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S t r e s z c z e n i e 
 
Nasiona ro�lin str�czkowych mog� by� potencjalnym �ródłem aktywnych biologicznie 

przeciwutleniaczy - polifenoli. Celem pracy było zoptymalizowanie układu ekstrakcyjnego oraz 
okre�lenie aktywno�ci przeciwutleniaj�cej i składu flawonoidowego wybranych nasion ro�lin 
str�czkowych. Do ekstrakcji zastosowano mieszanin� acetonu i wody w stosunku 7:3. W ekstraktach 
oznaczano zawarto�� sumy polifenoli w przeliczeniu na kwas galusowy. W�ród badanych grup nasion 
ro�lin str�czkowych najwy�sz� zawarto�� sumy polifenoli stwierdzono w fasoli kolorowej ‘Red Kidney’ 
(5,35 mg/g s.m.), fasoli białej ‘Ja� Karłowy’ (1,08 mg/g s.m.) i w grochu ‘Ramrod’ (0,86 mg/g s.m.). 
Aktywno�� przeciwutleniaj�c� badanych próbek okre�lono metodami ABTS i DPPH. Wyniki tych dwóch 
metod wykazały, �e fasola kolorowa odmiany ‘Red Kidney’ miała wy�sz� aktywno�� przeciwutleniaj�c� 
ni� fasola biała i groch (w przypadku ABTS – 8 razy wy�sz�, a w przypadku DPPH – 6 razy wy�sz�). 
Znacz�c� 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’ dominowała kwercetyna (245 µg/g s.m.), w fasoli białej ‘Ja� Karłowy’ luteolina 
(82 µg/g s.m.), a w grochu ‘Ramrod’ kempferol (85 µg/g s.m.). Wykazano, �e fasola kolorowa jest  
bogatszym �ródłem polifenoli niz fasola biała czy groch. 

 
Słowa kluczowe: przeciwutleniacze, flawonoidy, aktywno�� przeciwutleniaj�ca, HPLC, fasola kolorowa, 
fasola biała, groch 
 

Wprowadzenie 

Badania epidemiologiczne wskazuj� na korzystne, przeciwutleniaj�ce działanie 
ochronne polifenoli [8]. Przeciwutleniacze, działaj�c ochronnie na układ kr��enia, 
zmniejszaj� ilo�� wolnych rodników i ograniczaj� rozmiary uszkodze	 przez nie 
wywoływanych [1, 8, 10]. Jednak�e nie zawsze działanie przeciwutleniaczy jest 
korzystne, szczególnie w wy�szych st��eniach [18]. Podstawowym pomiarem w ocenie 
zawarto�ci polifenoli jest oznaczenie ich sumy – pomiar spektrofotometryczny 
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produktów reakcji odczynnika Folina i Ciocalteu’a reaguj�cego z fenolami [17]. 
Spotykane w literaturze modyfikacje polegały na zmianach w metodzie ekstrakcji, 
zastosowaniu ró�nych ekstrahentów oraz zró�nicowanej temperatury, co mo�na 
wyja�ni� ró�nicami w podej�ciu do szerokiej gamy rozpatrywanych matryc ro�linnych 
[7, 19, 21]. Aktywno�� przeciwutleniaj�c� mo�na oznacza� na podstawie pomiaru 
wychwytywania generowanych w sposób kontrolowany wolnych rodników przez 
ekstrakty polifenolowe, wyodr�bnione z badanej matrycy ro�linnej [3, 11, 14].  

Wysokosprawna chromatografia cieczowa umo�liwia rozdział wszystkich 
podstawowych grup polifenoli w izolowanych z matrycy ekstraktach [9, 15, 16]. W 
ro�linach niektóre polifenole wyst�puj� jako glikozydy i aby oznaczy� łatwiejsz� w 
detekcji form� aglikonow� stosuje si� hydroliz�, uwzgl�dniaj�c� w oznaczaniu tak�e 
glikozydy o niskiej koncentracji [4, 6]. Hertog i wsp. [5] do oceny poprawno�ci 
rozdziału chromatograficznego wykorzystali dwa ró�ne eluenty i potwierdzili czysto�� 
oraz rozpoznanie pików przy u�yciu detektora skanuj�cego widmo absorpcyjne.  


ródłem polifenoli s� równie� ro�liny str�czkowe, w tym nasiona fasoli i grochu, 
b�d�ce przedmiotem zainteresowania w niniejszej pracy. W nasionach str�czkowych 
dominuj�cymi polifenolami s� taniny oraz nale��ce do flawonoli: kwercetyna 
i kempferol. Zawarto�� ich uzale�niona jest od wielu czynników: odmiany, miejsca 
uprawy ro�lin, rodzaju gleby [13]. Polifenole w ro�linach str�czkowych zgromadzone 
s� przede wszystkim w okrywach nasiennych [11, 20]. Dotychczas mało jest danych na 
temat składu zwi�zków fenolowych w nasionach ro�lin str�czkowych.  

Pierwszym celem pracy był wybór optymalnego układu ekstrakcyjnego na 
podstawie wyznaczania sumarycznej zawarto�ci polifenoli w ekstrakcie. Drugim celem 
pracy było okre�lenie aktywno�ci przeciwutleniaj�cej i składu polifenoli wybranych 
nasion ro�lin str�czkowych po zastosowaniu zoptymalizowanego układu ekstrakcyjnego.  

Materiał i metody bada� 

Materiał badawczy stanowiły 3 grupy suchych nasion ro�lin str�czkowych: groch 
(4 odmiany), fasola biała (6 odmian) i fasola kolorowa (5 odmian) o zawarto�ci wody 
od 9,1 do 14,0%. Nasiona mielono, uzyskuj�c drobn� granulacj�.  

Do bada	 optymalizuj�cych ekstrakcj� zastosowano pi�� 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 probówek ze szczeln� zakr�tk� 
odwa�ano 0,5 g fasoli kolorowej „Rawela” i odmierzano pipet� po 10 cm3 mieszanin 
ekstrakcyjnych. Przeprowadzano jednokrotn� ekstrakcj� przez wytrz�sanie 60 min i 
odwirowywano przez 5 min przy 4000 obr./min. Klarowny roztwór znad osadu 
poddawano analizom na zawarto�� sumy polifenoli. Polifenole oznaczano z 
odczynnikiem Folina i Ciocalteu’a według metody Singletona i Rossiego [17]. Na 
podstawie zawarto�ci sumy polifenoli dokonano wyboru optymalnego układu 
ekstrakcyjnego. 

Rozdrobnione nasiona ro�lin str�czkowych odwa�ano do probówek w ilo�ci 0,5 g, 
ekstrahowano jednokrotnie optymaln� mieszanin� ekstrakcyjn� w dwóch równoległych 
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powtórzeniach i oznaczano sum� polifenoli [17]. Do dalszych bada	 wytypowano 
z ka�dej grupy nasion ro�lin str�czkowych jedn� odmian� o najwi�kszej zawarto�ci 
sumy polifenoli. W ekstraktach wytypowanych nasion ro�lin str�czkowych 
wyznaczano pojemno�ci przeciwutleniaj�ce w przeliczeniu na Trolox metodami DPPH 
[3, 12] i ABTS [14], oznaczano zawarto�ci tanin skondensowanych w przeliczeniu na 
katechin� [2] oraz wykonywano analiz� chromatograficzn� zwi�zków fenolowych 
[5, 16] po hydrolizie ekstraktu 1,2 N kwasem solnym w temp 90°C przez 2 godz. 
Hydrolizat rozdzielano chromatograficznie przy u�yciu kolumny z odwrócon� faz� 
firmy Thermo Elec. Co. Hypersil Gold, 250×4,6 mm, zło�e 5 µm. Faz� ruchom� o 
przepływie 1ml/min, stanowił dwuskładnikowy układ gradientowy, A – 0,1 % kwas 
mrówkowy w wodzie; B – 0,1 % kwas mrówkowy w metanolu.  

Wyniki bada� i dyskusja 

Etapem decyduj�cym o oznaczeniu zawarto�ci zwi�zków fenolowych, jak i 
aktywno�ci przeciwutleniaj�cej jest ekstrakcja, a szczególnie istotnym jej elementem 
dobór odczynników ekstrahuj�cych. Szybko�� i łatwo�� ekstrakcji jest zale�na od wielu 
czynników: rodzaju matrycy, jej struktury, podatno�ci na wnikanie ektrahentów, 
powierzchni kontaktu, rodzaju zwi�zków fenolowych znajduj�cych si� w matrycy, 
temperatury. Nasiona ro�lin str�czkowych stanowi� matryc� o wyrównanych cechach 
fizycznych i prawdopodobnie zbli�onym składzie zwi�zków fenolowych, co umo�liwia 
dobór najbardziej efektywnej mieszaniny ekstrakcyjnej. W przeprowadzonych badaniach 
nasiona ro�lin str�czkowych poddano identycznej obróbce mechanicznej, celem 
zwi�kszenia powierzchni kontaktu z mieszanin� ekstrakcyjn�. Ekstrakcj� porównywano, 
oznaczaj�c sum� polifenoli w przeliczeniu na kwas galusowy (rys. 1), uzyskuj�c 
najwy�sz� jego zawarto�� w mieszaninie acetonu z wod� (7:3). Rezultat ten mo�na 
wyja�ni� matryc� na jakiej przeprowadzano badania, któr� była fasola kolorowa, 
zawieraj�c� znacz�ce ilo�ci tanin i flawonoidów, łatwo rozpuszczalnych w acetonie [2]. 
Wybór mieszaniny acetonu z wod� w stosunku (7:3) jako optymalnej do ekstrakcji 
polifenoli z nasion ro�lin str�czkowych potwierdziły badania Troszy	skiej i wsp. [19], w 
których zastosowano identyczn� mieszanin� ekstrakcyjn� do izolacji polifenoli z okryw 
nasion grochu. Wyniki zawarto�ci polifenoli w przeliczeniu na kwas galusowy na gram 
suchej substancji [g/s.m.] przedstawiono na rys 2. Spo�ród badanych grup surowców, 
najwy�sz� zawarto�� sumy polifenoli stwierdzono w: fasoli kolorowej ‘Red Kidney’ 
(5,35 mg/g s.m.), fasoli białej ‘Ja� Karłowy’ (1,08 mg/g s.m.) i w grochu ‘Ramrod’ 
(0,86 mg/g s.m.) (rys. 2). Wyniki aktywno�ci przeciwutleniaj�cej i zawarto�ci tanin 
przedstawiono na rys. 3.  
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0 1 2 3 4 5

Aceton/Woda / Acetone/Water  (7:3)

Aceton/Woda / Acetone/Water  (8:2)

Aceton/Metanol/Woda / Acetone/Methanol/Water (3,5:3,5:3)

Aceton/Metanol / Acetone/Methanol (7:3)

Metanol /Methanol 100%

[mg/g]

0,249 ± 0,021 

0,496 ± 0,012 

3,360 ± 0,005 

2,540 ± 0,018 

0,889 ± 0,015 

 
Rys. 1. Zawarto�� sumy polifenoli w fasoli kolorowej ‘Rawela’, w zale�no�ci od u�ytej mieszaniny 

ekstrakcyjnej [mg/GAE/g s.m.]. 
Fig. 1. Content of polyphenols’ in total in the ‘Rawela’ coloured beans depending on the kind of 

extractive mixture applied [mg GAE/g dry matter].  
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Groch Ramrod / "Ramrod" Pea

Groch Polo / "Polo" Pea

Groch Merlin / "Merlin" Pea

Groch Komandor / "Komandor" Pea

Fasola Red Kidney / "Red Kidney" Bean

Fasola Nida / "Nida" Bean

Fasola Rawela / "Rawela" Bean

Fasola Małopolanka / "Malopolanka" Bean

Fasola Black Kidney / "Black Kidney" Bean

Fasola Ja� Karłowy / "Ja� Karłowy" Bean

Fasola Ja� Tyczny / "Ja� Tyczny" Bean

Fasola Ja� Perłowy / "Ja� Perłowy" Bean

Fasola Narew / "Narew" Bean

Fasola Warta / "Warta" Bean

Fasola Polanka / "Polanka" Bean

[mg/g]

0,249 ± 0,021 

0,249 ± 0,021 

0,249 ± 0,021 

0,249 ± 0,021 

1,07 ± 0,02 

1,08 ± 0,01 

1,80 ± 0,02 

3,31 ± 0,11 

3,36 ± 0,01 

4,32 ± 0,01 

5,35 ± 0,12 

0,51 ± 0,02 

0,77 ± 0,01 

0,78 ± 0,01 

0,86 ± 0,01 

 
Rys. 2. Zawarto�� sumy polifenoli w nasionach ro�lin str�czkowych [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’) wykazała 8-krotnie wy�sz� aktywno�� 
przeciwutleniaj�c� oznaczan� metod� ABTS i 6-krotnie wy�sz� aktywno�� oznaczan� 
metod� DPPH, w porównaniu z aktywno�ci� ekstraktów z fasoli białej i grochu. 
Znacz�c� ilo�� tanin oznaczono tylko w nasionach fasoli kolorowej. 
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W nasionach ro�lin str�czkowych stwierdzono obecno�� kwasu ferulowego 
(detekcja przy 280 nm) oraz kwercetyny, luteoliny i kempferolu (detekcja przy 
380 nm). Identyfikacj� potwierdzono przez porównanie czasu retencji oraz widma 
absorpcyjnego z substancjami wzorcowymi. Hydroliza kwa�na w zastosowanej 
metodyce spowodowała znacz�ce straty kwasu ferulowego (odzysk 20,2%), co 
koresponduje z wynikami przedstawionymi przez Luthria i Pastor-Corrales [9]. 
Odzyski kwercetyny, luteoliny i kempferolu były znacznie wy�sze i wyniosły 
odpowiednio 99,5; 97,2 i 99,9%. Przedstawione na rys. 4. warto�ci dotycz� 
sumarycznej ilo�ci poszczególnych flawonoidów (wolnych i uwolnionych z poł�cze	 
glikozydowych). W fasoli kolorowej ‘Red Kidney’ dominowała kwercetyna 
(245 µg/g s.m.), w fasoli białej ‘Ja� Karłowy’ – luteolina (82 µg/g s.m.), a w grochu 
‘Ramrod’ – kempferol (85 µg/g s.m.). Wy�sza aktywno�� przeciwutleniaj�ca 
ekstraktów z nasion fasoli kolorowej (‘Red Kidney’) wynikała z wi�kszej zawarto�ci 
tanin (rys. 3) oraz flawonoidów, szczególnie kwercetyny, co potwierdziły wyniki 
analiz chromatograficznych (rys. 4, 5). 
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Rys. 3. Aktywno�� przeciwutleniaj�ca i zawarto�� tanin w trzech wytypowanych odmianach 

nasion ro�lin str�czkowych. 
Fig. 3. Antioxidant activity and content of tannins in three selected varieties of the seeds of 

leguminous plants.  
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Rys. 4. Skład zwi�zków fenolowych w trzech wytypowanych odmianach nasion ro�lin str�czkowych.  
Fig. 4. Composition of phenolic compounds in three selected varieties of the seeds of leguminous 

plants. 
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Rys. 5 a. Chromatogramy ekstraktów fasoli ‘Red Kidney’ i fasoli ‘Ja� Karłowy’. 
Fig. 5 a. HPLC chromatograms of the extracts of the ‘Red Kidney’ beans and ‘Ja� Karłowy’ beans. 
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Rys. 5 b. Chromatogramy ekstraktów grochu ‘Ramrod’ i wzorców flawonoidów. 
Fig. 5 b. HPLC chromatograms of the extracts of the ‘Ramrod’ peas, and of the standards of flavonoids. 

Wnioski 

1. W�ród badanych odmian nasion: fasoli białej, kolorowej i grochu, najwi�ksz� 
zawarto�� sumy polifenoli wykazała fasola kolorowa ‘Red Kidney’ (5,35 mg/g 
s.m.), fasola biała ‘Ja� Karłowy’ (1,08 mg/g s.m.) i groch ‘Ramrod’ (0,86 mg/g 
s.m.). 

2. Fasola kolorowa ‘Red Kidney’ charakteryzowała si� 8-krotnie wy�sz� 
aktywno�ci� przeciwutleniaj�c� oznaczan� metod� ABTS i 6-krotnie wy�sz� 
aktywno�ci� oznaczan� metod� DPPH w porównaniu z aktywno�ci� ekstraktów 
fasoli białej i grochu. 

3. W fasoli kolorowej ‘Red Kidney’ dominowała kwercetyna (245 µg/g s.m.), 
w fasoli białej ‘Ja� Karłowy’ – luteolina (82 µg/g s.m.), a w grochu ‘Ramrod’ – 
kempferol (85 µg/g s.m.). 

4. Uzyskane wyniki wskazuj� na fasole kolorowe jako bogatsze �ródło polifenoli ni� 
fasole białe i grochy. 
 
Praca naukowa finansowana ze �rodków 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 

 
S u m m a r y 

 
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� Karłowy’ 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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