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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Cilj rada je da se pomocu standardne laboratorijske DPPH metode pokusa odrediti potencijalni
prooksidacijski karakter odabranih boroni¢nih kiselina- fenil boroniéne, 3 flourfenilboroniéne,
metil boroni¢ne kiseline, te da se ustanovi §to se dogada nakon kontakta ovih triju kiselina sa

dokazano jakim antioksidansom- askorbinskom kiselinom.



SAZETAK

Biokemijske reakcije koje se dogadaju u stanicama naSeg tijela pokretacka su sila
ljudskih zivota. Sposobnost ljudskog organizma da se odupre utjecaju razlicitih Stetnih
faktora je vazna za ljudsko zdravlje. Promjenom zivotnog stila i svakako ljudskom
ishranom, koja bi trebala ukljucivati razne minerale i vitamine koji djeluju kao
antioksidansi, mozemo doprinijeti njegovom smanjenju. Oksidativni stres je normalni
fenomen u ljudskom tijelu. Definira se kao proces izmijenjene biokemijske homeostaze
uzrokovane bioloskim, fizioloSkim i okoliSnim stresorima Bilo koji stimulans, bez
obzira na podrijetlo, koji prijeti ljudskom zdravlju i pod ¢ijim se utjecajem tijelo izlaze
stresu i dogadaju promjene u tijelu naziva se stresor. Dogada kada se u tijelu ne mogu
odvijati procesi homeostaze i proizvodnja slobodnih radikala je puno veéa u odnosu na
sposobnost organizma da se obrani, te dovodi do oStecenja Celija 1 tkiva. Slobodni
radikali su molekule, ioni ili atomi sa nesparenim elektronskim parom koje su vrlo
nestabilne i reaktivne i vrlo lako stupaju u reakciju sa drugim molekulama, dovodeéi do
njihove oksidativne modifikacije. Elementi od kojih nastaju radikali su kisik, dusik i
sumpor. Osnovni mehanizmi su: sprjeCavanje nastajanja reaktivnih kisikovih vrsta
odrzavanjem niskog tlaka Kisika u tkivima, vezanjem iona prijelaznih metala u
proteinske komplekse (transferin, hemopeksin, ceruloplazmin...), uklanjanjem
reaktivnih oblika enzimatskim putem i putem antioksidansa koji su prisutni u stanicama.
Antioksidans je bilo koja tvar koja moze odgoditi, sprijeciti ili ukloniti napad slobodnih
radikala na odredenu molekulu. Mnoge antioksidanse u organizam svakodnevno

unosimo hranom 1 pi¢em.

Termin prooksidansi se odnosi na bilo koju tvar, ksenobiotik ili endobiotik, koja
inducira oksidativni stres poticuci proizvodnju slobodnih radikala ili koja sprjecava rad
antioksidanasa Danas postoje razni testovi za odredivanje aktioksidativne moc¢i nekog
spoja, usmjerenih na to¢no odredene spojeve. Pri izradi ovog zavr$nog rada i za

dobivena saznanja koristena je DPPH-a metoda.

Kljucne rije¢i: boroni¢ne kiseline, oksidativni stres, prooksidansi, antioksidansi, DPPh-

a metoda



SUMMARY

Biochemical reactions that take place in the cells and organelles of our bodies are the
driving force that sustains life. The ability of a human body to resist the influence of
these factors is important to human health. Changing the lifestyle and certainly human
nutrition, which should include various minerals and vitamins that act as antioxidants,
can contribute to its reduction.

Oxidative stress is a normal phenomenon in the body. Stress can be defined as a process
of altered biochemical homeostasis produced by psychological, physiological, or
environmental stressors. Any stimulus, no matter whether social, physiological, or
physical, that is perceived by the body as challenging, threatening, or demanding can be
labeled as a stressor. External factors such as pollution, sunlight, and smoking also
trigger the production of free radicals. Free radicals are atoms, molecules or ions with
unpaired electrons that are highly unstable and active towards chemical reactions with
other molecules. They derive from three elements: oxygen, nitrogen and sulfur.

The term prooxidant refers to any substance, xenobiotic or endobiotic that induces
oxidative stress by inducing free radical production or preventing antioxidant activity.

Today there are various tests to determine the active-oxidative power of a compound. In

the purpose the make this bachelor thesis we used DPPH method.

Key words: boronic acids, antioxidant, prooxidants, oxidative stress, DPPH method
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UvoD

Biokemijske reakcije koje se dogadaju u stanicama naSeg tijela pokretacka su
sila ljudskih zZivota. Prema zakonu prirode, ti procesi se dogadaju od pocetka zivota,
tijekom faze srednjih godina i kona¢no mogu dovesti i do smrti. Karakteristika zrelog
doba zivota je velik broj razli¢itih bolesti poput kardiovskularnih ili bolesti nervnog i
imunoloskog sustava. Velik postotak bolesne populacije dovodi do velikih zdravstvenih
troskova 1 do pada kvaliteta zivota. Jedan od nacina poboljSanja kvalitete zivota je
upravo pracenje i istrazivanje ovih kroni¢nih bolesti. Ljudska populacija je izlozena
velikom broju faktora koji mogu dovesti do razvitka ovih bolesti kao $to su bioloski ili
okolisni faktori. Sposobnost ljudskog organizma da se odupre utjecaju ovih faktora je
vazna za ljudsko zdravlje. Danasnji ritam i nacin zivota dovode do oksidativnog stresa,
kojeg prate malaksavost, ubrzano zamaranje i bezvoljnost, gubitak motivacije, nesanica
i ubrzan rad srca. Promjenom Zivotnog stila i svakako ljudskom ishranom, koja bi
trebala ukljucivati razne minerale i vitamine koji djeluju kao antioksidansi, mozemo
doprinijeti njegovom smanjenju. Buduéi da zivimo u svijetu interneta gdje su dostupne
razne informacije, ukljucujuéi i o oksidativnom stresu i obrani protiv njega, uveliko se
podigla ljudska svijest o poboljSanju naina Zivota. Brojna istraZivanjima su okrenuta
upravo prema antioksidansima, u kojoj dozi i na koji nacin doprinose smanjenju

oksidativnog stresa.

Sto se dogada kada antioksidansi dospiju u ljudski organizam i da li postoje drugi

faktori koji mogu utjecati njthovo ponaSanje?
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1.1 OKSIDATIVNI STRES

Oksidativni stres je normalni fenomen u ljudskom tijelu. Definira se kao proces
izmijenjene biokemijske homeostaze uzrokovane bioloskim, fizioloskim i okolisnim
stresorima.! Bilo koji stimulans, bez obzira na podrijetlo, koji prijeti ljudskom zdravlju i
pod ¢ijim se utjecajem tijelo izlaze stresu i pod Cijim se utjecajem dogadaju promjene u
tijelu naziva se stresor.! Prilikom oksidativnog stresa dolazi do prekomjernog stvaranja
radikala i u organizmu se remeti ravnoteza izmedu stvaranja radikala i sposobnosti
stanice da ih razgradi. Prisutnost stresora dovodi do aktivacije hormona koji reguliraju
mehanizme u organizmu. Nastali slobodni radikali stupaju u reakcije sa ostalim
molekulama i uzrokuju oksidativno oSteéenje proteina, membrana i gena. U ovim
procesima inace nastane i viSe slobodnih radikala. Duza izlozenost tijela stresu odrazava
se negativno na nase tijelo jer svaki poremecaj u homeostazi dovodi do porasta broja
slobodnih radikala i poremecaja strukture makromolekula, raznih bolesti, kao $to su
kardiovaskularna oboljenja, bolesti nervnog sustava; on takoder utje¢e na procese
starenja tijela, tj. ubrzava proces starenja. lzvori stresa mogu biti razni kao naprimjer
psihicki, uzrokova nafinom zivota, ,hladni“ stres (engl. cold stres)- kada tjelesna
temperatura padne ispod 18°C, pretjerana tjelesna aktivnost? ; stres kojem se tijelo izlaze
prilikom neispravne prehrane, itd. Oksidativni stres/redoks stres je slozen proces, ovisno
0 oksidansu, njegovom intenzitetu, prisutnosti antioksidanasa i sposobnosti organizma
da se obrani, ima razli€it utjecaj na ljudski organizam. Stresori rade na nacin da poticu
odredene mehanizme 1 oksidativni stres se dogada kada se u tijelu ne mogu dogadati
procesi homeostaze i proizvodnja slobodnih radikala je puno veca u odnosu na
sposobnost organizma da se obrani, te dovodi do oStecenja Celija 1 tkiva. Dolazi do
fiozioloskih promjena u tijelu: ukljuujué¢i promjenu strukture DNA molekule i
proteina.® Dakle posljedice se u organizmu oéituju kada postoji prevelika proizvodnja
reaktivnih kisikovih i duSikovih vrsta i/ili kada postoji nedostatak enzimatskih i

neenzimatskih antioksidansa.

1.1.1. Povezanost slobodnih radikala i oksidativnog stresa

Pokretacka sila Zivota su sve biokemijske reakcije koje se dogadaju u ¢elijama i
organelima ljudskog tijela. Danas se posebna paznja posvecuje zrelom dobu zivota,

razdoblju od 40 godina pa sve do 60, kada nastupa kasna zrela dob. Kao $to su veé
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spomenute neke bolesti, u ovom razdoblju dosta ljudi obolijeva od kardiovaskluarnih
bolesti, nervnog i imunoloskog sustava koje su posljedica nacina zivota, same okoline
pa Cak i stanja okoliSa.

Slobodni radikali su molekule, ioni ili atomi sa nesparenim elektronskim parom koje su
vrlo nestabilne i reaktivne i vrlo lako stupaju u reakciju sa drugim molekulama,
dovodeéi do njihove oksidativne modifikacije.* Elementi od kojih nastaju radikali su
kisik, dusik i sumpor.

REAKTIVNI KISIKOVI OBLICI®

RADIKALI: NERADIKALL:
Superoksidni, Oy" vodikov peroksid, H20-
hidroksilni, -OH hipokloritna kiselina, HCIO
peroksilni, ROy ozon, O3
alkoksilni, RO singletni kisik
hidroperoksiln,i HOz~ peroksinitil, ONOO"

REAKTIVNI DUSIKOVI OBLICI®

RADIKALI: NERADIKALI:
dusikov(II) oksid, NO nitritna kiselina, HNO;
dusikov(IV) oksid, ‘NO2 dusikov(III) oksid, N2O3

dusikov(IV) oksid, N2O4
nitronium ion, NO,*
peroksinitrit, ONOO"
peroksinitritna kiselina, ONOOH
alkilni peroksinitrit, ROONO
nitroksilni anion, NO

nitrozilni kation, NO*

nitrilni klorid, NO.CI

Reakcijom NO dusikovog II oksida sa O% nastaje peroksinitrit. Reaktivni sumporovi
oblici nastaju reakcijom reaktivnih kisikovih oblika sa tiolima.
Prema vrsti naboja oni mogu biti:

e negativno nabijeni- superoksidni ioni;anion radikali

e pozitivno nabijeno- kation radikali policikli¢nih ugljikovodika

* neutralni radikali tiolni i fenol radikal ©



Nastanak slobodnih radikala vezan je za razlicite procese $to za bioloske procese §to i
za procese u okoliSnoj sredini. Vanjski faktori koji ubrzavaju nastanak slobodnih
radikala su aktivnosti poput pusenja, drogiranja, te izlozenost polutantima, pesticidima,
ozonu itd. Nastanak male koli¢ine radikala u bioloskoj sredini vezan je za iduce
procese:

e oksidativna fosforilizacija

e oksidativa mikrolizacija

o fagocitoza

e produkti nekih katalitickih reakcija nekih enzima

e lipidna peroksidacija nezasi¢enih masti ®
Zanimljiva je ¢injenica da esencijalni elementi za zivot, posebno kisik, mogu imati
Stetne posljedice za ljudsko tijelo ako se nalaze u ovim navedenim $tetnim oblicima.
Ljudski organizam se moZze obraniti od posljedica, ali je tanka linije izmedu proizvodnje
reaktivnih kisikovih vrsta i njihove neutralizacije s antioksidansima. I ako se ravnoteza
pomakne prema stvaranju reaktivnih Kisikovih vrsta stanice se podvrgavaju
oksidativnom stresu. Znanstvenici su ustanovili da je ljudska celija na dnevnoj bazi
napadnuta hidroksil radikalom i drugim radikalima i do 10° puta, poti¢uéi oksidativni
stres.” Radikali najvise napadaju makromolekule poput proteina, deoksiribonukleinsku i
ribonukleinsku kiselinu, ugljikohidrate i proteine. Sto se ti¢e proteine, tri su na¢ina na
koji se modificiraju napadom radikala: modifikacija amino skupine, cijepanje peptida
pod utjecajem slobodnih radikala, i formacija kriznih veza unutar (medu) proteina zbog
reakcije s produktima lipidne peroksidacije.® Lipidna peroksidacija je najizrazeniji
negativni fenomen koji predstavlja autokataliticki i najéesée ireverzibilan proces.
Proces teCe kroz inicijaciju, propagaciju, koja traje sve dok se dva radikala ne spoje u
radikalni meduprodukt i terminaciju. Proces inicira svaki oksidans, najéesce hidroskil
radikal, koji ima dovoljno velik potencijal da oduzme vodik iz CH2 — metilne skupine
koja se nalazi u lancu polinezasi¢enih masnih kiselina. Dakle na C atomu ostaje
nespareni elektron i nastane alkil radikal- lipidni slobodni radikal. On posjeduje
dovoljno velik potencijal da uzme vodik iz susjedne molekule nezasi¢ene masne
kiseline i stvori novi alikil radikal i lipidni hidroperoksid. Lipidni peroksidi su inace
stabilne molekule, ali u prisustvu Zeljeza dolazi do njihove razgradnje i nastaju alkosil

ili peroksil radikali, koji mogu zapoceti proces lipidne peroksidacije.



Slobodni radikali tijekom glikiranja mogu doprinijeti to glioksidacijskom oste¢enju.® Od
slozenih molekula ugljikohidrata mogu nastati manje, nedovoljno velike za ciklizaciju,
sklone autooksidaciji, stvaraju¢i superooksidni radikal. Ovakve reakcije pokrenute
radikalima mogu dovesti do stvaranja nekih karbonilnih spojeva za koje se smatra da su
mutageni.

Posljedice utjecaja slobodnih radikala na DNA molekulu mogu biti slijedece: pucanje
lanaca, nastanak mjesta bez baza, izostavljanje, modifikacija svih baza, greske u
pomicanje okvira, prekidanje lanca, krizno povezivanje proteina i DNA, te

preraspodjela kromosoma’ 10

1.2. OBRANA LJUDSKOG ORGANIZMA OD OKSIDATIVNOG STRESA

Osnovni mehanizmi su: sprje¢avanje nastajanja reaktivnih Kkisikovih vrsta
odrzavanjem niskog tlaka kisika u tkivima, "zatvaranjem" enzima, koji mogu dovesti do
nastanka radikala, u zasebne strukture u stanicama, vezanjem iona prijelaznih metala u
proteinske komplekse (transferin, hemopeksin, ceruloplazmin...), uklanjanjem
reaktivnih oblika enzimatskim putem i putem antioksidansa koji su prisutni u stanicama

i izvanstani¢nim tekué¢inama (glutation, vitamini C i E, selen, ubikinon...).®

1.2.1. Antioksidansi

Halliwell and Gutteridge su 1995. definirali antioksidanse kao ,,bilo koju tvar,
koja kada je prisutna ¢ak i u malim koncentracijama, u usporedbi sa oksidabilnim
glasila ,, Antioksidans je bilo koja tvar koja moze odgoditi, sprijeciti ili ukloniti napad
slobodnih radikala na odredenu molekulu®. Druga definicija pak glasi: “Bilo koja tvar
koja direktno hvata reaktivne kisikove vrste ili indirektno regulira antioksidativni sistem
ili inhibira proizvodnju reaktivnih kisikovih vrsta.

Tijekom ljudske evolucije, endogene obrane su postupno poboljsane kako bi se odrzala
ravnoteza izmedu slobodnih radikala i oksidativnog stresa. Antioksidativna aktivnost
moze biti djelotvorna na razli¢ite nacine: kao inhibitori slobodnog radikala oksidacijske
reakcije (preventivni oksidansi) inhibiraju¢i stvaranje slobodnih lipidnih radikala;
prekidaju¢i Sirenje lanCane reakcije autoksidacije (prekid lanca antioksidansi); kao
singlet kisika za gaSenje; kroz sinergizam s drugim antioksidansima; kao redukcijska

sredstva koja pretvaraju hidroperokside u stabilne spojeve; kao metal kelatorima koji



prevode metalni prooksidansi (zeljezo i bakreni derivati) u stabilni proizvod; i kona¢no
kao inhibitori prooksidacijskih enzima (lipooksigenaze).® Antioksidacijski sustav u
ljudskom tijelu je podijeljen na dva dijela: enzimske i neenzimske antioksidanse.!
Djelovanje enzimskih antioksidansa je ucinkovitije od neenzimskih jer se oni ne trose u
reakcijama za razliku od neenzimskih antioksidansa koji se za vrijeme reakcije trose i
moraju se regenerirati u drugim reakcijama. Tri su vazna enzima koja sprjecavaju ili
neutraliziraju nastanak slobodnih radikala glutation peroksidaza, koja dajuc¢i dva
elektrona reducira peroksidu, katalaza, koja pretvara vodikov peroksid u vodu;
superoksid dizmutaza pretvara superoksidne anione u vodikov peroksid spreman za
katalazu. Sto se ti¢e neenzimatskih antiooksidanasa, najvazniji su vitamin A, koenzim
Q10, uri¢na kiselina i glutation. Dobri antioksidansi moraju uvijek biti prisutni u
organizmu i to u koncentraciji koja omogucava efikasno "hvatanje” radikala, moraju
lako i brzo dolaziti u sve dijelove organizma, biti u obliku koji se brzo i uc¢inkovito
moze obnoviti. Mnoge antioksidanse u organizam svakodnevno unosimo hranom i
pi¢em: brokula, prokulica, kupus, cvjetaca, avokado, breskva, lubenica, cimet, bobicasto

voce-borovnica, brusnica, kostice grozda, mati¢na mlijec, propolis, crno vino.
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S1.1. Bobicasto voce

U tu skupinu antioksidanasa spadaju flavonoidi, b-karoten, selen, vitamine C i E.
Vitamin C — askorbinska kiselina je korisna za ,,¢iS¢enje (engl. scavenging) vodikovog

peroksida, superoksidnog aniona, hidroksil radikala itd.*2



Vitamin E- sastoji se od osam izomera, Cetiri tokoferola i Cetiri tokotrienola. Zaustavlja
lipidnu peroksidaciju donirajuci vodik peroksil radikali, te se forimira tokoferol radikal,
koji je neaktivan te ne moZe nastaviti lanéanu reakciju. 13

Vitamin K predstavlja grupu spojeva topljivih u mastima, esencijalih za kovnerziju
proteina.l4

Flavanoidi-su skupina spojeva: flavanola, anotcijanida, izoflavonoida, flavanona i
flavona. Flavanoli i flavoni se nalaze obi¢no u istom plodu i djele iste enzime.
Antioksidacijska svojstva se pripisuju flavonoidima i fenolnim hidroksilnim skupinama
vezanim za prstenaste strukture. Antioksidacijsko djelovanje: redukcijska sredstva
(reduciraju a tokoferolne radikale), donatori vodika, superoksidni radikalni Cistaci, pa
¢ak 1 kao metalni kelatori, aktiviraju antioksidacijske enzime, povecavaju koncentraciju
uri¢ne kiseline i drugih molekula male molekulske mase.

U organizmu nastaju brojne molekule koje imaju antioksidativno djelovanje: bilirubin,
urati, albumin, ubikinon, histaminski dipeptidi (karnozin, homokarnozin, anserin),
Zenski spolni hormoni, keto kiseline (pirogrozdana, a-ketoglutarna) te serotonin i
melatonin. ©

Vitamin A- ili retinol je karotenoid proizveden u jetri kao rezultat reakcije raspada S-
karotena. To je cikloheksanski prsten na kojem su tri —CHs skupine i bo¢ni lanac s Cetiri
dvostruke veze te primarnom —OH skupinom. Retinol je narancasto viskozno ulje. Ovaj
se vitamin otapa u alkoholu 1 biljnim uljima dok u vodi i glicerolu ne. Toplina mu moZe
smanjiti aktivnost, a relativno se brzo razgraduje djelovanjem dnevne i ultraljubiCaste
svjetlosti. Tako danas postoje mnoge tvari koje to onemogucéavaju.. Vitamin A se u
organizmu pojavljuje u razli¢itim oblicima, pa mozemo govoriti o skupini vitamina A.
Poznato je da ima povoljan utjecaj na kozu, o€i i unutarnje organe. Njegova
antioksidacijska sposobnost jeste mogucnost reagiranja sa peroksilnim radikalima prije
nego oni zapoénu lipidnu peroksidaciju.®

Koenzim Q10 je prisutan u svim ¢elijama i membranama u ljudskom organizmu i igra
vaznu ulogu u respiratornom lancu i drugim metabolizmima. Srce, jetra, bubreg i
gusteraca su organi koji ga sadrze u najvecoj koncentraciji. On omogucuje nastanak
energije u stanicama tih organa, pa njihova sposobnost da obavljaju svoje fizioloSke
zadace ovisi o njegovoj dovoljnoj koli¢ini. Djeluje tako da sprjecava formaciju lipidnih
radikala, iako su opazene i druge aktivnosti kao njihova neutralizacija ¢ak i poslije
njihove formacije. Druga vaZzna uloga je sposobnost regeneracije vitamina E.

Nedostatak CoQ10 uocen je kod zatajenja srca, mozdanog udara itd.
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Uri¢na kiselina je krajnji produkt metabolizma purinskih nukleotida kod ljudi i tijekom
evolucije njene koncentracije su u porastu. Nakon filtracije iz bubrega, 90% ove
kiseline tijelo ponovno apsorbira, §to ukazuje na njenu vaznost za ljudski organizam.
Njena funkcija jest da sprjeava preveliku proizvodnju oxo-hem oksidanata, $§to moze
dovesti do reakcije hemoglobina sa peroksidima. Takoder sprje¢ava i raspadanje
eritrocita peroksidacijom te je snazan hvata¢/skuplja¢ singletnog kisika i hidroksil
radikala.'®

Glutation je endogeni tripeptid, sastavljen od tri aminokiseline: glicina, cisteina i
glutaminske kiseline, koji stiti ¢elije od slobodnih radikala tako $to donira vodikov
atome ili elektron. On je snazan aktivator imunoloskog sustava. Losa prehrana,
zagadenost zraka i okoline, stres, infekcije dovode do potroSnje koli¢ine glutationa koje
tijelo samo proizvede. Ovaj antioksidans moze sudjelovati u regeneraciji drugim

antioksidansima.
1.2.2. Prooksidansi

Termin prooksidansi se odnosi na bilo koju tvar, ksenobiotik ili endobiotik, koja
inducira oksidativni stres poti¢u¢i proizvodnju slobodnih radikala ili koja sprjecava rad
antioksidanasa.’® To mogu biti bilo koji radikali sadrzani u tkivima ili molekule, ali
neka istrazivanja pokazuju da to mogu biti i antioksidansi. Vitamin C u odredenim
situacijama moze postati prooksidans. To se dogada kada stupi u reakciju sa zeljezom i
bakrom, reduciraju¢i Fe** to Fe?* (or Cu®* to Cu?*), §to rezultira pretvorbom vodikovog
peroksida u hidroksi radikale ’. a-tokoferol je takoder poznati i jaki antioksidans, ali u
prisutan u visokim koncentracijama moze postati prooksidans. Kada reagira sa
slobodnim radikalom, i sam postaje radikal. Ako nema dovoljne koncentracije
askorbinske kiseline za njegovu regeneraciju, ostat ¢e u stanju prooksidansa i zapocinjat
ée autooksidaciju linoleinske kiseline.'® Znanstvenici smatraju da karotenidi takoder
mogu imati prooksidacijsko djelovanje, posebno u reakcijama autooksidacije u
prisutnosti visoke koncentracije kisika, te se formira hidroksil radikal.*® Brojne se
studije vrse tijekom godina da se istraze efekti antioksidanasa i prooksidanasa i njihovi
odnosi. Istraziva¢i su pokazali da utjecaj proksidanasa u biti moze biti i efektivan,
budu¢i da mala koncentracija prooksidanasa moze povecati razinu antioksidanasa i
enzima koje metaboliziraju. Dok drugi istrazivac¢i ukazuju da prooksidativno ponasanje

flavanoida moze za posljedicu imati pojavljivanje odredenih vrsta raka.



1.3. METODA ZA ODREDIVANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI

Danas postoje razni testovi za odredivanje antioksidacijske moc¢i nekog spoja,
usmjerenih na to¢no odredene spojeve. Ne postoji jedna metoda koja moze pruziti
nedvosmislene rezultate, zato je dobro koristiti razli¢ite pristupe da bi se doslo do tocnih
rezultata. Pri izradi ovog zavr$nog rada i za dobivena saznanja koristena je DPPH-a
metoda. 1,1-difenil-2 pikril-hidrazil je stabilni slobodni radikal, koji zbog svog
nesparenog elektrona intenzivno apsorbira u vidljivom dijelu spektra (ljubicasta boja)
pri valnoj duljini 517 nm. DPPH radikal se mijenja iz ljubicaste u zutu u prisutnosti

antioksidansa, i esto se koristi kao preliminarna studija.

N—N NO 5

SI.2. DPPH radikal®
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2. EKSPERIMENTALNI DIO



2.1. PRIPRAVA OTOPINA ZA ANALIZU

Pripravljeni uzorci za ovaj eksperimentalni rad su bile boroni¢ne kiseline:

e fenilboroni¢na kiseline

e 3 flourofenilboroni¢na kiselina

e metilboroni¢na kiselina.
Stock otopine ovih triju kiselina tj. 1M otopine su pripravljene tako Sto odredene
odvage svake od njih otopljene u 100 mL etanola (koristio se kao otapalo). Uzorci su
pripravljeni u razli¢itim koncentracijama:

e 0.1M-1mL 1M +9 mL otapala

e 10mM-1mL 0.1M + 9 mL otapala

e 5mM-1mL 10 mM+ 1 mL otapala

e 05mM-1mL5mM + 9 mL otapala

e 0,25mM-1mL0,5mM + 1 mL otapala
Kao antioksidans je koristena askorbinska kiselina, koja je pripravljena u istim
koncentracijama (otapalo- metanol).
PRPRAVA OTOPINE DPPH-A RADIKALA: 6 mg dpph + 250 mL metanola
PROTOKOL: 50 pL uzorka + 250 uL dpph + 200 puL metanola = ukupni volumen u
svakoj jazici je 500 pL
KONTROLNA OTOPINA: 250 pL dpph + 250 pL metanola
KONTROLA UZORAKA: 250 uL uzorka + 250 uL. metanola

SUCELJAVANJE ASKORBINSKE KISELINE | UZORAKA:
25 uL uzorka + 25 uL askorbinske kiseline + 250 pL dpph + 200 puL. metanola
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2.2. MIJERENJA

Uzorak 1. Fenilboroni¢na kiselina

Sve mjerene koncentracije

Sve mjerene koncentracije

I g

£ _— @ FBK E* . _ —o—FBK

:é 0,300 % e — ° —B— FBK+ASK E r G

- a0
L e ——
Slika 3. FBK + vitamin C
e Tablica 1. DPPH mjerenja
Koncentracija (mM) |RBM 0,00 0,25 0,50 5,00 10,00 100,00 1000,00
Apsorbancija 1 0,3710 0,3660| 0,3660 0,3350 0,3190 0,3370
Apsorbancija 2 0,3860 0,3760 0,3600 0,3510 0,3230 0,3310
Apsorbancija 3 0,3900 0,3870! 0,3530 0,3450 0,3400 0,3490
Apsorbancija 4
Apsorbancija____| 5
Apsorbancija 6
Srednja vrijednost 0,3820 0,3760 0,3600 0,3440 0,3270 0,3390
e Tablica 2. Mjerenja blank kontrole:

Koncentracija (mM) | RB 0,00 0,25 0,50 5,00 10,00 100,00 1000,00
Apsorbancija 1 0,3280 0,3230 0,3230 0,2920 0,2760 0,2940
Apsorbancija 2 0,3430 0,3330 0,3170 0,3080 0,2800 0,2880
Apsorbancija 3 0,3470 0,3440 0,3100 0,3020 0,2970 0,3060
Apsorbancija 4
Apsorbancija 5
Apsorbancija 6
Srednja vrijednost 0,3390 0,3330 0,3170 0,3010 0,2840 0,2960
Standardna devijacija 0,0080 0,0090 0,0050 0,0070 0,0090 0,0070
% std. dev 2,36% 2,70% 1,58% 2,33% 3,17% 2,36%
% DPPH 1 11,10% 12,50% 12,50% 20,90% 25,20% 20,30%
% DPPH 2 7,00% 9,80% 14,10% 16,50% 24,10% 22,00%
% DPPH 3 6,00% 6,80% 16,00% 18,20% 19,50% 17,10%
% DPPH 4
% DPPH 5
% DPPH 6
% DPPH (srednjavr.) 8,00% 9,70% 14,20% 18,50% 22,90% 19,80%
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Slika br.4 Fenil boronic¢na kiselina
Fenilboronic¢na kiselina + askorbinska kiselina
e Tablica 3. DPPH mjerenja:
Koncentracija (mM) |RBM 0,00 0,25 0,50 5,00 10,00 100,00 1000,00
Apsorbancija 1 0,1070 0,0770 0,0460 0,0460 0,0440 0,0460
Apsorbancija 2 0,1130 0,0800 0,0540 0,0460 0,0440 0,0460
Apsorbancija 3 0,1120 0,0760 0,0490 0,0450 0,0430 0,0450
Apsorbancija 4
Apsorbancija 5
Apsorbancija 6
Srednja vrijednost 0,1110 0,0780 0,0500 0,0460 0,0440 0,0460
e Tablica 4. Mjerenja blank kontrole:
Koncentracija (mM) RB 0,00 0,25 0,50 5,00 10,00 100,00 1000,00
Apsorbancija 1 0,064000 0,034000 0,003000 0,003000 0,001000 0,003000
Apsorbancija 2 0,070000 0,037000 0,011000 0,003000 0,001000 0,003000
Apsorbancija 3 0,069000 0,033000 0,006000 0,002000 0,000000 0,002000
Apsorbancija 4
Apsorbancija 5
Apsorbancija 6
Srednja vrijednost 0,068000 0,035000 0,007000 0,003000 0,001000 0,003000
% DPPH 1 82,70% 90,80% 99,20% 99,20% 99,70% 99,20%
% DPPH 2 81,00% 90,00% 97,00% 99,20% 99,70% 99,20%
% DPPH 3 81,30% 91,10% 98,40% 99,50% 100,00% 99,50%
% DPPH 4
% DPPH 5
% DPPH 6
% DPPH (srednja vr.) 81,70% 90,60% 98,20% 99,30% 99,80% 99,30%
Sve mjerene koncentracije Sve mjerene koncentracije

& 0080 = 120% o

- —@— FBK+ASK = —@— FBK+ASK

-rl: o070 % 100% @ Y

g 0,060 -.E f

< £ ao%

0,050

0,040

0,030

0,020

0,010

0,000

Koncentracija
[mM]
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40%

20%

600 800
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1000

Slika br. 5 Suceljavanje uzorka s askorbinskom kiselinom
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Uzorak 2. 3flourofenilboroni¢na kiselina

Sve mjerene koncentracije

g @ 3FFBK
°
[ ]

1l —m— 3FFBK+ASK

Apsorbancija
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0,200
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Slika br. 6. 3FFBK + vitamin C

e Tablica 5. DPPH-a mjerenja:

Koncentracija (mM) |[RBM 0,00 0,25 0,50 5,00 10,00 100,00 1000,00
Apsorbancija 1 0,3640 0,3500 0,3340 0,3060 0,2870 0,3200
Apsorbancija 2 0,3770 0,3560 0,3250 0,3100 0,2930 0,3210
Apsorbancija 3 0,3680 0,3700 0,3240 0,3040 0,2800 0,3100
Apsorbancija 4
Apsorbancija 5
Apsorbancija 6
Srednja vrijednost 0,3700 0,3590 0,3280 0,3070 0,2870 0,3170
e Tablica 6. Mjerenja blank kontrole:
Koncentracija (mM) | RB 0,00 0,25 0,50 5,00 10,00 100,00 1000,00
Apsorbancija 1 0,3190 0,3050 0,2890 0,2610 0,2420 0,2750
Apsorbancija 2 0,3320 0,3110 0,2800 0,2650 0,2480 0,2760
Apsorbancija 3 0,3230 0,3250 0,2790 0,2590 0,2350 0,2650
Apsorbancija 4
Apsorbancija 5
Apsorbancija 6
Srednja vrijednost 0,3250 0,3140 0,2830 0,2620 0,2420 0,2720
% DPPH 1 13,60% 17,30% 21,70% 29,30% 34,40% 25,50%
% DPPH 2 10,00% 15,70% 24,10% 28,20% 32,80% 25,20%
% DPPH 3 12,50% 11,90% 24,40% 29,80% 36,30% 28,20%
% DPPH 4
% DPPH 5
% DPPH 6
% DPPH 12,00% 15,00% 23,40% 29,10% 34,50% 26,30%
Sve mjerene koncentracije Sve mjerene koncentracije
8 0350 X AR —@—3FFBK
H —@— 3FFBK -
_‘.; 0,300 z g‘ Aok = |
5‘ 0250 g —— . 'E 2o \
25%
0,200 »
20%
020 15%
0,100 10%
0,050 5%
2000 Koncentracija 0% Koncentracija
0 200 400 600 800 1000 [mM] 0 200 400 600 800 1000 [mM]

Slika br. 7. 3 flour fenil boroni¢na kiselina
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3 flourofenilboroni¢na kiselina + askorbinska kiselina

e Tablica 7. DPPH-a mjerenja:

Koncentracija (mM) |RBM 0,00 0,25 0,50 5,00 10,00 100,00 1000,00
Apsorbancija 1 0,2200 0,1150 0,0470 0,0450 0,0460 0,0450
Apsorbancija 2 0,2230 0,1160 0,0470 0,0440 0,0460 0,0450
Apsorbancija 3 0,2130 0,1100 0,0460 0,0450 0,0460 0,0450
Apsorbancija 4
Apsorbancija 5
Apsorbancija 6
Srednja vrijednost 0,2190 0,1140 0,0470 0,0450 0,0460 0,0450
e Tablica 8. Mjerenja blank kontrole:
Koncentracija (mM) RB 0,00 0,25 0,50 5,00 10,00 100,00 1000,00
Apsorbancija 1 0,175000 0,070000 0,002000 0,000000 0,001000 0,000000
Apsorbancija 2 0,178000 0,071000 0,002000 -0,001000 0,001000 0,000000
Apsorbancija 3 0,168000 0,065000 0,001000 0,000000 0,001000 0,000000
Apsorbancija 4
Apsorbancija 5
Apsorbancija 6
Srednja vrijednost 0,174000 0,069000 0,002000 0,000000 0,001000 0,000000
% DPPH 1 52,60% 81,00% 99,50% 100,00% 99,70% 100,00%
% DPPH 2 51,80% 80,80% 99,50% 100,30% 99,70% 100,00%
% DPPH 3 54,50% 82,40% 99,70% 100,00% 99,70% 100,00%
% DPPH 4
% DPPH 5
% DPPH 6
% DPPH 53,00% 81,40% 99,60% 100,10% 99,70% 100,00%
Sve mjerene koncentracije Sve mjerene koncentracije
%‘ Sl X 0% —@— 3FFBK+ASK
5 0,180 —@— 3FFBK+ASK ;‘
£ p T 100% g—@ ®
a 0,160 'E
g. 0,140 E 80%
0,120
0,100 60%
0,080
0,060 * a0
0,030 20%
0,020
0000 @ @ ™ Koncentracija 0% Koncentracija
0 200 400 600 800 1000 [mM] 0 200 400 600 800 1000 [mM]

Slika br. 8. Suceljavanje uzorka s askorbinskom kiselinom
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Uzorak 3. Metil boronic¢na kiselina

Sve mjerene koncentracije

Sve mjerene koncentracije

2 E
E —® —@- VBK E 90% —@—MBK
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Slika br. 9. MBK + vitamin C
e Tablica 9. DPPH-a mjerenja:
Koncentracija (mM) |RBM 0,00 0,25 0,50 5,00 10,00 100,00 1000,00
Apsorbancija 1 0,3830 0,3770 0,3560 0,3590 0,3510 0,4190
Apsorbancija 2 0,3840 0,3780 0,3470 0,3510 0,3610 0,4230
Apsorbancija 3 0,3640 0,3660 0,3640 0,3570 0,3500 0,4060
Apsorbancija 4
Apsorbancija 5
Apsorbancija 6
Srednja vrijednost 0,3770 0,3740 0,3560 0,3560 0,3540 0,4160
e Tablica 10. Mjerenja blank kontrole:
Koncentracija (mM) | RB 0,00 0,25 0,50 5,00 10,00 100,00 1000,00
Apsorbancija 1 0,3410 0,3350 0,3140 0,3170 0,3090 0,3770
Apsorbancija 2 0,3420 0,3360 0,3050 0,3090 0,3190 0,3810
Apsorbancija 3 0,3220 0,3240 0,3220 0,3150 0,3080 0,3640
Apsorbancija 4
Apsorbancija 5
Apsorbancija 6
Srednja vrijednost 0,3350 0,3320 0,3140 0,3140 0,3120 0,3740
% DPPH 1 7,60% 9,20% 14,90% 14,10% 16,30% -2,20%
% DPPH 2 7,30% 8,90% 17,30% 16,30% 13,60% -3,30%
% DPPH 3 12,70% 12,20% 12,70% 14,60% 16,50% 1,40%
% DPPH 4
% DPPH 5
% DPPH 6
% DPPH (srednja vr.) 9,20% 10,10% 15,00% 15,00% 15,50% -1,40%
Sve mjerene koncentracije Sve mjerene koncentracije
1 0,380 -\—Q« 18%
E ® O MBK = e —— MBK
8 o0an i = )
3 2 14%
o -
g 0360 A = 1%
< =
0,350 = 10%
0340 £ “
p 6%
0,330 A 4%
0,320 - 2%
- 0%
0310 @ 2% 0 200 400 600 800 @o
0,300 Koncentracija -4% Koncentracija
0 200 400 600 800 [mM]

1000 [mM]

Slika br. 8. Metil boroni¢na kiselina
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Metil boroni¢na kiselina + askorbinska kiselina:

e Tablica 11. DPPH-a mjerenja:

Mjerenja

Koncentracija (mM) |RBM 0,00 0,25 0,50 5,00 10,00 100,00 1000,00
Apsorbancija 1 0,0920 0,1450 0,2190 0,2500 0,3050 0,3780
Apsorbancija 2 0,0910 0,1400 0,2210 0,2600 0,2990 0,3860
Apsorbancija 3 0,0930 0,1410 0,2290 0,2520 0,2900 0,3900
Apsorbancija 4

Apsorbancija 5

Apsorbancija 6

Srednja vrijednost 0,0920 0,1420 0,2230 0,2540 0,2980 0,3850

e Tablica 12. Mjerenja blank kontrole:

Koncentracija (mM) | RB 0,00 0,25 0,50 5,00 10,00 100,00 1000,00
Apsorbancija 1 0,050000 0,103000 0,177000 0,208000 0,263000 0,336000
Apsorbancija 2 0,049000 0,098000 0,179000 0,218000 0,257000 0,344000
Apsorbancija 3 0,051000 0,099000 0,187000 0,210000 0,248000 0,348000
Apsorbancija 4

Apsorbancija 5

Apsorbancija 6

Srednja vrijednost 0,050000 0,100000 0,181000 0,212000 0,256000 0,343000
% DPPH 1 86,40% 72,10% 52,00% 43,60% 28,70% 8,90%
% DPPH 2 86,70% 73,40% 51,50% 40,90% 30,40% 6,80%
% DPPH 3 86,20% 73,20% 49,30% 43,10% 32,80% 5,70%
% DPPH 4

% DPPH 5

% DPPH 6

% DPPH (srednja vr.) 86,40% 72,90% 50,90% 42,50% 30,60% 7,10%

Apsorbancija

0,250 o~
0,200
0,150

0,100

Sve mjerene koncentracije

—@— MBK+ASK

Koncentracija

400 600 800 1000 [mM]

©
Inhibicija [%]

Sve mjerene koncentracije

Slika br. 11. Suceljavanje uzorka s askorbinskom kiselinom
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3. RASPRAVA



e Fenil boronic¢na kiselina:
Prilikom usporedbe vrijednosti apsorbancija prilikom mjerenja uzorka i DPPH-a
radikala s blank mjernjima vidljivo je da prilikom rasta koncentracija kiselina opada
vrijednost apsorbancija, no taj pad nije znatno vidljiv, te se kod koncentracije kiseline
od 100 mM apsorbancija poraste. Prilikom ,,suceljavanja“ fenil boroni¢ne i askorbinske
kiseline, iz tablica br. 3. i 4. je vidljivo da se vrijednost apsorbancije smanjila, no nije
potpuno ugasen signal te je postotak inhibicije porastao do 99,80 % najvece vrijednosti
kod koncentracije od 100 mM.

e Metil boroni¢na Kiselina:
Kod ovog uzorka rezultati iz tablica br. 9. 1 10. pokazuju da je najveca izmjerena
apsorbancija (0,4100 nm) kod koncentracije uzorka od 1000 mM. Usporedbom
vrijednosti apsorbancija prilikom DPPH- a mjerenja i blank kontrole vidljivo je da se
vrijednost, kod iste koncentracije, neznatno smanji ( do 0,3740 nm), $to ne ukazuje na
veliku antioksidacijsku aktivnost. Prilikom ,,suceljavanja‘“ uzorka i askorbinske kiseline

iz tablice br. 12. vidljivo je da postotak inhibicije opada porastom koncentracije uzorka.

Analizom triju kiselina vidljivo je da najve¢i postotak inhibicije pokazuje
3flourfenilboroni¢na kiselina (34,50 %), dok kod metilboroni¢ne kiseline porastom
koncentracije postotak inhibicije opada do ¢ak -1,40% (Sto nuzZno ne mora znaciti
prooksidaciju), a fenil boroni¢na kiselina pokazuje postotak inhibicije od 22,90 %.
Najve¢i postotak inhibicije kod fenil 1 3 flour fenil boronicne kiseline je kod
koncentracije od 100 mM.

Dodatkom askorbinske Kiseline postotak inhibicije raste, ¢ak i do 100 %, kod fenil
boroni¢ne i 3flourfenilboroniéne kiseline, no nema prevelike razlike u koncentracijama
kiselina, osim $§to kod 3flourfenilboroni¢ne kiseline koncentracija od 0,25 mM
pokazuje inhibiciju 53,00 %., dok kod metil boroni¢ne kiseline dodatkom vitamina C
porastom koncentracije kiseline postotak inhibicije opada, 1000 mM pokazuje 7,10 %

inhibicije.
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4. ZAKLJUCAK



Analizom triju kiselina pokazano je da ni jedan od njih nema znacajniji utjecaj
kao antioksidans.

Metil boroni¢na kiselina pokazuje negativnu inhibiciju, $to moze biti posljedica
grjeSaka prilikom izvodenja eksperimentalnog rada.

Suceljavanjem askorbinske kiseline i navedenih kiselina pokazano je da
askorbinska kiselina preuzima na sebe djelovanje kao antioksidans, $to na to
ukazuje porast postotka inhibicije ¢ak i do 100 %

Navedeni porast inhibicije pri suceljavanju nije slucaj i kod metil boronicne
kiseline. Naime kod nje porastom koncentracije, postotak inhibicije opada.
Dodatak askorbinske kiseline pokazuju da spomenuti uzorci pokazuju nekakvu
interakciju s ostalim spojevima pri ,,suéeljavanju®, ali se ne moze sa sigurnoscéu
re¢i da li reagiraju samo s askorbinskom kiselinom i prijece je da ona reagira s

DPPH radikalom ili na$ spoj sam reagira s radikalom.
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