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Xiilasa

Mbagalada orqanizmda  toksik maddalorin  tasirindon oksidlogma-reduksiya
reaksiyalart naticasinda sarbast radikal — antioksidant tarazligin pozulmast va
sarbast radikallarin artiq miqdarda toplanaraq oksidativ stress yaratmast geyd

edilir. Sarbast radikallarin tasirindan organizmin toxumalarinin gorunmasi ti¢tin
orqanizma xaricdon antioksidant faalliqly maddalorin daxil edilmasi ehtiyaclar
gastorilir. Qabul edilon bioloji faal maddalorin antioksidant faalliglarinin
olciilmasi magsadila istifads edilon sinaglar (ORAC, HORAC, TRAP, CUPRAC,
FRAP, Folin — Ciokalto, ABTS (TEAC) va DPPH testlori), homin sinaqlarin
apariuma qaydalart va mahiyyati tasvir olunur.

Acar sozlar: antioksidant, sorbast radikal, oksidativ stress, ORAC, HORAC,
TRAP, CUPRAC, FRAP, Folin — Ciokalto, ABTS (TEAC) vo DPPH testlori

GIRIS

Oksigen hoyat 1iiglin vacib elementdir.
Hiiceyrolorin  enerji  oldo  etmok  {igiin
mitoxondrilordo ATF istehsali prosesindo
oksigen sorf etdiklori zaman sorbast radikallar
yaranir. Sorbast radikallar hiiceyro oksidlogme-
reduksiya reaksiyalar1 noticosindo yaranan
oksigen (ROS — Reactive Oxygen Species) vo
azotun (RNS — Reactive Nitrogen Species) foal
formalaridir. Sorbost radikallar orqanizmda ikili

rol oynayirlar, yoni eyni zamanda hom toksik vo
hom do qoruyucu tosir gdostorirlor. Onlar
orqanizmin saglamligmi tomin edon bir ¢ox
zoruri  funksiyalara ~ malikdirlor. Belo
funksiyalara hiiceyrolorin mayalanmas1 vo
inkisafi,  prostoglandinlorin ~ vo  nuklein
tursularinin  biosintezi, toksik mohsullarin
organizmdan uzaqlasdirilmasi, bakteriya, virus,
sis hiiceyralorindon qorunma vo s. aid edilo
bilor. Sarbast radikal olan oksigenin foal formasi
“toxuma tonoffiisii” kimi xarakterizo olunan

hiiceyralorin normal metbolizminin tomin
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olunmasinda miithim ohomiyyats malikdir.
Normal aerob metabolizm vo ya bakteriya va
virus hiicumu homginin
ksenobiotiklorin metabolizmindo faqositlorin
oksidlosdirici  aktivlosmosi bas  verarkon

zamanti,

hiiceyralor torofindon oksidlogdiricilor istehsal
olunur, belaliklo organizmin miidafiosi tomin
olunur.
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organizmdo todricon toplanilmasi qocalma
prosesinin slirotlonmasing sobab olur. Miixtalif
toxumalarda, o climlodon beyin, iirok vo
ganyaradic1 orqanlarin toxumalarinda iltihabi
proseslar siiratlonir.

Lakin  sorbast  radikallarin  orqanizmdo
normadan artiq miqdarda yaranmasi toxuma
zadolonmosi, iltihab vo  neyrodegenerativ
xastaliklor kimi miixtslif patoloji proseslorin
omolo golmosing gatirib ¢ixarir. Normadan artiq
yaranmig sorbast radikallar orqganizmdo sorbast
radikal — antioksidant tarazligiin pozulmasina
sobab olur vo naticado oksidativ stress amalo
golir. Oksidativ stress iso lipid, ziilal, nuklein
tursular1 kimi vacib molekullarin geri donmoz
zadolonmoloring sabab ola bilor. Hiiceyralordo
oksigen metabolizmo ugrayaraq oksigenin
potensial zororli tosiro malik aktiv formalarina
cevrilir. Proseslorin normal vaziyystlorindo
oksidlosdiricilorin ~ yaranma  siiroti  vo
amplitudas1 onlarin xaricolma siirotlori ilo
tarazlagdirilir. Lakin prooksidant Vo
antioksidant tarazligt pozuldugda ROS-un
bioloji  hiiceyrolordo  artiq = miqgdarinin
toplanilmasi bag verir va oksidativ stress inkisaf
edir. Oksidativ stress naticosinde yaranan ROS-
un aktiv mohsullar1 — hidrogen peroksid vo
hidroperoksidlor ~ organizmin
miidafio giiciinii tiikkodorok lipidlorin peroksid
oksidlogmasini stimullasdirir, hiiceyra
membranmin tamligint pozur vo nuklein
tursularm1 (DNT vo RNT) oksidlosdirir ki,
naticodo hiiceyro ciddi zodo alir. Xorgongin
miixtolif novlori, diabet, arterial hipertenziya,
ateroskleroz, DNT kodunda doyisiklik, koskin
boyrok catigmazligi, Alsheymer, Parkinson,
xora, artrit, kardiovaskular va s. xastaliklorin
yaranma sabobi kimi sorbost radikallarin zorarli
tosiri gostorilir. Homginin, sorbost radikallarin

antioksidant

SORBOST RADIKALLAR

Sorbast radikallar xarici elektron tobagasinda
bir va ya bir nego ciitlosmomis elektrona malik
kimyavi hissaciklordir. Radikallarda
clitlosmomis elektron ndqts (@) ilo isars olunur.
ROS sorbost radikallara hidroksil (OH®),
superoksid (02*), peroksid (ROO®), alkoksid
(RO*), hidroperoksid (HO:*®) vo lipid peroksid
(ROO°®) aid edilir. RNS sorbost radikallara iso
azot oksid (NO?®), azot dioksid (NO,*®) aiddir.
Bununla yanasi, hidrogen peroksid (H»O»),
ozon (O3), singlet oksigen ('0»), hipoxlorit
tursusu  (HOCI), nitrit tursusu (HNO>),
peroksinitrit (ONOO"), nitrit xlorid (NO:Cl),
diazot trioksid (N203), lipid peroksid (LOOH)
sorbost radikal deyildir vo Umumi sokildo
oksidlosdirici adlanirlar, lakin canli orqanzimda
asanligla sorbost radikal omolo gotirmoya
gadirdirlor [1]. Xarici tobaqesindo ciitlogmis
elektrona malik atomlar stabil olurlar, lakin
clitlosmomis elektronlu atomlar, yoni xarici
elektron orbitallarinda tok elektronlar1 olan
atomlar geyri-stabil vo reaksiyaya haris olurlar.
Belo atomlar catmayan elektronlarmni borpa
etmok liclin qonsu qeyri-radikal atomlarin
elektronlarmi ya monimsaoyirlor vo yaxud xarici
tobagoadoki tok elektronunu onlara Otiirmaklo
Ozlorini stabillogdirirlor. Proses orqanizmdo bas
verdiyi ii¢clin qonsu atom canli toxuma ola bilor
vo belo halda toxuma, 6z elektronunun sorbast
radikal ilo miibadilosindon sonra zodolonir.
Sonra hamin toxuma molekulu 6z stabilliyini
tomin etmok {igiin diger qonsu molekul ilo
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elektron miibadilosi edir, 6ziindo ¢atmayan
elektronu qonsu toxumadan, mas., hiiceyroa
membraninin  ikigat  toboeqgesinds  olan
molekuldan qoparmaga vo ya 0z artiq
elektronunu qonsu molekula 6tiirmoys ¢alisir.
Noticoda ikincili sorbost radikal yaranir va
beloliklo, toxuma molekullarinin zoncirvari
zodolonmasi davam edir. Proses uzunmiiddatli
oldugda oksidativ stress inkisaf edir, moruz
qalan hiiceyralorin tamlig1 pozulur vo sonda
homin hiiceyralor mohv olurlar.

Sorbost radikallar orqanizmdo daxili (tobii) vo
xarici (yad) olmagqla iki yolla amala galirlor [2].
Organizm daxilinds ROS vo RNS kimi sorbast

transferrin

NADPH-oksidaza
ferritin | |

Fe’' 03
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radikallarin yaranmasi hiiceyro foaliyyati vo
tobii maddslor miibadilasi naticasindos bas verir.
Hiiceyrolordo sorbost radikallar fermentativ vo
geyri-fermentativ reaksiyalarla yarana bilorlor.
Miixtolif funksiyalara malik hiiceyralorin hoyat
foaliyyetindo oksidlogsmoa-reduksiya
reaksiyalart mithiim ohomiyyato malikdir vo bu
reaksiyalar noticosindo artiq miqdarda sorbast
radikallarin yaranmasi1 miisahids oluna bilor.
Hiiceyra sistemlori (NADPH, ksantinoksidaza,
Sitoxrom P450 fermentlori) sorbast radikallar
yarada bilorlor (Sok. 1). Oksor momeolilorin
hiiceyralorinds saorbost radikal xassali reaktiv
oksigenin miixtolif formalarinin yaranmasi
mitoxondrilordo bas verir [3].

NO-sintaza

O> NO*

superoksiddismutaza

0> + Fe2* H->O»
~

Cl~, Brr ONOO~

mieloperoksidaza

Fe’' + OH™ + OH®

H*

HOCI, HOBr OH® + NO»

Sak. 1. Bioloji sistemlarda OH-radikallarin va hipohalogenidlarin yaranmasina sabab olan asas proseslor

Sorbost radikallarin orqanizmdo yaranmasinda
digor yol isa xarici miihit amillorinin tosirindon
bas veran prosesdir. Tiitlin tiistiisiing, rentgen
stialarma, mikrodalga siialanmasina, vulkan
qazlarina, zororli qazlara (xlorofrom, xlorlu
toromolor), radioaktiv slialanmaya, kosmetik
vasitolora, meso yanginlarina, alkoqoldan
miitamadi vo c¢ox istifadoys, bozi dorman
preparatlarinin - gobuluna, giinoes siialarinin
zororli  tosirine  moruzqalma  naticosinda
orqanizmda sarbast radikallarin artiq miqdarda

toplanilmas1 bas verir. Homginin, sorbast
radikallarin toplanilmasina qidaya konservant
kimi olavo edilmis kanserogen maddoslor
(nitritlor, nitratlar), bitki yaglarinin haddon artiq
qizdirilmasi naticosinde yaranan peroksid v

politsiklik aromatik karbohidrogenlor do sobab
ola bilar.

Sarbast radikallarin yaranmasinda
ksenobiotiklorin rolu boyiikdiir.
Ksenobiotiklorin metabolizmi Zamani

orqanzimi onlarin zororli tesirindon qorumaq
licin  qaraciyords  gedon  detoksikasiya
prosesindo qliitation (GSH) aktiv foaliyyot
gostorir, ksenobiotiklorlo birlogorok onlarin
orqanzimdon uzaqlagsmasini tomin edir. Bu
prosess GSH-in ¢ox hissesi sorf olunaraq
tikonir vo antioksidant faaliyystini yerina
yetirmak {iclin onun miqdart kifayst etmir.
GSH-1n iki novii vardir — reduksiya olunmus
(GSH) vo oksidlosmis qliitation (GSSG).
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Reduksiya gliitation  (GSH)
ohomiyyatli antioksidant kimi tasir gdstorir vo
sorbost radikallar1 aktiv gokildo neytrallagdirir.
Oksidlogmis qliitation (GSSG) iso bir GSH ilo
digor GSH molekulunun qliitationperoksidaza

olunmug

fermentinin istiraki ilo birlosmasi noticosindo
yaranir. Adoton, hiiceyralords olan qliitationun
90%-ni reduksiya olunmus forma (GSH) veo
10%-ni iso oksidlogmis forma (GSSG) toskil
edir ki, o, da qliitationreduktaza fermenti
tosirindon reduksiya olunmus qliitationa cevrilo
bilir. Oksidativ  stress zamani reduksiya
olunmus GSH bu proseso sorf olundugundan
hiiceyralorda oksidlosmis qliitationun miqdar1
reduksiya olunmus qliitationa nisboton artiq
olur.

Todqiqatlar noticosindo miioyyon edilmisdir ki,
ksenobiotiklorin organlara — boyrak, garaciyar,
sinir v irok-damar sistemina zororli tosirlorinin
yaranmasi mexanizmi oksidativ stress ilo
olagodardir. Qeyri-steroid iltithab oleyhino
dorman preparatlarinin, xorgong zaman istifado
edilon kimya terapiyanin, antipsixotik tosirli
preparatlarin  toksikliklori oksidativ ~ stress
yaratmalart  ilo  olagolondirilir.
preparatlarinin  oksidativ ~ stress  yaratma
mexanizmlori  forqlidir. Bozi  preparatlar
molekulyar  oksigeni reduksiya etmoklo
oksigenin singlet oksigen vo superoksid kimi
aktiv formalarin1 omolo gotiron reaktiv araliq
mohsullar yaradirlar, digorlori iso birbasa
hiiceyrolordo  oksigenin aktiv formalarinin
miqdarmin artmasini stimullasdirirlar [4].

Darman

ANTIOKSIDANTLAR

Antioksidantlar qida mohsullarinda vo insan
orqanizmindo rast golinon vo asagi qatiliqda
tapilan maddolordir [5]. Onlar orqanizmds bas
veron oksidlogsmo proseslorine nozarat edir vo
ehtiyac yarandiqda bu reaksiyalar1 inhibo
edirlor.  Antioksidantlar  elektron  donoru
xassosing malik kimyavi birlogmolordir. Onlar

sorbast radikallarin patoloji tasirini
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zorarsizlogdirir  vo  insan  orqganizminin
midafiosini hoyata kegirirlor. Antioksidantlar
elektron verdikdon sonra 6zlori sorbast radikala
cevrilmirlor vo stabil voziyystdo qalirlar.
Antioksidant  xassoyo  malik  molekullar
organizmdos endogen yolla yarana bilor vo ya
xaricdon qida mohsullar1 ilo ekzogen yol ils
daxil ola bilorlor. Antioksidant xassoli osas
fermentloro superoksid dismutaza (SOD -
Superoxyde Dismutase), catalaza (CAT -
Catalase) va qliitation peroksidaza (GSH-Px —
Glutathion Peroxydase) aid edili. SOD
superoksid anionu CAT vo GSH-Px iigiin
substrat olan hidrogen peroksido (H20») ¢evirir.
Katalaza  H»O,-ni  suya vo  oksigeno
metabolizma ugradir, GSH-Px iss H2O2-ni vo
eloca da tizvi hidroperoksidlori GSH ils reaksiya
vasitosilo reduksiya edir. Homg¢inin, metallarla
birlosmo omolo gotiron ziilallar (ferritin,
laktoferrin, albumin), tiol qrupu saxlayan
amintursular (sistein), ubixinol, lipoy tursusu,
sidik tursusu, superoksidreduktaza vo s.
antioksidant xassoyo malikdirlor.

Ekzogen antioksidantlara vitaminlor (A, E, C),
makro- vo mikroelementlor (selen, mis, sink,
maqnezium),  karotinoidlor  (beta-karotin,
likopin, beta-kriptoksantin), stilbenlor
(rezveratrol), polifenollar, flavonoidler, taninlor,
kumarinlor, antosianlar, lignanlar vo s. aiddir.
Ekzogen antioksidantlardan sayillan E vo C
vitaminlori orqanizmin hiiceyra zarlarinda
(membranlarida), hamginin hiiceyrs xarici vo
hiiceyro daxili mayelordo rast golinir. Onlar
ROS ilo reaksiyaya girorok sonuncular1 inhiba
edir vo ya neytrallasdirirlar. Membranlarin
daxili hidrofob lipid saholorino miixtolif
antioksidantlar tosir edirlor. Yaglarda holl olan E
vitamini bu mihit {i¢lin ¢ox ohomiyyatli
antioksidantdir vo membranin  tamliginin
gorunmasini tomin edir.

Yaglarda holl olan antioksidantlar bioloji
membranlarda polidoymamis yag tursularinin
peroksid oksidlosmasinin garsisinin
alinmasinda boyiik ohomiyyoto malikdirlor.
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Suda hall olan antioksidantlarin (C vitamini)
hidrofil miithitdo ROS-un neytrallagdirilmasinda
miistosna ochomiyyatlori vardir.

1.  Antioksidant faalligin  yoxlanilmasi.
Kimyovi birlogsmolorin antioksidant foalliginin
qiymotlondirilmosi  ii¢ilin spektrometrik,
elektrokimyavi analiz va s. tisullardan istifado
edilir [6]. Spektrometrik {sullara oksigen
radikali udma bacarigi (ORAC - Oxygen
Radical  Absorption  Capacity), hidroksil
radikali antioksidantliq bacarigi (HORAC -
Hydroxyl Radical Antioxidant Capacity),
imumi peroksid radikal tutma antioksidant
parametri (TRAP — Total Peroxyl Radical

Trapping Antioxidant Parameter), misi
reduksiyaedici (misin reduksiyas1) antioksidant
qivvo (CUPRAC — Cupric Reducing

Antioxidant Power), domiri reduksiyaedici
(domirin  reduksiyasi) antioksidant qlivvo
(FRAP — Ferric Reducing Antioxidant Power),
kalium-ferrisianidi  reduksiyaedici  (kalium-
ferrisianidin reduksiyasi) qiivvo (PFRAP —
Potassium Ferricyanide Reducing Power), 2,2'-
Azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfon tursusu
(ABTS), difenil pirilhidrazil radikal (DPPH —
[2,2-di(4-tert-octylphenyl)-1-picrylhydrazyl] vo
fliorimetrik analiz aiddir. Elektrokimyovi
analiz tisullarma voltammetriya, amperometriya
vo biamperometriya aid edilir.

Spektrometrik iisullarla toyinatin
mexanizminds kimyovi reaksiya naticosindo
bas veron doyisikliyin geyd edilmasi dayanir.
Kimyovi reaksiyalarin aparilmasi iki proseso
osaslanir: hidrogen atomu o6tiiriilmosi (HAT —
hydrogen atom transfer) va tok elektronun

otiirlilmasi (SET — single electron transfer).

Hor hansi bir iisulun istifadasi ilo oldo edilon
naticolorin diirlistlilyliniin miioyyanlogdirilmasi
liclin alman noticalorin statistik islomolori
yering yetirilir.

2. Hidrogen  atomunun  Otiiriilmasina
asaslanan  testlor  (HAT).  Antioksidant
aktivliyin HAT mexanizmini fenolun (Ar-OH)

; " ) Azerbaycan Tibb Universitetinin
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hidrogen atomunun (H) peroksid radikala
Otlirlilmasi reaksiyasi togkil edir:

ROO*+ AH/Ar-OH 2 ROOH + A*/ArO°*

burada, fenol (Ar-OH) ilo peroksid radikalin
(ROO®) reaksiyasi naticosindo yaranan ariloksil
radikal (ArO®) rezonansla stabillosir, AH iso
gorunan biomolekullardir.

HAT-osasli testlorin tipik niimunslori kimi
oksigen radikali udma bacarig1 (ORAC), iimumi
peroksid radikal tutma antioksidant parametri
(TRAP) vo timumi oksiradikal tutma bacarigi
(TOSC - Total Oxyradical Scavenging
Capacity) smnaqlaridir.

2.1. ORAC testi. Antioksidant aktivliyin toyin
edilmosinds istifado olunan genis yayilmis
siaqdrr. Ik dofo Q.Kao torofindon toklif
edilmigdir. ORAC testlor peroksid radikalin
oksidlogsmasinin garsisinin alinmasina nozarot
etmoklo antioksidantlar torofindon radikal
zoncirvari reaksiyanin parcalanma gabiliyyatini
Olciir. Peroksid radikallar bioloji sistemlordo
lipidlorin  oksidlosmosi  zamani, homginin
fizioloji soraitdo qida mohsullarinda {istiinliik
toskil edir va sarbost radikallar kimi xarakterizo
olunur. ORAC simaqlar antioksidant effektivliyi
ticlin bir meyar kimi doyorlondirilir.

Bu analizdo istifado edilon peroksid radikal
generatorlarin1 azobirlogsmolor togkil edir. Bu
azobirlosmoalora lipofil o,0.,-
azobisizobutironitril (AIBN), 2,2-azobis(2-
amidinpropan) xlorhidrat (ABAP), 2,2'-
azobis(2,4-dimetilvaleronitril) (AMVN) va
hidrofil 2,2'-azobis(2-amidinpropan)
dihidroxhlorid (AAPH) aid edilir.

ORAC testinin mexanizmi fliioressensiyanin
intensivliyinin reaksiyanin getmo miiddotindon
asililigint Slgmoya osaslanir. ORAC testing
osason generator torofindon emissiya edilon
peroksid radikal fliioressent niimuns ilo
reaksiyaya daxil olur, bu zaman onun
fliioressensiyasinin itmosi bas verir ki, proses
fliorimetrdo qeyde almir. Bu dsulda
antioksidantin mévcud olub olmamasina asason
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kalibro qgrafikinde oyrialt1 saho  Olgiiliir.
Antioksidant aktivliyin miqdarca
qiymatlondirilmosi antioksidant mévcudlugu vo
yoxlugu ilo oldo olunan iki oyrialt1 sahonin
Olctilmosi ilo yerina yetirilir. Etalon kimi adaton

HO
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troloks antioksidant standartindan istifado edilir
vo antioksidantlar torsfindon qiymstlondirilon
ORAC gostoricisi troloksun ekvivalenti kimi
tosvir edilir. Troloks E vitamininin suda hall
olan analoqudur (Sak. 2).

OH
CH,

Sok.2. Trolok

Cox zaman hidroksil radikali generatoru kimi
H>0,-CuSO4 sistemi, B-fikoeritrin iso ziilalin
oksidlogsmo-reduksiya fliiorosent indikatoru
kimi istifado edilir ki, onun da fliioressensiya
zamani parcalanmasi sorbost radikal tutucular1
istirakinda Ol¢iiliir. Bu zaman standart kimi
troloks totbiq edilir. Kompleks omologolmo (Cu
(IT) + H20,) reaksiyasinin baglangicinda mis (II)

Cu(Il) + H;0; <> CuOOH" + H'
CuOOH" — Cu(I) + Oy + H"
Cu(l) + H,0:— Cu(Il) + HO® + OH

hidroperoksid (CuOOH") yaranir ki, sonraki
morholodos reaksiya zoif siiratlo getmoklo Cu (I)
va Oy omolo golir. Hidrogen atomu donorlarinin
istirak etmodiyi soraitdo Cu-O rabitosinin
hemolitik qirilmasi CuOOH" birlogsmoasinin
parcalanmasi {stiinliiyli ilo bas verir. Novbati
reaksiyada Cu (I) H2O: ilo reaksiyaya daxil olur
vo sorbast hidroksil radikali HO® omolo golir

(Sak. 3)
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I COOH
‘ b ‘
HO 8] O

Fliioressein

G

:,f
E:
:

AAPH (2,2*-azobis(2-
amidinopropan)dihidrocloride)

Fliioressein
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COOH COOH

P-fikoeritrin

B-N=N-R—* 2R~ +N:
R* + O: —+ROO"

ROO”

————+# {liioressensiyast olmayan mahsul

Sok.3. Hidroksil va peroksid radikallarin miiayyanlasdirilmasi tigiin ORAC testinda gedan reaksiyalarin sxemi

Fliioressensiyanin Olgiilmasi 515 nm dalga
uzunlugunda yerino yetirilir. Hoyocanlandirma
dalga 485 nm secilir.
Flioressensiyanin  intensivliyi 35  doqige
orzinds har 1 dagiqadon bir dlgiiliir. Olgma hom

uzunlugu

antioksidant istiraki vo hom do antioksidantsiz
apartlir,. Umumi 6lgmo miiddoti 70 doqiqo
davam edir. Hor analizin noticosi kalibra
grafikino goéro hesablanir maddonin
mkmol/qr quru qaligina asason aparilir (Sak. 4).

Vo

H;N l|ZHs l|fH3 NH,' HyC lFHs {|1Hs HC
\ U \ /
(—C—N=N—C—C —=  (—C+ N=N + C—C
/o | b |
NHy' ey, L NHy' g, cy; NHY
R-N=N-R — 2R*+ N, R*+ O, — ROO*

Sok.4. AAPH molekulunun sorbast radikallara parcalanmasi (37°C temperaturda)

Beloliklo, AAPH-in  (R-N=N-R) termo
parcalanmasi noticosindo alkil radikal R®
molekulyar oksigenlo O birlogerok peroksid
radikalin ROO® yaranmasini1 togviq edir. Burada
peroksid radikalin omalo golmosi temperaturdan
cox asili oldugu tigiin analizin gedisi zamani

temperatur forqinin yaranmamasi nozarotdo
saxlanilmalidir.

ORAC testinin
fliloressent

ilk
Porphyridium
cruentum-dan almmis B-fikoeritrin ziilalindan
istifado edilirdi. Lakin B-fikoeritrinin bazi

totbiqinin illorinda

nimuna kimi
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catmayan cohotlorino goro bozi todqiqatgilar
onu fliioressein, Nil gdy fosforu, p-aminbenzoy
tursusu vo digor maddolor ilo ovozlomoya
iistiinliik verirlor.

Beloliklo, ORAC testinin mexanizmi asagidaki
kimi izah olunur. Azobirlogmolor qizdirildigda
omolo golon ROO® radikalinin fliioressent
molekulunu zadalomasi naticasinda
fliioressensiyanin  itmosi miisahido olunur.
Oksidlogsmaklo parcalanma davam etdikco
flioressensiyanin zoiflomosi do davam edir.
Lakin antioksidantlar fliioressent molekulunu
oksidlogsmoklo zodolonmodon miidafio edorok
qoruyurlar.  Miidafis  deracasi  miqdarca

fliiorometr torafindon ol¢iiliir.

ORAC testi gida maddolorinin (¢ay, meyva,
torovaz, bitki ekstraktlari, melatonin, dofamin,
flavonoid vo s.) antioksidant aktivliyinin
yoxlanilmasinda genis istifado edilir. Qeyd
etmok lazimdir ki, ABS-da qida maddslorinin
antioksidant aktivliyin osasinda yaradilan bank
molumatlar1 ORAC {sulu naticalori ilo
hazirlanir.

2.2. HORAC ftesti. Bu test Cu (II) kompleksin
hidroksil radikalin yaranmasindan qorunma
ticlin miidafio gabiliyyatinin
doyorlondirilmasini  Ol¢lir.  Toadqiq edilon
TRAP = Rrooe X Tplazma

2 X " Azarbaycan Tibb Universitetinin
Sn ) Jurnal

niimuns fliioressein ilo inkubasiya edilir, sonra
tizorina Fenton qarisi@1 (hidroksil radikali
generatoru) olavo edilir. Baslangic
flioressensiya vo sonraki qarigdirilma zamani
har doqigadoki fliioressensiya olgiiliir. Kalibro
oyrisinin qurulmasit {igiin standart kimi qall
tursusunun miixtalif qatiligh mohlullarmdan
istifado  edilir HORAC testi  hidroksil
radikallara gars1 antioksidant aktivliyin radikal
reaksiyalarm qmrilmast  yolu ilo  birbasa
Olclilmosini tomin edir.

2.3. TRAP testi. Bu sinaq antioksidantlarin
hadaf molekul ilo peroksid radikallar arasinda
gedon reaksiyani inhibs etmok qabiliyyatinin
Olclilmosino osaslanir. Hodof molekul 2,2-
azobis(2-amidinpropan)  dixlorid ABAP-in
termik parcalanmasi noticosinds bas veron
peroksid oksidlogsma zamani avvalco 6ziinii O
uducu kimi (niimuno soklindo) gOstorir.
Molekulyar oksigenin O; udulma miiddstindo
miisahido olunan gecikmolor, yoni induksiya
dovrii migdarca 6l¢iilo vo niimunonin timumi
antioksidant gdstoricisi TRAP parametrini ifado
edo bilor. TRAP indeksi bir litr mayedo
(plazmada) olan ROO® radikalinin mollarinin
sayma asason asagidaki diisturla hesablanir:

burada, Rrooe — ROO®-nun yaranma siiroti, Tplazma — insan plazmasi istiraki ilo yaranan oksigenin

istehlakinda gecikmo miiddatidir.

3. Tak elektronun otiiriillmasi testlori (SET).
Tok elektronun otiiriilmasi testlori, homginin
elektron transferi (ET) testlori do adlandirilir.
Bu testlor sorbast radikallarin, karbonil
qrupunun vo metallarin reduksiyasi mogsadi ilo

antioksidantin elektron 6tiirmo qabiliyystinin
Olclilmosine  osaslanir.  SET
antioksidant tosirini asagidaki reaksiyalar kimi

testlorinin

tasvir etmak olar:

ROO’ + AH/ArOH — ROO™ + AH"/ArOH™*
AH+/ArOH™ + H;0 < A"/ArO’ + H;0"
ROO™ + H30" < ROOH + H;0
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Folin-Ciokalto, domiri reduksiyaedici
antioksidant  qiivvo  (FRAP) vo  misi
reduksiyaedici antioksidant qiivve (CUPRAC)
daxil olmaqla SET spektroskopik testlori
oksidlogdiricinin  reduksiya edilmosi ii¢ilin
antioksidant gabiliyyastinin Ol¢iilmoasino
osaslanir ki, bu zaman azalma davam etdikco
rong doyismosi miisahido olunur. Rongin
doyisma doracasi imumi antioksidantin miqdar1
ilo korrelyasiya olunur.

3.1. CUPRAC testlori. Umumi antioksidant
qabiliyyatinin 6l¢lilmasi tigiin istifado edilon
CUPRALC testlorinin ilkin variant1 2000-ci ildo
toklif edilmisdir. Lakin sonradan miixtalif
antioksidant aktivliyin 6l¢iilmasi tiglin bir qodor
tokmillosdirilmisdir. Smaq Cu** ionlarinm Cu*
ionlarma  reduksiyasna  osaslanir.  Digor
isullarda  oldugu kimi optik
Olciilmosinin asanlagdirilmasi mogsadi ilo mis-

sixligin

; " Azarbaycan Tibb Universitetinin
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ligand kompleksi almagq ii¢lin liganddan istifads
edilir. Ligand qisminds neokuproin (Nc; 2,9-
dimetil-1,10-fenantrolin) totbiq edilir. Bu {isul
hom lipofil vo hom do hidrofil maddslorin
antioksidant xiisusiyyatlorinin Sl¢iilmoasi {i¢ilin
yararhdir.

CUPRAC testlorindon qida maddslorinin
antioksidantliq  xassoslorinin ~ dyronilmsainda
genis istifado edilir. Testlor qida
komponentorinin Cu®'— neokuproin reaktivinin
xromogen  oksidlosdirici
osaslanir ki, noticodo Cu®" voziyyotdon Cu*
voziyyato  kecir. Mis ionlarmin  Cu?**
reduksiyaedici  neokuproin  istiraki  ilo
reduksiyast 450 nm maksimum udma veran
kompleks omolo gotirir. CUPRAC smaginin
xromogen oksidlosdirici reaktivi ~ Cu**~Nc
reduksiyaedici  antioksidant substansiyanin
(AOX) n-elektronlar1 ilo reaksiyaya daxil olur
(sok. 5 va 6)

xiisusiyyatloring

nCu(Nc)2?* + n-elektron reduksiyaedici (AOX) 2 nCu(Nc):" + n-elektron oksidlosms mohsulu +

nH"

CUPRAC reaktivi

+ H+

reduksiya olunmus CUPRAC reaktivi

Sak.5. CUPRAC testinin sxemi: HA — antioksidant molekulu, A — oksidlasmis antioksidant molekulu.

[

|

aciq mavi

sari-narinci

Sak.6. CUPRAC analizinda rangin dayismasi
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Bu reduksiya reaksiyasinda polifenol vo digor
antioksidantlarin Ar-OH qruplar1 miivafiq
xinonlara  oksidlosirlor,  Cu?'-neokuproin
kompleksi iso  sari-narinct  rongli  Cu'-
neokuproin kompleksino qodor reduksiya
olunur.

Bir cox spesifik maddslorin, o climladon
rozmarin tursusu, epikatexin- qallat, kversetin,
katexin, kofein tursusu, epikatexin, qall tursusu,
rutin, xlorgen tursusu va s. licin CUPRAC
testlori maddslorin antioksidant foalliglarmin
Olgiilmesinds on yaxs1 smaqlar kimi 6ziini
dogrultmusdur [7].

3.2. FRAP testlor. FRAP smagqlar1 Fe (III)-
tripiridil triazin kompleksinin asag1 pH (pH =

; : Azarbaycan Tibb Universitetinin
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3.6) gostoricilorindo  Fe (II) kompleksino
cevrilmasi ilo xarakterizo edilir. Belo reduksiya
prosesi 593 nm dalga uzunlugunda udulmanin
Olclilmosi ilo aparilir. Reaksiyanin aparilmasi
ticlin 3 ml is¢i reaktiv mohlulu hazirlanir, onun
lizorino todqiq edilon durulasdirimis niimuno
mohlulundan  100-150 mkl olave edilir
Termostatda 37 °C temperaturda 30 doqigo
saxladigdan sonra 593 nm dalga uzunlugunda
udulma ol¢iiliir.

FRAP testlorindo gedon reaksiya asagidaki
sokildo gedir. Rongsiz mohlul intensiv goy
rongo cevrilir (sok.7):

Antioksidant + Fe** < Fe?" + oksidlosmis antioksidant

Fe?* + Fe(CN)g> <> Fe[Fe(CN)¢]” vo ya

Antioksidant + Fe(CN)¢* < Fe(CN)s* + oksidlosmis antioksidant

Fe(CN)* + Fe¥* <> Fe[Fe(CN)q|"

. N . - IN
N NN
1 - 1
> =N = — N =
=~ | —— =~ N ‘I S
\ L ATOH [ArOH]* /
Fe o A Fe2!
e, e 1
- i 3
\/kfl\\ — = : r\\ —
N____N N N
|
N/\ ~N o
'.\% “\%

Fe(II)-tripiridil triazin

Fe(II)-tripiridil triazin

Sak.7. FRAP reaksiyasinin mexanizmi

Bu testlor bioloji mayelorin, qida maddalorinin,
bitki ekstraktlarmm vo s. antioksidant
faalliglarmin miioyyanlosdirilmasi {igiin istifado
edilir. Lakin molekulunda tiol qrupu olan
birlosmalor {i¢iin istifado oluna bilmir.

3.3. Folin — Ciokalto iisulu. Folin — Ciokalto
testlori imumi fenol torkibinin Gyronilmosi
liciin totbiq edilir. Bu smaqlar bitki mensali
qidalarda vo bioloji niimunslordo {imumi

polifenol torkibin Oyronilmesi igiin istifads
edilmisdir.

Folin — Ciokalto sinagmin mahiyyati Folin —
Ciokalto reaktivinin (fosformolibden/
fosforvolfram tursusu) golovi miihitde fenol
birlosmoalori torsfindon reduksiya olunmasina
osaslanir. Bu zaman ilkin sar1 rongli mohlul goy
rongli mohlula ¢evrilir vo onun optik sixlig1 765
nm dalga uzunlugunda 6lg¢iiliir.
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4. Qansiq smaqlar (HAT/SET). Bu smaqlar
reaksiyanin getmo soraitindon asili olaraq
(mihitin pH gostericisi, holledicinin tobiati)
hidrogenin vo tok elektronun Otiiriilmosi
miixtolif nisbotlordo bas verir. Bu sinaqlara
ABTS, DPPH va s. aiddir.

4.1. ABTS (TEAC) testlari. ABTS testlori 1993-
cii ildo N.Miller vo onun komandasi torafindon
toklif edilmisdir. Bu testlor antioksidant
tosirindon  2,2'-azinbis(3-  etilbenztiazolin-6-
sulfon tursusu) (ABTSe+) kation-radikalin
ronginin doyisma doracasini 6lgmaya asaslanir.
Todqiqatlar reaksiya noticosindo omolo golon
gdy-yasil  mohlulun

rong  intensivliyinin

; : Azarbaycan Tibb Universitetinin
8 Jurnal

azalmasinin 734 nm dalga uzunlugunda optik
sixliginin Slglilmosi ilo yering yetirilir. ABTS
testlori totbigindo alman noticolor troloksa
nisbatdo mmol/kq vo ya mmol/litr ilo ifads
olunur (sok.8).

4.2. DPPH ftestlari. Bu smaq ilk dofo 1922-ci
ildo Qoldsmit vo Renn torofindon toklif
edilmisdir. DPPH" (2,2-di(4-tert-oktilfenil)-1-
pikrilhidrazil) n-radikaldir vo udma sahasi 517
nm dalga uzunluguna uygundur. Bu iisulun
totbiqgi DPPH-in ilkin gatiligmin azalmasi ti¢lin
zoruri  olan  antioksidantin  miqdarinin
spektrofotometriya ilo 6l¢iilmasing asaslanir.

(

)

Mavi-yasil

(a)
s SOy
LT
N= ——————
>
NH* di Et NH*

ABTS
(rangsiz)

K25:0s l

- s SO,

0:S S N=( j@/
=M= _—
o E{
Et

ABTS Kation
(mavi-yasil rongli)

(b)

A=734

Aciq mavi

Sok.8. ABTS sinaq zamani mahlulun ranginin dayismasi (a) va ABTS kation-radikallarin udulmas aktivliyi

sxemi (b)

Bu zaman qeyd edilon prosesin getmasi ii¢lin
tolob olunan zaman qeyd edilir. Reaksiyanin
gedisindo DPPH molekulundak1 azot atomunun
tok elektronunun antioksidantdan hidrogen
atomunu qobul etmoklo miivafiq hidrazino
reduksiya olunmasi bas verir. DPPH" radikali
stabil vo intensiv bondvsoyi rongo malikdir.
Radikalin stabilliyi birinci doraceli ikivalentli
azot atomunun sterik sixlig1 va elektron donoru
rolunu dastyan ikinci doracali difenilamin qrupu
va elektron akseptoru olan pikril torafindon

hoyata kecirilon “6ziino ¢ok-itolo” effekti ilo
olagodardir. Belo tosir molekulun kanonik
qurulusunu ohomiyyatli doracods sabitlosdirir.
Qeyd edilir ki, DPPH® radikalinm UB
spektrindo meydana ¢ixan iki ayr1 zolaq n-m*
kecidi noticosindo yaranir vo qosalagsmamis
elektron goriinon sahodo zolaga tosir edir.
Toyinat DPPH mohlulu 6ziindon
hidrogen atomu vers bilma qabiliyyatine malik
madds mohlulu ilo qarigdirilarken bandvsoyi
rong itir vo DPPH radikalinin reduksiya

zamani
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olunmus formasi (DPPH-H) amalo golir (sok.9).
Spektrdo daha genis zolagq DPPH' radikali
mohlulunun dorin bondvsayi rongino uygundur.
Hidrazinin (DPPH-H) omolo golmosi ilo H
donoru olan antioksidant molekulundan
hidrogen atomunun kogiiriilmasi naticasinda

o¥e

|
I
—— N

03N, i NO, O\, i (NO, ON

NO, NG,

; " ) Azerbaycan Tibb Universitetinin
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mohlulun rongi bondvsoyidon agiq sart rongo
godor doyisir vo goriinon zolaq yox olur.
Reaksiyanin intensivliyi spektrofotometriyanin
goriinon sahosindo optik sixligm Ol¢iilmasi ilo
toyin edilir [8].

0.0 00 O

O,N NO,

NO,

Sak.9. DPPH" (2,2-di(4-tert-octylphenyl)-1-picrylhydrazyl) radikalin kimyavi qurulusu

Radikal sudan forqli olaraq etanol, metanol vo
ya onlarin sulu mohlulullarinda holl olur.
Spirtlorin sulu mohlullarinda suyun miqdar1
60%-1 kegmomolidir.

DPPH testi antioksidant torsfindon DPPH’
radikalin neytrallasdirilmasi ti¢iin elektronlarin
Otliriilmosino osaslanir. Reaksiya 517 nm dalga
uzunlugunda Olgiilmiis rongin doyismosi ilo
miisayiot edilir ki, rong doyisikliyi maddonin
antioksidant foalligmi qiymotlondirmoys imkan
verir (sok.10).

Reaksiya aparmaq iiclin hazirlanmis gqarisiq
qaranliq yerdo 4°C temperaturda 60 doqigo
saxlanilir. DPPH reaktivinin istiraki ilo bas
veran doyisiklik, yani aktivlik
spektrofotometrdo 517 nm dalga uzunlugunda
asagidaki diisturla hesablanir:

I(%) = 100 x (Ao — A1)/Ap burada, Ao — kontrol
moahlulun, A — isa toadqiq edilon mohlulun optik

sixligidir., Almman rogomlora goro sorbost
radikalin 50% inhibisiyas1 (ICso) hesablanir.
Sorbost radikal inhibisiyasi 1Cso gostoricisinin
nd qodor az olmasi antioksidantligm bir o qodor
¢ox olmasini bildirir. ICso gostoricisi sorbost
radikallarin  50%-nin inhibo olunmas1 {i¢iin
niimunenin tolob olundugu qatiliqdir. Inhibisiya
(%) ilo qatihqg (pg/ml) arasnda olan kalibro
oyrisi asagidaki diistur ilo hesablanir: y=ax+b

Burada, y gostaricisi ICso gostoricisini miioyyon
etmok ticlin 50% ilo ovoz edilir, x iso kalibra
oyrisina gora ICso kemiyyatidir, pg/ml vo ppm
ilo ifado olunur. Kalibra oyrisinds korrelyasiya
omsali doyorinin 0.999 olmas1 komiyyatlor
arasinda diiz miitonasib asililig1 gostorir. Analiz
edilon niimunanin qatilig1 artdiqca
antioksidantliq da artmaga dogru gedir [9].

Alman ICso gostoricisine goro antioksidant
foalliq asagida verilon codvallordoki kimi
qiymatlondirilir (cadvel 1 va 2) [10]:
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Cadval 1. ICsg (ppm) gostaricisina asaslanan antioksidant aktivliyin parametrlori

Azarbaycan Tibb Universitetinin

1Cso gostoricisi (ppm) Antioksidant faalliq
<50 Cox giivvatli

50— 100 Qrivvatli

100 - 150 Orta

150200 Zoif

Cadval 2. ICsg (ug/ml) gostaricisina asaslanan antioksidant aktivliyin parametrlori

1Csg gostoricisi (ug/ml) Antioksidant faalliq
< 10 ug/ml Cox qgiivvatli

10-50 ug/ml Qiivvatli

50-100 ug/ml Orta

100-250 ug/ml Zaif

> 250 ug/ml Qeyri-aktiv

H .
Qo \J Q=
. H
N=N NO, ——— N=N NOs

O3N OgN
DPPH (banovsayi rongli) DPPH-H (aciq sar rongli)
A=517 nm
Saok.10. DPPH testinin mexanizmi
Niimuns iiclin asagida DPPH standartlarmdan (ng/ml) arasmmda olan  kalibro  oyrisi
olan qall tursusunun inhibisiya (%) ilo qatiliq gostaorilmisdir (sxem):
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Sxem: Qall tursusunun inhibisiya (%) ila qatiliq (ug/ml) arasinda olan kalibra ayrisi

Qal tursusunun ICy; oyrisi

v
o

% Inhibisiya
= N W b
o O O o

o

3

y =13,652x + 5,0272
R?=0,999

Qatiliq pg/ml

Burada x-in qiymotini hesablamaqla 1Csp

gostaricisini miioyyon etmok miimkiindiir.
DPPH smag1 fordi antioksidant molekullarin vo

bitki ekstraktlarnin vo fenol
antioksidantliginin

eloco do,
birlosmolorin
qiymaotlondirilmasi li¢iin genis istifado edilir.

YEKUN
Belaliklo, ksenobiotiklarin canli
orqanizmdo oksidlosmo-reduksiya

reaksiya mohsullar1 olan

sorbost radikallarin oksidativ stress yaratmasi
fosadlarinin qarsisinin almmasi tigiin xaricdon
antioksidant  foalligh ~ maddslorin  qobul
edilmesino ehtiyac vardir. Oksidativ stress
prosesinin dorinlogsmodiyi hallarda giindslik
qobul edilon qida maddslori (meyvaler,
torovozlor) sorbost radikal — antioksidant
tarazligin1 qormaga kifayat edir. Lakin bu yolla
oksidativ stresin qarsisinin alinmasi miimkiin
olmadiqda organizmin sorobost radikallarin
zorarli tosirindon qorunmasi ligiin antioksidant
foallighh maddaslarin qobul edilmasino ehtiyac
yaranir. Qabul edilon bioloji foal maddslorin
antioksidant foalliq gostaricilorinin avvalcadon

tayin edilmasi onlarin hansi patoloji hallarda va

hans1 dozada toyin edilmasini miisyyan edir.
Kimyavi maddslarin antioksidant faalliglarinin
Olgiilmasi  miixtalif sinaqlardan (ORAC,
HORAC, TRAP, CUPRAC, FRAP, Folin —
Ciokalto, ABTS (TEAC) vo DPPH testlori)
istifado etmoklo yerino yetirilir.

Ilava molumatlar.

Minnatdarhgq.

Bu moagqalo milli soviyyads aparilmig aragdirma vo tohlil
naticasindo orsoys golmisdir; hazirlanmasinda istirak
edon biitiin hamkarlarimi togokkiir ediram.

Miislliflorin téhfalori.

Konsepsiya vo dizayn, Malumatlarin aldo edilmasi, tohlili
vo ya tofsir, Olyazmanin tortibi, ©lyazmanin miihiim
intellektual mozmun iigiin tonqidi toftisi, Statistik tohlil,
Molumatlarmn idarsedilmosi, Arasdirma, Oldo edilmis
dostok, maliyya vo nozarat: biitin miolliflor borabar
qaydada. Miislliflor yekun olyazmani oxuyub va tosdiq
edib.

Maliyyslosdirmo.
Mogqalonin hazirlanmast mogsodilo aparilan tohlil vo
aragdirmalar {iglin he¢ bir konar maliyyo oldo

edilmomigdir. He¢ bir digor qurum vo ya sponsor
togkilatlararasdirmanin vo ya todqiqatn vo ya tohlilin
dizayn1 vo aparilmasinda; molumatlarin toplanmast, idara
tohlili, habelo
olyazmanin hazirlanmasi, nazordsn kecirilmasi vo ya

edilmasi, molumatlarin  tofSirinda,
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tosdiginds heg bir rola malik olmayib; slyazmanin nagra

etmoyiblar.

toqdim edilmasi haqqinda gorarlarin verilmosindo istirak

etmomisdir.

Mbslumat vo materiallarin sl¢atanhgi.
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AHTUOKCHUJAHTHAA AKTUBHOCTD 1 TECTBI OIIPEJEJIEHUS B
TOKCHUKOJIOT' NN

Tapaes D.A., Ilawaesa C.A., ' yceiineynuesa K.@., Hecupnu U.V.

Aszepbatioocarckuii Meouyunckuii Yrusepcumem, kageopa @apmayesmuyeckoi moKCUKOLOSUU U XUMUU
eldargar@mail.ru

Pezrome

B cmamve ynomunaemcs o Hapyuienuu c60000HOPAOUKANbHO-AHMUOKCUOAHMHO20 OANAHCA 6
pesynomame NPOMEKaAHUs. OKUCTUMETbHO-60CCMAHOGUMENbHbIX DEaKyull 6 op2anusme noo
Oelicmeuem MOKCUYECKUX BeUyecmes, d MAKNce HAKONICeHUsL CB0D0OHBIX PAOUKANIO8 6 U30bImKe,
€o30auux oOKCuOamuehvlll cmpecc. Ymodul 3auumums MKAHU OP2AHUSMA OM 8030€liCEUs.
CB0DOOHBIX PAOUKAN08, HEODXOOUMO NPUHUMAMb U36HE OP2AHUMA 6euiecmed, obraoaroujue
aHmuoxcuoanmuou  akmuenocmolo.  Onucanvl mecmvl, UCHOTb3YeMble Ol UIMEPEHUS
AHMUOKCUOAHMHOU akmusHocmu ouonocuyecku axmusnovlx eeuwjecms (ORAC, HORAC, TRAP,
CUPRAC, FRAP, Folin-Ciocalto (©onun-Yoxanemey), ABTS (TEAC) u DPPH-mecmul), npasuna
U CYWHOCMb IMUX MECMO8.

Knroueevie cnosa: anmuoxcudamnm, c80000mblll paodukan, oxcuoamusHvii cmpecc, ORAC,
HORAC, TRAP. CUPRAC, FRAP, ®@onun-Yuoxanomey (Folin-Ciocalto), mecmoi ABTS (TEAC) u
DPPH

ANTIOXIDANT ACTIVITY AND DETERMINATION TESTS IN TOXICOLOGY

Qarayev E.A., Pashayeva S.A., Huseynguliyeva K.F., Nesirli I.U.

Azerbaijan Medical University, Department of Pharmaceutical toxicology and chemistry
eldargar@mail.ru

Abstrakt

The given article talks about the disruption of the free radical-antioxidant balance as the result
of oxidation-reduction reactions in the body under the influence of toxic substances, and the
creation of oxidative stress resulting from the accumulation of excess free radicals. It also
mentions the need for taking external antioxidants in order to protect the body tissues from the
effects of free radicals. The paper describes the tests used to measure the antioxidant activity of
biologically active substances (ORAC, HORAC, TRAP, CUPRAC, FRAP, Folin-Ciocalto, ABTS
(TEAC) and DPPH tests), as well as the methods and essence of those tests.

Keywords: antioxidant, free radical, oxidative stress, ORAC, HORAC, TRAP, CUPRAC, FRAP,
Folin-Ciocalteu, ABTS (TEAC) and DPPH tests
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