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OZET

Bu ¢alismada bitkisel iriinler ve gidalarin antioksidan kapasitesini belirlemek icin kullanilan yontemler birbirleri
ile karsilastirmali olarak tanimlanmistir. Bitkisel {irlinlerin ve gidalarin antioksidan kapasitesini degerlendirmek
icin ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler elektron transfer (ET) ve hidrojen atom transfer (HAT)
reaksiyonlarina dayanan yontemler olmak iizere iki grup altinda incelenebilir. HAT temelli yontemler oksijen
radikal absorbans kapasite (ORAC), toplam radikal yakalayici antioksidan parametre (TRAP) ve krosin
beyazlatma yontemlerini icermektedir. ET temelli yontemler ise Folin-Ciocalteu ayiract ile toplam Fenolik
yontemi (FCR), Troloks esiti antioksidan kapasite (TEAC), demir iyonu indirgeyici antioksidan giic (FRAP),
oksidan olarak bakir (II) kullanan toplam antioksidan potansiyel yontemi (CUPRAC) ve DPPH ydntemini
icermektedir. Elektron transfer yontemleri substratin (antioksidan) indirgeyici yetenegini 6lgerken, hidrojen atom
transfer yontemleri substratin hidrojen verebilme yetenegini 6lger. Hidrojen atom vermenin lipit peroksidayonunun
radikal zincir reaksiyon evresinde dnemli oldugu aciktir. Bu nedenle hidrojen transfer yontemleri zincir-kirma
antioksidan kapasitesinin 6l¢iilmesi ile iliskilidir. Bir¢ok durumda bir bilesigin antioksidan kapasitesi veya radikal
yakalama yetenegi hidrojen atom verebilme kolaylig: ile alakalidir, bilesigin redoks potansiyeli gerekli degildir.
Genellikle hidrojen atom transferi 6lgen yontemler elektron transfer reaksiyonlarini dlgen yontemlere gére daha
¢ok tercih edilmektedir. Caligmada ¢ok sayida elektron transfer yonteminin kullanilmasi gereksizdir. Bu yontemler
benzer redoks reaksiyonlarma dayandigi icin yontemler arasinda iliski vardir. Indirgeyici kapasiteyi 6lgen
yontemler kullanilacagi zaman yaygin olarak kullanilan ve gecerliligi yiiksek olan yontemi tercih etmek dnemlidir.
Benzer olarak, hidrojen atom transferi Glgen yontemler arasinda ORAC yoéntemi biiyiikk oranda gegerlilik
kazanmistir, giivenilirdir ve drnegin radikal zincir kirma kapasitesi hakkinda kullanisl bilgi vermektedir.

The assays used for assessing antioxidant capacities of herbal products and foods
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ABSTRACT

In this study, the assays used for antioxidant capacity of herbal products and foods were described comparatively
cach other. Various assays have been used to evaluation of antioxidant capacity of herbal products and foods.
These assays should be classified into two types: assays based on hydrogen atom transfer (HAT) reactions and
assays based on electron transfer (ET). HAT based assays include oxygen radical absorbance capacity (ORAC),
total radical trapping antioxidant parameter (TRAP), and crocin bleaching assays. ET-based assays include the
total phenols assay by Folin-Ciocalteu reagent (FCR), Trolox equivalence antioxidant capacity (TEAC), ferric ion
reducing antioxidant power (FRAP), “total antioxidant potential” assay using a Cu (II) complex as an oxidant, and
DPPH assay. Electron transfer assays measure the reducing ability of the substrate (antioxidant) while hydrogen
atom transfer assays measure the hydrogen donating ability of the substrate. It is clear that hydrogen atom donation
is essential in the radical chain reaction stage of lipid peroxidation, therefore hydrogen transfer assays are relevant
to the measurement of chain-breaking antioxidant capacity. In many cases, the antioxidant capacity or the ability to
trap radicals, of a compound is related to the ease of hydrogen atom donation, not necessarily the redox potential
of the compound. In general, assays that measure hydrogen atom transfer would be preferable to assays that
measure electron transfer reactions. In the study, the use of multiple electron transfer assays is redundant. There
are correlations between them, because these assays rely on the same redox reactions. When the assays measure
reducing ability were used it is important to choose one that is widely reported and validated. Similarly, the ORAC
assay between assays that measure hydrogen atom transfer has been extensively validated, reliable and provides
useful information about the radical chain-breaking capacity of the sample.

* Sorumlu yazar (Corresponding author) e-posta: salbayrak@erciyes.edu.tr
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1. GIRiS

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) aerobik organizmalarin
elektron tasima =zinciri ve aktif fogositoz gibi
metabolik yollarinda devamli olarak olusmaktadir [1].
Bu siireglerde olusan baslica ROS’lar siiperoksit
anyon (O;), hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil
radikal (HO"), peroksil radikal (ROQO"), alkoksil radikal
(RO"), hidroklorikasit (OHCI) ve peroksinitrit
(ONOO)’tir [2, 3]. ROS’lar DNA, protein ve lipit gibi
makromolekiilleri etkileyerek oksidatif hasara neden
olurlar. Normal olarak ROS’lar spesifik enzim
sistemleri (sliperoksit dismutaz ve katalaz), suda ve
lipitte ¢oziinebilen bazi protein yapisinda olmayan

bilesikler (iirik asit ve tokoferol) tarafindan
engellenmektedir [1]. Bu ROS’larin antagonistleri
viicudun ~ROS  temizleyici  antioksidanlaridir.

Antioksidanlar kiicik miktarlarda, kolayca okside
olabilen materyallerin oksidasyonunu biiyiik 6l¢iide

geciktiren ya da engelleyen maddeler olarak
tanimlanmaktadir  [4]. Antioksidanlar tarafindan
sunulan koruma smirlidir. Eger ROS  olusumu

biyolojik sistemlerin antioksidan kapasitesini asarsa
oksidatif ~stres olusur. Bu nedenle gidalarla
antioksidanlarin viicuda almimi kanser, kardiovaskiiler

hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklar1 Onlemede ve
yaglanma  siirecini  geciktirmede  Onemli  rol
oynamaktadir [1, 5]. Epidemiyolojik caligmalar

gidalarin besleyici degerleri yaninda insan sagligi i¢in
faydali etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Son
yillarda, bu alandaki aragtirmalar gidalardaki
antioksidanlar1 belirlemeye yogunlasmustir. Ozellikle
meyveler vitamin C, vitamin E, B-karoten gibi yiiksek
miktarda antioksidan igerdikleri igin ozel bir ilgi
cekmektedir [6]. Bu nedenle gida ve biyolojik
sistemlerde dogal olarak bulunan birgok molekiiliin
antioksidan kapasitesinin caligilmasi Onem
kazanmustir [4, 5].

Antioksidan kapasiteyi 6lgmek i¢in bu giine kadar ¢ok
sayida yontem gelistirilmistir [7- 11].Toplam
antioksidan  kapasitenin  Olgiilmesini  saglayan
yontemler, hidrojen atomu transfer (HAT)
reaksiyonlarma dayanan yontemler ve elektron
transferine (ET) dayanan yontemler olmak iizere ikiye
ayrilabilir. HAT temelli yontemlerin bir¢ogu azo-
bilesiklerin bozulmas: ile olusan peroksil radikalleri
icin antioksidan ve substratin rekabetine dayanan
yarigmaci reaksiyonlart kullanmaktadir. Bu yontemler
oksijen radikal absorbans kapasite (ORAC), toplam
radikal yakalayic1 antioksidan parametre (TRAP) ve
krosin beyazlatma yontemlerini icermektedir. ET
temelli yontemler antioksidanin oksidani indirgeme
yetenegini renk degisimi ile Slger. Renk degisiminin
derecesi Orneklerin antioksidan konsantrasyonu ile
alakalidir. ET temelli yontemler toplam Folin-

Ciocalteu ayiraci ile toplam Fenolik yontemi (FCR),
Troloks esiti antioksidan kapasite (TEAC), demir
iyonu indirgeyici antioksidan gli¢ (FRAP), oksidan
olarak bakir (II) kullanan toplam antioksidan
potansiyel yontemi (CUPRAC) ve DPPH (2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil) yontemini igermektedir [8].

Bu c¢aligmada bitkisel gida &rneklerinin toplam
antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde kullanilan
yontemler tanimlanmig, ydntemlerin birbirleri ile
karsilagtirmali olarak etkinlik ve smirliliklarindan
bahsedilmistir.

Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC)
Yontemi

Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) yontemi
kimyasal biyomarkirlar kullanarak maddelerin toplam
antioksidan giiglerini dlgen in vitro veya in vivo bir
yontemdir [12]. Fitokimyasallarin, bitkisel
maddelerin, diger biyolojik orneklerin ve gidalarin
antioksidan kapasitesinin dl¢lilmesinde ¢ok fazla
kullanilan bir yontemdir [4, 13, 14].

Bu yontem baglangigta Cao ve Prior [15] tarafindan
gelistirilmistir. Plazma ve doku homojenatlarinda
bulunan ¢esitli dogal antioksidanlarin etkinligini dlgen
bu yontem peroksil radikalinin neden oldugu
oksidasyonun antioksidan tarafindan inhibisyonunu
temel almaktadir. Bu da fliloresans yogunlugundaki
azalma ile belirlenebilir. Bu nedenle bu yontem sadece
tek bir antioksidanin Olgiilmesi icin yeterli degildir.
2,2-azobis-(2-amidinopropan) dihidroklorid (AAPH)
gibi azo-bilesiklerin sicaklikla bozulmasi (Sekil 1)
sonucu peroksil radikalleri olugsmaktadir [8].

HCl NH
HaN
HLC CHg
N=N
HaC
HyC »—NHs
HN  Hel

Sekil 1. 2,2-azobis (2-amidinopropan) dihidroklorid
(AAPH)’in molekiiler yapis1

Antioksidan potansiyeli 6lgmek icin baska yontemler
gelistirilmesine ragmen ORAC yontemi biyoloji ile
daha c¢ok ilgilidir. Ciinkii yontemde bir peroksil
radikal tretici kullanir. Peroksil radikal sadece en
yaygin reaktif oksijen tiirlerinden biri degildir. Aym
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zamanda su ve lipitte ¢6ziinebilir maddeler ile
reaksiyon verir [12].

Orjinal  yontemde prob olarak  Porphyridium
cruentum’dan izole edilen fliioresan bir protein olan
B-fikoeritrin  (B-PE) kullanilmaktadir. B-PE’nin
flioresan bozulmasi onun peroksil radikalleri ile
reaksiyonunun gostergesidir. B-PE, yiiksek fliioresans
verimi, ROS’a hassasiyeti ve suda c¢ozliniirligi
nedeniyle tercih edilmektedir [4]. Ancak cok fazla
cesitlilige sahiptir, oda kosullarinda 151k ile rengi
degismektedir. Ayn1 zamanda spesifik olmayan
proteinik baglardan dolay1 polifenoller ile iliskiye
girmektedir ve bdylece radikal iiretici eklenmeden bile
fliioresans kayiplart olmaktadir. Bu nedenle sonuglar
tekrarlanabilir ~ degildir [4, 10, 16]. Bu
dezavantajlarindan dolay1 prob olarak B-PE yerine
florescein (FL) (3,6’-dihidroksi-spiro [isobenzofuran-
1 [3H], 9’[9H]-xanthen]-3-one) kullanilmaktadir [17].
FL sentetik protein yapida olmayan bir probtur ve B-
PE’nin sinirlamalarimi  gidermektedir. FL  kesin,
saglam ve dogru sonuglar vermektedir. Fakat FL
probu pahali ve pH duyarhidir. Bu nedenle reaksiyon
pH’1 dikkatlice izlenmelidir [4]. ORAC yontemi
peroksil radikallerine kars1 hidrofilik ve lipofilik zincir
kirma antioksidan kapasitesinin direk Olgiilmesini
saglar [18].

Peroksil radikalleri organik molekiil AAPH tarafindan
iiretilir. Bu radikaller B-PE ya da FL gibi bilesiklerin
fliioresansini azaltir. Antioksidanlar ~ AAPH
radikallerini yakalar ve fliloresan bozulmay:1 azaltir
[14, 16, 19]. Trolox (Vitamin E’nin suda ¢oziilebilir
anologu) antioksidan aktivite i¢in yaygin olarak kabul
edilen bir standarttir ve ORAC sonuglart mikromol
Trolox esiti (TE) olarak belirtilir [12, 16].

Bu yontem hem lipofilik hem de hidrofilik ekstrelerin
antioksidan kapasitesinin 6lgiilmesini miimkiin kilar.
Ayni zamanda farkli radikal kaynaklar kullanilabilir
[12, 20]. ORAC yontemi farkli laboratuarlarda
uygulanmis; melatonin, dopamin ve flavonoid gibi saf
bilesikler ile cay, meyve, sebze ve hayvan dokular
gibi cesitli kompleks biyolojik o6rneklerin antioksidan
kapasitesine iliskin 6nemli bilgi saglamistir [7].

ORAC yonteminde pro-oksidan olarak peroksil ya da
hidroksil radikallerinin kullanilmasi bu yontemi pro-
oksidan gerektirmeyen diger yontemlerden farkli
kilmaktadir. Ayrica substrat olarak protein (PE)
kullanilmas1 bu yontemi, oksidasyon igin substrat
olarak luminol ya da krosin kullanilan diger
yontemlerden farkli kilmaktadir. Bu yontemde
antioksidanlar i¢in ¢ok yiiksek oranda (>2000 molar)
AAPH kullanilmaktadir [7]. Yaygin olarak kullanilan
ORAC yonteminin FRAP yonteminden daha duyarl
oldugu belirtilmistir [5]. Dondurularak kurutulmus

927 adet sebze 6rnegi icin FRAP ve ORAC teknikleri
arasinda bir uyum olmadigi, fakat bu ydntemlerin
yabanmersini meyvesi igin uyum  gosterdigi
belirtilmistir. Benzer olarak dari ve frlinleri igin
ORAC, DPPH ve TEAC yontemleri arasinda uyum
oldugu kaydedilmistir [21].

Toplam Radikal Yakalayici Parametre (TRAP)
Yontemi

Toplam radikal yakalayici parametre (TRAP) yontemi
ilk defa Wayner ve ark. [8] tarafindan gelistirilmistir.
Bu yontem bir azo bilesigin sicaklikla bozulmasi ile
olusturulan kontrollii lipit peroksidasyonu boyunca
oksijen tiiketiminin 6lgiilmesini temel almaktadir. Bu
yontemde serbest radikal tretimini baglatici olarak
AAPH tarafindan {iretilen peroksil radikalleri
kullanilmaktadir [8]. Plazmaya AAPH eklendikten
sonra okside olabilen materyalin oksidasyonu,
reaksiyon siiresince tiiketilen oksijen yoluyla izlenir.
Bu oksidasyon plazmada bulunan antioksidan
tarafindan engellenir. Sonuglar Troloks C (6-
hidroksil-2,5,7,8,-tetramethylchroman—2-carboxylic

acid)’nin sonuglar1 ile kiyaslanir [4, 7, 8]. Bu yontem
de karsilagilan problemlerden biri oksijen elektrotunun
gereken zaman boyunca stabilitesinin
saglanamamasidir [7]. TRAP yonteminin ge¢misi ve
bugiin ki durumu ile ilgili detayli bilgi Ghiselli ve
arkadaglarinin [22] calismasindan elde
edilebilmektedir. Yontemde fliioresan prob olarak R-
fikoeritrin (R-PE) kullanilmaktadir ve plazmanin,
AAPH tarafindan olusturulan peroksil radikallerinden

R-PE’yi  koruyabilme  &zelligini  6lgmektedir.
Antioksidanlar bozulmayr o6nler ve fliioresansi
geciktirir [8].

TRAP  yontemi suda  ¢Oziinebilen  peroksil

radikallerinin {retimi ve lipit peroksidasyonunun
baslatilmasi ile alakalidir ve bilinen tiim zincir kiric
antioksidanlara hassastir. Fakat yodntem zaman
gerektiren olduk¢a kompleks bir yontem olup; oldukga
fazla tecriibe gerektirmektedir [23].

Krosin Beyazlatma Yontemi

Lussignoli ve ark. [24] tarafindan gelistirilen
kolorimetrik bir yontemdir. Bu yontemde azo
baslaticinin  sicaklikla bozulmasi sonucu olusan

peroksil radikalleri tarafindan bir karotenoid olan
krosinin beyazlama derecesi Olgiilmektedir. Yontem
AAPH’mn sicaklikla bozulmasi ile olusan peroksil
radikallerinin ~ krosini  oksidasyona ugratmasina
(beyazlatma) dayanmaktadir [7, 8, 10]. Karigima
eklenen maddedeki antioksidanlar bu beyazlamay1
onlemektedir. Deneysel olarak reaksiyon krosin i¢eren
fosfat tamponu ve bilinen miktarda antioksidan ile
gerceklestirilir.  Reaksiyon AAPH eklenmesi ile
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baglatilir ve krosin beyazlamast 443 nm dalga
boyunda  spektrofotometre  ile  izlenmektedir.
Beyazlama orani AAPH ilavesinden sonra 10 dak
boyunca izlenir [4, 10].

Bu kinetik yontem kullanilarak analiz edilen askorbik
asitin antioksidan kapasitesi 7.7 troloks esiti olarak
kaydedilmigtir ki diger yontemlerden elde edilen
degerlerden ¢ok daha yiiksektir (ORAC degeri
0.95°dir) [7, 10]. Bu yonteminin gida ornekleri icin
uygulanmasi  sinirhidir.  Yontem antioksidanlarda
konsantrasyon degisimine duyarli degildir. Ayrica
krosin safrandan ekstrakte edilen dogal pigmentler
karigimi oldugu ve ¢ok fazla gesitlilik gosterdigi igin
sayisal degerlendirmelerde yontemin endiistriyel
alanda kullanimini siirlandirmaktadir [4, 10].

Toplam Oksiradikal Sondiirme Kapasite (TOSC)
Yontemi

Toplam oksiradikal sondiirme kapasite yOnteminde
2,2’-azobis (2-metil-propionamidin) (ABAP)
diklorid’in sicaklikla bozulmasi sonucunda peroksil
radikalleri olusur. Bunlar a-keto-y-(methilthio) butirik
asit sodyum tuzu (KMBA)’na oksitlenerek etilen gazi
olusturur. Olusan etilen gazi, gaz kromotografisi (GC)
tarafindan Olgiiliir. Eger ortamda antioksidanlar varsa
peroksil radikallerini sondiiriir ve etilen olusumunu
onler [7, 14].

Bu yontemde biyolojik dokularda hasara neden olan
onemli li¢ farkli ROS kullanilmaktadir: peroksil
radikalleri, hidroksil radikalleri ve peroksinitrit. Bu
yontemin hem suda hem de yagda ¢Oziinebilen
antioksidanlar1 belirleyebildigi belirtilmistir. Ayni
zamanda mikromolardan daha kiiciik miktarlarda
bilesikler ile calisilabilmektedir. TOSC yonteminin
sakincalari elle GC enjeksiyonlarina ihtiya¢ duyulmasi
ve test ¢ozeltilerinin kisa 6miirlii olmasidir [1].

Elektron Transfer (ET) Yontemleri
Elektron transfer yontemleri; FCR, TEAC, FRAP ve
CUPRAC yontemlerini icermektedir. Bu yontemler
reaksiyon karisimindaki iki bilesenle iliskilidir,
antioksidanlar ve oksidan (prob). Asagidaki reaksiyon
elektron transferini temel almaktadir;

Prob (oksidan) + ¢ (antioksidan) — Indirgenmis prob
+ Oksitlenmis antioksidan

Prob bir oksidandir, antioksidandan elektron alir ve
prob’da renk degisimine neden olur. Renk degisiminin
derecesi antioksidan kapasitesi i¢in oransaldir.
Sonuglar Troloks esiti (TE) ya da gallik asit esiti
(GAE) olarak ifade edilir. Bu yontemlerin avantajlari
reaksiyon hizi ve yontemin kolayligidir [4, 10].

Folin-Ciocalteu Ayiraci (FCR) ile Toplam Fenolik
Yontemi

FC yontemi fenolik bilesikler ve diger indirgeyici
bilesiklerden molibdenyum’a  elektron  transfer
edilmesine dayanmaktadir. Mavi renkli kompleks
olusumu 750-765 nm’de spektrofotometrik olarak
belirlenir. Standart bilesik olarak genellikle gallik asit
kullanilir ve sonuglar gallik asit esiti (mg/L) olarak
verilir. FC ayirac1 fenolik bilesikler i¢in spesifik
degildir. Fenolik olmayan bir ¢ok bilesik (aromatik
aminler, siilfiir dioksit, askorbik asit, Cu (I) ve Fe (II)
gibi) tarafindan indirgenebilir. Bu nedenle “toplam
fenolik madde” belirlenmesi i¢in uygun degildir. Son
zamanlarda FC  yontemi toplam  indirgeyici
kapasitenin  Ol¢lilmesinde  kullanilmaktadir.  FC
yontemi ile diger yontemler (TEAC ve DPPH)
arasinda iligki bulunmaktadir [25].

Bu yontem orijinal olarak protein analizi i¢in
tasarlanmigtir. Daha sonra Singleton ve arkadaslari
[26] saraptaki toplam fenolleri 6lgmek igin bu yontemi
gelistirmislerdir. Folin-Ciocalteu ayiraci (FCR) temelli
yontem toplam fenolik (ya da fenol) yontem olarak
bilinir. Fakat gercekte drnegin indirgeyici kapasitesini
oOlger. Fenolik bilesikler sadece bazik kosullarda (pH =
10) FCR ile reaksiyona girer.

Mo (VI) + e — Mo (V)

FC yontemi, gidalarin antioksidan kapasitesinin
belirlenmesinde basit, tekrarlanabilir ve giivenilir bir
yontemdir. Antioksidan c¢aligmalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. ~ FC  aywrac1  ticari  olarak
satilmaktadir. Fakat yontemin uzun zaman almasi (2

saat) rutin analizler  i¢in  uygulanmasini
zorlagtirmaktadir.  Aym1  zamanda sulu fazda
gergeklestirildigi  i¢in  lipofilik  bilesikler icin
uygulanamamaktadir [4, 10, 25].

Troloks Esiti Antioksidan Kapasite
(TEAC)Yontemi

TEAC yontemi ilk defa Miller ve ark. [27] tarafindan
gelistirilmistir. Daha sonra, Re ve ark. [28] tarafindan
degistirilmis olan bu yontem gida &rneklerinin
antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi i¢in yaygin
bir sekilde kullanilmistir [4, 7, 10]. 660, 734 ve 820
nm’de maksimum olan karakteristik uzun dalga boylu
absorpsiyon spektrumu gosteren ABST radikal
katyonun absorbansinin  antioksidan tarafindan
inhibisyonuna dayanmaktadir [7]. Orijinal yontemde
hidrojen peroksit ile metmiyoglobinin aktivasyonu
sonucu ferrilmiyoglobin olusur. Bu bilesik daha sonra
2,2-azinobis(3-etilbenzothiazollin-6-sulfonik asit)
(ABTS) (Sekil 2)’den ABTS™ radikal katyonunun
olusmasina neden olmaktadir. Bu yontemde test
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edilecek ornek ABTS™ radikalleri olusumundan 6nce
eklenir. Test bilesigi/ornegi ABTS™ radikallerinin
olusumunu azaltir [25]. Bu yontemin olumsuz yonii
hizli reaksiyona giren antioksidanlarin

=035 HI_F___._-,-H\I]_'_'_E
by M N}:"

CaHs
ABTS " (Lmay ® T34 mim)

O g

e

ferrilmiyoglobin radikalini de indirgeyebilmeleridir.
fyilestirilmis seklinde ABTS", oksidan ABTS”> nin
potasyum persiilfat oksidasyonu ile olusturulur [4, 10].

+ antioksidan

~K350,

H. CzHg
CaHg

ABTS? (renksiz)

Sekil 2. Potasyum persiilfat oksidasyonu ile ABST* ‘den oksidan ABST" " nin olusmas1 [10].

Uygulama kolayligindan dolay1 TEAC yodntemi
antioksidan kapasiteyi arastirmak i¢in siklikla
kullanilmus, birgok bilesik ve gida 6rneklerinin TEAC
degerleri  kaydedilmistir. ABST ’nin  biyolojik
sistemlerde  bulunmamasi ve bu sistemlerdeki
radikallere benzememesi de bir problemdir. Olumlu
yant ise hem sulu hem de lipit fazlarda kullanilabilir
olmasidir. Bu nedenle her ikisinde de antioksidan
kapasiteyi belirlemede kullanilabilir [4]. Ayrica ticari
TEAC yontem kitleri elde edilebilir ve yontem
nispeten hizlidir. Orijinal TEAC yontemi, bazi
eksikliklerine ragmen fitokimyasallarin antioksidan
aktivitesi ile ilgili kullanigh bilgi saglamaktadir [7].

Bu spektrofotometrik yontem teknik olarak basit bir
yontemdir. Yontem genis pH araliginda kullanilabilir
ki antioksidan mekanizmasinda pH’in etkisini
calismay1 saglar. Boylece antioksidan
mekanizmasinda pH’in etkisinin ¢alisilmast igin
kullanilabilir. Lipofilik ve hidrofilik bilesiklerin
antioksidan kapasitesini belirlemek i¢in kullanilabilir
[23,25].

Demir Iyon indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP)
Yontemi

Diisiik pH’da Fe™iin Fe'ye indirgenmesi renkli
ferrous- tripyridyltriazine [Fe (IIT) (TPTZ),Cl; (TPTZ
= 2,4,6-tripyridyl-s-triazine) = Herein] kompleksinin
olusmasina neden olur. Olusan bu demir tuzu oksidan
olarak kullanilir [29].

Fe" tuzunun (yaklastk 0.70 V) redoks potansiyeli
ABTS nin ki ile (0.68 V) birbirine yakindir. Bu
nedenle FRAP ve TEAC yontemleri arasinda ¢ok fazla
fark yoktur. Yalmz TEAC nétiir pH’da FRAP ise

asidik kosularda (pH = 3.6) gergeklestirilir [4, 10].
Asidik ortamda, antioksidanlarin varliginda ferric-
tripyridyltriazine kompleksi Fe'*ye indirgenir ve
olusan renkli ¢ozelti 595 nm’de absorbansda artisa
neden olur. Sonuglar troloks esiti olarak ifade edilir.
Orijinal yontemde absorbans 4 dak izlenir. Fakat bu
zamanda reaksiyon tamamlanmaz. Bu nedenle izleme
zamanmnm 30  dakikaya uzatilmasi  tavsiye
edilmektedir [16].

Fe™ / Fe'? redoks ¢iftinin redoks potansiyelinden daha
diisiik potansiyelli bir¢ok bilesik teorik olarak Fe'*’ii
Fe?ye indirgeyebilir. Bu nedenle FRAP degerleri
daha yiiksek ¢ikabilir. FRAP sonuglart analiz
zamanina bagl olarak degisebilir. Bazi polifenoller
(kafeik asit, ferulik asit, kersetin ve tannik asit gibi)
daha yavas hareket eder ve belirlemek i¢in daha uzun
reaksiyon zamani gerekmektedir. YoOntem sadece
demir iyonunu temel almaktadir. Bu nedenle mekanik
ve fizyolojik olarak antioksidan aktivitesi igin uygun
degildir. Ancak diger yontemlerin aksine FRAP
yontemi basit, hizli ve wucuzdur, 0&zel aletler
gerektirmemektedir [23, 25].

Oksidan Olarak Cu (II) Kullanilan Toplam
Antioksidan Kapasite Yontemi (CUPRAC)

Bu yontem 6rnekte bulunan antioksidanlar (rediiktan)
tarafindan Cu (II)’nin Cu (I)’e indirgenmesini temel
almaktadir (Sekil 3). Kromojenik ayirag olan
bathocuproin (2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-
phenanthrolin), Cu (I) ile 2:1 oraninda bir kompleks
olusturur. Bu kompleks 490 nm’de maksimum
absorbansa sahiptir. Standart olarak Kersetin kullanilir
[4, 10]
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Sekil 3. Cu (II)’nin Cu (I)’e indirgenmesi [10].

Omek basina sadece 10 dak gereken cok hizli bir
yontem olmasi avantajdir. Askorbik asit, irik asit,
gallik asit ve kersetin i¢in CUPRAC yontemi birkag
dakikada tamamlanirken daha kompleks molekiiller
icin 30-60 dak gerekmektedir [23]. Yontemde
kullanilan ayiraglar olduk¢a ucuzdur, yontem g¢ok
fazla uzmanlhk gerektirmez. Bakir reaksiyon
kinetikleri demirden daha hizlidir.

@{;@

1: Difenilpikrilhidrazil (sethest radileal)

2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Radikal
Sondiiriicii Kapasite Yontemi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak elde
edilebilen stabil organik nitrojen radikalidir. 515

nm’de maksimum absorbansa sahiptir (Sekil 4) [10].

-

2: Difenilpikrilhidrazin (radikal degil)

Sekil 4. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)’in molekiiler yapist [30].

Molekiilde bir serbest elektronun yer degistirmesi
menekse renginin olugmasimna neden olur. DPPH
soliisyonu  hidrojen atomu verebilen madde
(antioksidan) ile karistirildigi zaman koyu menekse
rengin kaybi ile indirgenmis form olusur.

Antioksidan (A-H) tarafindan DPPH serbest radikaline
proton transferi reaksiyonu 517 nm’de absorbansin
azalmasma neden olur. Bu siire¢ goriiniir alanda
spektrofotometre ile absorbans sabitlenene kadar takip
edilir. (Sekil 5) [4, 32].

Sekil 5. DPPH radikalinin kimyasal yapist ve A-H ile reaksiyonu [32].
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DPPH-H indirgenmis formdur. A’ ise ilk adimda
olusturulan serbest radikaldir. Daha sonra bu radikal
daha baska reaksiyonlara girecektir [30, 31].

Bu yontem bitkiler ve gidalardan elde edilen ekstreler
ya da bilesiklerdeki serbest radikal sondiiriici
aktiviteyi belirlemek igin arastirmacilar tarafindan
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir [32]. Teknik
olarak basit ve hizli bir yontemdir. Fakat uygulamasini
sinirlandiran  bazi  dezavantajlara sahiptir. Uzun
Omiirlii  nitrojen radikali olan DPPH, lipit
peroksidasyonu ile iliskili olan hayli reaktif ve kisa
Omiirlii peroksil radikallerine benzerlik gostermez.
Peroksil radikalleri ile hizla reaksiyona giren bir¢ok
antioksidan DPPH ile yavas reaksiyona girebilir, hatta
hi¢ reaksiyona girmeyebilir [23, 25, 10].

2. SONUC

ET Temelli Yontemler

Antioksidan kapasitenin 0Olgiilmesi i¢in ET temelli
yontemlerin kullanimi giderek artmaktadir. Yontemler
asidik (FRAP), ndtir (TEAC) ya da bazik (FCR)
kosullarda  gerceklestirilmektedir. pH  degeri
antioksidanlarin indirgeyici kapasitesinde 6nemli bir
etkendir. Asidik kosullarda antioksidan bilesiklerde
indirgeyici kapasite baskilanabilmektedir. Halbuki
bazik kosullarda fenolik bilesiklerden proton ayrilmasi
ornegin indirgeyici kapasitesini artiracaktir.

Antioksidanlarin indirgeyici kapasitelerini 6l¢gmek i¢in
birden ¢ok ET temelli yontemlerin kullaniimasi
sonuglar arasinda lineer iligki olusturacaktir. Yapilan
arastirmalarda gergekten toplam fenolik igerik (FCR)
ve antioksidan aktivite (FRAP, TEAC ya da DPPH)
arasinda iliski (R*> 0.99) bulundugu belirtilmistir. Bu
yontemler benzer redoks reaksiyonlarimi temel aldigi
icin indirgeyici antioksidan kapasiteyi 6lgmek i¢in ¢ok
sayida yontem kullanmak gereksizdir. Fakat yaygin
olarak kabul edilen ve gegerli bir yontem kullanmak

onemlidir. Bu agidan FCR ile toplam fenolik yontem
diger ET temelli yontemlere gore avantajlara sahiptir.
FCR ile toplam fenolik ydntem su avantajlara
sahiptir:1. FCR ticari olarak elde edilebilir ve prosediir
oldukga standarttir, 2. Yaygin olarak kabul edilen bir
yontemdir ve tim diinyada gida antioksidan arastirma
laboratuarlarinda rutin olarak uygulanabilir, 3. Cok
sayida karsilagtirilabilir veri mevcuttur [10]. Fakat
FCR ile toplam fenolik yontem sulu fazda
gerceklestirilmektedir. Lipofilik antioksidanlar i¢in bu
yontem bu haliyle uygulanamaz. Bu nedenle lipofilik
ornekler i¢in degisiklik yapilmalidir [10].

HAT Temelli yontemler

HAT temelli yontemler genellikle sentetik serbest
radikal {iretici, oksitlenebilir molekiiler prob ve
antioksidanlarin karisimini igermektedir. HAT temelli
olan ORAC yontemi radikal zincir kirma reaksiyonu
ile 1ilgili kullanmishh bilgi saglamaktadir. ORAC
yontemi, suda ¢Oziinmeyi artirict siklodekstrin
kullanilarak lipofilik antioksidanlar1 6lgmek icin
degistirilmistir. Bu yontem son zamanlarda 6rnegin
peroksil radikal sondiiriicii kapasitesini 6lgmek icin
tercih  edilen bir yontem  olmustur. Eger
antioksidanlarin indirgeyici kapasitesi FCR ve ORAC
ile Olgiliirse; gercek gida sistemlerinde yag asiti
otoksidasyonunu engelleme kapasitesi daha dogru
degerlendirilecektir. FCR ve ORAC kontrolli
kosullarda baglangi¢ reaksiyonuna eklenen oksidan ile
homojen ¢ozeltilerde gergeklestirilmektedir. Halbuki
gercek gida  sistemlerinde reaksiyon oksidan
eklenmeden gerceklesir. Reaksiyon, gidanin depolama
veya islenmesi siirecinde 151k, metal iyonlar1 veya
sicaklik ile baglatilir. Ayn1 zamanda gidalar siklikla
heterojen karigimlardir. Bu nedenle antioksidanlar, in
vitro antioksidan kapasite yontemlerindekinden farkli
davranabilir. Dolayisiyla eger ORAC ve /veya FCR
indirgeyici  kapasite gercek gida  sistemlerine
uygulanacaksa daha fazla ¢alisma gerekmektedir [10].

Gidalarm antioksidan kapasitesini degerlendirmek i¢in kullanilan ¢esitli yontemler Tablo 1’de dzetlenmistir.

Tablo 1. Antioksidan kapasiteyi degerlendirme yontemlerinin karsilastirilmasi i¢in kullanilan bazi kriterler.

ROS/RNS sondiiriici

Hidrojen Atom Transfer Elektron Transfer

Ornekler Stiperoksit
Hidrojen peroksit
Hidroksil
Singlet oksijen, Peroksinitrit
Biyolojik uygunluk? Hayir
Olgmenin basitligi? Hayir
Aletler kolaylikla elde ~ Hayir
edilebilir mi?
Tekrarlanabilirlik? Belirlenmemis
Hidrofilik ve lipofilik Hayir

antioksidanlar igin
uygunluk?

ORAC Toplam fenoller

TRAP TEAC

Krosin FRAP

LDL oksidasyon Cu (II) rediiksiyon
DPPH

Evet Hayir

Hayir (ORAC harig) Evet

Evet (TRAP ve ORAC harig) Evet

Belirlenmemis Belirlenmemis

Hay1r (ORAC harig) Hayir (TEAC harig)

LDL: Diisiik molekiiler agirlikli lipoprotein.



408

Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 26(4):401-409 (2010)

Deneysel olarak hidrojen transfer ile elektron transferi
arasindaki farki aymrmak zordur. Siklikla ikisi
karigtirilir. Cozelti pH’1 ozellikle elektron transfer
yonteminde Onemlidir. Asidik kosullar altinda
indirgeyici kapasite baskilanabilirken bazik kosullar
altinda fenolik bilesikten proton ayrilmas: bilesigin
indirgeyici kapasitesini artiracaktir. Bu nedenle
yontem kosullarinin  tiim  yonleriyle dikkatlice
izlenmesi kullanilan yontemin basarisi i¢in dnemlidir.
In vitro antioksidan kapasite 6lgme yOntemlerinin
sonuclarindan in vivo’daki durumu tahmin etmek
zordur. Ayrica fizyolojik olarak uygun
konsantrasyonlarda oksidan, antioksidan ve Ornek
kullanilmast 6nemlidir. Fliioresan problar kullanilan
hidrojen atom transfer yontemlerinde siire¢ lipit

peroksidasyonuna benzer. Fakat substrat (prob)
konsantrasyonu siklikla antioksidan
konsantrasyonundan daha disiiktir. Bu gida ve

biyolojik sistemlerdeki bir durum degildir. Gidalarda
antioksidanlar okside edilebilir substrattan ¢ok daha
diisiik konsantrasyondadir. Bu ¢alismada tanimlanan
yontemler in vitro kimyasal reaksiyonlari temel
almaktadir. Bu nedenle bu yontemlerden elde edilen
sonuglarla biyolojik sistemlerdeki durumu tahmin
etmek zordur. Bu yontemler antioksidan bilegiklerin
biyoyararlanimi, in vivo stabilitisi ve dokularda in vivo
depolanmasimi1 dikkate almaz ve antioksidanlarin
sinerjistik etkilerini yansitmaz. Calismalarda gegerli,
standardize edilmis ve yaygin olan ydntemlerin
kullanilmast sonuglarin giivenirligi ve karsilastiriimasi
acisindan avantajdir.

Son olarak antioksidan kapasiteyi degerlendirmek i¢in
birgok yontem kullanilmaktadir. Ancak reaktif oksijen
tirlerine karsi antioksidan kapasiteyi degerlendirmek
icin kullanilan in vitro yontemler su gereksinimleri
kargilamalidir; yontem kosullar1 fizyolojik kosullara
miimkiin oldugu kadar yakin olmalidir ve kullanilan
ROS biyolojik sisteme uygun olmalidir. Yukarida
bahsedilen gereksinimler yaygin olarak kullanilan
birgok yontemde tamamen karsilanmaz. Daha ¢ok
sadece bir ROS temel alinir. Bu nedenle farkli
yontemlerin  kullanilmast  ve sonuglarmn  birlikte
degerlendirilmesi daha uygun olacaktir [33].
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