances such as various
phenolics and volatile antioxidant compounds to be encapsulated in capsules to
protect them from environmental influences and to release the form of the
substances under certain conditions. Ionic gelation chitosan method is one of
the economical and easily applicable methods that are widely and frequently
used in product encapsulation, which is resistant to acidic stomach conditions
and completely soluble under small intestine conditions. Therefore, in this
thesis, ionic gelation and chitosan system have been used in the encapsulation
of phenolic rich and water soluble extracts obtained from ultrasound assisted
extraction of sweet basil, and the moisture content of the hydrogel beads and
the encapsulation efficiency were determined as 99.6 % and 80.12 %,
respectively.

As a result, hydrogel beads obtained from encapsulation of sweet basil extracts
have antioxidant and antidiabetic activities therefore they may be used to
produce new functional foods or food supplements.

Key Words: Sweet Basil, Ultrasonic, Optimization, Antioxidant, Antidiabetic,
Encapsulation

2020, 50 pages



TESEKKUR

Lisans ve yiiksek lisans tez c¢alismalarimda danismanhigimi yaparak beni
yonlendiren, karsilastigim zorluklarn bilgi ve tecriibesi ile asmamda yardimci
olan ve her asamada yol gosteren, ¢cok degerli Danisman Hocam Prof. Dr. Giilcan
OZKAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar ¢alismamda ve tez yazim asamasinda yardimlarini ve destegini
esirgemeyen es damismanim Dr. Ogr Uyesi Ebru AYDIN’a tesekkiir ederim.
Yiiksek lisans hayatimin baslangicindan bitimine kadar her konuda
yardimlarini, destegini esirgemeyen Yiiksek Gida Miihendisi Muhammed
Mustafa OZCELIK’e tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Calismamda tath feslegen
numunelerinin temininde yardimlarini esirgemeyen Dog¢. Dr. Sabri ERBAS’a
tesekkiir ederim. Siileyman Demirel Universitesi Deneysel ve Gézlemsel Ogrenci
Arastirma ve Uygulama Merkezi'nin degerli c¢alisanlarina da ¢ok tesekkiir
ederim.

17/30119053 No’lu Proje ile tezimi maddi olarak destekleyen Siileyman
Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi Baskanhigi'na
tesekkiir ederim.

Tezimin her asamasinda beni yalmiz birakmayan her zaman yanimda olup

maddi ve manevi destegini esirgemeyen anneme, babama ve tiim aileme sonsuz
sevgilerimi sunarim.

Ceylan DEMIRCAN
ISPARTA, 2019

vi



SEKILLER DiZiNi

Sayfa

Sekil 2.1. Ultrases destekli ekstraksiyon Sistemi.......c.omneminrnseninnseninesesnessessenens 8
Sekil 3.1. Glikozun belirlenilmesinde yararlanilan kimyasal reaksiyon asamalari
......................................................................................................................................... 24

Sekil 4.1.Tath feslegenin ultrases destekli sulu ekstraktinin ekstraksiyon verim
degerinde, ekstraksiyon bagimsiz degiskenlerinden genlik ve siirenin
etkisine (a), genlik ve bitki/¢6zlici oranmi etkisine (b), siire ve
bitki/¢oziicii orani (c), etkisine bagli degisimi ........ocvenereererneeneereereereenenns 30

Sekil 4.2.Tath feslegenin ultrases destekli sulu ekstraktinin toplam fenolik
madde miktarinin ekstraksiyon bagimsiz degiskenlerinden genlik ve
surenin etkisine (a), genlik ve bitki/¢ozlicii oram etkisine (b), siire

(dakika) ve bitki/¢6ziicti orani (c) etkisine bagh degisimi .........coouuuneen. 33
Sekil 4.3. Optimum kosullarda ekstrakte edilen tatli feslegen fenolik ekstrakti
YUKl hidrojel DONCUKIAT ... ssssssessssssessssesses 39

vii



CIZELGELER DIZINi
Sayfa
Cizelge 3.1.Tath feslegen bitki yapraklarindan ultrasonik su ekstraksiyon 6n
deneme sonuglar1 (Bagimsiz degiskenler: Genlik (%), Siire (dakika),
Bitki/Coziicii Orani (g/100 mL); Bagimh degiskenler: Ekstraksiyon
Verimi (%), Toplam Fenolik Madde Miktar1 (mg GAE/g bitki ........ 17

Cizelge 3.2.Bagimsiz degiskenlerin kodlanmis ve kodlanmamis degerleri........ 18

Cizelge 3.3. Box-Behnken deneysel tasariml .......oemrnenesneesessnsessesesssessssssens 18
Cizelge 4.1.Tath feslegen ekstraktlarinin, ekstraksiyon kosullarina iliskin
ekstraksiyon verimi (%) ve toplam fenolik madde (mg GAE/g bitki)
degerlerinde meydana gelen degisimler .........ennenseneenerneeneenens 28
Cizelge 4.2.Tath feslegen ekstraktlarinin, ekstraksiyon kosullarina iligkin
ekstraksiyon verimi (%) ve toplam fenolik madde (mg GAE/g bitki)
degerlerinde meydana gelen degisimlere ait model katsayilar

degerlendirme parametreleri ... 30
Cizelge 4.3. Optimum kosullarda ekstrakte edilen tath feslegen su ekstraktinin
fenolik bileSenleri...... s 35
Cizelge 4.4. Optimum kosullarda ekstrakte edilen tatli feslegen su ekstraktinin
UCUCU DIlESENIETT cuueurreireerisssesess e sssssssssnens 36
Cizelge 4.5. Optimum kosullarda ekstrakte edilen tath feslegen su ekstraktinin
fonksiyonel 6zelliklerine iliskin degerler.......cneneeneneenns 37

viii



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

CDD
Cm
Dk
DPPH
GC
GAE
HS
HPLC
kg

L

Mg
mL
MS
mPa
nm
PAD
DAD
rpm
RSM
SPME

Hg
uL
°C
% EE

Merkezi karma tasarim sistemi
Santimetre

Dakika

Serbest radikal yakalama aktivitesi
Gaz kromotografisi

Gallik asit esdegeri

Tepe boslugu

Yiiksek performansl sivi kromotografisi
Kilogram

Litre

Miligram

Militre

Kiitle spekrofotometre

Basing birimi

Nanometre

Darbeli amperometrik dedektor
Diode array dedektor
Devir/dakika

Yanit ylizey yontemi

Kati faz mikro ekstraksiyon

Glg birimi

Alfa

Beta

Mikrogram

Mikrolitre

Santigrat derece

Enkapsiilasyon etkinligi

Agirhik

Hacim

ix



1. GIRIS

Ocimum basilicum L. (tath feslegen) Lamiacea familyasinin, Ocimum cinsinin
basilicum tlriiniin Ocimum basilicum L. alt tiiriinii olusturmaktadir. Baharat
olarak kullanilan ve ugucu yag:1 degerli olan tibbi aromatik bir bitkidir. Tath
feslegenin yapraklar1 ve ciceklerinden elde edilen ugucu yag gida aromasi ve
parfiimeride (Simon vd., 1999; Javanmardi vd., 2002; Fufa vd., 2005; Aslan vd.,
2017) kullanilmaktadir. Feslegen ugucu yaginda bir¢cok bilesik bulunmakla
birlikte linalol (Diaz-Maroto vd., 2004; Lee vd., 2005; Ismail, 2006; Klimankova
vd., 2008; Dev vd., 2011; Nurzynska-Wierdak vd. 2013; Carro vd. 2013;
Hussain vd., 2017; Bayram ve Telci, 2017), sitral (Bayram ve Telci, 2017), metil
kavikol, 6jenol, metil sinnamat ve kafur ana bilesen olup bu bilesenlerin
yogunluguna bagh olarak farkli kemotipler icermektedir (Telci ve ark., 2006).
Linalol ve sitral bilesenleri oksijenli monoterpen olup, Bayram ve Telci (2017)
yaptiklar1 ¢alismada Tiirkiye’de sitral ve linalolce zengin iki farkli kemotip

raporlamislardir.

Feslegen ayni zamanda fenolik bilesikler bakimindan olduk¢a zengindir. Yapilan
literatiir calismalarinda, tath feslegen bitkisinin yapraklarinda bulunan fenolik
bilesenler sirasiyla rosmarinik asit (Jayasinghe vd., 2003; Lee vd., 2009; Kwee
ve Niemeyer, 2011; Benedec vd. 2015; Ziotek vd. 2016), p-kumarik asit
(Wongsa vd., 2012), kafeik asit (Lee vd. 2009; Kwee ve Niemeyer, 2011;
Wongsa vd., 2012), benzoik asit, p-hidroksibenzoik asit, o-kumarik asit (Ztotek
vd., 2016), ugucu yaglarinda ise sirasiyla; linalol (Diaz-Maroto vd., 2004; Lee vd.,
2005; Ismail, 2006; Klimankova vd., 2008; Dev vd., 2011; Nurzynska-Wierdak
vd., 2013; Carro vd., 2013; Stanojevic vd., 2017), 6jenol (Diaz-Maroto vd., 2004;
Lee vd., 2005; Ismail, 2006; Dev vd., 2011), 1,8-sineol (Diaz-Maroto vd., 2004;
Lee vd., 2005; Ismail, 2006; Klimankova vd., 2008; Dev vd., 2011; Nurzynska-
Wierdak vd., 2013), isopropil palmitat (Dev vd., 2011), limonen (Klimankova
vd., 2008; Carro vd., 2013), geraniol (Nurzynska-Wierdak vd., 2013), a-pinen
(Diaz-Maroto vd., 2004; Carro vd., 2013), terpineol (Diaz-Maroto vd., 2004;

Carro vd., 2013), seskiterpen, kafur, linalil asetat, trans-geraniol (Diaz-Maroto
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vd., 2004), estragol (Lee vd., 2005), metil sinamat (Lee vd., 2005; Ismail, 2006)
ve [3-pinen (Carro vd., 2013) bilesenleri tespit edilmistir.

Tath feslegen yapraklar bilesiminden dolay1 gida sanayinde hem taze hem de
kuru sekilde tiiketime sunulmaktadir. Diinya ¢apinda mutfaklarda bitki ¢ay1 ve
yemeklerde lezzet verici olarak (Kaya vd., 2008; Ko¢ vd., 2010) geleneksel tipta
ise oksliriik, bronsit, bas agrisi, mide bulantisini énlemek ve antiseptik gibi
amaglar i¢in kullanilmaktadir (Simon vd., 1999; Vieira ve Simon, 2000). Diger
taraftan tath feslegen fonksiyonel o6zellikler bakimindan degerlendirildiginde
ise, yapilan bilimsel ¢alismalarda antioksidan (Jayasinghe vd., 2003; Lee vd.,,
2005; Cruz-Vega vd. 2009; Kwee ve Niemeyer, 2011; El-Beshbishy ve
Bahashwan, 2012; Wongsa vd., 2012; Benedec vd., 2015), antidiyabetik (EI-
Beshbishy ve Bahashwan, 2012; Wongsa vd., 2012; Ademiluyi vd. 2016)
antimikrobiyal (Opalchenova ve Obreshkova, 2003; Sartoratto vd., 2004; Kaya
vd., 2008; Daneshian vd., 2011; Shafique vd., 2011) etkilere sahip oldugu rapor

edilmistir.

Bitkilerden fenolik bilesiklerin ekstraksiyon islemi farkli sekillerde
uygulanmaktadir. Ekstraksiyon, kat1 yada sivi fazda bulunan bir yada birden
fazla bilesigin farkli ¢oziintirlilk 6zelliklerinin kullanilmasiyla diger bir faza
ayrilmasi islemine denir (Soysal ve Soysal, 2016). Ekstraksiyon islemi
geleneksel ekstraksiyon ve modern ekstraksiyon seklinde siniflandirilmaktadir.
Yapilan arastirmalarda genellikle metanol, aseton, etanol, hekzan, su veya bu
cozuculerin farklh oranlardaki karisimlar1t ile geleneksel ekstraksiyon
yontemlerinden damitma, bekletme, ezme, maserasyon, kaynatma, karistirma,
basing altinda ekstraksiyon ile (Jayasinghe vd. 2003; Diaz-Maroto vd., 2004;
Chiang vd., 2005; Lee vd., 2005; Cruz-Vega vd. 2009; Kwee ve Niemeyer, 2011;
El-Beshbishy ve Bahashwan, 2012; Wongsa vd., 2012; Carro vd., 2013; Benedec
vd., 2015; Ztotek vd., 2016) modern ekstraksiyon tekniklerinden mikrodalga ve
ultrases destekli ekstraksiyon (Carro vd., 2013; Izadiyan ve Hemmateenejad,

2016) cihazlari kullanilarak fenolik ekstraksiyonu yapilmistir.



Geleneksel ekstraksiyon uygulamalarinin dezavantaji; yiiksek maliyetli olmasi,
fazla miktarda ¢o6zilicii kullanilmasi, ekstraksiyon siliresinin uzun olmasidir
(Zhang vd., 2011; Cavuldak vd., 2016). Buna bagh olarak, son yillarda gelismis
ekstraksiyon tekniklerinin otomasyona uygun olmasi, ¢oziicii tiiketiminin az
olmasi, ekstraksiyon siiresinin kisa olmasi, 6rnek hazirlama maliyetinin diisiik
olmasi1 gibi bir¢cok avantajindan dolay1r bu tekniklerin kullanimina da artisin
oldugu bilinen bir gercektir (Wan ve Wong, 1996; Eskilsson ve Bjorklund,
2000). Alternatif bir teknoloji olan ultrases destekli ekstraksiyon yontemine
giderek artan bir talep s6z konusudur. Ultrases ile olusturulan kavitasyon ham
maddelerde fiziksel ve kimyasal degisiklikler olusturarak ekstraksiyon islemini
kolaylastirmaktadir. Ultrases ile hiicre duvarlan tahrip edildiginden, diger
ekstraksiyon yontemlerine gore daha hizli bir yontemdir (Baysal, 2013). Yapilan
literatiir taramalarinda, tath feslegenden (Ocimum basilicum L.) su
ekstraksiyonu 1sitma, karistirma, kaynatma ve clevenger tipi aparatlar
kullanilarak yapilmis olup, ultrases destekli hekzan ekstraksiyonu dahil ti¢ farkh
ekstraksiyon metodunun Kkarsilastirildigi bir ¢alisma (Carro vd. 2013), su-
metanol karisimlari ile iran feslegeni kullanilarak yapilmis bir ultrases destekli
ekstraksiyon calismasina (Izadiyan ve Hemmateenejad, 2016) rastlanilmistir.
Ancak literatiirlerde ultrases destekli su ekstraksiyonu ve Box-Behnken deney
tasarimi ile ilgili calismalarin mevcut olmadig1 gértilmistiir. RSM ¢alismalarinda
miithendislik ¢calismalari i¢in en yaygin kullanilan deneysel tasarimlardan birisi
Box-Behnken tasarimidir (Meyers, 1995; Radojkovi¢ vd., 2012). Box-Behnken
tasarimlart merkezi bilesik tasarimlara kiyasla daha ekonomik bir tasarim

sinifidir (Meyers, 1995).

Tez calismamizda ayni zamanda ekstraksiyon optimizasyonu yapilan tath
feslegen biyoaktif fenolik bilesiklerinin mikroenkapsiilasyonu yapilmistir.
Enkapsiilasyon c¢esitli biyoaktif maddelerin kapsiiller igine hapsedilerek
cevresel etkenlerden korunmasini ve belirli kosullar altinda igerigindeki
maddelerin ortama salinmasini saglayan bir teknolojidir (Aguiar vd., 2016).
Mikroenkapsiilasyon tekniklerinden, iyonik jelasyon yonteminde kalsiyum ve
sodyum aljinat hidrojellerin biyolojik olarak kolay iiretilebilmeleri, termal ve

kimyasal olarak direngli olmalar1 ve toksik olmamalar1 sebebiyle daha fazla


http://www.bitkirehberi.net/feslegen-ocimum-basilicum

tercih edilmektedir (Chan vd., 2010). Yapilan literatiir taramalarinda feslegen
bitkisinin sadece ugucu yaglarinin enkapsiile edildigi calismalara rastlanilmistir
(Garcia vd., 2012; Saha vd., 2014). Tath feslegen su ekstraktlarindan iyonik
jelasyon metodunun kullanildig1 herhangi bir mikroenkapstilasyon ¢alismasina

rastlanmamistir.

Yukaridaki bilgilerden yola ¢ikarak bu tez c¢alismasinda, tath feslegen
yapraklarindan ultrases cihaz1 ile yanmit ylizey metodu kullanilarak su
ekstraksiyon optimizasyonu yapilmasi ve optimum sartlarda elde edilen
ekstraktlarin ise polifenol igeriginin, biyofonksiyonel 6zelliklerinden
antioksidan ve antidiyabetik aktivitelerinin belirlenmesi ve ekstraktlarin iyonik
jelasyon-kitosan sistemi ile mikroenkapsiilasyonu amac¢lanmistir. Elde edilen

sonuglarin literattire katk: saglayacagi diistintiilmektedir.


http://www.bitkirehberi.net/feslegen-ocimum-basilicum
http://www.bitkirehberi.net/feslegen-ocimum-basilicum

2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Feslegen ve Ozellikleri

Tath feslegen (Ocimum basilicum L.), diinyada en fazla ekonomik alana sahip
olan tibbi aromatik bitki tiirlerinden biridir (Sekil 2.1). Tek yillik, kendine 6zgii
aromasi olan, hos kokulu bir bitkidir. Dallanmis durumda olup, bitkilerin saplari
50-60 cm yiikseklige sahiptir. Tath feslegen yapraklari genotiplere bagl olarak
degismekle birlikte, temel kisimlan kiit, az miktarda dis ve saplara sahiptir.
Yapraklar1 renklerine gore yesil ve mor feslegen olarak iki kisma
ayrilmaktadirlar (Celebi, 2010; Karik vd. 2014). Dogu illerinde mor feslegen
daha fazla miktarlarda gorilmekte olup, reyhan olarak adlandirilmaktadir.
Yabana literatiir kaynaklarinda ise yesil renkli feslegen tath feslegen (sweet
basil) olarak bilinmektedir (Arslan, 2005). Giiniimiizde yaklasik 150 adet
feslegen tiirtiniin bulundugu raporlanmistir (Fufa vd., 2005; Celebi, 2010).

Sekil 2.1. Tath feslegen bitkisi

Tath feslegen degerli fenolik bilesiklere, ugucu yaglara sahip olmasi ve giizel
kokusundan dolay1 gida sanayinde baharat ve ugucu yag olarak genis bir

kullanim alanina sahiptir (Simon vd., 1999; Labra vd., 2004).



Gida sanayinde baharat ve ugucu yaglari firin iriinleri, alkolsiiz icecekler,
sekerlemeler, et {Urlnlerinde ve ila¢ sanayilerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Aslan vd. 2017). Ayrica gida sanayinde, mor renge sahip

olanlar antioksidan kaynagi olarak degerlendirilmektedir (Simon vd., 1999).

Tath feslegenin diger biyoaktif bileseni olan ucucu yag verimi ve ugucu yag
bilesimini belirlemeye yonelik; ugucu yag miktarinin % 0.5 ile % 1.5 arasinda
degisiklik gosterdigi bilinmektedir (Ozek vd., 1995; Simon vd., 1999). Yapilan
calismalar incelendiginde tath feslegen ugucu yaginin bilesenlerinin oranlarini
sirasiyla 23.0 pg/g; 3.94 mg/g; % 10.7-64.7 linalol (Diaz-Maroto vd., 2004; Lee
vd., 2005; Nurzynska-Wierdak vd., 2013; Carro vd., 2013), 0.896 mg/g; % 8.59-
61.76 6jenol ( Lee vd., 2005; Ismail, 2006; Dev vd., 2011), 0.288 mg/g; % 4.1-
13.65 1,8-sineol (Lee vd., 2005; Ismail, 2006; Nurzynska-Wierdak vd., 2013), %
11.36 isopropil palmitat (Dev vd., 2011), 1.1 pg/g; % 1.3-15.0 limonen
(Klimankova vd., 200; Carro, vd., 2013), % 12.6 geraniol (Carro vd., 2013), 2.9
ug/g; % 9.8 a-pinen (Diaz-Maroto vd., 2004; Carro vd., 2013), 3.5 pg/g; % 7.2
terpineol (Diaz-Maroto vd., 2004; Carro vd., 2013), % 7.1 seskiterpen, % 6.9
kafur, % 6.4 linalil asetat, % 5.6 trans-geraniol (Diaz-Maroto vd., 2004), 1.28
mg/g; % 4.26 metil sinamat ( Lee vd., 2005; Ismail, 2006), 2.03 mg/g estragol
(Lee vd., 2005), 7.5 pg/g B-pinen (Carro vd., 2013) olarak tespit etmislerdir. Bu
literatiir calismalar1 incelendiginde feslegen (Ocimum basilicum L.) ugucu

yaginin ana bileseninin linalol oldugu anlasilmaktadir.

2.2. Ekstraksiyon, Antioksidan ve Antidiyabetik Aktivite

Bu tez c¢alismasinin ilk adiminda geleneksel olarak antidiyabetik bitki cay1
olarak kullanilan tath feslegenden fenolik biyoaktif bilesenlerinin maksimum
oranda ultrases destekli ekstraksiyon teknigi ile ekstraksiyon optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Ultrases, mekaniksel bir enerji sekli olup, 1sisal olmayan ve
hiicre duvarlarini pargalayabilme 6zelligine sahip bir ekstraksiyon metodudur.
Bu yontem ile ekstraksiyon uygulamasinda, hiicre duvarlarinin parc¢alanmasi
saglanmaktadir (Zayas, 1989). Hiicre duvarinin yok olmasi ile partikiil c¢api

azalmakta ve etkilesimin artmasi ile de ¢6ziiciiniin dokulara dogru olan dagilimi
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hizlandirmaktadir. Buna bagh olarak ekstraksiyon islemi daha kisa siirelerde
gerceklestirilmektedir (Da Porto vd. 2013). Ekstraksiyon uygulamasi sivi
sistemlerde daha etkili bir yontem olup, bu etki baslica kavitasyon ile
saglanmaktadir. Sivi icerisine gonderilen ses dalgalari, molekiillerin titresmesi
ve bu titresimin komsu molekiillere aktarilmasi ile meydana gelmektedir. Bu
sekilde enerji aktarimi ile ortamdaki molekiillerde sikisma ve gevsemeler olup,
sikisma ile molekiiller birbirine yaklasirken, gevseme ile de uzaklasmaya
baslayan molekiiller arasinda olusan c¢ekim ile kabarciklar meydana
gelmektedir. Molekiiller, uzaklasma asamasindan, yaklasma asamasina
gecerken kabarciklar birbirine yaklasan molekiiller arasinda ani olarak patlayip,
kabarciklarin etrafinda 5500 °C’ye kadar bir sicaklik ve 50 mPa bir basing
olusmaktadir. Kavitasyon ile serbest kalan enerji miktari, kabarcik biliyiime
kinetigi ve cokiisu uizerindeki etkiye baghdir. Kati-sivi ara ytlizeylerine yakin
kavitasyon ile i¢ kisimlara dogru ¢ok hizli bir sivi akimlar1 olusmaktadir. Bu
durum da kiitle transferini olusturmaktadir. (Knorr vd. 2004; Soria ve Villamiel,
2010; Donnell vd., 2010; Piyasena vd., 2003). Diger ekstraksiyon yontemleri
daha uzun siirede gerceklestirildifinden aroma maddesi kaybina neden
olmaktadir. Ultrases destekli ekstraksiyon teknigi kapali bir sistem icerisinde
kisa siirede gerceklestirildiginden ekstrakta 6zelligini veren aktif bilesenlerin
kayb1 diger ekstraksiyon yontemlerine gore minimum diizeyde tutulmustur.
Ekstraksiyonda kullanilan metotlar ve prosesteki parametreler cok cesitli
oldugundan yanit ylizey metodu (RSM) ile proses degiskenlerinin optimize
edilmesi saglanmistir. Yanit yiizey metodunda amag birgok degisken tarafindan
etkilenen tepkinin optimum yapilmas1 ve tepkiyi optimum yapan karar
degiskenlerinin degerlerinin belirlenmesidir. Asagida geleneksel ve ultrases
destekli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak farkli c¢ézgenler ile tath

feslegenden ekstraksiyon ¢alismalar verilmistir:



Sekil 2.1. Ultrases destekli ekstraksiyon sistemi

Jayasinghe vd. (2003), kurutularak 6giitiilmiis, ince toz halindeki tath feslegenin
fenolik kompozisyonunu ve antioksidan aktivitesini incelendikleri
calismalarinda yapraklar1 1:5 (w/v) kati-sivi oraninda ve farkhi c¢oziciiler
kullanarak oda sicakliginda 5 dakika boyunca ekstrakte etmislerdir. En ytliksek
ekstraksiyon verimi metanolde (% 6.12) bulunmus olup, HPLC-PAD ile
ekstraktlarda fenolik bilesenlerden rosmarinik asitin en yiiksek oranda
bulundugunu ve bunu kafeik ve ferulik asitin takip ettigini saptamislardir.

Serbest radikal yakalama aktivitesi (DPPH) ise % 61 olarak belirlenmistir.

Diaz-Maroto vd. (2004) yaptiklar1 ¢alismada bir partisi taze, diger li¢ partisi
kurutulmus tath feslegen yapraklarinda (45 °C’de firinda kurutma, oda
sicakliginda hava kurutmasi ve dondurarak kurutma) kimyasal ve duyusal
acidan aroma bilesenlerinin kurumaya bagh olarak degisimini incelemislerdir.
Oda sicakhiginda kurutulmus 1 g tath feslegen yapraklarina 60 mL saf su ve 100
uL etil pelargonat ekleyip, damitarak ekstrakte etmislerdir. GC ile ekstraktlarda
ojenol (% 16.5), linalol (% 10.7), a-pinen (% 9.8), 1,8-sineol (% 9.6), a-terpineol
(% 7.2), seskiterpen (% 7.1), kafur (% 6.9), trans-kadinol (% 6.5), linalil asetat
(% 6.4), trans-geraniol (% 5.6) bilesenlerini bulmuslardir.



Baska bir calismada ise 20 g kurutulmus, tath feslegen (Ocimum basilicum L.) ve
kekik yapraklar1 (Thymus vulgaris L.) 1 litre deiyonize su ile 3 saat boyunca 55
°C ve 95 mm basing altinda ekstrakte edildikten sonra, 100 mL diklorometan ile
tekrar ekstrakte edilmistir. Feslegen ve kekik o6rneklerinin antioksidan
aktiviteye sahip aroma bilesenlerinin analizinde GC kullanilarak aroma
bilesenleri teshis edilmistir. Tath feslegende sirasiyla; linalol (3.94 mg/g),
estragol (2.03 mg/g), metil sinamat (1.28 mg/g), 6jenol (0.896 mg/g) ve 1,8-
sineol (0.288 mg/g), kekikte ise sirasiyla timol, kavrakrol, linalol, 1,8-sineol
bilesenleri antioksidan aktiviteye sahip bilesenler olarak saptanmistir (Lee vd.,

2005).

Lee vd. (2009) yaptiklar1 calismada tath feslegen ve tay feslegen (Ocimum
bazilika) bitkilerinde rosmarinik asit, ¢ikorik asit ve kafeik asit varligini
belirlemek icin, bitkilerin yenilebilir kisimlarini (¢ogunlukla yapraklar)
saplarindan ayirip sivi azot ile dondurmuslardir. 5 g o6gutilmiis 6rnekler
metanol (% 0.1 formik asit, v/v) ile 5 dakika kaynar su banyosunda bekletip,
ikinci asamada 10 dakika boyunca buz banyosunda sogutarak, su ile son hacmi
25 mLl’ye tamamlamislardir. Arastirma sonucunda HPLC ile tath feslegen
ekstraktinda, rosmarinik asit (1.86 mg/g), kafeik asit (1.18 mg/g), cikorik asit
(0.65 mg/g) ve diger mindr bilesenler (0.23 mg/g) tespit edilmistir. Tay

feslegen bitkisinde ise cikorik asit en baskin bilesen olarak bulunmustur.

Cruz-Vega vd. (2009) tarafindan yapilan bir diger calismada ise degirmen
kullanarak ince toz haline getirilmis tath feslegen yapraklar1 su ve etanol
cozicileri ile iki farklh sekilde ekstrakte edilip, antioksidan aktiviteleri
arastinlmustir. ilk olarak 25 g tath feslegen yapraklar1 100 mL etanol ile bes kez
karistirilarak ekstrakte edildikten sonra; tath feslegen yapraklarinin (25 g)
ikinci ekstraksiyonu ise 500 mL kaynar su ile manyetik karistiricida 10 dakika
karistirarak yapilmistir. Calisma sonucunda su ve etanol ekstraktlarinin 50
ug/mL konsantrasyonunda serbest radikal yakalama aktivitelerini (DPPH)

sirast ile % 55 ve % 65 olarak bulmuslardir.



Kwee ve Niemeyer (2011), yaptiklar1 ¢alismada farkl feslegen cesitlerinin
(Ararat, Blue Spice, Cinnamon, Envigor, Gecofure, Subja, Mrs. Burns, Nufar,
Osmin, Petra Dark, Siam Queen, Americanum hybrid, Sweet dani, Sweet basil)
fenolik kompozisyonlarini ve antioksidan aktivitelerini belirlemislerdir. Taze
feslegen yapraklarini sivi azot icerisinde dondurarak muhafaza edip sonrasinda
havanda ogiitiilerek ince toz haline getirilen 0.10-0.15 g agirhgindaki 6rnekleri
1 mL metanol (% 80) kullanarak oda kosullarinda 15 saat boyunca calkalayici
ile ekstrakte etmislerdir. Arastirma sonuglarina gore; tath feslegen
ekstraktlarinda HPLC ile rosmarinik asit (0.10 mg/g), c¢ikorik asit (0.43 mg/g)
ve kafeik asit (0.20 mg/g) bilesenlerini tespit edip, serbest radikal yakalama
aktivitesini (DPPH) ise 23 mM/100 g olarak bulmuslardir.

Farkli bir calismada ise tath feslegen taze yapraklarini Carro vd. (2013), ezerek
U¢ farkh ekstraksiyon (buhar destilasyonu, ultrases destekli ekstraksiyon ve
mikrodalga destekli ekstraksiyon) metodu kullanarak ekstrakte etmislerdir.
Ultrases destekli ekstraksiyonda 1 g feslegen yapragini 10 mL hekzan ile
ekstrakte edip, 20 °C'de 10 dakika bekletilmistir. Ultrases destekli ekstraksiyon
ile elde edilen ekstraktin GC ile analizi sonucunda linalol (23.0 pg/g), B-pinen
(7.5 pg/g), a-terpineol (3.5 pg/g), a -pinen (2.9 pg/g), limonen (1.1 pg/g)
bilesenlerini tanimlamiglardir. Tanimlanan bilesikler icin en iyi ekstraksiyon

sonuglarinin mikrodalga ekstraksiyonu ile elde edildigini belirtmislerdir.

Tath feslegen dahil 6 farkhi (Origanum vulgare L. Melissa officinalis L.
Rosmarinus officinalis L., Ocimum basilicum L., Salvia officinalis L. and Hyssopus
officinalis L.) bitki cesidinin, rosmarinik asit iceriginin belirlendigi bir baska
calismada, bitkilerin antioksidan  ve antimikrobiyal aktiviteleri
degerlendirilmistir. Bitkiler ciceklenme doneminde toplanarak bitki antenleri
kurutulup toz haline getirildikten sonra, 5.0 g 6rnek 50 mL etanol (% 70)
icerisinde geri akis ile ekstrakte edilmistir. Calismada HPLC ile tath feslegen
ekstraktlarinda rosmarinik asit 3.59 mg/g, toplam fenolik madde miktar1 Folin-
Ciocalteu metodu ile % 1.84, serbest radikal yakalama aktivitesi (DPPH) ise
113.47 pg/mL olarak bulunmustur (Benedec vd., 2015).
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2016 yilinda yapilmis olan bir baska ¢alismada tath feslegen yapraklarina, su
icerisinde ¢ozlindiriilmiis arasidonik asit, jasmonik asit ve baminobiitirik asit
puskiirtiilerek fenolilk kompozisyona ektisini incelemek icin; 2 g yaprak 15 ml
metanol ile ezilerek, 1 saat boyunca 4 °C'de ekstrakte edilmistir. HPLC ile elde
edilen sonug¢lardan; rozmarinik asit (705.00 pg/g), benzoik asit (61.02 pg/g), p-
hidroksibenzoik asit (5.37 ug/g), p-kumarik asit (5.25 pg/g) ve kafeik asit (5.00
ug/g) onemli fenolik bilesenler olarak tanimlanmis olup, ayirt edici bilesen
rosmanirik asit olarak belirtilmistir. Toplam fenolik icerik 3.54 mg GAE/g bitki
olarak belirlenmistir. En iyi sonuglar arasidonik asit ile tedavi edilen bitkilerden

elde edilmistir (Ztotek vd., 2016).

2016 yilinda yapilmis bir diger calismada ise Iran feslegenin ultrases destekli
ekstraksiyonu yapilarak, merkezi karma tasarim (CCD) sistemi ile ekstraksiyon
parametrelerinin (sicaklik, su oram yilizdesi ve siire) etkileri Izadiyan ve
Hemmateenejad (2016) tarafindan incelenmistir. Kurutulmus feslegen
yapraklarin1 0.3 mm go6zenek capl elekten gecirip, 0.2 g yaprak tozunu 20 mL
metanol-su karisimi ile ultrases ile ekstrakte etmislerdir. Ekstraksiyonda en
etkili parametrelerin metanol-su orani yiizdesi ve ekstraksiyon sicakliginin
oldugunu, siirenin ise 6nemsiz bir faktor oldugunu tespit etmislerdir. Yiiksek
sicakliklarin hiicre duvari gegirgenligini arttirdigindan ekstraksiyon verimini
arttirdigini, ancak asir1 sicakligin bilesenlerin yapisin1 bozabilecegini de
belirtmislerdir. Su orami ytzdesi arttikca ekstraksiyon veriminin arttigini
bulmuslardir. En yiiksek ekstraksiyon verimi i¢in optimum sicaklik, metanol-su
orani (v/v) ve siire sirasiyla 35 °C, % 20 ve 20 dk iken serbest radikal yakalama
aktiviteleri i¢in 55 °C, % 62.8 ve 20 dk ve toplam polifenol miktar i¢in ise 55 °C,
% 61.9 ve 20 dk olarak tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda, ekstraksiyon verimi,
serbest radikal yakalama aktivitesi ile toplam polifenol miktarlarinin lg¢iiniin
birlikte maksimum miktarlarda elde edilmesi icin yapilan optimizasyon
sonucunda, optimum ekstraksiyon kosullarini 59 °C sicaklik, % 65.2 metanol ile

su orani yiizdesi ve 20 dakika olarak saptamislardir.
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2017 yilinda yapilmis olan bir ¢alismada, tath feslegenin farkli genotiplerinde
ucucu yaglardaki ana bilesenler tespit edilmistir. Bu amacla clevenger tipi bir
aparat ile kuru yaprak ornekleri distilasyona tabi tutularak ucucu yag ekstrakte
edilmistir. GC/MS ile linalol bakimindan zengin olan genotiplerin % 38-60
araliginda degisiklik gosterdigi ve R16 nolu 6rnegin en yiiksek linalol bilesen
miktarina sahip oldugu belirlenmistir. Sitralce zengin olan genotiplerin ise, %
57-66 araliginda degistigi ve R10L nolu oOrnegin en yiiksek sitral bilesen

miktarina sahip oldugu raporlanmistir (Bayram ve Telci, 2017).

Son yillarda, diyabet hastaliinin artmasi, tedavi masraflarinin biiylimesi,
metformin gibi diyabet hastalig1 tedavisinde kullanilan kimyasal ila¢larin gesitli
yan etkilerinden (bulanti, kusma, hipoglisemi, carpinti, nefes darligi vd) dolayi
tiiketicilerin dogal bitki kaynaklarina olan taleplerinde artis meydana gelmistir.
Saglikli beslenmeye verilen 6nemin artmasiyla tiiketiciler saghga yararh oldugu
disiiniilen dogal bitki kaynaklarina yonelmeye baslamislardir. Geleneksel
olarak antidiyabetik, antioksidan ve antimikrobiyal bitki cay1 ve yemeklerde
lezzet verici baharat olarak kullanilan tath feslegen, biyoaktif bilesenlerce
zengindir (Ozek vd., 1995; Simon ve Morales, 1999; Vieira ve Simon, 2000; Kaya
vd., 2008; Kog vd., 2010; Shafique, 2011). Tath feslegenin antidiyabetik 6zelligi
ile bu fonksiyonel 0zelligini veren fenolik biyoaktif bilesenlerin
ekstraksiyonunda kullanilan ¢ézgenler ve yontemler ile ilgili calismalar asagida

ozetlenmistir:

2012 yilinda yapilmis olan bir ¢alismada tath feslegen yapraklar1 sabit bir
agirhiga gelinceye kadar kurutulup, 1 mm'lik elekten gecirilip 100 °C
sicakliginda 200 mL damitilmis su ile 30 dakika infiize edilerek ekstrakte
edilmistir. Ekstraksiyon verimi % 17 (w/w) olarak bulunmustur. Elde edilen
ekstraktin in vitro hipoglisemik aktivitesi arastirilip, toplam polifenol icerigi ve
serbest radikal yakalama aktivitesi tespit edilmistir. Arastirma sonucunda

toplam polifenol igerigi 146 mg katesin/g ekstrakt olarak belirlenmistir.
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Tath feslegen ekstraktinin farkl konsantrasyonlardaki (20.0, 18.2, 16.3 ve 14.5
mg/mL) serbest radikal yakalama aktiviteleri (DPPH) ise sirasiyla % 43, % 49,
% 54 ve % 60, inhibisyon etkinligi ise a-glukozidaz i¢in ICso % 36.72 olarak
bulunmustur (El-Beshbishy ve Bahashwan, 2012).

2012 yilinda yapilmis benzer bir ¢alismada tathi feslegen dahil otuz farkh bitki
cesidinin  fenolik  bilesenlerinin  tespiti ve inhibisyon etkinliginin
belirlenebilmesi icin bitkiler kurutulup, 1 mm bosluga sahip cekicli degirmende
ogiitilmiislerdir. Ogiitiilmiis 5 g 6rnek 100 mL distile su ile 95 °C'de 30 dakika
boyunca kaynatilarak ekstrakte edilmistirr HPLC ile tath feslegen
ekstraktlarinda kafeik asit 0.30 mg/g, p-kumarik asit ise 2.79 mg/g olarak
bulunmustur. Tath feslegen ekstraktinin toplam fenolik madde icerigi 38.48 mg
GAE/g bitki, serbest radikal yakalama aktivitesi (DPPH) % 80.38 olarak tespit
edilmistir. inhibisyon etkinligi ise a-glukozidaz i¢cin % 61 olarak raporlanmistir

(Wongsa vd., 2012).

Kurutularak toz haline getirilmis tath feslegen yapraklarindan ugucu yag,
Clevenger’da su distilasyonu ile elde edilmistir. Yapilan in vitro ¢alismada a-
glukozidaz i¢in ICso 3.06 mg/mL olarak belirlenmistir. Feslegen ucucu yaginda
GC-FID ile % 47.40 limonen, % 8.66 borneol, % 6.93 geraniol, % 5.71 neral, %
4.68 miren, % 4.68 B-karyofilen, % 4.60 a-terpineol, % 4.17 1,8-sineol, % 3.53
linalol ve % 2.21 terpinen-4-ol bilesenleri tespit edilmistir (Ademiluyi vd.,
2016).

2.3. Enkapsiilasyon ve Ozellikleri

Mikroenkapsiilasyon teknolojisi gida endistrisinde enkapsiile edilecek
maddenin dis etkenlerden korunmasi, tasinmasinin kolaylastirilmasi, tat ve
kokusunun maskelenmesi ve baska bilesenler ile etkilesime girmesinin
engellenmesi amaclar1 dogrultusunda kullanilmaktadir (Ko¢ wvd., 2010).
Piskirtmeli kurutma (Gharsallaoui vd., 2007; Jafari vd., 2008; Kailasapathy,
2009; Zuidam ve Nedovi¢, 2010; Fang ve Bhandari, 2010; Jyothi vd., 2010;
Laohasongkram vd., 2011; Rathore vd., 2013), dondurarak kurutma (Fang ve
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Bhandari, 2010; Zuidam ve Nedovi¢, 2010), piiskiirtmeli sogutma (Champagne
ve Fustier, 2007; Kailasapathy, 2009; Zuidam ve Nedovi¢, 2010), akiskan yatak
kaplama (Azeredo, 2005; Gharsallaoui vd., 2007; Zuidam ve Nedovi¢, 2010),
ekstriizyon (Krasaekoopt vd., 2003; Azeredo, 2005; Rathore vd., 2013),
koaservasyon (Azeredo, 2005; Kailasapathy, 2009; Fang ve Bhandari, 2010;
Rathore vd., 2013), kokristalizasyon (Kailasapathy, 2009; Fang ve Bhandari,
2010), lipozom tutuklama (Kailasapathy, 2009; Fang ve Bhandari, 2010) ve
iyonik jelasyon (Gazori vd., 2009; Jones vd., 2011; Shi vd., 2011; Nualkaekul vd.,
2012) mikroenkapsiilasyon teknolojisinde kullanilan yodntemlerdir. Capraz
baglanma, iyonik jelasyon gibi isimlerle de anilan damlatma metodu ekonomik
ve kolay wuygulanabilir bir ydntem olmasi sebebiyle enkapsiilasyon
teknolojisinde tercih edilmektedir. Calismada kullanilan metotta polimer
cozeltisi ile aktif madde homojenize edilerek peristaltik pompa vasitasiyla
hidrojen boncuklar1 elde etmek amaciyla dagitici faza (CaClz gibi) damlatilir.
Damlatma metodu hidrojel boncuklarin elde edilmesinde kullanilan metot olup,
kalsiyum ile sodyumun baglanmasi prensibine dayanmaktadir. Sekil 4.2.’de
kalsiyum ve sodyum iyonlar1 arasinda capraz baglanma ve damlatma sistemi
gosterilmistir. Bu metot ile liretim yapmak kolay olup, hidrofilik, hidrofobik,
1siya duyarly, akiskan veya viskoz, kat1 veya sivi hemen hemen tiim bilesenlerin
enkapsiile edilebilmesi mimkiindiir (Kurozawa ve Hubinger, 2017). Negatif
yukli aljinat ile zit yikli olan kitosan yar1 gegirgen yapi olusturarak
hidrojellerin diizgiin bir yap1 olusturulmasini saglamaktadir. (Nualkaekul vd.,
2012). Avantajlarinin yani sira elde edilen hidrojel boncuklar gézenekli bir

yapiya sahip oldugundan difiizyonuna olduk¢a miisaittir (Gouin, 2004).

Tath feslegen ve diger feslegen tirleri ile ilgili yapilan enkapsiilasyon
calismalarinda su ektrakti veya c¢oziici ekstrakti enkapsiilasyonu ile ilgili
herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamis olup, ugucu yag enkapsiilayonu ile ilgili

yapilan calismalar asagida detayl olarak 6zetlenmistir:

2012 yilinda yapilan bir ¢alismada feslegen yapraklarindan buhar damitma ile
feslegen esansiyel yagi elde edilmistir. Calismada homojenlestirici (rotor-stator)

ile toplam kat1 madde igerigi (arap zamki ve feslegen yagi) % 30 (w/w) olacak
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sekilde 5 dakika 14.000 rpm'de 40 °C'de distile su kullanilarak arap zamki
tamamen c¢ozindirulmiistir. Daha sonra oda sicakliginda sogutulup, 5 °C'de
saklanmistir. Mikroenkapsiile pargacik tretiminde sprey puskiirtme yontemi
kullanilarak, merkezi kompazisyon tasarim sistemi ile feslegen yagi
mikroenkapsiilasyonunda optimum kosullarin; yag konsantrasyonunun % 10-
14 arasi, homojenizasyon basincinin 50 mPa'dan daha biiylik oldugu
durumlarda saglandig1 raporlanmistir. Pargacik ortalama capinin 0.46 ila 0.91
mm arasinda degistigi bildirilmistir. Nem igerigini ¢oziicl igerisindeki materyal
miktar1 ve duvar malzemesinin etkiledigi belirtilerek, homojenizasyon basinci
ve yag konsantrasyonun pargactk nem icerigini etkilemedigi sonucuna

varilmistir (Garci vd., 2012).

Bir diger calismada kutsal feslegen (Ocimum sanctum Linn.) ugucu yaglari buhar
ile damitilarak elde edilmistir. Farkli miktarlarda jelatin (% 4-16) iceren sulu
jelatin 30 mL olacak sekilde 450 rpm'de 40 °C'de 25 dakika karistirilarak elde
edilmistir. Daha sonra sodyum siilfat ¢ozeltisi (% 20) eklenip 550 rpm'de
karistirilarak, 5 °C'ye sogutulmustur. Son olarak 3.525 mL glutaraldehit
cozeltisi eklenip sicaklik 40 °C'ye yiikseltilerek 60 dakika boyunca siirekli
karistirmayla ¢apraz baglanma saglanmistir. Koaservasyon metodu ile ¢apraz
baglanma saglanarak iiretilen mikrokapsiiller % 0.3 tween ile yikanarak, RSM
metodu ile optimum enkapsiilasyon kosullar1 belirlenmistir. Mikrokapsiillerin
verimi, yag icerigi ve enkapsiilasyon etkinligi sirasiyla % 54.90-98.96, % 62.97-
68.47 ve % 44.65-100.09 araliginda degisiklik gostermis olup, optimum
mikrokapstilleme degiskenleri; sertlesme siiresi 60 dakika, karistirma hizi 450
rpm, jelatin miktar1 ve kuersetin konsantrasyonu sirasiyla 30 mL, 10 mM/g

jelatin olarak belirlenmistir (Sutaphanit ve Chitprasert, 2014).

15



3. MATERYAL-METOT

3.1. Materyal

Tath feslegen (Ocimum basilicum L.) bitkisi arastirma materyali olarak
kullanilmistir. Kokeni Tokat olan R10L kodlu tath feslegen genotipi Isparta ili
(37° 45’ K ve 30° 33’ D, 997 m) Siileyman Demirel Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarimsal Arastirma ve Uygulama Merkezi (TARUM) deneme alanlarinda Prof.
Dr. Isa Telci tarafindan tesadiif bloklar1 deneme desenine gére 3 tekerriirlii
olarak yetistirilmistir. Ciceklenme doneminde hasat edilen 6rnekler 35 °C’de
sabit agirhiga gelinceye kadar kurutulup, % nem miktar1 nem tayin cihazi
(Radway, Polonya) kullanilarak % 7.99 olarak belirlendikten sonra

2 mm'lik elekten gececek sekilde ogiitiilerek analize hazirlanmistir.

Bu tez calismasinda analizlerde; nitrojen gazi (Yildiz azot, Isparta), sodyum
karbonat, 2,2-dipenil-1-pikril-hidrazil, kitosan, sodyum sitrat-2-hidrat, aljinik
asit, sitrik asit, p-hidroksibenzoik asit, klorojenik asit, kafeik asit, kuersetin,
luteolin, kamferol, protokatesik asit, katesin, epikatesin, sirincik asit, p-kumarik,
apigenin, Intestinal acetone rat powder (I11630) (Sigma-Aldrich Co., LTD,,
Amerika), gallik asit, protokatesik asit, ferulik asit, rutin, hesperidin, rosmarinik
asit (Fluka, Amerika), sodyum hidroksit, asetik asit (ISO-LAB, Almanya), Folin-

Ciocalteu fenol reaktifi (Merck, Almanya) kimyasallar1 kullanilmistir.

3.2. Metotlar

3.2.1. Ultrasonik su ekstraksiyon islem kosullarinin optimizasyonu

Tath feslegen bitkisi yapraklarindan fenolikce zengin ultrases destekli (ivymen,
ispanya) su ekstraksiyon optimizasyonu i¢in Yanit Yiizey Metodu (RSM) ve
deneysel tasarim icin Box-Behnken deney tasarimi tercih edilmistir. Bagimsiz
degiskenler olan genlik (%), siire (dakika) ve bitki/¢6ziicti oraninin (g/100 mL)
minimum ve maksimum faktor seviyelerini belirlemek i¢cin 6n denemeler iicer
tekerriirli olarak gerceklestirilmistir. Tath feslegen bitki yapraklarindan

ultrasonik su ekstraksiyon 6n deneme sonuglari Cizelge 3.1'de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Tath feslegen bitki yapraklarindan ultrasonik su ekstraksiyon 6n
deneme sonuclart (Bagimsiz degiskenler: Genlik (%), Siire
(dakika), Bitki/Coziicii Orani (g/100 mL); Bagimh degiskenler:
Ekstraksiyon Verimi (%), Toplam Fenolik Madde Miktar1 (mg

GAE/g bitki))

Uygulama . . Bitki/Cozictl Ekstraksiyon Toplam

No Genlik Siire Orani Verimi* Fenohli

Madde
1.1 50 15 1 22.67+£2.081 63.03+0.00r
2.1 50 15 2 33.33+1.84k 86.55+0.00 p
3.1 50 15 3 36.78+3.34 jk 92.87+£0.00 n
4.1 50 15 4 50.17+2.63 f 103.13+£0.271
1.2 100 15 1 34.20+£2.59k 88.14+0.54 0
2.2 100 15 2 41.00£1.00 hi 106.13+0.24 j
3.2 100 15 3 43.56+3.17 gh 113.88+0.32 g
4.2 100 15 4 55.25+2.54 ¢ 121.48+0.45d
1.3 50 45 1 39.00+1.00 ij 94.96+£0.00 m
2.3 50 45 2 45.50+£1.22 g 107.27+£0.18 i
3.3 50 45 3 56.00+3.28 de 116.57£0.43 f
4.3 50 45 4 63.92+191 ¢ 123.13+£0.00 ¢
1.4 100 45 1 46.67+1.53 fg 104.26+£0.00 k
2.4 100 45 2 59.83+2.75d 118.43+0.54 ¢
3.4 100 45 3 68.78+2.12b 130.21+£0.24 Db
4.4 100 45 4 75.92+2.96 a 135.01+£0.32 a

*Ayni stitunda ayni harfle isaretlenen ortalama degerler, istatistik olarak

birbirinden farkli degildir (p<0.05).

Calisma sonuclarina gore Cizelge 3.1 incelendiginde, genlik, siire ile

bitki/¢coziici oraninin bagimh degiskenler olarak alindig1 ekstrasiyon
uygulamalar1 arasindaki farklilik istatististiksel olarak p<0.05 seviyesinde
onemli bulunmustur. istatistiksel olarak en diisiik ekstraktsiyon verimi (%
22.67) ve toplam fenolik madde miktar1 (63.03 mg GAE/g bitki) bagimsiz
degiskenlerden genligin % 50, stirenin 15 dk ve bitki/¢6ziicii oraninin 1 g/100
mL oldugu degiskenlerde bulunmustur. Istatistiksel olarak en yiiksek
ekstraktsiyon verimi (% 75.92) ve toplam fenolik madde miktar1 (135.01 mg
GAE/g bitki) ise bagimsiz degiskenlerden genligin % 100, siirenin 45 dk ve

bitki/¢oziicii oraninin 4 g/100 mL oldugu degiskenlerde bulunmustur.
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Yukarida verilen 6n deneme sonuglardan yola ¢ikarak Box-Behnken deneysel
tasariminda kullanacagimiz bagimsiz degiskenlerin minimum (-1) ve
maksimum (1) faktor seviyeleri sirasiyla genlik icin % 50 ile 100, siire 15 ile 45
dk ve bitki/¢ozlicii orani icin ise 1.0 ile 4.0 g/100 mL olarak belirlenmistir
(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1'de bagimsiz degiskenlere ait seviyeler kodlanmis ve kodlanmamis

degerler olarak verilmigtir.

Cizelge 3.1. Bagimsiz degiskenlerin kodlanmis ve kodlanmamis degerleri

Bagimsiz Degiskenler Faktor Seviyeleri

-1 0 +1
X1: Genlik (%) 50 75 100
X2: Siire (dakika) 15 30 45
X3: Bitki/Coziicii Orani (g/100 mL) 1.0 25 4.0

Tez c¢alismamizda, tath feslegen bitki yapraklarindan ultrasonik su
ekstraksiyonu icin 3 adet merkezi nokta iceren 15 farkli uygulamaya ait Box-

Behnken deney tasarimi ise Cizelge 3.2’ te verilmistir.

Cizelge 3.2. Box-Behnken deneysel tasarimi

Genlik Siire Bitki/Coziicu
Uygulama No2 X1 X2 X3 (%) (dk) Orant (25100 mL)
1 0 -1 1 75 15 4.0
2 0 0 0 75 30 2.5
3 -1 0 -1 50 30 1.0
4 0 0 0 75 30 2.5
5 -1 1 0 50 45 2.5
6 1 -1 0 100 15 2.5
7 0 0 0 75 30 2.5
8 1 0 -1 100 30 1.0
9 -1 -1 0 50 15 2.5
10 0 1 1 75 45 4.0
11 0 -1 -1 75 15 1.0
12 1 1 0 100 45 2.5
13 0 1 -1 75 45 1.0
14 -1 0 1 50 30 4.0
15 1 0 1 100 30 4.0

a, Rastgele sec¢ilmis
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Deney verileri Minitab Istatistiksel Analiz Yazilimi (Minitab 17.0) kullanilarak
analiz edilip, model yeterliligi ve regresyon testleri R2 ve diizeltilmis-R?2
degerleri dikkate alinarak degerlendirilmistir. Yanit ylizeyleri ve tasarimlari
yaklasiminda modeller iki degiskenli ikinci dereceden esitlige gore
belirlenmistir. Yanit olarak ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlar1 ve
ekstraksiyon verimleri kullanilmistir (Meyers vd., 2002; Radojkovi¢ vd., 2012) .
Konrol olarak ise geleneksel yontemlerden sicak su ile tath feslegenden fenolik
ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Ogiitiilmiis 5 g tath feslegen yapraklar1 100
mL distile su ile 95 °C’de 30 dakika boyunca ekstrakte edilmistir (Ranilla vd.,
2010; Wongsa vd; 2012).

3.2.2. Ekstraksiyon verim miktarinin belirlenmesi

Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak bitkilerden ultrasonik su
ekstraksiyonu ve sicak su ekstraksiyonu ile elde edilen 6rnekler siiziliip
santrifiij (Sigma, Almanya), edilmistir. Siiziintiiden alinan 5 mL 6rnek etiivde
105 °C'de sabit agirhiga gelene kadar kurutulmustur. Tartim sonrasi
ekstraksiyon verim miktar1 % (g kuru madde/100 g) olarak hesaplanmistir.

Analizler ticer tekerriir halinde yapilmistir.

3.2.3. Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi

Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak bitkilerden ultrasonik su
ekstraksiyonu ve sicak su ekstraksiyonu ile elde edilen ornekler siiziliip
santrifiij edildikten sonra, 6rneklerin toplam fenolik madde miktarlar1 Folin &
Ciocalteau metodu kullanilarak belirlenmistir (Li vd. 2017). Farkli oranlarda
seyreltilmis fenolik ekstraktlardan 0.4 mL alinarak bir tiip icerisine pipetlenip
lizerine 10 kat seyreltilmis 2 mL Folin-Ciocalteu ayiraci eklenerek vorteks
(Wisd, Kore) ile karistirllmistir. Daha sonra karisima 1.6 mL % 7.5lik Na2CO0s
ilave edilerek tekrar karistirilmistir. Karisim karanlikta bir saat bekletildikten
sonra, ¢oOzeltinin absorbansi sahit ¢ozeltiye karsi 765 nm dalga boyunda
spektrofotometre (T70+UV/VIS spectrophotometer, PG Instruments, Ingiltere)

ile 6lctilmuistiir.
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Sonuclar gallik asitten hazirlanmis ¢ozeltilerden elde edilen kalibrasyon egrisi
(R2=0.9967) kullanilarak hesaplanmistir. Analizler {licer tekerriir halinde
yapilmistir.

3.2.4. Optimum kosullarda ekstrakte edilen tatl feslegen su ekstraktinin
HPLC ile fenolik bilesiminin belirlenmesi

Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak bitkilerden ultrasonik su
ekstraksiyonu ile optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen 6rnek siiziiliip
santriifiij edildikten sonra, stziintii mikropor filtreden gegirilerek (0.45 pm)
DAD (Photodiode Array) dedektor iceren HPLC (Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisine) (Shimadzu, Japonya) enjeksiyonu yapilmistir. Calismada zit
faz (reversed-phase)-C18 (Agilent Eclipse XDB-C18 250x4,60 mm 5 mikron)
analitik kolon, koruyucu kolon (Agilent Eclipse XDB-C18 4.6 x 12.5 mm 5
mikron) ile birlikte kullanilmistir. Dalga boyu 278 nm, akis hiz1 0.8 mL/dakika,
enjeksiyon hacmi 20 mikrolitre ve kolon firin sicakligi 30 °C olacak sekilde
ayarlanmistir. Fenolik maddelerin profilini belirlemek icin kademeli eliisyon

(gradient) programi kullanilmistir (Caponio vd., 1999).

Kademeli eliisyon profilinde mobil faz olarak, asetik asitin- suda %3 'llik ¢ozeltisi
(Cozici A) ve kromatografik saflikta metanol (Coziici B) c¢ozeltileri
kullanilmistir. Standartlarin tespit limiti (limit of detection- LOD) ve tayin limiti
(limit of quantification-LOQ) alikonma zamani sirasiyla gallik asit icin 0.01 ve
0.02 ug/mL, protokatesik asit icin 0.05 ve 0.16 pg/mL, katesin icin 0.05 and 0.16
ug/mL, p-hidroksibenzoik asit i¢cin 0.005 and 0.01 pug/mL, klorojenik asit i¢in
0.02 and 0.07 pg/mL, kafeik asit i¢in 0.02 and 0.05 pg/mL, (-)-epicatesin i¢in
0.05 and 0.15 pg/mlL, sirincik asit i¢in 0.01 and 0.02 pg/mL, p-kumarik asit icin
0.01 and 0.03 pg/mL, ferulik asit i¢cin 0.01 and 0.02 pg/mL, benzoik asit i¢cin 0.06
and 0.19 pug/mL, o-kumaric acid i¢in 0.005 and 0.01 pg/mL, rutin i¢in 0.06 and
0.18 pg/mL, hesperidin i¢in 0.02 and 0.06 pg/mL, rosmarinik asit 0.03 and 0.19
ug/mL, eriodiktiol i¢in 0.03 and 0.08 pg/mL, sinamik acid 01 and 0.03 pg/mlL,
kuersetin 0.11 and 0.32 pg/mL, luteolin i¢in 0.03 and 0.10 pg/mL, kamferol icin
0.02 and 0.06 pg/mL, apigenin i¢in 0.03 and 0.08 pg/mL'dir.
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Ekstrakta bulunan fenolik bilesiklerin miktar1 ise kalibrasyon egrileri
kullanilarak mg/g olarak hesaplanmistir. Analizler ticer tekerrtur halinde yapilip,

HPLC kademeli eliisyon programi Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.4. HPLC kademeli eliisyon programi

Zaman Metanol Sulu asetik asit (% 3)
3 7 93
20 28 72
28 25 75
35 30 70
45 33 67
60 33 67
62 42 58
70 50 50
75 80 20
80 10 90

3.2.5. Optimum kosullarda ekstrakte edilen tatl feslegen su ekstraktinin
GS-MS ile ucucu yag bilesiminin belirlenmesi

Tath feslegen ucucu yag bilesenlerinin belirlenmesinde HS-SPME (Tepe
Boslugu-Kat1 Faz Mikro Ekstraksiyon) teknigi, Shimadzu (Japonya) GC-MS (Gaz
Kromotografisi Kiitle Spektroskopisi) cihazi kullanilmistir. SPME 6rnek sisesine
tartilan 2 g yag ornegi silikon septa ile kapatilmis ve 1siticiya yerlestirilip 45 °C
15 dakika tutularak ornegin dengeye gelmesi saglanmistir. CAR/PDMS
(Karboksen /Polidimetil Siloksan) fiber siseye daldirildiktan sonra ise 45 dakika
beklenerek, tepe boslugundaki ugucu bilesenlerinin fibere adsorbe edilmesi
saglanmistir. Daha sonra gaz kromotografi cihazinin enjeksiyon blogunda 5
dakika bekletilerek, adsorbe edilen ucucu yag bilesenleri desorbsiyonla kolona

gonderilmistir. Cihaz sartlar1 asagida verilmistir:

Kullanilan Dedektor: GCMS-QP2010 SE
Enjeksiyon blogu sicakligi: 250 °C
Dedektor sicakligi: 250 °C

Tasiyic1 Gaz: Helyum
Akis Hiz1 (mL/dakika): 1.61
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lyonlasma tiirii: EI (Elektron Impact)

Kullanilan Kolon: 40 °C'de 2 dakika bekledikten sonra 250 °C’'ye dakikada 4
°Clik artisla ulasma ve 250 °C’de 5 dakika bekleme

Firin Sicaklik Programi: Wiley, Nist, Tutor, FFNSC kittiphaneleri taranarak alan

(%) olarak belirlenmistir.

3.2.6. Optimum kosullarda ekstrakte edilen tatl feslegen su ekstraktinin
DPPH serbest radikalleri yakalama aktivitesinin belirlenmesi

Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak  bitkilerden ultrasonik su
ekstraksiyonu ile optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen 6rnekler
stizlillip santrifiij edildikten sonra, 6rneklerin antioksidan etkisi Dorman vd.
(2003) tarafindan yayinlanmis olan DPPH serbest radikal yakalama aktivitesi
tayini kullanilarak hesaplanmistir. Fenolik ekstrakttan 50 pL alinarak tiiplere
pipetlenip ve tizerine 450 pL Tris-HCl tamponu (50 mM, pH:7.4) ilave edilmistir.
Daha sonra bu karisima 1.00 mL DPPH (0.10 mM, metanol igerisinde)
cozeltisinden eklenerek oda sicakliginda 30 dakika karanlikta bekletilmistir.
Reaksiyon siiresinin  bitiminde c¢o6zeltinin 517 nm’deki absorbansi
spektrofotometrede okunup, kontrol olarak fenolik ekstrakti yerine saf su
kullanilmistir. ICso degeri hesaplanmadan o6nce, farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan ekstraklarin DPPH serbest radikalleri yakalama aktivitesi asagidaki

formiilden yararlanarak belirlenmistir:

% Inhibisyon (DPPH)=[(Abskontrol - AbS6rnek) /Abskontrol]*100 (3.1)

Burada Abskontrol ve Absornek sirasiyla kontrol ve 6rnek i¢cin okunan absorbans

degerleri ni temsil etmektedir.

Ekstrakt konsantrasyonlarinin serbest radikellerin % 50’sini inhibe eden
miktar1 (ICso) ise, ekstrakt konsantrasyonlarina karsi serbest radikalleri
yakalama aktivitesi (%) degerlerinin yerlestirilmesi ile elde edilen grafik
kullanilarak hesaplanmistir ve sonuglar ICso=mg/mL olarak verilmistir.

Analizler tiger tekerrtrlii yapilmistir.
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3.2.7. Optimum kosullarda ekstrakte edilen tath feslegen su ekstraktinin
antidiyabetik aktivitesinin belirlenmesi

Metodun prensibi sican bagirsak tozundaki a-glikozidaz enzimlerinin (siikraz,
maltaz ve izomaltaz) aktivitelerinin saptanmasina dayanmaktadir. Bu
arastirmada a-glikozidaz aktivitesinin belirlenmesinde siikrozun hidrolizinden
olusan glikozun, hekzokinaz kiti ile 6l¢iilmesi prensibinden faydalanilmistir. 200
uL substrat 200 pL enzim ve 100 pL tampon ¢o6zelti karistirilarak 37 °C’de 10
dakika boyunca su banyosunda (Selecta, ispanya) inkiibe edilmislerdir. Daha
sonra enzim aktivitesini durdurmak icin 750 pL aseton eklenerek 10 saniye
vortekslenmis ve ardindan 5 dakika santrifiijlenmistir. Son olarak elde edilen
orneklerdeki asetonun nitrojen gazi ile ugurulmasi saglanmistir. Olusan glikoz
miktarinin 6l¢iilmesi icin her bir érnekten 10 pL UV goriinir 96 kuyucuklu
kiivete aktarilarak tizerlerine 250 pL hekzokinaz enzimi eklenmistir. Oda
sicakliginda 15 dk inkiibasyonu sonucu 340 nm’de ELISA’da okumasi
yapilmistir (Sekil 3.1). Hem deneyin dogrulanmasi hem de ekstraktin
antidiyabetik aktivitesinin diyabet hastalarinin tedavisinde kullanilan ticari
kimyasal ilaglarla karsilastirilabilmesi amaciyla ayni analiz pozitif kontrol

olarak kullanilan metformin i¢in de yapilmistir.

Deneyin optimizasyonu icin ilk olarak Michaelis Sabiti (Km/Vmax) 6l¢iilmiis ve Km
18 mM, Vmax ise 0.09 pmol stkroz hidrolizi/dakika olarak bulunmustur.
Ardindan optimum inkiibasyon siiresi ve enzim konsantrasyonu belirlemek i¢in
farkli konsantrasyonlardaki enzim miktar1 ve farkli zaman araliklarinda 37
0C'de siikrozun hidrolizi gercgeklestirilmistir. Elde edilen degerlerden enzim
spesifik aktivitesinin en yiiksek tespit edildigi, 10 dakika ve 15 mg/mL si¢an
bagirsak tozu konsantrasyonlari optimum inkiibasyon siiresi ve enzim

konsantrasyonu olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.1. Glikozun belirlenilmesinde yararlanilan kimyasal reaksiyon asamalar1

3.2.8. Optimum kosullarda ekstrakte edilen tath feslegen su ekstraktinin
iyonik jelasyon ve Kitosan sistemi ile enkapsiile edilmesi

Optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen ekstraktlar siiziiliip, santrtifiij
edilerek enkapsiilasyon icin berrak tist faz alinmistir. Tath feslegen, ultrasonik
su ekstraksiyonu sonrasi fenolik¢e zengin suda ¢oziinur ekstraktlarn iyonik
jelasyon ve kitosan sistemi ile enkapsiile edilerek, enkapsiile edilen 6rneklerin

enkapstlasyon etkinligi ve nem miktari belirlenmistir.

Kitosan kapli hidrojel boncuklarin {liretimi icin sirasi ile aljinat, kitosan, CaClz
cozeltileri ve jellesme ortami1 hazirlanarak taneciklerin  {iretimi

gerceklestirilmesi icin asagida verilen yontem kullanilmistir.

Aljinat ¢6zeltinin hazirlanmasinda aljinat oran1 20 g/L olacak sekilde toz aljinat
destile suda ¢ozlndiriilmistiir. Aljinat tamamen ¢6zlindiikten sonra 1N sitrik
asit c¢ozeltisi kullanilarak aljinat ¢ozeltisinin pH’s1 4.5 olarak ayarlanmistir.
Cozelti kullanilmadan 6nce karistirma esnasinda olusan hava baloncuklarinin

giderilmesi amaciyla 24 saat +4 °C’de bekletilmistir.
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Kitosan ¢ozeltisinin hazirlanmasinda ise kitosan ytizdesi, yapilan 6n denemeler
ile deneysel olarak belirlenip, sulu asetik asit (glasiyal) (10 g/L) icinde
cozundurilerek hazirlanmistir. CaClz ¢ozeltisinin hazirlanmasi icin ise; jellesme
ortaminda kullanilacak olan CaClz c¢o6zeltisi konsantrasyonu 20 g/L olacak

sekilde CaClz-kitosan ¢ozeltisi iginde ¢oziindiirtilerek hazirlanmistir.

Kitosan kapli hidrojel boncuklarin iiretilmesi asamasinda; fenolik¢e en zengin
tath feslegen su ekstrakti siiziiliip, santrifiij edildikten sonra berrak st faz
alinarak, ekstrakt/aljinat oran1 1/9 olacak sekilde 30 dakika sodyum aljinat
cozeltisi ile karnstinlmistir. Karisim peristaltik pompa (Ismatec, ABD)
yardimiyla, kitosanli CaClz ¢ozeltisine damlatma ¢ozeltisinin jellesme ortamina
orani 1/10 olacak sekilde damlatilmistir. Belirli slire jellesme ortaminda
sertlestirilen hidrojel boncuklar saf su ile yikanarak oda kosullarinda kurumaya

birakilmistir (Coruhli, 2013).

3.2.9. Enkapsiilasyon etkinligi (% EE)

Hidrojel boncuklarin enkapsiilasyon etkinligi, hidrojel boncuklarin igerisine
enkapsiile edilen toplam fenolik maddenin bitki ekstraktlarindaki fenolik
madde miktarina oranlanmasi ile Esitlik 3.2 kullanilarak belirlenmistir. Bu amag
dogrultusunda 1 g enkapsiile hidrojel boncuk 10 mL sodyum sitrat solisyonuna
(% 5 w/v) konularak 37 °C’'de 3 saat calkalanip, Folin & Ciocalteau metodu
kullanilarak polifenol igerigi tespit edilmistir (Najafi-Soulari vd., 2016).

EE % = (We/Wt) x 100 (3.2)

Burada, We enkapsiile edilmis 6rneklerin polifenol miktarini, Wt ise ekstraktin

polifenol miktarini temsil etmektedir.
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3.2.10. Enkapsiile 6rneklerin nem analizi

Hidrojel boncuklarinin nem igerikleri gravimetrik olarak belirlenmistir. Hidrojel
boncuklar 80 °C’'de sabit tartima gelene kadar bekletilip asagidaki esitlik baz
alinarak hesaplamalar yapilip, sonuglar % nem cinsinden ifade edilmistir

(Najafi-Soulari vd., 2016).

Nem icerigi (%) = (Ww -Wd)/Ww)x100 (3.3)

Burada, Ww yas hidrojel boncuk agirligini, Wd ise kuru hidrojel boncuk

agirligini temsil etmektedir.

3.3. Istatistiksel Analizler

Ekstraksiyon 6n deneme uygulamalari tam sansa baghh deneme planina gore 2
tekerriir, analizler ise 3 paralel halinde tekrar edilmistir. Elde edilen verilerin
istatistik degerlendirilmesinde SPSS 20.0 Istatistik Programi kullanilmis olup,
muameleler arasindaki farkin énemi varyans analiziyle tespit edilmistir. Onemli

farkliliklarin belirlenmesinde ise Duncan ¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir.

Tath feslegen ekstraksiyonu igin, elde edilen yanitlarin degerlendirilmesi ve
optimum noktalarin bulunabilmesi icin Minitab paket programi yanit ylizey

metodu (Response Surface Method, RSM) kullanilmistir.

Deney verileri Minitab istatistiksel analiz yazilimi (Minitab 16.1.1) kullanilarak
analiz edilip, modelin performanst R? degerleri dikkate alinarak
degerlendirilmistir. Box-Behnken deney tasarimi model tasariminda

kullanilmistir. Model iki degiskenli ikinci dereceden esitlige gore

degerlendirilmistir.
2 2 12

Z =6y + z B.X; + Z B:X2 + z z BiiXiX; (3.4)
I=1 i=1 =1 =
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Esitlikte Z bagimh degisken, X bagimsiz degisken, [, sabit katsayi, A, birinci
dereceden (dogrusal) denklem katsayisi, £, ikinci dereceden denklem katsayisi

ve f3; iki faktorli capraz etkilesim katsayisi olarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Tath Feslegen Ekstraktlarinin Verim ve Toplam Fenolik Madde
Miktarlarinin Ekstraksiyon Modellemesi

Tath feslegen ekstraktlarinin farkli ekstraksiyon kosullarindaki ekstraksiyon
verimi (%) ve toplam fenolik madde (mg GAE/g bitki) miktarlarn Cizelge 4.1'de

ve ilgili istatistiksel analiz sonug¢lar1 4.2'de verilmistir.

Cizelge 4.1. Tath feslegen ekstraktlarinin, ekstraksiyon kosullarina iliskin

ekstraksiyon verimi (%) ve toplam fenolik madde (mg GAE/g
bitki) degerlerinde meydana gelen degisimler

D;ESY Genlik Stre Bitki/Coziicii Oran1 Verim Toplam Fenolik Madde
1 75 15 4.0 46.3 66.9
2 75 30 2.5 38.3 78.3
3 50 30 1.0 30.3 85.8
4 75 30 2.5 38.9 77.8
5 50 45 2.5 40.9 81.9
6 100 15 2.5 42.4 90.2
7 75 30 2.5 39.0 77.5
8 100 30 1.0 44.7 127.6
9 50 15 2.5 30.7 54.3
10 75 45 4.0 62.0 61.8
11 75 15 1.0 26.0 78.8
12 100 45 2.5 52.4 92.7
13 75 45 1.0 34.3 107.7
14 50 30 4.0 50.3 80.5
15 100 30 4.0 63.9 91.8

Konrol - - 5.0 29.2 35.0

a, Rastgele sec¢ilmis

Cizelge 4.1 incelendiginde tath feslegenin ultrases destekli su ekstraksiyonu
modellemesi ile elde edilen ekstraksiyon verimlerinin (%) 26.00 ile 63.91
arasinda degistigi goriulmektedir. Tath feslegenin ultrases destekli su
ekstraksiyonunda en diisiik ekstraksiyon verimi 1 g bitkiye % 75 genlik ve 15
dk siirenin uygulandig1 orneklerde, en yiiksek verimin ise 4 g bitkiye % 100
genlik ve 30 dk siirenin uygulandig1 érneklerde tespit edilmistir. Konrol olarak

kullandigimiz geleneksel yontemlerden tath feslegenden sicak su ekstraksiyonu
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sonucu ekstraksiyon verimi % 29.2 olarak bulunmustur. Ultrases destekli
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen % 63.9 ektraksiyon veriminin geleneksel
yontemle elde edilen sonucun yaklasik iki kat1 oldugu goriilmektedir. Yapilan
literatlir arastirmalarinda tath feslegenin ekstraksiyon veriminin incelendigi
ultrases destekli ekstraksiyonunu konu olan herhangi bir c¢alismaya
rastlanmamis olup, farkli ¢oziicii ve ekstraksiyon metotlar: kullanilarak yapilan
tath feslegen ekstraksiyon calismalarinda ekstraksiyon verimi daha diisiik
miktarlarda bulunmustur. Ekstraksiyon verimi (%) El-Beshbishy ve Bahashwan
(2012) tarafindan 17 (w/w) ve Jayasinghe vd. (2003) tarafindan ise 6.12 olarak
bildirilmistir. Literatiir taramalar1 sonucunda elde edilen bulgularin yapilan
calismada elde edilen sonuglardan daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu
durumun ultrases destekli ekstraksiyon yonteminin kullanilmasi ile iligkili

oldugu diisiintilmektedir.

Cizelge 4.2 incelendiginde ise yanit ylizey metoduna gore elde edilen modelde
bagimsiz degiskenlerden genlik, stlire ve bitki/¢oziicli oraninin ekstraksiyon
verimi lizerine etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.001). Benzer
sekilde model i¢inde genlik ve bitki/¢6zilicli oraninin ikinci derece degiskenleri
istatistiksel olarak % 99 seviyesinde onemlidir. Ancak, modelde siireye bagh
olan ikinci derece terim ile genlik ve siire, genlik ve bitki/¢c6ziicii orani, slire ve
bitki/coziicii oram etkilesimlerinin ekstraksiyon verimi {izerine etkisinin
istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu saptanmistir (p=0.05). Deneme desenindeki
degiskenlere bagli olarak elde edilen ekstraksiyon verim degerlerindeki varyans

modelin % 99’unu agiklayabilmektedir (4.2).
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Cizelge 4.2. Tath feslegen ekstraktlarinin, ekstraksiyon kosullarina iliskin
ekstraksiyon verimi (%) ve toplam fenolik madde (mg GAE/g
bitki) degerlerinde meydana gelen degisimlere ait model

katsayilar degerlendirme parametreleri

Model Katsayilari Verim Toplam Fenolik Madde
B0 39.2 24.2
B1(Giig) -0.687*** -0.834%**
2(Siire) 0.486™** 4,746***
B3(Bitki/Coziicii Orani) -4.96 *** -1,12%**
11 0.00640** 0,01563**
B22 -0,00518ns -0,03492**
B33 2,025 ** 3,899**
12 -0,00016ns -0,01676**
B13 -0,0050ns -0,2036**
B23 0,0824ns -0,3781**
Model kkk kKK
Regresyon katsayisi (R?) 99.16 98.99
Diizeltilmis R? (Adj- R?) 97.63 97.17
Tahmin edilen R? (Pred- R?) 86.70 83.91

,30 sabit katsaysi, ﬁi Birinci dereceden (Dogrusal) denklem katsayisi, [

ii ikinci dereceden

denklem Kkatsayis1 ve ,Bij iki faktorlii capraz etkilesim katsayisidir. s, Istatistiksel olarak

onemsiz (p = 0.05); *, Istatistiksel olarak % 99 seviyesinde énemli (p < 0.01); *, Istatistiksel
olarak % 99.9 seviyesinde 6nemli (p < 0.001).

Tath feslegenin ultrases destekli su ekstraksiyon veriminin (%); bagimsiz
degiskenlerinden genlik ve siirenin etkisine, genlik ve bitki/¢c6ziicii orani
etkisine, siire ve bitki/¢coziicii orani etkisine bagh degisimi sirasi ile Sekil 4.1a, b
ve c'de verilmistir. Sekiller incelendiginde; genlik, siire ve bitki/¢oziict
oranlarindaki artisa paralel olarak ekstraksiyon verim miktarlarinin da arttigi

tespit edilmistir.

4
/77 1
L

7744

50

40 V7 4

4

3 30 77 4 3

2 Bitki/Coziicli 6y, 3 2 Bitki/Céziicii
40 Orani

100 Orani siiie

-, 1174
B B
V17 7

.1",‘",’" 40

Ekstraksiyon Verimi
Ekstraksiyon Verimi
Ekstraksiyon Verimi

&
30 | Wasasa 20

50 75 20 Siire i
Genlik 100 Genlik

Sekil 4.1. Tatlh feslegenin ultrases destekli sulu ekstraktinin ekstraksiyon verim
degerinde, ekstraksiyon bagimsiz degiskenlerinden genlik ve siirenin
etkisine (a), genlik ve bitki/¢oziicii oranmi etkisine (b), siire ve
bitki/¢oziicii orani (c), etkisine bagh degisimi
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Literatiir taramalarinda tath feslegen bitkisi i¢in genlik, siire ve bitki/¢oziicii
oraninin ekstraksiyon verimi tUzerine etkisinin arastirildigi herhangi bir
ekstraksiyon modelleme c¢alismasina rastlanilmamistir. Ancak farkli bitkilerin
ultrases destekli ekstraksiyonunu konu alan calismalar incelendiginde; ¢alisma
sonuglart ile ilgili olarak, Yang ve Zhang (2008) Euonymus alatus (Thunb.) Sieb
bitkisi yapraklarin1 kullandiklar1 ¢alismada kademeli ekstraksiyon ile her 30
dakikada bir ¢o6zliyli yenileyerek, toplam 90 dakikalik olan ekstraksiyon
stiresinde en yiiksek verimi elde ettiklerini ve ekstraksiyon veriminin ¢6ziicii
orani (etanol) ile dogru orantili olarak arttigini belirtmislerdir. Falleh vd.
(2012), Mesembryanthemum edule bitkisinin metanol ve etanol ile
ekstraksiyonunda 10 dakikalik ekstraksiyon siiresi ile daha ytliksek verimin elde
edildigini tespit etmislerdir. Izadiyan ve Hemmateenejad (2016) iran feslegeni
ile yaptiklan ekstraksiyonda en etkili parametrelerin metanol-su yiizdesi ve
ekstraksiyon sicakligi oldugunu, stirenin ise 6nemsiz bir faktoér oldugunu tespit
etmislerdir. Yiiksek sicakliklarin ise ekstraksiyon verimini arttirdigini, ancak
bilesenlerin yapisini bozabilecegini ve ¢6zgen icerisindeki su yiizdesi arttik¢a

ekstraksiyon veriminin arttigini bulmuslardir.

Sekil 4.1. incendiginde tath feslegen toplam fenolik madde miktar1 (mg GAE/g
bitki) sonuglarinin 54.3 ile 127.6 arasinda degistigi tespit edilmistir. Tath
feslegen ultrases destekli sulu ekstraksiyonunda en diisiik toplam fenolik
madde miktar1 % 50 genlik, 15 dk siire, 2.5 g bitki ile, en yiiksek fenolik madde
miktar: ise ise % 100 genlik, 30 dk siire ve 1.0 g bitki kullanilarak yapilan
ekstraksiyon kosullarinda elde edilmistir. Konrol olarak kullandigimiz
geleneksel yontemlerden tathh feslegenden sicak su ekstraksiyonu sonucu
toplam fenolik madde miktar1 35.00 mg GAE/g bitki olarak bulunmustur.
Ultrases destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen 127.6 mg GAE/g bitki
toplam fenolik madde miktarinin geleneksel yontemle elde edilen sonucun
yaklasik dort kati oldugu goriilmektedir. Konrol olarak kullanilan geleneksel
yontemlerden sicak su ile tath feslegen fenolik ekstraksiyonu sonucu toplam
fenolik madde miktar1 35.00 mg GAE/g bitki olarak belirlenmistir. Yapilan

arastirmalarda tatli feslegenin ultrases destekli ekstraksiyonu konu alan
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herhangi bir c¢alismaya rastlanilmamistir. Farkli ¢6ziici ve ekstraksiyon
metotlar kullanilarak yapilan tath feslegen ekstraksiyon ¢alismalarinda toplam
fenolik madde miktar1 38.48 mg GAE/g bitki, (Wongsa vd., 2012) ve 3.54 mg
GAE/g bitki (Ztotek vd. 2016) olarak belirlenmis olup, literatiir sonuclarinin
yapilan calismada elde edilen sonuclardan daha diisiik oldugu tespit edilmistir.
Bu durumun ultrases destekli ekstraksiyon sisteminin kullanilmasindan

kaynaklandig1 diisiintilmektedir.

Sekil 4.2. incelendiginde ise tath feslegenin toplam fenolik madde miktarlari i¢in
gelistirilmis, ekstraksiyon parametrelerine bagli degisimi ifade eden model
incelendiginde; genlik, siire ve bitki/¢6ziicli oraninin birinci dereceden terimleri
istatistiksel olarak % 99.9 seviyesinde onemli bulunmustur. Bununla birlikte
ekstraksiyon parametrelerinden genlik, siire ve bitki/¢6ziicii oraninin hem
ikinci derece degiskenlerinin hem de degiskenlerin etkilesimlerinin (genlik ve
siire, genlik ve bitki/¢6ziicii orani, siire ve bitki/¢oziicii orani) toplam fenolik
madde miktari icin istatistiksel olarak 6nemli seviyede oldugu tespit edilmistir
(p<0.01). Ekstraksiyon parametrelerine bagli modelin tahminin de yiiksek

performans ile ¢alistig1 belirlenmistir (R2>0.98).

Toplam fenolik madde miktar1 tlizerine; bagimsiz degiskenlerden genlik ve
slirenin etkisine, genlik ve bitki/¢6ziicii oran1 etkisine, slire ve bitki/¢oziicii
orani etkisine bagl degisimi sirasi ile Sekil 4.2a, b ve c’de verilmistir. Sekil 4.2a
incelendiginde genlik ve stirenin toplam fenolik madde miktar1 tizerinde olumlu
etki gosterdigi anlasilmaktadir. Her iki degiskenin artisi ile toplam fenolik
madde miktarinda artis gozlenmistir. Ayn1 zamanda bu iki degiskenin
etkilesiminin de 6nemli oldugu anlasilmaktadir. Diisiik genlik degerlerinde
surenin surekli ve pozitif bir etkisi varken, yliksek genlik degerlerinde
gerceklestirilen ekstraksiyon islemlerinde bu etki zayiflamis ve sitre ile
baglantili olarak 6nce kismi bir artis gozlenmis, sonrasinda ise yine sinirh bir
azalma gorulmustir (Sekil 4.2a). Genlik ve bitki/¢oziicii oraninin toplam fenolik
madde miktar uzerindeki etkisine bakildiginda her iki degiskendeki artisin
fenolik madde miktarini arttirdig1 tespit edilmistir (Sekil 4.2b). Son olarak siire

ve bitki/¢6zlicli oraninin toplam fenolik madde miktari iizerindeki etkisi Sekil
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4.2c’de gosterilmistir. Bitki/¢oziici oranmi arttikca toplam fenolik madde
miktarinda azalis goriilmistiir. Siire artisina bagh olarak ise, toplam fenolik
madde miktarinda da siirekli ve pozitif bir artis gozlemlenmistir. Ancak, yliksek
bitki/¢oziicii degerlerinde gercgeklestirilen ekstraksiyon islemlerinde siirenin bu
etkisi zayiflamis ve siire ile baglantili olarak 6nce kismi bir artis gozlenmis,

sonrasinda ise yine sinirh bir azalma goérulmistir (Sekil 4.2c).

@ a % b % (4
g © ‘ -
s s LD s
= He
= Z w BRUELXRN )
3 s Sttt %, =
g g 0 QQ&?:%‘?@.::& g %
u RSSRSe S5 s
£ E o G g ™ $
s 5 3 ST eea 10 S 10 ‘q‘
2 [ 3 ‘3&';?' - §
° 2 ST Genlik 2 o 7
Siire . Bitki/ Coziicii n 4 Bitki/Coziict
Orani Siire Orani

Sekil 4.2. Tath feslegenin ultrases destekli sulu ekstraktinin toplam fenolik
madde miktarinin ekstraksiyon bagimsiz degiskenlerinden genlik ve
surenin etkisine (a), genlik ve bitki/¢6ziicii orani etkisine (b), siire
(dakika) ve bitki/¢6ziicli orani (c) etkisine bagh degisimi

Yapilan literatiir taramalarinda tath feslegen icin ekstraksiyon modellemesi ile
ilgili bir ¢calismaya rastlanilmamis olup, farkhi bitki ve c¢o6ziiciileri konu alan
arastirmalar incelendiginde; bu ¢alisma sonuglari ile uyumlu olarak Juntachote
vd. (2006) ultrases ekstraksiyonunda azalan gii¢ ve artan sicaklik ile fenolik
madde miktarinda artis ve Dent vd. (2015) ise fenolik madde miktarinda belirli
bir siireye ve sicakliga kadar artis, sonrasinda azalis oldugunu bildirmislerdir.
Benzer sekilde Upadhyay vd. (2015), ekstraksiyon stresinin artmasina bagh
olarak polifenol iceriginin arttifini ancak belirli bir siireden sonra polifenollerin
zarar gordugini bildirmislerdir. Bu baglamda, ekstraksiyon parametrelerinin
toplam fenolik madde miktarina etki ettigi, etki derecelerindeki farkliligin ise
kullanilan bitki tiirti, ekstraksiyon parametreleri ile kullanilan ¢oziicliye bagh

olarak degisebilecegi sonucuna varilmistir.
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4.2. Tath Feslegen Ekstraktlarinin Verim ve Toplam Fenolik Madde
Miktarlarinin Optimizasyonu ve Model Dogrulanmasi

Yanit ylizey metodu kullanilarak tath feslegenden ultrases destekli su
ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarin ekstraksiyon verimi (%) ve
toplam fenolik madde miktarlar1 (mg GAE/g bitki) maksimize edilerek elde
edilen optimum ekstraksiyon kosullar1 sirasiyla genlik, stre ve bitki/¢coziici
orani icin % 100, 45 dk ve 1.06 g bitki/100 mL su olarak saptanmistir. Model
tarafindan optimum ultrases destekli su ekstraksiyon kosullarinda tath feslegen
ekstraksiyon verimi ve ekstraktin toplam fenolik madde miktari sirasiyla %

38.99-52.13ve 116.37 - 139.92 mg GAE /g bitki araliginda tahmin edilmistir.

Modelin tahmin degerini deneysel olarak dogrulamak amaciyla, optimum
kosullarda (genlik: % 100; siire: 45 dk; bitki/¢6ziicti orani: 1.06 g bitki/100 mL
su) tath feslegen yaprak orneklerinde ultrases destekli ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmis, elde edilen ekstraktlarda ekstraksiyon verimi ve toplam
fenolik madde konsantrasyonu belirlenmistir. Ekstraksiyon verimi % 47.9 ve
toplam fenolik madde miktar1 125.53 mg GAE/g bitki olarak bulunmustur. Bu
degerler yukarida verilen model tahmin araliklar: icerisindedir. Bu sonuglara

gore elde edilen modeller dogrulanmstir.

4.3. Optimum Kosullarda Ekstrakte Edilen Tath feslegen Su Ekstraktinin
Fenolik ve Ucucu Bilesiminin Belirlenmesi

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ile tath feslegenin ultrases destekli
sulu ekstraktinin toplam fenolik madde bilesenlerine iliskin degerler Cizelge 4.2’

te verilmistir.

Cizelge 4.2 incelendiginde tath feslegen ekstraktinin fenolik bilesenlerinin
biiytik bir ¢ogunlugu rosmarinik asitten olusurken onu sirasi ile kafeik asit,
rutin, gallik asit, kamferol, protokatesik asit ve sirincik asit takip etmistir. Ancak
ekstraktlarda katesin, p-hidroksi benzoik asit, klorojenik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit, benzoik asit, o-kumarik asit, hesperidin, eriodiktiol, sinamik asit,

kuersetin, luteolin, apigenin bilesenleri tespit edilememistir. Yapilan literatiir
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taramalarinda bu ¢alisma sonuclari1 ile benzer sekilde Lee vd. (2009) tath
feslegen orneklerinde 1.86 mg/g rosmarinik asit, 1.18 mg/g kafeik asit ve 0.65
mg/g cikorik asit bulmuslardir. Tath feslegen ekstraktlarinda Benedec vd.
(2015) 3.59 mg/g rosmarinik asit tespit ederken, Ztotek vd. (2016) 705.00 ug/g
rosmarinik asit, 61.02 pg/g benzoik asit, 5.37 pg/g p-hidroksibenzoik asit, 5.25
ug/g o-kumarik asit 5.00 pg/g kafeik asit bilesenlerini icerdigini saptamislardir.

Cizelge 4.2. Optimum kosullarda ekstrakte edilen tath feslegen su ekstraktinin

fenolik bilesenleri

I Alikonma Zamani Konsantrasyon
Fenolik Bilesenler (dakika) (mg/a ekstrakt)
Rosmarinik asit 62.0 32.20+£0.29
Kafeik asit 19.1 4.20+0.05
Rutin 48.7 2.50%0.00
Gallik asit 5.4 1.20+0.00
Kamferol 77.0 0.30+0.00
Protokatesik asit 9.4 0.20+0.01
Sirincik asit 21.5 0.18+0.00
Katesin 13.7 *
p-Hidroksi benzoik asit 14.8 *
Klorojenik asit 16.4 *
Epikatesin 20.8 *
p-Kumarik asit 26.4 *
Ferulik asit 30.7 *
Benzoik asit 37.8 *
o-Kumarik asit 43.7 *
Hesperidin 56.7 *
Eriodiktiol 63.9 *
Sinamik asit 69.0 *
Kuersetin 72.8 *
Luteolin 75.3 *
Apigenin 77.4 *

*: Tespit edilemedi.

Arastirma bulgular yapilan literatiir taramalari ile karsilastirildiginda; gelismis
ekstraksiyon yontemlerinden olan ultrases destekli ekstraksiyon yontemi ile
elde edilen sonuglar beklenildigi gibi geleneksel ekstraksiyon yontemleri ile
elde edilen sonuclardan daha yiliksek bulunmustur. Goriilen farkhliklarin ise
kullanilan ¢o6ziicli, yontem farkliligi, bitkinin yetisme kosullari, olgunluk
derecesi, iklim sartlari, hasat kosullar1 vb. faktérlerden kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.
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Arastirmamizda tath feslegen bitkisinden elde edilen ultrases destekli sulu
ekstraktinin Tepe Boslugu - Kati1 Faz Mikro Ekstraksiyon (HS-SPME) teknigi ve

GC-MS ile ugucu bilesenleri belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3. Optimum kosullarda ekstrakte edilen tath feslegen su ekstraktinin
ucucu bilesenleri

Alikonma Zaman1 Konsantrasyon

Ucucu Yaglar (dakika) (%)
E-sitral 21.49 44.28
Z-sitral 20.40 29.24
Limonen 12.35 4.78
Anetol 22.17 6.30
2-metil-2 feniltridekan 32.56 3.35
Simol 12.16 1.67
Nonanal 15.34 1.63
1,8-sineol 12.46 1.52
Delta-4-karen 24.28 1.06
Cis-sabinenehidrat 19.68 0.95
3-biitin-1-ol 19.75 0.94
Propenal dimetilhidrazon 18.72 0.92
n-dekanal 19.23 0.84
Cis-osimen 8.70 0.73

Cizelge incelendiginde tath feslegen su ekstraktinin ugucu bilesenlerinin biiytik
cogunlugunun E-sitral ve Z-sitral’den olustugu goriilmektedir (Cizelge 4.4). Bu
bileseni sirasi ile limonen, anetol, 2-metil-2-fenilltridekan, karyofilen oksit,
simol, nonanal, 1,8-sineol, delta-4-karen, cis-sabinenhidrat, 3-bitin-1-o],
propenal dimetilhidrazon, n-dekanal ve cis-osimen bilesenleri takip etmistir.
Calisma sonuglar1 ile benzer sekilde Bayram ve Telci (2017) feslegen
genotiplerinden R10L nolu 6rnekte sitral bilesen miktarint % 39.0-71.3 olarak
bulmuslardir. Aym1 zamanda, Tiirkiye'de sitralce ve linalolce zengin 2 adet
reyhan genotipinin bulundugunu ve linalol bakimindan zengin kemotiplerde
linalol oranini % 38-60, sitralce zengin kemotiplerde ise sitral oranini1 % 57-66

olarak rapor etmislerdir (Telci, 2005; Telci vd., 2006).
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4.4. Optimum Kosullarda Ekstrakte Edilen Tath feslegen Su Ekstraktinin
Fonksiyonel Ozelliklerinin Belirlenmesi

Tath feslegen bitkisinden optimum kosullarda elde edilen su ekstraktlarinin

fonksiyonel 6zelliklerine iliskin degerler Cizelge 4.4’ te verilmistir.

Cizelge 4.4. Optimum kosullarda ekstrakte edilen tath feslegen su ekstraktinin
fonksiyonel 6zelliklerine iliskin degerler

Fonksiyonel 6zellikler

Toplam Fenolik Madde (mg/g ekstrakt) 262.40
Serbest Radikal Yakalama Aktivitesi (ICso =mg/mL) 0.14
Antidiyabetik Aktivite (ICso =mg/mL) 2.30

Cizelgeye gore, toplam fenolik madde miktar1 tath feslegen su ekstraktinda
262.40 mg/g olarak belirlenmistir. Upadhyay vd. (2015) ve Juntachote vd.
(2006) ultrases destekli ekstraksiyonu kullanarak farklifeslegen cesitlerinde
toplam fenolik madde miktarim1 sirasiyla 9.41 mg GAE/g ve 4937.75 ug/g
olarak tespit etmislerdir. Farkli geleneksel ekstraksiyon yontemleri kullanilarak
yapilan calismalarda ise; tath feslegen ekstraktlarinda toplam fenolik madde
miktarlar sirasiyla 146 mg/g (El-Beshbishy and Bahashwan, 2012) ve 38.48 mg
GAE/g (Wongsa vd., 2012) olarak bulunmustur. Bu ¢alisma sonuglarn literatir
bulgular ile karsilastirildiginda; elde edilen verilerin literatiirde hem ultrason
hem de geleneksel yontemlerle ekstrakte edilmis feslegen orneklerinden daha
yluksek toplam fenolik madde miktarina sahip oldugu gorilmektedir. Bu
farkhiliklarin ektraksiyonda kullanilan ¢o6ziicli, ekstraksiyon yontem ve
parametreleri ile kullanilan bitki tiri ve bitkinin ekolojik yetistirilme

sartlarindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Optimum kosullarda ekstrakte edilen drneklerin DPPH yontemi kullanilarak

serbest radikallerin % 50’sini inhibe eden miktar1 1C50=0.14 mg/mL olarak

bulunmustur (Cizelge 4.5).
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Yapilan kaynakg¢a taramalarinda benzer sekilde; El-Beshbishy ve Bahashwan
(2012) tath feslegen ekstraktlarmin 20.0, 18.2, 16.3 ve 14.5 mg/mL
konsantrasyonlari icin serbest radikalleri yakalama aktivitelerini (% DPPH)
sirasi ile % 60, % 54, % 49 ve % 43 olarak ve Cruz-Vega vd. (2009) ise 50
nug/mL konsantrasyon i¢in serbest radikal yakalama aktivitesini (DPPH) % 55

olarak bulmuslardir.

Tath feslegen bitkisinden optimum kosullarda elde edilen su ekstraktlarinin
antidiyabetik aktivitesi belirlenmis ve sonuclar Cizelge 4.5’te verilmistir. Bu
amagcla belirli bir konsantrasyondaki siikrozu hidrolize eden siikraz enzim
aktivitesinin % 50’sini inhibe eden (ICso) tath feslegen ekstrakt konsantrasyonu
2.3 mg/mL olarak, pozitif kontrol icin ise ICso degeri 32.82 mg/mL olarak
hesaplanmistir. Sonuglar degerlendirildiginde tathi feslegen ekstraktinin
metforminden yaklasik bir 10 kat daha yiiksek antidiyabetik aktivite gosterdigi
saptanmistir. Yapilan literatiir taramalarinda o-glukozidaz igin inhibisyon
aktivite degerlerini Ademiluyi vd. (2016) ICso 3.06 mg/mL ve El-Beshbishy ve
Bahashwan (2012) IC50 36.72 mg/mL olarak bulurken, Wongsa vd. (2012) %
61 olarak tespit etmistir. Ayrica yapilan diger ¢alismalarda fenolik madde
bilesenlerinden; rozmarinik asit, p-hidroksi benzoik asit, kafeik asit, rutin, p-
kumarik asit, luteolin, apigenin, prokatesik asidin ve ucucu yag bilesenlerinden
ise; 1,8 sineol ile limonenin antidiyabetik aktiviteye sahip olduklar1 rapor
edilmistir (Wongsa vd., 2012; Ademiluyi vd., 2016; Kirkan vd., 2018; Ngo vd.,
2018; Ozer vd., 2018). Yapilan bu ¢alismada toplam fenolik madde miktar1 tath
feslegen yaprak ekstraktlarinda 262.40 mg/g ekstrakt olarak bulunmustur.
Literatir calismalarinda ise toplam fenolik madde miktarlar1 (mg/g ekstrakt)
sirasiyla 146 (El-Beshbishy and Bahashwan, 2012) ve 38.48 (Wongsa vd., 2012)
olarak tespit edilmistir. Elde edilen antidiyabetik aktivitenin bu ¢alismada daha
ylksek olmasi fenolik madde miktarinin da yiiksek olmasi ile iliskili olabilecegi
diistiniilmektedir. Calismada baskin ucucu yag bileseni E- sitral ve Z-sitral
olarak saptanmis olup, ekstraktlarin ICso degeri 2.30 mg/mL bulunmustur.
Literatlir taramalarinda sitral kemotipli feslegenlerde yapilmis antidiyabetik

aktivite calismasina rastlanilmamaistir.
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4.5. Optimum Kosullarda Ekstrakte Edilen Tath feslegen Su Ekstraktinin
Enkapsiilasyonu ve Fizikokimyasal Ozellikleri

Optimum ekstraksiyon kosullarinda tath feslegen bitkisinden tekrar ultrases
destekli su ekstraksiyonu yapilarak elde edilen ekstrakt aljinat ile homojenize
edilip peristaltik pompa vasitasiyla dagitic1 faza (CaClz) damlatilarak hidrojel
boncuklar elde edilmistir (Sekil 4.3). Peristaltik pompa ile dakikada 95 adet
hidrojel boncuk elde edilmistir. Yirmi adet hidrojel boncugun ortalama cap1

0.4+£0.00 mm olarak tespit edilmistir.

Sekil 4.3. Optimum kosullarda ekstrakte edilen tath feslegen fenolik ekstrakti
yukli hidrojel boncuklar

Hidrojel boncuklarin enkapsiilasyon etkinligi % 80.12 ve enkapsiile 6rneklerin
nem miktar1 ise % 99.6 olarak bulunmustur. Sonuglarla benzer sekilde baska
bir feslegen tiirii olan kutsal feslegen (Ocimum sanctum Linn.) ugucu yag
enkapsiilasyon etkinligi % 44.65-100.09 araliginda belirlenmistir (Sutaphanit
ve Chitprasert, 2014).
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5. SONUC VE ONERILER

Tath feslegen yapraklarindan fenolikge zengin ultrases destekli su
ekstraksiyonu icin deney parametrelerinin optimize edilmesi ve belirlenen bu
sartlarda elde edilen ekstraktlarin ise polifenol icerigi ile biyofonksiyonel
ozelliklerinden antioksidan ve antidiyabetik aktivitelerinin belirlenip iyonik
jelasyon-kitosan sistemiyle mikroenkapsiilasyonun amaglandigi bu tez

calismasinda elde edilen veriler asagida kisaca 6zetlenmistir:

Calismada ilk olarak, yapraklardan ultrases destekli su ekstraksiyonu deneme
deseni Box-Behnken deney tasarim metodu ve deney parametrenin
optimizasyonu ise Yanit Yiizey Metodu kullanilarak gerceklestirilmistir.
Ekstraksiyon verimi ve tath feslegen yapraklarinin toplam fenolik madde
sonuglar1 RSM’de yanit olarak seg¢ilmistir. Calisma sonucunda genlik,
ekstraksiyon siiresi ve bitki/¢c6zgen orani optimum degerleri sirasiyla; % 100,
45 dk, 1.06 g/100 mL olarak bulunmustur. Model ¢alisilan yanitlardaki farklilig:
aciklamak icin yiiksek tahmin performansi géstermistir (R2>0.98). Ekstraksiyon
verim miktarinin; genlik ve stre, genlik ve bitki/¢ozilici oram ve siire ile
bitki/¢coziicii orani artisina bagh olarak arttig: tespit edilmistir. Toplam fenolik
madde miktarinda ise ytliksek genlik degerlerinde siire ile baglantili olarak 6nce
bir miktar artis, sonrasinda sinirli bir azalma goriilmustiir. Bitki/¢6ziicii orani
arttikca toplam fenolik madde konsantrasyonunda azalis gorilmiistiir. Siire
artisina bagh olarak da toplam fenolik madde miktarinda stirekli bir artis
oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda, metot dogrulamasi yapilarak teorik ve
deneysel veriler kiyaslandiginda deneysel olarak elde edilen verilerin model

tahmin araliginda oldugu saptanmistir.

Calismada ikinci olarak, optimum kosullarda ekstrakte edilen tath feslegen su
ekstraktinin fenolik ve ucucu bilesenleri belirlenmis ve ekstraktin baslica
fenolik madde bileseni olarak rosmarinik asit ve bu bileseni takiben sirasiyla
kafeik asit, rutin, gallik asit, kamferol, protokatesik asit ve sirincik asit tespit
edilmistir. Ekstrakt ucucu bilesenleri olarak ise sitral (E- ve Z-) basta olmak

lizere sirasiyla limonen, anetol, 2-metil-2-fenilltridekan, karyofilen oksit, simol,
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nonanal, 1,8-sineol, delta-4-karen, cis-sabinenhidrat, 3-biitin-1-ol, propenal

dimetilhidrazon, n-dekanal, cis-osimen bulunmustur.

Ugiincii  olarak, optimum kosullarda ekstrakte edilen tath feslegen su
ekstraktinin toplam fenolik madde miktar1 262.4 mg/g ekstrakt ve fonksiyonel
ozelliklerinden serbest radikal yakalama aktivitesi ve antidiyabetik aktivite ICso

degerleri sirasiyla 0.14 mg/ml ve 2.30 mg/ml olarak saptanmustur.

Son olarak ise tath feslegen fenolik ekstrakti yiiklii hidrojel boncuklarini
fizikokimyasal ozelliklerinden enkapsiilasyon etkinligi (% EE) 80.12 ve nem

miktar1 % 99.6 olarak belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar neticesinde ultrases destekli ekstraksiyon yonteminin, tath
feslegen bitkisinden kisa siireli ekstraksiyonla yiiksek oranda antioksidan ve
antidiyabetik bilesenlerce zengin fenolik maddelerin ekstraksiyonunda
kullanilabilecegi soylenebilir. Elde ettigimiz bulgular 1s18inda bu ¢alismaya ek
olarak hayvan calismasi yapilabilir. Calismada toksik etki miktar1 belirlenerek,
tliketicilerin giinliik tiiketim miktarinin saptanmasi ile, ticari olarak fonksiyonel
bir enkapstle bitki cay:1 tretilebilir. Ayrica antioksidan ve antidibetik gida
takviyesi olarak kullanilmasi ile yeni bir kullanim alaninin olusabilecegi

diisiintilmektedir.
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