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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

KiLIS VE CEVRESINDE URETILEN YORESEL BIiBER (Capsicum annum)
KURUTMALIGININ ANTIMIKROBIYAL AKTIiVITESi VE FITOKIMYASAL,
ANTIOKSIDAN OZELLIKLERININ YANIT YUZEY METODU iLE
OPTIMiZASYONU

Mehmet Fatih EREN

Kilis 7 Aralik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

DANISMAN: Dog. Dr. H. Aysun MERCIMEK TAKCI
Yil: 2019 Sayfa: 60

Bu ¢aligmada kurutulmus biberin (Capsicum annuum L.) antioksidan aktivite ve
fitokimyasal 6zelliklerini belirlemek i¢in metanol ekstraksiyon kosullarinin yanit yiizey
metoduna gore optimizasyon calismasi gergeklestirilmistir. Biber kurusu ekstraktlarinda
% verim biber kurusu konsantrasyonuna bagli olarak artmis, %32.30 ile 71.55 arasinda
hesaplanmistir. Toplam fenolik ve flavonoid madde igerigi ise biber kurusu
konsantrasyonuna bagli artmistir. En yiiksek fenolik igerik 3.91908 mg GAE/g
belirlenmis ve bu degere 42.5°C, 60 dak. ve 1000 mg/20 mL’de ulagilmistir. En yiiksek
toplam flavanoid 0.210 mg/RE/g olarak belirlenmis ve bu degere 25°C’de, 45 dak 1000
mg/20 mL ve 60 °C’de 45 dak 1000 mg/20 mL’de rastlanmistir. DPPH radikal giderme
aktivitesi %36-85 arasinda kaydedilmis olup en yiiksek antioksidan aktiviteye 25°C’de,
45 dak 1000 mg/20 mL’de rastlanmistir. En yiliksek indirgeme kapasitesi 0.40 absorbans
degeri 25°C’de, 45 dak 1000 mg/20 mL; 42.5°C’de, 30 dak 1000 mg/20 mL ve 60 °C’de
45 dak 1000 mg/20 mL’de goézlenmistir. % selatlama aktivitesi %4.47 ve 26.01
araliginda olup en yiiksek aktivite 25°C’de, 45 dak 1000 mg/20 mL’dedir. DPPH radikal
giderme aktivitesi ve selatlama aktivitesi lizerindeki en 6nemli bagimsiz degisken biber
kurusu konsantrasyonu iken, indirgeme kapasitesi tayininde ise ekstraksiyon siiresidir.
Ayrica ekstraktlarin test bakterileri lizerinde antimikrobiyal aktivitesine rastlanmamustir.

Anahtar kelimler: Antimikrobiyal, Fenolik, Flavonoid, Capsicum annum, Antioksidan,

Kurutulmus biber



ABSTRACT
MSc. Thesis

ANTIMICROBIAL ACTIVITES AND OPTIMIZATION OF
PHYTOCHEMICALS, ANTIOXIDANT PROPERTIES BY THE RESPONSE
SURFACE METHOD OF LOCAL DRIED PEPPER (Capsicum annum)
PRODUCED IN KILIS

Mehmet Fatih EREN

Kilis 7 Aralik University
Gruaduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. H. Aysun MERCIMEK TAKCI
Year: 2019 Page: 60

The optimization study of methanolic extractions performed to determine antioxidant
activity and phytochemical properties of dried pepper (Capsicum annuum L.) by the
surface response method. % vyield of extracts increased based on dired pepper
concentration and was calculated between 32.30 and 71.55%. Total phenolic and
flavonoid contents also increased depending upon dired pepper concentration. The
highest phenolic content was determined as 3.91908 mg GAE/g and this value was
obtained at 42.5°C, 60 min. and 1000 mg/20 mL. The highest total flavonoid was
determined as 0.210 mg/REg and this value was reached at 25°C, 45 min. 1000 mg/20
mL and 60 °C 45 min. 1000 mg/20 mL. DPPH radical scavenging activity was recorded
between 36-85% and the highest antioxidant activity was found at 25°C, 45 min 1000
mg/20 mL. The highest reduction capacity was 0.40 absorbance and this value was
observed at 25°C, 45 min 1000 mg/20 mL; 42.5°C, 30 min. 1000 mg/20 mL and 60 °C
45 min. 1000 mg/20 mL. % chelating activity was between 4.47 and 26.01% and the
highest activity was at 25°C, 45 min. 1000 mg/20 mL. The most important independent
variable on DPPH radical scavenging and chelating activity was the dried pepper
concentration. But this variable for the reduction capacity was the extraction time. In
addition to antioxidant activity analyses, the antimicrobial activity of the extracts
against the test bacteria was not encountered.

Keywords: Antimicrobial, Phenolic, Flavonoids, Capsicum annum, Antioxidant, Dried

Pepper



TESEKKUR

Bu tez c¢alismasinda, konunun belirlenmesinden bitisine kadar, teorik ve deneysel
hemen her asamada 6neri, destek ve yardimlarini esirgemeyen danigsmanim sayin hocam
Dog. Dr. H. AYSUN MERCIMEK TAKClI’ya,

Laboratuvar ¢alismalarinda bilgisini ve destegini esirgemeyen ikinci danigsmanim sayin
Dr. Ogr. Filiz UCAN TURKMEN’e ve Gida Miihendisligi béliimiine,

Her zaman oldugu gibi bu ¢alismada da bana yardim ve destegini esirgemeyen kadim
dostum Mustafa GUNES’e ve beni evlatlar1 gdrerek bana kapilarmi acan degerli
ailesine,

Ayrica laboratuvar asamasinda ¢alismama katkilarindan dolay: yiiksek lisans 6grencisi
sevgili Pemra BAKIRHANa,

Ve hem lisans hem de yiiksek lisans egitimimde maddi ve manevi desteginin higbir
zaman esirgemeyen degerli aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunmay1 bir borg bilirim.

Mehmet Fatih EREN

Kilis, 2019



ICINDEKILER TABLOSU

OZET ..ottt ii
ABSTRACT et ettt b et e et e e e b e nrr e e ii
TESEKKUR ...ttt ettt sttt en sttt s ettt en st as s st s s iv
ICINDEKILER TABLOSU .....ooitiieiiieeceeieetsees et essas e ene st en st s s nasse s v
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI ......cocooviiiiiiiriiiieseeeceseieeseenis vii
SEKILLER DIZINI.....coiiiieiiiiiceicee ettt n st n e iX
TABLOLAR DIZINT ...cooiiiiiiiiiicse s X
L.GIRIS ettt ettt ettt 1
1.1. Biber Hakkinda Genel Bil@iler............ccooiiiiiiiiiiiiiieee e 2
1.1.1. Solanaceae Familyasmin Genel OzelliKIeri.............coovierivriveriirererireiscrenne, 2
1.1.2. Capsicum Cinsinin Karakteristik OzelliKIeri.........cccccovevrrererirreicreerereeenne, 3
1.1.3. Capsicum annum Tiirline Ait Spesifik Bilgiler...........ccocvvvnvininiiieniiinennnn 3

1.2. Biberin Kullanim Alanlart..........cccoooiiiiiiiiii e 5
1.2.1. TIBDT AL .. 5
1.2.2. G1da Sanayisi AlaN1 ........coceiiiiiiiiiiiiii 5
1.2.2.1. Kurutmalik Dolmalik Biber...........cccoiiiiiiiiiiiieee e 5
1.3.Diinyada ve Tiirkiye’de Biber Uretimi...........ccoovurevireveriirersnieisessssse s 6
1.4. Serbest Radikaller ve Antioksidan TliSKiSi .....oveveveveeeeueeeerceeccce e 7
1.4.1.Dogal Antioksidanlar............ccccoiiiiiiiiiiiiiiii 8
1.4.2 Fenolik Maddeler...........coooiiiiiiiiiicc e 8
LA.B.FIAVONOIT ... e 9
1.4.4. ASKOIDIK ASIE.....oiieiciiee e 9
1.4.5. E VIEBMINT.c.ciiiiiiiiccce s 10
1.4.6. KaroteNOIAIEN ........ccocviiieiieieiee s 10

1.5. T1ibbi Bitkilerin Antimikrobiyal AKtIVItESI........cocvviiiiiiiiiicie e 10
1.6. ONCeki CalISMALAL .......cvevevceeecectceeecececececeeeeeeeeseeeteaee e seeeseeeseeesesesesesesesesesesesesesesees 11
2. MATERYAL VE METOT ..ottt 12
2.1 MATEY AL ettt ettt ettt b beenneas 12
2.1.1.BitKiSel Materyal.........cccoooiiiiiiiiiiiceee s 12

2.1.2. Kullanilan Mikroorganizmalar ............ccccooveiiiiniinice e 12

2.1.3. Kullanilan COzZEItr.........ccvuviiiiie i 12



2.1.4.Kullanilan BesTYErIeri......cciiuiiiiiiiiiiiii it 13

2.1.4.1. Mueller-Hinton Agar (MHA) ......ooiiiicecee e 13
2.1.4.2. NULHENt Broth ... 13

A |V | I USRS 14
2.2.1.Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi..........ccoocveeiieeniniie e 14
2.2.2.Antimikrobiyal Ozelliklerin Belirlenmesi ..............cccocuevererrrcrerseereriereinenaas 16
2.2.2.1.Disk Diflizyon YONtEMI.......ccvrviiiiiiiieiieie e 16
2.2.3.Ekstraktlarin Antioksidan Ozelliklerin Belirlenmesi.............ccccvvevevevcrcuennnns 16
2.2.3.1.DPPH Radikali Giderme AKHVITESI..........ccovvriieiniieisiieecse e 16
2.2.3.2.Demir (1) iyonlarm Selatlama Aktivitelerinin Tayini ...........ccccoeverrennnens 17
2.2.3.3.Indirgeme Kapasitesi TAYIN......cccevevevreverereiieieerieesiesiese s eesesssse e sessessssaans 17
2.2.3.4.Toplam Fenolik Madde MiKtart TQyini .........ccocervererereeiennieneneniesiesesienns 18
2.2.3.5.Toplam Flavonoid Madde Miktart Tayini ..........cceevrverieiinieiieiinieneenns 18

2.3 IStatiKSEl ANALZIET.........ocvevevicecceetei ettt ee st ese et en et s s nesae s 19
3. BULGULAR VE TARTISMA ...t 20
3.1 EKStraksSiyon VEriMi (20) ...c.cccveiuieieiieieeie st ste ettt sre e 20
3.2 Total fenolik ve flavonoid madde igeriKIer .........ooovevieriieiiiiiiee e 24
3.3 ANtioKSIAaN AKLIVITE ......cccoiiiiiiiieiece 30
3.3.1 Antioksidan aktivite analiz SONUGIATT..........c.cccuvriiiiiiiiie i 30

3.4. Antibakteriyel Aktivite SONUGIATL........ccoovviiiiiiiiiiiic 37
4. SONUC ve ONERILER........cccciiiteiiieieisises e st 41
KAYNALKCA ..ttt ettt ettt b e e bt et e sbe e be et e sbeenbe e b 42
(0746 ) 1)1 1 15 TR 49

Vi



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

a Alfa

B Beta

Y Gama

) Sigma

uM Mikromolar

ug Mikrogram

uL Mikrolitre

°Cc Santigrat derece

ANOVA Kuadratik model varyans analizi
BHT Butilhidroksitoluen

BHA Biitilhidroksianisol

dak Dakika

DPPH 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
EDTA Etilendiamin tetra asetik asit
FAO Food and Agriculture Organization
g Gram

GAE Gallik asit esdegeri

H> Hidrojen

H,0, Hidrojen peroksit

HCI Hidroklorikasit

kcal Kilokalori

L Litre

M Molar

mcg Mikrogram

mg Miligram

mL Mililitre

mm Milimetre

vii



mM
nm
0,
OH"
RE
RO
ROO’
ROS
TUIK
TCA

Milimolar

Nanometre

Stiper oksit

Hidroksil

Rutin esdegeri

Alkoksil radikal

Peroksit

Reaktif Oksijen Tiirleri
Tiirkiye Istatistik Kurumu

Trikloro Asetik Asit

viii



SEKILLER DiZiNi

SeKil 2.1. BIDEI KUIUSU.....cviiiiiiiie it e et e e e e e e e e e e e e e e e 12
Sekil 2.2. Kurutmaliklarin toz haline getirilmesi.........cccooveviieiniiiiiiciicceccee 14
Sekil 2.3. Fenolik madde miktar1 tayini i¢in ¢izdirilen kalibrasyon egrisi .............coc.... 18
Sekil 2.4. Flavonoid madde miktar tayini i¢in ¢izdirilen kalibrasyon egrisi ................. 19

Sekil 3.1. % ekstraksiyon verimi i¢in deneysel ve tahmin edilen degerlerin uyumluluk

Sekil 3.2. % ekstraksiyon verimi ylizey yanit grafigi .........cccooerveieiiiniiniinieseeeseens 23

Sekil 3.3. Total fenolik (a) ve flavonoid igerik (b) i¢in deneysel ve tahmin edilen

degerlerin uyumluluk rafigi........cccocceiiiiiiiiiiei e 26
Sekil 3.4. Total fenolik icerigin yiizey yanit grafigi ........ccccevvvenieiiiiniiiiineseeeseees 27
Sekil 3.5. Total flavonoid igerigin yiizey yanit rafigi .........coccevvvvivriivniniiniiiieeseen 28

Sekil 3.6. a) DPPH, b) indirgeme kapasitesi ve c¢) metal iyonlar1 selatlama aktiviteleri

icin deneysel ve tahmin edilen degerlerin uyumluluk grafigi.........cccocoviiiiiiniiiinnnnnn 32
Sekil 3.7. DPPH radikali giderme aktivitesi analizinin yiizey yanit grafigi ................... 34
Sekil 3.8. Indirgeme kapasitesi analizinin yiizey yanit grafifi ...........c.cocoecvirererrierrnennns 35
Sekil 3.9. Metal iyonlar1 selatlama aktivitesi analizinin yiizey yanit grafigi.................. 36
Sekil 3.10. Antimikrobiyal aktivite SONUCIATT .......cvvvviviiiiiiiiii e 39



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1.1.2012-2016 Yillar1 Aras1 Diinya’da Uretilen Ortalama Biber Miktar1 (FAO).6
Tablo 1.2.2015-2018 Yillar1 arasi Tiirkiye’ de Uretilen Biber Miktar1 (TUIK).............. 7
Tablo 2.1. Deneysel ¢alismada incelenen parametrelerin seviye degerleri ................... 15

Tablo 2.2. Ug bagimsiz degisken i¢in Box-Behnken deneme plani, 3 merkez noktali (8,

10 VE 14) 15 TENEY ...c.veeeeeciee ettt ettt et e et e e te e be e e e rn 15
Tablo 3.1. Ekstraksiyon verimine yonelik deneysel ve tahmin edilen degerler.............. 20
Tablo 3.2. % ekstraksiyon verimin i¢in varyans analizi ...........ccooueveererenenesiesiesnnnnnens 22

Tablo 3.3. Total fenolik ve flavonoid igerigine yonelik deneysel ve tahmin edilen
141303 [ TP P PP PRT TR PRPPR 24

Tablo 3.4. Total fenolik ve flavonoid igerik i¢in varyans analizi ............cccocvevvrverennnnns 26

Tablo 3.5. Antioksidan aktivite analizleri i¢in Box- Benhken deneme plani deneysel ve

tahmin edilen deZErIer..........oioiiiiiiiieiic e 31
Tablo 3.6. Antioksidan aktivite analiz sonuglar1 varyans analizi ............ccccceeevriiennenne 33
Tablo 3.7. Ekstraksiyon denemelerin antimikrobiyal aktivite sonuglart....................c... 37



1.GIRIS

Bitkiler tarafindan insan ve hayvanlarin yasamini siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan
glikoz, aminoasit, yag asidi, gliserol, vitamin gibi organik bilesikler iiretilmekte ve
hiicresel solunumda kullanilan oksijen atmosfere salinmaktadir. Insanlar i¢in besin ve
oksijen kaynagmin yani sira bircok faydasi olan bitkilerin en 6nemli faydalarindan
biride siiphesiz tibbi amagli kullanilmasidir. Tibbi aromatik bitkiler ¢ok eski tarihlerden
bugiine kadar tedavi amagli kullanilmaktadir (Arslan ve ark., 2001). Diinyada her gecen
giin tibbi amagh kullanilan bitkilerin antioksidan, antikanser ve antibakteriyel 6zellikleri
belirlenmektedir. Bitki ¢esitliligi agisindan zengin olan iilkemizde yaklasik 500 kadar
tibbi bitki oldugu tahmin edilmekte olup; bu bitkilerin yaklagik 200 tanesinin ihrag
potansiyelinin oldugu bildirilmektedir.(Baytop, 1999; Ekim ve ark., 2000; Aydin,
2004).Bu bitkiler antibakteriyel ve antioksidan gibi ozelliklerinden dolayr insan
hastaliklarinin kontrolii icinde ¢ok 6nemlidir (Giiler ve ark., 2015).

Tibbi bitkiler gliniimiizde birgok ilacin ana bilesenini olusturmaktadir. Gelisen teknoloji
ile birlikte birgok bitkinin analizleri yapilmaktadir. Ozellikle tedavi edilemeyen ve
cagimizin vebasi olarak adlandirilan kanser hastaligi icin bitkisel tedavi yontemleri

arastirilmaktadir.

Ulkemizde bircok tibbi bitki satilmakta ve halk tarafindan tedavi edici olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle kis aylarinda soguk algmhigma karst bitki caylar
tikketilmektedir. Tohum, kok, dal, yaprak ve cigek gibi bitki kisimlarinin insan sagligi
tizerinde etkisinin bilimsel verilere dayandirilmamasi; bu gibi tibbi bitkileri hastalik
tedavisi ic¢in kullanmanin kisi saghigi lizerinde olumsuz etkilerinin de olabilecegini

unutmamak gerekir.

Icerdigi kapsaisin, C vitamini gibi bilesiklerle giiclii bir antioksidan ve antimikrobiyal
etkiye sahip olan biber (Capsicum annum L.) halkimiz tarafindan bolca tiiketilmektedir.
Ozellikle kis aylarinda yazin kurutulan dolmalik biberler soframizin vazgecilmezleri

arasindadir.

Bu ¢alismada Kilis ve ¢evresindeki illerde iiretilen dolmalik biber kurutmasinin metanol

ekstraksiyonlarinin % verimi, in vitro fitokimyasal 6zellikleri ve antioksidan aktiviteleri



tizerinde sicaklik, zaman ve biber konsantrasyon parametrelerinin etkileri yanit yiizey

metodolojisinin Box Behnken deney tasarim modeli kullanilarak optimize edilmistir.

1.1. Biber Hakkinda Genel Bilgiler

Biber (Capsicum annum), Magnoliophyta (kapali tohumlular) bdlimiinde
Magnoliopsida (¢ift ¢enekliler) sinifindaki, Solanales takiminda, Solanaceae familyasi
icinde patlican, domates, patates ve tiitiin ile birlikte yer alir. Capsicum tiirleri Meksika,
Gliney Peru ve Bolivya kokenli olup; 5 ekili kiiltiir ve yiizlerce varyete icerir (Grubben,
1977). Biber bitkisinin kokeni Orta Amerika iilkelerine dayanmaktadir. Yapilan
siniflandirma c¢alismalarinda Capsicum cinsinin orijinlerinin tiirlere gore farklilik
gosterdigi belirtilmistir. Ac1 biberlerin Giiney Brezilya ve Bolivya kokenli oldugu
bildirilmistir (McLeod ve ark., 1983; Pickersgill, 1984). Biber kiiltiiriiniin Amerika
tizerinden Avrupa’ya oradan da Cin ve Hindistan’a kadar yayildig: bildirilmistir. Ticari
olarak iiretilmeye baslamasi 1600’lii yillardan itibaren olmustur (Dewitt ve Gerlach,
1990). Kiiltiirii yapilan tiirleri ise Capsicum annum, Capsicum frutescens, Caspsicum

chinens, Capsicum baccatum ve Capsicum pubescens’dir (Pickersgil, 1997).

Biber, Tirkiye’ye ise 1500-1600 yillar1 arasinda Osmanli Devleti zamaninda birgok
tilkeyle yapilan ticaret sonucunda girmistir. Biberin, karabibere rakip olarak birgok

iilkeye de pazarlandig bildirilmistir (Andrews, 1999).

1.1.1. Solanaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Solanaceae familyasi ¢ogunlugu otsu bir kismi odunlu tiirlerden olusan kozmopolit bir
familyadir. Genellikle salg tiiyliidiirler ve cesitli alkaloid sentezlerler. Iletim demetleri
bikolateral tiptedir. Yapraklar1 almasli, ayanin sekli cok c¢esitlidir. Stipiil yoktur.
Cicekler iki eseyli, diizenli, 5 sepalli ve petallidir. Sepaller ve petaller birlesik genellikle
can veya huni seklindedir. Karolla tiipiine bagl 5 stamen vardir. Ovaryum iist durumlu
iki karpelli (bazilarinda 5) karpeller birlesik, oviil ve ¢ok sayidadir. Meyve ¢ok tohumlu

lizlimsl ya da kapstildiir.

Familya tiyelerinin bircogu alkaloitler ve bazi ¢ok yiiksek toksik bilesenler igerir.

Ayrica skoloplamin, hiyosikamin ve nikotin gibi bilesenleri de igcermektedir.



Solanaceae familyasi, ekonomik ac¢idan da 6nemi olan bir bitki familyasidir (Sarkinen
ve ark., 2013). Patates, biber, domates ve patlican gibi sebzeler, biiylik bir sanayi
sektorii olusturan tiitiin, glizel avratotu, adamotu, banotu gibi tibbi Gnemi olan
alkaloidler tasiyan bitkileri vardir. Gosterisli gigeklerinden dolayr siis bitkisi olarak

yetistirilenler de vardir.

1.1.2. Capsicum Cinsinin Karakteristik Ozellikleri

Capsicum cinsinin anavatant Giiney ve Orta Amerika’dir. Biberin tiim dogal
poplilasyonlart diploid kromozomlu ve ayni kromozom sayisina 2n=24’e sahiptir.
Yabani biber tiirlerinde ise 2n=48 kromozoma rastlamak miimkiindiir (Krug, 1986). En
az 25 yabani tiirii oldugu bildirilen Capsicum cinsinin giiniimiizde kiiltiirii yapilan 5 tiirii
bulunmaktadir. Bunlar; Capsicum annum, Capsicum frutescens, Caspsicum chinense,

Capsicum baccatum ve Capsicum pubescens’dir.

Capsicum cinsine ait morfolojik ozellikler ise sunlardir;

Boyu 2 metreye kadar uzanan tek yillik otsu ve ¢ok dalli bir bitkidir. Meyveleri sekil
renk ve biiyiikliik bakimindan farklilik gostermektedir. Yapraklari ise ¢evre kosullarina
gore oval ve sivri uglu sekilde olmaktadir. Cicek renkleri tiirlere gore degismekte ve
beyaz ya da mor renktedir. Disi ve erkek organ ayni ¢igek {izerinde bulundugundan
erselik bir yap1 gostermektedir. Distan bakildiginda 5 petalli, 5 sepalli, 5 erkek organli
ve 3-5 karpele sahip disi organli bir ¢igek yapist goriilmektedir (IBPGR, 1983)

1.1.3. Capsicum annum Tiiriine Ait Spesifik Bilgiler

Alem: Plantae

Sube: Magnoliophyta

Simf: Magnoliopsida

Altsimif: Asteridae

Takim: Solanales

Familya: Solanaceae

Cins: Capsicum

Tiir: Capsicum annuum L

Yukardaki sistematige sahip olan Capsicum annuum L. tiirii hem tilkemizde hem de

diinyada taze, kuru ya da toz seklinde tiiketilmektedir. Ayrica iilkemiz de salga (paste)



seklinde de tiiketilmektedir. Basta C vitamini olmak tizere A, Bl, B2, E ve K
vitaminleri bakimindan zengindir. Biberde ayrica diger sebzelerde nadir bulunan P
vitamininde bulunur. Yapilan analizlerde 100 g yesil tatli biberde 29 kcal, 4,2 g
karbonhidrat, 0,2 g yag, 1,1g protein, 1,4 g seliiloz ve 92,6 g su bulundugu anlagilmistir
(Keles, 2007).

Askorbik asit ve oksidasyon sonucu olusan dehidroaskorbik asit igeren C vitamini,
antioksidan o&zellikleri nedeniyle insan viicudunda bir¢cok biyolojik etkiye sahiptir
(Davey ve ark., 2000; Yahia ve ark., 2001). C vitamini bakimindan zengin olan biberin
bir tanesi bile insanin giinliik C vitamini ihtiyacim1 karsilayabilmektedir. Biberde
bulunan C vitamini miktar1 turunggillerinkinden fazladir. Biberde, 340 mg/100 g kadar
C vitamini bulunabilmektedir (Palevitch ve Craker, 1996).

Biberde acilik kantitatif kalitim sonucu ortaya c¢ikar. Bu kalitim bir¢cok gen ve ¢evre
faktorlerince belirlenir. Acilik derecesi, Capsicum tiir ve gesidine gore degismekle
birlikte ve meyvenin gelisim evresi gibi farkli etmenlerden de etkilenmektedir (Rahman
ve Inden, 2012). Ayrica acilik derecesi icerdigi kapsaisin oranina gore degismektedir.
Bibere ac1 olmasmi saglayan madde kapsaisin (C1gH2703N)’dir. Kapsaisin giiglii bir
alkaloid olup soguk ve sicak sartlara karsi direnclidir (Islek, 2009). Biberin yapisinda
kapsaisin, homokapsaisin, homodihidrokapsaisin, dihidrokapsaisin ve
nordihidrokapsaisin olarak adlandirilan kapsaisinoid ¢esitleri bulunmaktadir. Biber
tirlerinde kapsaisinoid igeriginin farklilik gosterdigi agiklanmistir (Thomas ve ark.,
1982). Kapsaisinoidler genellikle biberde tohumlarda ve plasenta bolgesinde bulunur
(Dong, 2000).

Biberlerde, antioksidanlar, antienflamatuar, antialerjenik ve antikanserojen aktiviteler
gosteren bir¢ok biyokimyasal ve farmakolojik 6zellige sahip fitokimyasal bilesik vardir
(Lee ve ark., 2005). Askorbik asit, karotenoidler, tokoferoller, flavonoidler ve
kapsaisinoid gibi fitokimyasal bilesimler biberde ¢okca bulunmaktadir. Ayrica biber,
antioksidan, antimutajen, hipokolestorelomik ve immuno baskilayici 6zelliklere sahip
oldugundan bakteriyel gelisimleri inhibe ederek antibakteriyel aktivite gostermektedir

(Orobiyi ve ark., 2013).



Biber bitkisi, domates veya patatesinki gibi beyaz cicekler tireten kiigiik, giir, otsu tek
yillik bitkidir. Meyveleri ylizlerce cesit arasinda sekil, boyut ve renk a¢isindan farklilik
gosterir. Olgunluga erismemis meyveleri yesil renklidir. Olgunlasinca sari, turuncu ve
kirmiz1 renklerini alabilmektedir. Biberlerin kirmizi rengi, olgunlagsma sirasinda
sentezlenen cesitli karotenoid pigmentleri sayesinde olmaktadir. Bu karotenoidler

kapsantin, kapsorubin ve kripto-kapsin’dir (Deepa ve ark., 2007).

1.2. Biberin Kullanim Alanlar

1.2.1. Tibbi Alan

Biberde bulunan biyoflavonoid (P vitamini) kan basincini ayarlar ve kan dolasimini
uyarir. Biber sindirim sisteminde mide ve salgi bezleri iizerine etki ederek daha iyi
caligmalarmi saglar. Suyunu sikip siriildiigiinde romatizmaya faydali oldugu
bildirilmistir (Baytop, 1999 ; Lee ve ark., 2003). Biberde bulunan kapsaisin maddesi
mide ve bagirsak hareketlerini hizlandirir, hazimi kolaylastirir, emilimi tesvik eder ve
peristaltik hareketleri hizlandirir (Salk ve ark., 2008). Yapilan ¢alismalarda kapsaisinin
serumda kolesterol diizeyine etki ettigi belirlenmistir (Srinivasan ve Sambaiah, 1991).
Kapsaisinin kandaki kolestrol ve trigliserit degerlerinin azalmasini saglayarak damar
sertligi (ateroskleroz) olusma olasiligini azalttigi bildirilmistir (Kawada ve ark., 1986).
Kapsonoidler, farmasotik endiistrisinde norolojik etkinlikleri bakimindan 6nemli olan
alkaloitlerdir (Hayman ve Kam, 2008). Ayrica olgun kirmizi biberlerin kanser riskini

azaltabilecegi de ispatlanmistir (Nishino ve ark., 2009).

1.2.2. Gida Sanayisi Alam

Polien alkol grubundan 6nemli renk maddeleri igeren kirmizibiber, bu yoniiyle gida
sanayisinde boyar madde olarak kullanilmaktadir. Yumurta sarisini koyulastirmasi

sebebiyle de tavuk yemi yapiminda da kullanilmaktadir (Arikan B, 2004).

Biber Tiirk mutfaginda taze, toz biber, sal¢a ve kurutmalik olarak gesitli yemeklerde
kullanilarak tiiketilir. Bunlarin yaninda tursusu da yapilmakta ve tiiketilmektedir. Ayrica

gida sanayisinde biberden ketgap ve aci sos da iiretilmektedir.

1.2.2.1. Kurutmalhk Dolmalik Biber



Gida maddelerinin bozulmamasi i¢in kullanilan en eski muhafaza yontemi kurutmadir.
Gidalarin biiyiik bir kismi belli oranlarda su igerir. Mikroorganizmalarin iireme ve
gelismeleri i¢in yapacaklari enzimatik reaksiyonlar ig¢in su gereklidir. Bu suyun
uzaklastirilmasi gidalari, mikroorganizmalarin gelisimiyle meydana gelen ¢iirlimelere,
kokusmaya ve bozulmaya ayni zamanda enzimatik reaksiyonlara ve oksidasyona karsi
korumaktadir. Ayrica tasima ve depolamada kolaylik saglayacak daha diisiik agirlik ve
hacimde olmalarina olanak saglar (Brasiello ve ark., 2013). Kurutma Oncesinde
yapilacak yikama islemiyle meyve ve sebze iizerindeki kirler ve kirlerle birlikte
mikroorganizmalari uzaklastirilir béylece mikrobiyal yiik azalmis olur (Susuz ve ark.,
2009).

Gaziantep, Kilis ve Kahramanmarag gibi giiney ve giineydogu illerinde yazin mahsul
edilen patlican, biber, domates, bamya ve kabak gibi gidalar kurutularak kisinda lezzetli
sekilde tliketilmektedir. Yore halki tarafindan bahgelerden veya manavlardan elde
edilen dolmalik biberler; yikama, ayiklama, tohumunu ve sapini ¢ikarma islemlerinden

sonra iplere takilarak gilines altinda kurutulmaktadir.

1.3.Diinyada ve Tiirkiye’de Biber Uretimi

Biber diinyanin en 6nemli sebze ve baharat bitkilerinden bir tanesidir (Zewdie ve ark.,
2004). Tim diinya da oldugu gibi iilkemizde de kiiltlirii yapilan ve ihracati
gerceklestirilen onemli bir sebze tiirtidiir. 2012-2016 yillar1 arasinda FAO verilerine
gore diinya genelinde her yil ortalama 27 milyon biber {iretildi; bu yillar arasinda en ¢ok
tireten iilke 16.3970.997 milyon ton ile Cin ilk sirada yer alirken 2.436.796 milyon ton
ile Meksika ikinci sirada; 2.195.872 milyon ton ile Tiirkiye 3. Sirada yer
almaktadir.(Tablo 1.1). Biber iiretim miktar1 her y1l %4-10 arasinda artmaktadir (Anon,
2007).

Tablo 1.1. 2012-2016 Yillar1 Aras1 Diinya’da Uretilen Ortalama Biber Miktar1 (FAO)

ULKELER URETIM (ton) ORAN(%)
CiN 16.397.097 60.51
MEKSIKA 2.436.796 8.99
TURKIYE 2.195.872 8.10
ENDONEZYA 1.846.929 6.81
DiGERLERI 4.219.652 15.57
Toplam 27.096.346 100




Ulkemizde 2018 TUIK verilerine gore 1.128.060 ton salcalik biber; 397.175 ton
dolmalik biber; 930.349 ton sivri biber; 99.390 ton ise garliston biber olmak sartiyla
toplam 2.554.974 ton biber iiretilmistir.(Tablo 1.2).

Tablo 1.2.2015-2018 Yillari aras1 Tiirkiye’ de Uretilen Biber Miktar1 (TUIK)

Yillar Salcalik Dolmalik Sivri Carliston TOPLAM
2015 879.775 393.109 919.004 115.568 2.307.456
2016 957.030 418.435 967.466 114.891 2.457.822
2017 1.107.713 420.904 945.361 134.194 2.608.172
2018 1.128.060 397.175 930.349 99.390 2.554.974

1.4. Serbest Radikaller ve Antioksidan iliskisi

Hiicrelerde meydana gelen birtakim kimyasal tepkimeler sonucunda serbest radikaller
olusur (Akkus, 1995). Bir ya da birden fazla eslenmemis elektronu bulunan atom ya da
molekiillere serbest radikaller denilmektedir. Bilesigin iizerinde yer alan nokta (') isareti
elektronlarinin ortaklasmamis oldugunu gosterir. Eslesmemis elektronu sayesinde
oldukga reaktif olan bu maddeler herhangi bir etkilesim igine girerek elektron alirlar ya
da kaybederler. Hidrojen peroksit (H20,), siiperoksit (O, "), peroksit (ROO), hidroksil
(OH"), gibi oksijen ihtiva eden serbest oksijen radikalleri kararsiz yapiya sahip
oldugundan kolay bir sekilde reaksiyona giren bilesiklerdir. Serbest radikaller ve reaktif
oksijen cesitleri insan viicudunda ya temel metabolik faaliyetler sonucu ya da dis

kaynaklardan elde edilir.

Serbest radikaller, hiicre i¢cinde kimyasal reaksiyonlara ve protein oksidasyonuna neden
olurlar. Ayrica DNA’nin hasar goérmesini ve hiicre i¢inde lipit peroksidasyonu saglarlar
(Kil ve ark., 2009). Bagisiklik sistemi elemanlarindan notrofil ve makrofaj gibi
hiicrelerin savunma mekanizmalar1 i¢in gerekli olan bu serbest radikallerin ¢ok sayida
uretilmesi doku hasarina ve hiicrelerin 6lmesine yol agmaktadir (Halliwell ve ark.,
1992). Bu maddeler viicudun saglikli hiicrelerine saldirabilir ve lipidler, proteinler,
niikleik asitler ve diger kii¢lik molekiiller ile reaksiyona girerek yapilarini ve iglevlerini
yitirmelerini saglar (Moure ve ark., 2001). Canli organizmanin serbest radikallerin
zararli faaliyetlerinden kendilerini korumasi i¢in antioksidatif gibi bir korunma
sistemine sahip oldugu belirlenmistir. Antioksidanlar ¢ok sayida radikal olusumunun

sinirlandirilmasindan  radikal reaksiyonlarinin  durdurulmasindan ve hasarli olan



molekiillerin ortadan kaldirilmasindan sorumlu molekiillerdir (Goneng ve ark., 2002).
Bir antioksidan, H, veya elektronlar1 serbest radikallere vererek ya da lipitlerin

oksidasyon oranini azaltarak oksidasyonu onleyen veya inhibe eden bir ajandir.

Yapilan bazi ¢alismalarda meyve ve sebzelerdeki askorbik asit, a-tokoferol,
karotenoidler, flavonoidler ve fenolik asitler gibi dogal bilesiklerin reaktif oksijen
tirlerine (ROS) karsi etkili oldugu bildirilmistir (Halvorsen ve ark., 2002).
Antioksidanlar viicuda olumsuz etkiler yapan serbest radikallerle birtakim reaksiyonlara
girerek bunlarin neden oldugu reaksiyonlar1 durdurur ve bdylece viicudumuzdaki
onemli yapilarin hasar gérmesini engeller. Bu zincir reaksiyonlarin devam etmesine izin
verilirse, hiicresel bilesenlere zarar verebilir ve hiicrelerin ve hatta tiim organizmanin

Olimiine neden olabilir.

Antioksidanlar, ¢cok diisiikk miktarlarda dahi serbest radikallerin sebep oldugu organik
bilesiklerin oksidasyonunu durduran bilesiklerdir. Antioksidanlar yapay ve dogal olmak
tizere iki kisma ayrilir. Dogal antioksidanlarin énemli bir kisminin bitkisel kaynakli
oldugu bildirilmistir. Bunlara 6rnek olarak askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E
vitamini), karotenoidler, polifenoller ve flavonoidler verilebilir. Bu dogal olan

antioksidanlarin en 6nemli grubu ise fenolik maddelerdir (Rice-Evans ve ark., 1997).

1.4.1.Dogal Antioksidanlar

1.4.2 Fenolik Maddeler

En az bir aromatik halkaya sahip ve buna bagl bir ya da birden fazla hidroksil grubu
iceren kimyasal bilesenlerdir. Bitkilerde yaygin olarak bulunan bu maddeler bitki
metabolizmasinda sekonder metabolit olarak iiretilir. Insanlar fenolik bilesikler

tiretemezler. Bu nedenle, bu bilesikler esas olarak giinliik diyet yoluyla alinmalidir

(Materska ve Perucka, 2005).

Antioksidan rollerine ek olarak, fenolik bilesikler biber rengini, lezzetini ve keskinligini
belirlemede o6nemlidir (Estrada ve ark.,2002). Polifenolik bilesikler potansiyel
antioksidan bilesiklerdir ve serbest radikalleri 6nleyerek, metalleri tutuklayarak ve lipid
peroksidasyonunu Onleyerek islev goriirler (Durmaz, 2002). Bitki fenolleri, redoks
ozelliginden dolay1 tepkimelerde indirgeyici ajan hidrojen verici , tekli oksijen onleyici

ve metal selatlayici olarak etkilerini gosterirler (Can ve ark., 2005).



1.4.3.Flavonoid

Flavonoidler, bir C6-C3-C6 konfigiirasyonunda diizenlenen, on bes karbon atomundan
olusan diisikk molekiiler agirlikli bilesiklerdir. Giinlimiize kadar yapilan ¢aligmalarda
bitkilerin tohum, ¢igek, yaprak ve kabuk kisimlarinda 4000’in iizerinde farkli yapida
flavonoidin oldugu belirlenmistir. Flavanoidin molekiil yapisi; aromatik A halkas1 ve
bunun yaninda bulunan heterosiklik C halkasi ile bu halkaya bagl ikinci aromatik B
halkasindan olusmaktadir. Fenolik hidroksil grubu ise bu halkalara baglanarak bu
molekiillerin antioksidan etkiye sahip olmalarin1 saglar. Farkli bitki tiirlerinde veya ayni1
bitkinin degisik kisimlarinda bulunan flavonoidler de biiyiik yapisal farkliliklar vardir
(Cadenas, E.ve Packer, L. 2002).

Flavonoidler, antioksidan etkilerini;

e ksantin oksidaz ve siklooksijenaz gibi enzimlerin ¢alismasini durdurarak

¢ metal iyonlar ile birlikte selat yap1 olusturarak,

e baska antioksidanlar ile etkilesim i¢ine girerek,

e siiperoksit anyonlar1 ve hidroksil radikalleri gibi bazi serbest radikalleri

yakalayarak etkilerini gostermektedirler (Can ve ark., 2005).

1.4.4. Askorbik Asit

C Vitamini, siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalini nétralize eden suda
¢Ozliniir bir antioksidandir (Podsedek, 2007). Alt1 karbonlu bir lakton yapisina sahiptir
(Cadenas, E.ve Packer, L. 2002). C vitamini bitkilerde kloroplastlarda fotosentez
sonucu sentezlenirken birgok hayvanin karaciger ve bobreklerinden glikoz
monomerlerinden sentezlenmektedir (Wheeler ve ark., 1998). Insanlar bu vitamini
viicutta sentezleyemezler (Woodall, A. ve Ames, B. 1997). C vitaminin suda
¢Oziindiiglinden depo edilemez ve fazlasi idrarla disar1 atilir. Bu yiizden giinliik
gereksinimlerini sebze ve meyve tiikketerek karsilamaktadirlar (Bendich, 1997). C
vitamini; ¢ilek, portakal, Kivi, greyfurt, kavun ve mango gibi bir¢ok meyvede brokoli,
Briiksel lahanasi, kirmizi veya yesil biber, domates, lahana, patates ve karnabahar gibi
bir¢ok sebzede ayrica meyve sularinda fazla miktarlarda bulunur (Cadenas E. ve Packer,
L. 2002). C vitamini siiper oksit, singlet oksijen ve 0zon gibi reaktif oksijen tiirlerini;

azot dioksit, peroksinitrit gibi reaktif azot tiirlerini ve hipoklorik asit gibi reaktif klor



tirlerini kolay bir sekilde siipliriir ve substratlarini oksidatif hasarlardan korurlar
(Halliwell, 1996).

1.4.5. E vitamini

E vitamini yagda ¢6ziinen bir vitamindir ve ihtiyagtan fazlasi depo edilir. E vitamini (a-,
B-, v-, &-) tokoferollerini ve tokotrienolleri grubunu icermektedir. Ozellikle o-
tokoferoller en yiiksek biyolojik aktiviteye sahiptirler (Bjorneboe ve ark., 1990 ;
Brigelius-Flohe ve ark., 1999). o-tokoferol gibi antioksidanlar, serbest radikalleri ve
lipid peroksit radikallerini temizleyerek onlarin viicutta yaptiklari hasari onarirlar
(Tuziin ve Garip, 2005). E vitaminini 6nemli bir antioksidan olarak goérev yapmaktadir.
Ayrica lipid peroksidasyonuna karsi savunma yaptigi ve hiicre zarlarini da serbest
radikal saldirisina karsi korudugu disiinilmektedir (Horwitt 1986; Van Gossum ve

ark.,1988). Gidalarin biiyiik bir cogunlugunda eser miktarda dahi olsa bulunmaktadir.

1.4.6. Karotenoidler

Bitkisel ve hayvansal dokularda rastlanan kirmizi-sart pigmentlerdir. Yagda
¢oziinebilen bilesiklerdir. Karotenoidler 6zellikle sar1 ve koyu yesil renkli sebze ve
meyvelerde bulunurlar. Karoten, karotendioksigenaz enziminin merkezdeki c¢ift baginm
koparmasiyla A vitaminine doniisiir. Gidalarda bulunan karotenoidler, sekiz izoprenoid
biriminin bir araya gelmesiyle olusmus likopen tiirevi polienlerdir. Karotenoidler,
ozellikle likopen, giiclii singlet oksijen siipiiriicli olarak rol oynarlar; hiicre ve diger
viicut kompenentlerini serbest radikallerin saldirilarindan korurlar (Durmaz, 2002).
Gidalarda bulunan karotenoidlerin en onemlileri o ve [ karoten, likopen ve pB-

kriptoksantin’dir (Can ve ark., 2005).

1.5. Tibbi Bitkilerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Gilintimiizde pek ¢ok patojen mikroorganizmanin antibiyotiklere karsi direng kazanmasi
bilim adamlarim1 yeni antimikrobiyal ajanlar aramaya sevk etmistir. Bitkiler
antimikrobiyal ajanlar icin 6nemli bir kaynak olusturmaktadirlar. Bitkisel olmayan
ilaglarla yapilan tedavilerde bu ilaglarin viicudumuza yan etkileri olabilmektedir. Ayrica
bitkisel olmayan ilaclar bir etkiye sahip iken, bitkisel olan ilaglar ise birden fazla etkiye

sahiptirler (Baytop, 1984).
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1.6. Onceki Cahsmalar

Topak ve ark., (2008) yilinda yaptiklari ¢aligmalarda Dogu Akdeniz ve Giineydogu
Anadolu boélgelerinde kiiltiirii yapilan biberlerin (C. annuum) antimikrobiyal etkisini
arastirmiglardir. Yaptiklar1 ¢alismada etil alkollii tiim biber ekstraktlarinin Micrococcus
luteus 'un gelismesini engelledigi bildirilmistir. Yine etil alkollii ekstraktlarmin L.
monocytogenesin gelismesini durdururken; hekzanli ve kloroformlu ekstraktlarinin

belirtilen bakterileri inhibe etmedigi vurgulanmistir.

Marin ve ark., (2004) tath biberler {izerine yaptiklar1 ¢alismada fenolik, flavonoid ve
antioksidan 1igerigini belirlemislerdir. Antioksidan igeriginin olgunlasmamis yesil
biberde en yiiksek oldugunu ve C vitaminin ise en yiiksek kirmizi olgun biberlerde

oldugunu bildirmisleridir.

Dorantes ve ark., (2002) yaptiklar1 arastirmada, Capsicum annuum ekstraktlarinin, bazi
patojen bakterileri tizerindeki etkisinin arastirmak istemis ve biber ekstraktlarinin S.
aureus, L. monocytogenes, S. typhimurium ve B. cereus’un gelisimini engelledigini

bildirmislerdir.

Vega Galvez ve ark., (2009) yilinda Capsicum annum L. hungarian {izerinde yaptiklari
caligmada biber rengi , antioksidan kapasite ve toplam fenolik madde arasindaki iliskiyi
aragtirmiglardir. Yaptiklart analizler sonunda kirmizi renkli biberlerin yiiksek fenolik

icerige ve antioksidan kapasiteye sahip olduklarini belirlemislerdir.

Kim ve ark., (2011) yilinda yaptiklar1 ¢alismada Kore’de kiiltiirii yapilan Capsicum
annum tiiriiniin ~ kirmiz ve yesil renkli olan biberlerinin antioksidan aktivitesini ve
fitokimyasal 6zelliklerini belirlemislerdir. Calisma sonunda kirmizi act biberin yesil aci
biberden daha yliksek antioksidan aktivite gosterdigi ve kirmizi aci biberin, yesil act

biberden daha yiiksek fitokimyasal bilesen icerdigini tespit etmislerdir.

Materska ve ark., (2003) yilinda yaptiklar1 calismada kirmizi aci biber iizerinde toplam
fenolik ve flavonoid bilesenlerin izolasyonunu yapmislardir. Bu bilesenleri belirlemek
icin HPLC yontemini kullanmiglardir. Analizler sonunda kirmizi aci biberde yiiksek

fenolik ve flavonoid bilesen oldugunu tespit etmislerdir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. MATEYAL
2.1.1.Bitkisel Materyal

Bu ¢alismada materyal olarak Kilis ilinde bulunan aktarlardan yazin mahsulii yapilan

ac1 biber (Capsicum annum L. ) kurutmaliklar1 kullanilmistir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Biber kurusu

2.1.2. Kullanilan Mikroorganizmalar

Calismamizda kullanilan mikroorganizmalar Kilis 7 Aralik Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik boliimiiniin kiiltiir koleksiyonundan temin

edilmistir.

e Escherichia coli ATCC 8739
e Staphylococcus aureus ATCC 6538P
e Candida albicans ATCC 10231

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

2.1.3.Kullanilan Cozeltiler

e DPPH cozeltisi: 0.025 g/l konsantrasyonda DPPH ¢d6zeltisi metanol iginde
hazirlanarak kullanilmstir.
o %7.5’lik NaHCO; cozeltisi: 11.25 g NaHCO3; 150 mL saf suda ¢oziilerek

hazirlanmstir.
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%10’luk Folin ayraci: Hazir folin ayracindan %10’luk konsantrasyonda saf su
i¢erisinde hazirlanmistir.

%75’lik NaNO, ¢ozeltisi: 5 g NaNO, 100 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.
%10’luk AICI;6H,0 cozeltisi: 10 g AICI;6H,0 100 mL saf suda ¢oziilerek
hazirlanmstir.

1 M’hik NaOH c¢ozeltisi: 8 g NaOH 200 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanmastir.

2 mM’hk FeCl, cozeltisi: 0.004 g FeCl, 10 mL saf suda c¢oziilerek
hazirlanmstir.

5 mM’lik Ferrozin ¢ozeltisi: 10 ml ¢ozelti hazirlamak i¢in 0.024 g ferrozin 10
mL saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

0.2M’hik Fosfat Tamponu (pH 6.6): Bu tampon KH,PO, (27.218 g/L) ve
NapHPO, (28.392 g/L) cozeltilerinin pH 6.6 olacak sekilde karistirilmasi ile
hazirlanmstir.

%T1’lik K3Fe(CN)s cozeltisi: 1 g KsFe(CN)g 100 mL saf suda ¢oziilerek
hazirlanmistir.

%10’luk TCA ¢ozeltisi: 10 g TCA 100 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.
%1’lik FeCl; ¢ozeltisi: 1 g FeCl; 100 mL saf suda ¢6ziilerek hazirlanmistir.
%0.9 Fizyolojik Tuzlu Su: 0.9 g NaCl 100 100 mL saf suda c¢oziilerek
hazirlanmis ve 121°C’de 15 dak. steril edilerek kullanilmistir.

2.1.4.Kullanilan Besiyerleri

2.1.4.1. Mueller-Hinton Agar (MHA)

Metanol ve saf suda hazirlanmis biber ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin

incelenmesi i¢in kullanilmistir.

Kazein asit hidrolizat1 17,5 g/L, Sigir eti ekstrakt1 2,0 g/L, Nisasta 1,5 g/L, Agar Agar
13,0 g/L.

Hazirlamisi: Besiyeri 34,0 g/L konsantrasyonunda saf su igerisinde ¢oziinerek 121°C’de

15 dak. otoklavda steril edilmistir.

2.1.4.2. Nutrient Broth
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Antimikrobiyal analizlerinde standart suslarin bir gecelik kiiltiirlerinin gelistirilmesi i¢in

kullanilmaistir.
Icerigi: Et pepton 5,0 g/L, Et 6zii 8,0 g/L

Hazirlamisi: 8,0 g/L olacak sekilde saf suda ¢6ziinen hazir besiyerinden 5 mL burgulu

kapakl tiiplere aktarilip ve 121°C’de 15 dak. otaklavda steril edilerek kullanilmastir.

2.2. METOT
2.2.1.Bitki ekstraktlarmin hazirlanmasi

Kilis ili aktarlarindan alinan biber kurutmaliklari pargalanarak ogiitiiciide toz haline
getirilmistir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Kurutmaliklarin toz haline getirilmesi

Box Behnken deneysel tasarim modeli ile ekstraksiyonun optimizasyon caligsmalari
stirdiiriilmiistiir.  Coziicli  olarak metanolun kullanildigi Box Behnken deneysel
modelinde ekstraksiyon ¢alismalarinda kullanilan bagimsiz degiskenler Tablo 2.1°de

verilmigtir.
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Tablo 2.1. Deneysel ¢alismada incelenen parametrelerin seviye degerleri

Biber kurusu
Seviye No Sicaklik (°C) Zaman (dk) konsantrasyonu
(mg/20 mL)
-1 25 30 500.00
0 42.5 45 750.00
1 60 60 1000.00

Box-Behnken, 2 seviyeli 3 faktoriyellik tasarimda tiim degiskenlerin (X;, X, ve X3) orta
degerlerinin alindig1 merkez noktada toplamda 15 adet deney noktast icermektedir. 3
adet bagimsiz (Sicaklik, Zaman ve Biber kurusu konsantrasyonu) degiskenin

belirlendigi modelde tiim analizler 3 tekrarh yiriitilmistir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. U¢ bagimsiz degisken icin Box-Behnken deneme plani, 3 merkez noktali (8,
10 ve 14) 15 deney

Deney No  XysicakLik) Xzzaman)  X3(KONSANTRASYON)

1 1 -1 0
2 -1 0 1
3 1 1 0
4 0 -1 1
5 -1 1 0
6 -1 0 -1
7 1 0 1
8 0 0 0
9 -1 -1 0
10 0 0 0
11 0 -1 -1
12 0 1 -1
13 1 0 -1
14 0 0 0
15 0 1 1

Optimizasyon modeline uygun prosediirii takiben biber kurutmaliklar filtre (0.45 pm)

edilerek ekstraksiyondan uzaklastirilmistir. Falkon tiiplerine aktarilan biber ekstraktlar
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antioksidan ve antimikrobiyal aktivite analizlerinde kullanilana kadar +4°C’de

buzdolabinda muhafaza edilmistir.

2.2.2.Antimikrobiyal Ozelliklerin Belirlenmesi
2.2.2.1.Disk Difiizyon Yontemi

Antimikrobiyal analizler Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi kullanilarak
stirdiiriilmiistiir. Mikroorganizmalarin bir gecelik kiiltiirlerinin = yogunlugu steril
fizyolojik tuzlu su kullanilarak 0.5 McFarland standart bulanikliga ayarlanmustir.
Mueller Hinton Agar besiyeri yiizeyine steril ekiivyon ¢ubugu ile inokiilasyonu takiben
6 mm capl steril blank diskler steril penset yardimi ile agar yiizeyine yerlestirilmistir.
Her bir biber ekstraktlarinin 20 ul’si blank disklere emdirilmistir. Test edilen her
mikroorganizma tiiriine spesifik pozitif kontrol kullanilmistir. Escherichia coli i¢in
Tetrasiklin (30 mcg/disk); Staphylococcus aureus igin Metisilin (5 mcg/disk); Candida
albicans i¢in Amfoterisin B (20 mcg/disk); Pseudomonas aeruginosa igin Polimiksin B
(300 unite/disk) kullanilmistir. Negatif kontrol olarak steril blank disklere 20 pl metanol
emdirilmistir. Disklerin esit araliklarla yetistirildigi plaklar bakteriyel suslar icin
37°C’de 12-24; mantar suslar1 icin 28-30°C’de 48-72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresini takiben disklerin etrafinda bakterilerin iiremedigi seffaf zonlarin varlhig

incelenmistir. Tiim antimikrobiyal analizler ti¢ tekrarl ytiriitilmiistiir.

2.2.3.Ekstraktlarin Antioksidan Ozelliklerin Belirlenmesi
2.2.3.1.DPPH Radikali Giderme Aktivitesi

Blois’in (1958) buldugu serbest radikal giderme metodu Orneklerin bir elektron veya
proton verebilme yetenegine bagli olarak DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)

¢Ozeltisinin renginin agilmasi esasina dayanmaktadir.

Biber ekstraktlarin 100 pl’si metanol iginde ¢o6ziinmiis DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) ¢o6zeltisinin 3.9 mL’sine eklenmistir. Reaksiyon ger¢eklesmesi igin
karistm 120 dak. karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra reaksiyon
karistmi 515 nm dalga boyunda okutulmustur. Biber ekstraktlarinin DPPH radikali

giderme aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplanmistir. Standart olarak 200-
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1000 pg/mL konsantrasyonda BHT (Butilhidroksitoluen) kullanilmistir. Ornek yerine

metanoliin ilave edildigi tiiplerin absorbansi kontrol olarak degerlendirilmistir.

DPPH inhibisyonu (%) = [(Abskontrol -AbSnumune )/AbSKontrol] X100

2.2.3.2.Demir (IT) fyonlarim Selatlama Aktivitelerinin Tayini

Biber ekstraktlarinin Fe*? iyonlarini selatlama aktivitelerini belirlemek i¢in Dinis ve
ark., (1994) bulduklart metot uygulanmistir. Belirtilen yonteme gore demir selatlama
giicii yiikksek olan ferrozinle, ekstraktlarda bulunan metal baglayict bilesiklerin
yarismasi esasina dayanmaktadir. Eger ekstraktlar i¢inde bulunan bilesiklerin demir
baglama giicii yiiksekse kirimizi renkli olan Ferrozin+Fe™ kompleksinin olusumu

engellenecektir.

Biber ekstraktlarinin 1 mL’sine 3,7 mL saf su ve 100 pL 2 mM FeCl;, ¢ozeltisi
eklenmistir. Reaksiyon karisimi oda sicakliginda 30 dak. inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonu takiben karigima 200 pL 5 mM ferrozin c¢ozeltisi ilave edilerek
karigtirllmis (vortekslenmis) ve 10 dak. sonra karigimlarm absorbans degerleri 562
nm’de Ol¢iilmiistiir. Standart olarak 50-250 pg/mL  konsantrasyonda EDTA
kullanilmistir. Ornek yerine ¢dziicii olarak kullanilan metanolden 1 mL konularak
kontrol ¢aligilmistir.

Ferrozin-Fe*?> kompleksinin inhibisyon yiizdesi asagida belirtilen formiile gore
hesaplanmustir.

% Selatlama Aktivitesi:

(1-(562 nm’de Ornek Absorbansi/562 nm’de Kontrol Absorbansi)) x 100
2.2.3.3.Indirgeme Kapasitesi Tayini

Oyaizu’nin (1986) belirledigi metotla biber ekstraktlarimizin indirgeme kapasitesi
belirlenmistir. Bu metotta drneklerin i¢inde bulunan indirgen maddenin Fe™ iyonunu
Fe*? iyonuna indirgenmesi test edilmektedir. Ortama FeCl; eklenmesiyle Prusya mavisi
rengini alan yeni karsimin absorbans degeri Olciiliir. Yiiksek absorbans degeri yliksek
indirgeme kapasitesine isaret etmektedir. Biber ekstraktlarinin 1 mL’sine, 2,5 mL fosfat
tamponu (0,2 M pH 6,6) ve 2,5 mL %1’lik K3Fe(CN)g eklenmistir. Reaksiyon karigimi
50°C’de 20 dak inkiibe edilmistir. 2,5 mL %10’luk TCA eklenmis ve 2500 rpm’de 10

dak santrifiij edildikten sonra 2,5 mL alinan 6rneklere esit hacimde saf su ve 0,5 mL
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%0,1°lik FeCls ¢ozeltisi ilave edilmistir. Ve reaksiyon karigimlarinin absorbans: 700

nm’de okunmustur. Standart olarak BHA (Biitilhidroksianisol) kullanilmistir.

2.2.3.4.Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Biber ekstraktlarindaki toplam fenolik madde miktar1 Folin Ciocalteu kalorimetrik
metodu ile belirlenmistir. Biber ekstratlarinin 500 upL’sine %7,5’lik NaHCO;
¢oOzeltisinden 2,5 mL eklenmistir. Karisima %10’luk Folin-Ciocalteu ayracindan 2.5 mL
ilave edilmistir. 45°C’de 45 dak. su banyosunda inkiibasyonu takiben tiiplerdeki renk
degisimi takip edilmistir. Orneklerin absorbansi 765 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okunmustur (Biochrom, Libra S60, B, England). Sonug¢lar mg
GAE/g gallik asit esdegeri (GAE) olarak ifade edilmistir (Stankovic, 2011). Farkl
konsantrasyonda standart gallik asit kullanilarak ¢izdirilen kalibrasyon egrisinden elde

edilen formiile gore ekstraktlardaki fenolik madde miktar1 hesaplanmustir (Sekil 2.3).

Absorbans 765 nm

0 T T T T T T T 1
0 0,02 004 006 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16

Gallik asit miktari (mg GAE/g)

Sekil 2.3. Fenolik madde miktari tayini i¢in ¢izdirilen kalibrasyon egrisi

2.2.3.5.Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini

Ekstraktlar 1:5 oranda saf su ile seyreltilmis ve %5°lik 300 pL NaNO, eklenerek oda
sicakliginda 5 dak. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi reaksiyon karisimma 600 pL
%10’luk AICl36H,0 eklenmis tekrar 5 dak. oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 1 M’lik
NaOH’dan 2 mL ilave edilmis ve karisim saf su eklenerek son hacim 10 mL’ye

tamamlanmistir. 510 nm’de karisimin absorbansi okutulmustur (Sharm ve Vig 2013).
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Sonuglar mg RE/g rutin esdegeri (RE) olarak ifade edilmistir. Cizdirilen kalibrasyon
egrisinden elde edilen formiile gore ekstraktlardaki flavonoid madde miktar
hesaplanmustir (Sekil 2.4).

1,6

14

y =10,954x
R?=0,9914

1,2

1
0,8
0,6

0,4

Asorbans (510 nm)

0,2

0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

Rutin esdegerligi (mg RE/G)
Sekil 2.4. Flavonoid madde miktari tayini i¢in ¢izdirilen kalibrasyon egrisi

2.3 istatiksel Analizler

Tablo 2.2°de verilen deney planina gore li¢ bagimsiz degiskenin incelendigi 2 dereceden
yanit yiizey modelinde polinomal denklem kullanilarak her bir faktor

degerlendirilmistir. Modele iligkin esitlik asagida verilmistir.

N N N-1 N
Y=Lo+ D Bix Xi+ D Bix XiZ + D> Biix Xi
i=1 i=1 i=1 j=i+l
Buna gore Y sistemin cevabi, N degisken sayis1 (N=3), X; ve X; bagimsiz degisken, [,
Bi, Pii ve pij sabit ve modelin regresyon katsayisini ifade etmektedir. Veri analizleri igin
“Design Expert statistical software” (Design Expert 8.0.7) kullanilmigtir. Modelin
uyumlulugu kuadratik model varyans analizi (ANOVA) ile test edilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1 Ekstraksiyon Verimi (%)

Capsicum annuum L’nin biber meyveleri ve tohumlar1 gibi bitkinin farkli
kisimlarini1 materyal olarak kullanarak ekstraksiyon ¢alismalar: siirdiirtilmiistiir (Perucka
ve Materska, 2007; Sim ve Sil 2008; Castro-Concha ve ark., 2014). Bu ¢alismalarda
ektraksiyon metotlar1 ve kullanilan ¢oziiciilere bagli olarak ekstraksiyon veriminin de
degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Pek c¢ok c¢alismada c¢oziiclilerin polaritesinin
ekstraksiyon verimi {izerinde etkili en O6nemli parametre oldugu belirtilmekte olup,
fenolik bilesiklerin yiiksek polaritedeki c¢oziiciilerde yiiksek verimde ¢oziinmesi
sebebiyle modelimiz planlanirken polarite indeksi yliksek ¢oziicli metanol (6.6) tercih
edilmistir. Box Behnken deneme plani ile elde edilen ekstraksiyon verimine yonelik

deneysel degerler ve tahmin edilen degerler Tablo 3.1 'de verilmistir.

Tablo 3.1. Ekstraksiyon verimine yonelik deneysel ve tahmin edilen degerler

Sicakhik Zaman Konsantrasyon % ekstraksiyon verimi
(°O) (dak) (mg/20 mL)

Deneme no X1 X2 X3 Deneysel Tahmin
Edilen
1 60.00 30.00 750.00 53.64 53.04
2 25.00 45.00 1000.00 71.55 69.34
3 60.00 60.00 750.00 50.32 45.33
4 42.50 30.00 1000.00 58.71 55.93
5 25.00 60.00 750.00 53.11 53.71
6 25.00 45.00 500.00 44.43 41.05
7 60.00 45.00 1000.00 54.26 57.64
8 42.50 45.00 750.00 49.87 48.57
9 25.00 30.00 750.00 44.62 49.61
10 42.50 45.00 750.00 47.66 48.57
11 42.50 30.00 500.00 46.64 45.03
12 42.50 60.00 500.00 32.30 35.08
13 60.00 45.00 500.00 45.60 47.81
14 42.50 45.00 750.00 48.19 48.57
15 42.50 60.00 1000.00 60.67 62.28

Yanit ylizey yontemi sonucunda, % ekstraksiyon verimi ve ii¢ bagimsiz degiskenler

arasindaki iligkiyi ortaya koyan regresyon denklemi asagida gibi hesaplanmustir.

Y=+48.57-1.24X1-0.90X,+9.53X3-2.95X,*X,-4.62X1*X3+4.08 X ,* X3+3.12X,>-
1.26X,242.27 X3
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Regresyon esitligi incelendiginde, f;i (-1.24) katsaymin negatif degere sahip olmasi
ekstraksiyon verimine iliskin sicaklik bagimsiz degiskeninin 25°C’den 60°C’ye artiginin
% ekstraksiyon verimini azalttigi belirlenmektedir. Zamanin (dak) ekstraksiyon
verimine etkisini ifade eden p; (-0.90) katsayisinin negatif degerlerde olmasi,
ekstraksiyonun siiresinin 30’dan 60 dakikaya artisinin sicaklik degiskeni gibi
ekstraskiyon veriminin azalttigini ifade etmektedir. % ekstraksiyon verimi iizerindeki en
fazla etki eden faktoriin biber kurusu konsantrasyonu oldugu gozlenmektedir. £ (9.53)
pozitif katsayis1 20 mL ¢oziiciide c¢oziinen biber kurusu konsantrasyonu arttikca %

ekstraksiyon veriminin arttigina isaret etmektedir.

Regresyon sonucu elde edilen ikinci dereceden polinomiyal modelin uyumlulugu
korelasyon katsayisi (R?) ile test edilmis olup, tahmin edilen ve deneysel degerler

arasindaki iliski Sekil 3.1°de verilmistir.

Tahmin edilen degeler
[

Deneysel degerler
Sekil 3.1. % ekstraksiyon verimi i¢in deneysel ve tahmin edilen degerlerin uyumluluk
grafigi

Hesaplanan korelasyon katsayisi (Rz), 0.9033 olmas1 s6z konusu modelin, deneysel
verileri ile tahmin edilen verilerinin tutarli oldugunu gostermektedir. Tablo 3.2°de test
edilen her bir bagimsiz degiskenin % ekstraksiyon verimi iizerindeki etkisi ANOVA
varyans analizi ile belirlenmis olup, her bir katsayinin 6nemini gosteren P ve F degerleri

verilmistir.
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Tablo 3.2. % ekstraksiyon verimin igin varyans analizi

Serbestlik Kareler Kare F-degeri P-degeri
derecesi toplami ortalamasi
Model 9 992.73 110.30 5.19 <0.0423
X1 1 12.22 12.22 0.57 0.4826
Xa 1 6.50 6.50 0.31 0.6040
X3 1 726.19 726.19 34.15 <0.0021
X1X; 1 34.85 34.85 1.64 0.2566
X1 X3 1 85.19 85.19 4.01 0.1017
XoX3 1 66.42 66.42 3.12 0.1374
X4 1 35.83 35.83 1.69 0.2509
X5? 1 5.91 5.91 0.28 0.6207
X3? 1 19.09 19.09 0.90 0.3869
Kalinti 5 106.32 21.26
Uyum 3 103.66 34.55 26.01 0.0372
eksikligi
Net hata 2 2.66 1.33

P (prob>f) degeri 0.05’ten kiiciik olan etkiler 6nemli olarak degerlendirilmistir. Modelin
P degerinin 0.05’ten kiiciik olmas1 (0.0423) 6nerilen modelin, bagimsiz degiskenler ile
ekstraksiyon verimi arasindaki iliskinin incelenmesi i¢in anlamli oldugunu
gostermektedir. % ekstraksiyon verimi {iizerinde Tablo 3.2°deki P degerlerine
bakildiginda, sadece X3 faktoriiniin yani 20 mL’ de ¢oziinen biber kurusu
konsantrasyonun % ekstraksiyon verimi {iizerinde etkisinin istatiksel olarak anlamli

oldugu belirlenmistir.

% ekstraksiyon verimi i¢in ¢izdirilen ti¢ boyutlu yanit yiizey grafikleri Sekil 3.2°de
verilmistir. Sabit biber kurusu konsantrasyonunda (750 mg/20 mL) sicaklik ve zamanin
% ekstraksiyonun verimine etkilerinin incelendigi model grafigi Sekil 3.2 a’da sicaklik
ve zaman arttik¢a ekstraksiyon veriminin azaldigi gozlenmistir. Sabit zaman araliginda
(45 dak) ekstraksiyon verimine 20 mL’de ¢oziinen biber kurusu konsantrasyonu ve
sicakligin etkisine bakildiginda, ¢éziinen biber konsatrasyonu arttikca % verim artarken;
sicakligin verim lizerinde negatif etkilesimi belirlenmistir (Sekil 3.2 b). 42.5°C sabit
sicaklikta ise ekstraksiyonun siiresinin artisi ile % verim azalirken; 20 mL’de ¢6ziinen
biber konsatrasyonun % verimi arttirdigit model denklemimiz ve yanit yiizey

grafiklerinde belirtilmistir (Sekil 3.2 ¢).
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Sekil 3.2. % ekstraksiyon verimi ylizey yanit grafigi

a) Sabit biber kurusu konsantrasyonunda (750mg/20 mL, C); sicaklik (°C) ve zaman (dak)
b) Sabit zaman araliginda (45 dak. B); konsantrasyon (mg/20 mL) ve sicaklik (°C)
c) Sabit sicaklik (42.5, A); zaman (dak) ve konsantrasyonu (mg/20 mL)

En yiiksek % ekstraksiyon verimi 25°C, 42.5 dak. ve 1000 mg/20 mL’de ¢6ziinen biber
kurusu konsantrasyonunda %71.55 olarak belirlenmistir. En diisiik % ekstraksiyon
verimi ise, %32.03 olarak 42.5°C, 60 dak. ve 500 mg/20 mL biber konsantrasyonda test
edilen 12. denemede belirlenmistir. Su banyosunda siirdiiriilen optimizasyon
caligmalarinda polar ¢oziicliniin dakika ve sicakliga bagli olarak biber meyvesindeki
biyoaktif maddelerin ¢oziinmesine karsin negatif bir etkilesim gosterdigi belirlenmistir.
Coziiciiniin polaritesine bagli olarak artan biber kurusu konsantrasyonu ile ¢dziinen

hidrofobik karakterdeki bilesiklerin artmasi sonucu % ekstraksiyon verimi artmistir.
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3.2 Total fenolik ve flavonoid madde icerikleri

En az bir aromatik halka ve buna bagli hidroksil grubu igeren bitki metabolizmasinda
sentezlenen sekonder metabolitlerden fenolik bilesikler ve bunun alt grubu olan 4000°in
tizerinde farkli yapida flavonoidin bilesiklerin ¢esidi ve biyokimyasi antioksidan
aktiviteye yon vermektedir. Kullanilan ¢6ziiciiniin polaritesine bagli olarak hidrofobik
karakterde ki fenolik bilesiklerin ¢6ziinmesine yonelik reaksiyon mekanizmalari
degismektedir. Bu farklilik bitki ekstraktlarindaki total fenolik ve flavonoid bilesiklerin
sayisint - ve ¢esidini  etkilemektedir. Bu sebeple ekstraksiyon optimizasyonu
calismamizda Capsicum annum L. kurusunun metanolde ¢oziinen total fenolik ve
flavonoid miktarmin arttirilmast icin sicaklik, konsantrasyon ve ekstraksiyon siiresi
parametreleri test edilmistir. Box Behnken deneme plani ile elde edilen total fenolik ve
flavonoid icerigine yonelik deneysel degerler ve tahmin edilen degerler Tablo 3.3 'te

verilmigtir.

Tablo 3.3. Total fenolik ve flavonoid igerigine yonelik deneysel ve tahmin edilen
degerler

Sicakhk Zaman Konsantrasyon Total fenolik icerik Total flavonoid

(°0) (dak) (mg/20 mL) (mg GAE/Q) icerik (mg RE/g)
Deneme X1 X2 X3 Deneysel Tahmin Deneysel Tahmin

no Edilen edilen
1 60.00 30.00 750.00 2.84 2.71 0.090 0.093
2 25.00 45.00 1000.00 3.42 3.43 0.210 0.210
3 60.00 60.00 750.00 3.13 3.12 0.090 0.088
4 42.50 30.00 1000.00 3.36 3.33 0.200 0.200
5 25.00 60.00 750.00 2.97 3.11 0.089 0.085
6 25.00 45.00 500.00 2.40 2.24 0.064 0.070
7 60.00 45.00 1000.00 2.97 3.13 0.210 0.200
8 42.50 45.00 750.00 2.88 2.77 0.077 0.081
9 25.00 30.00 750.00 2.80 2.81 0.090 0.092
10 42.50 45.00 750.00 2.73 2.77 0.088 0.081
11 42.50 30.00 500.00 2.32 2.47 0.068 0.060
12 42.50 60.00 500.00 2.72 2.75 0.063 0.061
13 60.00 45.00 500.00 2.47 2.45 0.072 0.076
14 42.50 45.00 750.00 2.70 2.77 0.078 0.081
15 42.50 60.00 1000.00 3.92 3.77 0.180 0.190

Yanit ylizey yontemi sonucunda, total fenolik ve flavonoid igerik ve ii¢ bagimsiz
degiskenler arasindaki iliskiyi ortaya koyan regresyon denklemi asagida gibi

hesaplanmastir.
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Yienolik=12.77-0.022X1+0.18X5+0.47X3+0.028X1*X,-0.13X1*X3+0.040X,* X 5-
0.051X,%+0.22X,%+0.093X3°

Yiiavonoig=+0.081+1.194*1073X;-2.968*1073X,+0.066X5+3.725*10*X*X»-1.933*10°
X1*X3-3.282*103X,*X5+0.010X,%-2.124*10°X,2+0.047 X 32

Fenolik ve flavonoid igerige yonelik regresyon esitlikleri incelendiginde, total fenolik
icerik i¢in f (-0.022) katsayisinin negatif degerde olmasi sicaklik bagimsiz degiskenin
25°C’den  60°C’ye artisinin metanolde ¢oziinen fenolik maddeyi azalttigt
belirlenmektedir. Ancak fenolik maddelerin alt grubu olan flavonoid igerik igin ise S
(+1.194*107%) katsayisinin pozitif deger gostermesi sicaklik artiginin  flavonoid
maddelerin ¢ozlintirligiini arttirdigi sdylenebilmektedir. Zamanin (dak) ve 20 mL’de
¢oziinen biber kurusu konsantrasyonu etkisini ifade eden fii (+0.18) ve fij (+0.47)
katsayilarinin pozitif degere sahip olmasi, ekstraksiyon siiresinin 30’dan 60 dakikaya
artisinin ve konsantrasyon artisinin sicaklik degiskeninin aksine total fenolik icerigi
arttirdigini ifade etmektedir. Metanol ekstraktindaki total fenolik igerigini etkileyen en
onemli bagimsiz degisken % ekstraksiyon verimine benzer sekilde biber kurusu
konsantrasyonudur. Biber kurusu Kkonsantrasyonunun fj (+0.066) ise, metanol
ekstraktindaki flavonoid igerigi etkileyen en Onemli bagimsiz degisken oldugu
gbzlenmektedir. Optimizayon ¢aligmasinda ekstraksiyon siiresi ile total flavonoid igerik
pozitif bir etkilesim gostermis olup, konsantrasyon artmasi flavononid igeriginin
artmasina sebep olmustur. Sjj (+0.066) katsayisinin pozitif olmasi, fenolik icerige benzer
sekilde metanolde ¢oziinen biber kurusu konsantrasyonun artmasi flavonoid igerigi
arttirmustir. R? degerleri fenolik i¢in 0.9364; flavonoid i¢in 0.9925 olup, polinomiyal
modelin her iki fitokimyasal analiz i¢in uyumlulugu belirlenmistir. Bu analizler i¢in

deneysel ve tahmin edilen degerler arasindaki iliski Sekil 3.3’te verilmistir.
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Sekil 3.3. Total fenolik (a) ve flavonoid igerik (b) icin deneysel ve tahmin edilen
degerlerin uyumluluk grafigi

Test edilen her bir bagimsiz degiskenin total fenolik ve flavonoid igerik iizerindeki
etkisi ANOVA varyans analizi ile belirlenmis olup, her bir katsaymin 6nemini gdsteren

P ve F degerleri Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.4. Total fenolik ve flavonoid igerik igin varyans analizi

Total fenolik icerik Total flavonoid icerik
(mg GAE/Q) (mg RE/qg)
F-degeri P-degeri F-degeri P-degeri
Model 8.18 <0.0161 73.93 <0.0001
X1 0.13 0.7364 0.17 0.6936
X2 8.01 <0.0367 1.08 0.3469
X3 56.20 <0.0007 532.56 <0.0001
X1 X2 0.10 0.7632 8.480*10™° 0.9302
X1 X3 2.14 0.2037 0.23 0.6530
XoX3 0.20 0.6729 0.66 0.4540
X4? 0.31 0.6040 6.14 0.0559
Xo 5.56 0.0650 0.25 0.6353
X3? 1.02 0.3579 125.78 <0.0001
Kalint1
Uyum 5.37 0.1611 2.30 0.3177
eksikligi
Net hata

Fitokimyasal analizler i¢in modelin P degerinin (prob>f) degerinin 0.05’ten kiiciik
olmasi (fenolik 0.0161; flavonoid 0.0001) 6nerilen modelin, bagimsiz degiskenler ile
total fenolik ve flavonoid igerikler arasindaki iliskinin incelenmesi igin anlamli
oldugunu gostermektedir. Tablo 3.4’teki P degerlerine bakildiginda, total fenolik icerik
icin X, ve Xz faktoriiniin yani ekstraksiyon siiresi ve 20 mL’ de ¢6ziinen biber kurusu

konsantrasyonun etkisinin istatiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. Total
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flavonoid igerik i¢in ise, sadece 20 mL’ de ¢Oziinen biber kurusu konsantrasyonunun

etkisi anlaml1 bulunmustur.

Total fenolik igerik icin c¢izdirilen li¢ boyutlu yanit yiizey grafikleri Sekil 3.4’te
verilmistir. Sabit biber kurusu konsantrasyonunda (750 mg/20 mL) sicaklik ve zamanin
total fenolik icerige etkilerinin incelendigi model grafigi Sekil 3.4 a’da total fenolik
icerik sicaklik artis1 ile azaldigi, ekstraksiyon siiresinin artmasina bagli olarak ise arttig1
gozlenmektedir. Sabit zaman araliginda (45 dak.) ise 20 mL’de ¢oziinen biber kurusu
konsantrasyonu arttik¢a total fenolik igerigin arttigi, sicaklik arttikca fenolik icerigin
azaldig1 belirlenmistir.(Sekil 3.4 b). Sabit sicaklikta (42.5°C) ise biber kurusu

konsantrasyonu ve ekstraksiyon siiresinin artigi total fenolik icerigi artirmistir.(Sekil3.4

A pcakii

Sekil 3.4. Total fenolik icerigin yiizey yanit grafigi

a) Sabit biber kurusu konsantrasyonunda (750 mg/20 mL, C); sicaklik (°C) ve zaman (dak)
b) Sabit zaman araliginda (45 dak. B); konsantrasyon (mg/20 mL) ve sicaklik (°C)
¢) Sabit sicaklik (42.5 °C, A); zaman (dak) ve konsantrasyonu (mg/20 mL)

En yiiksek total fenolik igerik 42.5°C, 60 dak. ve 1000 mg/20 mL’de ¢oziinen biber
kurusu konsantrasyonunda 3.91908 mgGAE/g olarak belirlenmistir. En diisiik icerik ise,
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2.322 mgGAE/g olarak 42.5°C, 30 dak. ve 500 mg/20 mL biber konsantrasyonda test
edilen 11. denemede belirlenmistir. Total flavonoid igerik i¢in ¢izdirilen ii¢ boyutlu

yanit yiizey grafikleri Sekil 3.5’te verilmistir.

C konsartrasyon A B: zaman

Sekil 3.5. Total flavonoid igerigin yiizey yanit grafigi
a) Sabit biber kurusu konsantrasyonunda (750 mg/20 mL, C); sicaklik (°C) ve zaman (dak)

b) Sabit zaman araliginda (45 dak. B); konsantrasyon (mg/20 mL) ve sicaklik (°C)
c) Sabit sicaklik (42.5°C, A); zaman (dak) ve konsantrasyonu (mg/20 mL)

Sekil 3.5 a’da sabit biber kurusu konsantrasyonunda (750 mg/20 mL) sicaklik ve
zamanin total flavonoid igerige etkilerinin incelendigi model grafiginde ekstraksiyon
siiresinin artmasina bagli olarak ekstraktaki flavonoid icerigin azaldig1 gézlenmektedir.
Ancak sicakligin sabit biber kurusu konsantrasyonu (750 mg/20 mL) ve ekstraksiyon
stiresinde (45 dak) ise sicaklik arttikga total flavonoid igerigin arttigi belirlenmistir
(Sekil 3.5 a ve b) Sabit ekstraksiyon siiresi ve sicaklikta ise 20 mg/mL’de ¢6ziinen biber
kurusu konsantrasyonun artmasina bagli olarak total flavonoid igerik artmistir (Sekil 3.5
¢). Yiizey yanit grafigine gore en yiiksek total flavonoid icerik 0.210 mg/RE/g, 25°C’de,
45 dak. ekstraksiyon siiresinde ve 1000 mg/20 mL ¢oziinen biber kurusu

konsantrasyonunda ve diger kosullar sabit tutularak sicakligin 60°C’ye c¢ikarildigi
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denemelerde kaydedilmistir. Bu sonuglar varyans analizinde sicakligin total flavonoid

igerik {izerindeki etkisinin 6nemsiz olmasini agiklamaktadir.

Literatiirde Capsicum annuum L. nin total fenolik madde esktraksiyonu ve antioksidan
caligmalarina iliskin optimizasyon calismasi yer almamaktadir. Ancak diger bitkiler
kullanilarak elde edilen ¢alisma sonuglarina gore, Singh ve ark. (2012), ekstraksiyon
caligmalarinda yiiksek sicaklik gibi parametrelerin molekiil hareketliligini arttirarak,
hiicreden ekstraksiyon cozeltisine dogru fenolik ve flavonoid diflizyonunu arttirdigi
rapor edilmistir. Kumar ve ark. (2008), 10°C’lik bir artisgla 55-85°C araliginda
ekstrakttaki flavonoid igerigin arttigini bildirilmislerdir He ve ark., (2005) ise sicakligin
ekstraksiyon {izerinde iki yonlii bir etki gosterdigini ifade etmislerdir. Yiiksek sicakligin
¢oziicli akis hizini arttirabilecegi ve boylece flavonoid igerigi arttirirken, diger taraftan
ise sivi  yogunlugunu diisiirerek ekstraksiyon verimini azaltabilecegini ortaya

koymuslardir.

Calismamizda esktrakttaki fenolik madde igeriginin ekstraksiyon siiresi ve biber kurusu
konsantrasyonu ile arttigi gozlenmis olup, Bachir ve ark. (2014), bunun nedenini
maksimum eksrakt elde edilene kadar kiitle transferinin esktraksiyon siiresinin artigina
bagli olarak arttigini tespit etmislerdir. Arruda ve ark. (2017), fenolik bilesiklerin
ekstraksiyon siiresinin polimerizasyon derecesi, ¢oziiniirliigii ve matriks ve bu bilesikler
arasindaki etkilesimden etkilenebildigini belirtmislerdir. Matriks ve ¢oziicli arasindaki
artan etkilesim zamani kati matriksten ¢oziiciiye dogru asamali bir ¢dziinmeye yol
acabilecegi bildirilmistir. Bununla birlikte belli bir zaman araliginda, kati matriks ve
¢oOziicli arasindaki c¢oziinmenin diflizyonu esitlenir ve kiitle transferi maksimum

seviyeye ulasir (Bachir ve ark. 2014).

Carciochi ve ark (2015), yiiksek sicakligin diflizyon etkinligini arttirarak fenolik
bilesiklerin ¢oziintirliigi arttirdigini fakat belli bir sicaklik {izerinde fenolik bilesiklerin
bazi ailelerinin Kimyasal ve enzimatik degredasyona bagh olarak denatiire olabilecegini
de rapor etmistir. 40°C sicaklikta ve 20 dakikadan daha yiiksek esktraksiyon siiresinde
fenolik maddelerin azaldigini ifade etmislerdir. Yagcioglu (2015), yiiksek sicakligin
¢oziicli ozelligini degistirerek fenolik maddelerin daha 1yi ekstrakte edilmesine sebep

oldugunu ileri siirmiis ve yiiksek sicakligin ¢oziicii viskozitesini ve ylizey gerilimini

29



azalttigini1 da bildirmistir. Yilmaz ve ark. (2015), yiiksek sicakligin fenolik bilesikleri

degrede edebilecegini ve ekstraksiyon verimini azaltabilecegini belirtmistir.

3.3 Antioksidan Aktivite

Aerobik organizmalarin metabolik yolaklar1 tarafindan devamli olarak olusturulan
stiperoksit anyon (O;), hidrojen peroksit (H,O;), hidroksil radikal (HO’), peroksil
radikal (ROO), alkoksil radikal (RO") ve hidroklorikasit (OHCI") gibi rekatif oksijen
tirleri (ROS) DNA, protein ve lipit gibi makro molekiiller ile etkilesime girerek
oksidatif strese neden olmaktadir. Spesifik enzimler disinda bu etkilesimi bitkilerde ki
fenolik ve flavonoid maddeler engelleyerek anitoksidan aktivite gdstermektedir. Bu
nedenle bitki ekstraktlarindaki fenolik igerikler pek ¢ok farkli antioksidan aktivite
analizi ile test edilmelidir. Calismamizda Capsicum annum L. kurutmaliklarinin
metanol esktraktinin DPPH radikali giderme, indirgeme kapasitesi tayini ve metal

iyonlar1 selatlama aktivitesi incelenmistir.
3.3.1 Antioksidan aktivite analiz sonuclari

1958°de Blois tarafindan gelistirilen bu metot, kararli serbest radikal DPPH’1n nitrojen
atomunun bir elektronun antioksidan bilesikten bir proton alarak indirgenmesi
prensibine dayanmaktadir. 517 nm’de okunan absorbansin diisiik olmas1 yiiksek serbest

radikal giderme aktivitesine isaret etmektedir.

Antioksidan bir bilesigin Fe*? iyonlariin indirgemesi elektron verebilme yeteneginin
gostergesidir. Ekstraktlarin yiiksek absorbans degerleri yiiksek indirgeme kapasitesini

ifade etmektedir.

Ekstraktlarin ¢ozelti igindeki Fe iyonlarim1 baglayabilmek i¢in ferrozin ile yarisma
prensibine dayanan metal iyonu selatlama aktivitesi test sisteminde absorbans azalmasi
ekstraktaki anitoksidan maddenin ferrozin baglanmadan Once metal iyonlarini

selatladigin1 gostermektedir.

Metanolde ¢6ziinen Capsicum annum L. kurusunun DPPH radikali siipiirme aktivitesi,

indirgeme kapasitesi ve Fe*“iyonlarimi selatlama aktivitesinin arttirilmasina yonelik
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sicaklik, konsantrasyon ve ekstraksiyon siiresi parametreleri test edilmistir. Bu

aktiviteler i¢in deneysel degerler ve tahmin edilen degerler Tablo 3.5 'te verilmistir.

Tablo 3.5. Antioksidan aktivite analizleri i¢in Box- Benhken deneme plani deneysel ve
tahmin edilen degerler

DPPH siipiirme Indirgeme kapasitesi Metal iyonlarimi
aktivitesi (%0) selatlama aktivitesi
(%)
Deneme no Deneysel Tahmin  Deneysel Tahmin  Deneysel Tahmin

Edilen Edilen Edilen

1 71.00 64.13 0.29 0.26 17.98 15.28
2 85.00 80.00 0.40 0.35 26.01 25.53
3 79.00 76.13 0.35 0.33 15.13 17.09
4 82.00 84.13 0.40 0.42 23.42 25.86
5 40.00 46.88 0.092 0.12 6.05 8.75
6 64.00 59.25 0.30 0.29 9.87 9.61
7 83.00 87.75 0.40 0.41 25.83 26.09
8 67.00 67.67 0.20 0.19 8.11 9.65
9 75.00 77.88 0.32 0.34 20.34 18.38
10 68.00 67.67 0.19 0.19 7.89 9.65
11 36.00 37.88 0.37 0.36 4.47 6.70
12 56.00 53.88 0.30 0.28 10.53 8.09
13 62.00 67.00 0.30 0.35 13.82 14.29
14 68.00 67.67 0.19 0.19 12.94 9.65
15 51.00 49.13 0.33 0.34 18.88 16.65

Antioksidan aktivite analizleri ve {i¢ bagimsiz degisken arasindaki iliskiyi ortaya koyan
regresyon denklemleri agagidaki gibi hesaplanmigtir.

Ypppu=+67.67+3.87X1-4.75X,+10.38X3+10.75X 1 *X,+0.000 X, *X5-
12.75X,*X3+7.92X42-9.33X,%-2.08 X 5>

Yindirgeme kapasitesi:'l'o. 19+0 030X1'0038X2+0032X3+0072X1*X2+7000*10-4
X1*X3+0.000X,*X3+0.036X,24+0.035X,%+0.12X3°

Y metat ivontars setatiama="+9.65+1.06X1-1.70X,+6.93X3+2.36X;*X»-1.03X;*X3-
2.65X,*X3+5.14X,%+0.59X,2+4.09X 5>

Regresyon denklemlerine bakildiginda, test edilen antioksidan aktivite analizlerinde
sicaklik (f;) ve biber kurusu konsantrasyon katsayilarinin (fj) pozitif degerlerde olmasi,
sicakligin 25°C’den 60°C’ye ve 20 mL’de ¢oziinen biber kurusu konsantrasyonun 500

mg’dan 1000 mg’a artisinin antioksidan aktiviteyi arttirdigi gozlenmektedir. Tim
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antioksidan aktivite analizleri i¢in ekstraksiyon siiresi (fj) artisinin negatif bir
korelasyon gosterdigi ve ekstraksiyon siiresi arttikca antioksidan aktivitenin azaldigi
denklemlerde gosterilmistir. Ekstraktlarin DPPH siipiirme (£ +10.38) ve metal iyonlari
selatlama aktivitesi (B +6.93) ilizerindeki en onemli bagimsiz degisken biber kurusu
konsantrasyonudur. Ancak indirgeme kapasitesi iizerinde en énemli bagimsiz degisken,

ekstraksiyon siiresi (f;; -0.038)’dir.

Regresyon sonucu elde edilen ikinci dereceden polinomiyal modelin uyumlulugu
korelasyon katsayisi (R?) ile test edilmis olup, tahmin edilen ve deneysel degerler
arasindaki iligski Sekil 3.6’da verilmistir. Regresyon analizi sonucunda DPPH aktivitesi
icin R? 0.9283; indirgeme Kkapasitesi tayini igin R? 0.9235; metal iyonlar1 selatlama

aktivitesi i¢in ise R? 0.9238 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 3.6. a) DPPH, b) indirgeme kapasitesi ve ¢) metal iyonlar1 selatlama aktiviteleri
icin deneysel ve tahmin edilen degerlerin uyumluluk grafigi

Test edilen her bir bagimsiz degiskenin antioksidan aktivite analizleri lizerindeki etkisi
ANOVA varyans analizi ile belirlenmis olup, her bir katsayinin 6énemini gosteren P ve F

degerleri Tablo 3.6’da verilmistir.
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Tablo 3.6. Antioksidan aktivite analiz sonuglari varyans analizi

Metal iyonlar:

DPPI;;;S:}:;;? (s(;)[))urme indirgeme kapasitesi selatlanzf:/:)ktivitesi
F-degeri P-degeri F-degeri P-degeri F-degeri P-degeri
Model 7.20 <0.0213 6.71 <0.0248 6.74 <0.0246
X 2.69 0.1616 4.20 0.0957 0.88 0.3908
X, 4.05 0.1004 6.49 0.0514 2.27 0.1912
X; 19.31 <0.0071 455 0.0861 37.61 <0.0017
X1 X5 10.37 <0.0235 11.89 <0.0183 2.18 0.1999
XX 0.000 1.0000  1.113*10°  0.9747 0.42 0.5475
XoX3 14.59 0.0124 0.000 1.0000 2.75 0.1584
X2 5.19 0.0717 2.67 0.1630 9.55 0.0271
X,? 7.21 0.0435 2.52 0.1734 0.12 0.7392
X3? 0.36 0.5749 30.61 0.0026 6.04 0.0574
Kalinti
Uyum 222.25 0.0045 128.38 0.0077 1.43 0.4368
eksikligi
Net hata

P (prob>f) degeri 0.05’ten kiigiik olan bagimsiz degiskenin etkileri 6nemli olarak
degerlendirilmistir. DPPH radikali siipiirme aktivitesi, indirgeme kapasitesi ve metal
iyonlar1 selatlama aktivitesi analiz modelinin P degerlerinin 0.05’ten kiiclik olmasi
(swrastyla 0.0213; 0.0248 ve 0.0246) onerilen modelin, bagimsiz degiskenler ile
antioksidan aktivite analizleri arasindaki iligkinin anlamli oldugunu gostermektedir.
(Tablo 3.6) varyans analiz tablosuna bakildiginda DPPH radikali giderme ve metal
iyonlarin1 selatlama aktivitesi lizerinde sadece 20 mL’ de ¢oziinen biber kurusu
konsantrasyonun etkisinin istatiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. Indirgeme
kapasitesi varyans analiz sonuclar1 onerilen model ile bagimsiz degiskenler arasindaki
iliskinin anlamli oldugunu ifade ederken, aktivite iizerinde sicaklik, ekstraksiyon siiresi
ve biber kurusu konsantrasyon etkilerini anlamsiz kilmaktadir. Her iki analiz i¢in
sicaklik ve ekstraksiyon siiresi etkilesimlerinin antioksidan aktivite lizerindeki etkisi

anlamli bulunmustur.

% DPPH radikali giderme aktivitesi i¢in ¢izdirilen ii¢ boyutlu yanit yiizey grafikleri
Sekil 3.7°de verilmistir.
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Sekil 3.7. DPPH radikali giderme aktivitesi analizinin yiizey yanit grafigi

a) Sabit biber kurusu konsantrasyonunda (750mg/20 mL, C); sicaklik (°C) ve zaman (dak)
b) Sabit zaman araliginda (45 dak. B); konsantrasyon (mg/20 mL) ve sicaklik (°C)
c) Sabit sicaklik (42.5°C, A); zaman (dak) ve konsantrasyonu (mg/20 mL)

Sekil 3.7 b ve c’de sabit sicaklik (42.5°C) ve ekstraksiyon siiresinde (45 dak) 20 mL’de
¢oziinen biber kurusu konsantrasyonu 500 mg’dan 1000 mg’a kadar artttkca DPPH
radikal giderme aktivitesinin  arttigi  goézlenmektedir. Sabit  biber  kurusu
konsantrasyonunda (750 mg/20 mL) sicaklik artistnin DPPH giderme aktivitesini
arttirirken (Sekil 3.7 a); ekstraksiyon siiresinin 30 dakikadan 60 dakikaya artmasi
aktivitenin azalmasina (Sekil 3.7 c¢) sebep olmaktadir. DPPH radikali giderme aktivitesi
%36-85 arasinda kaydedilmis olup en diisikk aktivite 42.5°C sicaklikta 30 dak.
ekstraksiyon siiresi ve 500 mg/20 mL biber kurusu konsantrasyonunda siirdiiriilen
ekstraksiyon denemesinde belirlenmistir. Sicakligin 25°C diisiiriildiigli, ekstraksiyon

siresinin 45 dakikaya ve biber konsantrasyonun ise 1000 mg’a arttirildigi denemede
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aktivite %85°dir. Indirgeme kapasitesi icin ¢izdirilen ii¢ boyutlu yanit yiizey grafikleri
Sekil 3.8’de verilmistir.
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Sekil 3.8. Indirgeme kapasitesi analizinin yiizey yanit grafigi
a) Sabit biber kurusu konsantrasyonunda (750 mg/20 mL, C); sicakhik (°C) ve zaman (dak)

b) Sabit zaman araliginda (45 dak. B); konsantrasyon (mg/20 mL) ve sicaklik (°C)
c) Sabit sicaklik (42.5°C, A); zaman (dak) ve konsantrasyonu (mg/20 mL)

DPPH radikali giderme aktivitesi sonuglarina benzer sekilde Sekil 3.8 a ve b’de biber
kurusu konsantrasyonunun ve sicakligin artiginin ekstraktin indirgeme kapasitesini de
arttirdign gozlenmektedir. Esktraksiyon siiresindeki artig ise, indirgeme kapasitesinin
azalmasina sebep olmaktadir. En yiiksek indirgeme kapasitesi 0.40 absorbans degeri 3
farkli denemede kaydedilmistir. 25°C, 45 dak. ekstraksiyon siiresi, 1000 mg/20 mL;
42.5°C, 30 dak. ekstraksiyon siiresi ve 1000 mg/20 mL; 60°C, 45 dak. ekstraksiyon
siiresi, 1000 mg/20 mL’de gbzlenmistir. Buna gore sabit biber konsantrasyonu ve
ekstraksiyon siiresinde sicakligin 25°C’den 60°C’ya artis1 indirgeme kapasitesi tizerinde
herhangi bir artisa sebep olmamistir. Sekil 3.8 c’de gozlendigi gibi indirgeme kapasitesi
yaklasik 750’den 875 mg/20 mL biber kurusu konsantrasyonuna kadar diisiis
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gostermekte, daha sonra artis gostererek maksimuma ulagsmistir. Metal iyonlari selatlama

kapasitesi i¢in gizdirilen ii¢ boyutlu yanit yiizey grafikleri Sekil 3.9’da verilmistir.

S an

me ~o»  A:sicaklik

.
w0000~ 2000

Sekil 3.9. Metal iyonlari selatlama aktivitesi analizinin yiizey yanit grafigi

a) Sabit biber kurusu konsantrasyonunda (750 mg/20 mL, C); sicakhik (°C) ve zaman (dak)
b) Sabit zaman araliginda (45 dak. B); konsantrasyon (mg/20 mL) ve sicaklik (°C)
c) Sabit sicaklik (42.5°C, A); zaman (dak) ve konsantrasyonu (mg/20 mL)

Test edilen diger antioksidan aktivite analizlerine benzer sekilde en yiiksek selatlama
aktivitesi 25°C, 45 dak. ekstraksiyon siiresi, 1000 mg/20 mL biber Kkurusu
konsantrasyonunda siirdiiriilen deneme %?26.01 olarak kaydedilmistir. % selatlama
aktivitesi %4.47 ve 26.01 araliginda belirlenmistir. Sekil 3.9° a’da sabit biber kurusu
konsantrasyonda (750 mg/20 mL), sicakligin 42.5°C’ye kadar artisinin metal iyonlarinin
selatlama aktivitesini azaltirken, sicaklifin 60°C’ye artis1 ile arttifi ve maksimum

seviyeye ulastig1 gozlenmektedir.
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Sonuglarimiza gore yiiksek sicaklik substrattan fenolik bilesiklerin mobilizasyonunun
belirli seviyede arttirirken flavonoid bilesiklerin dekompozisyonundan dolay1 olasi
azalmalara sebep olmustur. Yiksek sicaklik, diisiik sicaklikta zaten mobilize edilen
antioksidanlarin es zamanli dekompozisyonunu tesvik ederek belli antioksidanlar
mobilize edebilir. Yiiksek sicakliklardaki termal stabil antioksidanlarin ekstraksiyon
orani diisiik ¢oziilebilir antioksidanlarin dekompozisyon oraninda daha yiiksektir. Bu
durum yiiksek sicakliklarda hazirlanan ekstraktlarin nispeten yiiksek antioksidan
aktivite gosterdiklerini ifade etmektedir (Singh, 2012). Sonuglarimiza gére DPPH
radikali giderme aktivitesi ve indirgeme kapasitesi iizerinde sicaklik ve esktrakisyon
stiresi interaksiyonunun da 6nemli oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Metal iyonlarini
selatlama aktivitesi ve total fenolik ve flavonoid iceriklerinde ise test edilen bagimsiz

degiskenler arasindaki interaksiyon 6nemsiz bulunmustur (p>0.05).

3.4. Antibakteriyel Aktivite Sonuclar:

Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Candida albicans
ATCC 10231 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 standart suslari ile siirdiiriilen
antimikrobiyal analiz sonuglar1 plaklardaki kisaltmalar1 ile Tablo 3.7°de verilmistir.
Tabloda verilen sonuglara gore s6z konusu ekstraksiyon metotlarindan elde edilen biber
kurusu ekstraktlarinin  standart suslar ilizerinde antimikrobiyal aktivitesine

rastlanmamuistir.

Tablo 3.7. Ekstraksiyon denemelerin antimikrobiyal aktivite sonuglari

Denemeler E. coli S. aureus C. albicans P. aeruginosa
ATCC 8739 | ATCC 6538P ATCC 10231 | ATCC 9027
42.5°C 30 dak. -* _* _x _*
1000 mg/20mL (m 1)
42.5°C 30 dak. % _* x "
500 mg/20 mL (m 2)
60°C 30 dak. * x x x
750 mg/20 mL (m 3)
25°C 30dak. -* ¥ _* *
750 mg/20 mL (m 4)
42.5°C 45 dak. -* -* _* *
750 mg/20 mL (m 5a)
42.5°C 45 dak. -* -* _* *
750 mg/20 mL (m 5b)
42.5°C 45 dak. -* -* _* *
750 mg/20 mL (m 5¢)
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60°C 45dak. * * * *
1000 mg/20 mL (m 6)

60°C 45dak. -* _* * ¥
500 mg/20 mL (m 7)

25°C 45dak. * = = T
500 mg/20 mL (m 8)

25°C 45dak. * * * *
1000 mg/20 mL (m 9)

25°C 60 dak. -* ¥ * ¥
750 mg/20 mL (m 10)

42.5°C 60 dak. % " * *
1000 mg/20 mL
(m11)

42.5°C 60 dak. -* -* -* -*
500 mg/20 mL (m 12)

60°C 45dak. . . . .
1000 mg/20 mL
(m 13)

-*: Petri plaklarinda inhibisyon zonu gozlenmemistir.

Standart antibiyotiklerin mikroorganizmalarin {izerindeki antimikrobiyal aktivitesi E.
coli ATCC 8739’a kars tetrasiklin antibiyotigi 18 mm; S. aureus ATCC 6538P’ye karsi
metisilin antibiyotigi 26 mm; C. albicans ATCC 10231°¢ karsi amfoterisin B
antibiyotigi 22 mm; P. aeruginosa ATCC 9027’ye kars1 ise polimiksin B antibiyotigi 17
mm inhibisyon zonu gostermistir (Sekil 3.10). Negatif kontrol olarak kullanilan metanol

suslar lizerinde herhangi bir antimikrobiyal aktivite gdstermemistir.

38



Sekil 3.10. Antimikrobiyal aktivite sonuglari

a. E. coli ATCC 8739 igin antimikrobiyal aktivite sonuglari

b. P. aeruginosa ATCC 9027 i¢in antimikrobiyal aktivite sonuglar1
c. C. albicans ATCC 10231 igin antimikrobiyal aktivite sonuglar

d. S. aureus ATCC 6538P i¢in antimikrobiyal aktivite sonuglari
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Sharma ve Golhani (2017), C. annum meyvelerinin metanolik ve aseton ekstraktlarinin
S.aureus (23 mm) ve B. subtilis (19 mm)’a kars1 en yiiksek inhibisyon akitivtesinin
gosterirken, sulu ekstraktin test bakterilerine kars1t en diisiik inhibitér etki gdsterdigi
rapor edilmistir. Parvez (2017), biber ekstrakttinda capsaisinin S. aureus’un direnglilik
mekanizmasindaki NorA effluks pompasinin bir inhibitorii olarak hareket ettigini ve

siprofloksasinin MIC degerinin yaklasik 2-4 kat azaldig1 bildirmistir.

Bokaeian ve ark. (2014), C. annum meyvelerinin etanolik ekstraktlarinin, GSBL
tireticisi E. coli, K. pneumonia ve P. aeruginosa’ya karsi potansiyel antibakteriyel
aktivite gosterdigini olup 5 ve 10 mg/mL konsantrasyonda bu suslarin biyofilm

olusumunu engelledigini belirlemislerdir.

Ertiirk ve ark. (2017), Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Escherichia coli,
Clostridium perfringens, Salmonella enterica, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Aspergillus niger ve Candida
albicans’a karg1 Capsicum annuum meyve ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesinin
rapor etmislerdir. Koffi-Nevry (2012), Capsicum metanolik ve sulu ekstraktlarinin
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium ve Vibrio cholerae’ya kars1 giiglii
aktivite saptanmistir. Shigella dysenteriae, Pseudomonas aeruginosa ve E. coli’ye karsi

inhibisyon zonu gézlenememistir.

Salman ve ark. (2018), Capsicum annuum L. meyve, tohum ve yapraklarindan elde
edilen ekstraktlarmin S. mutans ve S. sobrinus bakterileri izerinde inhibitor aktivitesine

rastlanmamuistir.

Sonucglarimiz literatiir bilgileri karsilastirildiginda, calismamiza benzer sekilde biber
meyvesinden elde edilen ekstraktlarda antibakteriyel aktivite gézlenmedigi gibi farklh
olarak antimikrobiyal aktivite belirlenen kaynaklar da s6z konusudur. Bitkilerdeki
antimikrobiyal aktivite analiz sonuglari, ekstraksiyon yoOntemine, test edilen
mikroorganizma tiiriine ve hiicresel yapisina gore farklilik gostermektedir.
Ekstraktlarimizda antibakteriyel aktivitenin gdzlenmemesi, optimizasyon calismalari
sirasinda uygulanan bagimsiz degiskenlerden sicakligin antibakteriyel etkili biyoaktif

maddelerin ¢oziiniirliiglinii olumsuz etkiledigi sdylenebilmektedir.
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4. SONUC ve ONERILER

Calismamizda, Capsicum annuum L. kurusunun toplam fenolik, toplam flavonoid ve
antioksidan aktivite analizleri i¢in metanol ekstraksiyon kosullarinin yanit yiizey
metoduna gore optimizasyon calismasi gergeklestirilmistir. Optimizasyon ¢aligsmalarinin
analiz yanitlaria gore, % ekstraksiyon verimi lizerinde en etkili bagimsiz degiskenin 20
mL’de c¢oziinen biber kurusu konsantrasyonu oldugu tespit edilmistir. Metanol

ekstraksiyon verimleri %32.30 ile 71.55 araliginda bulunmustur.

Metanol ekstraktindaki total fenolik ve flavonoid igeriklerini etkileyen en Onemli
bagimsiz degisken % ekstraksiyon verimine benzer sekilde biber kurusu
konsantrasyonudur. Ekstraktlardaki total fenolik madde igerigi 2.47-3.92 mg GAE/g
araliginda hesaplanmistir. En yiiksek total fenolik igerik 42.5°C, 60 dak. ve 1000 mg/20
mL’de ¢ozlinen biber kurusu konsantrasyonunda 3.91908 mg GAE/g olarak
belirlenmistir. En yiiksek total flavonoid igerik 0.210 mg/RE/g, 25°C’de, 45 dak.
ekstraksiyon siiresinde ve 1000 mg/20 mL ¢6ziinen biber kurusu konsantrasyonunda ve
diger kosullar sabit tutularak sicakligin 60°C’ye cikarildigi denemelerde kaydedilmistir.
Ekstraktlardaki DPPH radikali giderme ve selatlama aktivitesi tizerindeki en Onemli
bagimsiz degisken biber kurusu konsantrasyonu, indirgeme kapasitesi iizerinde en
onemli bagimsiz degisken ise ekstraksiyon siiresidir. DPPH radikali giderme aktivitesi
%36-85 arasinda kaydedilmis olup en yiiksek antioksidan aktivite sicakligin 25°C
diistirtildiigli, ekstraksiyon siiresinin 45 dakikaya ve biber konsantrasyonun ise 1000

mg’a arttir1ldig1 denemede kaydedilmistir.

En yiiksek indirgeme kapasitesi 0.40 absorbans degeridir. 25°C, 45 dak. ekstraksiyon
stiresi, 1000 mg/20 mL; 42.5°C, 30 dak. ekstraksiyon siiresi ve 1000 mg/20 mL; 60°C,
45 dak. ekstraksiyon siiresi, 1000 mg/20 mL’de gozlenmistir. % selatlama aktivitesi
%4.47 ve 26.01 araliginda olup en yiiksek aktivitesi 25°C, 45 dak. ekstraksiyon siiresi,
1000 mg/20 mL biber kurusu konsantrasyonunda siirdiiriilen denemede kaydedilmistir.
Optimizasyon deneme planlara gore elde edilen ekstraktlarin test bakterileri iizerinde
herhangi bir antimikrobiyal aktivitesine rastlanmamustir.

Bu ¢alisma biber kurusunun dogal olarak antioksidan bilesikler agisindan iyi bir kaynak
oldugunu gostermektedir. Ekstraksiyon yoOntemlerinin optimizasyon ¢aligmalari
endiistriyel iiretimin verimini arttirmakla birlikte 6zellikle zaman ve enerji tasarrufu

saglayacaktir.
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