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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Zadatak ovog zavrSnog rada je bio postaviti i opirati jednu od najkoriStenijin
metoda ispitivanja antioksidacijskih svojstava i&tith uzoraka, metodu ORAC (engl.
Oxygen Radical Absorbance Capagitya urdaju Synergy HTX S1LFA Multi-Mode
Reader (BioTek Instruments Inc., Winooski, VermasgA).



SAZETAK

Zbog brojnosti i kemijske raznolikosti molekula iaksidansa, razitih mehanizama
njihova djelovanja, kao i ciljanih molekula na kage Zeli ispitati njihov utjecaj, do
danas je razvijen veliki broj antioksidacijskih m@a. Kako se niti jedna od postéije
metoda nije pokazala prikladnom da u potpunostekéfa antioksidacijski kapacitet i
svojstva uzorka, uobtajeno je da se u istrazivanjima koristi nekolikotoga koje se
temelje na raztitim reakcijskim mehanizmima. Ipak, veliki broj noefa i njihove
modifikacije cesto dovode do nepravilne interpretacije rezultatgihove otezane
rezultata pa se javlja potreba za standardiziramostodom koja bi omodila
jednozn&no mjerenje antioksidacijskog kapaciteta uzorak&AO (engl. Oxygen
Radical Absorbance Capacjty metoda je ofeprihv&ena standardizirana
antioksidacijska metoda. Prema mehanizmu reakoijesk odvija kod ORAC metode
ona spada u antioksidacijske metode koje se tenmgjeprijenosu atoma vodika.
Rezultati, odnosno dobivene ORAC vrijednosti, daj@no se izrazavaju preko Troloks
ekvivalenta, u jedinicamaM TE/g ili uM TE/L uzorka, Sto znatno olakSava usporedbu

rezultata razéiitinh istrazivanja.

Klju ¢ne rije¢i: ORAC, antioksidacijska aktivnost, troloks, fluareacija



SUMMARY

Due to the abundance and chemical diversity ofoaittant molecules, their different

mechanisms of action, as well as the final targefiecules, a large number of

antioxidant methods have been developed. As onexatdant method can not describe
the antioxidant properties and total antioxidargazaty of the sample, multiple-method
approach, using methods based on different reantechanisms, is usually performed.
However, a great number of methods and their mmatifins often lead to an incorrect
interpretation of the results and caused problentkeir comparison. Therefore, there is
a need for a standardized method that would allowr@ambiguous determination of
antioxidant capacity of the samples. ORAGxygen Radical Absorbance Capagity

assay is widely accepted and standardized antiokisi@thod. The mechanism of the
reaction that takes place in the ORAC method igdyeh atom transfer. The obtained
results, or so called ORAC values, are usually esggd as Trolox equivalents,iv

TE/g oruM TE/L, what greatly allows the comparison of résdtom different studies.

Keywords: ORAC, antioxidant activity, Trolox, fluorescence
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UVOD



Slobodni radikal je bilo koji atom, molekula ili@imolekule, koji u vanjskoj
ljusci ima jedan ili viSe nesparenih elektrona. gboepopunjene elektronske
konfiguracije zadnje ljuske, slobodni radikali stlovreaktivni kemijski oblici, koji
imaju sposobnost oksidirati bioloSke molekule, aglimmolekula, do lipida, proteina i
DNA. Smatra se da upravo na ovajcina reakcijama radikala, dolazi do razvoja
karcinoma i ostalih kroginih procesa u ljudskom organizmu. Antioksidanskesmijski
raznovrsna skupina molekula, koja moze sgitij@i usporiti oksidativhu Stetu nastalu
djelovanjem slobodnih radikala pa &esto nazivaju ic¢istatima’ slobodnih radikala.
Antioksidasi nastaju u stanicama ili se u organizarose hranom ili putem dodataka

prehrani.

Ne postoji univerzalna metoda za ispitivanje ardidécijskog kapaciteta. Za
ispitivanje antioksidacijske aktivnosti uzorakadedte se koristi viSe metoda koje se
temelje na raziitim reakcijskim mehanizmima, i to na prijenosuk#tena, takozvane
ET (engl.Electron Transfer) metode, te one koje se temelje na prijenosu atcdika,
HAT (engl.Hydrogen Atom Transfer) metode.

U ovom zavrSnom radu je posebna pozornost gesee jednoj od nagke
koristenih antioksidacijskih metoda - ORAC metoehdl. Oxygen Radical Absorbance
Capacity). ORAC metoda prema mehanizmu spada u HAT skupaunjeri se
inhibicija peroksil radikala koji nastaje uslijeédspadanja azo-spoja, 2,2'-azobis(2-
amidinoproionamid)-dihidroklorid) (AAPH), pri stadpbrzini na 37°C.



1. ORCI DIO



1.1. SLOBODNI RADIKALI

Slobodnim radikalom se smatra svaka kemijska vrisii, da je to atom,
molekula ili dio molekule, koja u vanjskoj ljusena jedan ili viSe nesparenih elektrona
(1,2). Nespareni elektron sam zauzima atomsku ili mded{u orbitalu (stoji sam u
nekoj od posljednjih orbitala). Najjednostavnijiimpjer slobodnog radikala je atom
vodika, koji ima samo jedan nespareni elektron,dutiey, u slobodne radikale

ubrajamo i prijelazne metale zbog njihove elektkensonfiguracije.

Slobodni radikal je nestabilngestica, koja je zbog teZznje da popuni valentnu
orbitalu, spari nesparen elektron i postigne stabiélektronsku konfiguraciju, vrlo
reaktivna. Osnova kemije radikala je u tome Stoesikcije radikala uglavnom laane i
reakcije jednog radikala poéti stvaranje drugog tj. nestabilni radikali reagiraa

stabilnim molekulama "oduzimajiil im elektrone B8).

Uslijed velike reaktivnosti radikal ima sposobnoksidirati bioloSke molekule, i
to male molekule, lipide, proteine i DNA pa se s@aata na taj nan dolazi do razvoja
karcinoma i ostalih kroginih procesa u ljudskom organizm+§). U naSem organizmu,
tjekom normalnog funkcioniranja kao produkt ra&ih metabolizama, nastaju
slobodni radikali, a pojedini imaju i vazne fiziSke zadée. Tako je vazno naglasiti da
slobodni radikali nisu samo Stetni, dveu ¢esto i nuzni za normalno funkcioniranje

organizma¥,?).
Izvori nastanka slobodnih radikala mogu bitidogenii egzogeni.

Endogeni: fizioloSki i patofizioloSki: oksidativne fosforilae, aktivacija imunosnih

stanica, koagulacija, mentalni stres, infekcijamgas starenja, patoloska stanja, itd.

Egzogeni: zagatenje zraka ili vode, dim cigarete, alkohol, metaigki lijekovi,

zratenje, industrijska otapala, itd.

Od bioloskih radikala najvazniji seaktivni oblici kisikai reaktivni oblici duSika
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Slika 1. Nastajanje slobodnih radikald)(

1.1.1. Reaktivni oblici kisika (engl.Reactive Oxygen SpecieROS)

Najvazniji radikalni i neradikalni derivati kisik@rikazani su u tablici 1, i
opisani u daljnjem tekst):

Tablica 1. Reaktivni oblici kisika 4,7)

Radikalni oblici Neradikalni oblici
Hidroksilni, OH Vodikov peroksid, HO,
Superoksidni, @ Hipokloritna kiselina, HOCI
Peroksilni, RQ Ozon, Q

Alkoksilni, RO Singletni kisik,*AgO,
Hidroperoksilni, HQ Peroksinitrit, ONOO

» Hidroksil radikal (OH™-) je najreaktivniji radikal kisika koji je uglavno
odgovoran za oStenja DNA. Najpoznatija reakcija nastajanja hidroicy
radikala je Haber-Weissova reakcija u kojoj reggimaolekula HO, i O,, a u
prisustvu iona metala (zeljeza ili bakra) ista satmo ubrzava i poznata je pod

nazivom Fentonova reakcija.



Mehanizam nastanka hidroksilnog radikala je prikgeanadzbama:

HO, + O —  -OH+ OH+ O, (Haber-Weissova reakcija)
FE*+ 0 — Fé'+0,
H,O, + Fé¢* — -OH+OH+Fé"  (Fentonova reakcija)

» Superoksid anion radikal (@°) je nage&i i najvazniji kisikov radikal koji nastaje
tijekom transporta elektrona u respiracijskom lancoetabolizam), kada se
molekuli kisika u osnovnom stanju doda jedan etaktr

* Peroksil (RQ-) i alkoksil (RO) radikali su jaki oksidansi koji nastaju
razgradnjom organskih peroksida djelovanjem toplinkaganjem UV svjetlu ili
uslijed prisutnosti prijelaznih metala.

* Vodikov peroksid (HO,) spada u slabo reaktivne radikale jer je slabi dkss.
Ipak, ioni Zeljeza ili bakra kataliziraju njegoviazgradnju do reaktivnijeg
hidroksil radikala.

» Hipokloritna kiselina (HOCI) je reaktivno slaba kiselina, ali je jako dobar
oksidans.

« Singletni kisik {490,) je neradikalni oblik kisika koji obho nastaje reakcijom
vodikovog peroksida i hipokloritne kiseline te udapsjetljivim reakcijama.

1.1.2. Reaktivni oblici duSika (englReactive Nitrogen SpecieRNS)

Od reaktivnih dusikovih oblika najvazniji sdusSikovi oksidikoji u stanicama
nage&e nastaju djelovanjem enzim@1):
* Dusikov(Il) oksid (NO) sudjeluje u stvaranju jakih oksidansa - peroksatétite u
reakciji s kisikom tvori reaktivniji duSikov(IV) akd.
» Dusikov(IV) oksid (NQ-)

Pri visokim koncentracijama slobodni radikali imvi derivati postaju Stetni za
organizam, jer osteju glavne starne dijelove; lipide, proteine i DNA, a tim
oksidativnim osStéenjima mijenjaju se fizikalno-kemijska svojstvag 3ina posljedice

na staninoj razini (tablica 2)§,9).



Tablica 2. Molekularne i startine posljedice reakcije fizioloSkih molekula i
slobodnih radikala9)

Vrsta molekule | Promjene Stanéna posljedica

perforacija membrana, posena propusnost
smrt stanice

Lipidi Lipidna peroksilacija nakup[JanJe peroksidiranih lipida u postupku
starenja
Karbonilacija ubrzan katabolizam proteina
Proteini Krizno vezivanje shizena enzimska aktivnost

aminokiselina

promijenjen genski sadrzaj
DNA Mutacije gubitak heterozigotnosti

1.2. OKSIDACIJSKI STRES | ANTIOKSIDACIJSKA OBRANA

Oksidacijski stres je definiran kao stanje prekamgg stvaranja slobodnih
radikala, pricemu dolazi do gubitka ravnoteze izinestvaranja radikala i moguoosti
stanice da iste razgradi, Sto rezultira promjenaemanim uz ostenje stanical().
Jednostavnije, kaze se da dolazi do portejae ravnoteze izndel prooksidansa i
antioksidansa u korist prooksidanshl)( Prooksidans je tvar koja uzrokuje razna
oksidacijska ostenja dok su antioksidansi tvari koje uklanjaju fsidanse stvaragi
produkte koji nisu tokgni i ne uzrokuju oSteenja (2). U stanju oksidacijskog stresa
ravnoteZza je pomaknuta prema oksidaciji odnosné&agongernom stvaranju radikala
koje ¢esto moze nastati ukoliko je smanjena antioksidka&igzastita organizma. Porast
radikala u organizmu rezultira o8e&mjem starinih struktura, a u koraici i
apoptozom (statnom smrti) 7). Smatra se da je upravo oksidacijski stres uzrok
nastanka raalitih oboljenja kao Sto su bolesti kardiovaskularnogrobavnog,
imunoloSkog sustava te srediSnjeg c¢amog sustava (Parkinsonova bolest,
Alzheimerova demencija) 18). Oksidacijski stres nije moga sprij€iti, jer se
sposobnost stvaranja antioksidansa kao obrambergitamzma stanice, starenjem

smanjuje.



Stantna antioksidacijska obrana moze b#indogenogi prehrambenog

podrijetla. Obrambeni sustav stani¢ae (7):

e Proteini koji kontroliraju dostupnost pojedinih prooksidaaa§ona zeljeza,
bakra i hem),

» Enzimatski antioksidansi koji prevode bioloske radikale u slabije reaktivhe
oblike, npr. HO; se prevodi u vodu i £djelovanjem katalaze,

e Tvari male molekulske masekao Sto su glutation, bilirubing-tokoferol,

mokrana kiselina i stino.

1.3. ANTIOKSIDANSI

Antioksidansi su kemijski vrlo raznovrsna skupir@ojsva, od jednostavnih
molekula do slozenih kompleksa, koje prisutne kimskoncentracijama u usporedbi s
oksidacijskim supstratom, z&gno usporavaju, oddaju ili sprjgavaju njegovu
oksidaciju (4,15. Prema tome, uloga antioksidansa je neutraliaatgbodnih radikala
na n&in da im antioksidansi doniraju svoj elektron i dakh stabiliziraju (slika 2).
Antioksidansi nastaju u stanici ili se u organizamose hranom ili putem dodataka
prehrani, a njihovo djelovanje seimje u tome da onemogavaju stvaranje novih
slobodnih radikala, uniStavaju &estvorene radikale (engkcavengers ‘hvatdi’) ili

popravljaju oStéenja nastala djelovanjem radikala.

ANTOKSIDANS

e el
SLOBODNI RADIKAL $ ‘}

e,

& o 9
] .
~a0

Stanica

Slika 2. Djelovanje antioksidansa na slobodni radi{ad)



Podjela antioksidansa(7,15

Prema mehanizmu djelovanja:

1. Zaustavljai lancanih reakcija

2 Razlagdi peroksida

3. Inaktivatori (kelatori) metalnih iona
4 'Hvatai' kiska

Prema djelovaniju tijekom lanéanih reakcija radikala:

1. Preventivni antioksidansi - spégvaju stvaranje slobodnih radikala

2. Enzimski antioksidansi — sptjavaju latane reakcije radikala

3. 'Hvatai slobodnih radikala' — reagiraju s nastalim ratitka te ih
stabiliziraju

Prema podrijetlu:
1. Prirodni antioksidansi:
a) vitamin C (askorbinska kiselina)
b) vitamin E (tokoferol)
C) karotenoidi
d) flavonoidi
2. Sintetski antioksidansi
a) BHA (butil hidroksianisol)
b) BHT (butil hidroksitoluen)
C) PG (propil galat).



1.4. ANTIOKSIDACIJSKE METODE

U Orlandu (Florida, SAD) 2004. godine, odrzan jeiorearodni znanstveni skup
pod nazivom The First International Congress on Antioxidant Nwmds. Zbog
postojanja velikog broja antioksidacijskin metoddj skupa je bio izdvojiti jednu
univerzalnu metodu za testiranje antioksidacijskiekovitosti uzoraka, Sto bi olakSalo
daljnja istrazivanja i usporedbe dobivenih rezaltat razlgitim studijama. Mdutim,
zbog raznolikosti antioksidansa te ratih mehanizama njihova djelovanja, niti jedna
metoda se nije pokazala dovoljno prikladnom. StegajoS uvijek za ispitivanje
antioksidacijske aktivnosti n#g&e primjenjuje viSe metoda koje se temelje na
razlicitim mehanizmimaq,17,19.

Ovisno o mehanizmima reakcija koji se odvijaju idmeantioksidansa i
slobodnih radikala, antioksidacijske metode sdaipa 6,7,17,19,2D
1. Metode temeljene na prijenosu elektrona (engElectron Transfer ET)

2. Metode temeljene na prijenosu vodika (engHydrogen Atom TransferHAT)

3. Ostale metode

Najce&e koristene metode za odieanje antioksidacijske aktivnostu ©,7,20:
ET metode:

» FRAP (englFerric Reducing Antioxidant Power
» CUPRAC (englCupric lon Reducing Antioxidant Capagity
= ABTS (prema radikalu 2,2'-azinobis (3-etilbenzatiaze-6-sulfonska kiselina))

» FC (Folin-Ciocalteu metoda)

HAT metode:

* ORAC (engl.Oxygen Radical Absorbance Capatity

= DPPH (prema radikalu 2,2'-difenil-1-pikrilhidrazil)

» TRAP (engl.Total Radical Trapping Antioxidant Parameter

= f-karoten (metoda koja se temelji na izbjeljivafijkarotena)

= SASA (engl.Scavenging of Superoxide Radical Formation by Alleal



Ostale metode:

= TOSC (englTotal Oxidant Scavenging Capagity

* BR (inhibicija Briggs-Rauscher oscilacijske rea&tij

= Kelatiranje (sposobnost stvaranja kelata s ionialgza/bakra)
= CL (kemiluminiscencija)

» PCL (fotokemiluminiscencija)

1.4.1. Metode temeljene na prijenosu elektrona (Emetode)

ET metode mjere redukcijsku sposobnost antioksalaadaziraju se na redoks
reakciji (17,19:

Oksidans + g(iz antioksidansa)— reducirani oksidans + oksidirani antioksidans

Kod ET metoda antioksidans (AH) reakcijom prijenginog elektrona

reducira neku tvar Sto se moZze prikazati reakcijéfis/):

X + AH — X + AH"

+ HZO +
AH* ——» A + HO

X+ HO" — XH + HO

M(II) + AH — AH* + M(Il)

Kod ET metoda uslijed reakcije oksidansa, dolazi pfomjene intenziteta
njegova obojenja koji je direktno proporcionalamé&entraciji dodanog antioksidansa, a
graficki rezultat njihove ovisnosti je linearan pravay. (



a) FRAP metoda (englFerric Reducing Antioxidant Power

FRAP metoda je metoda izmjene jednog elektronarkoge mjeri sposobnost
redukcije. Kod ove metode u prisutnosti antioksg#ardolazi do redukcije Zuto
obojenog kompleksa Fe(lll)-TPTZ u plavo obojeni kdeks Fe(ll)-TPTZ, Sto se prati
pri valnoj duljini 593 nm nakon 4 minute od dodatk&ioksidansa u reakcijsku smjesu
(7,15,2).

Prednosti:
FRAP metoda je vrlo jednostavna, brza i jeftinagezahtjeva posebnu opreni223.
Nedostatci:

FRAP reakcija nije specifna tako da svaki spoj s pogodnim redoks potenaijalo
dovodi do redukcije F&ETPTZ kompleksa. Talder, poznato je da se i sam Fe(ll)
ponaSa kao prooksidans, i u reakcijama,®Hmoze stvoriti Stetni hidroksilni radikal.
Redukcijska aktivnost pojedinih antioksidansa ngerSena nakon 4 minutnih mjerenja,
tako da konéni rezultat zn&ajno ovisi o reakcijskom vremenu koje se prab,(9.
FRAP metoda ne mjeri antioksidacijsku aktivnostakeg temelji ngasenjumolekula
radikala (HAT mehanizam®g,24.

%

Fe(III) + antioksidans

d*

3+
Fe(m)(TPTZ)Z] |:Fe(ll)(TPTZ)Z:|

Slika 3. FRAP reakcija19)

10



b) ABTS metoda (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin®é-sulfonska kiselina)

ABTS metoda se u literaturi naziva i TEAC meto@ad]|. Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity a njen mehanizam je &in mehanizmu DPPH metode. Kod
ABTS metode se koristi plavo-zeleno obojeni radik&,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazoline-6-sulfonske kiseline ABT)Skoji takaier dodatkom antioksidansa

blijedi Sto se prati pri valnoj duljini od 734 nijekom 6 minuta7,15,19.

Prednosti:

ABTS™ je topljiv i u vodi i organskim otapalima. Na mede utjee ionska jakost, tako
da se antioksidacijska sposobnost moze mijeritidi kinlrofilnih i lipofilnih uzoraka te

pri razlicitim pH vrijednostima 22,23.
Nedostatci:

ABTS™ inhibira oksidacijski proces pa pojedine reakajegu potrajati jako dugo dok
se ne postigne krajnjadka (22).

SOy
ORS s N :< + antioksidans
N
N - KSG;
N |
l CZHS
C,H

25

ABTS™ (A =734 nm)
so,
‘0,5 S N:<
N
N |
] C2H5
C,H,

ABTS? (bezhojan)

Slika 4. Reakcija ABTS radikala(19)
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c) Folin-Ciocalteu (FC) metoda

FC metoda se temelji na reakcijama koje dovodea$tamka obojenih spojeva,
acija se apsorbancija mjeri pri valnoj duljini od 768 (18,20. FC reagens u alkalnom
mediju oksidira fenolne spjeve, pfému se prisutne kiseline u reagensu reduciraju u
okside koji su plavo obojeni. FC metoda &=Xe koristi za odrdivanje sadrzaja
fenolnih spojeva u uzorcima, nego li za ispitivanjinove antioksidacijske aktivnosti
(15,22,23.

Reakcija koja se doga kod Folin-Ciocalteu metode je sljéds):

Mo(VI) (zuto) + e - (iz molekule antioksidansa} Mo(V) (plavo)

Prednosti:

Folin-Ciocalteu metoda je jednostavna i ponovljifariStenjem ove metode vrkesto
se dobiva izvrsna linearna korelacija iztuesadrzaja ukupnih fenola i antioksidacijske
aktivnosti uzorakal).

Nedostatci:

Probleme kod interpretacije rezultata uzrokujes&eoezultati u razlitim istrazivanjima
izrazavaju preko razlitin standarda, iako je najestalije da se iskazuju preko galne
kiseline. Kon&ne vrijednosti apsorbancije su ®bho proporcionalne broju reaktivnih
fenolnih skupina koje spojevi sadrze pa tako ovisamoj strukturi testirane molekule.
Folin-Ciocalteu reagens nije spe¢#h samo za fenole pa ga tako mogu reducirati i
ostale grupe spojevaZ,23.
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d) CUPRAC metoda (engl Cupric lon Reducing Antioxidant Capaciyy

CUPRAC metoda je vrlo jednostavna icakh metodi FRAP, samo Sto kod ove
metode dolazi do redukcije uiona pri pH=7 &to uzrokuje brzu kinetiku reakcije.

Mjerenja kod ove metode se izvode pri valnoj dufisO nm nakon 30 minutd9).

Prednosti:

Reagensi kod CUPRAC metode su vrlo stabilni te kéele zbog nizeg redoks
potencijala nego li je isti kod sustava Fe(lll)/le(t FRAP metodi. Takéder, metoda
nije osjetljiva nacimbenike kao Sto su zrak, svjetlo, tip otapala, pHyogodna je za
odreadivanje antioksidacijske aktivnosti hidrofilnih idriofobnih uzoraka2l). Rezultati
dobiveni CUPRAC metodom su usporedivi s TEAC vmjestima, dok su FRAP
vrijednosti nesSto nize. Taker, kod CUPRAC metode reakcija se odvija kod pHzv/,
razliku od kiselog medija kod FRAP metode ili lumg kod Folin-Ciocalteu metode
(22).

Nedostaci:

Kod ove metode takier se zbog razlitih brzina reakcije pojedinih antioksidansa,

postavlja pitanje odtivanja kon&ne tatke mjerenjaZ2).

Slika 5. Mehanizam redukcije Cu(ll) u Cu(I19)
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1.4.2. Metode temeljene na prijenosu atoma vodikadAT metode)

Metode koje se temelje na HAT mehanizmu mjere dmosst antioksidansa da
‘hvata’ slobodne radikale donir&juim vodikov atom. HAT metode se uglavhom
temelje na préenju kinetike reakcija. U HAT reakciji, molekulaoblbdnog radikala se
gasi reakcijom prijenosa atoma vodika Ppemu nastaje radikal antioksidansa koji je

manje reaktivani):
R-+ AH— RH + A.
A+ A — AA
A +R — RA

U reakciji antioksidansa i slobodnog radikala, EHAT metode se mogu
odvijati paralelno, no koja od njife dominirati ovisi o strukturi, topljivosti i svdjsma

molekule antioksidansa te pH vrijednosy1(7).

a) TRAP metoda(engl. Total Radical Trapping Antioxidant Parameter

TRAP metoda se temelji na mjerenju potroSnje kidiggkom kontrolirane
oksidacije lipida peroksidnim radikalom dobiveniermickim raspadom AAPH (2,2'-
azobis(2-amidinopropan)hidroklorid24). Nakon dodatka AAPH i lipida (n&@<e
linoleinske kiseline) u uzorak, oksidacija lipideap se poméu kisikove elektrode. U
prisutnosti antioksidansa oksidacija je inhibiramajeri se indukcijski period, u kojem
se kisik ne trosi, &ije je trajanje proporcionalno kélni antioksidansa u uzork2).
Valne duljine na kojima se prate reakcije su 495 &5 nm.

Prednosti:

TRAP metoda se temelji na pokretanju peroksiddgjela stvaranjem vodotopljivog
peroksil radikala, ali postoje i modifikacije metoda testiranje lipofilnih antioksidansa
(22). TRAP metoda je pogodna i za odit@nje antioksidacijske aktivnosiin vivo u
serumu ili plazmi jer mjeri i aktivhost neenzimskihtioksidansa kao Sto su glutation,

askorbinska kiselina, itd2().
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Nedostatci:

TRAP metoda je relativno sloZena i dugotrajna tetjeaa visok stupanj sténosti i
iskustva. Takder, znatan problem predstavlja velik broj finalbhiddaka mjerenja koje
otezavaju usporedbu rezultata analize te nestabibaaziva kisikove elektrode tijekom

mjerenja R1).

b) DPPH metoda (2,2'-difenil-1-pikrilhidrazil)

DPPH metoda je jedna od najpoznatijih metoda @damja antioksidacijske
aktivnosti. DPPH radikal je stabilan duSikov radikga je otopina tamno ljubaste
boje, a dodatkom antioksidansa ili bilo kojeg spkgdi posjeduje slabu X-H kemijsku
vezu, otopina blijedi jer se slobodni radikal redaia svijetlo-Zuti difenilpikrilhidrazin.
Napredovanje reakcije prati se spektrofotometrom5@7 nm, a kao koraa taka

mjerenja se obno uzima vrijednost izmjerena nakon 60 minuts,{9,23.

O,N
W,

N—N —NO,
@ /
O,N

Slika 6. DPPH radikal 19)

Prednosti:

DPPH metoda je jednostavna i brza, a za mjerenjgpgeeban samo UV-VIS
spektrofotometar2?). Rezultati se nag&e izrazavaju kao I§ vrijednosti, odnosno
koncentracija antioksidansa potrebna da se inm@jd&oncentracija radikala smanji za
50 %, Sto znatno olakSava usporedbu rezultata. @zga, antioksidacijska aktivnost

cesto se prati tijekom vremena (kinetika reakcijes).(
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Nedostatci:

DPPH radikal je topljiv samo u organskim otapalifpaobito u alkoholu), dok u vodi
nije topljiv. Takaier na vrijednosti apsorbancije utjecaj mogu imeto, kisik i druge
vrste otapalal(’,2?. Reakcijska kinetika iznael antioksidansa i DPPH radikala nije
linearna s koncentracijom radikala, a novija idtradja ¢ak govore da mehanizam
reakcije kod DPPH metode nijéisti" HAT mehanizam, Sto ovu metodu izbacuje slist
antiradikalnih metodal@).

c) p-karoten metoda

Metodom izbjeljivanjafs-karotena mjeri se inhibicija proizvodnje organskih
spojeva i tvorba konjugiranih dien-hidroperoksidavidefaznom vodenom sustavu

stabilne emulzijgs-karotena i linoleinske kiselin%).

Do oksidacijes-karotena dolazi tijekom reakcije slobodnih radikal lipidnim
radikalima koji nastaju oksidacijom linoleinske dfige, prilikom¢ega pucaju dvostruke
veze u molekulig-karotena, autooksidacijeckarotena postize se pri 50°C. Biinje
karotenoida se moze znatno usporiti dodatkom asitiaksa, a antioksidacijska
aktivnost je mjera njegove sposobnosti da inhibksidaciju Sto se prati pri 470 nm u
kroz vremenski period od 60 min ili 120 min15,23.

Prednosti:

Kineticki pristup u mjerenju omogava odrdivanje sposobnosti antioksidansa da
inhibira oksidaciju i omogtava precizniju procjenu antioksidacijske&inkovitosti
uzoraka 22). Takaier, ovom metodom je moge pratiti i prooksidativhu aktivnost

uzoraka 23).
Nedostatci:

lako se kod ove metode kao medij korfskaroten, njegova promjena boje na 470 nm
se moze podii i viSe puta, tako da interpretacija rezultata mdsiti teza. Da se to
izbjegne, u posljednje vrijeme sw®&e se Koristi reagens krocin, prirodni spoj s
izrazito jakom apsorbancijom u vidljivom podju, koji se izbjeljuje selektivno samo

pod 'napadom’ peroksil radikal22(23.
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d) SASA metoda

Kod superoksid radikal ne-enzimatske metode (SAffpzin-metosulfat se
reducira djelovanjem nikotinamid adenin dinukleatich superoksid radikal nastaje
reakcijom s kisikom Z6). Nastali superoksid radikal reducira zuto obofetrazolij
nitroplavo, pricemu nastaje plavi spoj nazvan formazan. Nastanakapana inhibira
svaka dodana molekula koja je sposobna reagif@ii sa antioksidacijska aktivnost se

temelji na reakciji antioksidansa sa superoksidgkeddm 4,7).

1.4.3. OSTALE METODE

Neke antioksidacijske metode, koje se&estalo koriste za odieranje
antioksidacijske aktivnosti uzoraka, ne mogu satatirprema mehanizmu niti u HAT
niti u ET, jer se kod njih paralelno odvijaju olemakcijska mehanizma, ili pak niti jedan.

U takve metode spadaju npr. Briggs-Rauscher metoelatiranje 7).

a) Briggs-Rauscher (BR) metoda

BR metoda se zasniva na zaustavljanjudarh reakcija unutar oscilacijskog
sustava uslijed dodatka antioksidansa. Briggs-Rearsascilirajie reakcije odvijaju se
u nizu meusobno povezanih reakcija, a specié su zbog naizmjetne promjene boje
otopine, od bezbojne, preko zute do tamno plaveldéatku antioksidansa u reakcijsku
smjesu, oscilacije se ublazavaju uslijed reakaijolisidansa s hidroperoksil radikalom
(HOO) koji nastaje u BR sustav@?). Vrijeme prekida oscilacijskih reakcija naziva se

vremenom inhibicije i ono je proporcionalno ki i svojstvima antioksidans&),
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b) Kelatiranje

Kelatiranje (kelacija) je proces kojim se uklanjagski metali, dok su kelati
agensi koji ih na sebe vezu. Kod ove metode antlak§a se mjeri u vidu sposobnosti
stvaranja kompleksa izrie kelatirajiéeg sredstva (ferozina ili spojeva iz analiziranog
uzorka) i metalnih iona (B8. Ferozin (kelatirajée sredstvo) stvara kompleks s*Fe
prisutnim u sustavu pidemu nastaje crveno obojenje, dngém ukoliko metalne ione
veZe antioksidans nastanak kompleksa infeg” i ferozina je onemoden pa je time

intenzitet crvenog obojenja slabij)(

Tablica 3. Pregled znéajki pojedinih antioksidacijskin metodaq,2])

Metoda Jednostavnost Potrebitost Bioloski Mehanizam | Trajanje
instrumenata | znataj

ORAC ++ + +++ HAT ++

FRAP +++ +++ L ET L

DPPH + + _ HAT +

ABTS + + + ET +

FC +++ _ _ ET +

CUPRAC +++ +++ o ET +

TRAP o o +++ HAT +++

p-karoten _ L ++ HAT ++

U svojoj studiji, Prior i sur. 2013. godind® u kona&nici nakon pregleda,
isticanja prednosti i mana radtih antioksidacijskih metoda, zakfjuju kako niti jedna
antioksidacijska metoda ne moze u potpunosti refegk "ukupni antioksidacijski
kapacitet uzoraka" koji treba biti rezultat djelajai lipofilnih i hidrofilnih spojeva te
ukljucivati oba mehanizma reakcije, HAT i ET. Ipak, iztnesvih istaknutih metoda,
autori smatraju da se tri metode trebaju standaadiizi koristiti za odrdivanje
antioksidacijske aktivnosti, i to Folin-Ciocalteuetnda, ABTS te ORAC metoda.
ORAC metoda se zbog bioloSki vaznog mehaniznénjenice da se njome moze
mjeriti antioksidacijska aktivnost i lipofilnih iitirofilnih spojeva smatra najpogodnijom

te je stoga i predmet istrazivanja u ovom radu.
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1.5. ORAC METODA

ORAC metoda (englOxygen Radical Absorbance Capafgiy antioksidacijska
metoda iz skupine HAT metoda, kojom se mijeri intijai AAPH peroksil radikala, pri
¢emu je izvor radikala, n&&e, azo-spoj AAPH (2,2'-azobis(2-amidinoproionamid)-
dihidroklorid) koji se pri 37°C raspada stalnom ibam stvarajdi peroksil radikale
(18). Ova metoda je klagn primjer antioksidacijske aktivnosti sgig@anjem latanih
reakcija radikalag,17,24,29.

Kod ORAC metode antioksidansi (AH) doniraju profmroksilnom radikalu te
ga na taj n&n neutraliziraju. Nastali radikal reagira s flusceinom pricemu nastaje
nefluorescentni produkt i dolazi do pada fluoresgen Valne duljine pri kojima se
mjerenja provode su 485 nm i 520 nd1@8,24,29.

R—N=N—R(AAPH) + 2Q — N, + 2 ROO
2HOQO + Fluorescein» HOO + oksidirani uzorak
HOO + AH — HOOH + A

HOO + A" — HOOA

U nedostatku inhibitora, nastali slobodni radikalibrzo "ugasiti" flourescenciju
medija. Praté vrijeme potrebno da di® do pada fluorescencije, sa i bez dodatka
uzorka, odréuje se njegova antioksidacijska aktivnog8)( Sto je véa razlika u
brzinama reakcija iznde flourescentne probe i peroksilnog radikala, tekcge
peroksilnog radikala i antioksidansa u korist ovege reakcije, to je antioksidacijska
aktivnost uzorka boljal(,29. Na paetku reakcije je koncentracija antioksidansa
velika te je druga reakcija brza, dutim kako se antioksidans troSi reakcija
flourescentne probe i radikala se ubrzava pa seo takrzava i stvaranje

nefluorescentnog produkta.

Kod ORAC metode antioksidacijski kapacitet se iakazpreko ukupne povrsine
ispod krivulje pada relativhog intenziteta fluorescije (%) ovisno o vremenu (min)
(engl. Area Under the CurveAUC), tj. kao razlika povrsSine ispod krivulja zaanak i
slijepu probu (slika 7)1(5,17,18,28
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Slika 7 prikazuje pad intenziteta flourecencije kOtRAC metode, sa i bez
dodatka antioksidansa (Troloksa). Troloks (efighlox) je sintetski antioksidans koji se
u testu koristi kao standardna otopina. Troldkshidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilna kiselinpje antioksidans poput vitamina E i koristi se i§evbioloskih ili
biokemijskih testova za mjerenje oksidacijskogssrdz razlike povrSina ispod jedne i
druge krivulje, a preko jednadzbe pravca dobivepdivanjem razliitih koncentracija

standarda, dobije se ORAC vrijednost uzorka.

------ Troloks = ==--- Slijepa proba

14 - ——— -

a3

Intenzitet fluocrescendje
[ =
o

e
A o S,
L o
s -~ ~ = 2

1 26y
A R I B R~ IR R R N - -
Viijeme

Slika 7. ORAC antioksidacijski kapacitet ispitivanog uzoKk8)
ORAC vrijednosti najeXe se izrazavaju preko Troloks ekvivalenta u

jedinicamauM TE/g uzorka iliuM TE/L uzorka (5,28, a za izradu bazdarnog pravca

se obéno testiraju otopine Troloksa rastih koncentracija.

HO O

OH

Slika 8. Troloks @-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilriaeting)
(30)
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Prednosti:

» jednostavna, automatizirana i standardizirana naetod

» visoka ponovljivost rezultata mjerenja

» mijeri tacno odréenu kemijsku reakciju

= ima definirani kemijski mehanizam i peroksil radikaalnu tatku mjerenja

= Koristi bioloSki vazan radikal

» odvija se u podriju fizioloSkog pH

= mogua su ispitivanja hidrofilnih i lipofilnih antioks&hsa

* ima moguénost adaptacije na druge izvore radikala

» jedina metoda koja kombinira stupanj i trajanje ilantije oksidacije u jednu
vrijednost

= mjeri i antioksidacijski kapacitet bioloskih uzoeakao npr. krvne plazme i seruma.

Nedostaci:
» potrebe za uajem sa sposobn@s mjerenja fluourescencije (spektrofluorimetar)

= duljina mjerenja (1 h i 30 min) se kompenzira sikml brojem uzorka koji se

istovremeno mjere

= potrebno je termostatiranje prilikom analize (37.°C)

1.5.1. Primjena i vaznost ORAC metode

ORAC metodom se n&g%e mjere antioksidacijska svojstva fenolnih spojeva,
medutim Koristi se i za ispitivanje aktivnosti neflavamdnih molekula poput vitamina C
i E (31). Richard Prior u svom izvjég 2015. godine31) navodi studije koje pruzaju
znanstvene dokaze o zdravstvenoj dobrobiti hrafeedadrzi visoki udio antioksidansa,

premda ti pozitivni tinci ne moraju biti nuzno rezultat antioksidacifsknehanizama.
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Podaci iz razfiitih istrazivanja pokazali su da konzumacija hrane&isokim
udjelom antioksidansa, poput éa bogatog polifenolima, povava antioksidacijski
kapacitet krvi te konzumiranje takvih obroka zaj@ednhranom bogatom mastima ili
ugljikohidratima, koja je prooksidativha, moZe bprotuteZza njenim negativnim

uc¢incima.

Upravo se ORAC metodacestalo koristi u istrazivanju antioksidacijskog
ucinka razlgitih namirnica te se vrijednosti dobivene ovim test meiusobno
usporguju i nalaze u tzv. ORAC bazi podataka. Prehrambedastrija je prihvatila
ORAC metodu u toj mjeri da su mnogi proigdi poceli isticati ORAC vrijednosti na
svojim proizvodima. Bez tih podataka ne bi bile magiscrpne epidemioloSke studije

0 odnosu unosa antioksidansa hranom i tijekaditihlbolesti.

Takader je vazno istaknuti kako se rezultati r&zh studija mogu méusobno
usporgivati, samo ako se (znanstveno) naglasi radi liossvjezoj, suhoj hrani ili
sokovima. Takder, proces proizvodnje i prerade hrane dgtj@a promjenu njenog
antioksidacijskog kapaciteta, stoga se na proizvaiye naznéiti iskljucivo ORAC
vrijednost za krajnji proizvod3Q). Cao i sur. 32) su 1996. godine predii rezultate za
ORAC vrijednosti izrazene na tezinu svjezeg plodar¢a i u njima je vidljivo da
¢eSnjak ima najuas ORAC vrijednost, a slijede ga kelj, Spinat, priatay brokula, repa,
crvena paprika, luk, kukuruz, patlidzan, cvietakrumpir, kupus, list zelene salate,
mrkva, itd. Ou i sur.33) su 2002. godine proveli opseznu studiju anticksidke
aktivnosti razltitih uzoraka véa i povica osuSenih smrzavanjem, ukupno njih 927,
metodama FRAP i ORAC i rezultati studije bili sjedki:

* ORAC poredak: zelena paprika > Spinat > Ifaisiti luk > brokula > repa >
cvjetata > crvena paprika > bijeli luk > grah >d@ap > bijeli kupus > mrkva >

grasak;

* FRAP poredak: crvena paprika > zelena paprika a regpinat > cvjeta >
rajcica > brokula > bijeli kupus > ljubasti luk > mrkva > grah > bijeli luk >

grasak.

Dobiveni rezultati se ndisobno razlikuju prvenstveno zbog raitih
mehanizama kod koriStenin metoda, ali pored tog@éseou o brojnim drugim

¢imbenicima kao Sto su sorta, zemljopisno podrijadmirnica, vrijeme berbe, itd.
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Prema dobivenim rezultatima Ou i su83) su zaklj¢ili da su zelena paprika,
Spinat, ljubkasti luk, brokula, repa i cvjeta vodeéi izvori antioksidansa koji izuzetno
ucinkovito inhibiraju peroksil radikal. Wu i sur34) su 2004. godine testirali 100
razlicitih namirnica, a vrlo visoke ORAC vrijednosti, iedu 2000 i 14000 umol TE, su
dobivene za sve vrste bobstog véa, crveni grah, jabuku, orah, tresnju, crne Sljive,
crveni krumpir, crni grah, kruSke, ljeSnjake, naengrodice, smokve, avokado,

brokulu, crveni kupus, pistacia i crveno giez

23



2. EKSPERIMENTALNI DIO



2.1. KEMIKALIJE | URE DAJI

Kemikalije:

» Natrijev-fosfat-dihidrat,

= Dinatrijev hidrogenfosfat,

* Flourescein 3',6'-dihidroksi spiro[izobenzofurai®},9'-[9H] kstanten]-3-on
»  2,2'- azobis(2-metilpropionamidin) dihidrokloridagularni, 97 %,

= Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-kakisilna kiselina), Sigma-
Aldrich, Steinheim, Njem&ka.

Uredaji:
» Analiticka Vaga Kern Model ALS 120-4, Kingston, Ujedinjefialjevstvo,

= Mikrotitarski ¢ita¢ plo¢ica, Synergy HTX Multi-Mode Reader (BioTek

Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA).

Programski paketi:

= GEN 5 - programski paket 2@anje i fotografiranje mikrotitarskih ptica
(BioTek, Winooski, Vermont, USA).
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2.2. ORAC METODA

Ovom metodom se odigje antioksidacijski kapacitet uzorka peajem
inhibicije djelovanja slobodnog peroksil radikalgjiknastaje raspadanjem 2,2-azobis(2-

metilpropionamid)-dihidroklorida (AAPH) na fluoresatni spoj fluoresceinlg).

Reagensi:

a) Fosfatni pufer, pH 7, ¢ =0,2 M

Odvaze se 6,242 g natrijevog fosfata dihidrata (M&Bx2H,O) i otopi u 200 mL
destilirane vode, te se u istoj koti vode otopi i 5,687 g dinatrijevog hidrogenfasfa
(NaHPQOy). U novoj tikvici od 200 mL se pomijeSa 61 mL ®/2otopine NaHPO, i 39
mL 0,2 M otopine NakPOyx2H,0 te se ista nadopuni destiliranom vodom do oznake.

b) Fosfatni pufer, pH 7, ¢ = 0,075 M

U odmjernu tikvicu od 100 mL se doda 37,5 mL 0,2tdpine fosfatnog pufera te se
ista nadopuni destiliranom vodom do oznake. Svakijd potrebno pripraviti svjezu

otopinu.

c) Fluorescein
Otopina 1: Otopi se 15 mg fluoresceina u 100 miz® M fosfatnog pufera

Otopina 2: Od otopine 1 se uzme 100 pL te se nad@l0 mL 0,075 M fosfatnog

pufera.
Otopina 3: Od otopine 2 se uzme 50 uL te se nadgpdd mL M fosfatnog pufera.

Svaki dan se pripravljaju svjeza razrjedenja otopina flouresceina!
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d) AAPH
Otopi se 0,207 g AAPH u 5 mL 0,075 M fosfatnog pafe

Svaki dan se priprema svjezi reagens!

e) Otopina standarda - Troloksa

Patetna ("stock") otopina Troloksa, §&tne koncentracije 0,5 mM se pripravi
otapanjem 6,26 mg troloksa u 50 mL 0,075 M fosfgtpofera. 1z pripremljene 0,5 mM
otopine troloksa pripremi se 6 razatgnja (6,25-100 uM).

Postupak odralivanja:

Mjerenja se provode spektrofluorimetom pgks = 485 nm iAem = 520 nm.
Uredaj prije mjerenja treba termostatirati na tempeta@®°C kako bi brzina stvaranja

radikala bila konstantna.

Postupak odrivanja je modificiran u odnosu na postupak opisamoltoratu
Burs&-Kovacevi¢ (18), tako da su volumeni prilageni mjerenjima u mikrotitarskim
plo¢icama. U poru mikrotitarske plice se doda 22hL fluoresceina i 37,51L uzorka
(0,075 M fosfatnog pufera za slijepu probu ili ateg standarda Troloksa za izradu
bazdarnog pravca). Tako pripremlijene otopine sedstatiraju 30 minuta pri 37°C.
Nakon tih pola sata dodaje se 3,/b AAPH te se svake minute mjeri promjena

intenziteta fluorescencije.

Izrada bazdarnog pravca:

Za izradu bazdarnog pravca ispituju se otopinecksa razkitih koncentracija,
od 0-25 puM.
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3. REZULTATI I RASPRAVA



Zadatak ovog zavrSnog rada bio je postaviti i opirati metodu ORAC na
ureiaju mikrotitarskom¢itacu platica Synergy HTX Multi-Mode Reader (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA).

Metoda ORAC se zasniva na sposobnosti antioksida@aseeutralizira aktivnhost
peroksilnog radikala doniraju mu proton. Nastali peroksil radikal reagira sa
fluoresceinom pricemu nastaje nefluorescentni produkt, a navedenreij@aizrokuje
pad fluorescencije reakcijske smjese Sto se mozantHicirati koriStenjem
spektrofluorimetra. Antioksidacijska aktivnost uzarse kod ORAC metode izrazava
preko povrSine koju "zatvara" krivulja pada relathg intenziteta fluorescencije u
vremenu, odnosno iz razlike ukupne povrSine kojje daivulja za uzorak (otopinu
standarda) i one koju daje slijepa proba. Izgleduke za slijepu probu vidljiv je na

slici 9.
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S osoof

= u,suu-%

= u,mu-%

£ 0800

& 0500

£ 0,400

T 0,300

=

§ ono e,
0:00:00 0:10:00 0:20:00 0:30:00 0:40:00 0:50:00 1:00:00 1:10:00

Wrijeme

Slika 9. Prikaz pada vrijednosti intenziteta fluorescenzgeslijepu probu

Rezultati antioksidacijske aktivnosti uzoraka adm@ metodom ORAC se
nage&e izrazavaju preko Troloks ekvivalenata u jedinieamuM TE uzorka, pa je
stoga i u ovom radu kao standard koriSten TroldBazdarni pravac je izden
testiranjem otopina standarda raitih koncentracija (6,25-2%M). Mjerenja su se
provodila tijekom 1 sata tako da se vrijednost fasgencije biljezila svake minute. Na
slici 10. vidljive su promjene vrijednosti relativg intenziteta fluorescencije (RFU)
odnosno njihov pad za otopine troloksa raizh koncentracija (6,25-2hM) tijekom 60

minuta.
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Slika 10. Prikaz promjene nenormaliziranih vrijednosti intiéeia fluorescencije za

otopine standarda (Troloksa) r&z#ih koncentracija

Na slici 10 su prikazani direktn@itani rezultati za pojedine otopine, duim u
svrhu njihove meéusobne usporedbe vrlo ih je vazno normalizirati,namho
matematikim modelima svesti na istu petnu t@ku mjerenja, odnosno istu §&tnu
vrijednost fluorescencije. Programski paket koriSt&a obradu rezultata ima opciju
automatskog normaliziranja Sto zafgo olakSava manipulaciju rezultatima i
interpretaciju istih. Na slici 10 je prikazan gdadbiven nakon normalizacije na kojem je
jasno vidljivo da su kod svih mjerenjadatne vrijednosti fluorescencije svedene na istu

vrijednost koja je iznosila 1,0.

Takader, sa slike 11 se jasno moze vidjeti da je paoréiscencije najziajniji
kod slijepe probe koja ne sadrzi antioksidanséidpsta krivulja), dok je on sve blaZi
kako raste koncentracija Troloksa (antioksidansaptopinama standarda Sto je i
ocekivano. Upravo iz ovih krivulja programski paketettno r&una razliku povrsine
koju krivulja otopine standarda zatvara s osi xe &oju zatvara krivulja slijepe probe.
Slika 11 jasno prikazuje princip dananja vrijednosti ORAC, odnosno razliku u
povrSinama (prostor iznde krivulja) za otopinu standarda i slijepu probujakge

iscrtkana crveno.
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Retativni intenzitet fluorescencije
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Slika 11. Prikaz povrSina ispod krivulja za normalizirangediosti otopina standarda

(Troloksa) razkitih koncentracija
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Slika 12. Primjer izgleda normaliziranih rezultata koriStemdnr&unanje povrsine
izmedu krivulje dobivene za otopinu standarda Troloksa 5uM, crvena krivulja) i

slijepu probu (zelena krivulja)
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Iz izraunatih vrijednosti povrSina iznda krivulja za uzorke (standarde) i
slijepu probu konstruira se graf linearne ovisnizstijerene (izréunate) povrsine (y-0s)
o0 koncentraciji otopine standarda (x-0s). lzradomjewenog pravca omogeno je
izrazavanje rezultata za ostale spojeve, smjeseep®znate uzorke preko jedinica
Troloks ekvivalenata TE (otmo upM TE/g uzorka iliuM TE/L uzorka).

Trolox Curve
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Slika 13. Bazdarni pravac za ORAC metodu za otopine standdirdéoksa)
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4. ZAKLJUCAK



U ovom radu uspjeSno je postavljena i optimizirametoda ORAC na
mikrotitarskom ¢itacu plcocica. Dobivena jednadzba bazdarnog pravca za otopine
Troloksa razlkitih koncentracija omogiuje odreivanje antioksidacijskog kapaciteta
nepoznatih uzoraka i izrazavanje dobivenih rezallpaeko univerzalnog standarda, 5to

omoguuje metusobnu usporedbu istih.
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