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OZET: Tiirkiye’de 6zellikle Karadeniz bolgesinde yetisen Corylus avellana L. (C. avellana L.) tiirii findiktan yilda
10,000 tondan daha fazla findik yapragi ve 300 bin tondan fazla da yesil kabuk artig1 agiga ¢ikmaktadir. Bu nedenle
bu calismamizda findik yesil yaprak ve kabugunun biyolojik aktivitelerini belirlemek istedik. Bu ¢aligmada, findik
yesil kabugu ve yapragi metanol ile oda sicakliginda uygun optimizasyon kosullarinda 72 saat muamele edilerek
ektraktlar1 elde edilmistir. Elde edilen ekstraklardan antibakteriyal aktivite testleri 8 farkli standart bakteri susu
kullanilarak agar kuyu difiizyon yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Ekstraklarda antiradikalik aktivite tayini i¢in
DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) yontemi kullanilmigtir. Bu ¢alismada ekstraklarin H,O, ve UV-C’ye maruz
birakilarak olugan DNA hasar1 iizerine etkileri pBR322 plazmid DNA kullanilarak arastirilmistir. Caligmanin
sonucunda findik yesil yaprak ve kabuklarimin antiradikalik aktivite gosterdikleri tespit edilmis olup ayrica bu
ekstraklarin bircok bakteriye karsi antibakteriyel ozellik gosterdikleri de bulunmustur. Findigin yesil kabuk
ekstaksiyonunun DNA iizerine UV-C ve H20O; ‘in etkilerine kars1 koruyucu potansiyeli oldugu fakat yesil yapragin
DNA koruyucu etki gostermedigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler : Corylus avellana L., DPPH, ekstrakt.

Biological Activity Analysis of Hazelnut (Corylus avellana L.) Green Shell and Leaf Extracts

ABSTRACT: Corylus avellana L., a nut cultivar indigenous to Black Sea region of Turkey, is able to relese more
than 10.000 tons of nut leaf and 300.000 tons of green nut Shell annually. Objective of this study was to determine
biologic activities of nut leaf and green Shell. In this study, to attain their extracts, green nut shell and nut leaf were
treated with methanol in room temperature for 72 hours. Antibacterial activity of extracted substances were analyzed
via eight different bacterial strains according to agar well diffusion method. The DPPH (1,1-diphenyl-2-
pikrilhydrazyl) method was used for determining the antiradical activity. In this study, the DNA productive activity
of extracts were determined by the DNA of the pBR322 plasmid at the end of exposing them to H.O, and UV-C. As
a result of the study, it was determined that hazelnut green leaf and shell showed antiradical activity and
antibacterial activities to lots of bacteria. Hazelnut green shell demonstrated a protective potential on DNA against
to UV-C and H,0, but this activity was not the case for hazelnut green leaf.

Key words: Corylus avellana, DPPH, extract.

GIiRIS

Bitkiler insan sagligin1 ve yasam kalitesini artirmak
amaci ile yillardir kullanilmaktadir (Singh ve ark.,
2009). Tirkiye sahip oldugu bitki cesitliligi acisindan
diinyanin en zengin {ilkelerinden biri konumundadir. Bu
bitki gesitliliginin yetismesi i¢in lilkemiz, gerekli iklim
kosullar1 ve uygun topraklara sahiptir. Bundan dolay:
iilkemizde yaklasik 174 familyaya ait 1251 cins ve
12000°den fazla tiir ve alt tiirler genis bir bitki Ortiisii
dagilimi gostermektedir (Erik ve ark.,, 2004). Bu
bitkilerden yaklagik 500 tir kadarmin tibbi olarak
kullanilabilme 6zelligi mevcuttur. Bunlarin iginden
yaklagik 200 bitkinin gerek tibbi gerekse de aromatik
olarak ihrac1 yapilabilmektedir (Kendir ve ark., 2010).
Gliniimiizde bilimsel c¢alismalar artik bitkilerin tedavi
edici Ozelligi ve yararlanilabilirligini arastirmaya
yonelmektedir. Bu nedenle bitkiler {izerine yapilan
caligmalar say1 olarak artmaktadir. Findik kabuklarinda
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bulunan ve antikanser ilaglar1 olarak kullanilan taksan
smift bilesenlerin varligit ve eldesi yapilan g¢esitli
bilimsel caligmalarla tespit edilmistir (Holton, 1994;
Nicolaou, 1994). Kemoterapi ilaglarinin etken maddesi
olarak kullanilan taksanlarin findik kabuklarin da
bulunmasi bu atiklart kiymetli hale getirmistir. Bu
kabuklarmn, tiilkemizde her yil milyonlarca ton atik
olarak agiga c¢ikmasindan dolayr bilimsel ¢aligmalarla
degerlendirilmeye alinmasi son derece 6dnemlidir. Canli
sistemlerde katabolizma esnasinda tiiketilen oksijen
etkinligi yiiksek cesitli radikallere doniisebilir. Reaktif
oksijen tiirleri olarak bilinen bu molekiillerin en 6nemli
hedefi karsinojenez prosesinde DNA iizerinedir. Geri
doniigiimsiiz DNA hasar1 karsinojeneze, yaslanmaya ve
diger dejeneratif hastaliklara yol agabilir (Bowerman,
2005). Yine organizma bu olusan serbest radikallerin
etkinsizlestirilmesinde gérev alan enzimatik ve non-
enzimatik antioksidan savunma sistemlerine sahiptir.
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antioksadanlar mevcuttur. (Larson, 1988).

Diet faktorleri ve dogal antioksidanlar ozellikle
bitkiler reaktif oksijen tiirlerinin miktarin1 azaltarak
DNA hasarin1 engelleyebilir ve dolayisi ile kanser
riskini azaltabilir (Khanand, 2005; Ke, 2010). Bitkiler
yasamlar1 boyu ¢esitli zararli maddelere maruz kalirlar.
Hayatta kalma siirelerinde fotosentez  yaparken
irettikleri gesitli sekonder metabolitleri sayesinde
kendilerini korurlar. (Taiz, 2008). Bu metabolitlerin
antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi
hastaliklardan ~ sorumlu c¢esitli  patojenlere  karsi
etkinliginin bilinmesi a¢isindan énemlidir.

Bitkinin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesinde
serbest radikal- antioksidan 6zelligi, antimikrobiyal
etkisi ve DNA koruyucu aktivitelerine bakilmasi
gerekmektedir.

Bu calismada findigin yesil kisimlarmin (findik
zuluflarinin) metil alkol kullanilarak elde edilen
ckstraklarinda antiradikalik aktivite, antibakteriyel
aktivite ve DNA koruyucu aktivitesi gibi parametreler
degerlendirildi. Bu analizler neticesinde findigin yesil
kisimlar1 biyolojik aktivite tayini yoniinden detayli bir
sekilde incelendi.

MATERYAL ve METOT

Bitki Ornekleri

Corylus avellana L. tipi findigin yesil kabuk ve
yaprak oOrnekleri Tirkiye’nin Diizce ili Konuralp
bolgesinden toplanmigtir. Numuneler golgede kurutuldu
ve akabinde degirmende 6giitiilerek 80 mesh boyutuna
indirildi.

Ekstraktlarin Hazirlanisi

Findigin zuluflarinin metil alkol kullanilarak en
uygun optimizasyon kosullarinda ekstraklar: elde edildi.
Yaklagik olarak 100,000 gr findik artig1 150 ml metanol
karistirllarak 72 saat karigtirildi. Oda sicakliginda ve
1siksiz ortamda gergeklestirilen karigtirma isleminden
sonra karisim siiziildi.

Siiziintii 35 °C’de rotary evaporatérde vakum altinda
buharlastirildi. Bu islem 20 kez tekrarlanarak derisim
zenginlestirme islemi gergeklestirildi. Elde edilen
zenginlestirilmis ekstrakt kendi ¢oziiciisiinde saklandi
ve deneylerde kullanildi. Numune hazirlama kosullari
ve ekstrakt konsantrasyonlar1 Cizelge 1°de gosterildigi
gibidir.

Calismada indikator bakteri olarak Bacillus subtilis
ATCC 6633, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Kilebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Proteus vulgaris ATCC
13315, Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Enterococcus faecalis ATCC 51299 ve Escheri chiacoli
ATCC 35218 kullamlmustir. Bakteriler Mueller Hinton
Agar (Merck) ve Mueller Hinton Broth (Merck)
besiyerleri kullanilarak 37 °C’de biiytitiilmiistiir.

Antibakteriyal Aktivitenin Belirlenmesi

Ekstraklarin antibakteriyal aktivite testleri agar kuyu
difizyon yontemi kullanilarak yapilmistir (Chung,
1990). indikatér bakteriler 37 °C’de Mueller Hinton

Broth besiyerinde 16-18 saat siiresince inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonucunda indikator
bakterilerin konsantrasyonu  ortalama 1x107—
1x108CFU/mL  (ODe25=0.08-0.1) olacak sekilde

ayarlanmig ve steril swab ile Mueller Hinton Agar
besiyerine yayillmistir. Ardindan agar {izerine 6 mm
capinda kuyular acilmis ve agilan kuyulara 100 pL
ekstraktan eklenmistir. Pozitif kontrol olarak amfisilin,
negatif kontrol olarak metanol kullanilmistir.

Petriler indikator bakterilerin gelisimi i¢in 37 °C’de
16-18 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu siirenin
sonunda, ekstraklar1 igeren kuyularin etrafinda olusan
inhibisyon zonlar1 incelenmistir.

Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Ekstraklarin antioksidan aktivitesi, DPPH serbest
radikali giderme aktivite tayini ile belirlenmistir. DPPH
Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini; 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) radikali kullanilarak Blois’in
metoduna gére calisgtlmistir (Blois, 1958) Farkli
konsantrasyonlar da hazirlanan ekstraktlardan (100-
1000 pg/mL) ve standart ¢ozeltilerden (50-1000 pg/mL)
1’er mL alinarak, 4 mL 0,1 mM DPPH c¢ozeltisi ilave
edilmistir. Vortekslendikten sonra oda kosullarinda
karanlikta 30 dakika bekletilmis ve 517 nm’de
absorbanslari okunmustur. Kontrol grubu olarak, 1 mL
etanol kullanilmigtir. Sonuglar % DPPH radikali
giderme aktivitesi ve ardindan ECsy degerinin
hesaplanmasi ile degerlendirilmistir.% DPPH radikali
giderme aktivitesi asagida verilen formiil ile hesaplandi.

% DPPH Radikali Giderme Aktivitesi = Kontroliin
Absorbansi - Ornek Absorbansi/ Kontrol Absorbansi x
100

Cizelge 1. Findigin yesil yaprak ve kabugunun farkli konsantrasyonlarda ki numune hazirlanma kosullari

Numuneler Cozici Oran Saat Konsantrasyonu (g/ml)
Yesil kabuk %100 MetOH 1:10 16 0,2790
Yesil yaprak %100 MetOH 1:15 8 0,3208
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Findigin  Yesil Kabugu Ve Yapragimin DNA
Koruyucu Aktivitesi

Ekstraklarin, DNA’yt UV ve oksidatif kaynakli
hasarlardan koruma etkinliklerinin tespiti i¢in pBR322
plazmid DNA’s1 (vivantis) kullanilmigtir. Plazmid
DNAs1, oziitlerin varliginda H,O, ve UV uygulanarak
hasara ugratilmistir. Russo ve ark (2000) tarafindan
belirlenen metod uyarinca %1,25’lik agaroz jel iizerinde
goriintilleme gergeklestirilmistir.

DNA koruyucu aktivite testi igin findigin yesil
kabugundan ve yesil yapragindan elde edilen iki ayri
numune ekstraksiyonundan % 0.1lik stok derisimi
hazirlamak i¢in 0.1 mg ekstraktan tartilmis ve iizerine
100 pl DMSO (dimetilsilfoksit, %10’luk)’da
¢Ozilmistiir.

Ekstraksiyonlarin, tamamen ¢6ziinmesi saglandiktan
sonra  %0.1’lik  finditk  kabugu  ekstraksiyon
soliisyonundan 1/5 oraninda seyreltile yapilmistir.
Bunun igin 10 pl ekstraksiyon numunesi iizerine 40
puldH>0 eklenmistir ve ¢alismada bu oran kullanilmigtir
(Tepe ve ark., 2011). Kontroller disinda tiiplere findik
zulufu ekstraklarindan 5.0ul konulmustur. Tiiplerin
icerisine 3.0pl pBR322 plazmid DNA’s1 (172 ng.ul) ve
1.0 pl % 30°luk H202 konulmustur. Isik kaynagi olarak
oda sicakliginda 302 nm dalga boyunda ve 8000 pW/cm
yogunlukta 1g1k tireten UV transliiminator (DNR-IS)
cihaz1 kullanilmigtir. 100 dakika 100 Voltluk % 1,25°lik
agaroz jel elektroforezi uygulamasindan sonra jel
dokiimantasyon sisteminde (DNR-IS,MiniBIS Pro)
gorintiilenerek fotograflari elde edilmistir. Bu test
sisteminde kontrol olarak, pBR322 plazmid DNA’s1
kullanilmustir.

Cizelge 2. Antibakteriyal aktivite sonuglari
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BULGULAR ve TARTISMA

Cizelge 2 ve Sekil 1 incelendiginde yesil kabuk
Oziitiiniin bir¢ok indikator bakteriye karsi antibakteriyal
aktivite gosterdigi gozlenmektedir. Dolayist ile findigik
zuluflarmin ~ genis  bir  antibakteriyel  aktivite
spektrumuna sahip oldugu soylenebilir. Yesil yapragin
ise sadece iki tiir bakteriye karg1 antibakteriyel aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Yaprak oOzitinin ise K.
pneumoniae ve S. Aaureus bakterilerine karsi oldukga
yiiksek antibakteriyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir
(Sekil 2 ve Cizelge 2). Diger bakterilere karsi herhangi
bir aktivitesi bulunmamaktadir. Spesifik aktivite
gostermesi agisindan da sonuglar oldukc¢a anlamlidir.
Ekstraklarin inhibisyon aktiviteleri pozitif kontrol
olarak kullanmlan amfisilin ile kiyaslandiginda,
antibiyotik ile kiyaslanabilecek derecede yiiksek
aktiviteye sahip olduklar1 gézlenmektedir.

Bununla birlikte, bu ¢alismanin sonucunda findigin
yesil kabugunun yesil yapragina nispeten daha fazla
antibakteriyel 6zellikte oldugu soylenebilir.

Cizelge 3 incelendiginde; DPPH serbest radikali
giderme aktivitesi yoniinden yesil kabuk ekstrelerinin
yiiksek konsantrasyonlarimin ancak diisiik standart
konsantrasyonlarina esdeger aktivite gosterebildigi
tespit edilmis ve bu nedenle antiradikal aktivite
acisindan bu ekstrakt zayif olarak kabul edilmistir.

Calisilan yesil kabuk ekstraktinin EC50 degeri (3,42
pugml?) askorbik asit standardiyla kiyaslandiginda
estraktin, askorbik asitin EC50 (18,23 ugml™?) degeri ile
uzak bir degerde oldugu ve zayif bir etkiye sahip oldugu
gozlendi.

Inhibisyonzonu (mm)

Indikator bakteriler Yesil kabuk ekstrakst1 | Yaprak ekstrakti Metanol Amfisilin
Enterococcus faecalis 21 - - 26
Klebsiella pneumoniae 26 33 - -

Escheri chiacoli - - - 15
Listeria monocytogenes 25 - - 27
Proteus vulgaris - - - 25
Staphylococcus epidermidis 25 - - *
Staphylococcus aureus 27 41 - 35
Bacillus subtilis 24 - - 31

Sekil 1. Yesil kabuk ekstrelerinin L. monocytogenes ve B. subtilis bakterilerine kars:1 antibakteriyal aktiviteleri
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Sekil 2. Yaprak ekstraklarinin K. pneum'oniae ve S. aureus bakterilerine karsi antibakteriyal

aktiviteleri

DPPH serbest radikali giderme aktivitesi yoniinden
yesil  kabuk  metanol  ekstraktinin  standartla
karsilastirilabilir basarili aktivite gosterdigi
goriilmektedir. Yesil yaprak ekstraktinin EC50 degeri
(52,52 pgml-1) askorbik asitin EC50 degeri (18,23
pgml-1) kiyaslandiginda yakin bir degerde oldugu
gozlenmistir (Cizelge 3).

Cizelge 3. DPPH testinde %50 inhibisyon saglayan

derisimler
Numuneler ECso (ug mlY)
Yesil kabuk 3,42
Yesil yaprak 52.52
Askorbik asit 18,23

Ekstraktin konsantrasyonunda ki artis ile birlikte %
inhibisyon oranlarinda gdzlenen artisin, standardin
serbest radikali giderme aktivitesine gore yakin degerler
gosterdigi tespit edilmis ve bu ekstrakt antiradikalik
olarak kuvvetli kabul edilmistir.

Findigin yaprak ve yesil kabugunun DNA koruyucu
aktivitesi incelenmesi sonucuna gore Sekil 3’de
gosterildigi gibi yesil kabuk (A2) DNA koruyucu
aktivite gosterirken findik yapragi numunesi (A1) DNA
koruyucu aktivite gdstermemistir.

Tiirkiye’nin gesitli bolgelerinde bol miktarda yetisen
findigin kabuklar1 her yil milyonlarca ton atik olarak
olusmaktadir. Findigin kabuklardan biyosentetik yolla
taksan bilesenleri elde edilmis olup tiiketimi sonucu
olusan yesil kabuklarinin biyoaktif bilesikleri ile ilgili
olarak herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamigtir
(Goodman, 2001).

Bu caligmada elde edilen biyoaktivite sonuglarina
gore findigin yesil kabugu genis bir bakteri grubuna
kars1 antibakteriyel ozellik gosterirken yesil yaprak
numunesi sadece iki tiir bakteriye karst bu o6zelligi
gostermigtir.  Bitkilerde bulunan ¢esitli  bilesikler
antioksidan ve antiradikalik aktiviteler gostermektedir.
Bu bilesenler oksidatif stresi diger ismi ile serbest
radikallerin olusumunu engeller ve bu sekilde de

kanserlerin olusum riskini azaltir. (Fukuda, 2003;

Seabra, 2006).

Sekil 3:

Findik yesil kabuk ve yapraginin
(findik zuluflari) DNA koruyucu aktivitesi

K1: Plazmit DNA (3 ul) + dH20 (6 pul)

K2: Plazmit DNA (3 ul) + dH20 (6 pl) + UV

Al: Plazmit DNA (3 pl) + Ekstrak (5 pl) + dH20 (6 pl) + UV
A2: Plazmit DNA (3 pl) + Ekstrak (5 pl) + dH20 (6 pl) + UV

Farkli caligmalar findik cekirdegi
ekstraksiyonlarinin antioksidan kapasitelerinin ¢ok iyi
seviyelerde oldugunu rapor etmislerdir (Alasalvar,
2003; Shahidi, 2007). Rauha ve ark. (2000)’nin
yaptiklart benzer bir ¢aligmada Tiirkiye’deki findik
cekirdeklerinde ve findigin yesil yaprak kisimlarinin
ekstraksiyonlarinda antiradikal aktivite ve antioksidan
kapasitelerinin oldugunu rapor etmislerdir.

Findik sert kabugunun oksidan durumlar ile ilgili
bir ¢alismaya rastlanmamustir. Bitkiler ayni zamanda
antimikrobiyal ajanlar olarak ta kullanilabilir. Dogal
antimikrobiyal bilesiklerin kullanimi1 gittikce
yaygimlasmakta olup gida endiistrisinde kimyasal
ajanlarin etkisini azaltmakta ve antibiyotiklere rezistansi
artirmak amaci ile kullanilabilmektedir (Sousa, 2006).

Portekiz’de yetigen Juglans regia L. Cinsi alt1 findik
numunesinin  biyoaktif ve kimyasal 0zelliklerini
aragtiran bir c¢alismada antioksidan kapasitesinin ve
antimikrobiyel aktivitesinin oldugu tespit edilmistir
(Pereira, 2008). Yine benzer bir ¢aligmada da Oliveira
ve ark. (2007) tarafindan findik yapraklarinda
antioksidan kapasite ve antimikrobiyal aktivite rapor
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edilmistir. Yapilan c¢alismalarda biyolojik aktivite
agisindan oksidan-antioksidan durumlari ile
antimikrobiyal oOzellikleri degerlendirilitken DNA

koruyucu aktivite ile ilgili calismalara rastlanmamustir.

Oksidatif stres ve Ulltraviyole 1sinlart  (UV)
maruziyeti deri hasarim1 induklemekte yaslanma
inflamasyon ve kanser gibi hastaliklari

tetikleyebilmektedir (Halliwell, 1994). Son zamanlarda
tizerinde durulan bir konu antioksidanlarin kullaniminin
UV nin indukledigi deri hasarlarini engelleyebildigi
yoniindedir. Antioksidanlarin bitki kdkenli olanlar1 veya
bitkilerdeki UV koruma mekanizmasini ve antioksidan
kapasiteyi belirlemek bu nedenle son derece dnemlidir.
DNA koruyucu aktivite agisindan degerlendirdigimizde
findigin yesil kabugunun DNA koruyucu aktiviteye
sahip oldugu yaprakta ise olmadig tespit edilmistir.

Ulkemizde her y1l milyonlarca ton atik olarak olusan
bu kabuklarin bilesiklerinin tanimlanmasi ve bu
bilesiklerin  farmakoloji de kullanmlabilmesi igin
¢alismada buldugumuz sonuglar bir 6n ¢alisma niteligi
tagimaktadir.
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