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0z

Antioksidanlarin uygulamalari, oksidatif stresin zararli etkilerini en aza indirmedeki ¢esitli rolleri nedeniyle
artmaktadir. DPPH* (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil radikali; C1sH12NsOg) antioksidan analizi, farkl bilesiklerin
antioksidan aktivitesini degerlendirmek igin yaygin olarak kullanilan hizli, basit ve ucuz bir yontemdir.
Ayrintili literatiir taramasi, ¢esitli arastirma gruplarmin farkli DPPH® derisimlerinde (22,5-400uM),
inkiibasyon siiresinde (5 dk-120 dk), reaksiyon ¢dziiciisiinde (etanol, metanol) ve reaksiyon karisim pH'sinda
(pH= 3 ve 5.5 tampon ortami) olan olduk¢a farkli protokoller kullandiklarini gdstermektedir. Farkli
laboratuvarlarin sonuglarinin karsilastirilmasi ve sonuglarin dogrulanmasi igin standart bir analizin gerekliligi
¢ok 6nemlidir. Bu ¢alismada DPPH* antioksidan analizini etkileyen DPPH* derisimi, standart madde derisimi,
reaksiyon/inkiibasyon siiresi gibi onemli faktorler spektrofotometrik yontem ile incelenerek standart bir
DPPH? antioksidan analiz yontemi olusturulmustur. Bu yontem kapsaminda dlgiimler, reaksiyon ortamindaki
DPPH* derisimi 25-75 uM araliginda, g¢alkalayicili inkiibatérde 30°C’de, 30dk’da ve karanlik ortamda

gergeklestirilmelidir.

Anahtar Kelimeler: DPPH* radikali, Antioksidan, Antioksidan aktivite, Spektrofotometre, Yontem

Re-Evaluating of The DPPHe Antioxidant Assay

ABSTRACT

Applications of antioxidants are increasing due to their various roles in minimising harmful effects of
oxidative stress. DPPH® (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl radical) antioxidant assay is a fast, simple,
inexpensive method commonly used to evaluate the antioxidant activity of different compounds. A detailed
literature survey shows that various research groups have used widely different protocols differed in the
concentration of DPPH® (22,5-400uM), incubation time (5 min—120 min), reaction solvent (ethanol,

methanol) and pH of the reaction mixture (pH=3 and 5.5 buffer) . The requirement of a standard assay is very
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important in order to compare the results of different laboratories and validation of the conclusions. In this
study, a standard DPPHe antioxidant analysis procedure was performed by analyzing the important factors
such as DPPHe concentration, standard substance concentration, reaction / incubation time by
spectrophotometric method. Under this procedure, the measurements should be carried out at DPPH
concentration in the reaction medium in the range of 25-75 uM, 30 ° C in a shaker incubator, 30 minutes and
dark medium.

Keywords: DPPH* radical, Antioxidant, Antioxidant activity, Spectrophotometer, Method

1. GIRIS

Antioksidan, serbest radikallerin neden oldugu oksidasyon reaksiyonlarni durduran ya da
yavaglatan bilesik grubunun genel adidir. Bu bilesikler serbest radikalleri nétralize ederek viicudun
onlardan etkilenmesini 6nlemekte ve kendini yenilemesini saglamaktadir. insan sagligi acisindan
antioksidanlarin islevi son yillarda daha iyi anlagilmistir. Yapilan arastirmalar, antioksidan aktivite
gosteren maddelerin, oksidatif stres kaynakli oldugu diistiniilen katarakt, kanser, kalp-damar ve daha
birgok hastaligin 6nlenmesinde 6nemli islevi oldugunu ortaya ¢ikarmustir (Sellappan vd., 2002; Huang
vd., 2005; Niki, 2010). Bu nedenle, antioksidanlar, bir¢ok saglik yararlari nedeniyle 6nemli nutrasétikler
olarak kabul edilir ve gida endiistrisinde lipid peroksidasyonunun potansiyel inhibitdrleri olarak yaygin

sekilde kullanilirlar (Deng vd., 2011).

Gidalarm igeriginde bulunan toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi, antioksidan aktiviteyi
saglayan hidroksil gruplar hakkinda fikir vermesi agisindan énemlidir. Genellikle toplam fenol igerigi
ve antioksidan aktivitesi arasinda oldukca iyi dogrusal bir korelasyon goriiliir (Prior vd., 2005).
Giliniimiizde antioksidan igerikli gida, kozmetik ve besin destek iiriinlerinin sayis1 da hizla artmaktadir.
Bununla birlikte, viicutta sentetik antioksidanlarin birikebildigi ve karaciger hasar1 ve karsinojenez ile
sonuglanabilecegi gosterilmistir (Deng vd., 2011). FRAP (Demir (III) iyonu indirgeme antioksidan
giicii), ORAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi), CUPRAC (Bakir(I) indirgeyici Antioksidan
Kapasite), ABTS ve DPPH* (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil radikali) gibi saf bilesiklerin ve bitki
ekstraktlarinin antioksidan aktivitesini 6l¢mek igin cesitli yontemler kullanilmaktadir (Scherer ve
Godoy, 2009).

DPPH* yontemi antioksidan aktivite dl¢limiinde en ¢ok kullanilan spektrofotometrik yontemlerden
biridir (Sharma ve Bhat, 2009). DPPH?" testi, radikal bilesigin sabit olmasi ve iiretilmesinin gerekmemesi
nedeniyle, antioksidanlarin aktivitesini degerlendirmek icin gecerli, ucuz, hizli, dogru, kolay ve
ekonomik bir yontem olarak kabul edilir (Deng vd., 2011; Kedare ve Singh, 2011; Benzie ve Strain,
1999; Prior ve Cao, 1999; Cikla Yilmaz ve Ayaz Seyhan, 2017). Bu yontemin avantaji, DPPH* reaktifi
en zayif antioksidanlar da dahil olmak iizere karisimdaki tiim maddelerle etkilesebilmesi ve hem
lipofilik, hem de hidrofilik antioksidanlarla reaksiyona girebilmesidir (Kedare ve Singh, 2011). DPPH*
126
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testinin sonuglari birgok sekilde sunulmustur. Caligmalarin ¢ogu, sonuglari ilk DPPH* derisimini % 50
oraninda azaltmak i¢in gerekli olan antioksidan miktari olarak tanimlanan ICso degeri olarak ifade

edilmektedir (Deng vd., 2011; Scherer ve Godoy, 2009).

Diinya c¢apinda DPPH® yonteminin kullanilmasina ragmen, sonuglarin standardizasyonunun
olmamasi, farklt bitki ekstraktlariin ve ayni zamanda saf bilesiklerin antioksidan giiciinii
karsilagtirmay1 zorlastirmaktadir (Deng vd., 2011; Scherer ve Godoy, 2009). Ayrica; Beer yasasina gore,
spektrofotometrik 6l¢timler i¢in dogruluk araligi % 20-60'lik bir gegirgenlige esit olan 0.221-0.698'lik
bir absorbans araligina girmektedir. Bu yaklagik olarak reaksiyon ortaminda 25-75uM'lik bir DPPH*
derisimine karsilik gelir. Bu absorbans degerleri disinda olan spektrofotometrik dlglimler dogruluk

araliginin diginda kaldigindan, bunlarin verileri sorgulanmalidir (Deng vd., 2011).

Farkli laboratuvarlarin sonuglarimin karsilastirilmasi ve sonuglarin dogrulanmasi igin standart bir
analizin gerekliligi ¢cok Onemlidir. 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil radikali (DPPH®), bir atom azot
koprisiinde eslenmemis bir degerlik elektronuna sahip olan kararli serbest bir radikaldir (Sharma ve
Bhat, 2009). DPPH*’in absorbansi, 151k, hava oksijeni, rutubet ve pH'ya fazlaca duyarli oldugundan
tekrarlanabilir sonuglarin eldesi giictlir. Yakin ge¢miste yapilan yayimlar incelendiginde, 6l¢timlerin
cesitli arastirma gruplan tarafindan farkli DPPH*® derisimi (22.5-400uM), inkiibasyon siiresi (5dk-
120dk ), reaksiyon ¢oziiciisii olarak ¢ok farkli protokoller kullandiklarimi gostermektedir (Tablol)
(Sharma ve Bhat, 2009). Reaksiyon kosullarindaki bu farkliliklarin bir sonucu olarak, askorbik asit ve
biitillenmis hidroksitoliien (BHT) gibi standart antioksidanlar igin ICso degerleri ¢ok degismektedir.
Ornegin, askorbik asitin ICso'si 11.85 ila 629 uM araliginda bildirilmistir (Sharma ve Bhat, 2009; Mishra
vd.,, 2012). Bodylece farkli laboratuvarlarin sonuglarini karsilastirmanin  miimkiin olmadigi

goriilmektedir.

Antioksidan konularinin karmasikligi ve sorgulanabilir yontemlerin uygun olmayan kullanimlari
antioksidan arastirmalari yapan arastirici ve endiistri ¢alisanlarini zor durumda birakabilmektedir.
Standart bir yontemin eksikligi farkli arastirma gruplariin sonuglarinin karsilagtirilmasini olanaksiz
kilarken, besin ve bitki kaynakli ilag endiistrisinin antioksidan {irlinlerde siki kalite kontroliin
yapabilmesini de siirlamaktadir (Huang vd., 2005).

Bu test i¢in bir dizi protokol izlenmis ve farkli laboratuvarlarin sonuglarinda farklilik ortaya
¢ikmustir (Sharma ve Bhat, 2009). Bu amagla, DPPH* antioksidan analiz sonuglarini etkileyen DPPH*
derisimi, standart madde derisimi, reaksiyon / inkiibasyon siiresi gibi 6nemli faktdrler incelenerek
spektrofotometrik dl¢limlerin hassasiyet araligi iginde standart bir DPPH* antioksidan analiz yontemi

gelistirmek i¢in yapilmstir.
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2. YONTEM

Bu ¢alismada, DPPH* (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl radikali; D9132) , Trolox (+-6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid; 238813), methanol (34860), etanol (24102), askorbik asit
(795437) Sigma-Aldrich firmasindan (Steinheim, Almanya) temin edilmistir. Cift distile su Milli-Q
System (Millipore, Billerica, MA, USA) tarafindan iiretilmistir.

2.1. DPPH"* derisimi

Olgiimler icin en uygun DPPH* radikal derisiminin belirlenmesinde; DPPH* radikalinin farkli
derigimlerdeki (50, 100, 150, 250 ve 500 uM) metanollii ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan DPPH
¢ozeltisinden 2 ml alinarak 50 ml'lik cam amber beherlere konulmustur. Daha sonra tizerine 2 ml
metanol eklenmistir (Tablo 2). Her bir cam amber beherin i¢indeki en son hacim 4 ml olacak sekilde
esit hacimde reaktif ve standart/numune eklenmistir. Karisimlar vortekslendikten sonra oda
sicakhiginda(21+2 °C) karanhkta 5, 15, 30 ve 60 dakika inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen
karigimlarin maksimum absorbans degerleri UV-VIS Spektrofotometre (Shimadzu 1601) ile referans
cozeltiye karsi 515-528nm araliginda maksimum absorbans verdigi dalgaboyunda calisilmistir.

Kullanilan DPPH* reaktiflerinin maksimum absorbans degerleri belirlenmistir.

2.2. Standart madde/antioksidan madde derisimi

Antioksidan madde olarak segilen askorbik asitin farkli derisimlerdeki (20, 40, 60, 80, 100 uM)
sulu ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan antioksidan madde ¢ozeltisinden 2 ml alinarak 50 ml'lik cam
amber beherlere konulmustur. Daha sonra iizerine 2 ml 150 pM DPPH? reaktifi eklenmistir. Karigimlar
vortekslendikten sonra oda sicakliginda karanlikta 5, 15, 30 ve 60 dk inkiibasyona birakilmistir. Elde
edilen karigimlarin maksimum absorbans degerleri UV-VIS Spektrofotometre (Shimadzu 1601) ile
referans ¢oOzeltiye karst 515-528 nm araliginda maksimum absorbans verdigi dalga boyunda

calisilmustir.

2.3. Siirenin ve karistirmanin etkisi

Olgiimler icin en uygun siirenin ve karistirmanin belirlenmesinde; farkli siirelerde (5, 15, 30, 60
dk) oda sicakliginda, calkalama olmadan ve farkli siirelerde (5, 15, 30, 60 dk), 30°C sicaklikta,
calkalayicili inkiibatdrde (200rpm) reaksiyonlar gergeklestirilmistir.

3. BULGULAR

3.1. DPPH"* derisimi

Yapilan caligmalar incelendiginde farkli derisimlerdeki DPPH* radikali (22.5-400 uM) ile
dlgiimlerin yapildig1 goriilmektedir (Cizelge 1). Olgiimler i¢in en uygun DPPH® derisiminin
belirlenmesinde; DPPH* radikalinin farkli derisimlerdeki metanollii ¢ozeltisi Cizelge 2’de verilen
128
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prosediir takip edilerek oda sicakliginda karanlikta farkl: siirelerde inkiibasyona birakilmig ve 515-528
nm araliginda maksimum absorbans verdigi dalga boyunda 6l¢timler yapilmigtir. Kullanilan DPPH*
reaktiflerinin maksimum absorbans degerleri belirlenmistir (Sekil 1). Farkli derisimlerde hazirlanan
DPPH?® reaktiflerinin absorbans 6l¢iimlerinden kaynaklanan derisim 6l¢limiindeki bagil hatay1 azaltmak
icin optimum gegirgenlik araligi %20-60 veya buna karsilik olan absorbans araligit A= 0.221-0.698

olacak sekilde antioksidan madde derisimi belirlenmistir (Sekil 2).

Grafikler incelendiginde diisiik antioksidan oOzellik gosteren ve/veya diisiik derisime sahip
maddeler i¢in kullanilabilecek en uygun DPPH* stok derigimi 50, 100, 150 uM lik ¢ozeltilerdir. Yani
maksimum absorbans degeri A= 0,2'lerde olan antioksidan madde i¢in (20 pM askorbik asitin A=260nm
de Amax: 0,214) reaksiyon ortamindaki minimum/maksimum DPPH® derisimi 25, 50 ve 75 uM

olmalidir.

3.2. Standart madde/antioksidan madde derisimi

Yapilan caligmalar incelendiginde DPPH*® reaktif ¢ozeltisine uygun standart madde/antioksidan
madde derisimine iliskin bir veriye rastlanmamistir. Yapilan ¢alismalarda ise, DPPH* reaktifi ile
verdikleri absorbans degerleri iizerinden antioksidan maddenin ¢aligma derigim araligi belirlendigi
gozlenmistir. Antioksidan madde olarak secilen askorbik asitin farkli derisimlerdeki g¢ozeltileri
hazirlanarak ol¢tiimler yapilmistir. Azalan absorbans, geriye kalan DPPH* radikali ¢ozeltisi miktarini

yani serbest radikal giderme aktivitesini vermistir (Sekil 2).

Antioksidan aktivite baslangictaki DPPH*® derisiminin % 50'sinin azalmasi i¢in harcanan
antioksidan miktarin1 (DPPH* radikalini siipiirme aktivitesi reaksiyonu inhibe etme yiizdesi) ifade eden
ICso (etkin derisim) degeri ile verilir. Bu deneyin sonucu olarak UV-goriiniir spektrometrede okunan
degerler absorbans (A)-derisim grafigi cizilerek ICso degerini bulmak icin asagidaki esitlik
kullanilmastir.

DPPH* giderme aktivitesi (%) = [(AK-AN)/AK]x100
AK = Kontrol absorbans degeri

AN = Numune absorbans degeri

Antioksidan derigimlerine kars1 hesaplanan % inhibisyon degerleri ile ¢izilen grafikten % 50
inhibisyona neden olan antioksidan derisimleri (ICsg) okunmustur. Standart olarak Troloks
kullanilmistir (Sekil 3). Absorbanstaki diisiis ne kadar biiyiikse antioksidan aktivite o kadar yiiksek
demektir. Deneyler sonucunda trolox i¢in ICsp= 0.0065 mg/mL, 20uM askorbik asit i¢in ICso= 0.0034

mg/mL olarak bulunmustur.
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3.2. Siirenin ve karistirmanin etkisi

Yapilan ¢alismalar incelendiginde farkli reaksiyon siirelerinde DPPH* radikali ile Sl¢iimlerin
yapildig1 goriilmektedir (Cizelge 1). Farkl siirelerde, oda sicakliginda, calkalama olmadan ve farkli
siirelerde, sabit sicaklikta (30°C), calkalayicili inkiibatdrde (200rpm) reaksiyonlar gergeklestirilmistir.
Grafikler incelendiginde (Sekil 4) 5dk i¢inde inkiibatorlii ve inkiibatdrsiiz degerlerin birbirine ¢ok
yakin/ayn1 oldugu fakat reaksiyon siiresi arttikca inkiibatorsiiz ortamda reaksiyonun 60dk da
sabitlendigi, inkiibatorlii ortamda ise 30 dk da sabitlendigi gézlenmistir. Ayrica inkiibatorsiiz ortamda
sicakligin reaksiyon iizerinde etkisi olmasindan dolay:r farkli giinlerde yapilan deneyler arasinda
sapmalarin meydana geldigi gozlenmis fakat inkiibatorlii ortamda yapilan deneyler sabit sicaklikta

(30°C) gergeklestigi igin sonuglar tutarli bulunmustur.
4. TARTISMA ve SONUC

Spektrofotometrik yontemlerin duyarlilik araliginda, DPPH*® antioksidan analiz yontemi ile ilgili
standart bir protokol gelistirmek i¢in yapilan yayinlar incelendiginde (Sharma ve Bhat, 2009; Mishra
vd., 2012), bu calismalarda sadece ¢oOziicii ortami ve reaksiyon siiresi incelenmis olup DPPH*

antioksidan analiz sonuglarina etki eden tiim faktdrlerin incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Yapilan c¢alismada, grafikler incelendiginde yiiksek derisimlere sahip antioksidan maddenin
DPPH* reaktifi ile reaksiyonu sonucu ¢ok diisiik absorbans degerleri vermesi (absorbans degeri A=
0,2'nin altinda) ve diisiik derisime sahip antioksidan maddenin DPPH"* reaktifi ile reaksiyonu sonucu
cok yiiksek absorbans degerleri vermesi (absorbans degeri A= 0,7'nin {istiinde) nedeniyle Lambert-
Beer’den sapmalara neden olmakta ve bagil hatayi arttirmaktadir. Bu calismadan elde edilen sonuglara
gore, standart bir analizin gerekliligi agisindan reaksiyon ortamindaki minimum/maksimum DPPH*
derigimi 25, 50 ve 75 uM olmali, bagil hatay1 azaltmak i¢in reaksiyonun absorbans araligi A= 0.221-
0.698 olacak sekilde ayarlanmali ve ¢alkalayicili inkiibatorde sabit sicaklikta (30°C), 30dk’da 6l¢timler
gergeklestirilmelidir. Boylece farkli laboratuvarlar sonuglarini karsilagtirmanin miimkiin olabilecegi

diistintilmektedir.
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TABLOLAR ve SEKILLER
Tablo 1. DPPH"* radikali ile yapilmis olan ¢aligmalar

DPPH* (uM) Kaynaklar

22.5 Mimica-Dukicvd., 2004

50.0 Karioti vd., 2004

60.0 Budaraju vd., 2018; Chen vd., 2018

63.4 Kose ve Ocak, 2018; Avalos-Llano vd., 2018

65.0 Wang vd., 2018

80.0 Eklund vd., 2005

100.0 Cikla Yilmaz ve Ayaz Seyhan, 2017; Kano vd., 2005; Tepe vd., 2005;
Kanmaz ve Saral, 2017; Tiirker ve Isleroglu, 2017

250 Alma vd., 2003; Kim vd., 2004; Sarker ve Oba, 2018

400 Ko vd., 2018

Reaksiyon Ortam

Etanol Karioti vd., 2004; Chen vd., 2018; Kano vd., 2005; Mimura vd., 2005;
Da Silva Andrade vd., 2018

Metanol Cikla Yilmaz ve Ayaz Seyhan, 2017; Mimica-Dukicvd., 2004; Kose ve

Ocak, 2018; Avalos-Llano vd., 2018; Wang vd., 2018; Eklund vd.,
2005; Kanmaz ve Saral, 2017; Tiirker ve Isleroglu, 2017; Alma vd.,

2003

Etanol Tampon (pH=3)  Takebayashi vd., 2006

Metanol Tampon Chen vd., 2005

(pH=5.5)

Inkiibasyon siiresi (dk)

5 Govindarajan vd., 2003

10 Ko vd., 2018

20 Karioti vd., 2004; Mimura vd., 2005

30 Cikla Yilmaz ve Ayaz Seyhan, 2017; Kose ve Ocak, 2018; Avalos-
Llano vd., 2018; Wang vd., 2018; Tiirker ve Isleroglu, 2017; Alma vd.,
2003; Kim vd., 2004; Sarker ve Oba, 2018

50 Kanmaz ve Saral, 2017

60 Mimica-Dukicvd., 2004; Karioti vd., 2004; Budaraju vd., 2018

120 Chenvd., 2018

Tablo 2. DPPH* radikali temizleme aktivitesi deney prosediirii
Standart ~ Deney Kontrol

Standart (degisik derisimlerde)(Trolox) 2ml

Numune (Askorbik Asit) 2mil

DPPH reaktifi 2ml 2ml 2ml
Metanol 2ml

Karanlikta, 30°C’de, bekletildikten sonra absorbans okumasi (515-528nm maksimum
dalgaboyunda) yapilmistir.
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Sekil 1. Farkli derisimlerdeki DPPH* reaktifinin maksimum absorbans degeri (517nm)
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Sekil 2. Farkli derisimlerdeki askorbik asitin DPPH* radikal temizleme aktivitesi grafigi (inkiibasyon siiresi:
60dk)
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Sekil 3. Trolox’un %DPPH* giderme aktivitesi grafigi
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Sekil 4. Zamana gore inkiibatorlii/inkiibatorsiiz DPPH* radikal temizleme aktivitesi
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