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Oznaczono właściwości przeciwutleniające wybranych fl awonoidów (fl awo-
noli: kwercetyny, ramnetyny, izoramnetyny i fl awonów: apigeniny, luteoliny) 
wobec anionorodnika ponadtlenkowego w układzie modelowym in vitro. Wyko-
rzystano metody spektrofotometryczne: metodę redukcji NBT (nitro blue tetra-
zolium) i metodę redukcji INT ((2-(-4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyl-
tetrazolium chloride). 
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Flawonoidy to duża grupa biologicznie aktywnych fi tozwiązków o szerokim 
spektrum biologicznego działania (1, 2). Te naturalnie występujące w roślinach 
związki wykazują działanie antyoksydacyjne, przeciwzapalne, antyagregacyjne, 
przeciwmiażdżycowe, hipotensyjne, przeciwnowotworowe i inne (3, 4). Ponieważ 
są one obecne w produktach pochodzenia roślinnego (warzywa np.: cebula, pomi-
dory, papryka; owoce np.: jagody, porzeczki, owoce cytrusowe; a także przyprawy, 
czerwone wino, herbata, kakao czy czekolada) stanowią ważny element codziennej 
diety człowieka (5, 6). 

 Ze względu na powszechność występowania oraz aktywność biologiczną fl a-
wonoidy mogą być wykorzystane w profi laktyce i terapii wielu chorób cywiliza-
cyjnych: miażdżycy, cukrzycy, alergii, chorobach neurodegeneracyjnych czy nowo-
tworach (7, 8, 9).

Najważniejsze spośród aktywności biologicznych są ich właściwości przeciwutle-
niające (10, 11, 12). Flawonoidy jako antyoksydanty mogą działać w różny sposób, 
między innymi poprzez hamowanie powstawania reaktywnych form tlenu (RFT), 
chelatowanie oraz redukowanie jonów metali przejściowych, wychwytywanie RFT 
(anionorodnika ponadtlenkowego, rodników hydroksylowych), wygaszanie tlenu 
singletowego, przerywanie kaskady reakcji wolnorodnikowych (wychwyt rodni-
ków lipidowych oraz alkoksylowych) prowadzących do peroksydacji lipidów oraz 
ochranianie drobnocząsteczkowych antyoksydantów (np.: askorbinianu) (13, 14). 

Celem podjętych badań jest określenie zdolności wybranych fl awonoidów do 
unieczynniania anionorodnika ponadtlenkowego – prekursora wszystkich RFT.
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MATERIAŁ I METODY

Materiał do badań stanowiły fl awonoidy z dwóch klas: fl awonole (kwercetyna, 
ramnetyna, izoramnetyna) i fl awony (apigenina, luteolina) różniące się między sobą 
liczbą grup hydroksylowych. Rozpuszczone w DMSO (dimetylosulfotlenku) związ-
ki badano w zakresie stężeń od 0,1 do 50 μg/próbkę. Jako kontroli pozytywnych 
użyto witaminę C rozpuszczoną w wodzie i syntetyczny analog witaminy E – Tro-
lox (kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboksylowy) rozpuszczony 
w DMSO w tych samych stężeniach co badane związki fl awonoidowe. 

Właściwości przeciwutleniające badanych fl awonoidów określano na podstawie 
ich zdolności do unieczynnienia/zmiatania anionorodnika ponadtlenkowego. Do 
tego celu wykorzystano metodę redukcji NBT (nitro blue tetrazolium) i metodę 
redukcji INT (2-(-4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloride). 
Zasada obu metod polega na określeniu stopnia redukcji błękitu metylotetrazolio-
wego (metoda redukcji NBT) lub chlorku 2-(-4-jodofenylo)-3-(4-nitrofenolo)-5- fe-
nylotetrazoliowego (metoda redukcji INT) do barwnych formazanów przez aniono-
rodnik ponadtlenkowy O2˙– wytworzony z ksantyny, w reakcji katalizowanej przez 
oksydazę ksantynową.

Aktywność przeciwutleniającą fl awonoidów obliczono jako % unieczynnienia /
zmiatania anionorodnika ponadtlenkowego wg wzoru:

(ΔAPK – ΔAPB)/ ΔAPK × 100%

ΔAPK – różnica absorbancji próbki ślepej po 3 min i w czasie 0;
ΔAPB – różnica absorbancji próbki badanej po 3 min i w czasie 0.
Analizy dla każdego stężenia badanych związków wykonano w trzech powtó-

rzeniach (n – 6). Wyniki przedstawiono jako średnia arytmetyczna ± odchyle-
nie standardowe (SD) wykonane za pomocą programu Statistica 6.0 programme
(StatSoft 6.0).

WYNIKI I ICH OMÓWIENIE

Badania zdolności fl awonoli do unieczynniania anionorodnika ponadtlenko-
wego metodą redukcji NBT wykazały, że najwyższą aktywność przeciwutlenia-
jącą posiada kwercetyna. Ramnetyna i izoramnetyna odznaczają się podobną siłą 
unieczynnienia O2

˙-. Wszystkie fl awonole wykazują zdecydowanie większą zdol-
ność do zmiatania O2

˙- niż Trolox (analog witaminy E), o czym świadczy wyższy 
procent unieczynnionego rodnika przez te związki. Flawonole w niższych stęże-
niach są również silniejszymi przeciwutleniaczami wobec O2

˙- niż witamina C. 
Witamina C dopiero w wyższym stężeniu od 2,5 do 50 μg/próbkę w stosunku 
do ramnetyny i izoramnetyny oraz 5–50 μg/próbkę w przypadku kwercetyny ma 
większą zdolność unieczynnienia anionorodnika ponadtlenkowego niż badane fl a-
wonole (ryc. 1A).

Wśród wszystkich badanych związków można stwierdzić zależność dawka 
– efekt. Im większa ilość badanego związku tym silniejsze właściwości przeciw-
utleniające.
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Wyniki uzyskane dla fl awonów w tej metodzie pozwalają stwierdzić, że 
luteolina jest silniejszym przeciwutleniaczem niż apigenina. Jej zdolność 
do unieczynniania anionorodnika ponadtlenkowego jest prawie dwukrotnie wyższa 
w porównaniu do apigeniny. Właściwości przeciwutleniające luteoliny są zbliżone 
do witaminy C i kilkakrotnie wyższe od Troloxu. Apigenina ma niższy potencjał 
antyoksydacyjny niż witamina C, jednak wyższy niż Trolox (ryc. 1B). 

(A) Flawonole

(B) Flawony

Ryc.1. Zdolność wybranych fl awonoli (A) i fl awonów (B) do unieczynniania anionorodnika
ponadtlenkowego z wykorzystaniem metody redukcji NBT. 

Fig. 1. Ability of tested fl avonols (A) and fl avones (B) to inactivate superoxide radical anion
generated in vitro by NBT reduction method.

Porównując aktywność przeciwutleniającą wszystkich badanych fl awonoidów 
z oznaczoną metodą redukcji NBT można stwierdzić, że najwyższy potencjał an-
tyoksydacyjny wykazuje kwercetyna i luteolina, w następnej kolejności ramnetyna, 
izoramnetyna i apigenina (ryc. 2).
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Ryc. 2. Profi l aktywności przeciwrodnikowej fl awonoidów w metodzie redukcji NBT.
Fig. 2. Profi le of antiradical activity of fl avonoids in NBT reduction method.

Ryc. 3A. Zdolność wybranych fl awonoli (A) i fl awonów (B) do unieczynniania anionorodnika ponad-
tlenkowego z wykorzystaniem metody redukcji INT.

Ryc. 3A. Ability of  tested fl avonols (A) and fl avones (B) to inactivate superoxide radical anion genera-
ted in vitro by INT  reduction method.

(A) Flawonole

(B) Flawony
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Również, wyniki uzyskane dla fl awonoli metodą redukcji INT wskazują, że 
badane związki (kwercetyna, ramnetyna, izoramnetyna) mają zróżnicowaną ak-
tywność przeciwutleniającą wobec anionorodnika ponadtlenkowego. Wraz ze 
wzrostem stężenia tych związków w próbie rosła ich aktywność antyoksydacyjna. 
Wyraźnie zaznaczona jest zależność dawka – efekt. W metodzie tej, podobnie jak 
w metodzie redukcji NBT najsilniejsze działanie antyoksydacyjne spośród bada-
nych fl awonoli wykazuje kwercetyna. Zdolność do unieczynnienia anionorodni-
ka ponadtlenkowego przez izoramnetynę jest nieznacznie wyższa niż ramnetyny. 
Kwercetyna i izoramnetyna mają większą aktywność przeciwutleniającą wobec 
O2

˙- niż witamina C i analog syntetyczny witaminy E – Trolox – ryc. 3A. Natomiast 
zdolność ramnetyny do unieczynniania O2

˙- (zwłaszcza w wyższych stężeniach 
(powyżej 1 μg/próbkę) jest podobna do Troloxu i większa od witaminy C. W przy-
padku fl awonów, luteolina odznacza się najwyższą aktywnością antyoksydacyj-
ną w porównaniu do apigeniny oraz witaminy C i Troloxu. Zdolność apigeniny 
do unieczynniania anionorodnika ponadtlenkowego jest podobna do witaminy C 
i Troloxu – ryc. 3B. Uzyskane w pracy wyniki wskazują na istnienie różnic w sile 
unieczynniania/wymiatania O2

˙- przez badane związki fl awonoidowe. Najwyższą 
aktywność przeciwutleniającą wobec anionorodnika ponadtlenkowego w meto-
dzie INT wykazuje kwercetyna, następnie w kolejności luteolina, izoramnetyna, 
ramnetyna i apigenina – ryc. 4.

Ryc. 4. Profi l aktywności przeciwrodnikowej  fl awonoidów w metodzie redukcji INT.
Ryc. 4. Profi le of  antiradical activity of fl avonoids in INT reduction method.

Wykazana w obu metodach aktywność przeciwutleniająca badanych fl awonoidów 
wskazuje, że zdolność tych związków do wymiatania anionorodnika ponadtlenko-
wego jest związana z ich strukturą chemiczną. Według wielu autorów za właściwo-
ści antyoksydacyjne fl awonoidów odpowiada w strukturze obecność takich elemen-
tów, jak podwójne wiązanie w pozycji C-2 i C-3, grupa karbonylowa w pozycji C-4 
i grupy hydroksylowe (głównie w pozycjach: C-3, C-5, C-7, C-3’, C-4’) oraz, że 
potencjał antyoksydacyjny tych związków zależy od liczby grup hydroksylowych 
w ich strukturze (im więcej grup hydroksylowych tym większe właściwości prze-
ciwutleniające) (15, 16, 17, 18, 19, 20). 
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Wszystkie badane w pracy fl awonoidy spełniały dwa kryteria odpowiedzialne 
za właściwości przeciwutleniające (posiadały w budowie chemicznej wiązanie po-
dwójne w pozycji C-2 i C-3 i grupę karbonylową w pozycji C-4), różniły się liczbą 
i położeniem grup hydroksylowych. Uzyskane wyniki potwierdzają założenie, że 
im więcej grup hydroksylowych tym większa aktywność antyoksydacyjna. W obu 
zastosowanych metodach kwercetyna, która posiada o jedną grupę hydroksylową 
więcej od luteoliny (dodatkowa grupa –OH w pozycji C-3) miała większą zdolność 
do unieczynniania/wymiatania anionorodnika ponadtlenkowego niż luteolina. Na-
tomiast apigenina pozbawiona dwóch grup hydroksylowych (w pozycji C-3 i C-3’) 
wykazała w obu metodach najniższą aktywność przeciwutleniającą wobec aniono-
rodnika ponadtlenkowego. Zmetylowane pochodne kwercetyny (ramnetyna i izo-
ramnetyna) mają podobne właściwości antyoksydacyjne, ale niższe niż kwercetyna. 
Ich zdolność do unieczynniania anionorodnika ponadtlenkowego jest jednak wyższa 
od apigeniny. Może to wskazywać na to, że grupa hydroksylowa w pozycji C-3’ jest 
niezbędna do posiadania silniejszych właściwości antyoksydacyjnych (ryc. 2 i 4).

WNIOSKI

Uzyskane w pracy wyniki wskazują, że:
1. Wszystkie badane fl awonoidy (kwercetyna, ramnetyna, izoramnetyna, luteoli-

na i apigenina) wykazują właściwości przeciwutleniające wobec anionorodnika po-
nadtlenkowego. 

2. Najwyższą aktywność antyoksydacyjną posiadają w kolejności kwercetyna > 
luteolina > izoramnetyna > ramnetyna > apigenina. 

3. Zróżnicowany potencjał antyoksydacyjny fl awonoidów w unieczynnianiu anio-
norodnika ponadtlenkowego zależy od ich struktury chemicznej. O sile działania 
antyoksydacyjnego fl awonoidów decyduje liczba i położenie grup hydroksylowych 
oraz obecność grup metoksylowych w cząsteczce. 

M.  M a j e w s k a,  H.  C z e c z o t,  M.  S k r z y c k i,  M.  P o d s i a d

ANTIOXIDANT ACTIVITY OF FLAVONOIDS AGAINST SUPEROXIDE
 ANION RADICAL IN THE IN VITRO MODEL SYSTEMS

S u m m a r y

The aim of this study was to determine the antioxidant activities of selected fl avonoids to the supero-
xide anion radical in in vitro model system. Two classes of fl avonoids were tested: fl avonols (quercetin, 
rhamnetin, isorhamnetin) and fl avones (apigenin, luteolin). The spectrophotometric methods used as 
a source of superoxide anion radical included: reduction of NBT (nitro blue tetrazolium) and reduction 
of INT (2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloride). The results indicate that all 
studied fl avonoids show an antioxidant activity against the superoxide anion radical. The fl avonoids 
in their antioxidant activity depend on the number and the location of their hydroxyl and methoxy 
groups. 
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