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KARABIBER (Fructus Piperis nigri) ORNEKLERINDE PIPERIN
MIKTAR! TAYINI

DETERMINATION OF PIPERINE IN BLACK PEPPER
(Fructus Piperis nigri) SAMPLES

Gulden Zehra OMURTAG* - Buket ALPERTUNGA* — Omer ERSQOY*

SUMMARY

Piperine was determined in black pepper powder and dry berry samples using a
spectrophotometrical method. Analyses were carried out on the samples provided from markets, street
bazaars and spice-scllers and on the samples from the known origin of Brazil, Vietmam and Sarawak.
Piperine contents in black pepper powder and dry berry samples were found as 2.86-9.05 %, 4.53-9.06 % ,
respectively
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OZET

Bu ¢ahigmada toz ve tane karabiber dmeklerinde piperin miktar: spektrofotometrik bir vontem
kullamlarak tayin edilmigtir. Market, semt pazarian ve baharatgilardan saglanan kaynag: belli olmayan
ormekler ve Brezilya. Vietnam ve Sarawak kaynakli Orneklerde analiz vapmustir. Piperin miktarimin toz
karabiber ¢rneklerinde % 2.86-9.05, tane karabiber 6rneklerinde % 4.53-9.06 arasinda oldugu saptanmugtir.

Anahtar kelimeler: Piperin, karabiber, spektrofotometre
GIRIS

Piper nigrum L. (Piperaceae) bitkisinin kurutulmus meyvalari olan
karabiber (F. Piperis nigri) tane veya toz edilmis olarak besinlerin hazirlanmasinda
ve besinlerle birlikte yaygin olarak kullanilan bir baharattir. Karabiberin
yiyeceklere lezzet veren bir madde olmasinin yaminda bir koruyucu, bir ilag, bir
insektisit olarak ve ayrica parfiimeride kullanildigi bildirilmistir (1, 2). Taze olarak
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toplanmis yesil biber taneleri giineste kurutulduktan sonra karabiber olmakta ve
meyvalar kurutulup siyah kismi olusturan dis kabuklardan ayrildigi zaman
beyazbiber (F. Piperis albi) diye adlandiriimaktadir (3, 4).

Karabiberde safrol ve tanen gibi bilinen karsinojen maddelerin
bulunmasinin  yamisira  metilendioksibenzen  kismi  igeren piperin, kavisin,
piperettin, miristisin gibi alkaloidlerle birlikte d- limonen, linaloo! ve fellandren
gibi terpenoidler ve diger maddelerin varligi karsinojenite stiphesini arttirmistir (1,
5, 6). Concon ve ark. farelerde 3 ay deriye karabiberin alkol ekstresini uygulamus,
17 ay sonra farelerin tiimiinde timdr gézlemislerdir. Timdr olusumu baslica
akciger olmak Uzere karacifer, pankreas gibi uygulama yeri disinda organlarda
saptanmigtir, Cahsmada karabiberin endojen karsinojenik maddeler igerdigi
bildirilmis ve karabiberden elde edilen bir fraksiyonun Salmonelia typhimurium TA
100°de mikrozomal aktivasyona gerek duyulmaksizin mutajenik  etkisinin
saptanmasi da bu bulgulari kuvvetlendirmistir (1). Ogiitiilmiis karabiberin besleme
ve enjeksiyon  yoluyla kurbagalara (Bufo regularis) verilmesiyle yapilan bir
calismada, test hayvanlarinda karacigerde primer timor olusumu, buna bagh
olarak diger organlarda metastaz olusumu, ileum ve midede sekonder timorler
olusturdugu bilditiimistir (6). Bir arastirmada 6giitiilmits karabiber ekstrakt:
besleme ve deriye uygulama suretiyle farelere uvgulanmis, timor insidensinde artis
goriilmils (7) , diger bir calismada oral yolla 160 mg/kg dozda farelere verildiginde
timdre neden oldugu bildiriimistir (8).

Diinyada ve iilkemizde ¢ok savida insan tarafindan titketilen baharatlarin
baginda gelen kara ve beyaz biberlere keskin ve aromal lezzet veren bilesen
piperindir (9,10). Piperin ilk kez Oersted tarafindan 1820 de izole edilmis ve
vapisi daha sonra I-piperoilpiperidin’in trans-trans izomeri olarak teshis edifmistir.
Pelletier 18217 de piperinin taninmasi ile ilgili galismalarn siirdiirmiis ve Bucheim
1876’da piperin’in cis-cis izomerini kavisin olarak isimlendirmistir (11).
Piperin’in yapist 1894%te Ladenburg ve Sholtz tarafindan total sentezi vapilarak
belirlenmis  (9) ve Kkarsinojen  bir  madde olan safrol  (4-aliil-1,2-
metilendioksibenzen) gibi metilendioksifenil (MDP) tirevi oldugu aciklanmistir
(10, 12, 13). Bu nedenle piperin tizerine ¢ok fazla dikkat ¢ekilmis, toksik vonleri
arastirilmagtir (1, 5-7, 10, 15, 16). Piperin ve diger biber alkaloidleri ile safroliin
kimyasal yapisi Sekil 1.7 de verilmistir (11, 14). Piperinin toksik dozlarinin
. sicanlar, fareler ve hamsterlerin cesitli organlarinda ciddi hemorajik nekroz ve
tdemle karakterize edilmis fonksivon bozukluklart ve solunum felel olusturdugu
(16), kiltdrii yapilmis embriyonik sigan bevni noronlarinda ise sitotoksik etkisi
oldugu gosterilmistir (17). Piperin, oral yolla verildiginde dil ve damagin ¢esitli
bolgelerinde duyarlihk olusturmus ve bu nedenle oral kimyasal iritan olarak kabul
edilmistir (18).

Piperinin, farmakolojik dozlarda tavsanlarda ve siganlarda sirasiyla
antipiretik  ve antienflamatuvar aktiviteye sahipken. farelerde MSS Gzerine
depresan etkiye (10, 19) ve analjezik aktiviteye sahip oldugu (10). ayrica karaciger
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Sekil 1.: Biber alkaloidleri ve safroliin kimyasal yapilari.

rejenerasyonunu  stimiile ettigi  (20) ve silimarine kiyasla daha ditsiik
hepatoprotektif etki gosterdigi bildirilmektedir (19). Karabiber ekstrakti ve
piperinin insanlarda gastrik sekresyonlari ve salivasyonu stimiile ettigi (21) ve
antifertilite etkisinin oldugu (22), biyokimyasal olarak ise; piperinin oksidatif
fosforilasyonu ve kalsiyum transportunu inhibe ettigi (10), izole sigan karaciger
mitokondrisinde ATPaz aktivitesini stimiile ettigi bildirilmistir (23). Son yillarda
piperinin giiglii bir ilag metabolizmas: inhibitérii oldugu (19, 24), ksenobiyotik
metabolize eden enzimlerle etkilesmek suretiyle ilaglarin biyoyararlifigini arttirdi§s
agiklanmistir (25). Ayrica piperinin Aspergillus parasiticus’un {iremesini ve
aflatoksin olusturmasint inhibe ettigi (26), siganlarda beyinde serotonin sentezini
stimiile ettigi rapor edilmektedir (27). Piperinin benzo {(a)-piren tarafindan
olusturulan sitotoksisiteyi ve DNA hasarini geligtirdigi (28), siganlarda beslemeyle
yapilmis olan bir ¢alismada aril hidroksilasyonda artisa, N-demetilaz aktivitesinde
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Sekil 2. : Siganlardaki piperinin biyotransformasyonu.

ve sitokrom bs'te azalmaya neden oldugu gosterilmistir (22) . Piperinin, benzo {a)-
piren ve 7-etoksikumarinin sigan pulmoner sitokrom P-450 tarafindan katalize
edilen oksidasyonu {izerine in vitro ve in vivo etkisi incelenmis, her iki durumda da
monooksijenazlari inhibe edici etkisi anlagtimistir (29).

Siganlara piperinin oral uygulanmasindan sonra biyotransformasyonu
incelenmis ve idrarda 4 tip metabolit bulunmustur. Bu metabolitier, glukuronik asit
ve siilfat konjiigatlan (21, 30) seklinde atilmaktadir (Sekil 2.). Piperinin fareler,
sicanlar ve hamsterlerde yapilmis akut ve subakut toksisite testlerinde; erkek
farelerde i.p. LDsg 43.0 mg/kg, disi farelerde i.p. LDsp 60.0 mg/kg, siitten kesitmis
erkek farelerde i.p. LDsg 132.0 mg/kg, ergin disi siganlarda i.p. LDsg 33.5 mg'kg,
ergin disi siganlarda i.g. LDsg 514.0 mg/kg seklinde verifmistir.  Deney
hayvanlarinin gogu akut toksisite testlerinde 3-17 dak. iginde solunum feici sonucy;
subakut toksisite testlerinde ise uygulamadan 1-3 giin sonra élmislerdir (16).

, Kara ve beyazbiberlerde bulunan baglica alkaloid olan piperinin miktar
degisiklik gostermektedir (3, 11, 14, 15, 31-34). Bu calismada, karsinojen bir

madde olan safrolle (10, 12, 13) vapisal benzerlik tagiyan piperinin, tilkemizde
titketilen kara ve beyaz biberlerdeki miktart arastindmistir.

DENEYSEL BOLUM

Materyal

Karabiber ve beyazbiber ornekleri toz veya tane halinde marketler, semt
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pazarlari ve baharatgilardan temin edildi’. Tane halindeki karabiber elektrikli
degirmende kayipsiz olarak ogitiildi.

Piperin Sigma firmasmin, kromotropik asit ve kullamlan diger kimyasal
maddeler Merck firmasinin tiriintidiir. Kromotropik asid ilik suda ¢oziildi ve %020
lik ¢ozeltisi giinliik olarak hazirlandu.

Standart piperin ¢ozeltisi: 28 mg/100 ml etilalkolde ¢o6ziildil ve kahverengi
sisede 151ktan uzakta saklanan ¢ozelti 1 ay sire ile kullanildi. Standart ¢ozeltiden
0.1 ml, 0.2 m}, 0.2 ml, 0.4 ml ve 0.5 ml ile asagidaki yonteme gore galisilarak
reaksiyonun lineer yiridugi goriildii (y= 0.7376x + 0.0025, r=0.9999).

Yontem

Kara ve beyazbiberlerde piperin tayini, ASTA (American Spice Trade
Association)’ nin nerdigi spektrofotometrik yontem kullanttarak yapild: (35). 250
mi’lik balonjojede 0.5 g dgiitiilmils 6rnek iizerine 100 ml etanol ilave edildi ve 15
dak.’da bir karistirilarak su banyosunda 3 saat kaynatildi. Sogutuldu ve etanolle
tamamlandt.

Ekstraktin 10 ml'si cift katli siizgeg kagidindan siizildd. Iki adet 25
ml’lik cam kapakli balonjojeye 1’er ml filtrat ilavesinden sonra birisine
kromotropik asit gozeltisinden 0.5 ml ilave edildi (Cy), digerine kromotropik asit
ilave edilmedi (C» ). Kons. H;SOs ‘in piperin disindaki biber igerikleri (nisasta,
sekerler, proteinler ve pentozanlar v.b.) ile girisim olusturmasi nedeniyle (33)
C’nin hazirlanmasina gerek duyuldu. Ugiineii bir 25 ml’lik balonjojeye 1 ml etil
alkol ve 0.5 ml kromotropik asit belirteci ilave edildi (=Bos deneme 1).
Balonjojelerin hepsine 10 ml kons. H.SO4 ilave edilerek iyice karigtirildi. 30 dak.
kaynar su banyosunda tutuldu, oda 1sisina getirildi daha sonra kons. H>SO ile 25
m!’ye tamamland:.

Bos deneme 1’e karg: C,’in, bos deneme 2 (kons. H;SOq )'e karsi Co'nin
580 nm’de absorbans: dlgiildii (A ve Aq).

Piperin konsantrasyonunun hesaplanmasi igin Formiil 1. kullanildi.

A- Ay
% Piperin = 9.64

Ornek agirligi(g) (Formiil 1.)

* Calismamizda kullanilan 6zellikle kaynagt belli riinlerin temin edilmesindeki yardimiar igin Misir
Cargisi Ucuzcular Baharat Yénetim Kurulu Bagkan: Sayn Ecz.Dilaver Kadioglu'na tegekkir ederiz.
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Herbir 6rnek ile 2 paralel ¢alisma yapildi. 9.64 sabitesi 1pmol piperinin
kromotropik asitle olusturdugu kompleksin 25 ml kons. siilfiirik asitteki
¢Ozeltisinin verdigi 0.740 absorbansin (=B) Formiil 2.°ye verlestirilmesinden elde
edildi (laboratuvarlar arasinda degisiklikler olabilir).

mol.ag.x 10" x seyreltme faktorii x 100
Sabite =

B (Formiil 2.)

SONUGLAR VE TARTISMA

Calismamizda, degisik kaynaklardan toz veya tane halinde temin edilen
23 karabiber ve 4 beyazbiber dmeginde saptanan piperin miktarlari Tablo 1.’de
sunulmaktadir.

Marketler, semt pazarlar: ve baharatgilardan temin edilen toz karabiber
orneklerinin ortalama % piperin miktarlar: birbirleriyle kargilastirildiginda sadece
baharatgilarla semt pazarlarindan temin edilen karabiber o6mekleri arasinda
istatistiksel anlamli bir farkhilik saptanmugtir (= 3.051>2.447; =0.05, 6).

Beyazbiber Orneklerinde beklenildigi gibi piperin miktar: karabiber

drneklerine gire daha yiiksek (ort.%8.44) bulunmustur,

Kara ve beyaz biberlerde piperin tayini igin yapilan arastirmalarda
Kjeldaht (9, 11), kolorimetrik (7, 11, 33, 34, 36), spektrofotometrik (9, 11, 14, 32,
35, 36), ince tabaka kromatografisi (ITK) (31, 37) ve gaz kromatografisi (GK)
(31), yiiksek basingl: likid kromatografi (YBSK) (11, 13, 14, 31, 32) yéntemleri ile
biyolojik dokularda ise ITK ve UV-absorbsiyon densitometri (39) yontemleri
uygulanmigtir. Calismamizda kara ve beyazbiberlerde piperin tayini igin ASTA nin
onerdigi spektrofotometrik yontem kullanilmigtir. Bu yontemin, sonuglar: yeterli
derecede duyarli olarak vermesinin yanisira uygulanabilirliginin kolay olmas:
tercih nedeni olmustur.

Likid kromatografi kullanilarak yapilmis olan bir galismada, Sarawak’ta
yetismis karabiber érneginde piperin miktari %65.00, Brezilya'da vetismis 6rnekte
%3.30, Malabar kaynakh ornekte %3.83 olarak verilmistir (14). Kara ve
beyazbiberlerde yapilmis bir baska calismada piperin miksarlari %1.36-5.49
arasinda degismektedir (3). Calismamizda piperin miktarlari Sarawak Orneginde
%4.60, Brezilya drneginde %4.53 ve Vietnam grneginde de %5.25 olarak
bulunmustur,
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Tabloe 1. : Cesitli kaynaklardan saglanan kara ve beyazbiber
srneklerinde saptanan piperin miktarian

Toz Karabiber % Piperin Tane Karabiber % Piperin

Market {markali) 532 Semt pazar: {markasiz) 7.84

7.00 Baharatgi (markasiz) 7.30

2.86 9.06

8.10 6.10

5.82 5.55

6.88 Sarawak 4.60

6.45 Brezilya 4.53

Semt pazan (markasiz) 741 Vietmam 5.25
5.75

Tane beyazbiber 8.61

344 semt pazari (markasiz)
6.41 Tane beyazbiber 7.90
baharaigi (markasiz)

Baharatg1 (markasiz) 7.5 8.40
8.24
9.05
7.15
Toz beyazhiber 8.83

baharatei (markasiz)

Bu caligmada, karsinojen etkisi siipheli olan karabiberin insan
beslenmesinde yer alan énemli bir baharat olmasindan dolayr piperin miktarlar
incelenmis, analizi yapilan 27 drnekteki en yitksek piperin miktar1 %9.06 olarak
baharatgidan alinan markasiz karabiber (tane) srneginde , en diigiik piperin miktari
ise %2 .86 olarak marketten alinan markali karabiber (toz) érneginde saptanmistir.
Piyasadan temin edilen karabiber &rneklerinin birgogunun mengei belli olmayip
biyitk ihtimalle degisik trinlerin harman edilmesiyle elde edilmektedir. Elde
ettigimiz mengei belli iiriinlerde ise daha disik miktariarda piperin bulundugu
gorillmustir.  Ginlikk karabiber tiiketimimiz, genel olarak yiiksek degildir.
Amerika’da ortalama giinlitk kisi basina 280 mg karabiber alindi@1 hesaplanmistir
(1), bu da piperin igerigi hesabiyla giinlik 20 mg’1 agmayan piperine esdegerdir.
Karabiber gesitli arastirmalarin 1siginda igerdigi degisik kimyasal bilesikler ve
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etkileri dolayisiyle siiphe geken bir baharat olmakla birlikte titketildigi miktarin
diigiikliigii nedeniyle "genel olarak emniyetli kabul edilen maddeler” arasma
girmektedir (1). Ancak karabiber gesitli iilkelerde halk arasinda daha yiiksek
miktarda kullanilabilmektedir. Tayland’da 7.5 g karabiber meyvasinin ilag olarak
kullamldig: bildirilmistir (16). Bu dozda giinde birkag kez kullanildiginda toksik
konsantrasyonlara ulagilmasi miimkiin gériilmektedir. Bu bakimdan karabiberin
icerdigi piperin ve diger kimyasal maddelerin karsinojenik potansiyelinin
arastiriimasi, bu maddelerle ortaya g¢ikabilecek karsinojenite riskinin 6nlenmesi
bakimindan uygun olacaktir.
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