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The main purpose of this study is to develop and optimize a method based on the hydroalcoholic solvent
extraction of rosmarinic acid (RA) which is an important active component in the polyphenolic profile
of the plant and, stands out with its antioxidant, antibacterial, and antiviral properties, and other
antioxidant components. Soft computing-based chemometric studies are needed to model and optimize
complex processes such as extraction. In this study, the extraction conditions of bioactive RA from
Ocimum bacilicum L., a valuable medicinal aromatic plant source, with green and simple technique,
were modeled and optimized using chemometric methods. Additionally, it was also aimed to evaluate
the potential of RA in O. basilicum with the amount of Total phenolic substance (TFM) and Total
antioxidant activity (TAA). In the study, RSM-CCD/small factorial design was used, multi-response
optimization was solved with the help of Pareto solutions, and the Desirability function was used to
determine the optimum input variable values. As a result, optimum conditions of O. basilicum L.
extraction, 47.7% EtOH concentration, 30.0 °C temperature, 77.6 min extraction time, and 10 mL/g
solvent/solid ratio were found. Experimental results obtained under optimum conditions were
171.46+1.87 mg GAE/g, 4.76+0.32 mg Trolox/mL, and 8.93+£0.65 mg/g for TPC, TAA and RA,
respectively. The predicted results from the mathematical model were (172.26 mg GAE/g), (4.13 mg
Trolox/mL) and (8.89 mg/g), respectively.

Tiirk Tarim — Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 9(9): 1720-1730, 2021

Ocimum basilicum L. Bitkisinde Rosmarinik Asit ve Antioksidan Bilesenler i¢in
Yesil Ekstraksiyon Kosullarimin Deneysel Tasarim ve Cok Yamth Optimizasyonu
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Bu ¢aligmanin temel amaci, bitkinin polifenolik profilinde etkin 6nemli bir bilesen olan ve antioksidan,
antibakteriyel ve antiviral 6zellikleri ile 6ne ¢ikan rosmarinik asit (RA) ile diger antioksidan bilesenlerin
hidroalkolik ¢oziicii ekstraksiyonuna dayali bir yontem gelistirmek ve optimize etmektir. Ekstraksiyon
gibi karmagik siirecleri modellemek ve optimize etmek i¢in yumusak bilgi islem tabanli kemometrik
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sebeple yapilan calismada, degerli bir tibbi aromatik bitki kaynag:
olan Ocimum bacilicum L.’den biyoaktif RA’in yesil ve basit bir teknikle ekstraksiyon kosullarini,
kemometrik yontemler kullanilarak modellenmesi ve optimizasyonu saglanmistir. Bunun yam sira O.
basilicum’ da bulunan RA’in potansiyelini, Toplam fenolik madde (TFM) miktar1 ve Toplam
antioksidan aktivite (TAA) ile degerlendirmek de hedeflenmektedir. Yapilan ¢caligmada RSM-CCD/dar
faktoriyel tasarim kullanilmis, ¢ok yamitli optimizasyon Pareto ¢oziimleri yardimiyla ¢6ziilmiis ve
optimum girdi degiskeni degerlerini belirlemek icin Istenebilirlik fonksiyonu kullanilmistir. Sonug
olarak, O. basilicum L. ekstraksiyonun optimum kosullari; %47,7 EtOH konsantrasyonu, 30,0°C
sicaklik, 77,6 dk ekstraksiyon siiresi ve 10 mL/g ¢oziicii/katt oran1 bulunmustur. Optimum kosullar
altinda elde edilen deneysel sonuglar TFM, TAA ve RA igin sirastyla 171,46+1,87 mg GAE/g, 4,76+0,32
mg Troloks/mL ve 8,93+0,65 mg/g’dir. Matematiksel modelden tahmin edilen sonuglar sirasiyla (172,26
mg GAE/Q), (4,13 mg Troloks/mL) ve (8,89 mg/g) olarak bulunmustur.
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Giris

Giliniimiizde insanlarin beslenme ve saglik konularinda
hi¢ olmadiklar1 kadar bilgili olmalari; hastaliklarin
gelisiminde ve Onlenebilmesinde, sagligi gelistirici bir
diyet ve fiziksel aktivite, kilo yonetimi ve daha saglikli bir
yasam tarzinin, genetik faktorlerin yaninda oldukg¢a 6nemli
bir rol oynadigi bilincinin gelismesini saglamigtir. Bunun
yani sira insanlar cesitli takviyeler yoluyla ve sagligi
gelistirici faktorleri igerecek sekilde formiile edilen veya
giiclendirilen gidalar1 tiiketerek diyetlerinin, saglig1
gelistirme yeteneklerini optimize edebilmeye
baslamislardir (Wildman, 2019). Ayrica modern yasam
kosullar1i, mevcut niifus ve saglik egilimlerinin yani sira
nutrasdtik ve fonksiyonel ozellik gosteren maddelerin
ozelliklerini ve potansiyel uygulamalarini belirlemeye
yonelik arastirmalarin artmasi, fonksiyonel gida pazarinin
biliylimesinin baglica nedenleri arasinda yer almaktadir.
Beslenme ve hastalik iligkilerinin agiga ¢ikmasi,
beslenmenin birgok hastaligin 6nlenmesinde ¢ok onemli
oldugunu dogrulamigtir. Bunun sonucunda tiiketiciler,
gidalarin sagliklarina dogrudan katkida bulunabilecegine
giderek daha fazla inanmaya basladiklar i¢in giiniimiizde
gidalar sadece agligi gidermek amaciyla tiiketilmekle
sinirlt kalmamakta ayni zamanda hastaliklari 6nlemek ve
ruh saghigmi gelistirmek gibi fonksiyonel gorevler de
istlenmektedir (Teofilovi¢ ve ark., 2021).

Besinlere bu fonksiyonel islevsellik c¢ogu sifali
bitkilerin icerdikleri antioksidan bilesenler, diyet lifleri,
vitaminler, mineraller vb. sayesinde kazandirilmaktadir.
Fenolik bilesiklerin giiclii antioksidatif potansiyelleri
dogrudan serbest radikal siipiirme kapasitelerinin bir
sonucudur ve oksidatif stresi ve onun sonuglarim
azaltmaktadir (Lobo ve ark., 2010; Shahidi, 2004).
Polifenolik bilesiklerin, giiglii antioksidan, anti-alerji, anti-
mikrobiyal, anti-kanserojen ve anti-inflamatuar ajan
rollerine ek olarak; tiimdor hiicresi ¢ogalmasi, karsinojenez,
bronsiyal astim, peptik {ilser, ateroskleroz, spazmojenik
bozukluklar, iskemik kalp hastaligi, hiperglisemi,
hepatotoksisite, depresyon, katarakt da dahil olmak {izere
cesitli hastaliklara ve saglik risklerine karsi hayati roller
oynadi@1 gosterilmistir (Alagawany ve ark., 2017)

Tibbi aromatik sifali bitkiler igeren Lamiaceae
familyasinda, Ocimum cinsine gore smiflandirilan
feslegen, Asya’daki tropikal ve subtropikal bolgelere 6zgii
olmakla birlikte; Giiney ve Kuzey Amerika, Afrika ve
Avrupa’da iklimlendirilmis ve 160 kadar farkli tiirden
olugmaktadir (Dudai ve ark., 2020). Yapilan ¢aligmalar
Lamiaceae familyasindan olan bitkilerin gerek mutfakta
gerekse tibbi ozelliklerinden dolayr sifali bitki olarak
kullanilabildigini ve zengin polifenolik bilesik, 6zellikle de
fenolik asit kaynaklart oldugunu gostermektedir
(Castronuovo ve ark., 2019; Kwee ve Niemeyer, 2011).
Feslegen (Ocimum basilicum L.) bitkisi ekstraktlari
vitaminler,  mineraller,  hidroksisinnamik  asitler,
hidroksibenzoik asitler ve flavonoidler vb. fenolik
maddeler gibi insan sagligina faydalar1 olan ¢ok cesitli
bilesikleri igermektedir. Igerdigi bu zengin fenolik
bilesenler nedeniyle ©Onemli antioksidan aktivite
gostermekte ve hastaliklarla miicadele potansiyeline
katkida bulunabilen zengin antioksidan kaynaklar1 sebebi
ile fonksiyonel gida olarak kabul edilmektedir (Carvalho
ve ark., 2016; Teofilovié¢ ve ark., 2021).

Geleneksel olarak siis bitkisi olmasinin yan1 sira feslegen
(Ocimum basilicum L.), tiptan beslenmeye, tatlandirmaya
kadar birgok alanda kullanilmaktadir (Ztotek ve ark., 2016).
Feslegen bitkisinin ¢igekleri ve yapraklar1 gidalarda ve mutfak
uygulamalarinda baharat ve aroma verici olarak kullanilmakla
birlikte yatistirici, sindirim ve iltihap 6nleyici etkilerinden
dolay1 parfiimeri, ilag ve tip endiistrileri gibi ekonomik agidan
6nemli alanlarda, cogunlukla dis veya agiz bakimi igin yaygin
olarak kullanilmaktadir (Castronuovo ve ark., 2019; Shanaida
ve ark., 2017, 2021). Feslegen yapraklar1 icerdigi esansiyel ve
ucucu yaglarm tibbi 6zelliklerinden dolay1 geleneksel tipta
spazm giderici, gaz giderici ve mideye Ozgii olarak
algilanmakta ve mide bulantisi, dizanteri, gastroenterit veya
karin kramplarini tedavi etmekte kullanilmaktadir. Bunun
yani sira feslegenin bazi ksenobiyotiklere karsi koruyucu
etkilerinin, merkezi sinir sistemini uyarma kapasitesinin ve
radyasyondan koruyucu etkinliginin oldugu da belirlenmistir
(Sajjadi, 2006; Uma Devi ve ark., 2000). Feslegenin sagliga
faydalan ve anti-alerjik, antikanser, antimikrobiyal,
antiseptik, spazm Onleyici, mantar dnleyici, antiviral, iltihap
Onleyici, analjezik, bagigiklk uyarici, yatistirict ve
antioksidan &zellikleri, icerdigi polifenol ve aromatik
bilesiklerinden kaynaklanmaktadir (Taie ve ark., 2010; Ztotek
ve ark., 2016).

Feslegende bulunan ana fenolik bilesiklerin fenolik
asitler, flavonol glikozitleri ve antosiyaninler oldugu
belirlenmistir. Her ne kadar feslegende en yaygin ve aktif
olarak bulunan fenolik bilesik Rosmarinik asit (RA) olsa
da, feslegenin farkli tiir ve cesitleri igerisinde sisorik,
vanilik, p-kumarik, benzoik, hidroksibenzoik, sirincik,
ferulik, protokatesik, kafeik ve gentisik asitler gibi diger
fenolik asitler de bulunmaktadir (Kwon ve ark., 2020;
Makri ve Kintzios, 2008; Ztotek ve ark., 2016).

Polifenoller sinifina ait ve yapisal olarak bir kafeik asit
dimeri  (R-O-kafeol-3,4-dihidroksifenil-laktik asit) olan
rosmarinik asit (RA) (Sekil 1) dogada biberiye, adacayi,
kekik, feslegen gibi ¢ok sayida aromatik ve tibbi bitkide
yaygin olarak bulunmakta ve bagta gida ve kozmetik olmak
iizere pek ¢ok sektorde diisiik toksisitesinin yant sira yiiksek
antibakteriyel ve antiviral etkisi ile dogal antioksidan
formiilasyonlarin gelistirilmesini saglamaktadir (Alagawany
ve ark., 2017; del Bafio ve ark., 2003; Gao ve ark., 2005;
Kintzios ve ark.,, 2003; Kwon ve ark.,, 2020). RA,
lipoksijenaz (LOX) ve siklooksijenaz (COX) aktivitelerini
inhibe edebilme 6zelliginden dolay1 bir anti-inflamatuar
faktor olarak hareket edebilmektedir. Ayrica, RA igin
antioksidan, astrenjan, antimutajenik, antibakteriyel,
antiviral ve antidiyabetik Ozellikler de tanimlanmigtir
(Makri and Kintzios, 2008; McCue and Shetty, 2004;
Ztotek ve ark., 2016) .

HO 0

HO OH

O OH

OH

Sekil 1. Rosmarinik Asitin kimyasal yapisi
Figure 1. Chemical structure of Rosmarinic Acid
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Feslegen bitkisinin gerek gida gerekse ilag ve tip
sektoriindeki etkilerinden dolayt bitkinin icerdigi biyoaktif
bilesiklerin basit ve etkili bir sekilde ekstraksiyonu oldukca
onem tagimaktadir. Feslegen bitkisindeki fenolik bilesimin
antioksidan kapasite, biyoyararlilik ve biyoetkililik
iizerinde giiclii bir etkiye sahip oldugu diisiincesiyle
yapilan bu caligmada, temel amag¢ bitkinin polifenolik
icerigini belirlemek ve bunun yam sira antioksidan,
antibakteriyel ve antiviral 6zellikleri ile 6ne ¢ikan RA ile
diger antioksidan bilesenlerin feslegen bitkisinden
hidroalkolik ¢oziicii ekstraksiyonu i¢in bir ydntem
gelistirmek ve optimize etmektir. Ekstraksiyon, besin ve
saglik kaynagi tibbi-aromatik bitkilerin sahip oldugu bu
degerli  fenoliklerin  tanimlanmast ve  miktarinin
belirlenmesi i¢in 6nemli bir birincil adimdir (Biesaga,
2011). Geleneksel bir teknik olarak ¢oziicii ekstraksiyon
teknigi, biyoaktif bilesiklerin geri kazanilmasi i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir (Rahmanian ve ark., 2015).

Son yillarda gevre bilincinin artmasi, toplumun yesil
teknolojiye olan ilgisini artirmistir. Analitik kimya,
¢evrenin siirdiiriilebilir gelisiminde degerli bir rol oynar.
Bu anlamda, mevcut ekstraksiyon tekniklerinin ¢evresel
acidan daha siirdiiriilebilir ekstraksiyon teknikleriyle
degistirilmesi, tiim siirecin yesil tekniklere doniigiimii i¢in
onemli bir adimdir. Ayrica gida analizlerinde siireci daha
yesil hale getirmek i¢in ana stratejilerden biridir. Mevcut
bir ekstraksiyon yonteminden daha cevreci bir yonteme
geemek icin islem yaparken gz Oniinde bulundurulmasi
gereken ana hususlardan biri ¢oziicli se¢imidir. Literatiir,
Ocimum basilicum bitkisinden polifenollerin
ekstraksiyonu i¢in organik ¢oziiciiler olarak metanol
(MeOH) ve etanoliin (EtOH) sulu ¢oziiciilerinin yaygin
olarak kullanildigin1 gostermistir (Abaza ve ark., 2015;
Tsakona ve ark., 2015).

Bu ¢alismada, Ocimum basilicum bitkisinden biyoaktif
degerli bilesiklerin geleneksel ¢oziicii ekstraksiyon
kosullarin1 (¢oziicii konsantrasyonu, sicaklik, siire ve
¢oziicii/katt orani) optimize etmek icin yanit yiizeyi
metodolojisi-dondiiriilebilir merkezi kompozit tasarimi
(RSM-RCCD) kullanilmigtir. Bir prosesteki gercek bir
problem genellikle birden fazla kalite 6zelligine sahiptir.
Eszamanli kalite 6zellikleri optimizasyonu i¢in en ¢ok
tercih  edilen yontem, istenebilirlik  fonksiyonu
(Desirability) yaklasimdir.

Proses ici optimizasyonun temel sorunu, bir prosesin
¢ok amacl oOzelliklerini en iyi temsil eden optimum
calisma kosullarini belirlemektir. Bu, RSM’de ¢ok amagh
bir optimizasyon problemidir ve deneysel tasarimda
onemli bir arastirma alanidir (Chen ve ark., 2012; Karande
ve ark., 2013. Istenebilirlik fonksiyonu yaklagimi
(Desirability), Harrington (1965) tarafindan gelistirilmistir
ve endiistrideki ¢ok amagli optimizasyon problemleriyle
basa ¢ikmak i¢in siklikla kullanilmistir. Bu matematiksel
boyut kiigiiltme stratejisi, tahmin edilen birden ¢ok yaniti
tek boyutsuz bir hedefe doniistiirmek i¢in kullanilmaktadir.
Bu tek amag, daha sonra uzlasilmig bir ¢éziim saglamak
icin maksimize ya da minimize edilir (Costa ve Lourengo,
2016). Bu c¢alismada, TFM ve Rosmarinik Asit’in
eszamanli maksimizasyonu ile TAA ’nin minimizasyonu,
Pareto-optimal bolge ve Harrington’un istenebilirlik
fonksiyonu ile ¢oziilen ¢ok amagli bir optimizasyon
probleminin amaci olmustur.

Materyal ve Yontem

Materyal

Bitki Materyali

Sivas  (Gtlirpinar)-Tirkiye’den  toplanan ~ Ocimum
basilicum L. bitki 6rnekleri, Eczac1 Dog.Dr. Ismihan Goze
(Goze Eczanesi, Sivas) tarafindan saglanmistir. No:11013
kayit numarasi ile Sivas Cumhuriyet Universitesi Biyoloji
Boliimii Herbaryumuna kaydedilmistir. Yenilebilir kisimlar
(esas olarak yapraklar) govdelerden ayrilmistir. Daha sonra
feslegen yapraklari yikanmis, temizlenmis ve kurutma
kagitlar1 tizerinde 10 giin boyunca havasiz ve golgeli bir
yerde  kiitle  olugturmadan  homojen  dagitilarak
kurutulmustur. Feslegen bitkisinden fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonu i¢in optimum partikiil boyutu 0,5 mm olarak
belirlenmis ve kurutulup 6giitiilen feslegenler, ekstraksiyon,
spektroskopik ve kromatografik analizler i¢in kullanilana
kadar cam kavanozlarda ve karanlikta saklanmigtir.

Kimyasallar

Standart Rosmarinic Asit Fluka’dan (Steinheim,
Almanya) satin alinmistir. Diger fenolik madde standartlari,
MeOH, EtOH, asetonitril ve Folin-Ciocalteu fenol reaktifi
(FCR), Troloks Sigma’dan (St.Louis, MO, ABD), sodyum
karbonat  (Na2CO0s), Sigma-Aldrich’ten  (Steinheim,
Almanya), asetik asit, trifloroasetik asit ise Merck’ten
(Darmstadt, Almanya) temin edilmistir. Yapilan ¢alismada
kullanilan su, Human Power II (Seul, Kore) cihazi
kullanilarak saflagtinilmigtir  (18.2MQ). Kromatografik
analizlerde  kullanilan  ¢ozliciilerin  timii  HPLC
derecesindedir. Diger tiim kimyasallar analitik safliktadur.

Yontem

Coziicii (EtOH/H,0) ekstraksiyonu

Ekstraksiyon i¢in ogiitiilmiis feslegen 6rnekleri 1,00 g
tartilmistir. EtOH/H20 ekstraksiyonlart i¢in 50 mL koyu
(amber) cam siseler kullanilmigtir. Isitma ve karistirma
islemleri Heidolph MR multi manyetik karistiricilt
wsiticilarda karigtirma hizi 100 rpm” de gergeklestirilmistir.
Ekstraksiyon Oncesinde feslegen bitkilerine kurutma ve
oglitme disinda herhangi bir 6n islem uygulanmamustir.
Feslegen orneklerinin farkli oranlarda EtOH/H>0 karisimi
ile ekstraksiyonu sonrasinda, bitki ornekleri kaba filtre
kagitlarindan siiziilmii, elde edilen ekstrelerin hacmi
Ol¢iilmiis ve son hacim EtOH/H»0 ¢oziicii karigimlari ile
50mL’ye tamamlanmuistir.

Ekstraksiyon i¢in deneysel tasarim yapilmig ve 21
deney noktasi Dbelirlenmistir. Deney tasarimi  ve
optimizasyon c¢aligmast i¢in Stat-Ease Design-Expert
12.0.0 yazilim programu kullanilmistir. EtOH/H20 ¢6ziicii
kartsiminin farkli oranlari, sicaklik, siire ve ¢oziicii/kati
orant ¢Oziicii ekstraksiyonu igin bagimsiz degiskenler
olarak belirlenmistir. Bagimsiz degiskenlerin ¢aligma
araligt ve kodlanmus seviyeleri Cizelge 1°de
gosterilmektedir. Her bir bagimsiz degisken i¢in caligsma
aralignr  literatiir  bilgisine ve o6n  ¢aligmalara
dayandirilmistir.  EtOH/ H2O ¢6ziicii konsantrasyonu,
sicaklik, ekstraksiyon siiresi ve ¢oziicii/kat1 oran1 sirastyla
%7,5-77,5 (%v/v), 20-60°C, 30-150 dk, 2,5-32,5 mL/g
olarak belirlenmistir. Toplam fenolik madde miktar1 (Y1),
Toplam antioksidan aktivite (Y2) ve Rosmarinik asit
miktar1  (Y3) bagimli yanit degiskenleri olarak
kullanilmistir.
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Cizelge 1. Ug bagimh degisken igin dort faktdrlii CCRD (Déndiiriilebilir Merkezi Kompozit Tasarim) dar tasarimda
kullanilan bagimsiz degiskenlerin etkinlik aralig1 ve kodlanmis seviyeleri

Table 1. Experimental range and coded levels of independent variables used in the four-factor small CCRD (Central
Composite Rotatable Design) for three dependent variables

Bagimsiz degiskenler 10 K(i(ilanmls sev1y(e)1er ve Etklnliklarahgl e
Xi1: EtOH konsantrasyonu (%v/v) 75 25 42,5 60 77,5
X2: Sicaklik (°C) 20 30 40 50 60
Xa: Ekstraksiyon stiresi (dk) 30 60 90 120 150
Xa: Coziicti/katt oran1 (mL/g) 2,5 10 17,5 25 32,5
Toplam Fenolik Madde (TFM) miktarinin belirlenmesi HPLC analizi

Feslegen bitkisi ekstraktlarinin Toplam fenolik madde
miktar1 Folin-Ciocalteu yontemine gore Vural ve ark.,
(2020) tarafindan tarif edildigi gibi belirlenmistir. TFM
absorbansi 765 nm’de Shimadzu 1700 Pharma Spec UV-
Vis Spektrofotometre ile 6lgiilmiistiir. Analiz i¢in 40 pL
feslegen bitki ekstresi 4,28 mL distile su ile seyreltilmis ve
ardindan 100 pL Folin-Ciocalteu reaktifi (2N) ile
karistirilmistir. Karigim karanlikta 5 dk siire bekletilmis ve
ardindan 600 uL  %20’lik Na,COs; eklenerek
calkalanmistir. Karisim 40°C sicaklikta 75 dakika inkiibe
edilmistir.

TFM miktar1, gallik asit esdegeri (GAE) olarak
hesaplanmustir. Standart gallik asit kullanilarak elde edilen
kalibrasyon egrisi, 25 ile 3000 mg/L konsantrasyon
araliginda hazirlanmis ve regresyon katsayisi 0.9989
hesaplanmistir. Sonuglar, bitki grami bagina mg gallik asit
esdegeri (GAE) olarak ifade edilmistir.

Toplam Antioksidan Aktivite (TAA) tayini

Feslegen bitkisinde TAA, Yu ve ark., (2005) 6nerdigi
yontemde bazi degisiklikler ile 2,2,-difenil-2-pikril-
hidrazil (DPPH) kullanilarak gercgeklestirilmistir (Yu ve
ark., 2005). Analizde 300 pL feslegen ekstrakti, 2,7 mL
DPPH (6.10° M) ile karistirilarak, karanhkta 30°C
sicaklikta, 40 dakika bekletilmistir. Elde edilen karigimin
absorbansi, DPPH igermeyen bos bir numuneye karsi 520
nm’de  Shimadzu 1700 Pharma Spec UV-Vis
Spektrofotometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Antioksidan aktivite (AA, (% inhibisyon), asagidaki
denklem (1) kullanilarak hesaplanmistir.

AA = [(Akontrol'A()mek)/Akontrol] %100 (1)

Asontrol Kontrol =~ numunesinin  absorbansidir
(numunesiz DPPH soliisyonu)

Asmek © Feslegen bitki ekstresi igeren numunenin
absorbansidir.

Yart maksimum inhibitor konsantrasyon (ICsp), bir
maddenin belirli bir biyolojik veya biyokimyasal iglevi
inhibe etme giicliniin bir Ol¢lsiidiir. Hesaplanan
%Inhibisyon (DPPH); antioksidan derisimiyle dogru
orantili oldugundan, baslangic DPPH derisiminde %350
azalmaya neden olan derisim ICsp olarak da tanimlanir
(Sanchez-Moreno ve ark., 1998). Hesaplanan ICs
degerleri Troloks esdegeri mg/mL olarak hesaplanmistir ve
sonuglar mgTroloks/g olarak verilmistir. Toplam
antioksidan aktivitesinde hesaplanan 1Cso degeri ne kadar
diisiikse Orneklerin antioksidan aktivitesi o kadar
yiksektir. Bu amagla optimizasyon kisitlarinda TAA
bagimli yanit degiskeni minimize edilmistir.

Elde edilen ekstraktlarda, Rosmarinik Asit’in kantitatif
tayini Shimadzu HPLC-PDA sistemi (Shimadzu, Japonya)
kullanilarak yapilmistir. Kullanilan cihaz, bir otomatik
ornekleyici SIL-10AXL, kolon firmi CTO-10A, pompa
LC20AT, fotodiyot dizi dedektérii SPDM10AVP, CBM-
20A kontrol iinitesine bagli Shimadzu LC Solution yazilimi
tarafindan kontrol edilen bir sistemden olusmaktadir.
35°C’de bir Inertsil C18 kolonu (ODS4- 250 x 4.6 mm i.d.,
5 um partikiil boyutu) ile iyi bir aymrim elde edilmistir.
Referans standartlarin ve numunelerin UV-Vis absorpsiyon
spektrumlari 190 ila 550 nm aralig1 taranarak belirlenmistir.
RA i¢in kantitatif tayin 330 nm dalga boyunda yapilmustir.
HPLC analizinde gradient yontem uygulanmis ve iki fazli
¢oziicii sistemi ile mobil faz hazirlanmistir: A (su iginde
%0,1 trifloroasetik asit) ve B (asetonitril i¢inde %0,1
trifloroasetik asit). Gradient mobil faz programi; 3 dk
boyunca dogrusal akisla %95A, 10 dk i¢inde %80 A, 20 dk
icinde %60A, 20 dk %20A ve tekrar %95Aya doniis olarak
belirlenmistir. Akis hiz1 1,0 mL/dak ve enjeksiyon hacmi 20
pL olarak belirlenmistir (Shanaida ve ark., 2021).

HPLC analizinde RA’in 6zgiilligii, RA tepe noktasinin
allkonma  siiresinin, RA  standart  ¢Ozeltisinin
kromatogramindaki alikonma siiresinin ¢akigmasiyla ve
PDA dedektdrde spektrum taramasina dayali pik safligt
kontrolii yapilarak dogrulanmistir. Sistem uygunlugu igin
alt1 tekrarli caligilmistir. Regresyon denklemi, RA referans
standardinin  on  konsantrasyonu i¢in kalibrasyon
egrisinden hesaplanmistir. Tespit limiti (LOD) ve tayin
limiti (LOQ), sirasiyla 3 ve 10 sinyal giiriiltii orani igin
hesaplanmistir. Elde edilen ekstraktlarda RA igeriginin
analizi i¢in gelistirilen HPLC ydntemi, tespit limiti (LOD),
tayin limiti (LOQ), kesinlik, dogruluk gibi parametrelere
gore dogrulanmustir (Cizelge 4).

Deneysel Tasarim ve Istatistiksel Analiz

Yapilan c¢alismada EtOH/H,O ¢oziicii sistemi ile
feslegen (Ocimum basilicum L.) bitkisinden polifenollerin
ekstraksiyonu i¢in deneysel tasarim yontemlerinden sistemi
etkileyen en 6nemli degiskenler ve birbirleriyle etkilesimleri
belirlenmistir. EtOH/H20O ¢oziicii ekstraksiyonunda elde
edilen feslegen ekstraktlarindan polifenollerin deneysel
tasarim caligmalar1 yanit yiizeyi metodolojisi, modelleme
caligmalar en kiiclik kareler (LS) yaklagimi kullanilarak ve
optimizasyon caligmalar1  Istenebilirlik  (Desirability)
fonksiyonu sonrasi Pareto seti olusturularak
gergeklestirilmistir. 21 deneysel caligmadan olusan dort
faktorli, donebilen, bes seviyeli merkezi kompozit
donebilen tasarim (CCRD- ortogonal tasarim) kullanilmustir.
RSM, Stat-Ease Design Expert 12.0.0 yazilimi (Stat-Ease
Inc., Minneapolis, ABD) kullanilarak yapilmigtir. Bagimsiz
degiskenlerin kodlanan diizeyleri Cizelge 1’de verilmistir.
EtOH/H;O ekstraksiyonu igin incelenen dort bagimsiz
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degisken, EtOH konsantrasyonu (X1, % (v/v), %7,5 ile 77,5
arasinda), sicaklik (X2, °C, 20 ile 60 C arasinda), siire (X3,
dk, 30 ile 150 dk arasinda), ¢oziicii/kat1 oran1 (X4, mL/g, 2,5
ile 32,5 mL/g arasinda) olarak belirlenmistir. Her faktor bes
diizeyde kodlanmustir (Cizelge 1). Karsilik gelen yanit
degiskenleri, Toplam fenolik madde miktar;; mg GAE/g
(Y1), Toplam antioksidan aktivite; mgTroloks/g (Y2) ve
Rosmarinik asit miktar;; mg/g (Ys) Cizelge 2 de
gosterilmektedir. Deneysel veri seti, yanitlarin davranigini
gormek i¢in tekrarlanan yanit lgimleriyle olusturulmustur.

Istatistiksel analizler Minitab 17 yazilim (PC igin
siiriim 17, Minitab Inc., Ingiltere) kullamlarak yapilmustir.
Tim analizler ii¢ tekrarli yapilmig ve deneysel sonuclar
ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. Her yanit
faktorli icin tasarim matrisi ve her terimin uygunlugu,
varyans analizi ile kontrol edilmistir. Modelin istatistiksel
anlamliligini degerlendirmek i¢in tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) uygulanmustir (Cizelge 3). Bu yontemde, her bir
faktoriin yanit degiskenleri iizerindeki dogrusal, ikinci
dereceden ve igsel etkilesim etkilerinin istatistiksel olarak
anlamliligi, %95 giiven diizeyinde Fischer F testi
uygulanarak belirlenmistir. statistiksel anlamlilik P<0,05
olarak belirlenmistir. Korelasyon katsayist analizi Minitab
17 yazilmi kullanilarak yapilmis bireysel lineer ve
etkilesim terimlerinin regresyon katsayilari belirlenmistir.
Katsayilar, bagimsiz degiskenlerin yanit degiskenleri
iizerindeki etkisini gostermek i¢cin RSM kullanimi ile
ylizey grafikleri olugturmakta kullanilmistir.

Geriye dogru eliminasyon regresyonu (Backward
Elimination), istatistiksel olarak anlamli olmayan
faktorleri tam modelden asamali bir sekilde ¢ikararak
iyilestirmek i¢in kullanilmistir. P degeri <0,05 olan
modeller ve faktorler anlamli kabul edilmistir.

Modelleme

Veri setinin modelleme asamasinda en kiigiik kareler
(LS) yontemi kullanilmigtir. CCD tasarimina karsilik gelen
ikinci dereceden bir polinom regresyon modeli araciligryla
tahmin edilen dogrusal regresyon modeli, asagidaki
Denklem (2)’ de gosterildigi gibi kullamlmistir. Bilinmeyen
model parametreleri, LS yaklagimina gore tahmin edilmistir.

y=Bo+ X1 B, xi+ X1 Bi]. XX+ X By xf+e  (2)

Burada; y yamit degiskenlerini temsil eder, fo bir
sabittir, i, pii, pij sirastyla dogrusal, ikinci dereceden ve
etkilesimli katsayilardir. Xi ve Xj bagimsiz degiskenlerdir.

Optimizasyon ve Dogrulama

Optimizasyon caligmasinda sistemi karakterize eden
tim yanitlar bir arada ele alinmig ve ¢ok amagli pareto
bolgeleri  yardimiyla ¢ok  yamithh  optimizasyon
¢Oziilmiigtiir.  Pareto  optimal  bolge  tahminleri
TFM(mgGAE/g), TAA(mgTroloks/lg) ve RA(mg/g)
bagimli yamt degiskenlerinin optimum ekstraksiyon
kosullarim1  bulmak igin istenebilirlik  fonksiyonu
(Derringer ve Suich, 1980) kullanilmistir.

Optimizasyon ¢aligmast i¢in Y1’i (TFM(mgGAE/q)) ve
Y3’ (Rosmarinik Asit(RA, mg/g)) maksimize eden ve

Y2’yi (TAA(mgTroloks/g)) minimize eden bir metodoloji
kullamilmustir.  Bagimsiz ~ degiskenler  [X1,X2,X3,X4]
calisma aralig1 icinde tutulmustur. Dogrulama c¢alismalari
icin, optimum kosullar1 temsil eden ¢6ziim noktasinda
deneyler yapilmis ve sonuglar modellerden tahmin edilen
degerlerle karsilastirilmigtir (Cizelge5).

Bulgular ve Tartisma

Modellerin Uygunlugu

CCRD metodolojisi kullanilarak 21 deneysel ¢aligma
yapilmig, deneysel verilere ¢oklu regresyon analizi
uygulanmig ve elde edilen regresyon katsayilar
kullanilarak yilizey merkezli tasarim icin ikinci dereceden
bir model denklemi olusturulmustur. Bagimsiz proses
degiskenlerinin degerleri (X1, X2, X3, X4) ve yanit degerleri
(Y1, Y2, Y3) Cizelge 2°de gosterilmistir. Ocimum basilicum
ekstraktlarinin yanit degiskeni deneysel degerleri, ikinci
dereceden polinom denklemlerine uygun olarak regresyon
analizi ile belirlenmistir.

EtOH/H0 ¢oziicii ekstraksiyonu ile elde edilen TFM,
TAA ve RA miktar1 icin ANOVA sonuglar1 Cizelge 3’de
goriilmektedir. U¢ model sirastyla, <0,0001; 0,0095 ve
<0,0001"lik disiik P degerleri ve 14,72; 7,76 ve 14,24 olan
ylksek F degerleriyle olduk¢a anlamli bulunmustur ve bu
degerler modellerin TFM, TAA ve RA miktar tahmini i¢in
giivenilirligini dogrulamistir. Ayrica korelasyon katsayist
(R?) degerleri sirastyla 0,9233, 0,9476 ve 0,9210 olup 1’e
cok yakin bulunmustur (Cizelge 3). Modeller, yanitlara
anlamsiz bir uyum eksikligi gostermistir. EtOH/H.O
¢oziicii ekstraksiyonu i¢in ikinci dereceden polinom
modelleri 3, 4 ve 5 numarali denklemlerle ifade edilmistir.

Yant Yiizeylerinin Analizi

Proses parametrelerinin  (¢oziicli konsantrasyonu,
sicaklik, siire ve ¢oziicii/katt oran1) EtOH/HO ¢oziicii
ekstraksiyon performanst iizerindeki etkisi
degerlendirilmistir.  Model  denklemlerinin  yanit
yiizeylerinin izohips egrilerini ve yilizey grafiklerini
bulmak ve bagimsiz degigkenler i¢in optimum degerleri
belirlemek i¢in yanit yiizey metodolojisine uygun deneysel
tasarim yapilmistir. EtOH/H>0 ¢oziicii ekstraksiyonundan
elde edilen ekstraktlarin TFM, TAA ve RA miktar
tizerindeki bagimsiz degiskenlerin etkisini ifade etmek i¢in
olusturulan ti¢ boyutlu (3B) yiizey yanit grafikleri Sekil
2’de verilmistir.

Coziicii (EtOH/H,0) konsantrasyonu

O. basilicum L. bitkisinden polifenolik bilesiklerin
ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilan ¢oziiciiler

MeOH/H.O ve EtOH/H,O hidroalkolik  ¢6ziict
sistemleridir. MeOH genellikle polifenollerin
ekstraksiyonunda daha yaygin olarak kullanilsada,

(Kapasakalidis ve ark., 2006) ana dezavantaj1 eczacilik ve
gida endiistrisinde insan tiikketimi igin toksik kabul
edilmesidir (Japon-Lujan ve ark., 2006). Bu nedenle
GRAS kabul edilen EtOH c¢oziiciisliniin ekstraksiyon
proseslerinde kullanim1 olduk¢a 6nem kazanmastir.

Y1(TFM (mg/g)) = +157,88 +34,83 X1 -3,41 Xz+9,76 X5-13,27 X4-23,59 X1 X2 -9,32 X1-6,90 X,%-9,15 X2 -6,37X2  (3)
Y2 (TAA (ICso mg/mL)= 45,28 +3,50 X;+0,8275 X2-0,7550 X3+0,3075 X41,82 X1 Xz -0,9697 X;2-0,9560 X>-1,01 X32 (4)
Y3 (RA (mg/g))= +8,13 + 2,57X1+0,08 X,+0,925 X3-1,39 X4-1,96 X1X; -1,22 X3X4 -0,7386 X12-0,8473 X22-0,5911 X32 (5)
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Cizelge 2. EtOH/H20 ¢oziicti sistemi igin deneysel tasarim ve bagiml degiskenlerin deneysel sonuglari
Table 2. Experimental design and observed responses for EtOH/H,0 solvent system

Bagimsiz Degiskenler Bagimli Degiskenler
X1 X2 X3 X4 Y1 Y, Ys
DN EtOH Kons.  Sicaklik Ekstr.gksi.yon Coziicii/Kat TEM TAA Rosmgrinik
Siiresi orani asit
(Yoviv) (°C) Dk (mL/g) mg GAE/g  1Cso(mgTroloks/mL) mg/g
1 42,5 40 90 17,5 157,85+1,24 4,25+0,76 8,71+0,56
2 42,5 40 90 17,5 157,89+1,18 4,05+0,44 8,72+0,65
3 42,5 40 90 17,5 157,86+1,99 4,56+0,65 8,74+0,72
4 25 30 120 10 98,65+1,07 11,56+1,02 3,67+0,11
5 25 30 60 10 65,98+0,67 13,78+1,09 1,35+0,78
6 77,5 40 90 17,5 198,45+2,67 1,23+0,07 10,23+1,01
7 42,5 60 90 17,5 138,25+1,10 8,76+0,67 6,22+0,45
8 60 30 60 25 165,98+0,87 7,45+0,98 9,34+0,78
9 42,5 40 90 17,5 157,93+1,19 8,56+1,08 8,74+0,45
10 60 50 60 10 125,65+0,87 5,99+0,65 4,98+0,23
11 60 50 120 10 145,87+1,76 7,47+0,98 9,87+0,65
12 75 40 90 17,5 56,34+0,98 15,24+1,87 0,98+0,01
13 42,5 20 90 17,5 135,87+2,03 5,45+0,45 4,12+0,08
14 42,5 40 90 2,5 165,74+0,99 7,89+0,76 9,89+0,84
15 25 50 60 25 100,25+1,14 10,22+1,45 4,15+0,11
16 42,5 40 90 32,5 112,65+1,76 9,12+0,76 4,32+0,17
17 42,5 40 150 17,5 157,34+2,11 7,45+0,34 8,74+0,56
18 25 50 120 25 75,98+0,67 11,15+1,29 1,67+0,98
19 60 30 120 25 176,46+2,23 2,98+0,28 9,23+1,01
20 42,5 40 30 17,5 98,79+1,09 11,35+1,32 3,65+0,23
21 42,5 40 90 17,5 157,87+1,14 4,98+0,56 8,67+0,35

DN: Deney no, Analitik sonuglar, ii¢ tekrarin ortalamasidir (ortalama + standart sapma)

Cizelge 3. EtOH/H20 ¢oziicii sisteminde, CCRD (donebilen merkezi kompozit tasarim) yanit yiizey modeli kullanilarak

TFM, TAA ve Rosmarinik Asit miktar1 igin ANOVA sonuglar1 (Geri Eliminasyon Regresyonu) ve ikinci
dereceden polinom denklemleri

Table 3. ANOVA results and second order polynomial equation for TFM, TAA, Rosmarinic acid amount using quadratic

CCRD response surface model for MeOH/H,0 solvent system (Backward Elimination Regression)

Y= TFM (mgGAE/g)* Y,= TAA (ICsp mgTroloks/mL)? Y3= Rosmarinik asit (mg/g)®
KT SD F P KT SD F P KT SD F P
M 27443,16 9 14,72 <0,0001 278,43 9 7,76 0,0095 181,09 9 14,24 < 0,0001
X1 1941285 1 93,73 <0,0001 98,14 1 38,27 0,0008 10547 1 74,67 <0,0001
X2 186,05 1 0,8983 0,3636 0,4418 1 01723 0,6925 0,1024 1 0,0725 0,7927
X3 152490 1 7,36 0,0202 17,62 1 6,87 0,0395 1369 1 9,69 0,0099
Xa 1409,27 1 6,80 0,0243 15,57 1 6,07 0,0488 1551 1 10,98 0,0069
X1X2 222548 1 10,74 0,0074 31,84 1 1242 0,0125 1533 1 10,85 0,0072
XaXs - - - - - - - - 1200 1 8,50 0,0141
X12 2179,27 1 10,52 0,0078 23,60 1 9,20 0,0230 14,36 1 10,16 0,0086
X2? 119562 1 5,77 0,0351 22,94 1 8,95 0,0243 1890 1 13,38 0,0038
Xg? 210163 1 10,15 0,0087 25,72 1 10,03 0,0194 920 1 6,51 0,0269
Xg? 101785 1 4,91 0,0486 12,96 - - - - - - -
AK 2278,30 11 15,38 11 1554 11
UE 227830 7 0,325 0,4651 15,23 7 09151 0,7814 1553 7 0,231 0,356
H 0,0040 4 0,1537 4 0,0033 4
DT 29721,46 20 293,82 20 196,62 20
R? 0,9233 0,9476 0,9210
R?D 0,8606 0,8255 0,8563
OMT X1,X3,X4,X1X2,X12,X22,X32,X42 Xl,X3,X4,X1X2,X12,X22,X32 X1,X3,X4,X1X2,X3X4,X12,X22,X32
iPD TFM(mg/g)=+157,88+34,83X;- TAA(ICsomg/mL)=+5,28+3,50X1+ Rosmarinikasit(mg/g)=+8,13+2,57
3,41X,+9,76X3-13,27X4- 0,8275X,-0,7550X5+0,3075X4- X1+0,08X,+0,925X3-1,39X4-
23,59X1X,-9,32X,2-6,90X,?- 1,82X1X>-0,9697X12-0,9560X?- 1,96X1X2-1,22X3X4-0,7386X12-
9,15X3?-6,37X4? 1,01X32 0,8473X,%-0,5911X3°

*Geri Eleme Regresyonundan sonra eklenen Hiyerarsik Terimler: X1X3; X1X4; X2X3; X2X4; X3X4, 2Geri Eleme Regresyonundan sonra eklenen
Hiyerarsik Terimler: X;Xs; X1 Xa; XoX3; XoXa; XsXa; X42, 3Geri Eleme Regresyonundan sonra eklenen Hiyerarsik Terimler: X1Xs; X1 Xa; X2Xs; XoXq;
X4, KT: Kareler toplami, M: Model, SD: Serbestlik derecesi, df, F: F degeri, P-degeri (P)>F, X;: X1-EtOH Kons., X2: Xp-Sicaklik, X3: X5-Ekstr.Siiresi,
X4: X4-Coziicii/Kat1 orani, AK: Arta Kalan, UE: Uyum Eksikligi, H: Hata, DT: Diizeltilmis toplam, R°D: Rzmzs]mm, OMT: Onemli Model Terimleri,

IPD: Ikinci dereceden polinom denklemi
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Ekstraksiyon Siresi = 81,8219
GozicicKat orani = 10

TFM (mg/g)

Eistraksyon Siresi = 90.6
GoziciKat oran: = 10

(c)

Ekstraksiyon Siresi = 90.6
CozucuKat orani = 10

TAA (IC50 (mg/mL))

Rosmarinik asit (mg/g)
@ Design Points

Rosmarinik asit (mg/g)

(d)

Sekil 2. EtOH/H,0 ¢oziicii ekstraksiyonunda Ocimum basilicum L. ekstraktlarinin TFM, TAA ve Rosmarinik Asit
degiskenlerine ait yanit yiizey grafikleri (a) TFM i¢in EtOH konsantrasyonu ve sicaklik (b) TAA i¢in EtOH
konsantrasyonu ve sicaklik(c) Rosmarinik Asit i¢in EtOH konsantrasyonu ve sicaklik (d) Rosmarinik Asit igin
ekstraksiyon siiresi ve ¢oziicii kati orani, arasindaki iligki.

Figure 2. Response surface graphs of TPC, TAA and Rosmarinic Acid variables of Ocimum basilicum L. extracts in
EtOH/H0 solvent extraction as affected by (a) EtOH concentration and temperature for TPC (b) EtOH concentration
and temperature for TAA (c) EtOH concentration for Rosmarinic Acid and temperature (d) extraction time and solvent

solids ratio for Rosmarinic Acid.

O. basilicum L. bitkisinden polifenolik maddelerin
ekstraksiyonunda literatiirde ¢ogunlukla MeOH ¢oziiciisii
kullanilmistir. Castronuovo ve ark., (2019) tarafindan
yapilan c¢alismada feslegende (O. basilicum L.) %80
MeOH/H,0 kullanilarak 200 rpm de oda sicakliginda 2
saat siiresince gerceklestirilen maserasyon ile farkli
golgeleme stratejilerinin bitkinin antioksidan aktivitesi ve
fenolik profili lizerindeki etkisi arastirilmig ve drneklerin
TFM degerlerinin 54,1+3,5 ile 48,8+2,0 mg GAE/g
arasinda degistigi, en yiiksek antioksidan aktivite degerinin
ICso lizerinden 175,4+14,7 ng/mL olarak golgeleme
yapilmayan Srnekte saptandigi goriilmiistiir.

En yiiksek hava sicakligina ve en yiiksek toplam
1s1maya maruz kalan bitkilerin, en yiiksek antioksidan
aktiviteyi ve fenolik bilesik icerigini gdsterdigi
belirtilmistir. Yine, Kwee ve Niemeyer (2011) tarafindan
15 farkli feslegen g¢esidinin fenolik kompozisyonu ve
antioksidan  Ozellikleri {izerine feslegen c¢esidinin
etkilerinin incelendigi ¢caligmada, 0,10-0,15 g numunelerin
kurutulduktan sonra oda sicakliginda 15 saat ¢alkalanarak
1,0 mL %80 MeOH i¢inde ekstrakte edilmesi ayrica diisiik
fenolik seviyelere sahip bazi gesitlerin ayni protokol
kullanilarak 0,5 mL %80 MeOH iginde tekrar
ekstraksiyonu sonucunda 6rneklerin TFM degerleri 3,47 —
17,58 mg GAE/g araliginda saptanmustir.
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Cizelge 4. Rosmarinik asitin HPLC analizinde dogrusallik
aralig, regresyon denklemi, tespit limiti, tayin limiti ve
kesinlik parametreleri

Table 4. Linearity range, regression equation, limit of
detection, limit of quantification, and precision
parameters in HPLC analysis of rosmarinic acid

Ozellikler Rosmarinik Asit
Alikonma zamani (tg) 36,50
Dogrusallik araligi® (ug/mL) 1-100
Regresyon denklemi Y=2,987 -12,56

R?2 0,9989

Tespit limiti® (LOD) (pg/mL) 0,008
Tayin limiti® (LOQ) (ug/mL) 0,025
Giin i¢i 0,45

C (0
RSD* (%) Giinler arasi 0,30

®Dogrusallik araligi i¢in on kalibrasyon noktasinda ¢alisilmistir (n=10),
®(J¢ tekrarli galisma yapilmistir (n=3), Alt1 tekrarli galisma yapilmustir (n=6)

Cizelge 5. TFM, TAA ve Rosmarinik Asit (RA) icin
gbzlemlenen (deneysel) ve modellerden tahmin edilen
yamt degerleri ve Istenebilirlik (Desirability)
fonksiyonu ile en iyi uzlagik ¢éziim.

Table 5. Best compromise solution with Desirability and
observed (experimental), and predicted response values
from models for TPC, TAA, and Rosmarinic Acid

(RA).
Ekstraksiyon yontemi EtOH/H,0
Optimizasyon Metodu ID 0,753
_ § X1 47,7
Op}mum ngktada bagimsiz X, 30,0
degiskenlerin gercek < 776
degerleri s :
Xa 10
Gézleml d i TFM 171,46+1,87
yani ces RA 8,93+0,65
o TFM 172,26
Tahmin edilen (modeillerdgn TAA 413
hesaplanan) yanit degerleri
RA 8,89

ID: Istenebilirlik (Desirability)

-h
o

Rosmarinik asit (mg/g)

200

Sekil 3. Ug bagimh degisken: TFM, TAA ve
Rosmarinik Asit’in ii¢ boyutlu (3D) iliski grafigi
(R?=0.975, P<0,01)
Figure 3. 3D (Three dimentional) relationship graph
for three dependent variables: TPC, TAA and, RA
(R?=0.975, P<0,01)

Rosmarinik asit seviyeleri ise ¢alisilan gesitlerde 0,06
ile 6,09 mg/g araliginda saptanmis olup, DPPH antioksidan
aktivite degerleri ise 3,36+0,50 ile 16,76+1,50 mmol/100 g
dw arasinda bulunmustur. Ertirk ve ark. (2017), 3 g
Ocimum bacilicum 6rnegini 50 mL %100 MeOH iginde
calkalayicida oda sicakliginda 24 saat boyunca karistirarak
ekstrakte etmis ve TFM degerini 731,224+6,250 mg
GAE/100 g saptamistir. Do ve ark. (2020) tarafindan
Ocimum basilicum yapraklarindan fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonu igin farkli ¢oziiciiler denendikten sonra
MeOH kullanilarak RSM metodu ile ekstraksiyon
optimizasyonu ¢alisilmigtir. Literatiirde O. bacilicum
bitkisinden polifenollerin ekstraksiyonu icin ¢ok ¢alisma
yapilmamistir, yapilan ¢alismalar MeOH ¢dziiciisii lizerine
odaklanmuistir ve optimum kosullar1 belirlenmis Do ve ark.
(2020) calismas1 disinda bir ¢caligma bulunamamistir. Bu
nedenle ¢alismamizda daha az toksik etkisi oldugu bilinen
ve GRAS kabul edilen EtOH c¢oziiciisii kullanilarak
optimizasyon c¢alismasinin yapilmasi amag¢lanmigtir. Bu
ama¢ dogrultusunda, c¢aligmamiz bilgimiz dahilinde
literatiirde ilk ¢alisma olacaktir.

Yaptigimiz ¢alismada EtOH/HO ¢oziicii karisimi %7,5-
77,5 arasinda farkli konsantrasyonlarda kullanilmugtir.
EtOH/H0 ¢ozlicl sistemi icin, ¢ozlicl
konsantrasyonundaki degisiklik TFM (P<0,0001), TAA
(P=0,0008) ve RA (P<0,0001) tizerinde 6nemli 6l¢iide etkili
bulunmustur (Cizelge 3). ANOVA sonuglarindan EtOH
konsantrasyonu ile ekstraksiyon siiresi arasinda TFM, TAA
ve RA yanit degigkenleri i¢in 6nemli bir etkilesim oldugu
sOylenemez. Ayni sekilde EtOH konsantrasyonu ile
¢oziicii/kat1 orani arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir
iliski bulunmamistir. Her iki iliski matrisi de geri
eliminasyon regresyonu ile model denklemlerinden
cikarilmistir (Cizelge 3). EtOH/H2O ¢0ziicii sistemi igin,
¢oziicii konsantrasyonu ile sicaklik arasinda {i¢ yanit
degiskeni icinde anlamli bir iligki oldugu gozlemlenmistir
(TFM P=0,0074; TAA P=0,0125 ve RA i¢in P=0,0072).

Sekil 2(a), 2(b) ve 2(c), diger bagimsiz degiskenleri
sabit seviyelerinde tutarken EtOH konsantrasyonu ve
sicakligin TFM, TAA ve RA iizerindeki birlesik etkisini
gostermektedir. EtOH ¢6ziicli konsantrasyonu ve sicaklik

arasindaki  iliski  yamit  yiizey  grafikleri ile
degerlendirildiginde, Sekil 2(a) grafiginde ¢oziicii
konsantrasyonunun  artan  degerlerinde =~ TFM’nin
maksimize oldugu ancak sicaklik  degisiminden

etkilenmedigi goriilmiistiir. Benzer durum TAA iginde
gozlemlenmistir (Sekil 2b). TAA i¢in minimizasyon amaci
oldugundan EtOH konsantrasyonunun diisiik degerlerinde
optimum degere ulasilacagi goriilmektedir. RA miktarina
EtOH konsantrasyonu ile sicaklik iliskisinin etkisi
incelendiginde, yanit yilizey grafiginin bir maksimum tepe
noktasina  sahip oldugu gorilmiis ve ¢dziici
konsantrasyonunun ve sicakligin artan degerlerinde yanit
degiskeni degerinin arttifi gdzlemlenmistir (Sekil 2c).
Istenebilirlik yaklagimi ile yapilan optimizasyon ¢aligmast
sonrasinda elde edilen optimum ekstraksiyon kosullari,
EtOH konsantrasyonu %47,7, sicaklik 30,0°C, siire 77,6 dk
ve ¢oziicii/kat1 oran1 10 mL/g’dir.

Coziicii olarak MeOH kullanan Do ve ark. (2020) nin
sicaklik ile ilgili elde ettigi sonuglar caligmamizla uyumlu
olmakla beraber MeOH, EtOH’a gore farkli bir profil
izlemis ve verimli bir ekstraksiyon i¢in yiiksek MeOH
konsantrasyonuna ihtiya¢ duyulmugtur (Do ve ark., 2020).
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Bu calisma ile diisiik EtOH konsantrasyonunda bir
ekstraksiyon yontemi Onerilmistir. Bu durum EtOH’in
sicaklik degisimlerinde MeOH’dan daha uygun ve dengeli
bir ¢oziicii oldugu ve ayni zamanda bitki matrisini
koruyucu etkisinin oldugu seklinde agiklanabilir. Ayni
zamanda MeOH/H,0 ve EtOH/H;0 sulu alkol ¢ozeltileri
sira dig1 6zellikler sergilerler ve sulu ¢ozeltilerinde alkoliin
kismi molar hacmi diigiik oldugunda sonuglar teorik olarak
beklenenden daha fazla farklilagmaktadir (Moucka ve
Nezbeda, 2011). Alkol molekiillerinin miktar1 daha fazla
oldugunda, alkil grubunun sekline ve  alkol
konsantrasyonuna bagli olarak ¢esitli yapilar da ortaya
¢ikmaktadir (Chodzinska ve ark., 2012).

Ekstraksiyon Sicakhig

Yapilan literatiir calismalarinda farkli ¢oziicli maddeler
ile ekstraksiyonda sicakligin artmasinin ekstrakte edilen
TFM miktarinda artisa sebep oldugu goriilmiistiir (Do ve
ark., 2020). Bununla birlikte EtOH/H,O karigimlarinda
yapilan bir ekstraksiyon ¢aligmasinda RA’in en verimli
ekstraksiyonu i¢in diisiik sicakliklar Onerilmektedir
(Pagano ve ark., 2018). Feslegenin soguga veya sicaga
maruz kalmasindan sonra kisa siirede fenolik madde
miktarinda, antioksidan enzim yapisinda meydana gelen
degismelerin incelendigi bir caligmada feslegen bitkisinde
sicaklik degisimleri antioksidan enzim yapisinda ve
fenolik madde miktarinda degisikliklere sebep olmaktadir
(Jakovljevi¢c ve ark.,, 2021). Feslegen toplam
ekstraktlarinin siiperkritik CO» ekstraksiyonu iizerindeki
basing ve sicakligin etkilerinin incelendigi bir diger
calismada da benzer sekilde ekstraksiyonun, sicaklik
arttikga arttig1 belirlenmistir (Zekovi¢ ve ark., 2014). Her
ne kadar fenolik maddelerin ekstraksiyonunda yiiksek
sicakliklar ile calismak daha iyi bir ekstraksiyona sebep olsa
da fenolik maddelerin yiiksek sicakliklardaki kinetik
degradasyonu ve dolayisi ile antioksidan aktivitelerinin de
yiiksek sicaklik derecelerinden etkilenecegi de optimum
sicaklik belirlenirken goz oniinde bulundurulmas: gereken
faktorlerdendir (Zori¢ ve ark., 2014).

Yapilan calismada feslegen bitkisinden fenoliklerin
EtOH/H,0 ekstraksiyonu i¢in 20 ile 60°C arasindaki
sicakliklar kullanmilmstir. EtOH/H20O solvent ekstraksiyonu
icin ekstraksiyon sicakliginin etkisi TFM (mgGAE/g)
(P=0,3636), TAA (ICsp mgTroloks/mL) (P=0,6925), ve
RA (mg/g) (P=0,7927) gibi tiim yanit degiskenleri igin
anlamli bir faktér olmadigi goriilmistiir (Cizelge 3)’de
elde edilen bu sonug MeOH kullanilarak sicakliga karsi
yapilan c¢alismalarda elde edilen sonuglarla uyum
gostermemektedir (Do ve ark., 2020). Bununla birlikte,
sicakligin igsel etkilesimli katsayisi TFM (P=0,0351),
TAA (P=0,0243) ve RA (P=0,0038) i¢in anlamlidir. Bu
calismada optimum ekstraksiyon sicakligi 30 °C olarak
saptanmustir. Genel olarak ekstraksiyon proseslerinde bu
deger oldukca diisiik bir sicakliga isaret etmektedir ve
bulgularimiza benzer bir c¢alismada %80 EtOH
konsantrasyonunda, 25°C sicaklik ekstraksiyon kosulu
olarak kullanilmistir (Majdi ve ark., 2020).

Ekstraksiyon Siiresi

Ekstraksiyon  siiresi,  polifenollerin  bitkilerden
ekstraksiyon verimini etkileyen dnemli bir parametredir.
Yapilan literatiir ¢alismalarinda belirli bir siireye kadar
(yaklasik 3 saat) ekstraksiyon veriminin arttigi buna

ragmen belli bir slire sonunda verimin diismeye basladigi
goriilmiistiir (Do ve ark., 2020). Benzer sekilde Feslegen
toplam ekstraktlarinin = siiperkritik CO, ekstraksiyonu
iizerinde ekstraksiyon siiresinin incelendigi ¢aligmada hizli
ekstraksiyon periyodunun ekstraksiyonun ilk 2 saatinde
oldugu, sonrasinda yavag ekstraksiyon periyodunun
basladigi ve elde edilen ekstraksiyon veriminin 2 saat
sonrasinda diistiigii belirlenmistir (Zekovi¢ ve ark., 2014).

Feslegen bitkisinden polifenolikler, EtOH/H20 ¢bziicii
ekstraksiyonu ile 30 ila 150 dakika arasinda degisen
stirelerde ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon siiresinin énemli
dogrusal etkisi, EtOH/H20 solvent ekstraksiyonunda TFM
(mgGAE/g) (P=0,0202), TAA (ICso mgTroloks/mL)
(P=0,0395), ve RA (mg/g) (P=0,0099) i¢in elde edilmistir.
Ekstraksiyon siiresi icin EtOH/H.O solvent ekstraksiyonu
istatistiksel olarak anlamli elde edilmis olup ikili etkilesim
acisindan ekstraksiyon siiresi ve ¢oziicli/katt oran1 sadece
RA (P=0,0141) agisindan anlamli bulunmustur. Bununla
beraber ckstraksiyon siiresinin igsel etkilesimli katsayisi
TFM (P=0,0087), TAA (P=0,0194) ve RA (P=0,0269) i¢in
anlamlidir (Cizelge 3). Bu ¢alismada optimum ekstraksiyon
stiresi 77,6 dk olarak literatiirle uyumlu olarak saptanmustir.

Coziicii/Kati Orant

Coziicli/kati oranmi arttikga, ekstraksiyon veriminin
genellikle arttigi goriilmistir (Pinelo ve ark. 2005).
Bununla beraber ¢oziici israfi dolayisiyla yiiksek
ekstraksiyon maliyeti de hesaba katilmalidir (Dai and
Mumper, 2010). Calismamizda EtOH/H»,O solvent
ekstraksiyonunda 2,5 ile 32,5 ml/g araliginda degisen
¢oziicii/kat1 orani kullanilmis ve ¢oziicii/katt oraninin TFM
(P=0,0243), TAA (0,0488) ve RA (P=0,0069) i¢in anlamli
dogrusal etkisi bulunmustur.

Ikili etkilesimler acisindan c¢oziicii/kati orani ile
ekstraksiyon siiresi arasinda TFM ve TAA yanit
degiskenlerinin aksine RA (P=0,0141) yanit degiskeni i¢in
onemli bir etkilesim oldugu saptanmustir (Cizelge 3). Sekil
2(d), RA igin ¢odziicii/katt orant ve ekstraksiyon siiresi
arasindaki etkilesim etkisini gostermektedir. Yiizey grafigi
incelendiginde ¢ozilicii/kati oraninin azalan, siirenin artan
degerlerinde RA degerinin arttig1 goriilmektedir. Bununla
birlikte, ¢o6ziicii/kati oraninin igsel etkilesimli katsayisi
sadece TFM (P=0,0486) i¢in anlamlidir. Bu g¢aligmada
optimum ¢dziicli/kat oran1 10 mL/g olarak saptanmustir.

Optimizasyon ve Dogrulama
EtOH/H0 ¢oziicii ekstraksiyonunda tepki degiskenleri
istenebilirlik fonksiyonu kullanilarak optimize edilmis ve
0,753 istenebilirlik degeri saptanmistir. Bu istenebilirlikte,
ekstraksiyonun  optimum  kosullari;  %47,7 EtOH
konsantrasyonu, 30,0°C sicaklik, 77,6 dk ekstraksiyon
siresi ve 10 mL/g c¢ozicii/katt oran1 bulunmustur.
Optimum kosullar altinda elde edilen deneysel sonuglar
TFM, TAA ve RA igin sirasiyla 171,46+1,87 mg GAE/g,
4,76+0,32 mg Troloks/mL ve 8,93+0,65 mg/g’dir.
Matematiksel modelden tahmin edilen sonuglar ise
sirastyla (172,26 mg GAE/Q), (4,13 mg Troloks/mL) ve
(8,89 mg/g) olarak bulunmustur. EtOH/HO ¢oziici
ekstraksiyonu i¢in TFM, TAA ve RA igin gozlemlenen ve
tahmin edilen yanit degerleri karsilagtirildiginda, elde
edilen sonuglar, tahmin edilen degerin, gozlenen deger
araliginin alt veya iist sinirina yakin oldugunu géstermistir
(Cizelge 5).
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Bu calismada, fesle§en yapraklarindan elde edilen
EtOH/H,0 ekstraktlarinda TFM, TAA ile RA arasindaki
yiiksek korelasyonun (R?=0,975) istatistiksel olarak
anlamli (P<0,01) ve pozitif bir korelasyon oldugu
bulunmustur (Sekil 3). Cogunlukla TFM ve TAA
arasindaki yiiksek korelasyonu bildiren ¢aligmalar olmakla
birlikte (Fu ve ark., 2011; Lagha-Benamrouchea ve
Madania, 2013), RA ile bu ii¢ cevap degiskeni arasinda
iligki matriksi kuran bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Sonug¢

Bu calismada hem beslenme hem de geleneksel tip
acisindan Onemli olan feslegen (Ocimum basilicum
L.)’den, polifenollerin klasik yesil ¢oziicii ekstraksiyonu
icin kemometrik yaklasimla optimum kosullar1 belirlenmis
bir yontem gelistirilerek dnerilmistir. Feslegen bitkisinden
rosmarinik asit ve antioksidan 6&zellikli bilesenlerin
ekstraksiyonunda, dort faktoriin ¢ yanit degiskeni
tizerindeki etkilerini arastirmak igin yanit ylizey yontemi
(CCD tasarimi) kullanilmis ve optimum noktalar
istenebilirlik fonksiyonu kullanilarak bulunmustur.

Literatiirde gesitli  bitkilerden  polifenollerin
ekstraksiyonunda olumlu sonuglar1 saptanan EtOH/H,0O
¢oziicii ekstraksiyon uygulamalarinin, feslegen bitkisinde
yapilan ¢aligmalarda yaygin kullanilmadiginin goriilmesi
sonucunda bu calismada yesil ¢oziicii olan EtOH/H,O
¢Oziicli karistmi  kullanilmasi ile fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonunun optimum kosullar1 belirlenmistir. Bu
¢aligmanin, bitkiden ekstrakte edilen fenolik bilesiklerin
miktar ve kalitesini 6nemli oranda etkileyen ¢oziicii tipinin
uygunlugu ayrica optimize edilmis ekstraksiyon
kosullarinin saptanmasi ile yiiksek antioksidan kaynagi
oldugu diigiiniilen Ocimum basilicum bitkisinin endiistriyel
uygulamalarda kullanimi i¢in kaynak olusturulacagi
diigiiniilmektedir.
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