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DERLEME

Toplam fenolik igerik ve antioksidan
kapasite tayininde kullanilan baslica
spektrofotometrik yontemler

Ebru Buytuktuncell

OZET: Bu makale, antioksidan aktivite 6lgmek icin kullanilan baslica spektrofotometrik yon-
temler hakkinda bilgi vermektedir. ideal olarak, antioksidan aktivite hem in vitro hem de in
vivo yontemlerle tayin edilmelidir. Fakat in vivo calismalarin yiiksek maliyeti nedeniyle cogu
iiriin in vitro yontemlerle degerlendirilir. Reaksiyon mekanizmalarina gore antioksidan kapa-
site tayinleri hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar (HAT) ve tek elektron transferine
dayanan reaksiyonlar (SET) olmak tizere iki gruba ayrilir. HAT mekanizmasina dayanan bas-
lica tayin yontemleri oksijen radikal absorbsiyon kapasitesi yontemi (ORAC), toplam radikal
tuzaklayici antioksidan parametre yontemi (TRAP) ve karotenoid (krosin) agartma yoéntemi-
dir. SET mekanizmasina dayanan baslica tayin yontemleri Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) y6n-
temi, Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) esdegeri antioksidan
kapasite yontemi (TEAC), demir (lll) iyonu indirgeyici antioksidan giic yéntemi (FRAP),
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal siuipiirme kapasitesi yontemi ve Cu(ll)’nin oksidan

olarak kullanildigi toplam antioksidan potansiyel yontemi (CUPRAC)’dir.
ANAHTAR KELIMELER: Antioksidan kapasite, toplam fenolik igerik, hidrojen atomu transfer

reaksiyonu, elektron transfer reaksiyonu

GIRIS

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, 6zellikle reak-
tif oksijen ve nitrojen kaynakl oksidatif stresin,
kanser, diyabet, katarakt, romatoid artrit ve yas-
lanma gibi cesitli inflamatuvar ve dejeneratif has-
taliklarda rol oynadig: kamtlanmistir. Canli sis-
temler, cesitli nedenlerle (UV, kimyasal oksidan-
lar, hava kirliligi ya da endojen etkenler) asiri
miktarlarda tiretilen serbest radikaller ile bu ra-
dikallerin detoksifikasyonundan sorumlu endo-
jen ve eksojen antioksidanlar arasinda kurulu
hassas bir dengeye sahiptirler. Bu dengenin oksi-
danlar yoniinde bozulmas: oksidatif stres olarak
tanimlanir ve bu stres bir¢ok hastaligin etyopato-
genezinde 6nemli rol oynar. Bu baglamda zaman
zaman endojen antioksidanlarin (SOD, CAT, 6Px
gibi enzimatik ve melatonin, bilirubin, tirik asit
gibi non-enzimatik) yetersiz kaldig1 durumlarda,
organizmanin eksojen antioksidanlarla

desteklenmesi oksidatif stres olusumunu onleye-
bilmektedir. Eksojen antioksidanlar ise cogun-
lukla gidalarla ve son yillarda bazi preparatlarla
almabilen ve genellikle antioksidan sistemi dog-
rudan ya da dolayli olarak destekleyen molekiil-
lerdir. Bu noktada hem biyolojik materyallerdeki
hem de gidalardaki antioksidan etkili bilesenle-
rin miktar ve aktivite yéniinden degerlendirilme-
si son derece 6nemlidir (1). Antioksidanlar, gida-
larda veya viicutta, yiikseltgenebilen substratlara
gore daha diisiik konsantrasyonlarda bulunurlar
ve oksidatif hasara sebep olan substratin oksidas-
yonunu biiyiik olctide geciktirir veya engellerler
(2). Bu nedenle yiyecek ve biyolojik sistemlerde
dogal olarak olusan molekiillerin antioksidan
aktivite etkisine artan bir ilgi vardir. Antioksidan
aktivite ve antioksidan kapasite terimleri birbiri
yerine kullamilirlar. Fakat farkli anlamlara sahip-
tirler. Aktivite, spesifik bir antioksidan ve
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oksidan arasindaki reaksiyonun hiz sabitini kapsar. Kapasite,
bir numune tarafindan stiptirtilen belirli bir serbest radikalin
miktarinin Slgtistidiir. Antioksidan kapasite dl¢timleri, drne-
gin toplam stiptirme kabiliyetini belirleyen, heterojen bir anti-
oksidan karistminin miktarini verir. Her bir bilesenin antioksi-
dan kapasitesini 6lgmez (3).

Farkli antioksidanlar ve oksidanlar arasindaki reaksiyonlar
farkli hiz sabitlerine sahiptir ve bu ytizden 6rnegin antioksi-
dan kapasitesi farkli oksidanlarla degisir (4). Olgtimde kullani-
lan analitik metotlar ve analizin olustugu kosullar da aymn
gida tiirti icin, farkli sonuglara neden olabilir.

Bugtine kadar pek ¢ok farkl: teknikle in vitro ve in vivo antiok-
sidan olctim yontemleri gelistirilmistir ve uygulanmaktadir.
Bu derlemede yaygin olarak kullanilan “in vitro” antioksidan
6l¢tim teknikleri genel bir bakis agisiyla degerlendirilecektir.

ANTIOKSIDAN KAPASITE TAYiN YONTEMLERI
Reaksiyon mekanizmalarma gore antioksidan kapasite tayin-
leri baslica iki gruba ayrilabilir:

1. Hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar (HAT)
2. Tek elektron transferine dayanan reaksiyonlar (SET) (5, 6)

Uctincti bir grup hem HAT hem de SET reaksiyon mekaniz-
malarimi igerir (6).

Hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar

HAT mekanizmasia dayanan tayinlerin cogu yarismali rek-
siyon kinetigini izler ve kantitasyon kinetik egrilerinden yapi-
Iir. HAT’a dayanan metotlar genellikle sentetik bir radikal
tireticiden, ytikseltgenebilir molekiiler probdan ve bir antiok-
sidan bilesikten olusur. ORAC, TRAP gibi HAT-temelli me-
todlarda peroksil radikali (ROO®) tiretmek tizere bir radikal
baglatic1 kullanilir. Eklenen antioksidan radikaller igin ortam-
daki substrat ile yarisir. ROOe® tercihen antioksidandan bir
hidrojen atomu alir. Sonucta ROO® ve hedef molekiil arasin-
daki reaksiyon inhibe edilir veya geciktirilir (5, 7)

Oksijen radikal absorbsiyon kapasitesi yontemi (ORAC)

ORAC yontemi baslangicta Ghiselli ve arkadaslart (8) ve
Glazer (9) tarafindan ¢alisilmistir. Daha sonra Cao ve arkadas-
lar1 tarafindan gelistirilmistir (10). ORAC peroksil radikalinin
antioksidan inhibisyonunu olcer. Bu yéntemde peroksil radi-
kali floresans ozellik gosteren bir molekiille (prob) floresans
olmayan bir tirtin olusturmak tizere reaksiyona girer.

R-N=N-R — N, + 2ROO* (11)

ROO-e + prob ( Floresan madde ) — ROOH + okside olmus
prob (floresansta azalma)

ROOe + AH— ROOH + A
ROQOe + A* —» ROOA

AH: H donor (serbest radikalleri hidrojen vererek gideren
antioksidan)

Antioksidanin koruyucu etkisinin hesaplanmasi, floresans bo-
zunma egrisinin altindaki integre edilmis net alandan yapilir
(AUC) (Sekil 1).

[Alan antioksidan™ Alan kor(antioksidan olmayan)]
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Boylece peroksil radikalleri ile oksitlenen bir hedef mole-
kiilin bir antioksidan tarafindan ne kadar korundugu, he-
def molekiiliin bozunmasi floresans takibi ile izlenerek bu-
lunur (6).
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SEKIL 1. ORAC yontemiyle antioksidanin koruyucu etkisinin, floresans bozunma
egrisinin altindaki integre edilmis net alandan hesaplanmasi.
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SEKIL 2. ORAC metodunun prensibinin sematik gosterimi (14).

ORAC degerleri genellikle Troloks esdeger olarak rapor edi-
lir. Farkli derisimdeki Troloks standartlart kullanilarak kalib-
rasyon egrisi elde edilir (12). Numunenin Troloks esdegeri,
Troloks derisimi (Y)(uM) ve floresans bozunma egrisi altinda-
ki net alan (Alan e - Alan ) arasindaki dogrusal veya
ikinci dereceden iligki kullanilarak hesaplanir (Y=a+bX, dog-
rusal veya Y=a+bX +cX?, ikinci dereceden).

Orijinal ORAC ydnteminde, okside olabilir protein substrati
olarak floresans 6zellik gosteren p-fikoeritrin (B-PE) ve perok-
sil radikallerini tiretmek icin 2,2’-azobis(2-amidinopropan) di-
hidroklorid (AAPH) kullanilmustir (10).



BuyUktuncel, Marmara Pharm J 17: 93-1083, 2013.

1.2

1.0 —=— Blank
5 —=_100 pM
e
% 0.8 —— 50 pM
@ —=—25 pM
S 06- ——125pM
(0]
5
5 0.4
[
m

0.2

0.0 T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Zaman (dakika)

Net Alan

0 20 40 6O B0 100120 140 160 180 200 220
Derigim (uM)

SEKIL 3. Farkli derisimdeki Troloks standartlari kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi

RN = NR3ZX[R-N,- R] 22 2R+ 2% 2R00»

HCl NH
H,N
CHs CHs
N=— N
HsC
HaC NH,
uN, HCI

$EKiL 4. 2,2’-azobis(2-amidinopropan) dihidroklorid’i (AAPH) molekuler yapisi.

Fakat ORAC metodunda B-PE kullaniminin bazi dezavantaj-
lar1 vardir. Bunlar soyle siralanabilir:

1) Porphyridium cruentum’dan izole edilen bir protein olan
B-PE peroksil radikalleriyle reaksiyonunda c¢ok fazla degis-
kenlik gosterir. Bu da sonuglarda tutarsizliga neden olur (13).

2) B-PE uyarma 1s181ina maruz kaldiktan sonra, fotokimyasal
olarak bozunur.

3) Polifenoller, 6zellikle proantosiyanidinler, B-PE’ye nonspe-
sifik olarak baglanirlar.

Her iki durumda diisiik ORAC degerlerine neden olur (5, 6).
Bu problemleri ¢6zmek icin Ou, B-PE’yi floresein (FL)
(3',6’-dihidroksispiro[isobenzofuran-1[3H], 9'[9H]-ksanten]-3-
on) ile yer degistirmistir (7). FL sentetik protein olmayan bir
probdur ve B-PE'nin limitasyonlarinin tistesinden gelir. Genel
olarak, numune, kontroller ve standart (bir standart egri yapi-
mi icin dort ya da bes farkli konsantrasyonlari ile Trolox) flore-
sein ¢ozeltisi ile karistirtlir ve AAPH ¢6zeltisi reaksiyonu bas-
latmak icin eklenmeden 6nce sabit sicaklikta (37 °C) inkiibe
edilir. Floresans siddeti, 485 nm (uyarma)/525 nm (emisyon)

dalgaboyunda her 35 dakikada cevre kosullar1 altinda (pH 7.4,
37 °C) olctiliir. Reaksiyon ilerledikge FL tiiketilir ve floresans
siddeti azalir. Antioksidanin varliginda FL bozunmasi engel-
lenir (14).

Avantajlar:

ORAC testi hidrofilik ve lipofilik ekstrelerin antioksidan ka-
pasitesini dlgcer. ORAC yontemi kolayca otomatiklestirilir. 96
veya 48 kuyucuklu floresans mikroplaka okuyucu sistem ile
birlestirilen robotik sekiz kanalli siv1 isleme sistemi kullanila-
rak, miikemmel sonuglar elde edilmistir (14).

Dezavantajlar:

ORAC reaksiyonu sicakliga duyarli bir reaksiyon oldugun-
dan, plaka boyunca sicaklik kontrolii onemlidir. Kiigiik sicak-
Iik farkliliklar1 tekrar iiretilebilirligi azaltir. AAPH eklenme-
den 6nce reaksiyonun 37 °C’de inkiibasyonu giin-ici degisken-
ligi azaltir (15). Uzun analiz zamani (~1 saat) dnemli bir elestiri
olmustur. Fakat ytiksek verimlilikte testlerin gelistirilmesiyle
bu sinirlama giderilmistir.

Toplam radikal tuzaklayici antioksidan parametre yéntemi

(TRAP)

Orijinal TRAP yontemi Wayner ve arkadaslar tarafindan ge-
listirilmistir ve ¢ogunlukla plazmanin antioksidan kapasitesi-
nin degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir (16). Bu yontem, bir
azo bilesiginin termal bozunmasiyla indiiklenen kontrollii bir
lipid peroksidasyon reaksiyonu esnasinda oksijen tiiketiminin
Olctilmesi temeline dayanir. Wayner metodunda, ¢oziinmiis
oksijen ttiketimi, lipid peroksidasyon hizinin bir géstergesidir
ve bundan dolay1 plazmanin bu reaksiyonu engelleme kabili-
yetinin dolayl1 olarak 6l¢tilmesidir. Plazmanin oksijen tiiketi-
mi tizerine geciktirme etkisi, bilinen miktarda troloksun gecik-
tirme etkisiyle karsilastirilir. Bu metot zaman alic1 bir metot-
dur (6rnek basina 2 saat) ve dolayisiyla giinliik ¢alisilacak or-
nek sayis1 sinirhidir.

TRAP metodunda daha 6nemli bir problem, plazmanin ytik-
sek oranda seyreltilmesinden kaynaklanir. Bu seyreltme yag
asitleri arasindaki reaksiyonun ilerlemesini zorlastirir (17). Bu
durumda TRAP degeri seyreltmeyle orantili olarak artar.
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Reaksiyon karisimina kii¢tik bir miktar linoleik asit eklenme-
siyle problemin tistesinden gelinmistir.

Yontemin gelistirilmesinden birkag yil sonra, DeLange ve ar-
kadaslari, antioksidan kapasiteyi 6l¢mek icin bir dis prob kul-
lanmay1 dnermislerdir (18). Bu metot R-fikoeritrini (R-PE) flo-
resan prob olarak kullanmistir. AAPH eklenmesiyle R-PE flo-
resansi dogrusal olarak azalir. Plazma veya tek antioksidan
eklenmesi, eklenen antioksidan miktaria baglh olarak, flore-
sansdaki azalmay1 geciktirir.

100 ~
90
80 1
70 A

60 1

R-PE floresans (%)

50 1

40 1

1
10 20 30 40 50 60 70 30 90 100

Zaman (dakika)

SEKIL 5. 5mM AAPH ile baglatilan oksidasyon reaksiyonunun kinetigi. Antioksi-
dan olmadiginda R-PE floresansinda dogrusal azalma gozlenir. 4, 6 ve 8 mM tro-
loks eklenmesi (sirastyla 2,3 ve 4. numune), floresansin azalmasini, eklenen antiok-
sidan miktariyla orantili olarak geciktirir.

R-PE ile AAPH reaksiyonunun ilerleyisi florimetrik olarak iz-
lenir Ayyarma= 495 nm ve Aepisyon= 575 nm). Bilinmeyen bir
numunenin Troloks esdegeri olarak antioksidan kapasitesi,
(X), asagidaki esitlik ile ifade edilmistir (8).

CTroloks/ TTrolokszx/ Tplazma
Crroloks: Troloks derisimi

Trroloks: Troloks varliginda R-PE kinetik egrisinin gecikme
zamani

X: Plazmanin antioksidan kapasitesi

Tplasma: Plazma varliginda kinetik egrinin gecikme zamanu.

X daha sonra 2 ile (Troloksun stokiyometrik faktorii) ve 6rne-
gin seyreltme faktoriiyle carpilir ve TRAP degeri pmol/L ola-
rak bulunur. Tr.os t Numunenin aynt kinetik egrisinden
elde etmek icin, R-PE floresans: baslangi¢c degerinin yaklastk
%50’si  olunca, Troloks reaksiyon karisimina eklenir.
Reaksiyon, floresans azalma hizi, Troloks eklenmeden 6nceki
seviyeye gelinceye kadar izlenir. Tryopoxs V€ Tplazmas Troloks
eklenmesi 6ncesi ve sonrasinda, R-PE'nin maksimum oksidas-
yon egrilerinin ekstrapole edilmesiyle hesaplanir (Sekil 5).
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SEKIL 6. 5 mM AAPH ile baslatilan plazma ortamindaki R-PE oksidasyonunun
kinetigi (Troloks eklenmeden 6nce ve eklendikten sonra).

Valkonen ve Kuusi, TRAP metodunu molekiiler prob olarak
diklorofloresin diasetat (DCFH-DA) uygulayarak modifiye et-
mislerdir (19). AAPH varliginda olusan peroksil radikalleri ile
DCFH-DA okside olur ve diklorofloreseine (DCF) doénitistir.
DCF ytiksek floresans 6zellik gosteren bir bilesiktir (\yarma=
480 nm ve Agpisyon= 526 nm) ve 504 nm’de absorbansa da sa-
hiptir. Bu ylizden meydana gelen DCF ya florimetrik olarak ya
da spektrofotometrik olarak izlenebilir (20).

Avantajlar:

Serum veya plasma gibi biyolojik materyallerde antioksidan
kapasite ol¢timleri igin kullanilir, ¢tinkii glutatyon, bilirubin,
urik asit ve askorbik asit gibi enzimatik olmayan antioksidan-
larmn stiptiriicii aktivitesini olcer (5).

Dezavantajlar::

Karisik ve zaman alic1 bir yontemdir. Ayrica ytiksek derecede
uzmanlik ve deneyim gerektirir.

Karotenoid (Krosin) agartma yéntemi

Karotenoidlerin  otooksidasyon yoluyla renkleri acilir.
Oksidasyon 1s1k veya 1s1 yoluyla (21) veya peroksil radikalleri
ile (6rnegin AAPH veya yiikseltgeyici lipitler) baslatilir (22).
Bu renk agilmasi radikallere hidrojen atomu veren klasik anti-
oksidanlar tarafindan nlenebilir veya azaltilabilir. Hedef ola-
rak -karoten siklikla kullanilmasina ragmen (21), 3-karotenin
470 nm’de rengini kaybetmesi, birkag yolla olabilir. Bu ytizden
sonuglarn yorumlanmast zordur. Buna karsilik, ilk olarak
Bors ve arkadaslar1 tarafindan 6nerilen krosinin (23), yalnizca
radikal oksidasyonu yoluyla rengi acilir. Bu nedenle B-karoten
yerine tercih edilir.

RN = NR 3 2R- + N,

R+ + O, < R00-

krosin - H (portakal rengi) + R00+ — krosin* (rengi acilmis) + ROOH
krosin - H (portakal rengi) + RO0* + AH — krosin+ + ROOH + A+

Ursini ve arkadaslar1 bu metodu plazma antioksidan kapasite-
sinin tayininde uygulamislardir (24). Deneysel olarak, reaksi-
yon 10 pM krosin ve bilinen miktarda antioksidan igeren 2
mL fosfat tamponu (0.1 M, pH 7.0) hazirlanmasiyla gercekles-
tirilmistir. Daha sonra reaksiyonu baslatmak igin radikal
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baslatict AAPH (50 pL, 0.5 M) eklenmistir. Renk agilmasi kro-
sinin maksimum absorpsiyon yaptig: 443 nm dalgaboyunda
(e=1.33x10> M-lem1) 10 dakika boyunca spektrofotometrik
olarak izlenmistir. APPH eklendikten sonra krosinin agarma
hiz1 yaklasik 1 dakika dogrusaldir. Antioksidanlar agarmaya
engel olur. Baglangic krosin agarma hizlar1 antioksidan varli-
ginda (V) ve yoklugundaki (V) kinetik egrilerden elde edilir
(25). V ve Vj arasindaki iliski asagidaki esitlikle gosterilir.

[aH]
v ke T ]

[AH] = antioksidan derisimi

Vo _ | kan

[C] = krosin derisimi
kay =ROO¢ ile antioksidan reaksiyonu i¢in hiz sabiti
kc =ROOv ile krosin reaksiyonu icin hiz sabiti

Vo/V’ye kars1 [AH]/[C] grafigi, egimi kp/kc olan ve bagil
peroksil radikal stiptirme kapasitesini gosteren dogrusal bir
egri vermelidir. Plazma icin, dogrusal egri 0.79 egimle elde
edilmistir. C vitamininin antioksidan kapasitesi 7.7 bulunmus-
tur. Vitamin C’'nin Troloks esdegeri olarak hesaplanan ORAC
degeri 0.95'dir (26).

Avantajlar:

Krosin agartma teknigi, mikroplakalar gibi ytiksek islem ha-
cimli metodolojilere kolaylikla adapte edilebilir. Bununla bir-
likte sicaklik kontrolii kritiktir (27).

Dezavantajlari:

Krosin agartma tekniginin, gida orneklerinde uygulamalar:
stnirlidir. ROOe® ve fitokimyasallar arasindaki reaksiyon hiz
sabitleri buiytik 6l¢tide degisebilir. Bazi fitokimyasallarin reak-
siyon hizlar1 krosine benzerdir. Bu durumda, inhibe edilmis
agartma hizlar1 cok kiiciikttir ve metot antioksidanlardaki
konsantrasyon degisimine duyarl degildir. Krosin 450 nm’de
absorbans yapar ve karotenoid gibi pek ¢ok meyve pigmenti
15181 ayn1 dalgaboyunda absorplar. Her bir 6rnege girisimi 6n-
lemek icin, yalnizca gida 6rnegi ve AAPH igeren bir karisim
ayni zamanda denenmelidir (5). Krosin safrondan ekstrakte
edilen bir dogal pigment karisimidir ve cok cesitlilik gosterir.
Bu ytizden partiler arasi (inter-batch) farklilik fazladir. Bu
problemler metodun giivenirligini ve kantitatif endiistriyel
uygulamalarda kullanimini kisitlar (3).

Elektron transferine dayanan reaksiyonlar (ET)
Spektrofotometrik ET-dayanan metotlar; bir reaksiyon karisi-
minda iki bilesen igerir. Antioksidan ve oksidan. Oksidan an-
tioksidandan bir elektron alir ve bu oksidanda renk degisimi-
ne neden olur. Renk degisiminin derecesi, antioksidan derisi-
miyle orantilidir (5).

Oksidan + e-(antioksidan) — indirgenmis oksidan + ytikselt-
genmis antioksidan

Folin-Ciocalteu yontemi (FC)

Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) molibdofosfotungstik heteropo-
liasittir (3 H,O.P,05.13W03.5M005.10 H,O). Varsayilan aktif
merkezi Mo(VI) dir.

Mo(VI)(sar1) + e-(antioksidan) — Mo(V)(mavi)

FCR, fenolik olmayan pek cok bilesik tarafindan (Ornegin vi-
tamin C, aromatik aminler, Cu(I) gibi) indirgenebilecegi icin,
fenolik bilesiklere spesifik degildir. FC metodu gercekte bir
ornegin indirgeme kapasitesini olcer (6). Fenolik bilesikler
FCR ile yalniz bazik kosullar altinda reaksiyona girerler
(Sodyum karbonat ¢ozeltisiyle pH 10’a ayarlanir). Fenolik bir
protonun ayrilmasi, FCR’yi indirgeme yetenegine sahip bir fe-
nolat anyonun olusmasina neden olur. Fenolat ve FCR arasin-
da olusan mavi bilesikler, fenolik bilesiklerin yapisindan ba-
gimsizdir. Bu ytizden metal merkez ve fenolik bilesikler ara-
sinda koordinasyon bilesigi olusma olasilig1 goz ard1 edilir (5).

Mavi renkli kompleks olusumu 765 nm’de spektrofotometrik
olarak ol¢tiltir. Standart olarak genellikle gallik asit kullanilir
ve sonuglar gallik asit esdegeri olarak (mg/L) ifade edilir.

Avantajlaru:

FCyontemiile diger elektron transferine dayanan metotlar ara-
sinda (6rnek olarak, TEAC ve DPPHe¢) miikemmel dogrusal
korelasyon oldugu belirlenmistir (27). Magalhaes ve arkadaslar1
tarafindan yapilan bir calismada, ¢ok sayida icecegin (n=72) FC
toplam indirgeyici kapasitesi TEAC metoduyla karsilastiriimus;
kirmizi sarap, bitki ve ¢ay inftizyonlar1 ve bira icin iyi bir kore-
lasyon (R>0.9) bulunmustur (28). FC metodu ve ORAC meto-
duyla elde edilen antioksidan kapasite Sl¢timleri arasindaki
iliski genellikle iyidir (6). Bu korelasyonlar, gida orneklerinde
antioksidan kapasitenin degerlendirilmesi icin, FC toplam in-
dirgeyici kapasitesinin yararliligini dogrulamaktadir.

FCR'nin tantmlanmamuis kimyasal yapisina ragmen, FC yontemi
ile toplam fenol tayini giivenilir, basit ve tekrarlanabilirdir (5).

Dezavantajlar:

Cok sayida makale onerilen gallik asit referans standardi yeri-
ne katesin esdegeri (28), klorogenik asit esdegeri (29), kafeik
asit esdegeri (30), protokatesuik asit esdegeri (31), vanilik asit
esdegerini (32) kullanarak hesaplama yapmislardir. Metotlarin
standardizasyon eksikligi tayin edilen fenollerde farkli deger-
ler elde edilmesine neden olmaktadir. Son absorbans degerleri
genellikle reaksiyona giren fenolik hidroksil gruplarinin sayi-
styla orantilidir ve molekiiliin yapisina baglidir. Eger kalibras-
yon icin kullanilan standart madde yiiksek reaktiflikte ise ve
yiiksek bir absorbans veriyorsa, 6l¢tilen numune degerleri dii-
stik olacaktir. Ornegin, kafeik asitin (iki reaktif OH) absorbans
degeri, tek reaktif OH grubu olan bir fenoliin absorbansimndan
iki kat daha ytiksek olacaktir (33). Sarap endiistrisinde, sarap
fenoliklerinin 6l¢timii icin metodun standart hale getirilmesi
cabalar: devam etmektedir (6).

Yontemin zaman almasi, rutin analizler i¢in uygulanmasin
zorlastirmaktadir. Ayni zamanda sulu fazda gergeklestirildigi
i¢in, lipofilik bilesikler i¢in uygulanamamaktadir (34).

Troloks esdegeri antioksidan kapasite yéntemi (TEAC)

TEAC yontemi ilk olarak Miller ve Rice-Evans tarafindan
1993 yilinda rapor edilmistir (11). Re ve arkadaslar1 bu meto-
du  gelistirmislerdir ~ (12).  Gelistirilmis = yontemde,
2,2’-azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)"in
persiilfatla oksidasyonuyla, ABTSe* radikali olusturulur. Bu
radikal, toplam radikal stiptirme kapasitesini 6l¢mek icin
kullanilir.

Bu metot antioksidan bilesikler tarafindan ABTS'nin rengini
kaybetmesi temeline dayanir. Molekiillerin kararli serbest
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§EKiL 7. 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-sulfonik asit) (ABTS)'nin persilfatla oksidasyonu

radikali stiptirme kabiliyeti, vitamin E'nin suda ¢6ztinebilen
bir analogu olan Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-
2-karboksilik asit) ile karsilastirilmasi yapilir.

7 mM amonyum ABTS tuzu suda ¢oziintir ve 2.45 mM potas-
yum persiilfatla muamele edilir. Bu karisimin kullanilmadan
once oda sicakliginda 12-16 saat beklemesi, koyu mavi renkli
bir ¢ozelti verir. Bu ¢ozelti daha sonra, etanol veya tampon
(pH 7.4) ile absorbansi 734 nm’de 0.7 olacak sekilde
seyreltilir.

100 pL 6rnek 2.4 mL ABTSe* ¢ozeltisi ile karistirilir ve 6 daki-
ka oda sicakliginda bekletme sonunda absorbans dl¢tiliir (35).
Ornegin toplam radikal siiptirme kapasitesi, Troloksun absor-
bansi azaltmasiyla iligkili olarak hesaplanir. Sonuglar gram
ornek basma Troloks esdeger antioksidan kapasite cinsinden
ifade edilir (TEAC/mg). Antioksidan ve oksidanlar arasindaki
reaksiyon hiz farkliliklar1 TEAC degerlerine yansimaz. Ctinkti
TEAC yontemi bir bitis noktasi testidir (5).
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1.4+
= 12
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Absorbans (AU
o —
T T

0.4

0.2

380 430 580 620 F&0 820
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§EKiL 8. ABTS radikal katyonunun absorpsiyon spektrumu (36)

ABTS radikalinin absorpsiyon maksimumlar1 A 415, 645,
734 ve 815 nm olarak gosterilmistir (Sekil 7). ABTSe* ve anti-
oksidan arasindaki reaksiyonu izlemek i¢in ¢ogu arastirmaci
bunlar arasinda 415 ve 734 nm’yi kullanmuslardir (37). Ozgen
ve arkadaslar1 meyvelerde antioksidan kapasite ol¢timiinii
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ABTS metodunu modifiye ederek daha diisitk pH'da yapmus-
lardir (38). Sodyum asetat ile hazirlanan pH 4.5 tamponu 6l-
¢limler icin kararlh bir reaksiyon ortami saglamustir.
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SEKIL 9. pH 4.5 ve pH 7.4'deki ABTS« + ¢ozeltisinin absorbansinin zamana bagli
degisimi

Avantajlar:

Uygulamasimnin kolay olmasi nedeniyle, TEAC yontemi, pek
¢ok arastirma laboratuvarinda antioksidan kapasite ¢alismasi
i¢in kullanilmistir. ABTS radikali genis bir pH araliginda ka-
rarlidir. Bu ytizden antioksidan mekanizma tizerine pH etkisi-
ni ¢alismak igin kullanilabilir (39). ABTS radikali hem sulu
hem de organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilir ve dolayisiyla lipofi-
lik ve hidrofilik bilesiklerin antioksidan kapasitesini 6lgmek
icin kullanilabilir (40). Radikal diistik redoks potansiyeline sa-
hiptir (0.68 V) ve nispeten daha diisiik redoks potansiyelleri
nedeniyle fenoliklerin antioksidan kapasitesinin degerlendi-
rilmesi icin uygundur. Cogu fenolik bilesik bu termodinamik
ozelligi nedeniyle, ABTS radikaliyle reaksiyona girebilir (40).
TEAC reaksiyonlari otomatiklestirilebilir ve mikroplakalara
(41), stirekli akis sistemine adapte edilebilir (42).

Dezavantajlari:

TEAC reaksiyonunun bitis noktasmna ulasmasi uzun bir za-
man alabilir. Boylece, kisa stireli bir bitis noktasinin kullanil-
mast (4-6 dakika), reaksiyon tamamlanmadan 6nce okuma
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SEKIL 10. Fe(lll)-TPTZ kompleksinin, Fe(ll) formuna indirgenmesi

yapilmasina ve daha diisitk TEAC degerleri bulunmastyla so-
nuglanabilir (6).

Demir (lll) iyonu indirgeyici antioksidan gilic yontemi (FRAP)
FRAP yonteminin avantajt elektron-transfer reaksiyonu olma-
sidir. Burada Fe(Ill) tuzu, Fe(Ill)(TPTZ),Cl; (TPTZ=24,6-
tripiridil s-triazin), oksidan olarak kullanilir (43). Fe(IIl) tuzu
redoks potansiyeli (~70 V) ABTSe nin redoks potansiyeli (0.68
V) ile benzerdir. Bu ytizden, TEAC ve FRAP yontemleri ara-
sinda pek fark yoktur. TEAC yoéntemi, notral pH'da, FRAP
yontemi ise demirin ¢oziintirlugiini saglamak igin asidik ko-
sullarda (pH 3.6) gerceklestirilir. Diistik pH degerinde, Fe(III)-
TPTZ kompleksi, Fe(Il) formuna indirgenir (Sekil 7). Bu komp-
leks koyu mavi renklidir ve absorpsiyon maksimumu 593
nm’dir (44).

FRAP testi asagidaki islemleri igerir:

FRAP testindeki oksidan; 10 mM 40 mM HCl i¢inde ¢oziinmiis
2.5 mL TPTZ, 25 mL asetat tamponu ve 20 mM 2.5 mL FeCl,.
H,O'nun karistirilmasiyla hazirlanir. Bu karisim FRAP reaktifi
olarak adlandirilir. Son ¢ozelti 1.67 mM Fe(Ill) ve 0.83 mM
TPTZ igerir.

FRAP sonuglari, analiz zamanina bagli olarak biiyiik 6l¢tide
degisebilir. Hizli reaksiyon veren polifenoller, 4 dakika gibi
kisa analiz zamanlarinda tayin edilirler. Bununla birlikte, bazi
polifenoller daha yavas reaksiyon verirler ve tayin i¢in daha
uzun analiz stireleri gerektirirler (30 dakikadan birkag saate
kadar). Pulido ve arkadaslari, kafeik asit, tannik asit, ferulik
asit, askorbik asit ve kersetin gibi polifenoller i¢in absorbansin
593 nm’de yavas yavas arttigint saptamislardir (45).

Avantajlari:

Bu yontem hidrofilik ve lipofilik antioksidanlarin tayini igin
uygundur. FRAP yonteminin en 6nemli avantaji, basitligi,
hizi, ucuzlugu ve saglamhigidir. Ozel bir ekipman gerektir-
mez. Otomatik, yari-otomatik ve manuel metotlarla gercekles-
tirilebilir (6).

Dezavantajlar:

Bu reaksiyon spesifik degildir ve 0.70 V’dan daha diistik re-
doks potansiyeline sahip, in vivo olarak antioksidan 6zellik
gostermeyen herhangi bir bilesik bile demiri indirgeyebilir
(46). Glutatyon gibi tiyol antioksidanlar FRAP yontemiyle 61-
clilemezler (47). Bunun nedeni Fe(Ill)’tin, kimyasal olarak

inert olmasina neden olan ytiksek spinli yar1 dolu d orbitalleri
olabilir (48). Ayrica diger bir neden FRAP yontemi ile fizyolik
olmayan pH’da calisilmasidir (49). Bu yontem orijinal olarak
plazmanin antioksidan kapasitesini clgmek igin gelistirilmis-
tir, fakat daha sonra cay ve sarabin antioksidan kapasite tayi-
ninde kullanilmistir (45). FRAP sonuglari analizin zaman 6lce-
gine bagh olarak onemli lctide degisebilir.

Karisim gida ekstraktindaki selatlarla baglanabilen diger
Fe(Ill) tiirlerini igeriyorsa, potansiyel problemler meydana ge-
lir. Bu kompleksler antioksidanlarla reaksiyona girebilir.
Sonuglar FRAP degeri ve antioksidanin verdigi elektron sayi-
lar1 arasinda bir iliski olmadigin gostermistir (3).

2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipiirme kapasitesi
yontemi

DPPHe radikali, birkag kararl1 organik azot radikalinden bir
tanesidir. Koyu menekse renktedir. UV-GB absorpsiyon
maksimumu 515 nm’dir. Ticari olarak bulunur ve ABTSe*
radikali gibi deneyden 6nce hazirlanmasi zorunlu degildir
(6). Bu metot DPPH radikalinin antioksidanlar tarafindan bir
redoks reaksiyonuna bagli olarak stipiiriilmesi temeline
dayanur.

NO,

O,N N—N

NO,

SEKIL 11. DPPH radikali

Metanolik DPPH ¢6zeltisinin koyu menekse rengi agilir ve ab-
sorbanstaki azalma UV-GB spektrofotometresiyle olctiliir.
Alternatif olarak, antioksidan indirgeme yetenegi, elektron
spin rezonans ile de degerlendirilebilir. Metanolik DPPH ¢6-
zeltisindeki daha fazla renk acilmasi, reaksiyon karisimimnin
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SEKIL 12. Bakir(

absorbansinda daha fazla diisme, dolayisiyla yiiksek radikal
stipiirme kapasitesi demektir (50).

Uzun zamandan beri kullanilan renk giderme y6ntemi ilk ola-
rak Brand-Williams ve arkadaslar: tarafindan rapor edilmistir
(51). Kalan DPPH yiizdesi, asagidaki sekilde hesaplanmistir.

%DPPH" 110 =100x [DPPH* 1,1/ [DPPH"] -

%DPPH,j.n antioksidan derisimiyle dogru orantilidir.
Baslangic DPPH* derisiminde %50 azalmaya neden olan deri-
sim ECsj olarak tanimlanir. ECsq denge derisimine ulasmas:
icin gerekli olan zaman, kinetik egrilerden hesaplanir ve Tgcsg
olarak tanimlanir. Sanchez-Moreno ve arkadaslari, antioksi-
dan bilesikleri, kinetik davranisina gore simiflandirmislardir
(52).

TEC50< 5 dak (hth)
TEC50< 5-30 dak (Orta)
Tgcs0< 30 dak (yavas)

Ayrica antioksidan kapasiteyi ifade etmek i¢in, antiradikal ve-
rim (AE) denilen baska bir parametre tanimlamislardir.
Antiradikal verim asagidaki sekilde bulunur:

AE=(1/EC50)Tgesp

Avantajlaru

DPPH yoéntemi basit ve hizlidir. Dogru ve tekrarlanabilir so-
nuclar verir (49). Yalnizca UV-GB spektrofotometresine ihti-
ya¢ duyar. Cok sayida ornek analizi mikroplaka kullanilarak
yapilabilir (53).

Dezavantajlaru:

DPPH yalnizca organik ortamda ¢oziilebilir (6zellikle alkol or-
taminda), sulu ortamda ¢6ziinmez. Bu hidrofilik antioksidan-
larin roliintin yorumlanmasinda énemli bir sinirlamadir (54).
Fenolik bilesiklerin ve gidalarin antioksidan kapasitesini 6l¢-
mek ve karsilastirmak icin genis 6l¢tide kullanilmaktadur, fa-
kat olciimlerde 1s1g1n etkisi goz ardi edilmemelidir. Metanol
ve aseton i¢gindeki DPPH’1n 517 nm’deki absorbansi 1sik altin-
da, 120 dakikalik siire boyunca %20 ve %35 azalmaktadur.
Karanlikta ise 150 dakika siire boyunca onemli bir degisme
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) neokuproin [Cu(l)-Nc] kelati ve A: [Cu(ll)-Nc] ve B: [Cu(l)-Nc] kelatinin absorpsiyon spektrumu (57)

olmadigi bulunmustur (55). Yukarida belirtildigi gibi ¢oziicii-
niin su igerigi antioksidan kapasitesini azaltan 6nemli bir si-
nirlamadir. Ciinkit DPPH'in bir kismu koagiile olur ve antiok-
sidanlarla kolay reaksiyona giremez (34). Baz: 6rnek bilesenle-
ri, ornegin karotenoitler, DPPH'in 515 nm’deki absorbans
spektrumuyla cakisabilirler (56). DPPH, canli organizmalarda
bulunan radikallerin tersine, kararli, uzun 6miirlii bir azot ra-
dikalidir ve yiiksek reaktiflikte, kisa omiirlii, lipid peroksidas-
yonunda rol alan peroksil radikallerine benzemez. Peroksil
radikalleriyle hizli reaksiyon veren ¢ogu antioksidan DPPH ile
yavas reaksiyona girebilir veya sterik engel nedeniyle DPPH’a
kars1 inert olabilir. Ayrica DPPH ile 6jenol reaksiyonunun ter-
sinir oldugu rapor edilmistir (5). Bu durum &jenol ve benzer
yapiya sahip polifenolleri iceren numunenin antioksidan ka-
pasitesinde diisiik okumalara neden olur.

DPPH radikaline sterik ulasabilme reaksiyonun baslica belir-
leyicisidir. Kiictik molekiiller radikale daha kolay ulasabildik-
lerinden daha yiiksek antioksidan kapasite degerlerine sahip-
tirler (5).

Cu(ll)’nin oksidan olarak kullanildigi toplam antioksidan
potansiyel yontemi (CUPRAC)

Bu yontem, bir numunedeki antioksidanlar tarafindan
Cu(Il)’'nin Cu(l)’e indirgenmesi temeline dayanir. Apak ve ar-
kadaslarinin (48) gelistirdigi bu yontemde, 2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin (Neokuproin veya Nc)'in Cu(ll) ile olusturdugu
bakir(Il)-neokuproin kompleksinin (Cu(II)-Nc), 450 nm’de
maksimum absorbans veren bakir(I) neokuproin [Cu(I)-Nc]
kelatina indirgenme yeteneginden yararlanarak antioksidan
kapasite hesaplanmaktadur.

Fenantrolin kompleksleri suda cok diisiik ¢oziiniirliige sahip-
tirler ve %95’lik etanol gibi organik ¢oziiciilerde ¢6ziinmelidir-
ler ve seyreltilmelidirler. Polifenoller i¢cin FRAP degerleri ol-
dukca daha diisiik iken, CUPRAC degerleri TEAC degerle-
riyle benzerdir.

Avantajlari:

Bu reaktif secicidir, ciinkii fenantrolin veya tripiridiltriazin
tirt ligandlarla bagl demire gére daha diisiik redoks potan-
siyeline sahiptir. FRAP yonteminde girisime neden olan basit
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sekerler ve sitrik asit, CUPRAC reaktifiyle okside olmaz (48).
CUPRAC reaktifi, tiyol tipi antioksidanlar1 okside etmek icin
yeterince hizlidir. FRAP metodu canli bitki ve hayvan hiicresi-
nin 6nemli diisitk molekiil agirlikli tiyol bileseni olan glutat-
yon gibi tiyol tipi antioksidanlart lgmez (7). Bunun nedeni
Fe(Ill)’tin, kimyasal olarak inert olmasina neden olan ytiksek
spinli yar1 dolu d orbitalleri olabilir . Oysa Cu(ll)'nin elektro-
nik yapisi, hizli kinetige imkan verir. Sisteinin Fe(III) ile indir-
genme reaksiyonunun 1,10-fenantrolin varliginda yavas ilerle-
digi rapor edilmistir. Fakat bu reaksiyon katalizor olarak
Cu(II) kullanilmastyla hizlandirilmistir (58). CUPRAC reaktifi,
ABTS ve DPPH gibi, kromojenik radikal reaktiflerden daha
kararlidir ve daha kolay temin edilebilir. Renkli Cu(I)-Nc selat:
veren redoks reaksiyonu, hava, giines 15181, nem ve pH gibi
parametrelerden etkilenmez (48).

Dezavantajlar:

CUPRAC yontemi askorbik asit, tirik asit, gallik asit ve kerse-
tin i¢in birkag dakika i¢inde tamamlanir, fakat daha kompleks
molekiiller i¢in 30-60 dakika gereklidir. CUPRAC yonteminde
kompleks antioksidan karisiminda uygun reaksiyon zamanin
se¢me acisindan problemlidir (6).

SONUGC VE TARTISMA

Baslica spektrofotometrik antioksidan aktivite 6l¢tim yontemle-
ri hakkinda bilgi verilmistir. Farkli antioksidanlar ve oksidanlar
arasindaki reaksiyonlarin farkli hiz sabitlerine sahip olmasi ne-
deniyle 6rnegin antioksidan kapasitesi farkl: oksidanlarla degi-
sir. Olgiimde kullanilan analitik metotlar ve analizin olustugu
kosullar da ayn1 gida tiirii igin, farkli sonuglara neden olabilir.

ORAC reaksiyonu sicakliga duyarli bir reaksiyon oldugun-
dan, sicaklik kontrolii 6nemlidir. TRAP serum veya plazmada
in vivo antioksidan kapasite olgtimleri igin kullanilir, ¢tinki
glutatyon, askorbik asit gibi enzimatik olmayan

antioksidanlar1 6lcer. Krosinin karotenoid gibi pek ¢cok meyve
pigmentinin absorpsiyon yaptig1 450 nm’de absorbans yapma-
s1 ve safrandan ekstrakte edilen bir dogal pigment karisimi
olmas1 nedeniyle cok cesitlilik gdstermesi kantitatif endtistri-
yel uygulamalarda kullanimini kisitlamaktadir.

FC yonteminin zaman alic1 olmasti rutin analizler i¢in uygulan-
masint zorlastirmaktadir. Ayni zamanda sulu fazda gercekles-
tirildigi icin, lipofilik bilesikler igin uygulanamamaktadir.
TEAC metotlarinda kullanilan ABTS radikali genis bir pH ara-
Iiginda kararhidir. Bu yiizden antioksidan mekanizma tizerine
pH etkisini ¢calismak icin kullanilabilir. FRAP yontemi ile fiz-
yolik olmayan pH’da calisildigindan glutatyon gibi tiyol anti-
oksidanlar bu yontemle ¢lciilemezler. DPPH yalnizca organik
ortamda ¢oziilebilir (6zellikle alkol ortaminda), sulu ortamda
¢oztinmez. Bu hidrofilik antioksidanlarin roliiniin yorumlan-
masinda énemli bir sinirlamadir. DPPH radikaline sterik ula-
sabilme reaksiyonun baslica belirleyicisidir. Kii¢tik molekiiller
radikale daha kolay ulasacagindan daha ytiiksek antioksidan
kapasite degerlerine sahiptirler. FRAP yonteminde girisime
neden olan basit sekerler ve sitrik asit, CUPRAC reaktifinin
daha diistik elektrot potansiyeline sahip olmasi nedeniyle bu
reaktifle okside olmazlar. Ayrica CUPRAC reaktifi, tiyol tipi
antioksidanlar1 okside etmek igin yeterince hizlidir.

Antioksidan kapasite tayinlerinde dogru yéntemi se¢gmek cok
onemlidir. Antioksidanin hidrofilik veya lipofilik olmasi sege-
cegimiz yontemin belirlenmesinde onemli bir kriterdir. Bu
makalede antioksidan kapasite yontemleri simiflandirilmistir
ve bunlarin sinirlamalari, giiclii taraflari, avantaj ve dezavan-
tajlar1 agiklanmustir.

Bu yontemlerde kullanilan radikallerin hicbiri, biyolojik sis-
temlerde bulunmaz. Bu nedenle fizyolojik olmayan radikal
kaynagini gosterirler.

Main spectrophotometric methods for the determination of total phenolic content and

antioxidant capacity

ABSTRACT: This article gives the information regarding mainly spectrophotometric methods that used to measure
antioxidant activity. Ideally, the antioxidant activity should be tested using both in vitro and in vivo techniques but due
to the high cost of in vivo testing, many products are evaluated by in vitro testing. On the basis of chemical reactions
mechanism, major antioxidant capacity assays can be divided into two categories: hydrogen atom transfer (HAT)
reaction based assay and single electron transfer (SET) reaction based assay. HAT-based assays include Oxygen
Radical Absorbance Capacity (ORAC), Total Radical Trapping Antioxidant Paramater (TRAP) and Crocin Bleaching
Assays. SET-based assays include the total phenols assay by Folin-Ciocalteu reagent (FCR), Trolox (6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) equivalence antioxidant capacity (TEAC), ferric ion reducing antioxi-
dant power (FRAP), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging capacity (DPPH) assay and total antioxidant
potential assay using a Cu(ll) complex as an oxidant (CUPRAC).

KEY WORDS: Antioxidant capacity, total phenolic content, hydrogen atom transfer reaction, electron transfer reaction
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