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Oznaczono wlasciwosci przeciwutleniajqce wybranych flawonoidow (flawo-
noli: kwercetyny, ramnetyny, izoramnetyny i flawonow: apigeniny, luteoliny)
wobec anionorodnika ponadtlenkowego w ukiadzie modelowym in vitro. Wyko-
rzystano metody spektrofotometryczne: metode redukcji NBT (nitro blue tetra-
zolium) i metode redukcji INT ((2-(-4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyl-
tetrazolium chloride).
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Flawonoidy to duza grupa biologicznie aktywnych fitozwiazkéw o szerokim
spektrum biologicznego dziatania (1, 2). Te naturalnie wystepujace w roslinach
zwiazki wykazuja dzialanie antyoksydacyjne, przeciwzapalne, antyagregacyjne,
przeciwmiazdzycowe, hipotensyjne, przeciwnowotworowe i inne (3, 4). Poniewaz
sa one obecne w produktach pochodzenia roslinnego (warzywa np.: cebula, pomi-
dory, papryka; owoce np.: jagody, porzeczki, owoce cytrusowe; a takze przyprawy,
czerwone wino, herbata, kakao czy czekolada) stanowig wazny element codzienne;j
diety cztowieka (5, 6).

Ze wzgledu na powszechno$¢ wystgpowania oraz aktywno$¢ biologiczna fla-
wonoidy moga by¢ wykorzystane w profilaktyce i terapii wielu choréb cywiliza-
cyjnych: miazdzycy, cukrzycy, alergii, chorobach neurodegeneracyjnych czy nowo-
tworach (7, 8, 9).

Najwazniejsze sposrod aktywnosci biologicznych sa ich wlasciwosci przeciwutle-
niajace (10, 11, 12). Flawonoidy jako antyoksydanty moga dziala¢ w rdzny sposob,
migdzy innymi poprzez hamowanie powstawania reaktywnych form tlenu (RFT),
chelatowanie oraz redukowanie jonow metali przejsciowych, wychwytywanie RFT
(anionorodnika ponadtlenkowego, rodnikow hydroksylowych), wygaszanie tlenu
singletowego, przerywanie kaskady reakcji wolnorodnikowych (wychwyt rodni-
kéw lipidowych oraz alkoksylowych) prowadzacych do peroksydacji lipidow oraz
ochranianie drobnoczasteczkowych antyoksydantdw (np.: askorbinianu) (13, 14).

Celem podjetych badan jest okreslenie zdolnosci wybranych flawonoidéw do
unieczynniania anionorodnika ponadtlenkowego — prekursora wszystkich RFT.
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MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowity flawonoidy z dwoch klas: flawonole (kwercetyna,
ramnetyna, izoramnetyna) i flawony (apigenina, luteolina) rézniace si¢ miedzy soba
liczba grup hydroksylowych. Rozpuszczone w DMSO (dimetylosulfotlenku) zwiaz-
ki badano w zakresie stezen od 0,1 do 50 pg/probke. Jako kontroli pozytywnych
uzyto witaming C rozpuszczona 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 stgzeniach co badane zwigzki flawonoidowe.

Wiasciwosci przeciwutleniajace badanych flawonoidéw okreslano na podstawie
ich zdolno$ci do unieczynnienia/zmiatania anionorodnika ponadtlenkowego. Do
tego celu wykorzystano metod¢ redukcji NBT (nitro blue tetrazolium) i metodg
redukcji INT (2-(-4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloride).
Zasada obu metod polega na okresleniu stopnia redukcji bigkitu metylotetrazolio-
wego (metoda redukcji NBT) lub chlorku 2-(-4-jodofenylo)-3-(4-nitrofenolo)-5- fe-
nylotetrazoliowego (metoda redukcji INT) do barwnych formazanéw przez aniono-
rodnik ponadtlenkowy O, wytworzony z ksantyny, w reakcji katalizowanej przez
oksydaze¢ ksantynowa.

Aktywnos$¢ przeciwutleniajacg flawonoidéw obliczono jako % unieczynnienia /
zmiatania anionorodnika ponadtlenkowego wg wzoru:

(AApg — AApg) AApe X 100%

AA,¢ — réznica absorbancji probki §lepej po 3 min i w czasie 0;

AA,; — roznica absorbancji probki badanej po 3 min i w czasie 0.

Analizy dla kazdego stezenia badanych zwigzkow wykonano w trzech powto-
rzeniach (n — 6). Wyniki przedstawiono jako $rednia arytmetyczna + odchyle-
nie standardowe (SD) wykonane za pomoca programu Statistica 6.0 programme
(StatSoft 6.0).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Badania zdolnosci flawonoli do unieczynniania anionorodnika ponadtlenko-
wego metoda redukcji NBT wykazaty, ze najwyzsza aktywnos¢ przeciwutlenia-
jaca posiada kwercetyna. Ramnetyna i izoramnetyna odznaczajg si¢ podobna sita
unieczynnienia O, . Wszystkie flawonole wykazuja zdecydowanie wigksza zdol-
no$¢ do zmiatania O, niz Trolox (analog witaminy E), o czym $wiadczy wyzszy
procent unieczynnionego rodnika przez te zwiazki. Flawonole w nizszych steze-
niach sa réwniez silniejszymi przeciwutleniaczami wobec O, niz witamina C.
Witamina C dopiero w wyzszym stezeniu od 2,5 do 50 pg/proébke w stosunku
do ramnetyny i izoramnetyny oraz 5-50 pg/probke w przypadku kwercetyny ma
wigksza zdolno$¢ unieczynnienia anionorodnika ponadtlenkowego niz badane fla-
wonole (ryc. 1A).

Wsréd wszystkich badanych zwiazkéw mozna stwierdzi¢ zaleznos¢ dawka
— efekt. Im wigksza ilo§¢ badanego zwigzku tym silniejsze wlasciwosci przeciw-
utleniajace.
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Wyniki uzyskane dla flawonéw w tej metodzie pozwalaja stwierdzié, ze
luteolina jest silniejszym przeciwutleniaczem niz apigenina. Jej zdolnosé¢
do unieczynniania anionorodnika ponadtlenkowego jest prawie dwukrotnie wyzsza
w porownaniu do apigeniny. Wtasciwosci przeciwutleniajace luteoliny sg zblizone
do witaminy C i kilkakrotnie wyzsze od Troloxu. Apigenina ma nizszy potencjat
antyoksydacyjny niz witamina C, jednak wyzszy niz Trolox (ryc. 1B).
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Ryec.1. Zdolno$¢ wybranych flawonoli (A) i flawonéw (B) do unieczynniania anionorodnika
ponadtlenkowego z wykorzystaniem metody redukcji NBT.

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

Poréwnujac aktywnos$¢ przeciwutleniajaca wszystkich badanych flawonoidow
z oznaczong metoda redukcji NBT mozna stwierdzié, ze najwyzszy potencjat an-
tyoksydacyjny wykazuje kwercetyna i luteolina, w nastgpnej kolejnosci ramnetyna,
izoramnetyna i apigenina (ryc. 2).
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Ryc. 2. Profil aktywnosci przeciwrodnikowej flawonoidéw w metodzie redukeji NBT.

Fig. 2. Profile of antiradical activity of flavonoids in NBT reduction method.
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Ryc. 3A. Zdolnos$¢ wybranych flawonoli (A) i flawonéw (B) do unieczynniania anionorodnika ponad-
tlenkowego z wykorzystaniem metody redukcji INT.

Ryc. 3A. Ability of tested flavonols (A) and flavones (B) to inactivate superoxide radical anion genera-
ted in vitro by INT reduction method.
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Roéwniez, wyniki uzyskane dla flawonoli metoda redukcji INT wskazuja, ze
badane zwiazki (kwercetyna, ramnetyna, izoramnetyna) maja zréznicowang ak-
tywno$¢ przeciwutleniajaca wobec anionorodnika ponadtlenkowego. Wraz ze
wzrostem st¢zenia tych zwiazkdw w probie rosta ich aktywnos¢ antyoksydacyjna.
Wyraznie zaznaczona jest zaleznos¢ dawka — efekt. W metodzie tej, podobnie jak
w metodzie redukcji NBT najsilniejsze dziatanie antyoksydacyjne sposrdd bada-
nych flawonoli wykazuje kwercetyna. Zdolno$¢ do unieczynnienia anionorodni-
ka ponadtlenkowego przez izoramnetyng jest nieznacznie wyzsza niz ramnetyny.
Kwercetyna i izoramnetyna maja wigksza aktywnos¢ przeciwutleniajgca wobec
O, niz witamina C i analog syntetyczny witaminy E — Trolox — ryc. 3A. Natomiast
zdolno$¢ ramnetyny do unieczynniania O,  (zwlaszcza w wyzszych stezeniach
(powyzej 1 ng/probke) jest podobna do Troloxu i wicksza od witaminy C. W przy-
padku flawonow, luteolina odznacza si¢ najwyzsza aktywnoscia antyoksydacyj-
ng w poréwnaniu do apigeniny oraz witaminy C i Troloxu. Zdolnos$¢ apigeniny
do unieczynniania anionorodnika ponadtlenkowego jest podobna do witaminy C
i Troloxu — ryc. 3B. Uzyskane w pracy wyniki wskazuja na istnienie réznic w sile
unieczynniania/wymiatania O, przez badane zwiazki flawonoidowe. Najwyzsza
aktywnos¢ przeciwutleniajaca wobec anionorodnika ponadtlenkowego w meto-
dzie INT wykazuje kwercetyna, nastgpnie w kolejnosci luteolina, izoramnetyna,
ramnetyna i apigenina — ryc. 4.
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Ryc. 4. Profil aktywnosci przeciwrodnikowej flawonoidow w metodzie redukcji INT.
Ryc. 4. Profile of antiradical activity of flavonoids in INT reduction method.

Wykazana w obu metodach aktywno$¢ przeciwutleniajaca badanych flawonoidow
wskazuje, ze zdolno$¢ tych zwiazkéw do wymiatania anionorodnika ponadtlenko-
wego jest zwigzana z ich struktura chemiczna. Wedlug wielu autoréw za wlasciwo-
$ci antyoksydacyjne flawonoidow odpowiada w strukturze obecnos¢ takich elemen-
tow, jak podwojne wigzanie w pozycji C-2 i C-3, grupa karbonylowa w pozycji C-4
1 grupy hydroksylowe (gtownie w pozycjach: C-3, C-5, C-7, C-3°, C-4’) oraz, ze
potencjal antyoksydacyjny tych zwiazkéw zalezy od liczby grup hydroksylowych
w ich strukturze (im wiecej grup hydroksylowych tym wigksze wlasciwosci prze-
ciwutleniajace) (15, 16, 17, 18, 19, 20).
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Wszystkie badane w pracy flawonoidy spetnialy dwa kryteria odpowiedzialne
za wlasciwosci przeciwutleniajace (posiadaty w budowie chemicznej wigzanie po-
dwdjne w pozycji C-2 i C-3 i grup¢ karbonylowa w pozycji C-4), rdznily si¢ liczba
i potozeniem grup hydroksylowych. Uzyskane wyniki potwierdzaja zalozenie, ze
im wigcej grup hydroksylowych tym wigksza aktywno$¢ antyoksydacyjna. W obu
zastosowanych metodach kwercetyna, ktéra posiada o jedna grupe hydroksylowa
wigcej od luteoliny (dodatkowa grupa —OH w pozycji C-3) miata wigksza zdolnosé
do unieczynniania/wymiatania anionorodnika ponadtlenkowego niz luteolina. Na-
tomiast apigenina pozbawiona dwéch grup hydroksylowych (w pozycji C-3 i C-37)
wykazala w obu metodach najnizsza aktywnos¢ przeciwutleniajaca wobec aniono-
rodnika ponadtlenkowego. Zmetylowane pochodne kwercetyny (ramnetyna i izo-
ramnetyna) maja podobne wlasciwosci antyoksydacyjne, ale nizsze niz kwercetyna.
Ich zdolnos$¢ do unieczynniania anionorodnika ponadtlenkowego jest jednak wyzsza
od apigeniny. Moze to wskazywac na to, ze grupa hydroksylowa w pozycji C-3’ jest
niezbg¢dna do posiadania silniejszych wlasciwosci antyoksydacyjnych (ryc. 2 i 4).

WNIOSKI

Uzyskane w pracy wyniki wskazuja, ze:

1. Wszystkie badane flawonoidy (kwercetyna, ramnetyna, izoramnetyna, luteoli-
na i apigenina) wykazuja wlasciwosci przeciwutleniajace wobec anionorodnika po-
nadtlenkowego.

2. Najwyzsza aktywnos$¢ antyoksydacyjna posiadaja w kolejnosci kwercetyna >
luteolina > izoramnetyna > ramnetyna > apigenina.

3. Zréznicowany potencjal antyoksydacyjny flawonoidéw w unieczynnianiu anio-
norodnika ponadtlenkowego zalezy od ich struktury chemicznej. O sile dziatania
antyoksydacyjnego flawonoidéw decyduje liczba i potozenie grup hydroksylowych
oraz obecno$¢ grup metoksylowych w czasteczce.

M. Majewska, H Czeczot, M. Skrzycki, M. Podsiad

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

Summary

The aim of this study was to determine the antioxidant activities of selected flavonoids to the supero-
xide anion radical in in vitro model system. Two classes of flavonoids were tested: flavonols (quercetin,
rhamnetin, isorhamnetin) and flavones (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 flavonoids show an antioxidant activity against the superoxide anion radical. The flavonoids
in their antioxidant activity depend on the number and the location of their hydroxyl and methoxy
groups.
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