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OPTYMALIZACJA UKEADU EKSTRAKCYJNEGO I OCENA
WEASCIWOSCI PRZECIWUTLENIAJACYCH NASION
WYBRANYCH ROSLIN STRACZKOWYCH

Streszczenie

Nasiona roslin straczkowych moga by¢ potencjalnym zrédlem aktywnych biologicznie
przeciwutleniaczy - polifenoli. Celem pracy byto zoptymalizowanie uktadu ekstrakcyjnego oraz
okreslenie aktywno$ci przeciwutleniajacej 1 sktadu flawonoidowego wybranych nasion roslin
straczkowych. Do ekstrakcji zastosowano mieszaning acetonu i wody w stosunku 7:3. W ekstraktach
oznaczano zawarto$¢ sumy polifenoli w przeliczeniu na kwas galusowy. Wséréd badanych grup nasion
ro$lin straczkowych najwyzsza zawarto$¢ sumy polifenoli stwierdzono w fasoli kolorowej ‘Red Kidney’
(5,35 mg/g s.m.), fasoli biatej ‘Jas Kartowy’ (1,08 mg/g s.m.) i w grochu ‘Ramrod’ (0,86 mg/g s.m.).
Aktywno$¢ przeciwutleniajaca badanych probek okreslono metodami ABTS i DPPH. Wyniki tych dwéch
metod wykazaty, ze fasola kolorowa odmiany ‘Red Kidney’ miata wyzsza aktywno$¢ przeciwutleniajaca
niz fasola biata i groch (w przypadku ABTS — 8 razy wyzsza, a w przypadku DPPH — 6 razy wyzsza).
Znaczaca ilo$¢ tanin stwierdzono tylko w nasionach fasoli kolorowej. W ekstraktach wybranych odmian
oznaczono chromatograficznie obecno$¢ kwasu ferulowego, kwercetyny, luteoliny i kempferolu. W fasoli
kolorowej ‘Red Kidney’ dominowata kwercetyna (245 pg/g s.m.), w fasoli bialej ‘Ja§ Kartowy’ luteolina
(82 pg/g s.m.), a w grochu ‘Ramrod’ kempferol (85 pg/g s.m.). Wykazano, ze fasola kolorowa jest
bogatszym zrédlem polifenoli niz fasola biata czy groch.

Stowa kluczowe: przeciwutleniacze, flawonoidy, aktywnos¢ przeciwutleniajaca, HPLC, fasola kolorowa,
fasola biata, groch

Wprowadzenie

Badania epidemiologiczne wskazuja na korzystne, przeciwutleniajace dziatanie
ochronne polifenoli [8]. Przeciwutleniacze, dziatajac ochronnie na uktad krazenia,
zmniejszaja ilos¢ wolnych rodnikow i ograniczaja rozmiary uszkodzen przez nie
wywotywanych [1, 8, 10]. Jednakze nie zawsze dzialanie przeciwutleniaczy jest
korzystne, szczeg6lnie w wyzszych stezeniach [18]. Podstawowym pomiarem w ocenie
zawartosci polifenoli jest oznaczenie ich sumy — pomiar spektrofotometryczny
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produktéw reakcji odczynnika Folina i Ciocalteu’a reagujacego z fenolami [17].
Spotykane w literaturze modyfikacje polegaty na zmianach w metodzie ekstrakcji,
zastosowaniu réznych ekstrahentéw oraz zréznicowanej temperatury, co mozna
wyjasni¢ réznicami w podej$ciu do szerokiej gamy rozpatrywanych matryc roslinnych
[7, 19, 21]. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca mozna oznacza¢ na podstawie pomiaru
wychwytywania generowanych w sposéb kontrolowany wolnych rodnikéow przez
ekstrakty polifenolowe, wyodrgbnione z badanej matrycy roslinnej [3, 11, 14].

Wysokosprawna chromatografia cieczowa umozliwia rozdziat wszystkich
podstawowych grup polifenoli w izolowanych z matrycy ekstraktach [9, 15, 16]. W
ro§linach niektére polifenole wystepuja jako glikozydy i aby oznaczy¢ tatwiejsza w
detekcji forme aglikonowa stosuje si¢ hydrolizg, uwzgledniajaca w oznaczaniu takze
glikozydy o niskiej koncentracji [4, 6]. Hertog i wsp. [5] do oceny poprawnosci
rozdzialu chromatograficznego wykorzystali dwa rézne eluenty i potwierdzili czysto$¢
oraz rozpoznanie pikéw przy uzyciu detektora skanujacego widmo absorpcyjne.

Zrédtem polifenoli sa réwniez rosliny straczkowe, w tym nasiona fasoli i grochu,
bedace przedmiotem zainteresowania w niniejszej pracy. W nasionach straczkowych
dominujacymi polifenolami sa taniny oraz nalezace do flawonoli: kwercetyna
i kempferol. Zawarto$¢ ich uzalezniona jest od wielu czynnikéw: odmiany, miejsca
uprawy roslin, rodzaju gleby [13]. Polifenole w roslinach straczkowych zgromadzone
sa przede wszystkim w okrywach nasiennych [11, 20]. Dotychczas mato jest danych na
temat sktadu zwiazkéw fenolowych w nasionach ro$lin straczkowych.

Pierwszym celem pracy byt wybdér optymalnego ukladu ekstrakcyjnego na
podstawie wyznaczania sumarycznej zawartosci polifenoli w ekstrakcie. Drugim celem
pracy byto okreSlenie aktywnos$ci przeciwutleniajacej i skladu polifenoli wybranych
nasion roslin straczkowych po zastosowaniu zoptymalizowanego uktadu ekstrakcyjnego.

Material i metody badan

Materiat badawczy stanowity 3 grupy suchych nasion roslin straczkowych: groch
(4 odmiany), fasola biata (6 odmian) i fasola kolorowa (5 odmian) o zawarto$ci wody
od 9,1 do 14,0%. Nasiona mielono, uzyskujac drobna granulacjg.

Do badan optymalizujacych ekstrakcje zastosowano pig¢ mieszanin
ekstrakcyjnych (metanol 100%; aceton : metanol — 7:3; aceton : metanol : woda —
3,5:3,5:3; aceton : woda — 8:2; aceton : woda — 7:3). Do probéwek ze szczelng zakrgtka
odwazano 0,5 g fasoli kolorowej ,,Rawela” i odmierzano pipeta po 10 cm’ mieszanin
ekstrakcyjnych. Przeprowadzano jednokrotng ekstrakcj¢ przez wytrzasanie 60 min i
odwirowywano przez 5 min przy 4000 obr./min. Klarowny roztwér znad osadu
poddawano analizom na zawarto§¢ sumy polifenoli. Polifenole oznaczano z
odczynnikiem Folina i Ciocalteu’a wedlug metody Singletona i Rossiego [17]. Na
podstawie zawarto$ci sumy polifenoli dokonano wyboru optymalnego uktadu
ekstrakcyjnego.

Rozdrobnione nasiona roslin straczkowych odwazano do probéwek w ilosci 0,5 g,
ekstrahowano jednokrotnie optymalna mieszaning ekstrakcyjna w dwéch réwnolegtych
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powtdrzeniach i oznaczano sumg polifenoli [17]. Do dalszych badan wytypowano
z kazdej grupy nasion roslin straczkowych jedna odmiang o najwigkszej zawartosci
sumy polifenoli. W ekstraktach wytypowanych nasion roslin straczkowych
wyznaczano pojemnosci przeciwutleniajace w przeliczeniu na Trolox metodami DPPH
[3, 12] i ABTS [14], oznaczano zawarto$ci tanin skondensowanych w przeliczeniu na
kateching [2] oraz wykonywano analiz¢ chromatograficzng zwiazkéw fenolowych
[5, 16] po hydrolizie ekstraktu 1,2 N kwasem solnym w temp 90°C przez 2 godz.
Hydrolizat rozdzielano chromatograficznie przy uzyciu kolumny z odwrdcona faza
firmy Thermo Elec. Co. Hypersil Gold, 250x4,6 mm, ztoze 5 um. Faz¢ ruchoma o
przeptywie lml/min, stanowil dwusktadnikowy ukiad gradientowy, A — 0,1 % kwas
mréwkowy w wodzie; B — 0,1 % kwas mréwkowy w metanolu.

Wyniki badan i dyskusja

Etapem decydujacym o oznaczeniu zawarto$ci zwiazkow fenolowych, jak i
aktywnosci przeciwutleniajacej jest ekstrakcja, a szczegdlnie istotnym jej elementem
dob6r odczynnikéw ekstrahujacych. Szybkos¢ 1 tatwos¢ ekstrakeji jest zalezna od wielu
czynnikéw: rodzaju matrycy, jej struktury, podatnosci na wnikanie ektrahentow,
powierzchni kontaktu, rodzaju zwiazkéw fenolowych znajdujacych si¢ w matrycy,
temperatury. Nasiona roslin straczkowych stanowia matryce o wyrownanych cechach
fizycznych i prawdopodobnie zblizonym sktadzie zwiazkéw fenolowych, co umozliwia
dobér najbardziej efektywnej mieszaniny ekstrakcyjnej. W przeprowadzonych badaniach
nasiona roslin straczkowych poddano identycznej obrébce mechanicznej, celem
zwigkszenia powierzchni kontaktu z mieszaning ekstrakcyjna. Ekstrakcje poréwnywano,
oznaczajac sumg polifenoli w przeliczeniu na kwas galusowy (rys. 1), uzyskujac
najwyzsza jego zawartos¢ w mieszaninie acetonu z woda (7:3). Rezultat ten mozna
wyjasni¢ matryca na jakiej przeprowadzano badania, ktéra byla fasola kolorowa,
zawierajaca znaczace ilosci tanin i flawonoidow, tatwo rozpuszczalnych w acetonie [2].
Wybdr mieszaniny acetonu z woda w stosunku (7:3) jako optymalnej do ekstrakcji
polifenoli z nasion roélin straczkowych potwierdzily badania Troszynskiej i wsp. [19], w
ktérych zastosowano identyczng mieszaning ekstrakcyjna do izolacji polifenoli z okryw
nasion grochu. Wyniki zawartosci polifenoli w przeliczeniu na kwas galusowy na gram
suchej substancji [g/s.m.] przedstawiono na rys 2. Sposrdd badanych grup surowcéw,
najwyzsza zawarto$¢ sumy polifenoli stwierdzono w: fasoli kolorowej ‘Red Kidney’
(5,35 mg/g s.m.), fasoli biatej ‘Ja§ Karlowy’ (1,08 mg/g s.m.) i w grochu ‘Ramrod’
(0,86 mg/g s.m.) (rys. 2). Wyniki aktywnosci przeciwutleniajacej i zawartosci tanin
przedstawiono na rys. 3.
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Rys. 1.

Fig. 1.

Zawarto$¢ sumy polifenoli w fasoli kolorowej ‘Rawela’, w zaleznosci od uzytej mieszaniny
ekstrakcyjnej [mg/GAE/g s.m.].

Content of polyphenols’ in total in the ‘Rawela’ coloured beans depending on the kind of
extractive mixture applied [mg GAE/g dry matter].

Fasola Ja§ Tyczny / "Ja§ Tyczny" Bean

Fasola Ja$ Kartowy / "Ja$ Karlowy" Bean

Fasola Black Kidney / "Black Kidney" Bean
Fasola Matopolanka / "Malopolanka" Bean
Fasola Rawela / "Rawela" Bean

Fasola Nida / "Nida" Bean

Fasola Polanka / "Polanka" Bean 0,249 + 0,021
Fasola Warta / "Warta" Bean 0.249+0,021
Fasola Narew / "Narew" Bean 0,249 + 0,021
Fasola Ja$ Perfowy / "Ja$ Perfowy" Bean 7////% 0,249 £ 0,021
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4,324+0,01

Fasola Red Kidney / "Red Kidney" Bean 5,35+0,12
Groch Komandor / "Komandor" Pea ] 0,51 40,02
Groch Merlin / "Merlin" Pea 0,77 £0,01
Groch Polo / "Polo" Pea 0,78 +0,01
Groch Ramrod / "Ramrod" Pea | 0,86+ 0,01
0 1 2 3 4 5 6 [mg/g] 7
Rys. 2. Zawarto$¢ sumy polifenoli w nasionach roslin straczkowych [mg GAE/g s.m.].
Fig. 2. Content of polyphenols in total in the seeds of leguminous plants [mg GAE/g dry matter].
Fasola kolorowa (‘Red Kidney’) wykazala 8-krotnie wyzsza aktywnos¢

przeciwutleniajaca oznaczana metoda ABTS i 6-krotnie wyzsza aktywnos$¢ oznaczana
metoda DPPH, w poréwnaniu z aktywnoscia ekstraktéw z fasoli biatej i grochu.
Znaczaca 1lo$¢ tanin oznaczono tylko w nasionach fasoli kolorowe;.
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W nasionach roélin straczkowych stwierdzono obecno$¢ kwasu ferulowego
(detekcja przy 280 nm) oraz kwercetyny, luteoliny i kempferolu (detekcja przy
380 nm). Identyfikacj¢ potwierdzono przez poréwnanie czasu retencji oraz widma
absorpcyjnego z substancjami wzorcowymi. Hydroliza kwasna w zastosowanej
metodyce spowodowata znaczace straty kwasu ferulowego (odzysk 20,2%), co
koresponduje z wynikami przedstawionymi przez Luthria i Pastor-Corrales [9].
Odzyski kwercetyny, luteoliny i kempferolu byly znacznie wyzsze i wyniosty
odpowiednio 99,5; 97,21 99,9%. Przedstawione na rys.4. wartosci dotycza
sumarycznej ilosci poszczegdlnych flawonoidéw (wolnych i uwolnionych z potaczen
glikozydowych). W fasoli kolorowej ‘Red Kidney’ dominowata kwercetyna
(245 ng/g s.m.), w fasoli biatej ‘Ja§ Kartowy’ — luteolina (82 pg/g s.m.), a w grochu
‘Ramrod” - kempferol (85 ug/gs.m.). Wyzsza aktywno$¢ przeciwutleniajaca
ekstraktéw z nasion fasoli kolorowej (‘Red Kidney’) wynikata z wigkszej zawarto$ci
tanin (rys. 3) oraz flawonoidéw, szczegélnie kwercetyny, co potwierdzily wyniki
analiz chromatograficznych (rys. 4, 5).

[ Groch Ramrod / Ramrod Pea H Fasola Ja$ Kartowy /Ja$ Karlowy Bean [ Fasola Red Kidney / Red Kidney Bean|

80,00
70,00 - 64,45+ 0,12

60,00 -
50,00
40,00
30,00 -| 26,73+ 0,04
20,00 17.99+ 0,24 443+ 0,12

4,83+ 0,48

7,90 £ 0,02

0,30 £ 0,02

ABTS ws.s. DPPHws.s. taniny ws.s.
pwmol Troloxu/g pwmol Troloxu/g s.m. mg katechiny/g

8,19+ 0,08

Rys. 3. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca i zawarto$¢ tanin w trzech wytypowanych odmianach
nasion ro$lin straczkowych.

Fig.3.  Antioxidant activity and content of tannins in three selected varieties of the seeds of
leguminous plants.
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NKwas ferulowy / ferulic acid B Kwercetyna / Quercetin B Luteolina / Luteolin BKempferol / Kaempferol
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Groch Ramrod / Fasla Jas Kartowy / Fasola Red Kidney /
"Ramrod" Pea "Jas Kartowy" Bean "Red Kidney" Bean

Rys. 4.  Sktad zwiazkéw fenolowych w trzech wytypowanych odmianach nasion roslin straczkowych.
Fig. 4. Composition of phenolic compounds in three selected varieties of the seeds of leguminous

plants.
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135 Analizy 1 #26 [modified by kp] Jas Karlowy surowiec | / pr 1 EXT380NM
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Rys. 5 a. Chromatogramy ekstraktéw fasoli ‘Red Kidney’ i fasoli ‘Ja§ Kartowy’.
Fig. 5 a. HPLC chromatograms of the extracts of the ‘Red Kidney’ beans and ‘Ja§ Kartowy’ beans.
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Rys. 5 b. Chromatogramy ekstraktéw grochu ‘Ramrod’ i wzorcow flawonoidéw.
Fig. 5b. HPLC chromatograms of the extracts of the ‘Ramrod’ peas, and of the standards of flavonoids.

Whioski

1. Wsdréd badanych odmian nasion: fasoli biatej, kolorowej i grochu, najwigksza
zawarto$¢ sumy polifenoli wykazata fasola kolorowa ‘Red Kidney’ (5,35 mg/g
s.m.), fasola biata ‘Ja§ Kartowy’ (1,08 mg/g s.m.) i groch ‘Ramrod’ (0,86 mg/g
s.m.).

2. Fasola kolorowa ‘Red Kidney’ charakteryzowata si¢ 8-krotnie wyzsza
aktywnoS$cia przeciwutleniajaca oznaczang metoda ABTS i 6-krotnie wyzsza
aktywno$cia oznaczang metoda DPPH w poréwnaniu z aktywnoscia ekstraktow
fasoli biatej i grochu.

3. W fasoli kolorowej ‘Red Kidney’ dominowata kwercetyna (245 pg/gs.m.),
w fasoli biatej ‘Ja§ Kartowy’ — luteolina (82 pug/g s.m.), a w grochu ‘Ramrod’ —
kempferol (85 pg/g s.m.).

4. Uzyskane wyniki wskazuja na fasole kolorowe jako bogatsze zrédto polifenoli niz
fasole biale i grochy.

Praca naukowa finansowana ze srodkow Ministra Nauki w latach 2004-2006 jako
projekt badawczy zamawiany PBZ-KBN-094/P06/2003
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THE OPTIMIZATION OF EXTRACTIVE SYSTEM AND THE ASSESSMENT OF
ANTIOXIDANT QUALITIES OF SEEDS OF SOME SELECTED LEGUMINOUS PLANTS

Summary

Seeds of leguminous plants can be a potential source of biologically active antioxidants —
polyphenols. The objective of this paper was to optimize the extractive system, as well as to determine the
antioxidant activity and the flavonoid composition in some selected seeds of leguminous plants. A mixture
of acetone and water, their ratio being 7:3, was used for the extraction. In the extracts, the content of
polyphenols in total (converted into gallic acid) was determined. The highest contents of polyphenols in
total were noted in the ‘Red Kidney’ coloured beans (5.35 mg/g s.s.), white beans (1.08 mg/g s.s.), and
‘Ramrod’ peas (0.86 mg/g s.s.). The antioxidant activity of samples investigated was investigated using
ABTS and DPPH methods. The results of the two methods evidenced that the coloured bean of the ‘Red
Kidney’ cultivar had a higher antioxidant activity than the white bean and pea (in the case of ABTS — 8
times higher, and of DPPH - 6 times higher). A significant quantity of tannins was noted only in seeds of
the coloured beans. The occurrence of ferulic acid, quercitin, luteolin, and kaempferol (determined using
HPLC) were found in extracts of the selected varieties of seeds. The quercitin (245 mg/g s.s.)
predominated in the ‘Red Kidney’ coloured beans, the luteolin (82 mg/g s.s.) - in the ‘Ja§ Kartowy’ white
beans, and the kaempferol (85 mg/g s.s.) - in the ‘Ramrod’ peas. It was proved that the coloured beans
were a richer source of polyphenols than the white beans and peas.
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