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ABSTRACT
 

In - vitro methods of determination of the antioxidant activity of complex 
compounds are very interesting and not fully investigated areas of knowledge from 
the borderline of chemistry and biology. Methods used for determination of the 
activity of antioxidant complex compounds are modified due to the conditions of 
the experiments in which they should be carried out, e.g. reactions at physiological 
pH. 

Civilization diseases, stress related to the fast pace of life and increasing 
requirements of our lives cause the formation of free radicals in our body, i.e. 
particles characterized by a high reactivity. 

The methods of determination of the antioxidant activity of complexes 
discussed in this work apply tests carried out in laboratory conditions - in  vitro.

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Keywords: antioxidant activity, in  vitro methods 

 in  vitro  



 
WYKAZ  

 
ABTS     kwas - 2,2-azynobis-(3-etylobenzotiazolin-6-sulfonowy) 
ABTS    kationorodnik kwasu - 2,2-azynobis-(3-etylobenzotiazolin-

6-sulfonowego) 
AH     antyutleniacz 
APF   kwas 2  [6  (4V  amino)  fenoksy  3H  ksanten  3  

on  9  yl] benzoesowy 
CuFL     organiczny kompleks miedzi(II) z fluorochromem 
DPPH     1,1  difenylo  2  pikrylohydrazyl 
FRAP   Ferric ion reducing Antioxidant Parameter       oznaczenie 

oparte na redukcji kompleksu Fe(III) 
H2O2    nadtlenek wodoru 
HAT     przeniesienie atomu wodoru 
HPF   kwas 2  [6  (4V  hydroksy)fenoksy  3H  ksanten  3  

on  9  yl] benzoesowy 
K2S2O8     nadsiarczan potasu 
Metoda ORAC   Oxygen Radical Absorbance Capacity  metoda  

na  oznaczeniu     
peroksylowych 

MnO2     tlenek manganu(IV) 
.NO     rodnik tlenku azotu(II) 
O2

 -     anionorodnik ponadtlenkowy 
.OH      rodnik hydroksylowy 
ONOO-     anion nadtlenoazotynowy 
ONOOH    kwas nadtlenoazotawy 
R  PE     R - fikoerytryna 
RFT     reaktywne formy tlenu  
RO.     rodnik alkoksylowy 
ROO.    rodnik nadtlenkowy 
ROOH     nadtlenek peroksylowy 
SET     przeniesienie pojedynczego elektronu 
TEAC  

 
TH     sonda fluorescencyjna 
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WPROWADZENIE 

 

                     
w budowi

 

pirolityczna (termiczna), elektrochemiczna, fotochemiczna oraz radiacyjna. Wolny 

OH, O2
- 

oraz H2O2  reactive 
oxygen species).  

z

a.  

ze skutkami stresu nitro - oksydacyjnego. Stres nitro -                         
                  

 
 

oks

 oksydacyjnego, 
orm tlenu i azotu wykorzystywanych jako bio                        

 
 

stresem nitro -  

in  vitro  
 



 

 

 

1. METODY IN-VITRO 
 

 

Reakcje badane metodami in  vitro zgodnie z dwoma 
mechanizmami:  

 HAT (ang. hydrogen atom transfer)  przeniesienie atomu wodoru 

 SET (ang. single electron transfer)  przeniesienie pojedynczego elektronu. 

zastosowany syste  

 addycyjne  
 

 postaddycyjne  

 
 

1.1. TEST DPPH 
 

in  vitro jest metoda z zastosowaniem 
odczynnika DPPH. 1,1  difenylo  2 - 

(Rys. 1). Zdelokalizowany el
 

tylko w rozpuszczalnikach hydrofobowych, natomiast oznaczenie w rozpuszczal- 

 roztworu [7]. 
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wykorzystywana jest 

przedstawiono dwie struktury rezonansowe DPPH [8, 9]. 
 

 
 

Rysunek 1.     proszczony wolnego rodnika DPPH  
Figure 1.       The simplified formula of the free radical DPPH  

 

 
Rysunek 2.     szczony formy zredukowanej DPPH  

Figure 2.       The simplified formula of the reduced DPPH form  

 
1.2. TEST WYCHWYTU H2O2 

 

 
Opracowano test ROS  

                
 

  tu      dysmutaza    ponadtlenkowa,   w  reakcji  dysmutacji   



 

H2O2 
 

                
- wykonanie takiego testu zajmuje 

                    
w reakcji z H2O2               

dczynnikiem ROS  

 
  

 
Rysunek 3.      GLO TM firmy Promega [10]  

Figure 3.       The scheme of the Promega ROS - GLO TM test [10]  
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1.3. TEST WYCHWYTU .NO 

 

immunologiczne [11, 12].  

tod wychwytu 

organicznego kompleksu miedzi(II) CuFL (organiczny kompleks miedzi(II)                      

 

2
-, H2O2, ONOO-                   

z powstaj

schemat reakcji CuFL z tlenkiem azotu(II) [13, 14]. 
 

 
Rysunek 4.     Schemat reakcji CuFL z tlenkiem azotu(II) [13, 14]  

Figure 4.       The scheme of CuFL reaction with nitric oxide (II) [13, 14]  

 
1.4. TEST WYCHWYTU ONOO. 

 
Anion nadtlenoazotynowy powstaje w wyniku reakcji rodnika NO oraz O2

-. 

   indywiduum   jest   w   



 
- a ONOOH 

 
 Anion ONOO- 

zacji kwasu 

O- OH oraz ONOO

3
-. Pierwszy 

 
 

.NO + O2
.- - 

 

 
 

ONOO- + H+  
 

Anion nadtlenoazotynowy uznawany jest za niebezpieczny oraz toksyczny 

ONO

 

                    

katalitycznym [20]. 
 

532                   



IN  VITRO 533
  

 
1.5. TEST WYCHWYTU .OH 

 

Rodnik                  
-9 

 
Rodnik hydroksylowy powstaje jako produkt uboczny metabolizmu 

celluar antioxidant activity assay)  

 
Do .OH 

i kwas [2  [6  (4V  amino)  fenoksy  
3H  ksanten  3  on  9  yl] benzoesowy oraz HPF - kwas [2  [6  (4V  
hydroksy)fenoksy  3H  ksanten  3  on  9  

- 6). 
 

 
Rysunek 5.                  Rysunek 6.      

Figure 5.         The simplified formula of HPF                Figure 6.        The simplified formula of APF 
 
 

hydroksylowego w wyniku reakcji Fentona. Na skutek O-dearylacji tych sond oraz 
wzbudzenia rodnika .

 
 
 



 
1.6. METODA ABTS 

 

                  

rodnika 2,2-azynobis-(3-etylobenzotiazolino-6-
 

 
Rysunek 7.       

Figure 7.       The simplified formula of cationic radical ABTS   

 

ABTS + -

              
i 815 nm

 
Warunkiem koniecznym do przeprowadzenia tego testu jest zsyntezowanie 

ABTS

[23]. 

takich jak MnO2 lub K2S2O8

 
tyoksydantu 

                     
ca 

 
1.7. METODA TRAP  

 
 

Metoda 
mechanizmie HAT (hydrogen atom transfer), czyli przeniesienia atomu wodoru. Na 

  gdy   metoda   ta      odkryta,    na pomiarze  spadku  
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azowych.  
 

 
 

dichlorofluoresceiny (Rys. 8), 

 
z nich, 

przedstawia chemiluminescencje (%) w czasie (s). Wyznaczony parametr pozwala 

 
 

 
 
Rysunek 8.      dichlorofluoresceiny  

Figure 8.       The simplified formula of 2,7-dichlorofluorescein diacetate  
 

1.8. METODA FRAP  
 

Metoda FRAP (ang. Ferric ion reducing Antioxidant Parameter) oparta jest na 

Fe(III) w kompleksie z (2,4,6-tris(2- pirydylo)-1,3,5-t
intensywnie   niebieskiego   kompleksu   z    jonami   Fe(II),        maksimum 



 

593 nm. Schemat tej reakcji 
przedstawiono na Rysunku 9. 

 
Rysunek 9.     Schemat reakcji redukcji kompleksu Fe(III)-TPTZ do Fe(II)-TPTZ  

Figure 9.       The scheme of the reduction reaction of the Fe (III) -TPTZ complex to Fe (II) -TPTZ  

 

wa  

 fenantrolina, 
 

 
1.9. METODA HORAC 

 

atomu wodoru.  

w tym przypadku jest to Co(II).  Reakcja ta przebiega w warunkach podobnych do 
reakcji   Fentona  i  ma   za   zadanie         
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- rodnika hydroksylowego. 

 
Otrzymany wy

                   

 

 trihydroksybenzoesowy) 
wykorz
opisanej metody (Rys. 10) [27].  

 
 

 
 
 
Rysunek 10.     Schemat metody HORAC  
Figure 10.        The scheme of the HORAC method  
 

1.10. METODA ORAC  
(ANG. OXYGEN RADICAL ABSORBANCE CAPACITY) 

 

i posiada cztery etapy:  
 

; 
  

 
P

metody (Rysunek 11). 



 

gdzie: TH  sonda fluoerescencyjna, AH  antyutleniacz [28].  
 
Rysunek 11.     Schemat reakcji z   
Figure 11.        The scheme of reactions taking place during the ORAC method  

 

+                               
z nadtlenkiem wodoru oraz 

esy te 

reakcji sondy.  

stosowa

[32].  
 

1.11. METODA OKSYDAZY KSANTYNOWEJ  
 

puryny do hipoksantyny, 

2 jedno lub 
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Rysunek 12.     Reakcje oksydazy ksantynowej [1]  
Figure 12.        Reactions of xanthine oxidase [1]  

 

-1 [1]. 
 
1.12.  

 

Napotykamy 

np.  otrzymywany  

W wyniku zastosowania tej techniki otrzymuje 

 
  Cytometria   

nu i azotu. 
Ponadto,  znajduje  zastosowanie w  badaniach  klinicznych.  Cytometria  obrazowa  
wykorzystywana jest przede wszystkim w badaniach biologicznych. Pozwala na 

       oraz   struktury    



 

 
 

 
 

Metody in  vitro 

 

 
         

w zakresie tego te -

 

-oksydacyjnym,                     
a fizjologicznymi mechanizmami prz  
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