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oksidan arasındaki reaksiyonun hız sabitini kapsar. Kapasite, 
bir numune tarafından süpürülen belirli bir serbest radikalin 
miktarının ölçüsüdür. Antioksidan kapasite ölçümleri, örne-
ğin toplam süpürme kabiliyetini belirleyen, heterojen bir anti-
oksidan karışımının miktarını verir. Her bir bileşenin antioksi-
dan kapasitesini ölçmez (3). 

Farklı antioksidanlar ve oksidanlar arasındaki reaksiyonlar 
farklı hız sabitlerine sahiptir ve bu yüzden örneğin antioksi-
dan kapasitesi farklı oksidanlarla değişir (4). Ölçümde kullanı-
lan  analitik metotlar ve analizin oluştuğu koşullar da aynı 
gıda türü için, farklı sonuçlara neden olabilir. 

Bugüne kadar pek çok farklı teknikle in vitro ve in vivo antiok-
sidan ölçüm yöntemleri geliştirilmiştir ve uygulanmaktadır. 
Bu derlemede yaygın olarak kullanılan “in vitro” antioksidan 
ölçüm teknikleri genel bir bakış açısıyla değerlendirilecektir. 

ANTİOKSİDAN KAPASİTE TAYİN YÖNTEMLERİ
Reaksiyon mekanizmalarına göre antioksidan kapasite  tayin-
leri başlıca iki gruba ayrılabilir:

1. Hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar (HAT)

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

Üçüncü bir grup hem HAT hem de SET reaksiyon mekaniz-
malarını içerir (6). 

Hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar
HAT mekanizmasına dayanan tayinlerin çoğu  yarışmalı rek-
siyon kinetiğini izler ve kantitasyon kinetik eğrilerinden yapı-
lır.  HAT’a dayanan metotlar genellikle sentetik bir radikal 
üreticiden, yükseltgenebilir moleküler probdan ve bir antiok-
sidan bileşikten oluşur. ORAC, TRAP gibi HAT-temelli me-
todlarda peroksil radikali (ROO•) üretmek üzere bir radikal 
başlatıcı kullanılır. Eklenen antioksidan radikaller için ortam-
daki substrat ile yarışır. ROO• tercihen antioksidandan bir 
hidrojen atomu alır. Sonuçta ROO• ve hedef molekül arasın-
daki reaksiyon inhibe edilir veya geciktirilir (5, 7)

Oksijen radikal absorbsiyon kapasitesi yöntemi (ORAC)
ORAC yöntemi başlangıçta Ghiselli ve arkadaşları (8) ve 
Glazer (9) tarafından çalışılmıştır. Daha sonra Cao ve arkadaş-
ları tarafından geliştirilmiştir (10). ORAC peroksil radikalinin 
antioksidan inhibisyonunu ölçer. Bu yöntemde peroksil radi-
kali floresans özellik gösteren bir molekülle (prob) floresans 
olmayan bir ürün oluşturmak üzere reaksiyona girer. 

R-N=N-R → N2 + 2ROO• (11)

ROO• + prob ( Floresan madde ) → ROOH + okside olmuş 
prob (floresansta azalma)

ROO• + AH→ ROOH + A•

ROO• + A• → ROOA

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

Antioksidanın koruyucu etkisinin hesaplanması, floresans bo-
zunma eğrisinin altındaki integre edilmiş net alandan yapılır 
(AUC) (Şekil 1). 

[Alan antioksidan- Alan kör(antioksidan olmayan)]

Böylece  peroksil radikalleri ile oksitlenen bir hedef mole-
külün bir antioksidan tarafından ne kadar korunduğu, he-
def molekülün bozunması floresans takibi ile izlenerek bu-
lunur (6). 

ŞEKİL 1. ORAC yöntemiyle antioksidanın koruyucu etkisinin, floresans bozunma 
eğrisinin altındaki integre edilmiş net alandan hesaplanması.

•• •

Antioksidan Kapasite = Alan (Antioksidan) - Alan (kör)
ŞEKİL 2. ORAC metodunun prensibinin şematik gösterimi (14).

ORAC değerleri  genellikle Troloks eşdeğer olarak rapor edi-
lir. Farklı derişimdeki Troloks standartları kullanılarak kalib-
rasyon eğrisi elde edilir (12). Numunenin Troloks eşdeğeri, 
Troloks derişimi (Y)(μM) ve floresans bozunma eğrisi altında-
ki net alan (Alan örnek – Alan blank) arasındaki doğrusal veya 
ikinci dereceden ilişki kullanılarak hesaplanır (Y=a+bX, doğ-
rusal veya Y=a+bX +cX2, ikinci dereceden).

Orijinal ORAC yönteminde, okside olabilir protein substratı 
olarak floresans özellik gösteren β-fikoeritrin (B-PE) ve  perok-
sil radikallerini üretmek için 2,2’-azobis(2-amidinopropan) di-
hidroklorid  (AAPH) kullanılmıştır (10). 
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ŞEKİL 4. 2,2’-azobis(2-amidinopropan) dihidroklorid’i (AAPH) moleküler yapısı.

Fakat ORAC metodunda B-PE kullanımının  bazı dezavantaj-
ları vardır. Bunlar şöyle sıralanabilir:

1) Porphyridium cruentum’dan izole edilen bir protein olan 
B-PE peroksil radikalleriyle reaksiyonunda çok fazla değiş-
kenlik gösterir. Bu da sonuçlarda tutarsızlığa neden olur (13).

2) B-PE uyarma ışığına maruz kaldıktan sonra, fotokimyasal 
olarak bozunur.

3) Polifenoller, özellikle proantosiyanidinler, B-PE’ye nonspe-
sifik olarak bağlanırlar.

Her iki durumda düşük ORAC değerlerine neden olur (5, 6). 
Bu problemleri çözmek için Ou, B-PE’yi floresein (FL) 
(3’,6’-dihidroksispiro[isobenzofuran-1[3H], 9’[9H]-ksanten]-3-
on) ile yer değiştirmiştir (7). FL sentetik protein olmayan bir 
probdur ve B-PE’nin limitasyonlarının üstesinden gelir. Genel 
olarak, numune, kontroller ve standart (bir standart eğri yapı-
mı için dört ya da beş farklı konsantrasyonları ile Trolox) flore-
sein çözeltisi ile karıştırılır ve AAPH çözeltisi reaksiyonu baş-
latmak için eklenmeden önce sabit sıcaklıkta (37 °C) inkübe 
edilir. Floresans şiddeti, 485 nm (uyarma)/525 nm (emisyon) 

dalgaboyunda her 35 dakikada çevre koşulları altında (pH 7.4, 
37 °C) ölçülür. Reaksiyon ilerledikçe FL tüketilir ve floresans 
şiddeti azalır. Antioksidanın varlığında FL bozunması engel-
lenir (14).

Avantajları:
ORAC testi hidrofilik ve lipofilik ekstrelerin  antioksidan ka-
pasitesini ölçer. ORAC yöntemi kolayca otomatikleştirilir. 96 
veya 48 kuyucuklu floresans mikroplaka okuyucu sistem ile 
birleştirilen robotik sekiz kanallı sıvı işleme sistemi kullanıla-
rak, mükemmel sonuçlar elde edilmiştir (14).

Dezavantajları:
ORAC reaksiyonu sıcaklığa duyarlı bir reaksiyon olduğun-
dan, plaka boyunca sıcaklık kontrolü önemlidir. Küçük sıcak-
lık farklılıkları tekrar üretilebilirliği azaltır. AAPH eklenme-
den önce reaksiyonun 37 °C’de inkübasyonu gün-içi değişken-
liği azaltır (15). Uzun analiz zamanı (~1 saat) önemli bir eleştiri 
olmuştur. Fakat yüksek verimlilikte testlerin geliştirilmesiyle 
bu sınırlama giderilmiştir.

Toplam radikal tuzaklayıcı antioksidan parametre yöntemi  
(TRAP)
Orijinal  TRAP yöntemi Wayner ve arkadaşları tarafından ge-
liştirilmiştir ve çoğunlukla plazmanın antioksidan kapasitesi-
nin değerlendirilmesi için kullanılmıştır (16). Bu yöntem, bir 
azo bileşiğinin termal bozunmasıyla indüklenen kontrollü bir 
lipid peroksidasyon reaksiyonu esnasında oksijen tüketiminin 
ölçülmesi temeline dayanır. Wayner metodunda, çözünmüş 
oksijen tüketimi, lipid peroksidasyon hızının bir göstergesidir 
ve bundan dolayı plazmanın bu reaksiyonu engelleme kabili-
yetinin dolaylı olarak ölçülmesidir. Plazmanın oksijen tüketi-
mi üzerine geciktirme etkisi, bilinen miktarda troloksun gecik-
tirme etkisiyle karşılaştırılır. Bu metot zaman alıcı bir metot-
dur (örnek başına 2 saat) ve dolayısıyla günlük çalışılacak ör-
nek sayısı sınırlıdır. 

TRAP metodunda  daha önemli bir problem, plazmanın yük-
sek oranda seyreltilmesinden kaynaklanır. Bu seyreltme yağ 
asitleri arasındaki reaksiyonun ilerlemesini zorlaştırır (17). Bu 
durumda TRAP değeri seyreltmeyle orantılı olarak artar.  

ŞEKİL 3. Farklı derişimdeki Troloks standartları kullanılarak elde edilen kalibrasyon eğrisi 
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Reaksiyon karışımına küçük bir miktar linoleik asit eklenme-
siyle problemin üstesinden gelinmiştir.

Yöntemin geliştirilmesinden birkaç yıl sonra, DeLange ve ar-
kadaşları, antioksidan kapasiteyi ölçmek için bir dış prob kul-
lanmayı önermişlerdir (18). Bu metot R-fikoeritrini (R-PE) flo-
resan prob olarak kullanmıştır. AAPH eklenmesiyle R-PE flo-
resansı doğrusal olarak azalır. Plazma veya tek antioksidan 
eklenmesi, eklenen antioksidan miktarına bağlı olarak, flore-
sansdaki azalmayı geciktirir.

ŞEKİL 5. 5mM AAPH ile başlatılan oksidasyon reaksiyonunun kinetiği. Antioksi-
dan olmadığında R-PE floresansında doğrusal azalma gözlenir. 4, 6 ve 8 mM tro-
loks eklenmesi (sırasıyla 2,3 ve 4. numune), floresansın azalmasını, eklenen antiok-
sidan miktarıyla orantılı olarak geciktirir.

R-PE ile AAPH reaksiyonunun ilerleyişi florimetrik olarak iz-
lenir (λuyarma= 495 nm ve λemisyon= 575 nm). Bilinmeyen bir 
numunenin Troloks eşdeğeri olarak antioksidan kapasitesi,  
(X), aşağıdaki eşitlik ile ifade edilmiştir (8).

CTroloks/TTroloks=X/Tplazma

CTroloks: Troloks derişimi
TTroloks: Troloks varlığında R-PE kinetik eğrisinin gecikme 
zamanı
X: Plazmanın antioksidan kapasitesi
Tplasma: Plazma varlığında kinetik eğrinin gecikme zamanı.

X daha sonra 2 ile (Troloksun stokiyometrik faktörü)  ve örne-
ğin seyreltme faktörüyle çarpılır ve TRAP değeri μmol/L ola-
rak bulunur. TTroloks‘u numunenin aynı kinetik eğrisinden 
elde etmek için, R-PE floresansı başlangıç değerinin yaklaşık 
%50’si olunca, Troloks reaksiyon karışımına eklenir. 
Reaksiyon, floresans azalma hızı, Troloks eklenmeden önceki 
seviyeye gelinceye kadar izlenir. TTroloks ve Tplazma, Troloks 
eklenmesi öncesi ve sonrasında, R-PE’nin maksimum oksidas-
yon eğrilerinin ekstrapole edilmesiyle hesaplanır (Şekil 5).
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ŞEKİL 6. 5 mM AAPH ile başlatılan plazma ortamındaki R-PE oksidasyonunun 
kinetiği (Troloks eklenmeden önce ve eklendikten sonra).

Valkonen ve Kuusi, TRAP metodunu  moleküler prob olarak 
diklorofloresin diasetat (DCFH-DA) uygulayarak modifiye et-
mişlerdir (19). AAPH varlığında oluşan peroksil radikalleri ile  
DCFH-DA okside olur  ve diklorofloreseine (DCF) dönüşür. 
DCF yüksek floresans özellik gösteren bir bileşiktir (λuyarma= 
480 nm ve λemisyon= 526 nm) ve 504 nm’de absorbansa da sa-
hiptir. Bu yüzden meydana gelen DCF ya florimetrik olarak ya 
da spektrofotometrik olarak izlenebilir (20).  

Avantajları:
Serum veya  plasma gibi biyolojik materyallerde antioksidan 
kapasite ölçümleri için kullanılır, çünkü glutatyon, bilirubin, 
ürik asit ve askorbik asit gibi enzimatik olmayan antioksidan-
ların süpürücü aktivitesini ölçer (5).

Dezavantajları:
Karışık ve zaman alıcı bir yöntemdir. Ayrıca yüksek derecede 
uzmanlık ve deneyim gerektirir. 

Karotenoid (Krosin) ağartma  yöntemi  
Karotenoidlerin otooksidasyon yoluyla renkleri açılır. 
Oksidasyon ışık veya ısı yoluyla (21) veya peroksil radikalleri 
ile (örneğin AAPH veya yükseltgeyici lipitler) başlatılır (22). 
Bu renk açılması radikallere hidrojen atomu veren klasik anti-
oksidanlar tarafından önlenebilir veya azaltılabilir. Hedef ola-
rak β-karoten sıklıkla kullanılmasına rağmen (21), β-karotenin 
470 nm’de rengini kaybetmesi, birkaç yolla olabilir. Bu yüzden  
sonuçların yorumlanması zordur. Buna karşılık, ilk olarak 
Bors ve arkadaşları tarafından  önerilen krosinin (23), yalnızca 
radikal oksidasyonu yoluyla rengi açılır.  Bu nedenle β-karoten 
yerine tercih edilir. 

RN = NR → 2R• + N2

R• + O2 ↔ R00•

krosin - H (portakal rengi) + R00•
 
→

 
krosin•

 
 (rengi açılmış) + R00H

krosin - H (portakal rengi) + R00•
 
+ AH

 
→ krosin• + R00H + A•

Ursini ve arkadaşları bu metodu plazma antioksidan kapasite-
sinin tayininde uygulamışlardır (24). Deneysel olarak, reaksi-
yon 10 μM krosin ve bilinen  miktarda antioksidan içeren  2 
mL fosfat tamponu (0.1 M, pH 7.0) hazırlanmasıyla gerçekleş-
tirilmiştir. Daha sonra reaksiyonu başlatmak için  radikal 
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başlatıcı AAPH (50 μL, 0.5 M) eklenmiştir. Renk açılması kro-
sinin maksimum absorpsiyon yaptığı 443 nm dalgaboyunda 
(ε=1.33x105 M-1cm-1) 10 dakika boyunca spektrofotometrik 
olarak izlenmiştir. APPH eklendikten sonra krosinin ağarma 
hızı yaklaşık 1 dakika doğrusaldır. Antioksidanlar ağarmaya 
engel olur. Başlangıç krosin ağarma hızları antioksidan varlı-
ğında (V) ve yokluğundaki (V0) kinetik eğrilerden elde edilir 
(25). V ve V0 arasındaki ilişki aşağıdaki eşitlikle gösterilir.

V
V

1 k
k

x
C

AH0

C

AH= +
6

6

@

@

[AH] = antioksidan derişimi

[C] = krosin derişimi

kAH  = ROO• ile  antioksidan reaksiyonu için hız sabiti

 kC = ROO• ile  krosin  reaksiyonu için hız sabiti

V0/V’ye karşı [AH]/[C] grafiği, eğimi kAH/kC olan ve bağıl 
peroksil radikal süpürme kapasitesini gösteren doğrusal bir 
eğri vermelidir. Plazma için, doğrusal eğri 0.79 eğimle elde 
edilmiştir. C vitamininin antioksidan kapasitesi 7.7 bulunmuş-
tur. Vitamin C’nin Troloks eşdeğeri olarak hesaplanan ORAC 
değeri 0.95’dir (26). 

Avantajları:
Krosin ağartma tekniği, mikroplakalar gibi yüksek işlem ha-
cimli metodolojilere kolaylıkla adapte edilebilir. Bununla bir-
likte sıcaklık kontrolü kritiktir (27).

Dezavantajları:
Krosin ağartma tekniğinin, gıda örneklerinde uygulamaları 
sınırlıdır. ROO• ve fitokimyasallar arasındaki reaksiyon hız 
sabitleri büyük ölçüde değişebilir. Bazı fitokimyasalların reak-
siyon hızları krosine benzerdir. Bu durumda, inhibe edilmiş 
ağartma hızları çok küçüktür ve metot antioksidanlardaki 
konsantrasyon  değişimine duyarlı değildir. Krosin 450 nm’de 
absorbans yapar ve karotenoid gibi pek çok meyve pigmenti 
ışığı aynı dalgaboyunda absorplar. Her bir örneğe girişimi ön-
lemek için, yalnızca gıda örneği ve AAPH içeren bir karışım 
aynı zamanda denenmelidir (5). Krosin safrondan ekstrakte 
edilen bir doğal pigment karışımıdır ve çok çeşitlilik gösterir. 
Bu yüzden  partiler arası (inter-batch) farklılık fazladır. Bu 
problemler metodun güvenirliğini ve kantitatif endüstriyel 
uygulamalarda kullanımını kısıtlar (3).

Elektron transferine dayanan reaksiyonlar (ET) 
Spektrofotometrik ET-dayanan metotlar; bir reaksiyon karışı-
mında iki bileşen içerir. Antioksidan ve oksidan. Oksidan an-
tioksidandan bir elektron alır ve  bu oksidanda renk değişimi-
ne neden olur. Renk değişiminin derecesi, antioksidan derişi-
miyle orantılıdır (5).

Oksidan + e-(antioksidan) → indirgenmiş oksidan + yükselt-
genmiş antioksidan

Folin-Ciocalteu yöntemi (FC)
Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) molibdofosfotungstik heteropo-
liasittir (3 H2O.P2O5.13WO3.5MoO3.10 H2O). Varsayılan aktif 
merkezi Mo(VI) dır. 

Mo(VI)(sarı) + e-(antioksidan) → Mo(V)(mavi)

FCR,  fenolik olmayan pek çok bileşik tarafından (Örneğin vi-
tamin C, aromatik  aminler,  Cu(I) gibi)  indirgenebileceği için,  
fenolik bileşiklere spesifik  değildir. FC metodu gerçekte bir 
örneğin indirgeme kapasitesini ölçer (6). Fenolik bileşikler 
FCR ile yalnız bazik koşullar altında reaksiyona girerler 
(Sodyum karbonat çözeltisiyle pH 10’a ayarlanır). Fenolik bir 
protonun ayrılması, FCR’yi indirgeme yeteneğine sahip bir fe-
nolat anyonun oluşmasına neden olur. Fenolat ve FCR arasın-
da oluşan mavi bileşikler, fenolik bileşiklerin yapısından ba-
ğımsızdır. Bu yüzden metal merkez ve fenolik bileşikler ara-
sında koordinasyon bileşiği oluşma olasılığı göz ardı edilir (5).

Mavi renkli kompleks oluşumu 765 nm’de  spektrofotometrik 
olarak ölçülür. Standart olarak genellikle gallik asit  kullanılır 
ve sonuçlar gallik asit eşdeğeri olarak (mg/L) ifade edilir. 

Avantajları:
FC yöntemi ile  diğer elektron transferine dayanan metotlar ara-
sında (örnek olarak, TEAC ve DPPH•) mükemmel doğrusal 
korelasyon olduğu belirlenmiştir (27). Magalhaes ve arkadaşları 
tarafından yapılan bir çalışmada, çok sayıda içeceğin (n=72) FC 
toplam indirgeyici kapasitesi TEAC metoduyla karşılaştırılmış; 
kırmızı şarap, bitki ve çay infüzyonları ve bira için iyi bir kore-
lasyon (R>0.9) bulunmuştur (28). FC metodu ve ORAC meto-
duyla elde edilen antioksidan kapasite ölçümleri arasındaki 
ilişki genellikle iyidir (6). Bu korelasyonlar, gıda örneklerinde 
antioksidan kapasitenin değerlendirilmesi için, FC toplam in-
dirgeyici kapasitesinin yararlılığını doğrulamaktadır.

FCR’nin tanımlanmamış kimyasal yapısına rağmen, FC yöntemi 
ile toplam fenol tayini güvenilir, basit ve tekrarlanabilirdir (5). 

Dezavantajları:
Çok sayıda makale önerilen gallik asit referans standardı yeri-
ne  kateşin eşdeğeri (28), klorogenik asit eşdeğeri (29), kafeik 
asit eşdeğeri (30), protokateşuik asit eşdeğeri (31), vanilik asit 
eşdeğerini (32) kullanarak hesaplama yapmışlardır. Metotların 
standardizasyon eksikliği tayin edilen fenollerde farklı değer-
ler elde edilmesine neden olmaktadır. Son absorbans değerleri 
genellikle reaksiyona giren fenolik hidroksil gruplarının sayı-
sıyla orantılıdır ve molekülün yapısına bağlıdır. Eğer kalibras-
yon için kullanılan standart madde yüksek reaktiflikte ise ve 
yüksek bir absorbans veriyorsa, ölçülen numune değerleri dü-
şük olacaktır. Örneğin, kafeik asitin (iki reaktif OH) absorbans 
değeri, tek reaktif OH grubu olan bir fenolün absorbansından 
iki kat daha yüksek olacaktır (33). Şarap endüstrisinde, şarap 
fenoliklerinin ölçümü için metodun standart hale getirilmesi 
çabaları devam etmektedir (6). 

Yöntemin zaman alması, rutin analizler için uygulanmasını 
zorlaştırmaktadır. Aynı zamanda sulu fazda gerçekleştirildiği 
için, lipofilik bileşikler için uygulanamamaktadır (34). 

Troloks eşdeğeri antioksidan kapasite yöntemi (TEAC)
TEAC yöntemi ilk olarak Miller ve Rice-Evans tarafından 
1993 yılında rapor edilmiştir (11). Re ve arkadaşları bu meto-
du geliştirmişlerdir (12). Geliştirilmiş yöntemde, 
2,2’-azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-sülfonik asit) (ABTS)’in 
persülfatla oksidasyonuyla, ABTS•+ radikali oluşturulur. Bu 
radikal, toplam radikal süpürme kapasitesini ölçmek için 
kullanılır.

Bu metot antioksidan bileşikler tarafından ABTS’nin rengini 
kaybetmesi temeline dayanır. Moleküllerin kararlı serbest 
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ŞEKİL 7. 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-sülfonik asit) (ABTS)’nin persülfatla oksidasyonu

radikali süpürme kabiliyeti, vitamin E’nin suda çözünebilen 
bir analoğu olan Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-
2-karboksilik asit) ile karşılaştırılması yapılır. 

7 mM amonyum ABTS tuzu suda çözünür ve 2.45 mM potas-
yum persülfatla muamele edilir. Bu karışımın kullanılmadan 
önce oda sıcaklığında 12-16 saat beklemesi, koyu mavi renkli 
bir çözelti verir. Bu çözelti daha sonra, etanol veya tampon 
(pH 7.4)  ile absorbansı 734 nm’de 0.7 olacak şekilde 
seyreltilir. 

100 μL örnek 2.4 mL ABTS•+ çözeltisi ile karıştırılır ve 6 daki-
ka oda sıcaklığında bekletme sonunda absorbans ölçülür (35). 
Örneğin toplam radikal süpürme kapasitesi, Troloksun absor-
bansı azaltmasıyla ilişkili olarak hesaplanır. Sonuçlar gram 
örnek başına Troloks eşdeğer antioksidan kapasite cinsinden 
ifade edilir (TEAC/mg). Antioksidan ve oksidanlar arasındaki 
reaksiyon hız farklılıkları TEAC değerlerine yansımaz. Çünkü 
TEAC yöntemi bir bitiş noktası testidir (5).

ŞEKİL 8. ABTS radikal katyonunun absorpsiyon spektrumu (36)

ABTS radikalinin absorpsiyon maksimumları λmaks 415, 645, 
734 ve 815 nm olarak gösterilmiştir (Şekil 7). ABTS•+ ve anti-
oksidan arasındaki reaksiyonu izlemek için  çoğu araştırmacı 
bunlar arasında 415 ve 734 nm’yi kullanmışlardır (37). Özgen 
ve arkadaşları meyvelerde antioksidan kapasite ölçümünü  
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ABTS metodunu modifiye ederek daha düşük pH’da yapmış-
lardır (38). Sodyum asetat ile hazırlanan pH 4.5 tamponu öl-
çümler için kararlı bir reaksiyon ortamı sağlamıştır.

ŞEKİL 9. pH 4.5 ve pH 7.4’deki ABTS•+ çözeltisinin absorbansının zamana bağlı 
değişimi 

Avantajları:
Uygulamasının kolay olması nedeniyle, TEAC yöntemi, pek 
çok araştırma laboratuvarında antioksidan kapasite çalışması 
için kullanılmıştır. ABTS radikali geniş bir pH aralığında ka-
rarlıdır. Bu yüzden antioksidan mekanizma üzerine pH etkisi-
ni çalışmak için kullanılabilir (39). ABTS radikali hem sulu 
hem de organik çözücülerde çözünebilir ve  dolayısıyla lipofi-
lik ve hidrofilik bileşiklerin antioksidan kapasitesini ölçmek 
için kullanılabilir (40). Radikal düşük redoks potansiyeline sa-
hiptir (0.68 V) ve nispeten daha düşük redoks potansiyelleri 
nedeniyle fenoliklerin antioksidan kapasitesinin değerlendi-
rilmesi için uygundur. Çoğu fenolik bileşik bu termodinamik 
özelliği nedeniyle, ABTS radikaliyle reaksiyona girebilir (40). 
TEAC reaksiyonları otomatikleştirilebilir ve  mikroplakalara 
(41), sürekli akış sistemine adapte edilebilir (42).

Dezavantajları:
TEAC reaksiyonunun  bitiş noktasına ulaşması uzun bir za-
man alabilir. Böylece, kısa süreli bir bitiş noktasının kullanıl-
ması (4-6 dakika), reaksiyon tamamlanmadan önce okuma 

Zaman (dakika)
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yapılmasına ve daha düşük TEAC değerleri bulunmasıyla so-
nuçlanabilir (6).

Demir (III) iyonu indirgeyici antioksidan güç yöntemi (FRAP)
FRAP yönteminin avantajı elektron-transfer reaksiyonu olma-
sıdır. Burada Fe(III) tuzu, Fe(III)(TPTZ)2Cl3 (TPTZ=2,4,6-
tripiridil s-triazin), oksidan olarak kullanılır (43). Fe(III) tuzu 
redoks potansiyeli (~70 V) ABTS•’nin redoks potansiyeli  (0.68 
V) ile benzerdir.  Bu yüzden, TEAC ve FRAP yöntemleri ara-
sında pek fark yoktur. TEAC yöntemi, nötral pH’da, FRAP 
yöntemi ise demirin çözünürlüğünü sağlamak için asidik ko-
şullarda (pH 3.6) gerçekleştirilir. Düşük pH değerinde, Fe(III)-
TPTZ kompleksi, Fe(II) formuna indirgenir (Şekil 7). Bu komp-
leks koyu mavi renklidir ve absorpsiyon maksimumu 593 
nm’dir (44).

FRAP testi aşağıdaki işlemleri içerir:

FRAP testindeki oksidan; 10 mM 40 mM HCl içinde çözünmüş 
2.5 mL TPTZ, 25 mL asetat tamponu ve 20 mM 2.5 mL FeCl3.
H2O’nun karıştırılmasıyla hazırlanır. Bu karışım FRAP reaktifi 
olarak adlandırılır. Son çözelti 1.67 mM Fe(III) ve 0.83 mM 
TPTZ içerir. 

FRAP sonuçları, analiz zamanına bağlı olarak büyük ölçüde 
değişebilir.  Hızlı reaksiyon veren polifenoller, 4 dakika gibi 
kısa analiz zamanlarında tayin edilirler. Bununla birlikte, bazı 
polifenoller daha yavaş reaksiyon verirler ve tayin için daha 
uzun analiz süreleri gerektirirler (30 dakikadan birkaç saate 
kadar). Pulido ve arkadaşları,  kafeik asit, tannik asit, ferulik 
asit, askorbik asit ve kersetin  gibi polifenoller için absorbansın 
593 nm’de yavaş yavaş arttığını saptamışlardır (45).  

Avantajları: 
Bu yöntem hidrofilik ve lipofilik antioksidanların tayini için 
uygundur. FRAP yönteminin en önemli avantajı, basitliği, 
hızı, ucuzluğu ve sağlamlığıdır. Özel bir ekipman gerektir-
mez. Otomatik, yarı-otomatik ve manuel metotlarla gerçekleş-
tirilebilir (6).

Dezavantajları:
Bu reaksiyon spesifik değildir ve 0.70 V’dan daha düşük re-
doks potansiyeline sahip, in vivo olarak  antioksidan özellik 
göstermeyen herhangi bir bileşik bile demiri indirgeyebilir 
(46). Glutatyon gibi tiyol antioksidanlar  FRAP yöntemiyle öl-
çülemezler (47). Bunun nedeni Fe(III)’ün,  kimyasal olarak 

inert olmasına neden olan yüksek spinli yarı dolu d orbitalleri 
olabilir (48). Ayrıca diğer bir neden FRAP yöntemi ile fizyolik 
olmayan pH’da çalışılmasıdır (49). Bu yöntem orijinal olarak 
plazmanın antioksidan kapasitesini ölçmek için geliştirilmiş-
tir, fakat daha sonra çay ve şarabın antioksidan kapasite tayi-
ninde kullanılmıştır (45). FRAP sonuçları analizin zaman ölçe-
ğine bağlı olarak önemli ölçüde değişebilir. 

Karışım gıda ekstraktındaki şelatlarla bağlanabilen diğer 
Fe(III) türlerini içeriyorsa, potansiyel problemler meydana ge-
lir. Bu kompleksler antioksidanlarla reaksiyona girebilir. 
Sonuçlar FRAP değeri ve antioksidanın verdiği  elektron sayı-
ları arasında bir ilişki olmadığını göstermiştir (3). 

2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal süpürme kapasitesi 
yöntemi 
DPPH•  radikali, birkaç kararlı organik azot radikalinden bir 
tanesidir. Koyu menekşe renktedir. UV-GB absorpsiyon 
maksimumu 515 nm’dir. Ticari olarak bulunur ve ABTS•+ 
radikali gibi deneyden önce hazırlanması zorunlu değildir 
(6).  Bu metot DPPH radikalinin antioksidanlar tarafından bir 
redoks reaksiyonuna bağlı olarak süpürülmesi temeline 
dayanır.

ŞEKİL 11. DPPH radikali

Metanolik DPPH çözeltisinin koyu menekşe rengi açılır ve ab-
sorbanstaki azalma UV-GB spektrofotometresiyle ölçülür. 
Alternatif olarak, antioksidan indirgeme yeteneği, elektron 
spin rezonans ile de değerlendirilebilir. Metanolik DPPH çö-
zeltisindeki daha fazla renk  açılması, reaksiyon karışımının 
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şekerler ve sitrik asit, CUPRAC reaktifiyle okside olmaz (48). 
CUPRAC reaktifi, tiyol tipi antioksidanları okside etmek için 
yeterince hızlıdır. FRAP metodu canlı bitki ve hayvan hücresi-
nin önemli düşük molekül ağırlıklı tiyol bileşeni olan glutat-
yon gibi tiyol tipi antioksidanları ölçmez (7). Bunun nedeni 
Fe(III)’ün,  kimyasal olarak inert olmasına neden olan yüksek 
spinli yarı dolu d orbitalleri olabilir . Oysa Cu(II)’nin elektro-
nik yapısı, hızlı kinetiğe imkan verir. Sisteinin Fe(III) ile indir-
genme reaksiyonunun 1,10-fenantrolin varlığında yavaş ilerle-
diği rapor edilmiştir. Fakat bu reaksiyon katalizör olarak  
Cu(II) kullanılmasıyla hızlandırılmıştır (58). CUPRAC reaktifi, 
ABTS ve DPPH gibi, kromojenik radikal reaktiflerden daha 
kararlıdır ve daha kolay temin edilebilir. Renkli Cu(I)-Nc şelatı 
veren redoks reaksiyonu, hava, güneş ışığı, nem ve pH gibi 
parametrelerden etkilenmez (48). 

Dezavantajları:
CUPRAC yöntemi askorbik asit, ürik asit, gallik asit ve kerse-
tin için birkaç dakika içinde tamamlanır, fakat daha kompleks 
moleküller için  30-60 dakika gereklidir. CUPRAC yönteminde 
kompleks antioksidan karışımında uygun reaksiyon zamanını 
seçme açısından problemlidir (6).

SONUÇ VE TARTIŞMA
Başlıca spektrofotometrik antioksidan aktivite ölçüm yöntemle-
ri hakkında bilgi verilmiştir. Farklı antioksidanlar ve oksidanlar 
arasındaki reaksiyonların farklı hız sabitlerine sahip olması ne-
deniyle örneğin antioksidan kapasitesi farklı oksidanlarla deği-
şir. Ölçümde kullanılan  analitik metotlar ve analizin oluştuğu 
koşullar da aynı gıda türü için, farklı sonuçlara neden olabilir. 

ORAC reaksiyonu sıcaklığa duyarlı bir reaksiyon olduğun-
dan, sıcaklık kontrolü önemlidir.  TRAP serum veya plazmada 
in vivo antioksidan kapasite ölçümleri için kullanılır, çünkü 
glutatyon, askorbik asit gibi enzimatik olmayan 

antioksidanları ölçer. Krosinin karotenoid gibi pek çok meyve 
pigmentinin absorpsiyon yaptığı 450 nm’de absorbans yapma-
sı ve safrandan ekstrakte edilen bir doğal pigment karışımı 
olması nedeniyle çok çeşitlilik göstermesi kantitatif endüstri-
yel uygulamalarda kullanımını kısıtlamaktadır. 

FC yönteminin zaman alıcı olması rutin analizler için uygulan-
masını zorlaştırmaktadır. Aynı zamanda sulu fazda gerçekleş-
tirildiği için, lipofilik bileşikler için uygulanamamaktadır. 
TEAC metotlarında kullanılan ABTS radikali geniş bir pH ara-
lığında kararlıdır. Bu yüzden antioksidan mekanizma üzerine 
pH etkisini çalışmak için kullanılabilir. FRAP yöntemi ile fiz-
yolik olmayan pH’da çalışıldığından glutatyon gibi tiyol anti-
oksidanlar  bu yöntemle ölçülemezler. DPPH yalnızca organik 
ortamda çözülebilir (özellikle alkol ortamında), sulu ortamda 
çözünmez. Bu hidrofilik antioksidanların rolünün yorumlan-
masında önemli bir sınırlamadır. DPPH radikaline sterik ula-
şabilme reaksiyonun başlıca belirleyicisidir. Küçük moleküller 
radikale daha kolay ulaşacağından daha yüksek antioksidan 
kapasite değerlerine sahiptirler. FRAP yönteminde girişime 
neden olan basit şekerler ve sitrik asit, CUPRAC reaktifinin 
daha düşük elektrot potansiyeline sahip olması nedeniyle bu 
reaktifle okside olmazlar. Ayrıca CUPRAC reaktifi, tiyol tipi 
antioksidanları okside etmek için yeterince hızlıdır. 

Antioksidan kapasite tayinlerinde doğru yöntemi seçmek çok 
önemlidir. Antioksidanın hidrofilik veya lipofilik olması seçe-
ceğimiz yöntemin belirlenmesinde önemli bir kriterdir. Bu 
makalede antioksidan kapasite yöntemleri sınıflandırılmıştır 
ve bunların  sınırlamaları, güçlü tarafları, avantaj ve dezavan-
tajları açıklanmıştır. 

Bu yöntemlerde kullanılan radikallerin hiçbiri, biyolojik sis-
temlerde bulunmaz. Bu nedenle fizyolojik olmayan radikal 
kaynağını gösterirler. 

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(II) complex as an oxidant (CUPRAC).

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