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ÖZET 

 

ÇİNKO SÜLFAT VE GÜMÜŞ NİTRAT UYGULAMALARININ BİBER HÜCRE 

SÜSPANSİYON KÜLTÜRÜNDE KAPSAİSİN ÜRETİMİ, ANTİOKSİDAN 

ENZİMLER VE FENOLİK BİLEŞİKLER ÜZERİNE ETKİLERİ 

 

AYDIN, Sinan 

Niğde Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman: Yrd. Doç. Dr. Cemil İŞLEK 

                                             Yrd. Doç.Dr. Bengü TÜRKYILMAZ ÜNAL 

 

Ekim 2015, 69 sayfa  

 

Bu tez çalışmasında,  biber hücre süspansiyon kültürlerine farklı konsantrasyonlarda ve 

zamanlarda AgNO3 ve ZnSO4 ilave edilmiştir. Hücrelerdeki ve bunların 

süzüntülerindeki kapsaisin miktarlarıHPLC cihazında belirlenmiştir. Hücrelerde toplam 

protein ve toplam fenolik madde miktarları ile süperoksit dismutaz ve peroksidaz enzim 

aktiviteleri incelenmiştir. Uygulanan tüm AgNO3 ve ZnSO4 konsantrasyonları kapsaisin 

miktarını kontrol grubuna oranla önemli derecede artırmıştır. AgNO3 uygulamalarında 

süzüntüye geçen kapsaisin miktarı ZnSO4 uygulamalarına göre daha yüksektir. ZnSO4 

uygulaması kapsaisin birikimini artırmada AgNO3 uygulamasına göre daha etkili 

bulunmuştur. Çinko uygulanan hücrelerde tüm zamanlarda konsantrasyon artışına 

paralel şekilde toplam protein miktarının arttığı, süperoksit dismutaz ve peroksidaz 

enzim aktivitelerinin azaldığı belirlenmiştir. Toplam fenolik madde miktarının ise 

konsantrasyon artışına paralel olarak 72. saatte arttığı tespit edilmiştir. Gümüş metalinin 

biber bitkisi üzerindeki etkisi incelendiğinde protein ve fenolik madde miktarı azalmış, 

özellikle yüksek konsantrasyonlarda ilk 24 saatlik süre içerisinde antioksidan enzim 

aktiviteleri artmıştır. 

 

Anahtar Sözcükler: Ağır metaller, Capsicum annuum L., fenolik bileşik, peroksidaz, süperoksit dismutaz 
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SUMMARY 

 

THE EFFECTS OF ZINC SULPHATE AND SILVER NITRATE TREATMENTS ON 

CAPSAICIN PRODUCTION, ANTIOXIDANT ENZYMES AND PHENOLIC 

COMPOUNDS IN PEPPER CELL SUSPANSION CULTURES 

 

AYDIN, Sinan 

Nigde University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 

 

Supervisor: Ass.Prof. Dr. Cemil İŞLEK 

                                             Ass.Prof.Dr. Bengü TÜRKYILMAZ ÜNAL 

 

October 2015, 69 pages  

 

In this study, different concentrations and times of AgNO3 and ZnSO4 were added to 

cell suspension cultures of pepper. The amounts of capsaicin in cells and their filtrates 

were identified by HPLC. Total protein and total phenolic compound amounts, 

superoxide dismutase and peroxidase enzyme activities of the cells were determined. 

The amount of capsaicin in AgNO3 and ZnSO4 concentration of all treatments increased 

significantly compared to the control group. ZnSO4 treatment has been found more 

effective increasing the amount of capsaicin to the AgNO3 treatment. It was determined 

that total protein amount was increased, superoxide dismutase and peroxidase enzyme 

activities were decreased at all times. In zinc applied cells in parallel with the increase 

of concentration. Otherwise, the total amount of phenolic compounds was found to be 

increased in parallel with the increase of concentration at 72 hours. When the effects of 

silver metal on pepper plant is examined, protein and phenolic compound amounts 

decreased, and especially at higher concentration, in the first 24 hour period antioxidant 

enzyme activities increased.  

 

Key words: Heavy metals, Capsicum annuum  L., phenolic compounds, peroxidase, superoxidedismutase
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BÖLÜM I 

 

GİRİŞ 

 

Bitkiler primer ve sekonder metabolit olarak adlandırılan çok çeşitli organik bileşikler 

sentezlemektedirler. Primer metabolitler; amino asitler, fitosteroller, lipitler, 

karbonhidratlar, nükleotidler ve proteinler olup büyüme, gelişme, fotosentez ve 

solunum gibi bir çok süreçte önemli rol oynamaktadırlar (Crozier vd., 2006; Ramawat, 

2007). Sekonder metabolitler ise temel büyüme ve gelişme için gerekli olmayan fakat 

biyotik ve abiyotik streslere karşı çevresel uyumda görev alan düşük molekül ağırlıklı 

bileşiklerdir (Nascimento ve Fett-Neto, 2010). Bitkilerde herbivor ve 

mikroorganizmalara karşı korunmada, tozlaşma ve tohumun yayılmasında, UV ışınlara 

karşı korunmada önemli görevler üstlenirler. Ayrıca boya, lif, yapıştırıcı, yağ, mum, 

tatlandırıcı, ilaç, parfüm, insektisit ve herbisit olarak insanlar tarafından 

kullanılabilmektedirler (Crozier vd., 2006).  

 

Ancak biyotik ve abiyotik etmenlerden dolayı bu değerli bileşikler klasik tarım 

yöntemleriyle yeteri kadar elde edilememektedir. Sekonder metabolitlerin üretiminde 

hızlı, sabit kalitede ve çevre koşullarından etkilenmeden sürekli ürün sağlanmasıyla 

bitki doku ve hücre kültürü yöntemlerinin önemli alternatif bir yöntem olduğu ifade 

edilmektedir. Ayrıca, çeşitli stratejilerle metabolit üretimi artırılabilmektedir 

(Ramachandra ve Ravishankar, 2002). Metabolit üretiminin artırılmasında yararlanılan 

başlıca stratejiler arasında biyotik veya abiyotik (ağır metal tuzları) elisitör 

uygulanması, öncül bileşiklerin kültür ortamına ilave edilmesi, yüksek üretken hücre 

hatlarının seçilmesi, kültür besi ortamının maniplasyonu ve mutajenlerin kullanımı yer 

almaktadır (Sasson, 1991; Ramachandra ve Ravishankar, 2002; Savitha vd. 2006; Zhao 

vd. 2005; Shilpa vd., 2010 ). 

 

Capsicum annuum L. cinsi, Dicotyledonae sınıfının, Tubiflorae (Solanales) takımının, 

Solaneceae familyasında bulunur.  Anavatanı Güney Amerika olmakla birlikte 

ülkemizde özellikle Güney Doğu Anadolu bölgesinde tarla tarımıyla, Akdeniz 

bölgesinde ise seracılıkla üretilmektedir. Yemeklerde baharat ve sos olarak 

tüketilmesinin yanı sıra sağlık, kozmetik, zirai vb. sektörlerde kullanılmaktadır (Şener, 

2010).  
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Kırmızı biberin  (Capsicum annuum L.) yapısında başlıca; acılık veren etken madde 

kapsaisin, bazı vitaminler, kırmızı karotenoidler, yağ, mineraller ve aromatik bileşikler 

bulunmaktadır. Capsicum annuum L.’de kapsaisin miktarı % 1.5-1.8’e kadar 

çıkmaktadır (Romero-Castillo vd., 2015). Kapsaisinin antitümoral, antioksidan, 

antimikrobiyal, antiinflamatuar, immünmodülatör analjezik, ülseri ve obeziteyi 

engelleyici etkileri olduğu bilinmektedir (Maggi vd., 1989).  

Kapsaisin üretimini artırmada kitosan, kurdlan, ksantan (Johnson vd. 1990), fikosiyanin 

(Ramachandra Rao vd.  1996), protokatekuik aldehit, kafeik asit (Ramachandra Rao ve 

Ravishankar. 2000), salisilik asit, metil jasmonat (Sudha ve Ravishankar. 2003), 

gibberellik asit, indol asetik asit, naftalen asetik asit, 2,4 D ve kinetin (Umamaheswari 

ve Lalitha. 2007) elisitör olarak kullanılmıştır. Ancak kapsaisin üretiminin 

artırılmasında ağır metal uygulamalarına ait çok az veri mevcuttur.  

Bu çalışmada Capsicum annuum L. biber tohumlarına ait hücre süspansiyon kültüründe, 

kapsaisin üretimi üzerine farklı konsantrasyonlarda gümüş nitrat ve çinko sülfat 

uygulamalarının farklı zamanlardaki etkileri incelenmiştir. Aynı zamanda bu ağır 

metallerin etkisinde süperoksit dismutaz, peroksidaz enzim aktivitelerinde ve fenolik 

madde miktarlarındaki değişimlerin belirlenmesi amaçlanmıştır. 
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BÖLÜM II  

 

GENEL BİLGİLER 

 

2.1 Bitki Hücre Kültürleri Tarafından İkincil Metabolit Bileşiklerin Üretimi 

 

Sekonder metabolitler, bitkinin ekosistemle olan ilişkisinde, çevresel koşullara 

uyumunda, savunma, korunma, hayatta kalma, nesillerini sürdürme gibi önemli 

olaylarda çeşitli avantajlar sağlayan kimyasal maddelerdir. Bunlar arasında; bitkiyi 

patojenlere karşı koruyan anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-viral; diğer bitkilere karşı 

doğal yaşamda rekabet gücünü arttıran anti-germinatif ve toksik maddeler; UV ışınları, 

tuzluluk, kuraklık gibi zararlı çevresel etmenlerin neden olduğu stres koşullarında 

direnç arttırıcı metabolitler; zararlı hayvanlar ve otlara karşı korunmayı sağlayan 

insektisit, pestisit, molluskusit ve herbisidler; polinasyon ve tohum dağılımını sağlamak 

üzere hayvanları cezbedecek renkli ve güzel kokulu metabolitler bulunmaktadır 

(Bourgaud  vd., 2001; Sökmen ve Gürel, 2001).  

 

Sekonder metabolit kavramı ilk olarak A. Kossel (1891) tarafından ileri sürülmüş; 

bundan otuz yıl sonra F. Czapek (1921) birincil metabolitlerden modifiye olan bu 

metabolitleri ‘en son ürün’ terimi ile tanımlamıştır (Ramachandra ve Ravishankar, 

2002). Son yıllarda birçok endüstriyel alanda insan sağlığını tehdit edici sentetik 

ürünlerin yerini doğal olan bitkisel sekonder metabolitler almıştır. Gıda sektöründe 

tatlandırıcı, kıvam arttırıcı, renk ve koku verici birçok madde; kozmetik endüstrisinde 

parfüm ve kozmetik ürün (krem, tonik, maske), tarım alanında insektisit gibi 

kimyasallar; tekstilde kumaş boyamada kullanılan doğal boyalar çeşitli bitkisel 

sekonder metabolitlerden elde edilmektedir (Çizelge 2.1). Ayrıca, Dünya Sağlık Örgütü 

tarafından temel ilaçlar kapsamında ilan edilen 252 ilacın %11’i bitkisel sekonder 

metabolitlerden üretilmektedir. Bunlardan en önde gelenler; Salix türlerinden izole 

edilen antipiretik ve analjezik özelliği olan salisin (aspirin), Taxus brevifolia’dan elde 

edilen anti kanser etkisi olan taxol (paclitaxel) ve Papaver sominiferum’dan elde edilen 

güçlü analjezik, narkotik etkisi olan morfindir (Raskin vd., 2002; Tolonen, 2003; 

Verpoorte ve Memelink, 2002). 
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Son yıllarda bitki biyoteknolojisi yöntemleri ile sekonder metabolitlerin elde edilmesi 

üzerine yapılan çalışmalar hız kazanmıştır. Sentetik kimyadaki ilerlemelere rağmen, 

kompleks yapı özellikleri nedeniyle sentezlenemeyen biyolojik kaynaklı birçok 

sekonder metabolit, bitki hücre ve doku kültürleri yoluyla kültür koşulları 

optimizasyonu sağlanarak ve metabolik yolda genetik farklılıklar oluşturularak uygun 

miktarlarda elde edilmeye başlanmıştır (Ramachandra ve Ravishankar, 2002). 

 

Sekonder metabolitler birincil metabolizma yollarının ara ürünlerinden, özel metabolik 

yollarla üretilirler ve genellikle biyosentez yollarına göre sınıflandırılırlar (Bourgaud 

vd., 2001). Bu metabolitler, bitkiler tarafından çok az miktarlarda sentezlenirler ve bazı 

bileşikler belirli türlere özeldirler. Çoğunlukla bitkilerin belli organlarında, hatta belli 

organların belli hücrelerindeki belli kompartmanlarda bulunurlar ve bitkinin belli bir 

gelişim periyodu süresince üretilirler (Sökmen ve Gürel, 2001). 

Çizelge 2.1. Bitkilerden elde edilen önemli farmasotikler 

(Ramachandra ve Ravishankar 2002’den uyarlanmıştır) 

Ürün Kullanım Bitki Türleri (US $ % kg) 

Aymalisin Tansiyon düşürücü Catharanthus roseus 37 

Artemisin Sıtma tedavisi Artemisia annua 400 

Berberin Bağırsak hastalıkları Coptis japonica 3250 

Eliptisin Kanser tedavisi Orchrosia elliptica 240,000 

Ginsenosidler Sakinleştirici Panax ginseng  n/a 

Kamfotesin Kanser tedavisi Camptotheca acuminata 432 

Kapsaisin Ağrı giderici Capsicum sp. 700 

Kinin Öksürük kesici, aneljezik Cinchona ledgeriana 500 

Kodein Öksürük kesici, aneljezi Papaver somniferum 17 

Kolşisin Kalp uyarıcı Colchium autumnale 35 

Morfin Kanser tedavisi Podophyllum petalum 340,000 

Şikonin Antibakteriyel Lithospermum erythrorhizon 4500 

Taksol Kanser tedavisi Taxus brevifolia 600,000 

(n/a: bilinmiyor) 
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Canlı bitkilerden elde edilen bileşiklere yakın özellikleri taşıyan ya da onlardan daha 

üstün özellikte ikincil metabolit bileşikler sentezleyebilen hücre kültürlerinin 

oluşturulması özellikle son yıllarda hız kazanmıştır. Biyolojik analiz teknikleri 

kullanılarak fizyolojik aktivite gösteren yeni bileşikler bulunmuştur. Yapılan çalışmalar 

kültür ortamının özelliklerinin düzenlenerek, hücrelerin biyosentetik aktivitelerinin 

arttırılabileceğini göstermiştir. Yapay seçilim ve metabolik aktiviteleri yüksek olan 

hücrelerin uyarımı ile hücrelerin ürettikleri bileşiklerin miktarları önemli düzeyde 

arttırılabilmektedir. Canlı bitkilerde morfolojik ve fizyolojik olarak farklılaşmış belli 

organlar tarafından üretilen bileşikler, laboratuvar ortamında yapısal olarak organize 

olan hücrelerin uyarılması ile üretilebilmektedir (Vanisree vd., 2004). 

Kültür sistemlerinin, canlı bitkileri kullanan geleneksel yöntemlerle kıyaslandığında 

sunduğu en önemli avantajlar: 

a) Yararlı bileşikler kontrol altında tutulan laboratuvar ortamında, iklim ve 

toprağın özelliklerindeki değişimlere bağlı olmadan üretilebilmektedir. 

b) Kültür ortamında hücreler mikroorganizmaların ve böceklerin 

kontaminasyonuna uğramazlar. 

c) Herhangi bir bitkinin hücreleri (tropikal ya da daha yüksek yerlerde yetişen) 

kolaylıkla çoğaltılarak bitkiye özgü bileşiklerin üretilmesi için kullanılabilir. 

d) Hücre büyümesinin otomatik kontrol altında olduğu sistemler sayesinde 

metabolik fonksiyonlar kolayca düzenlenebilmekte ve bu sayede harcanan emek 

ve iş gücü de azaltılarak üretim arttırılabilmektedir. 

e) Organik bileşikler kallus kültüründen kolayca çıkarılabilir. 

Bazı bitkisel ikincil metabolit bileşiklerin sentezi çeşitli biyotik ya da abiyotik (ağır 

metal tuzları) uyarıcı moleküllerin kültür ortamına eklenmesi ile arttırılabilir (Di Cosmo 

ve Misowa 1985; Zhao vd., 2005; Savitha vd., 2006; Namdeo, 2007). Sentezlenen ürün 

miktarını arttıran bu moleküller, genellikle hücre büyümesini ve canlılığını 

azalttığından, iki aşamalı kültür uygulamaları gündeme gelmiştir. Bu uygulama 

dahilinde hücreler, ilk aşamada optimum şartlar altında büyür ve daha sonraki aşamada 

da üretim ortamına (bir hücre döngüsü periyoduna eş zamanlı olarak) aktarılırlar. 

Üretim ortamındaki çevresel koşullar, ürün sentezini uyaracak ve arttıracak şekilde 

düzenlenmiştir. (Parr, 1989; Yeoman ve Yeoman, 1996). 
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Yapısal organizasyonu düşük olan hücrelerin aksine farklılaşmış hücrelerden elde edilen 

kültürlerin fizyolojik gelişimleri önceden tahmin edilebilir. Bu tür kültürlerde üretilen 

ikincil metabolit bileşikler hem nicelik hem de nitelik bakımından canlı bitkilerin kendi 

doğal ortamlarında ürettikleri ürünlere benzerlik gösterirler. Ayrıca bu kültürlerin 

biyokimyasal ve genetik özellikleri kararlı yapıdadırlar. Böylece ekstra bir 

optimizasyon aşamasına ihtiyaç duyulmadan oldukça verimli üretim sistemleri olarak 

kullanılabilirler (Parr, 1989). 

 

Bitki hücre kültürlerinde ikincil metabolitlerin uyarımı bitki türlerinin birçoğunda 

bildirilmiştir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002). Çeşitli biyotik ve abiyotik 

uyarıcıların kültür hücrelerinde fitokimyasalların üretimini birkaç kat artırdığı 

bilinmektedir (Johnson vd., 1991).  

 

2.2  Bitki Hücre Kültüründe Sekonder Metabolit Üretimini Artırma Stratejileri 

 Bitki hücre kültür sisteminde ürün verimi ve kalitesini artırıp maliyeti azaltmak için  

bazı stratejiler geliştirilmiştir (Yağcı vd., 2008). Bu sistemlerden yüksek miktarlarda 

ticari amaçlı ürün elde edilmesi kültür şartlarının optimize edilmesine, kültür ortamının 

hedef bileşiğe göre düzenlenmesine ve ilgili metabolik yolların iyi bilinmesine bağlıdır 

(Shilpa vd., 2010).  

 

Bunlardan birincisi üretim gücü yüksek hücre hatlarının taranması ve seçilmesi arzu 

edilen bileşiği en yüksek seviyede elde etme imkânı sağlayabilmektedir. Hücre hattının 

geliştirilmesi hedeflenen bileşiğin yüksek miktarda üretildiği ana bitkinin seçimiyle 

başlar ve bundan elde edilecek kallus kültüründen yüksek verimli hücre hatlarının 

seçimiyle devam ettirilir. İstenilen bileşiğin renkli bir pigment olması durumunda seçim 

kolaylıkla yapılabilmektedir (Ramachandra ve  Ravishankar, 2002; Yağcı vd., 2008).  

 

İkinci olarak kültürün oluşturulduğu besin ortamının standardizasyonu hem yüksek 

miktarda biyomas elde etme açısından hem de sekonder metabolit üretimi açısından 

önemli bir parametredir. 

 

Hücrelerdeki metabolit birikimi besin ortamının içeriği, dışarıdan uygulanan bitki 

hormonları ve kültür ortamının şartları tarafından düzenlenmektedir  (Shilpa vd., 2010). 



7 

 

Bitki doku ve hücre kültürlerinin gerçekleştirildiği besi ortamında bulunan her kimyasal 

büyüme ve sekonder metabolit üretimi için teşvik edici olabildiği gibi sınırlayıcı da 

olabilmektedir.  

 

Örneğin besi ortamında yer alan herhangi bir madde hücrelerin büyümesini teşvik 

ederken sekonder metabolit birikimini azaltabilmektedir. Kültür ortamında metabolit 

üretimini etkileyen başlıca kimyasal koşullar arasında karbon, azot ve fosfor kaynağı, 

bitki hormonlarının çeşidi ve derişimi, kültür ortamında bulunan makro ve mikro 

elementler, pH ve osmotik basınç sayılabilmektedir. Kültür ortamında metabolit 

üretimini etkileyen fiziksel koşullar ise ışık ve sıcaklıktır. Çalkalama ve havalandırma 

gibi fiziksel etmenler de hücre süspansiyon kültürlerinde büyüme ve metabolit 

birikimini etkileyen diğer önemli faktörlerdir (Sökmen ve Gürel, 2001).  

 

Sekonder metabolit üretiminin artırılması için öncül bileşiklerin besi ortamına ilave 

edilmesi de güncel yaklaşımdır. Üretilmesi istenen metabolitin biyosentez 

mekanizmasının bilinmesi durumunda bu süreçte yer alan başlangıç veya ara ürünlerin 

kültür ortamına katılması metabolit üretimini artırabilmektedir (Sökmen ve Gürel, 2001; 

Ramachandra ve Ravishankar, 2002).  

 

Elisitör olarak tanımlanan mikrobiyal, fiziksel veya kimyasal stres faktörlerinin 

sekonder metabolizmada artışa yol açması bu metabolitlerin üretiminde bir strateji 

olarak kullanılabilmektedir (Mulabagal ve Tsay, 2004; Shilpa vd., 2010).  

 

Elisitör olarak tanımlanan ve stres ortamının oluşmasına neden olarak metabolitlerin 

sentezini artıracak uygulamaların da kültür ortamlarında kolaylıkla yapılabilmesi, kallus 

ve hücre süspansiyon kültürlerinin bir diğer avantajlı yönünü oluşturmaktadır. Nitekim 

elisitör uygulamalarıyla söz konusu metabolitlerin daha yüksek miktarlarda elde 

edilebildikleri araştırma sonuçları ile de tespit edilmiş bulunmaktadır (Antognoni vd., 

2007; Çetin, 2010). 

 

Bitki sekonder metabolitleri çoğunlukla bitkileri çevresel stres faktörlerinden korumak 

için sentezlenmektedir.  
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Bu nedenle bitki hücre kültürlerine ozmotik şok, ağır metal iyonlarının ilave edilmesi, 

inorganik tuzlar, mikrobiyal homojenat veya UV radyasyonu gibi stres faktörlerinin 

uygulanması bazı sekonder metabolitlerin birikimini artırmaktadır (Verpoorte vd., 2002, 

Elmastaş ve Karataş 2013). 

Biyotik ve abiyotik stres faktörlerinin bitkilerde savunma mekanizmalarını tetiklediği ve 

bu savunma sisteminin önemli birer ögesi olan sekonder metabolitlerin sentezini 

artırdığı bilinmektedir (Ramakrisha ve Ravishankar, 2011). Bu nedenle in vitro 

koşullarda kültürleri strese sokan faktörler kullanılarak sekonder metabolit birikimini 

artırma eğilimi birçok bitkide farklı metabolitlerin elde edilmesinde yaygın olarak 

uygulanmaktadır (Tumova, 1999; Zhao vd., 2010; Çetin vd., 2011; Çetin vd., 2012). 

 

2.3  Biber (Capsicum) Bitkisi 

 

Biber dünyanın tropikal, subtropikal ve ılıman iklim etkisindeki birçok ülkede önemli 

yer tutan bir sebzedir. Ülkemizde de Kahramanmaraş ve Gaziantep, Urfa, Diyarbakır, 

Adıyaman, Hatay illerinin bazı yörelerinde tarla tarımı Antalya, İçel, Muğla ve İzmir 

illerinde ise seracılık üretiminde önemli bir yere sahiptir (Üstün, 1990). 

 

Solanaceae familyasının bir üyesi olan biberin anavatanı Amerika olup, Amerika 

kıtasında kültüre alınan ilk bitkiler arasındadır. Amerika’nın keşfinden sonra İspanya’ya 

getirilen bu bitkinin 30 kadar türü olduğuna dair bilgiler mevcuttur. Ancak bu türlerden 

Capsicum annuum L. dışında kalanların ekonomik anlamda sebze olarak tarımı yalnızca 

Amerika’nın orta ve güney bölümlerinde yapılmaktadır (Abak, 1981). 

 

Beslenmede büyük öneme sahip biber insan sağlığında aranılan bir materyaldir. Biber, 

meyvesi yenen sebzeler arasında, farklı şekillerde en çok tüketilenlerden birisidir. 

Biberin kendine özgü aroması ve görünüşü nedeniyle çok değişik kullanım alanları 

vardır. Yemeklere aroma ve lezzet vermek için taze tüketimi yanında, kurutularak toz 

biber şeklinde baharat sanayinde, sos, konserve, salça yapımında, renk maddesi olarak 

ilaç sanayisinde ve süs bitkisi olarak çevre düzenlemede kullanılmaktadır. Egzotik bir 

bitki türü olan biber, yıllar öncesinde İnkalar tarafından kutsal bir bitki olarak kabul 

edilmiş ve içerdiği acılık nedeniyle artrit (eklem iltihabı) tedavisinde kullanılmıştır. 
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İçeriğindeki C vitamini ve antioksidant maddeler nedeniyle her geçen gün değeri artan 

bir bitki türüdür (Bosland ve Votava, 2000).  

 

Türkiyede biber (Capsicum annuum L.) üretimi, 2004 verilerine göre yaklaşık 1,76 

milyon ton ve % 7,44 pay ile dünyada 3. sırada yer almaktadır. Türkiye’de üretilen 

domates, karpuz, kavun, hıyar sebze türlerinden sonra biber üretim miktarı dördüncü 

sırada yer almaktadır (Ölmez, 2006). 

 

2.4 Kapsaisinoidler 

 

Bibere acılığını veren maddenin ne olduğu her zaman merak konusu olmuştur. 1816 

yılında Bucholtz, bibere acılık veren maddenin organik çözücüler aracılığı ile ayırt 

edilebileceğini söylemiştir.  Tresh, 1876 yılında acı veren maddenin kristal yapısında 

olduğunu tespit ederek, adını "kapsaisin" koymuştur. Hogyes, 1878 yılında acı hissi 

veren bu maddeyi biberden ayırt etmeyi başarmış ve kapsaisinin ağız ve mide salgılarını 

artırdığını keşfetmiştir. 1930 yılında, Spath ve Darling, laboratuvarda kapsaisini 

sentezlemeyi başarmışlardır (Morrow, 1999). Kosuge vd. ince tabaka kromatografisinin 

(TLC) geliştirilmesi ile acılık uyarıcı özelliğe birbiriyle ilişkili iki komponent 

belirlemişler ve komponent karışımına “kapsaisinoid” adını vermişlerdir (Kosuge vd., 

1961;Poyrazoğlu vd., 2005). 

 

İlk olarak bulunan kapsaisinoid bileşikleri, kapsaisin (8-metil-trans-enoic asit in 

vanillyamide türevi), dihidrokapsaisin (8-metil-nonanoic asitin vanillyamide 

türevi),nordihidrokapsaisin I (9-metil-trans-7-enoic asitin vanillyamide türevi) ve 

homodihidrokapsaisin (9-metil-decanoic asitin vanillyamide türevi) dir (Bennett ve 

Kirby, 1968). Daha sonra birçok doğal kapsaisinoid bileşiği daha bulunmuştur : 

homodihidrokapsaisin II, homokapsaisin II, octanoic, nonanoic ve decanoic asitlerin 

vanillyamide türevleri, bishomokapsaisin, nordihidrokapsaisin II, zukapsaisin 

(civamide), nonivamide ve u-hidroksikapsaisin  (Jurenitsch vd., 1979; Ochi vd., 2003). 

Bu bileşikler arasında kapsaisin ve dihidrokapsaisin Capsicum türlerinde en çok 

rastlanan bileşiklerdir. Kapsaisinoid bileşiklerinin bitki dokularındaki toplam miktarı 

farklılıklar göstermekte ancak kapsaisin ve dihidrokapsaisin oranları, C. annuum 
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türünde %77-90 arasında, C. frutescens türünde ise %89-98 arasında değişmektedir 

(Govindarajan vd., 1987).  

 

2.5 Kapsaisin Elde Edilmesi İle İlgili Doku Kültürü Çalışmaları 

 

Lindsey vd. (1983), yaptıkları çalışmada besin içeriği yönünden iki farklı ortam 

kullanmışlardır. Bunlardan biri büyüme ortamı (bütün besin maddeleri + büyümeyi 

düzenleyen hormonlar) diğeri ise minimum ortam (sadece bazı besinler ) dır. Minimum 

ortam içerisinde hücre bölünmesi ve hücre büyümesi için gerekli hormonlar ve diğer 

düzenleyici moleküller olmadığı için büyüme engellenmiştir. Bu iki farklı ortamdaki 

hücrelerin ürettiği kapsaisin beş günlük bir süreden sonra ortamdan alınarak HPLC ile 

ölçümler yapılmıştır. Büyüme ortamında kültürü yapılan hücrelerden elde edilen 

ortalama kapsaisin miktarı 1.397 ±0.136 mg k.a. ve minimum ortamda kültürü yapılan 

hücrelerden elde edilen kapsaisin miktarı ise 2.636 ± 0.298 mg k.a. olarak 

belirlenmiştir.  

 

Bu sonuçlardan da anlaşılacağı gibi, hücre bölünmesi ve büyüme gibi birincil metabolik 

fonksiyonların, büyük ölçüde engellendiği minimum ortamda bitki hücreleri büyüme 

ortamındaki hücrelere göre yaklaşık 2 kat daha fazla kapsaisin sentezlemişlerdir. Bu 

sonuçlar daha önce elde edilen verileri destekleyici nitelikte olup, kültür büyüme hızı ile 

ikincil metabolik bileşiklerin sentezlenme hızı arasında, antagonistik bir bağıntı 

olduğunu bir kez daha göstermiştir. 

 

Lindsey ve Yeoman. (1984a),  süspansiyon kültürü ve tutuklanmış hücre kültürü için 8 

grup hazırlamışlardır. Hazırlanan kültür ortamları içerisinde kapsaisin molekülüne yakın 

benzerlikte ya da sentezde kullanılan bir metabolik öncü bileşik bulunmamaktadır. 5. ve 

10. günlerin sonunda kültür gruplarının yarısı alınarak ortamda biriken kapsaisin 

moleküllerinin miktarlarının belirlenmesi için analiz yapmışlardır. Bu veriler 

göstermektedir ki; ortama konulan bitkilerin kuru ağırlığı baz alındığında, metabolik 

öncü moleküllerin yokluğunda, hem büyümenin yavaş olduğu son beş günde, hem de 

daha fazla büyüme hızının saptandığı ilk beş günde kültür ortamı içerisinde poliüretan 

ile tutuklanan hücrelerin, süspansiyon kültüründe büyüyen hücrelere oranla 3 kat daha 

fazla miktarda kapsaisin sentezlediğini göstermektedir. 5. ve 10. günler arasında biriken 
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kapsaisin miktarındaki artış, tutuklanmış hücrelerin kapsaisin sentezleme hızının daha 

yüksek olduğunu göstermektedir.  Bu durumun araştırılması ve artışın gerçek nedeninin 

belirlenmesi için tutuklanmış hücreler ve serbest süspansiyon kültürü içerisindeki 

hücreler L-[U- 14C] fenil alanin ile işaretlenmiştir. 

 

Kültür ortamında biriken kapsaisin kloroform kullanılarak ortamdan çıkarılmış ve TLC 

plakaları üzerinde kromatografik analiz yapılmıştır. Elde edilen ve kapsaisin 

molekülüne karşılık gelen noktalar bu plakalar üzerinde belirlenmiştir. Radyoaktif 

işaretli molekülün hücreler tarafından alınma hızı yüksek olmasına rağmen bu hız 

tutuklanmış hücrelerde ve serbest süspansiyon kültürü içerisindeki hücrelerde yaklaşık 

olarak aynıdır. Ancak işaretli molekülün kapsaisin sentezinde kullanılma hızı 

tutuklanmış hücrelerde çok daha fazla gerçekleşmiştir. 

 

Lindsey ve Yeoman (1984b), fenilalanin ve isokaprik asit gibi metabolik öncü 

moleküllerin kapsaisin sentezinde kullanılmasının üretimi (11 mg kapsaisin/1g bitki) 

maksimum seviyelere taşıdığını belirlemişlerdir. Elde edilen bu miktar 1 g taze bitkinin 

hücrelerinin (hücreler içinde %90 oranında su olduğu varsayılarak) 1.1 mg kapsaisin 

sentezleyebildiği anlamına gelmektedir.  

 

Bu çalışmadan elde edilen sonuçlar göstermektedir ki; 1 g bitkinin plasental doku 

hücreleri 2.04 mg kapsaisini metabolik öncü moleküller olmadan sentezleyebilme 

kapasitesine sahiptir. Başka bir çalışmada kültür ortamına 2.5 mM ferulik asit 

eklenmesinin plasental doku hücreleri tarafından kapsaisin sentezini 3.22 mg/g 

seviyesine çıkardığı belirlenmiştir. Bu sonuç plasental doku hücrelerinin, metabolik 

öncü moleküllerin varlığında çok daha fazla miktarlarda kapsaisin sentezleyebildiklerini 

göstermektedir. 

 

Holden vd. (1987), ikincil metabolik bileşiklerin (fenolik bileşikler ve kapsaisin), 

Gliocladium deliquescens tarafından arttırılmasının aynı zamanda fenilalanin amonyum 

liyaz aktivitesinde de artışa neden olduğunu belirlemiştir. Bu çalışmada kurdlan bileşiği 

kültür ortamına tutuklanmış hücrelerin ortamına eklendiğinde ikincil metabolik 

bileşiklerin sentezini uyarıcı etki göstermiş ve A. niger ve R. oligosporus hücrelerinden 

elde edilen bileşikler de kültür ortamına eklendiğinde ikincil metabolik bileşiklerin 

üretimini artırmışlardır. Bu sonuçlar mikroorganizmalardan ve mantarlardan elde edilen 
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bileşiklerin, bitki hücresi kültür ortamında uyarıcı ve üretimi arttırıcı moleküller olarak 

kullanılabileceklerini göstermektedir.  

 

Johnson vd. (1990), yaptıkları çalışmada kitosan, kurdlan ve ksantan’ın kapsaisin 

üretimi üzerine uyarma kapasitesi ve sodyum aljinatın etkilerini araştırmışlardır. Bu 

çalışmanın sonuçlarına göre kapsaisin üretimi tutuklanmış hücrelerde kurdlan ve 

ksantan kullanımında kontrole göre sırasıyla 1.8 ile 2 kat daha fazla artmıştır. Kurdlan 

ve ksantan kombinasyonu daha etkilidir ve kültürün 14. gününde kapsaisin üretimini 7.9 

kat artırmıştır. Kitosan’la muamele edilmiş serbest hücrelerde ise maksimum kapsaisin 

üretimi 6. günde gerçekleşmiştir. % 0.05 sodyum aljinat uyarımı kültürün 10. gününde 

hücre süspansiyonundaki hücrelerde kapsaisinde 1.6 kat artış sağlamıştır.  

 

Johnson vd. (1991), tutuklanmış hücreler ve plasental dokularda kapsaisin üretimi, 

fungal preparasyonların (Aspergillus niger ve Rhizopus oligosporus ekstraktları ve 

süzüntüsü) ve mikrobiyal polisakkaritlerin (kurdlan) kapsaisin üretimi üzerine etkileri 

ve kapsaisin üretimi üzerine öncü maddelerin etkisini çalışmışlardır. Bu çalışmada elde 

edilen sonuçlara göre kapsaisin üretimi tutuklanmış plasental dokularda tutuklanmış 

hücrelere göre daha yüksektir.  

 

Maksimum kapsaisin üretimi tutuklanmış plasentada başlangıç günündeki 700 µg dan 

14. günde 1345 µg değerine ulaşmıştır. Kültürün besin ortamının yenilenmesi sonucu, 

28 günlük kültür hücrelerinden 2400 µg miktarında kapsaisin elde edilmiştir. 

Tutuklanmış hücrelerde kapsaisin üretimi 28. günde 3 µg/g dan 47 µg’ a çıkmıştır. 

Tutuklanmış hücre sisteminde kapsaisin sentezinde kurdlan daha etkili bulunmuştur ve 

kontrol ile karşılaştırıldığında sentez yaklaşık iki kat artmıştır.  Tutuklanmış hücreler,  

plasental dokulara göre kurdlan etkisine daha etkili cevap vermişlerdir. Her iki fungal 

türün miselar ekstrakları tutuklanmış plasental dokularda yaklaşık % 25 civarında 

kapsasin artışına neden olmuştur. 

 

Ramachandra vd. (1996), Capsicum frutescens ve Daucus carota hücre süspansiyon 

kültürlerine Spirulina platensis’ den elde ettikleri fikosiyanini farklı konsantrasyonlarda 

uygulamışlardır. Capsicum frutescens hücre süspansiyonunun bu şekilde uyarımı ile 

kapsaisin miktarı yaklaşık olarak iki kat artmıştır. Benzer şekilde Daucus carota hücre 

kültürlerinde de antosiyanin miktarında iki kat artış gözlenmiştir. 
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Ramachandra ve Ravishankar (2000), Capsicum frutescens’ in serbest süspansiyon 

hücreleri ve tutuklanmış hücre kültürlerini fenil propanoid öncü maddeleri 

protokatekuik aldehit ve kafeik asit ile muamele ederek biyodönüşüm özelliklerini 

araştırmışlardır. Dışardan bu metabolik öncülerin ilavesi ile protokatekuik aldehit ve 

kafeik asitin vanilin ve kapsaisine biyodönüşümü belirlenmiştir. Burada önemli nokta 

ise metabolik öncü ile besleme sonucu protokatekuik aldehitin vaniline 

biyodönüşümünün kapsaisine çevriminden çok daha fazla olmasıdır. Hâlbuki kafeik asit 

ile muamele edilen kültürlerde kapsaisin birikimi vanilin birikiminden daha fazladır.  

 

Sudha ve Ravishankar (2002), Capsicum frutescens Mill. hücre süspansiyon kültüründe 

kapsaisin üretimi üzerine kalsiyum kanal aracılarının etkilerini araştırmışlardır. 

Kalsiyum iyonofor A23187’nin toplam kapsaisin miktarını 1.43 kat artırdığını 

belirlemişlerdir. Kalsiyum kanal modulatörleri verapamil ve kloropromazin 

uygulamalarında ise kapsaisin üretiminde ve büyümede azalma belirlemişlerdir. 

 

Sudha ve Ravishankar (2003a), poliamin bileşiklerinin kapsaisin birikimine etkisini 

araştırmışlardır. Capsicum frutescens hücrelerinin süspansiyon kültür ortamına putresin 

uygulanması sonucu büyüme hızında ve kapsaisin sentezlenmesinde artış 

gözlemlenmiştir. Kapsaisin miktarındaki bu artışa, kapsaisin sentaz enziminin 

aktivitesinin artması sebep olmuştur.  

 

Sudha ve Ravishankar (2003b), iki farklı bileşik; salisilik asit (SA) ve metil jasmonat’ı 

(MeJa) ayrı ayrı ve birlikte Capsicum frutescens hücrelerinin süspansiyon kültürlerine 

uygulamışlar ve her iki bileşiğin de kültür hücrelerinde kapsaisin sentezini ve birikimini 

arttırdığını belirlenmiştir. Ancak bu bileşiklerden sadece biri; salisilik asit aynı zamanda 

kapsaisin sentaz enziminin aktivitesini de arttırmıştır. Metil jasmonat bileşiğinin ise 

enzim aktivitesi üzerinde herhangi bir etkisi gözlemlenmemiştir. Bu sonuçlara göre 

metil jasmonat bileşiğinin kapsaisin miktarını arttırıcı etkisinin kapsaisin yıkımını ya da 

diğer moleküllere katılımını engelleyici aktivitesinden kaynaklandığı söylenebilir. 

Hücrelere SA uygulanması sonucu, etilen üretimi engellenmiş, MeJa uygulanması ise 

etilen üretiminin artmasına neden olmuştur. Hücrelerin poliamin üretimi de SA 

uygulanması ile artmış, MeJa uygulanması sonucu da düşmüştür (Sudha ve 

Ravishankar, 2003b). Poliamin ve etilen biyosentezlerinin, ortak olarak kullanılan S-
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adenozil metiyonin (SAM) molekülleri için rekabet halinde oldukları düşünülürse elde 

edilen sonuçlar şaşırtıcı değildir.  

Umamaheswari ve Lalitha (2007), Capsicum annuum kallus hücrelerinden kapsaisin 

üretiminin artırılması için yeni bir yöntem geliştirmeye çalışmışlardır. Farklı 

konsantrasyonlarda gibberellik asit, indol asetik asit, naftalen asetik asit, 2.4 D ve 

kinetin ilave edilmiş Murashige Skoog (MS) besiyerinde kültüre almışlardır. Kallus 

gelişimi ve plasental dokuların büyümesini en fazla 2 mg/L 2.4 D ve 0.5 mg/L kinetin 

içeren MS besiyerinde belirlemişlerdir. 

 

İşlek (2009), yapmış olduğu doktora tez çalışmasında Kahramanmaraş Hat-187 biber 

tohumlarına ait hücre süspansiyon kültüründe, kapsaisin üretimi üzerine tutuklama 

işleminin ve farklı konsantrasyonlarda selülaz, ksantan, kurdlan, salisilik asit ve metil 

jasmonat uyarıcılarının farklı zamanlardaki etkilerini incelemiştir. Tutuklama işleminin 

kapsaisin birikimi üzerine artırıcı etki yaptığını belirlemiştir. Tutuklanmış hücrelerdeki 

kapsaisin miktarı, kontrol gruplarında ve uyarıcı uygulaması yapılan örneklerde, serbest 

hücrelere göre daha yüksek bulunmuştur. Selülaz ve kurdlan uyarıcılarının kapsaisin 

birikimi üzerine etkisini diğer uyarıcılara göre daha etkili bulmuştur. 

 

2.6 Kapsaisin Sentezini Uyarmak İçin Kullanılan Ağır Metaller  

 

Kaya (2015), yapmış olduğu yüksek lisans çalışmasında Maraş-1 biber tohumlarına ait 

hücre süspansiyon kültüründe, kapsaisin üretimi üzerine tutuklama işleminin ve farklı 

konsantrasyonlarda triakontanol’un değişen zamanlardaki etkilerini incelemiştir. 

Tutuklama işleminin kapsaisin birikimi üzerine artırıcı etki yaptığını belirlemiştir. 

Tutuklanmış hücrelerdeki kapsaisin miktarı, kontrol gruplarında ve uyarıcı uygulaması 

yapılan örneklerde, serbest hücrelere göre daha yüksek bulunduğunu belirtmiştir. 

Özgül ağırlıkları 5 gr/ cm3 den, atom numarası 20 den fazla olan elementler peryodik 

cetvelin geçiş elementleri olarak tanınan geniş bir gruba aittirler. Ağır metal terimi 

kirlenme ve toksisite bakımından bir yan anlam olarak kullanılmaktadır. Bu grubun 

içine 70 kadar element girmekle birlikte ekolojik bakımdan önemli 20 element dikkati 

çekmektedir (Fe, Mn, Zn, Cu, V, Mo, Co, Ni, Cr, Pb, Be, Cd, Tl, Sb, Se, Sn, Ag, As, 

Hg, Al ). Bunların bir kısmı, bitki ve hayvanlar için mikrobesin ( Fe, Cu, Zn, Mn, Mo, 
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Ni) maddesi olabilmekte, belirli sınırlar ölçüsünde toksik olmamaktadırlar (Yıldız, 

2004). 

 

Elisitör olarak kullanılan çinkonun bitkiler için suda çözünen formları uygundur ve 

çinko alınışı, maddenin topraktaki konsantrasyonu arttıkça artar. Çinko alınımı, bitkinin 

türüne bağlı olduğu kadar bulunduğu ortama da bağlıdır. Özellikle ortamdaki kalsiyum 

miktarı çinko alınımını etkiler. Çinko, genellikle bitki köklerinde bulunur. Çinko, bitki 

metabolizması için çok gerekli bir elementtir. Karbonhidrat, protein, fosfat, RNA 

oluşumunda görev aldığı söylenebilir. Membranların geçirimliliğinde rolü olduğu 

bulunmuştur. Ayrıca bakteri ve mantarların yol açtığı hastalıklara karşı koruyucu etkisi 

olduğu da bilinir (Okçu vd., 2009).  

 

Abiyotik stres şartları altında bitkilerde reaktif oksijen türleri (ROS) olarak adlandırılan 

oldukça toksik ve reaktif moleküller oluşmaktadır. Bu moleküller protein, lipid 

karbohidrat ve DNA’nın yapısını bozarak oksidatif stresin oluşmasına neden 

olmaktadır. Bu hasarın önlenmesine yönelik olarak bitkiler de antioksidant savunma 

sistemlerine sahiptir. Bu antioksidant sistemler enzimatik (süperoksit dismutaz, SOD; 

katalaz, CAT; askorbat peroksidaz, APX; glutatyon redüktaz, GR vb.) ve enzimatik 

olmayan (fenolik bileşikler, alkoloid, askorbik asit, glutatyon vb.) olmak üzere ikiye 

ayrılır (Gill ve Tuteja, 2010). 

 

Bitkilerin savunma mekanizmasında görev alan çeşitli enzimler sentezlenmekte ve 

gerekli durumlarda bitkiyi korumaktadır. Bu enzimlerden savunma mekanizmasının 

işleyişinde etkin olarak yer alan öncül enzimlerden biride peroksidazdır (POX) (Ali 

vd.2003; Düzcan ve Arabacı, 2010). Peroksidaz bitkilerdeki çoklu savunma sisteminin 

önemli bir bölümünü oluşturmaktadır ve bitkilerin çoğunda kloroplastlarda 

sentezlenmektedir. Yapılan araştırmalarda peroksidaz enzimi bayırturpu kökü, ıspanak 

yaprakları, domates tohumları, patates yumruları ve kültürlü yerfıstığı gibi çeşitli 

bitkilerden karakterize edilmiştir (Boeuf vd., 2000). Peroksidaz (POX hidrojen veren 

bileşiklerle bunu alan hidrojen peroksit arasındaki reaksiyonları katalizleyen bir 

oksidoredüktaz enzimidir. Peroksidaz enzimi aktif merkezinde demir bulundurarak 

reaksiyonları katalizler (Dziki vd., 2008). Bakır, demir, çinko gibi metaller enzimlerin 

aktivitesini artırarak bitki ve canlıların yaşamına katkıda bulunurken kurşun, kalay gibi 
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ağır metaller toksik etkilerle canlıların, bitkilerin gelişimini etkiler (Düzcan ve Arabacı, 

2010). 

 

Sekonder metabolitler içerisinde en yaygın olanı fenolik bileşikler olup, bitkinin meyve, 

tohum, yaprak ve gövde gibi farklı kısımlarında bulunabilmektedirler (Coşkun, 2006). 

Fenolik bileşiklerin özellikle insan sağlığı üzerine olan olumlu etkilerinin ortaya 

konulması ile bu bileşiklere olan ilgi günümüzde önemli ölçüde artmıştır. Nitekim 

fenolik bileşikler, serbest radikaller olarak adlandırılan ve zararlı bileşikleri kendilerine 

bağlama yeteneğinde olan antioksidan özellikler sergileyen bileşiklerdir. 
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BÖLÜM III 

MATERYAL VE METOD 

 

3.1 Bitkisel Materyal 

 

Proje çalışmasında kullanılan biber tohumu (Maraş-1) Doğu Akdeniz Geçit Kuşağı 

Tarımsal Araştırma İstasyonu Müdürlüğü’nden temin edilmiştir. 

 

3.2 Tohumların Yüzeysel Sterilizasyonu 

 

Çalışmada kullanılacak olan biber tohumları ekim öncesinde yüzeysel sterilizasyona 

tabi tutulmuştur. Biber tohumları kapaklı cam bir kavanoza konularak üzerine % 70’ lik 

etil alkol ilave edilmiş ve 3 dk bekletilmiştir.  Etil alkol steril kabinde süzülerek , % 

40’lık ticari sodyum hipoklorit ilave edilmiş ve 30 dakika süreyle çalkalayıcıda 

çalkalanarak, hipoklorit ayrılmıştır. Daha sonra 3 kez 5’er dakika beklenecek şekilde 

steril su ilave edilmiş ve süzülmüştür. İçerisinde yaklaşık 50’şer ml steril agarlı besin 

ortamı konulan magenta kaplarının her birinin içine yüzeysel sterilizasyonu biten 

tohumlardan 9 adet yerleştirilmiştir (Fotoğraf 3.1.). Kapakları kapatılmış ve üzerine 

streç film sarılmıştır (Ellialtıoğlu vd., 1998). 

 

 

Fotoğraf 3.1. Biber tohumlarının steril besin ortamına ekimi.           
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3.3 Tohum Çimlendirme Ortamı ve Bileşenlerinin Hazırlanması 

 

Biber tohumlarının çimlendirilmesi için hormonsuz Murashige ve Skoog  (1962)(MS) 

temel besin ortamı kullanılmıştır (Çizelge 3.1.). 

Besin ortamlarının hazırlanmasında kullanılan saf maddelerden hazırlanan stok 

çözeltiler +4 C°’ deki buzdolabında saklanmıştır. Makro ve mikro element tuzları ile 

vitaminlerin 100 kat derişik 250 ml’lik stok çözeltileri hazırlanmıştır.  Tohum 

çimlendirme ortamı olan hormonsuz MS besin ortamına  % 3 sakkaroz ile % 0.7 agar 

ilave edilmiş ve besiyerinin pH’ ı 5.7’ e ayarlanmıştır (Ellialtıoğlu vd. 1998) 

Çizelge 3.1. MS temel besin ortamı (Murashige ve ve Skoog, 1962). 

Bileşenler MS Ortamı, mg/L 

Makro bileşenler  

NH4NO3 1650 

KNO3 1900 

CaCl2.2H2O 440 

KH2PO4 170 

MgSO4.7H2O 370 

NaFeEDTA 36,7 

Mikro Bileşenler  

MnSO4.2H2O 16 

ZnSO4.7H2O 8,6 

H3BO3 6,2 

KI 0,83 

Na2MoO4.2H2O 0,25 

CuSO4.5H2O 0,025 

CoCl2.6H2O 0,025 

Vitaminler  

Myo-Inositol 100 

Glycin 2 

Thiamine-HCl 0,1 

Nikotinik Asit 0,5 

Pridoksin-HCl 0,5 
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3.4 Kültür Koşulları 

Tohum çimlendirme aşamasında magenta kutuları 25 C° ±1 sıcaklığına sahip iklim 

odasında bir hafta süreyle karanlıkta tutulmuş, tohumlarda çimlenmenin başladığı 

görüldükten sonra 16 saat aydınlık ve 8 saat karanlık olacak şekilde fotoperiyodik 

düzene geçilmiştir. Biber tohumumun Ekimden 4 hafta sonraki gelişimi Fotoğraf 3.2’ de 

görülmektedir. 

                                     

 

Fotoğraf 3.2. Biber tohumunun Ekimden 4 hafta sonraki gelişimi 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

3.5 Eksplant Tipi ve Kallus Eksplantın Ortamına Dikimi 

 

Steril koşullarda çimlendirilen tohumlardan gelişen biber fideleri, dört haftalık 

inkübasyon süresini tamamladıktan sonra eksplant kaynağı olarak kullanılmıştır. Her bir 

fideden hipokotil eksplantı kesilmiştir. Öncelikle kökboğazından kesim yapılarak kökler 

uzaklaştırılmış, hipokotil bölgesi yaklaşık 15 mm’lik parçalara ayrılmış hipokotil 

eksplantı hazırlanmıştır. Hipokotil eksplantından kallus eldesinde 1.0 mg/L 2,4–D ile 

0.1 mg/L kinetin ve % 3 sakkaroz ile % 0.7 agar ilave edilmiş MS besin ortamı 

kullanılmıştır. Besiyerinin pH’ ı 5.7’ e ayarlanmıştır.  

Hipokotil eksplantları MS besiyerine yatay olarak yerleştirilmiştir (Ellialtıoğlu vd., 

1998). Hipokotil eksplantından gelişen kallus dokuları 16 saat aydınlık ve 8 saat 
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karanlık olacak şekilde fotoperiyodik düzende iki hafta süreyle iklim odasında 

geliştirilmiştir. Gelişen kallus dokuları Fotoğraf 3.3.’ de görülmektedir. Gelişen kallus 

dokuları,  magenta kutuları içindeki 1.0 mg/L 2,4–D ile 0,1 mg/L kinetin ve % 3 

sakkaroz ile % 0,7 agar ilave edilmiş MS besin ortamına transfer edilmiştir. Magenta 

kutularındaki kallus dokuları yine aynı periyodik düzende iklim odasında 

geliştirilmiştir. Alt kültürde gelişen kallus dokusu Fotoğraf 3.4.’ de görülmektedir. 

 

 

Fotoğraf 3.3. MS besiyeri ortamında gelişen kallus dokuları 
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Fotoğraf 3.4. Alt kültürde çoğalan kallus dokusu 

 

3.6 Hücre Süspansiyon Kültürlerinin Oluşturulması 

Kallus oluşumu için kullanılan 1.0 mg/L 2,4–D ile 0,1 mg/L kinetin ve % 3 sakkaroz 

ilave edilmiş MS besin ortamı süspansiyon kültüründe de kullanılmış, sadece ortama 

agar ilavesi yapılmamıştır. Kallus dokuları steril kabin içerisine yerleştirilen ve % 70’lik 

alkole batırılmış pamukla silinen hassas terazide steril kurutma kağıtları üzerinde 

tartılarak transfer edilmiştir. Magenta kutuları içerisinde geliştirilmiş olan kallus 

dokuları, içlerine 40’ar ml sıvı besin ortamı konulmuş 100 ml’lik erlenlere aseptik 

koşullarda her birine 2 gr olacak şekilde konulmuştur. Hücre süspansiyonlarını 

bulunduran erlenmayerler 25Cº ±2 dereceye ayarlanmış çalkalayıcı üzerine 

yerleştirilmişlerdir (Fotoğraf 3.5). Çalkalayıcının hızı 110 devir/dakika olacak şekilde 

ayarlanmıştır (Ellialtıoğlu vd., 1998). 
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Fotoğraf 3.5. Çalkalayıcı üzerindeki hücre süspansiyon kültürleri 

 

3.7 Uyarıcı Uygulamaları ve Analiz İçin Örneklerin Hazırlanması 

 

Bir ay boyunca geliştirilen hücre süspansiyon kültürleri taze besiyeri ortamına 

alındıktan sonra uyarıcı uygulamaları yapılmıştır.  Uyarıcı olarak çinko sülfat ve gümüş 

nitrat sulu çözeltileri kullanılmıştır. Tüm deneyler üç tekrarlı olacak şekilde yapılmıştır. 

Steril kabin içinde, serbest ve tutuklanmış hücreler ile 40’ar ml süspansiyon kültürü 

içeren 100 ml’lik erlenmayerlere, steril stok çözeltilerinden seyreltilerek son 

konsantrasyonları şeklinde, gümüş nitrat ve çinko sülfat  (0.1, 0.2 ve 0.4 M) uyarıcıları 

steril mikropipet yardımıyla 1 ml olarak ilave edilmiştir. Uyarıcı uygulanmayan kontrol 

örnekleri oluşturulmuştur. 

Uyarıcı uygulamalarının ardından yine çalkalayıcılar üzerine yerleştirilen süspansiyon 

kültürleri 24, 48 ve 72 saat sonra hücre ve süzüntüsünün birbirinden ayrılması için 

whatman no:2 filtre kâğıdı üzerinde buhner hunisi vakum pompası yardımıyla vakumla 

süzme işlemine tabi tutulmuş, doku ve süzüntü kısımları birbirinden ayrılmıştır. Süzme 

işleminin sonunda kallus yaş ağırlığı (g) ölçülmüş, süzüntü kısmı 100 ml’lik plastik 

şişelerde, kallus dokusu ise ağzı kilitlenen küçük plastik poşetlere konularak analiz 

yapılıncaya dek -70C°’ deki derin dondurucuda saklanmıştır. 
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3.8 Ekstraksiyon İşlemleri 

 

3.8.1 Hücrelerden kapsaisin ekstraksiyonu 

 

Kapsaisin ekstraksiyonu için hücrelerden 0.1 g alınarak 3 kez 8 ml etil asetat ile 

havanda ezilmiştir. Daha sonra 3000 rpm’de 10 dakika süreyle santrifüj edilmiştir ve 

üstteki süpernatanlar toplanmıştır (Johnson vd., 1990). Toplanan süpernatant bir döner 

buharlaştırıcı balonuna doldurularak 55 C° sıcaklıkta, 180 devir/dakika hızda ve düşük 

basınç altında etil asetat kısım, kuruluğa yakın olacak şekilde buharlaştırılmıştır. Kalan 

tortu 1 ml etil asetat ile çözülmüş ve etiketlenmiş örnek şişelerine alınmıştır. Örnekler 

analiz edilinceye kadar -70C°’de derin dondurucuda bekletilmiştir. 

 

3.8.2 Hücrelerin süzüntülerinden kapsaisin ekstraksiyonu 

 

Hücrelerin süzüntülerinden kapsaisin ekstraksiyonu için 0.4 ml süzüntü alınarak 3 kez 8 

ml etil asetat ilave edilerek 3000 rpm’de 10 dakika süreyle santrifüj edilmiş ve 

süpernatan alınarak bir döner buharlaştırıcı balonuna doldurulmuştur (Johnson vd., 

1990). Döner buharlaştırıcıda 55 C° sıcaklıkta, 180 devir/dakika hızda ve düşük basınç 

altında etil asetat kısım kuruluğa yakın olacak şekilde buharlaşıncaya kadar ekstrakte 

edilmiştir.  Kalan tortu kısmı 1 ml etil asetat ile çözülmüş ve örnekler analiz edilinceye 

kadar -70 C°’de derin dondurucuda bekletilmiştir. 

 

3.9 Kapsaisin Analizi 

 

HPLC cihazında ölçüm yapmadan önce örneklerde kapsaisin varlığının belirlenmesinde 

zaman kazanmak amacıyla ön çalışma olarak spektrofotometre de ölçüm ile kapsaisin 

tayini yapılmıştır (Ramos Palacio, 1977; Ramos Palacio, 1979). 

 

3.9.1 Kapsaisin standartının hazırlanması 

 

Kapsaisin standartı olan N-Vanillynonanamide, Sigma (V-9130)’dan temin edilmiştir. 

Spektrofotometrede ölçüm için, kapsaisinin 50 ml 100 µg/ml’lik stok standart çözeltisi 

etil asetat ile hazırlanmıştır. Daha sonra bu stok çözeltiden sırasıyla 5, 10, 20, 40, 80 ve 

100 µg/ml’lik standart çözeltiler hazırlanmıştır. 
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 Bu standart çözeltilerden 0.2 ml alınarak üzerine 1 ml etil asetat ilave edilmiştir. 

Spektrofotometrede ölçüm yapmadan önce 0.1 ml  % 1’lik Vanadyum oksi triklorit 

(VOCl3) ilave edilmiştir. Renk kaybını engellemek için VOCl3 ilave edildikten sonra 

ölçüm işlemi hızlı bir şekilde yapılmıştır. Kapsaisin standartlarının ölçüm işlemleri 

spektrofotometrede 720 nm’de 5 tekrarlı olacak şekilde yürütülmüştür. Ölçüm işlemi 

sonunda elde edilen standart grafik Şekil 3.1.’ de görülmektedir.  

 

 

 

 

 

Şekil 3.1 Spektrofotometrede ölçüm için kapsaisin standartı ile çizilen grafik. 

 

HPLC cihazında ölçüm için, kapsaisinin 50 ml 100 µg/ml’lik stok standart çözeltisi 

metanol ile hazırlanmıştır.  Daha sonra bu stok çözeltiden sırasıyla 5, 10, 20, 40, 80 ve 

100 µg/ml’ lik standart çözeltiler hazırlanmıştır. HPLC analizlerinden önce standart 

çözeltiler 0.45 µm’ lik filtrelerden geçirilmiştir. 
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3.9.2 Kapsaisin tayininde HPLC koşulları 

 

HPLC analizlerinden önce sıvı ekstraktlar 0.45 µm’ lik filtrelerden geçirilmiştir. Analiz 

işlemleri Erciyes Üniversitesi Teknoloji Araştırma ve Uygulama Merkezi’nde Agilent 

1260 model HPLC cihazında gerçekleştirilmiştir. Kromatografi koşulları aşağıdaki 

gibidir; 

Dedektör: 1260 Infinity Diode Array Detector 

Dalga boyu: 280 nm 

Kolon: ACE C18  (150 mm x 4,56 mm), 5 µm por çapı 

Akış hızı: 1ml/dk 

 

3.10 Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi 

3.10.1 Enzim ekstraktlarının hazırlanması 

  

Enzim ekstraktlarının hazırlanması için öncelikle her deneme serisine ait kontrol ve 

uygulama gruplarından 1’er g yaş kallus örneği (n=3 olduğu için) üçer kez tartılmıştır. 

SOD enzim aktivitesi tayini için 1 mM EDTA içeren, 5 ml pH 7.8’lik 0.05 M Na-fosfat 

tamponunda; POX enzim aktivitesi tayini için % 17 sakkaroz içeren, 3 ml pH 8.3’lük 

0.05 M tris-glisin tamponunda buz banyosu içerisinde ekstre edilmiştir. Elde edilen 

ekstrakt 13000 rpm’de mikrosantrifüjde 30 dakika süre ile santrifüj edilmiştir. Elde 

edilen ekstraktlardan toplam protein miktar tayinleri, Bradford’a (1976) göre BSA 

(Bovine Serum Albümin) standartları kullanılarak yapılmıştır. 

 

3.10.2 Süperoksit dismutaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi 

 

Bitkisel materyaldeki süperoksit dismutaz (SOD) enziminin aktivitesi, Beauchamp ve 

Fridovich (1971) tarafından belirtilen yönteme göre yapılmıştır. Yöntem, 560 nm’de 

nitroblue tetrazolium’un (NBT) fotokimyasal indirgenmesinin örnekte bulunan SOD 

enzimi tarafından engellenmesine dayanmaktadır. Reaksiyon karışımı, 50 mM Na-fosfat 

tamponu (pH 7.8), 33 μM NBT, 10 mM L-Methionine, 0.66 mM EDTA ve 0.0033 mM 

Riboflavin içermektedir. Süpernatant uygun miktarda seyreltilerek reaksiyon karışımı (3 

ml) ilave edilmiştir. Reaksiyonun gerçekleşmesi için bu karışım, 10 dakika 300 μmol-1 

m-1 s-1 ışık şiddeti altında, oda sıcaklığında bekletilmiştir.  
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Bu süre sonunda spektrofotometre ile 560 nm’de örneklerin absorbans değerleri 

alınmıştır. Enzim aktivitesi, NBT’nin % 50 inhibisyonu için gerekli SOD miktarı, 1 

enzim ünitesi olarak hesaplanmıştır. Spesifik enzim aktivitesi, enzim ünitesi mg protein-

1.g yaş ağırlık-1 olarak belirlenmiştir. 

 

3.10.3 Peroksidaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi 

 

Peroksidaz (POX) enzimi aktivitesinin belirlenmesi, Herzog ve Fahimi (1973) 

yöntemine göre yapılmıştır. Elde edilen süpernatantlara (200 µl), 2.75 ml DAB  

(diaminobenzidin-tetrahidroklorid dihidrat) çözeltisi ilave edilmiştir. Daha sonra 

çözeltiye 25 ml 0.15 M Sodyum-Fosfat-Sitrat Tamponu (pH 4.4) ilave edilerek, geniş 

porlu filtre kağıdından süzülerek siyah bir şişe içerisine konulup serin bir yerde 

muhafaza edilmiştir ve 50 µl % 0.6 H2O2 eklenmiştir. Spektrofotometrede 465 nm dalga 

boyundaki absorbans değişimi 1 dk gözlenerek ve 1 enzim ünitesi dakikada tüketilen 

μmol-1.m-1 H2O2 miktarı olarak hesaplanmıştır. Spesifik enzim aktivitesi, enzim ünitesi 

mg protein-1.g taze ağırlık-1 olarak belirtilmiştir.  

 

3.11 Total Fenolik Bileşik Belirlenmesi 

 

Total fenolik madde içeriğinin tespiti için toz hâline getirilmiş örneklerden fenolik 

maddeler metanol kullanılarak ekstrakte edilmiştir. Fenolik madde miktarı tayini için 

gallik asit eşleniği olarak da bilinen Folin-Ciocalteu reaktifi kullanılmıştır (Singleton 

v.d., 1999). Her 100 μl ekstrakt üzerine 750 μl Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmiş ve 5 

dakika sonra %6’lık Na2CO3 çözeltisinden 750 μl eklenmiştir. 90 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edildikten sonra kör tüpe karşı 765 nm’de absorbansı ölçülmüştür. 

Total fenolik madde içeriği ise μg GAE/mL olarak ifade edilmiştir (Gayosa vd., 2004; 

Singleton and Rossi, 1965). 

 

3.12  İstatistiksel Analizler 

 

Tez çalışmasında bütün deneyler 3 tekrarlı olarak yapılmıştır. Üzerinde durulan 

özellikler bakımından elde edilen sonuçlar, SPSS 16.0 paket programı kullanılarak 

Tukey (SPSS 16.0 One-Way Anova ) testine göre p<0.05 seviyesinde analiz edilmiştir. 
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BÖLÜM IV 

 

BULGULAR 

 

Capsicum  annuum L. (Maraş-1) hücre süspansiyon kültürlerine 0.1 M, 0.2 M ve 0.4 M 

AgNO3 ve ZnSO4 24, 48 ve 72 saat uygulandıktan sonra alınan hücre ve süzüntülerdeki 

kapsaisin miktarları Çizelge 4.1 ve 4.2’ de gösterilmiştir. 

 

Çizelge 4.1. Farklı konsantrasyonlarda ve zamanlarda AgNO3 uygulamalarının 

Capsicumannuum L. hücreleri ve süzüntülerinde kapsaisin miktarı üzerine etkileri (n=3) 

Zaman  

(saat) 
Uygulama Dozu 

Kapsaisin (µg/g) 

Hücre Süzüntü 

24 

Kontrol 56,842 ± 2,632 21,316 ± 1,316 

0.1 M AgNO3 50,702 ± 3,038 34,474 ± 3,947* 

0.2 M AgNO3 43,684 ± 2,632* 79,210 ± 3,947* 

0.4 M AgNO3 36,667 ± 5,478* 78,772 ± 1,519* 

48 

Kontrol 62,105 ± 5,263 33,158 ± 2,632 

0.1 M AgNO3 51,579 ± 2,632* 75,921 ± 4,605* 

0.2 M AgNO3 46,316 ± 2,632* 95,000 ± 1,316* 

0.4 M AgNO3 40,175 ± 1,519* 71,000 ± 1,732* 

72 

Kontrol 47,632 ± 1,316 32,281 ± 3,038 

0.1 M AgNO3 50,263 ± 3,947 73,509 ± 3,039* 

0.2 M AgNO3 91,053 ± 2,632* 67,368 ± 5,263* 

0.4 M AgNO3 89,737 ± 1,316* 102,895 ± 1,316* 

 
* kontrol grubuna göre önemlilik derecesinde farklılığı (p<0.05) göstermektedir (Tukey test) 

 

Hücre ve süzüntüdeki en yüksek kapsaisin miktarı 0.4 M AgNO3 72 saat uygulamasında 

tespit edilmiştir. Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında 24 saat ve 48 saat 

uygulamalarında kapsaisin miktarı hücrelerde azalmakta, süzüntüde artmaktadır. 

AgNO3 uyarıcısının hücre çeperlerini daha fazla etkileyip kapsaisinin süzüntüye 

geçmesini sağladığı düşünülmektedir. 
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Çizelge 4.2. Farklı konsantrasyonlarda ve zamanlarda ZnSO4 uygulamalarının 

Capsicum annuum L. hücreleri ve süzüntülerinde kapsaisin miktarı üzerine etkileri 

(n=3) 

 

Zaman  

(saat) 
Uygulama Dozu 

Kapsaisin (µg/g) 

Hücre Süzüntü 

24 

Kontrol 56,842 ± 2,632 21,974 ± 0,657 

0.1 M ZnSO4 112,105 ± 2,632* 56,842 ± 2,632* 

0.2 M ZnSO4 134,474 ± 3,947* 63,421 ± 3,947* 

0.4 M ZnSO4 148,947 ± 2,632* 55,965 ± 1,519* 

48 

Kontrol 62,105 ± 5,263 34,474 ± 1,316 

0.1 M ZnSO4 121,316 ± 1,316* 60,526 ± 1,823* 

0.2 M ZnSO4 181,842 ± 3,947* 59,298 ± 0,304* 

0.4 M ZnSO4 171,316 ± 6,579* 21,316 ± 1,316* 

72 

Kontrol 50,702 ± 5,478 33,158 ± 2,632 

0.1 M ZnSO4 162,105 ± 6,963* 17,895 ± 0,526* 

0.2 M ZnSO4 145,000 ± 11,842* 23,947 ± 1,316* 

0.4 M ZnSO4 184,474 ± 14,474* 30,526 ± 2,632 

 
* kontrol grubuna göre önemlilik derecesinde farklılığı (p<0.05) göstermektedir (Tukey test) 

 

Çinko uygulamasında tüm uygulama gruplarında kapsaisin miktarında kontrole göre 

artış görülmüştür. En fazla birikim hücrede 0.4 M ZnSO4 72 saat uygulamasında, 

süzüntüde 0.2 M ZnSO4 24 saat uygulamasında meydana gelmiştir.  

Hücre ve süzüntülerdeki toplam kapsaisin miktarları Şekil 4.1 ve 4.2’de görülmektedir. 
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Şekil 4.1. Farklı konsantrasyonlarda AgNO3 uygulamalarının farklı zamanlarda 

Capsicum annuum L. bitkisi kapsaisin miktarı üzerine etkisi 

a: Kontrol  b:0.1 M AgNO3      c: 0.2 M AgNO3  d: 0.4 M AgNO3  

 

 

 

Şekil 4.2. Farklı konsantrasyonlarda ZnSO4 uygulamalarının farklı zamanlarda serbest 

ve tutuklanmış hücrelerin süzüntülerinde kapsaisin miktarı üzerine etkisi 

a: Kontrol  b:0.1 M ZnSO4   c: 0.2 M ZnSO4   d:0.4 M ZnSO4  

 

Uygulanan tüm ZnSO4 ve AgNO3 konsantrasyonları tüm zamanlarda toplam kapsaisin 

miktarını kontrole göre artırmıştır. ZnSO4 uygulaması kapsaisin birikimini artırmada 

AgNO3 uygulamasına göre daha etkili bulunmuştur. 
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Kapsaisin biber bitkisinden elde edilen önemli bir alkoloidtir. Kapsaisin eldesi için 

kullanılacak biber bitkisini normal koşullarda yetiştirmek 4-5 ayı almaktadır ve bu 

nedenle de kapsaisinin sürekli bir üretim süreci uzun zamanda ve kısıtlı bir zaman 

periyodunda gerçekleştirilebilmektedir. Biberin serbest hücre kültürlerinin in vitro 

şartları altında sürekli yetiştirilebilmesi kapsaisin eldesi için sürekliliği sağlayabilecek 

bir yoldur. 

 

 Kapsaisin üretiminde elisitör olarak ağır metal uygulamalarına dair henüz bir literatür 

bulunmamakla birlikte, çeşitli elisitörler kullanılarak sekonder metabolit üretimini 

artırmaya yönelik çalışmalar mevcuttur. Jiang-ning vd. (2009), Rhodiola sachalinensis 

in vitro kültürlerinde 60 µmol / L AgNO3 uygulamışlar ve salidroside üretimini iki kat 

artırdığını belirlemişlerdir. Cai vd. (2013), yaptıkları çalışmada gümüş ve kadmiyum’un 

Vitis vinifera hücre süspansiyon kültürlerinde resrevatrol üretimini kontrole göre 1.6 kat 

artırdığını tespit etmişlerdir. Riahi-Madvar vd. (2014), Lepidium draba’ da çinko 

uygulayarak sulforaphane üretimini asidik ortamda kontrole göre 3.6 kat artırdığını 

bildirmişlerdir. Uygulanan ağır metalin reaktif oksijen türlerini tetiklediğini ve bu yolla 

sekonder metabolit üretimini artırabileceğini ifade etmişlerdir. Mehdy (1994) ise Metal 

iyonları’nın birçok sekonder metabolit biyosentezini uyarabileceğini belirtmiştir. Metal 

iyonlarının aynı zamanda oksidatif strese neden olarak hidrojen peroksit üretimini 

arttırdığı ve hidrojen peroksitin savunma ve sekonder metabolit sentezi ile ilgili genlerin 

ekspresyonuna (Sesquiterpen siklaz ve fenil amonyum liyaz enzimi gibi) yol açtığını 

ortaya çıkarmıştır.  
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Çizelge 4.3. Farklı konsantrasyonlarda ve zamanlarda AgNO3 uygulamalarının 

Capsicum annuum L. hücrelerinde toplam protein ve fenolik madde miktarı üzerine 

etkileri (n=3) 

Zaman  

(saat) 
Uygulama Dozu 

Toplam Protein  

(mg/mL) 

Toplam Fenolik 

Madde (µg GAE/mL) 

24 

Kontrol 0,0882 ± 0,0020 2,792 ± 0,0020 

0.1 M AgNO3 0,1040 ± 0,0012* 2,798 ± 0,0020 

0.2 M AgNO3 0,0834 ± 0,0031 2,547 ± 0,0020* 

0.4 M AgNO3 0,0814 ± 0,0012 2,03 ± 0,0020* 

48 

Kontrol 0,0628 ± 0,0011 2,719 ± 0,0020 

0.1 M AgNO3 0,0724 ± 0,0012 2,508 ± 0,0020* 

0.2 M AgNO3 0,0594 ± 0,0036 2,031 ± 0,0020* 

0.4 M AgNO3 0,0573 ± 0,0071 2,03 ± 0,0010* 

72 

Kontrol 0,0820 ± 0,0020 2,287 ± 0,0020 

0.1 M AgNO3 0,1404 ± 0,0072* 1,523 ± 0,0020* 

0.2 M AgNO3 0,0807 ± 0,0095 0,742 ± 0,0316* 

0.4 M AgNO3 0,0504 ± 0,0012* 0,512 ± 0,0015* 

* kontrol grubuna göre önemlilik derecesinde farklılığı (p<0.05) göstermektedir (Tukey test) 
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Şekil 4.3. Farklı konsantrasyonlarda AgNO3 uygulamalarının farklı zamanlarda 

Capsicum annuum L. bitkisi toplam protein miktarı üzerine etkisi 

a: Kontrol   b:0.1 M AgNO3     c: 0.2 M AgNO3    d:0.4 M AgNO3 

 

Gümüş nitrat uygulamasının biber bitkisi üzerindeki etkisi incelendiğinde kontrol 

grubuna oranla tüm uygulama zamanlarında 0.1 M AgNO3’ün toplam protein miktarını 

artırdığı, 0.2 M AgNO3 ve 0.4 M AgNO3’ün ise konsantrasyon artışına paralel olarak 

azalttığı görülmektedir. İstatistiki açıdan önemli artışlar %17.91 ile 0.1 M AgNO3 24 

saat ve %71.22 ile 0.1 M AgNO3 72 saat, önemli azalma ise %38.54 ile 0.4 M AgNO3 

72 saat uygulamalarındadır (p<0.05). 

 

Elde ettiğimiz verilere paralel şekilde yüksek konsantrasyonda ağır metallere maruz 

kalan ayçiçeği bitkilerinde toplam protein miktarında azalmalar meydana gelmiştir 

(Kastori vd., 1992). Ayçiçeği fidelerinin civa klorüre maruz bırakıldığı bir çalışmada da 

toplam çözünebilir protein miktarında kontrole göre azalmalar bulunmuştur (Kırbağ, 

Zengin ve Munzuroğlu, 2006). 



33 

 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

a b c d a b c d a b c d

To
p

la
m

 f
e

n
o

lik
 m

ad
d

e
  (

µ
g 

G
A

E/
m

L)
 

24 s                                 48s                                   72s

 

Şekil 4.4. Farklı konsantrasyonlarda AgNO3 uygulamalarının farklı zamanlarda 

Capsicum annuum L. bitkisi toplam fenolik madde miktarı üzerine etkisi 

a: Kontrol   b:0.1 M AgNO3     c: 0.2 M AgNO3    d:0.4 M AgNO3 

 

Toplam Fenolik madde miktarı % 0.2 artış gösteren 0.1 M AgNO3 72 saat uygulaması 

dışındaki tüm uygulama konsantrasyon ve zamanlarında kontrol grubuna oranla azalma 

göstermiştir. Doğan ve Çolak. (2009), da ekmeklik buğdaya uygulanan kurşun 

konsantrasyonlarının bitkinin kök ve otsu gövdelerinde protein ve fenolik bileşiklerin 

miktarını azalttığını tespit etmişlerdir. 
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Çizelge 4.4. Farklı konsantrasyonlarda ve zamanlarda AgNO3 uygulamalarının 

Capsicum annuum L. hücrelerinde SOD ve POX enzim aktiviteleri üzerine etkileri 

(n=3) 

Zaman  

(saat) 
Uygulama Dozu 

SOD 

(Enzim ünite/g t.a.) 

POX 

(Enzim ünite/g t.a.) 

24 

Kontrol 899,2067 ± 15,3296 7,5226 ± 0,2605 

0.1 M AgNO3 213,7291 ± 63,6974* 4,3482 ± 0,2451* 

0.2 M AgNO3 728,9037 ± 6,4265* 6,6297 ± 0,2046 

0.4 M AgNO3 1218,904 ± 10,9892* 7,6254 ± 0,2474 

48 

Kontrol 540,634 ± 21,1126 2,7071 ± 0,0997 

0.1 M AgNO3 382,3730 ± 63,6117* 2,0667 ± 0,1783 

0.2 M AgNO3 472,8833 ± 14,8253 2,4371 ± 0,0980 

0.4 M AgNO3 445,2387 ± 7,10439 3,2577 ± 0,4541 

72 

Kontrol 562,6863 ± 33,9328 5,3895 ± 0,1412 

0.1 M AgNO3 533,9719 ± 25,5431 5,1407 ± 0,6559 

0.2 M AgNO3 535,9886 ± 14,5248 3,8100 ± 0,4269* 

0.4 M AgNO3 527,5666 ± 24,0108 3,7744 ± 0,8148* 

* kontrol grubuna göre önemlilik derecesinde farklılığı (p<0.05) göstermektedir (Tukey test) 
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Şekil 4.5. Farklı konsantrasyonlarda AgNO3 uygulamalarının farklı zamanlarda     

Capsicum annuum L. bitkisi SOD enzim aktivitesi üzerine etkisi 

a: Kontrol   b:0.1 M AgNO3     c: 0.2 M AgNO3    d:0.4 M AgNO3 

 

Biber bitkisinde süperoksit dismutaz enzim aktivitesi 0.4 M AgNO3 24 saat uygulaması 

dışında tüm uygulama grup ve zamanlarında kontrol grubuna göre azalma göstermiştir.  

En düşük değer 213,7291 EU/g t.a. ile 0.1 M AgNO3 24 saat uygulamasında, en yüksek 

değer ise 1218,904 EU/g t.a. ile 0.4 M AgNO3 24 saat uygulamasındadır (p<0.05)  .  
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Şekil 4.6. Farklı konsantrasyonlarda AgNO3 uygulamalarının farklı zamanlarda   

Capsicum annuum L. bitkisi POX enzim aktivitesi üzerine etkisi 

a: Kontrol   b:0.1 M AgNO3     c: 0.2 M AgNO3    d:0.4 M AgNO3 

 

Peroksidaz enzimi aktivitesinde ise 0.4 M AgNO3 24 saat ve 48 saat uygulamaları 

haricindeki tüm uygulama zaman ve konsantrasyonlarında kontrol grubuna göre 

azalmalar tespit edilmiştir.  %42.2 ile 0.1 M AgNO3 24 saat, %29.31 ile 0.2 M AgNO3 

72 saat ve %29.97 ile 0.4 M AgNO3 72 saat uygulamaları önemlilik derecesinde 

azalmaya sahiptir. 

 

Metaller, çoğunlukla enzimlerin aktif bölgelerde bulunan sülfidril gruplarına bağlanarak 

inaktivasyona yol açarlar (Ayhan vd., 2006). Fakat yüksek konsantrasyonlu metal 

uygulamalarında oksidatif strese bağlı olarak peroksidaz, süperoksit dismutaz, katalaz 

vb. enzimlerin aktivitelerinde artma da görülebilmektedir. Doğanlar vd. (2012), 

manganez ve nikel uyguladıkları Lemna gibba’da uygulamadan 24 saat sonra 

peroksidaz aktivitesinde artış saptamıştır.  
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Çizelge 4.5  Farklı konsantrasyonlarda ve zamanlarda ZnSO4 uygulamalarının 

Capsicum annuum L. hücrelerinde toplam protein ve fenolik bileşik miktarı üzerine 

etkileri (n=3) 

Zaman  

(saat) 
Uygulama Dozu Toplam Protein  

(mg/mL) 

Toplam Fenolik 

Madde (µg 

GAE/mL) 

24 

Kontrol 0,0882 ± 0,0021 2,792 ± 0,0021 

0.1 M ZnSO4 0,0910 ± 0,0114 3,049 ± 0,0020* 

0.2 M ZnSO4 0,0944 ± 0,0161 2,490 ± 0,0015* 

0.4 M ZnSO4 0,1027 ± 0,0036 2,030 ± 0,0016* 

48 

Kontrol 0,0628 ± 0,0012 2,719 ± 0,0020 

0.1 M ZnSO4 0,0655 ± 0,0124 3,807 ± 0,0020* 

0.2 M ZnSO4 0,0862 ± 0,0144 2,792 ± 0,0015 

0.4 M ZnSO4 0,1212 ± 0,0206* 2,538 ± 0,0008 

72 

Kontrol 0,0820 ± 0,0020 2,297 ± 0,0020 

0.1 M ZnSO4 0,0923 ± 0,0165 4,061 ± 0,0025* 

0.2 M ZnSO4 0,1343 ± 0,0167* 3,554 ± 0,0020* 

0.4 M ZnSO4 0,1872 ± 0,0042* 3,231 ± 0,2925* 

* kontrol grubuna göre önemlilik derecesinde farklılığı (p<0.05) göstermektedir (Tukey test) 
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Şekil 4.7. Farklı konsantrasyonlarda ZnSO4 uygulamalarının farklı zamanlarda 

Capsicum annuum L. bitkisi toplam protein miktarı üzerine etkisi 

a: Kontrol    b:0.1 M ZnSO4     c: 0.2 M ZnSO4    d:0.4 M ZnSO4 

 

ZnSO4 uygulamalarının toplam protein miktarı üzerine etkileri araştırıldığında tüm 

uygulama zamanlarında konsantrasyon artışına paralel olarak artış saptanmıştır. 0.2 M 

ZnSO4 72 saat (%63.78) ve 0.4 M ZnSO4 48saat (%92.99)  ve 72 saat (%128.29) 

uygulamalarındaki artışlar önemlilik derecesindedir. 

 

Arpa’da köklendirme ortamına konulan çinko’nun konsantrasyon artışına bağlı olarak 

apoplastik protein miktarında üç katlık yükselmeye neden olduğu bilinmektedir (Brune 

vd., 1994). Maydonoz bitkisine kadmiyum uygulanan bir başka çalışmada ise toplam 

protein ve fenolik madde miktarının arttığı belirlenmiştir (Ulusu, 2007). 
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Şekil 4.8 Farklı konsantrasyonlarda ZnSO4 uygulamalarının farklı zamanlarda 

Capsicum annuum L. bitkisi toplam fenolik madde miktarı üzerine etkisi 

a: Kontrol    b:0.1 M ZnSO4     c: 0.2 M ZnSO4    d:0.4 M ZnSO4 

 

Toplam fenolik madde miktarı 24 saat uygulamasında 0.1 M ZnSO4, 48 saat 

uygulamasında 0.1 M ZnSO4 ve 0.2 M ZnSO4 ve 72 saat uygulamasında her üç ZnSO4 

konsantrasyonunda kontrole göre artış göstermiştir.  Çalışmamıza benzer şekilde 

fasulye bitkisinde kadmiyum Mithöfer vd., (2006), ve biber bitkisinde bakır sülfat  Islek 

ve Turkyilmaz (2015), uygulamaları sonucunda da fenolik madde miktarının kontrol 

grubuna göre artış gösterdiği, artışın uzun süreli ve yüksek konsantrasyonlu 

uygulamalarda daha fazla olduğu bilinmektedir. 
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Çizelge 4.6  Farklı konsantrasyonlarda ve zamanlarda ZnSO4 uygulamalarının 

Capsicum annuum L. hücrelerinde SOD ve POX enzim aktiviteleri üzerine etkileri(n=3) 

Zaman  

(saat) 
Uygulama Dozu 

SOD 

(Enzim ünite/g t.a.) 

POX 

(Enzim ünite/g t.a.) 

24 

Kontrol 899,2067 ± 15,3296 7,5226 ± 0,2605 

0.1 M ZnSO4 714,6006 ± 19,1907* 5,6758 ± 0,3343* 

0.2 M ZnSO4 697,2761 ± 75,9916* 5,5822 ± 0,3036* 

0.4 M ZnSO4 678,8555 ± 27,3144* 5,3351 ± 0,5049* 

48 

Kontrol 1240,634 ± 21,1126 2,7071 ± 0,0997 

0.1 M ZnSO4 1127,434 ± 37,3248* 2,5427 ± 0,3758 

0.2 M ZnSO4 825,3224 ± 45,5492* 2,0272 ± 0,1713 

0.4 M ZnSO4 562,5701 ± 8,4462* 1,0726 ± 0,1668* 

72 

Kontrol 862,6863 ± 33,9328 5,7035 ± 0,1494 

0.1 M ZnSO4 760,9666 ± 3,8891* 7,5297 ± 0,6337* 

0.2 M ZnSO4 505,5698 ± 31,7273* 3,5428 ± 0,4000* 

0.4 M ZnSO4 357,2877 ± 14,5746* 2,3329 ± 0,3964* 

* kontrol grubuna göre önemlilik derecesinde farklılığı (p<0.05) göstermektedir (Tukey test) 
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Şekil 4.9 Farklı konsantrasyonlarda ZnSO4 uygulamalarının farklı zamanlarda 

Capsicum annuum L. bitkisi SOD enzim aktivitesi üzerine etkisi 

a: Kontrol    b:0.1 M ZnSO4     c: 0.2 M ZnSO4    d:0.4 M ZnSO4 

 

Çinko sülfat uygulamalarında süperoksit dismutaz enzim aktivitesi tüm zamanlarda 

konsantrasyon artışına paralel olarak önemlilik derecesinde (p<0.05) azalmıştır. En 

fazla azalma %54.66 ile 0.4 M ZnSO4 48 saat uygulamasında saptanmıştır. 

 

Sonuçlarımızla uyumlu şekilde, Triticum aestivum cv. Alpu ile yapılan bir çalışmada 

farklı konsantrasyonlarda (100, 200 ve 300 μM) uygulanan ağır metaller (kadmiyum 

kurşun ve kadmiyum + kurşun) süperoksit dismutaz ve katalaz enzim aktivitesinde 

azalmalara neden olmuştur (Ak ve Yücel, 2011). Ayçiçeği bitkisine demir ve kadmiyum 

ağır metallerinin uygulanması sonucu da SOD, CAT ve POX enzim aktivitelerinde 

azalmalar meydana gelmiştir (Gallego vd., 1996).  
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Şekil 4.10 Farklı konsantrasyonlarda ZnSO4 uygulamalarının farklı zamanlarda 

Capsicum annuum L. bitkisi POX enzim aktivitesi üzerine etkisi 

a: Kontrol    b:0.1 M ZnSO4     c: 0.2 M ZnSO4    d:0.4 M ZnSO4 

 

Peroksidaz aktivitesinde 0.4 M ZnSO4 72 saat uygulaması dışındaki tüm çinko sülfat 

uygulama zaman ve konsantrasyonlarında kontrol grubuna göre azalmalar meydana 

gelmiştir. 24 ve 72 saat uygulamalarının tüm konsantrasyonlarındaki azalmalar 

önemlilik derecesindeyken, 48 saat uygulamasındaki azalmalardan yalnız 0.4 M ZnSO4 

uygulamasındaki önemlilik derecesindedir (p<0.05).  

 

 Düzcan ve Arabacı. (2010), nane bitkisinde çeşitli ağır metallerin peroksidaz enzim 

aktivitesi üzerindeki etkilerine bakmış ve 1-10 mM konsantrasyonlarda enzim 

aktivitelerinde azalmalar tespit etmiştir. Yine Nepovim vd. (2004), da turpta ağır metal 

uygulamalarında peroksidaz aktivitelerinde azalma belirlemişlerdir. 
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BÖLÜM V 

SONUÇ 

 

Çinko, bitki metabolizması için çok gerekli bir elementtir. İçinde yer aldığı enzimlere 

bakarak, karbonhidrat, protein, fosfat ve RNA oluşumunda görev aldığı söylenebilir. 

Elisitör olarak çinko uyguladığımız gruplarda konsantrasyon artışına paralel şeklide 

protein miktarının arttığı, stres koşullarında artan süperoksit dismutaz ve peroksidaz 

enzim miktarlarının azaldığı görülmüştür. Gümüş ise kirletici sınıfından bir metaldir. 

Biber bitkisi üzerindeki etkisini incelediğimizde protein ve fenolik madde miktarını 

azalttığı ve özellikle yüksek konsantrasyonlarda ilk 24 saatlik süre içerisinde 

antioksidan enzim aktivitelerini artırdığı tespit edilmiştir. 

 

Bu sonuçlar bu bileşiklerin, bitki hücresi kültür ortamında uyarıcı ve üretimi arttırıcı 

moleküller olarak kullanılabileceklerini göstermektedir. Ancak bu uygulamaların 

endüstriyel amaçlı kullanımına geçilmeden önce elde edilen çeşitli bileşiklerin 

etkilerinin önceden yapılacak çalışmalarla belirlenmesi gerekmektedir. 

 

Uygulanan yöntemlerin ekonomik olduğunun söylenebilmesi için, daha önce geleneksel 

yöntemlerle elde edilen sonuçlardan çok daha verimli sonuçlar alınması gerekmektedir. 

Özellikle bitkilerden elde edilen bileşiklerin geleneksel yöntemlerle üretilmesi daha 

ucuza mal olmakta ancak yine de bu yöntemlerle tam optimizasyon sağlandığında bile 

elde edilen ürün genellikle çok düşük olmamakla birlikte yetersiz kalmaktadır. Bu 

nedenlerden dolayı hücre kültürü teknolojisinde günlük verimi arttırmaya yönelik yeni 

sistemler geliştirilmesine ihtiyaç duyulmaktadır. Bunun da anlamı, yüksek miktarda 

ürün veren hücrelerin elde edilmesi ve bu hücrelerden devamlı ürün alınmasını 

sağlayacak sistemlerin oluşturulması gerektiğidir. Bugünün şartları altında oldukça az 

bitkisel ikincil metabolit bileşik kültür teknolojisi yöntemleri ile ekonomik olarak elde 

edilebilmektedir. 
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Sonuç olarak, hücrelerin bulundukları ortamın kimyasal içeriğinin değiştirilmesi ve 

hücrelerin kültür ortamına dışarıdan ağır metaller gibi uyarıcıların ilave edilmesi bitki 

hücrelerinin ikincil metabolit bileşikleri sentezlemelerini düzenleyen metabolik 

olayların anlaşılmasını kolaylaştırabilecek olanaklar sağlamaktadır. Kullanılabilecek bu 

teknikler sundukları avantajlar sayesinde, bitki hücrelerinin ikincil metabolit 

bileşiklerinin endüstriyel üretimlerine de önemli katkılar sağlayabilirler.  
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