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1. UVOD

Antioksidansi su spojevi koji sprjecavaju ili usporavaju oksidacijske procese u nasem
organizmu do kojih dolazi zbog djelovanja slobodnih radikala. Zbog reakcija slobodnih
radikala s raznim molekulama u ljudskom organizmu moze doci do razvoja raznih
bolesti Covjeka. Ukoliko slobodne radikale nije moguée ukloniti antioksidacijskom
obranom naseg organizma dolazi do oksidacijskog stresa koji uzrokuje ostecenja
stanice. Stoga je za zdravlje i pravilan rad stanica od velike vaznosti odrzavanje

ravnoteze izmedu antioksidansa i slobodnih radikala u organizmu.

U ovom zavrSnom radu opisane su metode za mjerenje antioksidacijske aktivnosti
buduéi da se one danas vrlo Cesto koriste u raznim istraZivanjima antioksidativnog
djelovanja raznih tvari, od novosintetiziranih spojeva, spojeva izoliranih iz vec¢inom
biljnog materijala do raznih biljnih ekstrakata. Potraga i otkrice spojeva s
antioksidacijskim djelovanjem vazno je za razna podrucja primjene, a ponaijprije za
prehrambenu i farmaceutsku industriju. Ne postoji univerzalna metoda za ispitivanje
antioksidacijskog kapaciteta, vec se koriste razne metode koje se temelje na razlicitim
reakcijskim mehanizmima. Mehanizmi na kojima se temelji najveci broj metoda je
prijenos atoma vodika i prijenos elektrona. Za odabir odgovaraju¢e metode
odredivanja antioksidacijskog kapaciteta vazno je razumijevanje mehanizama metode
te poznavanje njenih prednosti i nedostataka. Bitno je izabrati odgovaraju¢u metodu
kako bismo dobili Sto bolji uvid u stvarni potencijal ispitivanog antioksidansa. In vitro
kemijska ispitivanja ne daju podatke o apsorpciji i metabolizmu antioksidanata jer ne
odrazavaju fizioloska stanja, stoga spoj koji pokazuje dobra antioksidacijska svojstva
u in vitro kemijskim ispitivanjima nije nuzno i bioloski aktivan. Kemijske metode za
ispitivanje antioksidacijskog kapacitete opisane u ovom radu su ORAC, ABTS, FRAP,
DPPH, DMPD, TRAP, PSC, PFRAP, CUPRAC, CERAC, HORAC, testovi za izbjeljivanje i
test inhibicije lipidne peroksidacije. U radu je pojasnjen i test stani¢nog
antioksidativnog kapaciteta (CAA, eng. cellular antioxidant activity assay), in vitro
metode kojim se postize bolji uvid u stvarne antioksidacijske sposobnosti ispitivanih

spojeva, jer se antioksidacijsko djelovanje spoja odreduje u prisutnosti stanica.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Antioksidansi

Antioksidansi su tvari koje Stite stanice od oksidacijskog djelovanja slobodnih radikala.
Glavni mehanizam djelovanja antioksidansa je stupanje u reakcije sa slobodnim
radikalima. Antioksidans predaje svoj elektron slobodnom radikalu i na taj nacin ga
stabilizira, a sam ne postaje slobodni radikal. Mehanizam djelovanja antioksidansa
ukljuCuje onemogucavanje stvaranje novih slobodnih radikala, unistavanje postojecih
radikala ili popravljanje ostec¢enja uzrokovanog slobodnim radikalima. Glavne skupine
spojeva s antioksidacijskim aktivnostima su vitamini, karotenoidi i polifenoli. Dva
vitamina koja pokazuju najbolje antioksidacijsko djelovanje su vitamin C i vitamin E.
Vitamin C je hidrofilni antioksidans koji u svojoj strukturi ima Cetiri -OH skupine koje
moZze donirati vodiku ili oksidiranom sustavu. Vitamin E je lipofilni antioksidans koji
sadrzi tokoferolsku skupinu koja pokazuje antioksidacijsku aktivnost. Predstavnici
karoteonida koji pokazuju najvecu antioksidacijsku aktivnost su B-karoten, ksantofili i
likopen. Skaroten je provitamin vitamina A i smatra se jednim od najjacih prirodnih
antioksidansa. Polifenoli su spojevi prirodno prisutni u biljnim organizmima. Skupine
polifenola koje pokazuju antioksidacijske sposobnosti su flavonoidi, fenolne kiseline,

antocijanini, tanini, izoflavoni, stilbeni i lignani (Rice-Evans i sur., 1997).

Antioksidansi, odnosno spojevi koji djeluju protiv slobodnih radikala i onemogucuju
njihov negativni ucinak na organizam, mogu se podijeliti na nekoliko nacina ovisno o
nacCinu djelovanja (neenzimski i enzimski), prema fizikalno-kemijskim svojstvima
(lipofilni i hidrofilni), izvoru spoja (prirodni i sintetski) te nacinu prisutnosti u organizmu
(endogeni ili egzogeni) (Gupta, 2015). Neenzimski antioksidansi prekidaju lancane
reakcije slobodnih radikala. U tu se skupinu ubrajaju vitamin C, vitamin E, biljni
polifenoli, karotenoidi i glutation (GSH). GSH je prirodni antioksidans koji sadrzi cistein,
glicin i glutaminsku kiselinu i nalazi se u svakoj stanici naseg organizma. SadrZi
sulfihdrilnu skupinu koja je donor elektrona u reakciji sa slobodnim radikalima i na taj
nacin ih stabilizira dok se ona reducira u disulfidni oblik. Sintetizira se veéinskim dijelom
u jetri, ali moze se unijeti i hranom. Enzimski antioksidansi razgraduju i uklanjaju
slobodne radikale tako Sto ih u viSestupanjskom procesu pretvaraju u vodikov peroksid,
a zatim i u vodu pomocu kofaktora kao Sto su Zeljezo, cink, bakar i mangan. Ta se

vrsta antioksidansa proizvodi u nasem tijelu i to su: katalaza, superoksid dismutaza,



glutation peroksidaza i glutation reduktaza. Antioksidansi se mogu podijeliti i na one
topljive u lipidima (lipofilni) i one topljive u vodi (hidrofilni). Skupini lipofilnih
antioksidansa pripadaju vitamin E, vitamin A, karotenoidi, lipoicna kiselina. Oni se
primarno nalaze u stani¢noj membrani. Stite stanine membrane od lipidne
peroksidacije. Lipidna peroksidacija je proces u kojem reakcijom slobodnog radikala i
polinezasicene masne kiseline nastaje lipoperoksil slobodni radikal koji svojim
djelovanjem moze zapoceti lancanu reakciju sa Stetnim posljedicama u membranskoj
strukturi. Hidrofilni antioksidansi su vitamin C, polifenoli, glutation i prisutni su u
vodenim tjelesnim tekué¢inama, krvi te u i oko stanica. Takoder, antioksidansi se mogu
podijeliti na prirodne i umjetne. Vecina umjetnih, odnosno sintetickih antioksidansa je
fenolnog tipa. Razlike u njihovim antioksidacijskim aktivnostima povezane su s
njihovim kemijskim strukturama koje takoder utjeCu na njihova fizikalno-kemijska
svojstva kao Sto su termostabilnost, hlapljivost i topivost. Prirodni antioksidansi prisutni
su ponajprije u vocu, povréu, a kao razni ekstrakti ili Cisti spojevi koriste se kao dodaci
prehrani. Njima pripadaju askorbinska kiselina, fenolne kiseline, a-tokoferol, flavonoidi,
lignani, kumarini, fenolni polimeri i dr. U danasnje vrijeme sve je veéi interes za
prirodnim antioksidansima koji se intenzivno istrazuju. Nadalje, prema nacinu unosa u
organizam razlikujemo endogeno proizvedene antioksidanse koji kataliziraju uklanjanje
slobodnih radikala u organizmu te egzogene antioksidanse koje unosimo hranom i
dodacima prehrani poput fenolnih kiselina, karotenoida i vitamina. Djelovanje tih
spojeva iz prehrambenih biljnih izvora moze povecati razinu zastitnih antioksidansa u
tijelu. Na kraju, jos je jedna moguca podjela antioksidansa na osnovne, odnosno one
koji sprje¢avaju lancane reakcije oksidacije i sekundarne ili preventivne koji usporavaju

brzinu oksidacije.

2.2. Slobodni radikali

Slobodni radikali su vrlo reaktivni spojevi koji u vanjskoj elektronskoj ljusci imaju jedan
ili viSe nesparenih elektrona. Nastaju homolitickim cijepanjem kovalentne veze i svoju
reaktivnost duguju upravo tim nesparenim elektronima. Svojim djelovanjem mogu
ostetiti stanice u ljudskom organizmu zbog oksidacije koja moZe rezultirati
razgradnjom stanicne membrane, oSte¢enjem membranskih proteina i mutacijama u
DNK. Takvo djelovanje slobodnih radikala povezuje se sa starenjem i razvojem mnogih
bolesti poput ateroskleroze, koronarne src¢ane bolesti, raka, ostecenja koze, dijabetesa

(Gupta, 2015). Slobodni radikali skupljaju se u stani¢noj membrani pa su lipidi u



membranama skloni antioksidacijskim ostecenjima. Ako se ne uklone, slobodni radikali
uzrokuju oksidativni stres u ljudskim stanicama (Fang i sur., 2002). Oksidativni stres
moze se definirati kao stanje u kojem slobodni radikali u organizmu nadmasuju
antioksidacijsku obranu Sto moze dovesti do oksidativnog oste¢enja. U tom stanju
dolazi do neravnoteze u oksido-redukcijskim reakcijama u korist oksidacijskih reakcija
i dolazi do oslobadanja povecane koli¢ine slobodnih radikala. Oksidativni stres moze
biti posljedica nedovoljnog djelovanja antioksidativnog obrambenog mehanizma,
povecanja reaktivnih kisikovih vrsta (eng. reactive oxygen species, ROS) (Slika 1),
izloZzenosti povecanim razinama ROS-a, prisutnosti toksina koji se metaboliziraju u ROS
ili pretjerane aktivacije ROS sustava (Wolfe i Liu, 2007). Vrste slobodnih radikala koji
mogu biti prisutni u ljudskim stanicama su ROS, odnosno reaktivne kisikove vrste i RNS
(eng. reactive nitrogen species), odnosno reaktivne duSikove vrste. U reaktivne
kisikove vrste ubrajaju se superoksidni anion (O;"), hidroksil radikal (OH"), vodikov
peroksid (H.0,), peroksilni radikal (ROO") i alkoksilni radikal (RO"). Superoksidni anion
je kisik s dodatnim elektronom koji moze ostetiti mitohondrije i DNK i nastaje tijekom
transporta elektrona u respiracijskom lancu. Hidroksil radikal nastaje redukcijom
molekule kisika. Taj radikal moZe ostetiti gotovo bilo koju organsku molekulu u svojoj
blizini (ugljikohidrate, lipide, proteine i DNK). Vodikov peroksid je ROS koji nije slobodni
radikal, ali moze lako prijedi u reaktivni radikal. Manje je reaktivan od superoksidnog
aniona, ali je viSe toksi¢an buduéi da ima sposobnost prodiranja kroz bioloSke
membrane. Neki od reaktivnih dusikovih spojeva su dusikov (II) oksid (NO-), dusSikov
(IV) oksid (NOy*), nitrozil (NO*) i peroksinitrit (ONOO").

+e° +2° +e° +e°
0> 0y 0, 2 OH- OH"
superoksid peroksid  hidroksilni radikal
iliH l +H I +H
HO,: H,O- H-O
hidroperoksil  vodikoy peroksid voda

radikal

Slika 1. Mehanizam nastajanja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS).



2.3. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti spojeva moze se provoditi kemijskim
metodama te /n vitro metodom sa stanicama. Kemijska ispitivanja ne odrazavaju
fizioloSku aktivnost spoja, jer se tu ne uzima u obzir apsorpcija i metabolizam
antioksidanata koja se odvija u Zivom organizmu. Kemijske metode za ispitivanje
antioksidacijskog kapaciteta su: ORAC, ABTS, FRAP, DPPH, DMDP, TRAP, PSC, PFRAP,
CUPRAC, CERAC, HORAC, testovi za izbjeljivanje i test inhibicije lipidne peroksidacije.
Bududi da spoj koji pokazuje dobra antioksidacijska svojstva u kemijskim ispitivanjima
ne mora nuzno biti i bioloski aktivan poZeljno je koristiti /7 vitro metodu u kojoj se
primjenjuju kulture stanica. In vitro metoda u kojoj se primjenjuje kultura stanica, tzv.
test stani¢nog antioksidativnog kapaciteta (CAA, eng. cellular antioxidant activity) daje
bolji uvid u stvarnu antioksidacijsku sposobnost ispitivanog spoja jer se
antioksidacijsko djelovanje odreduje u prisutnosti stanica (Bender i Graziano, 2015).

Metode za mijerenje antioksidacijske aktivnosti danas se vrlo cesto koriste u
istrazivanjima antioksidativnog djelovanja raznih tvari, od novosintetiziranih spojeva,
spojeva izoliranih iz ve¢inom biljnog materijala do raznih biljnih ekstrakata, a prikaz

najcitiranijih metoda u 2018.g. dan je na slici 2.

Folin-Ciocalteu.

26.3% T
FRAP
23.8%
DPPH ORAC
24.1% 4.5%
CUPRAC
3.2%

Slika 2. Prikaz najcitiranijih metoda za odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzoraka
u 2018. godini (Ilyasov i sur., 2020).



2.3.1. Mehanizmi ispitivanja antioksidacijskog djelovanja

Vedina ispitivanja antioksidacijskog kapaciteta mogu se podijeliti u analize ispitivanja
vodika (HAT, eng. hydrogen atom transfer) i ispitivanja na bazi prijenosa elektrona
(ET, eng. electron transfer) (Gupta, 2015). Analize zasnovane na HAT i ET principu
namijenjene su mjerenju sposobnosti tvari da uklanja radikal ili oksidanat.

HAT analiza mjeri sposobnost antioksidansa da deaktiviraju slobodne radikale

donacijom vodikovog atoma Sto se moze prikazati reakcijom:

R' + AH — RH + A"

Dobiveni radikal A* nastao reakcijom slobodnog radikala i antioksidansa stabilizira se
rezonancijom. Fluorescentna proba i antioksidansi reagiraju s radikalom (najceSce
peroksilnim radikalom) i antioksidacijska aktivnost odreduje se iz konkurencijske
kinetike mjerenjem raspada fluorescentne probe u odsutnosti i prisutnosti
antioksidansa Sto se mjeri spektrofluorometrijski.

Analiza zasnovana na ET-u podrazumijeva reakciju antioksidansa s fluorescentnom ili

obojenom probom umijesto radikala i bazira se na redoks reakciji:

oksidans + e (iz antioksidansa) — reducirani oksidans + oksidirani antioksidans

Temelji se na spektrofotometrijskom testu koji mjeri sposobnost antioksidansa da
prijenosom elektrona reducira oksidans Cime se mijenja intenzitet boje kad je
smanjena njegova koli¢ina. Stupanj promjene boje povezan je s koncentracijom

antioksidansa u uzorku.



2.3.2. Kemijske metode za odredivanje antioksidacijskog djelovanja

2.3.2.1. ORAC metoda

ORAC (eng. Oxygen Radical Apsorbance Capacity) test pokazuje kapacitet apsorpcije
radikalnih kisika. Jedna je od standardiziranih metoda za odredivanje antioksidativhog
kapaciteta spojeva za koje se zna ili pretpostavlja antioksidativna aktivhost. Temelji se
na antioksidacijskoj sposobnosti spoja da inhibira oksidativnu razgradnju fluorescentne
probe. Kao fluorescentna proba najceSce se koristi fluorescein. Radikali uzrokuju
degradaciju fluorescentne probe Sto rezultira gubitkom fluorescencije. Smanjivanje
fluorescencije mjeri se opticki, a antioksidativno mijerenje prati se kao gubitak
fluorescencije u prisutnosti antioksidansa, buduci da se antioksidansi suprotstavljaju
toj reakciji. Analiza mjeri gubitak fluorescencije fluoresceina tijekom vremena pri 37 °C
zbog stvaranja peroksil radikala nastalog raspadom AAPH, odnosno 2,2'-azobis(2-
amidinopropan) dihidroklorida. AAPH kemijski je spoj koji se koristi kao generator
slobodnih radikala. Peroksilni radikal moze oksidirati fluorescein i na taj nacin nastaje
produkt koji ne fluoresceira. Antioksidansi suzbijaju tu reakciju mehanizmom prijenosa
atoma vodika i na taj nacin inhibiraju oksidativnu degradaciju fluoresceinskog signala.
Signal fluorescencije mjeri se tijekom 30 minuta pobudenjem na 485 nm i emisijom na
538 nm (Gupta, 2015). Koncentracija antioksidansa u ispitivanom uzorku
proporcionalna je intenzitetu fluorescencije tijekom ispitivanja i procjenjuje se
usporedbom neto povrsine ispod krivulje s koncentracijom poznatog antioksidansa,
Trolox-a. Trolox je vodotopljivi analog vitamina E i sluzi kao pozitivha kontrola koja
inhibira raspad fluoresceina na nacin ovisan o dozi. Razli¢ite koncentracije Trolox-a
koriste se kako bi se napravila bazdarna krivulja standarda s kojom se usporeduju
dobiveni rezultati. Potrebno je napraviti i slijepu probu koja umjesto uzorka
antioksidansa sadrzi pufer. Na kraju ispitivanja antioksidacijski kapacitet antioksidansa
dobiva se oduzimanjem vrijednosti slijepe probe od vrijednosti dobivene za ispitivani
uzorak antioksidansa (Slika 3). U prvotnom ORAC testu koriSten je fluorescentni
protein B-fikoeritrin koji je kasnije zamijenjen fluoresceinom zbog njegove
nedosljednosti, osjetljivosti na svjetlo i problema s vezanjem polifenola (Gupta, 2015).
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Slika 3. Shematski prikaz ORAC metode odredivanja antioksidacijskog kapaciteta.

Glavna prednost navedene ORAC metode odredivanja antioksidacijskog kapaciteta je
Sto se mjerenje odvija pri 37 °C, odnosno pri fizioloskim uvjetima, stoga se smatra da
ta kemijska metoda moZze najbolje predvidjeti antioksidacijsko djelovanje ispitivanog

spoja /n vivo, odnosno u organizmu.

2.3.2.2. TRAP metoda

TRAP (eng. Total Peroxyl Radical trapping antioxidant Parameter) metodom mijeri se
sposobnost antioksidansa u onemogucavanju reakcije izmedu peroksilnog radikala i
fluorescentne probe. Koristi R-fikoeritrin (R-PR) kao fluorescentnu probu. Napredak
reakcije R-fikoeritrina s AAPH prati se fluorometrijski, pobudivanjem na 495 nm i
emisijom na 575 nm. R-PR je fluorescentna boja izvorno je izolirana iz crvenih algi
Gracilaria Sp. (Gupta, 2015). TRAP vrijednosti izraCunavaju se iz duljine kasnjenja lag
faze u prisutnosti antioksidansa u odnosu na Trolox. Vremenski interval indukcije
reakcije (lag faza) produzuje se djelovanjem preventivnih antioksidansa koji
usporavaju brzinu oksidacije ili djelovanjem antioksidansa koji sprjecavaju lanCane

reakcije.

2.3.2.3. PSC metoda

PSC (eng. peroxy! radical scavenging capacity) metoda temelji se na stupnju inhibicije
oksidacije diklorofluorosceina antioksidansima koji uklanjaju peroksilne radikale koji su

nastali termickom razgradnjom AAPH-a. PSC analiza je tocna, precizna i ponovljiva



metoda i daje rezultate usporedive s onima sli¢nih testova. PSC test moze se koristiti
za analizu hidrofilnih i lipofilnih antioksidansa te ekstrakata hrane.

2.3.2.4. FRAP metoda

FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) testom mijeri se antioksidacijski
potencijal uzorka na principu redukcije kompleksa Zeljeza (III) s 2,4,6-tris(2-piridil)-s-
triazinom (Fe** - TPTZ) u kompleks Fe?* - TPTZ pomocu antioksidansa prisutnih u
ispitivanim uzorcima (Slika 4). Reakcija se odvija pri pH 3,6. Nakon redukcije Fe3*-
TPTZ kompleksa stvara se plavo obojeni kompleks koji se ocitava spektrofotometrijski
pri 593 nm. Promjena apsorpcije izravno je povezana s kombiniranom ili ,ukupnom”
smanjenom snagom antioksidansa koji doniraju elektrone u reakcijskoj smjesi. Kao
referentna otopina koristi se otopina Zeljezovog sulfata. Nedostatak ove metode je to
Sto ¢e svaka tvar, bez obzira na njenu antioksidacijsku sposobnost, koja ima nizi redoks
potencijal od potencijala (Fe** - TPTZ/ Fe?* - TPTZ) dovesti do redukcije tog kompleksa

i na taj nacin rezultirati netocnim rezultatima analize.

e =

Proba (bez

antioksidansa) ‘
I
eeemmm———

Sed
e Fe?*
"

Uzorak s
antioksidansom

T
Q>
o

Slika 4. Shematski prikaz FRAP metode odredivanja antioksidacijskog kapaciteta.

2.3.2.5. DPPH metoda

DPPH (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil) je stabilan, ljubi¢asto obojen dusikov radikal. Svoju
stabilnost duguje svojstvu delokalizacije slobodnog elektrona zbog kojeg molekula ne
dimerizira. Djelovanjem antioksidansa DPPH radikal reducira se u DPPH spoj

blijedozute boje. Antioksidativni kapacitet ispitivanog uzorka izraCunava se na temelju



postotka obezbojenja DPPH radikala. Sposobnost antioksidansa da reduciraju DPPH
radikal prati se mjerenjem promjene apsorbancije na 517 nm.

O,N NGO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH - oksidirani DPPH - reducirani Zuti
ljubi¢asti oblik oblik

Slika 5. Reakcija DPPH radikala s antioksidansom (Gupta, 2015).

2.3.2.6. ABTS metoda

ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)) je spoj koji enzim
peroksidaza katalizira do radikal-kationa. Reaktivnost raznih ispitanih antioksidansa
usporeduje se s reakcijom Troloxa koji je vodotopljiv analog vitamina E. Zbog toga se
ova metoda Cesto naziva ispitivanjem Trolox ekvivalentne antioksidacijske sposobnosti,
odnosno TEAC (eng. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Razlika izmedu
inicijalnog TEAC testa i sadasnjeg, poboljSanog je u inicijatoru radikala. Prije se koristio
metmioglobin, a sad se koristi kalijev persulfat (Ilyasov i sur., 2020). ABTS** najcesce
se generira dan prije provodenja reakcije mijeSanjem kalijevog persulfata i ABTS-a.
Kalijev persulfat oksidira ABTS i nastaje ABTS'* Sto se moZe primijetiti promjenom boje
iz bezbojne u plavo-zelenu. ABTS radikal-kation reaktivan je prema velikom broju
antioksidansa, medu kojima su vitamin C, fenolne kiseline i tioli i primjenjiv je i za
lipofilne i hidrofilne spojeve. Apsorbira svjetlost pri 734 nm. Tijekom kemijske reakcije
ABTS radikal-kation pretvara se u bezbojni neutralni oblik (Slika 6). Nedostatak ove
metode je to Sto ABTS radikal nije prirodno prisutan u bioloSkim sustavima i po svojoj

strukturi i reaktivnosti nije sli¢an onim radikalima koji mogu biti prisutni u organizmu.
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Slika 6. Reakcija ABTS radikala s antioksidansom (Gupta, 2015).

2.3.2.7. CUPRAC metoda

CUPRAC (eng. cupric ion reducing antioxidant capacity) metoda temelji se na redoks
reakciji CUPRAC reagensa (bakar (II) neokuproin, Cu(II) — Nc) i antioksidansa (Slika
7). Produkt te reakcije je Cu (I) — Nc kelat kojemu se mjeri apsorbancija na 450 nm
nakon 30 minuta provodenja reakcije (Gupta, 2015). Ova metoda je povoljnija u
odnosu na druge metode zasnovane na ET-u jer je radni pH za ovu analizu fizioloski
pH 7, za razliku od kiselog pH koristenog u FRAP metodi ili alkalnog pH koriStenog u
Folinovoj metodi. CUPRAC test primjenijiv je na hidrofilne i lipofilne antioksidanse, Sto
je jos jedna njegova prednost u odnosu na druge testove. Takoder, ima selektivno
djelovanje na antioksidativne spojeve bez utjecaja na Secere i limunsku kiselinu koji
su obi¢no prisutni u namirnicama. Ova metoda je jednostavno i Siroko primjenjiva za
ispitivanje sposobnosti antioksidansa kao Sto su flavonoidi, tioli, vitamin C, vitamin E,
fenolne kiseline, hidroksicinaminske kiseline i sinteticki antioksidansi (Apak i sur., 2007).
CUPRAC reagens ne sadrzi niti jedan radikal u reagensu pa je stoga neosjetljiv na niz

fizikalnih parametara poput temperature, pH, sunceve svjetlosti i vlage.
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Slika 7. Reakcija CUPRAC reagensa s antioksidansom (Gupta, 2015).

2.3.2.8. CERAC metoda

CERAC metoda temeljena je na redukciji cerijevog iona Ce** pri ¢emu dolazi do
selektivne oksidacije antioksidativnih spojeva poput kvercetina, galne Kkiseline,
askorbinske kiseline, ali ne i limunske kiseline i reducirajucih Secera. Temelji se na
reakciji prijenosa elektrona izmedu iona Ce** i antioksidansa u optimiziranom kiselom
sulfatnom mediju te odredivanju nastalih Ce3* iona fluorometrijskom metodom.
Intenzitet fluorescencije povezan je s antioksidacijskom snagom ispitivanog uzorka.
Krivulja titracije predstavlja intenzitet signala u odnosu na koncentraciju antioksidansa.
Metoda je ponovljiva i pokazuje dobru povezanost s referentnim metodama kao Sto su
ABTS metoda i CUPRAC test (Ozyurt i sur., 2011).

2.3.2.9. Test inhibicije lipidne peroksidacije (LPO)

Lipidna peroksidacije (LPO) je niz reakcija koje rezultiraju stani¢nim osteéenjem u
biljaka i Zivotinja. Slobodni radikali ,uzimaju” elektron lipidima u stani¢nim
membranama, Sto uzrokuje njeno osteéenje. Lipidna peroksidacija najes¢e pogada
polinezasi¢ene masne kiseline i odvija se u tri faze: inicijacija, propagacija i terminacija
(Slika 8).
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Slika 8. Mehanizam lipidne peroksidacije.

Test inhibicije lipidne peroksidacije koristi se kao pokazatelj oksidativhog stresa u
stanicama i tkivima. Lipidni peroksidi su nestabilni spojevi i razgraduju se pri cemu
tvore slozen niz spojeva ukljucujuéi reaktivne karbonilne spojeve. Polinezasiceni
peroksidi masnih kiselina stvaraju malondialdehid (MDA) i 4-hidroksialkenal (HAE)
nakon razgradnje, a mjerenje MDA i HAE koriSteno je kao pokazatelj peroksidacije
lipida. MDA je toksi¢an produkt lipidne peroksidacije i dovodi do oStecenja DNA i
stanicne membrane Cime doprinosi nastajanju mutacija. Analiza se temelji na reakciji
kromogenog reagensa N-metil-2-fenilinidola s MDA i HAE na 45 °C. Jedna molekula
MDA ili HAE reagira s 2 molekule N-metil-2-fenilinidola ¢ime se dobiva stabilni produkt

karbocijaninske boje s maksimalnom apsorbancijom na 586 nm.

2.3.2.10. HORAC metoda

Hidroksilni radikal nastaje Co?* posredovanom Fentonovom reakcijom. Krivulja

raspadanja fluorescencije prati se u odsutnosti i prisutnosti antioksidansa sto je indeks
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sposobnosti prevencije hidroksilnih radikala. Kod HORAC metode (eng. hydroxy/ radical
averting capacity) kao standard koristi se galna kiselina, a aktivnost se izrazava kao
ekvivalent galne kiseline. Na grafickom prikazu (Slika 9) prikazana je promijena
fluorescencije u vremenu u odsutnosti i prisutnosti antioksidansa. Antioksidansi
blokiraju oksidaciju fluoresceina posredovanu hidroksilnim radikalima sve dok se ne
iscrpi sva antioksidativna aktivnost u uzorku, nakon ¢ega hidroksilni radikali reagiraju
i smanjuju fluorescenciju fluoresceina. Podrucje ispod krivulje koristi se za
kvantificiranje ukupne antioksidativne aktivnosti naspram hidroksilnih radikala i

usporeduje se sa standardnom krivuljom dobivenom upotrebom razli¢itih koncentracija

galne kiseline.
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Slika 9. Prikaz principa HORAC metode.

2.3.2.11. PFRAP metoda

PFRAP (eng. Potassium ferricyanide reducing power assay) metoda temelji se na
redukciji Zeljeza Fe3* u zeljezo Fe?* Sto se postize u prisutnosti antioksidansa. Tvari
koje imaju potencijal redukcije reagiraju s kalijevim fericijanidom formirajuci kalijev
ferocijanid koji dalje reagira s FeClz i tvori intenzivan plavi kompleks koji ima
maksimalnu apsorbanciju na 700 nm. Koli¢ina formiranog kompleksa izravno je

proporcionalna sa smanjenom antioksidativhom snagom ispitivanog uzorka.

2.3.2.12. DMPD metoda

DMPD metoda koristi se za mjerenje antioksidacijske aktivnosti u uzorcima hrane.
Ljubicasta boja dugovjecnog DMPD (N, A-dimetil-p-fenilendiamin) radikalnog kationa
nastaje reakcijom izmedu DMPD-a i kalijevog persulfata i nakon toga se smanjuje u
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prisustvu vodika kojeg donira antioksidans (Slika 10). Odredivanje se vrsi pri pH 5,25
pomocu 0,1 M acetatnog pufera. Ova metoda ima prednost u odnosu na metodu u
kojoj su ioni Zeljeza ukljuCeni u stvaranje radikalnog kationa koji bi Fentonovom
reakcijom mogao izazvati negativha odstupanja u antioksidacijskoj aktivnosti
prehrambenih ekstrakata. Takoder, ova metoda primjenjiva je i na lipofilne i hidrofilne

antioksidanse te je brza, jeftina i ponovljiva.
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Slika 10. Shematski prikaz reakcije DMPD radikala.

2.3.2.13. Testovi za izbjeljivanje

Postoje dva razliCita testa za izbjeljivanje; S-karotenski test za izbjeljivanje i Crocin test
za izbjeljivanje, a oba se temelje na HAT mehanizmu. Kod f-karotenskog testa za
izbjeljivanje, B-karoten gubi svoju zutu boju u reakciji sa slobodnim radikalima koji su
nastali oksidacijom linolenske kiseline. Uzorak koji sadrzi antioksidans dodaje se u
reakcijsku smjesu i uzrokuje smanjenje obezbojenja Skarotena. Mjeri se smanjenje
brzine raspada (karotena i ta promjena prati se spektrofotometrijski, mjerenjem
apsorbancije pri 470 nm u intervalima od 10 minuta (Gupta, 2015). Princip Crocin testa
za izbjeljivanje isti je kao kod fkarotenskog testa samo se prati smanjenje
obezbojenja krocina. Krocin se koristi cesto umjesto S-karotena, jer do obezbojenja
karotena moze doci zbog razliCitih utjecaja Sto moze raditi probleme pri interpretaciji

rezultata. Krocin nije komercijalno dostupan spoj nego se mora ekstrahirati iz Safrana.
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2.3.2.14. Ukupni fenolni test Folin-Ciocalteau reagensom

Ova metoda koristi se za mjerenje udjela fenola u razli¢itim vrstama namirnica.
Fosfomolibdenska i fosfovolframova kiselina, od kojih se sastoji Folin-Ciocalteau
reagens, u reakciji s fenolima reduciraju se u plavo obojene okside (Slika 11). Intenzitet
nastalog obojenja proporcionalan je koncentraciji fenolnih komponenata u uzorku i
mjeri se spektofotrometrijski. Produkti reakcije metalnih oksida imaju plavu boju koja
pokazuje Siroku apsorpciju s maksimumom pri 765 nm. Ova metoda provodi se
iskljucivo u vodenom mediju pa nije prikladna za lipofilne antioksidanse.
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Slika 11. Redukcija Folin — Ciocalteau reagensa.

2.3.3. Test stanicnog antioksidativnog kapaciteta

Kod metoda temeljenih na raznim kemijskim reakcijama poput ORAC, TRAP, ABTS i
drugih, sposobnost predvidanja /in vivo aktivnosti ispitivanih spojeva kao potencijalnih
antioksidansa upitna je iz niza razloga. Neke od navedenih metoda izvode se pri pH i
temperaturi drugacijima od fizioloskih uvjeta, a nijedna od tih metoda ne uzima u obzir
bioraspoloZivost, unos i metabolizam antioksidativnih spojeva u samom organizmu.
Protokoli kemijskih testova za odredivanje antioksidacijske aktivnosti Cesto ne
ukljucuju odgovarajuce bioloske supstrate koje treba zastititi, relevantne vrste
oksidanata na koje se nailazi ili razdiobu spojeva izmedu vodene i lipidne faze. Bioloski
sustavi slozeniji su od koriStenja jednostavnih kemijskih smjesa, a antioksidansi mogu
djelovati putem vise razli¢itih mehanizama. Test stani¢nog antioksidativnog kapaciteta

(CAA, eng. cellular antioxidant activity assay) sluzi za procjenu antioksidacijske
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sposobnosti odabranog spoja u stani¢noj sredini. Aktivnost antioksidativnih spojeva
mjeri se unutar ljudskih stanica. Ovom metodom u obzir se uzimaju aspekti
bioraspolozivosti, stanicnog unosa, distribucije i metabolizma antioksidansa unutar
stanica. U odnosu na ostale metode, model stani¢ne antioksidacijske aktivnosti bolje
opisuje slozenost bioloskih sustava i vazan je u procjeni hrane, dodataka prehrani i
fitokemikalija koje imaju potencijalnu antioksidativhu aktivnost. Daje jasniju sliku o
tome kako antioksidanti djeluju u Zivoj stanici (/7 vivo) u usporedbi s kemijskim
metodama ,u epruveti” (/n vitro). CAA metoda je skuplja od /n vitro metoda i nije
prikladna za pocetnu procjenu antioksidansa u hrani i prehrambenim dodacima. Kao
modelne stanice za odredivanje oksidativhog stresa mogu se koristiti stanice jetre jer
su one najvaznije mjesto za metabolizam ksenobiotika, a koriste se Cesto za procjenu
kemoprotetivnhog ucinka dijetalnih spojeva. Ljudska HepG2, diferencirana stanicna
linija izolirana iz karcinoma jetre, koristi se kao pouzdan model u takvim ispitivanjima
(Wolfe i Liu, 2007). U metodi se koristi peroksilni radikal koji je najéesci slobodni radikal
u ljudskom tijelu i fluorescentna proba za mjerenje sposobnosti antioksidativnih
spojeva da sprijee oksidaciju. Pasivnom difuzijom molekule stresa i prekursor probe
prolaze kroz stanichu membranu te se unutar stanice prekursor proba oksidira u
fluorescentni spoj. Antioksidansi koji se apsorbiraju unutar stanice mogu sprijeciti tu
reakciju oksidacije, Sto rezultira smanjenjem stanicne fluorescencije. Kao fluorescentni
spoj najcesce se koristi DCFH-DA (2',7'-diklorofluorescin diacetat) koji se u prisutnosti
reaktivnih kisikovih vrsta oksidira u DCF. Velik broj ROS-a u stanju je oksidirati DCFH-
DA do fluorescentnog DCF-a (H.0;, peroksinitrit ONOO", dusikov oksid NO-, peroksilni
radikali, superoksid, hidroksilni radikali) Sto ga Cini vrlo dobrim spojem za mjerenje
oksidativnog stresa u stanicama. Oksidacija DCFH-DA u DCF koristi se kao pokazatelj
oksidativnog stresa i njegovog suzbijanja dodatkom fitokemikalija i biljnih ekstrakata
u staniénim kulturama. Koncentracija fluorescentnog spoja DCF-a moze se mijeriti
fluorescentnim citacem ploCa. Za generiranje peroksilnih radikala koristi se ABAP
(azobis (amidinopropan) dihidroksiklorid). ABAP nije fizioloski relevantan spoj, ali su
peroksilni radikali, koji nastaju njegovim raspadom glavni tip ROS-a /n vivo stoga je on
dobro sredstvo za ispitivanje oSte¢enja membrane i drugih bioloskih molekula
uzrokovanih peroksilnim radikalima i za proucavanje inhibicije ovih ucinaka dodatkom
antioksidansa ili spojeva za koje se pretpostavlja antioksidativno djelovanje. Kad se
uzorak, poput ekstrakta voca ili povr¢a koji sadrzi antioksidanse, doda u analizu, oni
reagiraju s peroksilnim radikalima sprjecavajuci ih da oksidiraju DCFH-DA te ne nastaje
fluorescentni DCF. Zbog toga dolazi do smanjenja stani¢ne fluorescencije u usporedbi
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s kontrolnim stanicama Sto ukazuje na antioksidacijsku sposobnost spojeva. Na slici 12
prikazan je princip CAA testa pri ¢cemu DCFH-DA dodan na stanice difundira u stanicu
gdje djelovanjem stanic¢nih esteraza nastaje DCFH. Stanicama se takoder dodaje i
ABAP, koji takoder difundira u stanice, gdje se spontano razgraduje i tvori peroksilne
radikale. Nastali peroksilni radikali oksidiraju DCFH u fluorescentni DCF. Ispitivani spoj,
kojima je takoder stanica tretirana, ako ima antioksidativno djelovanje sprjecava tu
reakciju oksidacije DCFH u DCF Sto rezultira smanjenjem stanic¢ne fluorescencije (Wolfe
i Liu, 2007).

t\?y . staniéna
& esteraza

Slika 12. Princip testa stani¢nog antioksidativnog kapaciteta (Wolfe i Liu, 2007).

U istrazivanju koje su proveli Cecilia Bender i Sara Graziano (2015) ispitivano je
antioksidacijsko djelovanje spojeva u vodenim ekstraktima iz komercijalno dostupnih
listova ¢aja Camelia sinensis (zeleni, crni i bijeli ¢ajevi). Infuzije ¢aja karakterizirane su
ukupnim sadrzajem flavonola koristeci spektrofotometrijsku metodu, a njihova
antioksidacijska aktivnost odredivana je pomocu tri razli¢ite metode: ORAC metoda

PSC test i CAA metoda. Buduéi da se C. sinensis Cajevi tretiraju na razlicite nacine
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tijekom procesa proizvodnje i formulacije, razlike u njihovom proizvodnom procesu
mogu utjecati na njihovu biolosku aktivnost. Takoder, svaka vrsta ¢aja, crni, zeleni ili
bijeli, razlicita je s obzirom na sastav i koncentraciju molekula koje posjeduju
antioksidacijsko djelovanje. Zeleni i bijeli Cajevi su nefermentirana roba koja je
proizvedena susenjem na zraku i uparavanjem svjeze ubranih listova, dok se crni ¢aj
proizvodi fermentacijom nakon Zetve prije suSenja i uparavanja. Katehini su skupina
prirodnih polifenola koji se nalaze u nefermentiranim cCajevima, zeleni i bijeli ¢ajevi,
dok se tijekom postupka fermentacije crnog Caja katehini oksidiraju i dimeriziraju u
teaflavine, koji takoder imaju snaznu antioksidacijsku sposobnost. U ovom istrazivanju
procijenjena je antioksidacijska sposobnost spomenutih Cajeva u in vitro i in vivo
uvjetima. Glavni cilj bio je procijeniti njihovu bioloSku antioksidacijsku sposobnost
odredenu /n vitro na ljudskim stanicama, procjena bioraspolozivosti i predvidanje

njihove /n vivo aktivnosti.

Najvecu antioksidacijsku aktivnost prema ORAC metodi pokazao je zeleni ¢aj, a slijede
ga bijeli pa crni ¢aj koji je pokazao najmanju antioksidacijsku aktivnost ovim mjerenjem.
Prema PSC metodi bijeli ¢aj je najbolji antioksidans, zatim crni pa zeleni ¢aj. In vitro
antioksidacijska aktivnost C. sinensis Cajeva ispitana je CAA testom na humanim
stanicama keratinocita, odnosno HaCat stani¢noj liniji. Zeleni ¢aj pokazao je najvecu
CAA vrijednost, odnosno antioksidacijsku aktivnost. Na drugom mjestu bio je bijeli ¢aj,
a na treem mijestu crni ¢aj, Sto je isto slijedu jacine antioksidacijske aktivnosti
odredene kemijskom ORAC metodom. Uvidom u tablicu 1. vidljivo je da dobiveni
rezultati pokazuju znacajne razlike izmedu koriStenih kemijskih metoda. Nedosljednost
u rezultatima mogu se povezati s razlikom u reakcijskim mehanizmima koriStenih

metoda, razli¢itim reaktantima i standardima te nacinu izracuna.

Tablica 1. Prikaz rezultata istrazivanja antioksidacijske aktivnosti C. sinensis infuzija
(Bender i Graziano, 2015)

UZORAK PSC ORAC CAA
Zeleni Zaj 76.7 +3.6 2412.0 + 168 1704 +5.2
Bijeli &aj 168.9 + 27 2242.0 + 207 81.0+2.0
Crni Eaj 79.9 £ 3.1 1064.3 + 127 228+15
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Slika 13. Usporedba dobivenih vrijednosti ORAC i CAA testa (Bender i Graziano, 2015).

Analiza rezultata pokazala je pozitivhu korelaciju izmedu ORAC i CAA metode, ali ne i
izmedu PSC i CAA metode. Stoga je nuzno za odredivanje antioksidacijskog djelovanja
ispitivanih tvari koristiti viSe razlicitih kemijskih metoda, koje se razlikuju po principu

metode te svakako potvrditi antioksidacijski kapacitet i /n vitro testom sa stanicama.
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3. ZAKLJUCAK

Velik je broj dostupnih kemijskih testova za odredivanje antioksidacijske aktivnosti
raznih spojeva, ali joS uvijek postoji odredeno nesuglasje izmedu pojmova antioksidans
i bioloski aktivan antioksidans. Hrana, dodaci prehrani i spojevi koji /in vitro analizama
antioksidativnih sposobnosti pokazu dobre rezultate, ne znace nuzno da e posjedovati
i stvarnu bioloSku aktivnost u organizmu. Antioksidansi mogu neutralizirati djelovanje
slobodnih radikala u in vitro uvjetima, no sposobnost predvidanja /in vivo ucinaka na
temelju /n vitro ispitivanja nije u potpunosti dokazana i standardizirana. Kao Sto je i
vidljivo u nizu istrazivanju postoje znacajne razlike u dobivenim rezultatima ovisno o
odabranoj kemijskoj metodi odredivanja antioksidacijskog djelovanja. Tijekom
prvobitnog odabira i analize, kemijske metode su korisne za odabir onih tvari ili biljnih
ekstrakata koje sadrze veliku koli¢inu antioksidativnih molekula, no te metode nisu
mjerodavne za predvidanje njihove bioloske aktivnosti. Da bi se ucinkovitost
antioksidativnih spojeva mogla procijeniti na najbolji nacin, potrebno je razmotriti
sustav kojim se mogu predvidjeti metabolicke reakcije bitne za oksidativho stanje
organizma te uzima u obzir i sinergizam s drugim molekulama prisutnim u ljudskom
tijelu. Kao dobra metoda za procjenu antioksidacijskih aktivnosti razlicitih spojeva
smatra se upotreba stanicnih kultura stoga test stani¢nog antioksidativnog kapaciteta
predstavlja korak naprijed u razvoju metode kojom Ce se modi toCnije procijeniti

bioloska aktivnost antioksidansa i njihov utjecaj u ljudskom organizmu.
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