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Ozet

Serbest radikaller, oksidatif stres ve antioksidanlar giincel olan ve yaygin olarak tartisilan konulardir. Canli fizyolojisinde oksidatif stresin meydana
getirdigi hasar sebebiyle antioksidanlara olan ilgi olduk¢a artmistir. Antioksidanlarin veya tiiketilen besin maddelerinin ne derecede antioksidan
etkili oldugunu belirlemek ve karsilagtirmak icin ¢esitli tayin yontemleri mevcuttur. Bu ¢alismanin amaci, bazi sentetik antioksidanlarin antioksi-
dan aktivitelerini 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) antioksidan kapasite tayin yontemi ile belirlemek ve kargilagtirmaktir.

Bu amagla 0-400 pg/ml konsantrasyonlarda hazirlanan vitamin C, troloks, kuersetin, ellagik asit, kurkumin, vitamin E, resveratrol ve silimarinin
radikal stipiirme aktiviteleri DPPH kapasite tayin yontemi ile belirlendi. Antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarina kars1 hesaplanan DPPH
radikalini stiptirme aktivitelerinin % inhibisyon degerleri ile gizilen grafiklerden Etkin Konsantrasyon 50 (Efficient Concentration 50, EC50)
degerleri hesaplandi.

Calismada standart olarak kullanilan vitamin C ve troloksun EC50 degerleri sirasi ile 1,697 ug/ml ve 1,729 pg/ml olarak belirlendi. Standart ile
kargilastirildiginda en diisiik antioksidan siipiiriicii aktiviteye sahip olan antioksidanin silimarin (EC50=7,812 ug/ml) ve en yiiksek antioksidan
stiptiriicii aktiviteye sahip olan antioksidanin ise kuersetin (EC50=1,722 ug/ml) oldugu goriildii.

Elde edilen sonuglar 1s1ginda hayvan deneyi ¢aligmalarinda tercih edilen ve sik kullanilan sentetik antioksidanlarin se¢iminde antioksidan ka-
pasitelerinin de goz 6niinde bulundurulmas: ve arastirilmasi yapilan maddeye gore antioksidan kapasite tayin yontemlerinin segilmesi gerektigi
sonucuna varild.

Anahtar kelimeler: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), antioksidan aktivite, bazi sentetik antioksidanlar.

Investigation of Antioxidant Activity by 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
Radical Scavenging Capacity Method of Some Synthetic Antioxidant
Abstract
Nowadays free radicals, oxidative stress and antioxidants have become one of the widely discussed common topics. Due to damage caused by
oxidative stress in the live physiology, the interest in antioxidants has also increased considerably in recent years. There are several of methods of
identification to determine and compare the antioxidant effectiveness of antioxidants or consumed nutrients. The aim of this study is to identify
and compare the antioxidant activities of some synthetic antioxidants with the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) antioxidant capacity de-

termination method.
For this purpose, vitamin C, trolox, quercetin, ellagic acid, curcumin, vitamin E, resveratrol and silymarin were prepared at different concentra-
tions (0-400 pg/ml). Determination of radical scavenging activities used the DPPH capacity determination method.
Efficient Concentration 50 (EC50) values were calculated from the graphs plotted with % inhibition values of DPPH radical scavenging activities
against different concentrations of antioxidant.
In the study vitamin C and trolox EC50 values used as standard were determined 1.697 pug/ml and 1.729 pg/ml, respectively. When compared
to standards, the lowest antioxidant scavenging activity was found to be silymarin (EC50=7.812 pg/ml) and the highest antioxidant scavenging
activity was determined quercetin (EC50=1.722 pg/ml).
In the light of these results obtained, antioxidant capacities should be taken into consideration in the selection of commonly used synthetic an-
tioxidants in animal studies. The antioxidant capacity determination methods should be chosen according to the substance to be investigated.
Keywords: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), antioxidant activity, some synthetic antioxidants.
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Giris

Serbest radikaller, oksidatif stres ve antioksidanlar giinii-
miizde yaygin olarak tartisilan konular igerisinde yer al-
maktadir. Dis orbitallerinde eslesmemis elektron bulundu-
ran ve oldukga reaktif olan atom ya da molekiillere serbest
radikal adi1 verilmektedir.' Kararsiz olan bu molekiiller di-
ger molekiillerle tepkimeye girerek istenmeyen oksidasyon
reaksiyonlarina neden olurlar. Sonugta canli organizmada
protein, lipit ve niikleik asitlerde hasar, membran biitiin-
ligiiniin bozulmasi ve genetik mutasyonlarin sekillenmesi
gibi etkiler meydana gelir.”

Serbest radikaller, yasamsal faaliyetler sirasinda orga-
nizmanin metabolizmas1 veya solunum ve enzim reaksi-
yonlar1 (ksantin oksidaz, flavoprotein dehidrogenaz) gibi
endojen kaynaklar ile hava kirliligi, ultraviyole 1sinlar, si-
gara dumany, ilaglar (miktoksinler, pestisidler) gibi ekzojen
kaynaklarla da meydana gelmektedirler.'

Antioksidanlar, gida ve farmasoétik tiriinlerde oksidatif bo-
zulmaya kars1, viicutta ve oksidatif stresin aracilik ettigi pa-
tolojik siireclere kars1 koruyucu rolleri olan molekiillerdir.’?
Antioksidan molekiiller viicut tarafindan tretilebilirler ya
da gidalar araciligiyla viicuda alinabilmektedirler.* Viicut
tarafindan iiretilebilen en 6nemli antioksidanlar ise siipe-
roksit dismutaz (SOD), glutatyon (GSH), glutatyon perok-
sidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GSSG-R) ve katalaz
(CAT)dir. Serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki
hiicresel veya bireysel seviyedeki dengenin serbest radikal-
ler lehine degismesi oksidatif stres olarak tanimlanmak-
tadir. Oksidatif hasar boyle bir dengesizligin sonucudur
ve hiicresel makromolekiillerin oksidatif modifikasyonu,
apoptoz veya nekrozla hiicre 6liimiinii ve yapisal doku ha-
sarini icermektedir.®

Canli fizyolojisinde oksidatif stresin meydana getirdigi ha-
sar sebebiyle son yillarda antioksidanlara ve antioksidan
igeren gidalara olan ilgi oldukga artmistir. Gidalarin sahip
olduklar1 toplam antioksidan kapasiteyi belirlemek i¢in
gliniimiizde birgok biyokimyasal yontem mevcuttur. Bu
yontemler, 6l¢tim i¢in kullanildiklar: radikalin ozelligine
bagli olarak farkli sonuglar verebilmektedirler.®* Bu amag-
la kullanilan yontemlerden biri 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) antioksidan kapasite tayin yontemidir.

C vitamini (askorbik asit, askorbat), insanlar C vitamini
biyosentetik yolunda terminal bir enzimi kodlayan gen-
deki mutasyonlar nedeniyle bunu sentezleme yetenegini
kaybettiginden, diyetle veya takviye olarak verilmesi gere-
ken temel bir mikro besindir. 7 C vitamini, antioksidan sa-
vunmasi, transkripsiyon ve gen ekspresyonunun epigene-
tik diizenlenmesi i¢in 6nemli olan siireclerde ve etkilerde
yer alan enzimler i¢in bir kofaktor olarak rol oynar. Ayrica
bagisiklik sistemi ve iltihaplanma iizerinde yararl etkiler
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yarattig1 da bildirilmektedir.®

Dogada yaygin bulunan a-tokoferol (E vitamini) antiok-
sidan ve yagda ¢oziinen bir vitamindir. Bir vitaminden
¢ok antioksidan olarak anilmaktadir. Yaglarda, findikta
ve tahillarda bulunmakta ve esansiyel oldugu i¢in viicuda
disaridan alinmaktadir. a-tokoferol lipid peroksillerinin
lipid hidroperoksidlerine doniisiimiinii engelleyerek anti-
oksidan etki gostermektedir. Ciinkii lipid hidroperoksid-
leri hiicre hasarina, lipid peroksidasyonuna, MDA ve etan
olusumu sonucunda hiicre 6liimiine yol a¢arlar.’
Kuersetin, flavonoid ailesinin en se¢kin bilesiklerinden bi-
ridir. Sebze, meyve, kirmizi sarap, ¢ay ve diger bitki kokenli
iceceklerde yaygin olarak bulunmaktadir. Birgok in vitro
calismada flavonoidlerin reaktif oksijen tiirlerini dogrudan
yakalamasi, siiperoksit anyon iiretiminden sorumlu en-
zimlerin inhibisyonu, reaksiyona giren ge¢is metali iyonla-
rinin selatlanmasi, kuersetinin antioksidan olarak hareket
edebilecegini gostermektedir."

Dogal, polifenolik yapida ve giiglii bir antioksidan olan
ellagik asit ahududu, ¢ilek, yaban mersini, nar ve ceviz-
de yiliksek miktarda bulunmaktadir."" Ellagik asitin gida
triinlerinde lipid oksidasyonunu en aza indirgemek veya
onlemek, toksik oksidasyon tiriinlerinin (siiperoksit anyo-
nu ve hidroksil radikali gibi) olusumunu geciktirmek veya
engellemek, gidalar ve farmasétiklerin raf émriinii uzat-
mak i¢in kullanilabilecegi bildirilmistir.'*

Polifenolik bilesiklerden bir digeri olan resveratroliin
trans-resveratrol ve cis-resveratrol olmak {izere baslica
iki formu bulunmaktadir. Asma, dut, yaban mersini, yer
fistig1, kirmizi sarap ve antep fistiginda bulunmaktadir.
Resveratroliin demir-ferrozin kompleksinin olusumuna
miidahale ederek selatlama aktivitesine sahip oldugu ve
ferrozinden once demir iyonunu yakalayabildigi boylece
oksidatif stresi 6nlemede etkili oldugu ifade edilmistir."
Kurkumin, dogal Curcuma longa Linn'den (Zerdegal)
izole edilmis, uzun siiredir biyoaktif bilesenler olduguna
inanilan, dogal olarak olusan {i¢ curcuminoid arasinda bu-
lunan baslica curcuminoiddir. Kurkumin iyi bir antioksi-
dan olarak kabul edilmektedir ve serbest radikal temizleme
aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir . '*

Silimarin Silybum marianum (Devedikeni siitii)’'un kom-
pleksinin ana bilesenleri, silimarin kompleksinin yak-
lasik% 70'1 i¢in taksifolin ile birlikte hesaplanan sililin A ve
B, izosilbin A ve B, silydianin, silikristin ve izosilkristindir.
Geri kalan kisim, tanimlanmamis ancak potansiyel olarak
biyoaktif bir polifenoliktir. Onemli antioksidatif potansi-
yelinin yani sira silimarinin popiilaritesi, varsayilan ke-
mopreventif ve hepatoptotektif etkileri nedeniyle giderek
artmaktadir.”

Antioksidan etki aktivitesinin arastirildig1 in vivo ve in
vitro ¢alismalarda kullanilan antioksidanlar tretici firma-
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lar tarafindan genellikle sentetik hazirlanan maddelerdir.
Dolaysiyla dogal yollarla elde edilen antioksidanlarin bu tip
caligmalarda kullanimi seyrektir. Bu galigmanin amaci bazi
sentetik antioksidanlarin antioksidan aktivitelerini belir-
lemek ve karsilastirmaktir. Elde edilecek sonuglar ile hay-
van deneyi ¢aligmalarinda tercih edilen ve sik kullanilan
bazi sentetik antioksidanlarin antioksidan aktivitelerine
151k tutmasi, antioksidan kapasitelerinin birbirlerine olan
istiinliiklerinin belirlenmesi ve deneysel ¢alismalara katk:
saglamasi amaglanmistir. Bu ¢aliymada deneysel ¢aligma-
larda sik kullanilan kuersetin, ellagik asit, kurkumin, E vi-
tamini, resveratrol ve silimarinin antioksidan aktivitelerini
belirlemek ve karsilastirmak amaciyla DPPH antioksidan
kapasite tayin yontemi kullanilmistir.

Materyal ve Metod

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calisma kapsaminda metanol (%299.7, Sigma-Aldrich
24229), DPPH (Sigma-Aldrich D9132), L-(+)-askorbik
asit >%98 (Alfa Aesar 11188), 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrame-
tilkroman-2-karboksilik asit (troloks) %97 (Sigma-Aldrich
238813), kuersetin %97 (Alfa Aesar A15807), ellagik asit
%97 (Alfa Aesar A15722), kurkumin %65 (Sigma-Aldrich
C1386), a-tokoferol 2%95.5 (Sigma-Aldrich 258024), res-
veratrol %98 (Santa Cruz Biotechnology sc200808) ve si-
limarin %30 (Sigma-Aldrich S0292) kullanildi.

Metot

DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayini Brand-Williams ve
ark.16 tarafindan bildirilen yontem kullanilarak gergek-
lestirildi. Buna gore 10-4 M DPPH’1n metanoldeki ¢ozel-
tisinden 1 ml alind1 ve aliminyum folyo kapli cam tiipe
aktarilarak analiz 6ncesi taze olarak hazirlandi. DPPH ¢6-
zeltisi tizerine 3 ml metanolde hazirlanmis 0, 3.125, 6.25,
12.5, 25, 50, 100, 200 ve 400 pug/ml antioksidan 6rnek ¢6-
zeltileri ilave edilerek vortekslendi. Kontrol tiiplerine ise
3 ml antioksidan ¢ozeltisi yerine saf metanol eklendi. 30
dakika karanlikta ve oda sicakliginda bekletildikten sonra
spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda metanole kars1
okundu. Standart olarak askorbik asit ve troloks kullanildi.
Analizler ilgili antioksidanlarin 3 ayr1 tartimi yapilarak 3
kere tekrar edildi ve ortalamalar1 alindi. Asagidaki formiil
kullanilarak DPPH radikalini stipiirme aktivitesi reaksiyo-
nu inhibe etme yiizdesi hesaplands;

% inhibisyon = (kontrol absorbansi - 6rnek absorbansi /
kontrol absorbansi) x 100

Antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarina kars1 hesapla-
nan % inhibisyon degerleri ile ¢izilen grafikten linear reg-
rasyon ile % 50 inhibisyona neden olan antioksidan deri-
simleri elde edildi ve sonuglar EC50 (ug/ml) olarak ifade
edildi.
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Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel analizi SPSS (Statistical Packag for
Social Sciences) 22.00 paket programi kullanilarak yapildi.
Normal dagilim gosteren gruplar arasi farklilik tek yonli
varyans analizi ile normal dagilim gostermeyen gruplar
arasi farklilik ise Kruskall Wallis 6l¢iildii. Farklarin 6ne-
minde post hoc Duncan testi uygulandi. Farkin hangi
gruptan kaynaklandigini belirlemek i¢cin Bonferroni dii-
zeltmeli Mann-Whitney U testi yapildi. Elde edilen sonug-
lardan p<0.05 olanlar 6nemli kabul edildi ve tim veriler
ortalama ve + standart hata olarak verildi.

Sonuglar

Kararli bir serbest radikal olan DPPH bir elektron veya
hidrojen radikalini almaktadir. DPPH yonteminde 517
nmde okunan absorbans degerleri ne kadar diisiik ise ser-
best radikal giderme aktivitesi o kadar yiiksek olmaktadir.
DPPH miktarindaki azalma ile antioksidan miktarin bel-
li bir konsantrasyona kadar azalan absorbans degerleri
dogru orantilidir.17 Hesaplanan EC50 degerleri ne kadar
diistikse DPPH radikalini stipirme aktivitesi o kadar yiik-
sek olmaktadir. Buna gore ¢aligma kapsaminda kullanilan
antioksidanlarin EC50 degerleri Tablo 1'de gosterilmistir.

Tablo 1. DPPH yontemi ile radikal siipiiriicii aktiviteleri
aragtirilan antioksidan bilesiklerin EC50 degerleri.

Antioksidan EC50 (ng/ml)
Vitamin C (Standart) 1,697
Troloks (Standart) 1,729
Kuersetin 1,722
Ellagik asit 1,881
Kurkumin 2,800
Vitamin E 3,123
Resveratrol 3,970
Silimarin 7,812

Caligmada standart antioksidan olarak vitamin C ve
troloks kullanilmistir. EC50 degerleri sirasi ile 1,697 pg/ml
ve 1,729 ug/ml bulunmustur. Antioksidanlarin DPPH ra-
dikalini siipiirme aktivitesi siralamasi ise kuersetin (1,722
pg/ml) > ellagik asit (1,881 pg/ml) > kurkumin (2,800 pg/
ml) > vitamin E (3,123 pug/ml) > resveratrol (3,970 ug/ml)
> silmarin (7,812 pug/ml) olarak belirlenmistir.
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Tablo 2. Caligma kapsaminda kullanilan sentetik antioksidanlarin farkli konsantrasyonlardaki DPPH radikalini siipiirme aktivitesi

reaksiyonunu inhibe etme ytizdesi.

Konsantrasyonlar (ng/ml)

Antioksidanlar 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 400

Vitamin C (standart) 92.05+0.512 9430 £0.252 | 94.55+0.18% 94.94+0.162 | 94.97+0.072 | 95.08+0.042 | 94.78 +0.38 2 94.94 £0.162
Troloks (standart) 90.32 £ 047" 93.07+£0.34° | 94.25+0.26* 94.64+0.26>° | 94.51 £0.22* | 94.25+0.13% | 94.38+0.26* 94.64 +0.34 2
Kuersetin 90.70 £0.32° 91.92+0.31°| 92.44+0.30" 92.56 £ 0.40b¢ | 92.32+£0.23 | 92.17+£0.22¢ | 9242+041° 92.18 £ 0.40°
Ellagik asit 83.03+0.14¢ 83.62+0.14¢ | 84.50+0.29°¢ 8538 +£0.14¢9 | 84.79+0.14° | 84.94+0.297 | 85.09£0.25¢ 85.67+0.774
Kurkumin 55.78 £0.344 77.44+0.39f| 83.22+4.60° 85.45+0.409 | 85.90+0.55¢| 86.05+0.37F | 86.20+£0.494¢ | 87.39 +£0.51d¢
Vitamin E 50.02 +0.54¢ 89.44+0.589 | 91.13 +£0.34° 91.13+£0.22¢ | 91.10£0.36° | 91.74 +£0.08¢ | 91.72+0.34" 92.36+0.19°
Resveratrol 39.35+0.38f 59.61 £0.388 | 76.50 +0.14 ¢4 86.05+0.89¢ | 90.16+0.14¢ | 91.33+£0.14¢ | 92.07 £0.25" 92.07 £ 0.25°
Silimarin 18.89 £0.36 ¢ 30.67 £0.96" | 47.00+1.49¢ 74.00+0.13¢ | 89.62+0.319 | 89.63+0.12¢ | 89.34£0.49¢ 89.77 £0.49¢

P 0,002 0,002 0,003 0,003 0,002 0,002 0,003 0,003

Antioksidanlarin farkli konsantrasyonlardaki DPPH radi-
kali stiptirme aktivitesi istatistiksel yonden karsilastirildi-
ginda, 3.125-25 ug/ml araliginda olan konsantrasyonlarda
% inhibisyon degerinin en diisiik silimarinde ve en yiiksek
vitamin Cde oldugu belirlendi. Diger antioksidanlarla kar-
silastirildiginda 50 ve 100 pg/mlde ise kurkumin ve ellagik
asitin anlamli olarak en diigitk % inhibisyon degerine sahip
oldugu goriildii. Benzer sekilde 200 ve 400 pg/mlde de en
diisitk % inhibisyon degerine sahip antioksidanin ellagik
asit oldugu belirlendi. Istatistiksel yonden karsilastirildi-
ginda, tiim konsantrasyonlarda % inhibisyon degerinin
en yiiksek vitamin C ve bazi konsantrasyonlarda (12.5, 50,
200 ve 400 ug/ml) troloksta oldugu goriildii.

Tartisma ve Sonug

Antioksidanlar, serbest radikal temizleyiciler olarak hare-
ket ederek oksidatif hiicre hasarini dnleyen diizenli diyeti-
mizin 6nemli bir parcasidir. '* Antioksidanlar bu etkileri,
halen cesitli klinik ve laboratuvar ¢aligmalarinda arastiril-
maktadir. Bu kapsamda bilesiklerin icerdigi antioksidan
miktarinin belirlenmesi amaciyla ¢ok sayida antioksidan
kapasite tayin yontemi gelistirilmistir.

Bu ¢alisgmada DPPH antioksidan kapasite tayin yontemi ile
deneysel ¢alismalarda sik kullanilan bazi sentetik antioksi-
danlarin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi ve karsilas-
tirilmas: amaglanmustir. Nitekim bitkilerin ekstraksiyonu
ile elde edilen dogal antioksidanlarin antioksidan kapasi-
tesi farkli yontemlerle 6lgiilmesine ragmen, sentetik olarak
tiretici firmalar tarafindan piyasaya sunulan ve ozellikle
deneysel ¢alismalarda kullanilan sentetik antioksidanlarin,
antioksidan kapasitesinin belirlenmesi ve karsilastirilmasi
ile ilgili caligmaya rastlanamamigtir.

Mehta ve ark."” tarafindan yapilan in vitro ¢aligmada kuer-
setin, askorbik asit, kafein, ellagik asit, gallik asit, rosiglita-
zon, metformin ve glimepiridinin diyabetle iliskili norolojik
komplikasyonlarin gelisimine yol agan yolaklara miidahale
etmede daha etkili oldugunu bildirmisler ve antioksidan
etkilerini karsilastirmak icin DPPH yontemini kullanmis-
lardir. 6,25 uM konsantrasyonda askorbik asit, kuersetin
ve ellagik asit icin % inhibisyon degerleri sirastyla %94.09,
%92.00 ve %88.71 olarak belirlenmistir. EC50 degerleri ise

ellagik asit i¢in 0,03 uM, askorbik asit igin 0,02 uM ve kuer-
setin i¢in 0,006 uM bulunmustur.” Calismamizda 6,25 pg/
ml'lik konsantrasyonlarda askorbik asit, kuersetin ve ella-
gik asitin inhibisyon degerleri sirasi ile %94.30, %91.93 ve
%83.63, EC50 degerleri ise sirasi ile 1,697 pug/ml, 2,800 ug/
ml ve 1,881 pg/ml bulunmustur. EC50 degerlerinin sirala-
masindaki bu tutarsizligin nedeni, DPPH soliisyonlarinin
hazirlanmasinda metanol kullanilmasina ragmen molarite
farkliliklarina bagli olabilir. Caliymamizda 0,1 mM DPPH
kullanilmis iken, Mehta ve ark." tarafindan bildirilen yon-
temde ise 0,4 mM DPPH kullanmustir.

Somparn ve ark.* kurkumin ile demetoksi ve hidrojen tii-
revlerinin karsilagtirmali olarak antioksidan aktivitelerini
arastirmiglardir. EC50 degerleri standart olarak kullanilan
troloksun 31,1 uM ve kurkuminin ise 35,1 uM olarak be-
lirlenmistir. Elde edilen veriler calismamizin sonuglari ile
uyumlu olup, troloksun kurkuminden daha yiiksek DPPH
radikalini siipiirme aktivitesine sahip oldugunu goster-
mektedir.

Jadhav ve ark.*" kirmizi sarap ve silimarinin antioksidan
potansiyelini DPPH yontemi ile degerlendirmislerdir. Res-
veratrol iceren kirmizi sarap ve silimarin, standart olarak
kullanilan vitamin C ile karsilastirilmistir. 100 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda C vitamini %94.45, resveratrol %87.69
ve silimarin %88.84 inhibisyon gostermistir. Bu ¢aliymada
resveratrol ve silimarinin EC50 degerleri sirasiyla 30 ug/ml
ve 22 pg/ml olarak bulunmustur. Bizim ¢alismamizda 100
pg/ml’lik konsantrasyonlarda resveratroliin ve silimari-
nin inhibisyon degerleri siras1 ile %91.34 ve %89.63, EC50
degerleri ise sirasi ile 3,970 pg/ml ve 7,812 pg/ml bulun-
mugtur. EC50 degerleri agisindan kaynaklanan bu farklilik,
Jadhav ve arkadaglarinin* kirmizi sarapta bulunan resve-
ratrolii kullanmalarina, silimarini farkli tiretici firmadan
temin etmelerine bagli safligina veya laboratuvar sartlarina
(sicaklik, 151k vb.) bagl olabilir. Nitekim Bondet ve ark.”
DPPH radikal siipiiriicti aktivite tayininde antioksidan
etkinligin ortam sicakliginda o6l¢iilmesi gerektigini ve bu
nedenle test edilen molekiillerin termal bozunma riskinin
goz o6ntinde bulundurulmas: gerektigini bildirmislerdir.
Calil ve ark.” resveratrol anologlarinin antioksidan kapasi-
tesini, standart olarak resveratrol kullanarak 6l¢miislerdir.
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Resveratroliin EC50 degeri 8,5 pg/ml olarak bulunmustur.
Bu degerin bizim ¢alismamaizda buldugumuz sonugtan bi-
raz daha yiiksek bir deger oldugunu soyleyebiliriz. Bunun
nedeni, DPPH yonteminde kullanilan DPPH veya aragti-
rilan antioksidanlarin konsatrasyonlarindaki farkliliklara,
kullanilan ¢oziiciilere, DPPH'1n ya da antioksidanlarin
151ga veya havaya maruziyetine bagl olabilir. Mishra ve
ark.** bu nedenlere bagl olarak farkli sonuglarin elde edi-
lebilecegini bildirmislerdir. Kaldi ki Calil ve ark.” calisma-
larinda DPPH soliisyonunu 0,05 mM olarak hazirlamiglar
ve etanolde ¢ozdiirmiisglerdir. Caligmamizda ise DPPH 0,1
mM konsantrasyonda ve metanolde hazirlanmistir. Bu du-
rumun sonuglar arasindaki farklilig1 agikladigini séyleye-
biliriz.

Hayvan deneyleri farmakodinami ve farmakoterapi agisin-
dan 6nemli bir yere sahiptir. Elde edilen sonuglar 15181inda
gerek in vitro ve gerekse in vivo ¢alismalarda tercih edilen
ve sik kullanilan sentetik antioksidanlarin se¢iminde an-
tioksidan kapasitelerinin de g6z dniinde bulundurulmas:
ve arastirilmasi yapilan maddeye gore antioksidan kapasite
tayin yontemlerinin farkli olabilecegi ve buna gore secil-
mesi gerektigi sonucuna varilmistir.

Antioksidan kapasite tayin yontemleri genel olarak Hidro-
jen Atom Transferini (HAT) temel alan analizler ve Elekt-
ron Transferini (ET) temel alan analizler olmak tizere iki
ana baglik altinda incelenmektedir. DPPH ET’ni temel alan
analizler altinda incelenmektedir. Yeni yapilan ¢aligmalara
gore DPPH, orani antioksidanla degisen karisik hem ET
ve hem de HAT mekanizmalariyla reaksiyona girebilir;
ayrica, DPPH reaksiyon mekanizmalar1 ve kantitatif tep-
kiler, reaksiyon ortaminin gesitli ¢evresel faktorleri (pH,
polarite, sterik etkiler, sicaklik, vb.) tarafindan degistirile-
bilir. DPPH testi gergeklestirilirken kullanilan ¢oziiciilerin
ve antioksidanlarin sonuglari etkiledigi bildirilmistir. Bazi
ikame edilmis fenolik antioksidanlarin, metanol ve eta-
noldeki oran sabitleri, heptan, asetonitril, tetrahidrofuran
veya asitlestirilmis alkollerdekinden daha biiytik olduklar:
bildirilmistir.25DPPH testinin faydalarina ragmen, eks-
traktlarda bir arada bulunan pigmentler ve renkler, kolo-
rimetrik hesaplamada sonuglarin dogrulugunu olumsuz
etkileyebilir.*

Antioksidan o6zelligi arastirilan maddenin DPPH ile re-
aksiyon hizi da farkli olmaktadir. Bunun nedeni kimyasal
yapisindaki hidroksil grubu ve molekiil biiyiikligi ile il-
gilidir.6Antioksidan kapasitenin belirlenmesinde 6rnek-
lerdeki antioksidan maddelerin molekiiler ¢esitliliginin,
bahsedilen yontemler arasinda her zaman dogrusal bir ilis-
ki olugsmasini engelleyebildigi ifade edilmistir. Bu nedenle
antioksidan kapasite hakkinda karar verirken birden ¢ok
yontemi birlikte kullanmanin daha uygun oldugu ifade
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edilmektedir?”
Tesekkiir

Bu ¢alisma Aydin Adnan Menderes Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Birimi tarafindan VFT-15084 proje
numarasl ile desteklenmistir.
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