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BEATA DRUZYNSKA, MIROSEAWA KLEPACKA

WEASCIWOSCI PRZECIWUTLENIAJACE PREPARATOW
POLIFENOLI OTRZYMANYCH Z OKRYWY NASIENNE]J FASOLI
CZARNEJ, ROZOWEJ 1 BIALE]J (PHASEOLUS)

Streszczenie

Celem pracy bylo okre$lenie wlasciwosci przeciwutleniajacych preparatéw polifenoli uzyskanych z
okrywy nasiennej fasoli czarnej, r6zowej i biatej. Preparaty otrzymano przez ekstrakcjg polifenoli 0,5%
roztworem HCl w metanolu, zaggszczanie pod préznia 1 liofilizacjg. Charakterystyka chemiczna
otrzymanych preparatow obejmowatla okreslenie zawartosci tanin skondensowanych oraz antocyjanéw.
Ponadto oznaczono zdolno$¢ polifenoli do chelatowania jonéw zelaza (II).

Badania wtasciwosci przeciwutleniajacych preparatéw polifenoli obejmowaty oznaczanie zdolnosci
preparatéw do unieczynniania kationorodnikéw ABTS** oraz rodnikéw wodorotlenowych.

Stwierdzono, ze wszystkie badane preparaty wykazywaty aktywno$¢ przeciwrodnikowa zaréwno
wobec kationorodnikéw ABTS* (od 18 do 28,5%), jak i wobec rodnikéw wodorotlenowych (od 25 do
95%). Najwigksza aktywnos$cia charakteryzowaly si¢ preparaty z fasoli czarnej i rézowej, natomiast
najmniejsza preparat z fasoli biatej. Spowodowane to bylo prawdopodobnie wigksza zawartos$cia
polifenoli, a zwtaszcza tanin skondensowanych w preparatach z okryw fasoli kolorowych.

Stowa kluczowe: polifenole, wlasciwoéci przeciwutleniajace, kationorodniki ABTS*", rodniki
wodorotlenowe.

Wstep

Wolne rodniki sg duzym zagrozeniem dla zdrowia, poniewaz sa metabolizowane
w organizmie czlowieka i atakuja molekuly czynne biologicznie: biatka, kwasy
tluszczowe 1 nukleinowe. Wynikiem ich dziatania jest uszkodzenie komorek i tkanek,
co prowadzi do wielu choréb i przyspiesza procesy starzenia [6, 16].

Efektem dziatania wolnych rodnikéw w zywno$ci jest przede wszystkim
utlenianie lipidéw. Niekorzystnym efektom tego dzialania sprzyja réwniez
produkowanie zywno$ci o dtugim okresie przydatnos$ci do spozycia [4]. Procesom
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oksydacyjnym zapobiega si¢ przez dodatek przeciwutleniaczy. W przemysle
spozywczym stosowane s3 syntetyczne przeciwutleniacze (pochodne fenolu) o duzej
skutecznosci w powstrzymywaniu reakcji utleniania. Ich zastosowanie jest jednak
ograniczone ze wzgledu na toksyczno$¢ [21]. Spowodowalo to, ze w ostatnich latach
obserwuje si¢ coraz wigksze zainteresowanie naturalnymi przeciwutleniaczami, ktére
sa lepiej akceptowane przez konsumentéw i uwazane za bardziej bezpieczne.

Najwigksza grupe wsérdd naturalnych przeciwutleniaczy, bardzo zréznicowana
pod wzgledem struktury i wilasciwosci, stanowia polifenole. Sa to drugorzedowe
metabolity rozpowszechnione w $wiecie ro$lin, natomiast nie syntetyzowane w
organizmach zwierzat [22]. Oddziatuja one jako zwiazki unieczynniajace wolne
rodniki, tworza kompleksy z metalami przejSciowymi, hamuja dziatanie lipooksygenaz
i innych enzyméw Kkatalizujacych reakcje utleniania [2, 4, 5]. Wtasciwosci
przeciwutleniajace niektérych polifenoli sa dobrze udokumentowane w literaturze.
Dotyczy to przede wszystkim herbaty, czerwonego wina i soi [17, 23, 27]. Niewiele
jest prac opisujacych dziatanie antyoksydacyjne polifenoli zawartych w krajowych
nasionach ro$lin straczkowych, a szczegdlnie fasoli.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie wilasciwosci przeciwutleniajacych
wybranych polifenoli zawartych w okrywie nasiennej fasoli.

Material i metody badan

Materialem badawczym byly preparaty o witasciwosciach przeciwutleniajacych
otrzymane z okrywy nasiennej fasoli czarnej (Green Mung), rézowej (Malinka) i biatej
(Ja$ Tyczny). Nasiona fasoli moczono w wodzie przez 24 godz., a nastgpnie r¢cznie
obtuszczano. Okrywe suszono w temperaturze 20 = 2°C i mielono. Polifenole
ekstrahowano 0,5% roztworem kwasu solnego w metanolu, wytrzasajac przez 24 godz.
w temperaturze pokojowej. Otrzymany ekstrakt zaggszczano pod préznia w temp.
50°C i poddawano liofilizacji [20].

Charakterystyka chemiczna preparatéw obejmowala oznaczanie dwoéch grup
polifenoli: tanin skondensowanych wanilinowa metoda Price’a [13] i antocyjandw
metoda Sodheimera-Kertesza w modyfikacji Swaina i Hillisa [19]. Zawarto$¢ tanin
skondensowanych wyrazono w ekwiwalencie (+)katechiny (Fluka) [21].

Badanie  zdolno$ci  chelatowania jonéw  Zelaza(Il) przez polifenole
przeprowadzono w wodnych roztworach preparatéw polifenoli dodajac chlorek
zelaza(Il) 1 ferrozyng. Absorbancj¢ barwnego kompleksu mierzono po 10 min od
dodania ferrozyny przy dlugo$ci fali 562 nm, w spektrofotometrze Shimadzu UV-
160A [10].

Zdolnos¢ preparatéw polifenoli do dezaktywacji wolnych rodnikéw badano
wytwarzajac rodnik ferrylmioglobinowy z metmioglobiny aktywowanej nadtlenkiem
wodoru. Rodnik ten w reakcji z syntetycznym substratem generowal kationorodniki
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ABTS™. Zawarto$¢ tych rodnikéw oznaczano spektrofotometrycznie [11]. Aktywnos¢
badanych preparatow obliczano korzystajac z krzywej wzorcowej, wykonanej z
roztworéw Troloxu (analogu o-tokoferolu o zwigkszonej rozpuszczalnosci w wodzie)
izgodnie z danymi literaturowymi wyrazano w jednostkach TEAC (pojemnos$¢
przeciwutleniajaca réwnowazna Troloxowi, ang. Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity), czyli jako stezenie Troloxu wykazujace aktywnos$¢ przeciwutleniajaca
identyczna z 1 mM roztworem preparatu. Przeciwrodnikowe wtasciwosci
polifenolowych preparatéw oznaczano réwniez przez pomiar fluorescencji wywotanej
formowaniem rodnikéw wodorotlenowych generowanych z nadtlenku wodoru
i benzoesanu sodu w obecno$ci jondw miedzi(Il) i DTET (ditioerytritol) w buforze
fosforanowym o pH 7,2. DTET stosowano w celu przyspieszenia reakcji rodnikowe;j.
Fluorescencj¢ pochodnych hydroksylowych mierzono spektrofluorymetrycznie [7].
Wszystkie oznaczenia wykonywano w co najmniej trzech powtdrzeniach.

Wiyniki i dyskusja

W omawianej pracy oznaczono zawartos¢ dwoch grup polifenoli: tanin
skondensowanych i antocyjanéw. Wyniki przeliczono na zawarto$¢ suchej masy i
przedstawiono w tab. 1. Zdecydowano si¢ na oznaczenie tych zwiazkéw, poniewaz
wedlug danych literaturowych sa to gtéwne grupy polifenoli wystepujace w fasoli [3].

Tabela 1

Zawarto$¢ antocyjanéw i tanin skondensowanych w preparatach polifenoli.
Content of anthocyanins and condensed tannins in polyphenol preparations.

Antocyjany Taniny skondensowane
Preparat Anthocyanins Condensed tannins
Preparation [mg/100 mg s. m.]
[% d.m.]
PFCz 11,6 (£0,15)"a™" 61,2 (+0,24) a
PFR 0,7 (£0,03) b 29,4 (£0,37) b
PFBt nw " 15,3 (10,16) ¢

" — w nawiasach podano wartosci odchylen standardowych / standard deviation is given in brackets;

"l_ wartosci rednie w tej samej kolumnie oznaczone réznymi indeksami réznia sig statystycznie istotnie
migdzy soba (0=0,05) / mean values in the same column, which are denoted by different superscripts,
differ statistically significant among each other (0=0.05)

*2_ nie wykryto / not detected

PFCz — preparat z fasoli czarnej / preparation made of black bean;

PFR — preparat z fasoli r6zowej, / preparation made of pink bean;

PFBt — preparat z fasoli biatej / preparation made of white bean.
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We wszystkich preparatach dominowaty taniny skondensowane. Najwyzsza ich
zawartoscia charakteryzowat si¢ preparat z fasoli czarnej (61,2 mg/100 mg), co stanowi
az 90% wszystkich polifenoli w tym preparacie. Zawartos$¢ tanin skondensowanych w
preparacie z fasoli r6zowej ksztattowata si¢ na poziomie 30 mg/100 mg suchej masy.
Preparat z okrywy fasoli bialej zawieral najmniej tanin skondensowanych
(15,3 mg/100 mg).

Nalezy jednak zauwazy¢, ze zawarto$¢ tanin skondensowanych zalezy w duzym
stopniu od sposobu ekstrakcji (temperatury, czasu, rodzaju rozpuszczalnika) oraz od
odmiany nasion. Wedlug Deshpande i Cheryana [5], zawarto$§¢ tanin
skondensowanych w réznych odmianach fasoli po 6 godz. ekstrakcji w metanolu z
dodatkiem 1% HCI waha si¢ w granicach od 26 do 291 mg/ 100 g suchego ziarna. W
badanych odmianach (po przeliczeniu otrzymanych wynikéw na 100 g suchego ziarna)
zawarto$¢ tanin skondensowanych zawierata si¢ w tych granicach i wynosita od 32
mg/100 g ziarna w preparacie z okrywy fasoli biatej do 114 mg/100 g ziarna w
preparacie z fasoli czarnej. Pomimo, Ze autorzy zajmowali si¢ badaniem catego ziarna,
wydaje sig, ze wyniki te mozna poréwna¢, gdyz liScienie fasoli, zwlaszcza kolorowej,
zawieraja niewielka ilo§¢ zwiazkéw polifenolowych [18].

W badanych preparatach dominowaty taniny skondensowane. Znajduje to
rOwniez potwierdzenie w literaturze. Wilska-Jeszka i1 Stasiak [25], badajac rdzne
rosliny straczkowe, takze stwierdzily dominacjg tej grupy zwiazkéw polifenolowych.
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze zawarto$¢ tanin skondensowanych oznaczana metodami
chemicznymi moze by¢ czgsto obarczona btedem, co spowodowane jest m.in. stopniem
polimeryzacji. Nalezy réwniez zachowa¢ duza ostroznos$¢ przy poréwnywaniu ogélnej
zawarto$ci tanin skondensowanych oznaczanych réznymi metodami chemicznymi,
przez réznych autoréw [24].

Antocyjany w badanych preparatach wystgpowaty w zréznicowanych ilosciach.
Najwigcej tych polifenoli stwierdzono w preparacie z okrywy nasiennej fasoli czarnej
(11,6 mg/100 mg). Takeoka i wsp. [20] badali sktad antocyjanéw w fasoli czarnej
i uzyskali podobng zawarto$¢ ogdlna tych zwiazkéw w okrywie (9%), stosujac ten sam
sposob ekstrakcji. Najmniejsza zawarto$¢ antocyjanéw, 0,7 mg/100 mg stwierdzono
w preparacie z fasoli rézowej, co moglo by¢ spowodowane potaczeniem tych
polifenoli z cukrami. Polaczenia takie sa niewykrywalne metoda z czerwienia Kongo.
Natomiast w preparacie z okrywy fasoli biatej w ogdle nie stwierdzono ich obecnosci.
Ma to oczywisty zwiazek z intensywnos$cia zabarwienia okrywy nasienne;j.

Analiza statystyczna wykazata, ze wyniki pomig¢dzy poszczegdlnymi odmianami
r6znily si¢ istotnie migdzy soba (a0 = 0,05).

Wiasciwos$ci wigzania jondw metali grup przejSciowych maja bardzo duzy wptyw
na dzialanie przeciwutleniajace polifenoli, dlatego w pracy wykonano oznaczenie ich
zdolno$ci do chelatowania jonéw zelaza(Il). Wyniki przedstawiono na rys. 1.
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Preparaty z okryw fasoli kolorowych charakteryzowaty si¢ lepszymi
wlasciwosciami chelatujacymi niz preparat z okrywy fasoli biatej. Wéréd dwoch
odmian fasoli kolorowych wyzsza zdolno$¢ do chelatowania jonéw zelaza(Il)
wykazywal preparat z okrywy fasoli czarnej (94%). By¢ moze lepsze wtasciwosci
chelatujace preparatdw z fasoli kolorowych wynikaja z wigkszego udziatu w nich tanin
skondensowanych. Wedtug niektérych badan, to wtasnie te polifenole wykazuja
najsilniejsze zdolno$ci wigzania jonéw metali grup przejSciowych [15]. Podobna
zalezno$¢ wykazali Yu i wsp. [27], badajac korelacj¢ pomigdzy zawartoScia tanin
skondensowanych a zdolnoscia chelatowania jonéw zelaza(Il) w otrgbach pszennych.
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Rys. 1. Zdolnos¢ chelatowania jonéw zelaza(Il) przez preparaty polifenoli.
Fig. 1. Chelating effect of polyphenol preparations on the Fe(Il) ions.
Objasnienia jak w tab. 1. / Explanatory notes- see Tab. 1

W  pracy stwierdzono  korelacj¢  pomigdzy  wystgpowaniem  tanin
skondensowanych a zdolno$cia chelatowania jonéw zelaza w przypadku preparatu z
fasoli rézowej (r = 0,82) oraz pomigdzy zawarto$cia tanin skondensowanych a
wlasciwosciami chelatujacymi w preparacie z okrywy fasoli biatej (r = 0,83).

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca badanych preparatéw oznaczano w metodzie
z rodnikami ABTS™. Wyniki przedstawiono w tab. 2.

Aktywno$¢ badanych preparatéw polifenolowych zawierata si¢ w granicach od
0,70 do 0,42 mM Troloxu, przy czym preparaty pochodzace z odmian kolorowych
wykazywaly wigksza aktywno$¢ przeciwrodnikowa niz preparat uzyskany z fasoli
biatej. Roéznice pomigdzy badanymi preparatami z odmian kolorowych byty
nieznaczne. Omoéwione powyzej wartosci wskazuja na niezbyt duza zdolno$¢
preparatéw polifenolowych do wiazania kationorodnikéw ABTS*. Wniosek taki
mozna sformulowa¢ na podstawie danych literaturowych, wedlug ktérych kwas
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askorbinowy wykazuje aktywno$¢ przeciwrodnikowa 0,9 mM, B-karoten — 1,9 mM, a
preparaty albuminowe roslin straczkowych w granicach 1,8-2,2 mM [14, 26].

Tabela 2
Aktywnos¢ preparatéw polifenoli wobec kationorodnikéw ABTS™.
Antioxidant activity of polyphenol preparations against ABTS™ radicals.
Aktywno$¢ przeciwrodnikowa
Preparat . ..
Preparation Antioxidant activity

p TEAC [Mm Trolox] (%]

PFCz 0,70 (+0,005)" 28,5 (£0,35)

PFR 0,65 (+0,005) 26,2 (£0,23)

PFBt 0,42 (£0,008) 18,2 (+0,40)

Objasnienia jak w tab. 1./ Explanatory notes- see Tab. 1

Kirakosyan i wsp. [9] poréwnali aktywno$¢ poszczegdlnych wzorcowych
roztworéw polifenoli z aktywnoscia etanolowych ekstraktéw z owocow glogu. Z badan
tych wynika, ze preparaty uzyskane z glogu wykazuja bardzo duze zdolnosci do
unieczynniania kationorodnikéw ABTS™ (aktywno$¢ przeciwrodnikowa rzedu 2.3
mM Troloxu) i o prawie 30% wigksze niz wolna (-)epikatechina. Autorzy wysuwaja
hipotezg, ze wynik taki sugeruje synergizm poszczegdlnych polifenoli zawartych w
preparacie. Do innych wnioskéw doszli natomiast Natella i wsp. [12], poréwnujac
dziatanie przeciwrodnikowe niektérych polifenoli pojedynczo i w mieszaninach w
réznych ukladach rodnikowych (w tym takze wobec kationorodnikéw ABTS™).
Polifenole badane osobno i w mieszaninach uzyskiwaty aktywno$¢ podobnego rzedu, a
niekiedy (np. w przypadku kwasu cynamonowego i kawowego) w mieszaninie dziataty
nieco stabiej niz pojedynczo. Mozna to ttumaczy¢ skomplikowanymi mechanizmami
zachodzacymi migdzy poszczegdlnymi polifenolami, a takze migdzy polifenolami a
innymi sktadnikami badanych roztwordéw.

Omawiajac wyniki aktywnos$ci przeciwrodnikowej wobec kationorodnikéw
ABTS™ trzeba wspomnie¢, ze trudno jest odnie$¢ wyniki uzyskane w niniejszej pracy
do danych zawartych w bogatej na ten temat literaturze, gdyz niektére badane przez
innych autoréw preparaty osiagaty aktywnosci powyzej 2,5 mM Troloxu. Zwigzane to
bylo z istotna zmiana w metodyce odnoszaca si¢ do wyboru maksymalnego stgzenia
standardu powodujacego catkowita dezaktywacj¢ rodnikéw.

Rodniki hydroksylowe tworza si¢ zaréwno w organizmach zywych, jak i w
zywnosci i moga wchodzi¢ w reakcje praktycznie ze wszystkimi jej sktadnikami.
Uznawane sa za najbardziej reaktywne twory chemiczne i m.in. maja zdolno$¢ do
inicjowania procesu autooksydacji lipidow.
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Rys. 2. Aktywnos¢ preparatow polifenoli wobec rodnikéw wodorotlenowych.
Fig. 2. Antioxidant activity of polyphenol against hydroxyl radicals.
Objasnienia jak w tab. 1. / Explanatory notes- see Tab. 1.

Na podstawie uzyskanych wynikoéw (rys. 2) mozna stwierdzi¢, ze podobnie jak w
przypadku oznaczania stopnia unieczynniania kationorodnikéw ABTS™ wigksza
aktywnoscia przeciwrodnikowa charakteryzowaly si¢ preparaty pochodzace z odmian
fasoli kolorowych. Najwigksza aktywno$¢ obserwowano w preparacie otrzymanym
z okrywy nasiennej fasoli czarnej (95%), natomiast najmniejsza w preparacie z fasoli
biatej (25%). Polifenole zawarte w preparatach wykazywaty aktywnosc
przeciwutleniajaca wobec rodnikéw hydroksylowych zaraz po zapoczatkowaniu
reakcji, a takze po 10, 20 i 30 min (tab. 3). Najwigksza aktywno$¢ przeciwrodnikowa
wykazywaly preparaty po 30 min reakcji, wyjatek stanowit preparat otrzymany z fasoli
czarnej, ktérego maksymalna aktywno$¢ zarejestrowano po 20 min. Z przedstawionych
danych wynika, ze w pierwszym okresie pomiaréw unieczynnianie rodnikéw
wodorotlenowych zachodzito w najwigkszym stopniu, natomiast w miar¢ uptywu
czasu inkubacji reakcje te zachodzity coraz wolniej. Po 30 min. inkubacji prébka bez
dodatku preparatu osiagngla maksymalna warto$§¢ fluorescencji. Aktywnos$¢
przeciwutleniajaca po tym czasie spadia, zarowno w przypadku preparatéw z fasoli
kolorowych, jak i1 z fasoli bialej. Lepsza efektywno$¢ preparatéw polifenoli
pochodzacych z fasoli kolorowych wskazuje na mozliwos¢ wptywu zdolnosci
chelatowania jondw metali grup przejsciowych przez te preparaty, na ich aktywno$¢ w
zastosowanym w pracy ukladzie modelowym, poniewaz byt on katalizowany przez
jony miedzi(Il), a podobnie jak w przypadku dezaktywacji rodnikéw wodorotlenowych
preparaty z okrywy nasion fasoli kolorowych wykazywaly lepsze wtasciwosci
chelatujace.
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Przeprowadzona analiza statystyczna wynikdw pozwolita stwierdzi¢, Ze istnieje

korelacja pomigdzy zdolno$cia preparatow do chelatowania jonéw metali, a ich
wlasciwosciami antyrodnikowymi wobec rodnikéw hydroksylowych. Nalezy tu jednak
zauwazy¢, ze na omawiang korelacj¢ moégt wpltyna¢ fakt, ze w do$wiadczeniu
badajacym wiasciwosci chelatujace uzyto jonéw zelaza, a nie jondw miedzi, ktéra
katalizowata wytwarzanie rodnikéw wodorotlenowych.

Tabela 3

Zdolno$¢ preparatéw polifenoli do unieczynniania rodnikéw wodorotlenowych.
The effect of polyphenols on scavenging the hydroxyl radicals by the polyphenol preparations.

Mi . . Fluorescencja w jedn. umownych
ieszanina reakcyjna ) ) .
. . Fluorescence expressed in conventional units
Reaction mixture
0 min 10 min 20 min 30 min
H,0,/Cu™/DTET 398,55 (+7,72)" | 516,67 (¥2,82) | 901,87 (+1,31) 1003 (+0,00)
H,0,/Cu*/DTET + PFCz | 36,49 (£5,15) | 46,62 (£17,06) | 55,74 (+18,23) 49,05 (£17,82)
H,0,/Cu*”/DTET + PFR | 280,05 (+6,02) | 392,10 (+4,98) | 505,52 (+4,74) | 578,02 (8,60)
H,0,/Cu**/DTET + PFBt | 386,32 (+4,28) | 478,62 (¥6,12) | 665,62 (£7,72) 750,50 (£0,83)

Whioski

1. Wszystkie preparaty polifenoli otrzymane z okrywy nasion fasoli wykazywaty
wtasciwosci przeciwutleniajace w badanych uktadach modelowych.

2. Preparaty otrzymane z okrywy nasion fasoli czarnej i r6zowej wykazywaly lepsza
zdolno$¢ do wiazania rodnikéw niz preparat z fasoli biatej.

3. Wpykazano wigksza aktywnos$¢ przeciwutleniajaca preparatow z fasoli kolorowej
wobec rodnikéw wodorotlenowych w reakcji katalizowanej jonami metali
przejsciowych, co moze mie¢ zwiazek z ich lepszymi wtasciwosciami
chelatujacymi.

4. W sktadzie wszystkich badanych preparatow stwierdzono dominacj¢ tanin

skondensowanych.
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THE ANTIOXIDANT PROPERTIES OF POLYPHENOL PREPARATIONS OBTAINED FROM
BLACK, PINK, AND WHITE BEAN SEED COATS (PHASEOLUS)

Summary

The objective of this work was to study antioxidative properties of the preparations obtained from the
seed coats of black, pink and white beans. To make the preparations, polyphenols were extracted using a
0.5% HCI solution (HCL in methanol), condensed under the vacuum conditions, and, finally, they
underwent a lyophilization procedure. In order to provide a chemical profile of the preparations obtained,
the contents of condensed tannins and anthocyanins were determined. Furthermore, the chelating capacity
of the polyphenols and their effect on Fe(Il) ions were determined. The antioxidative properties were
determined in the presence of hydroxyl and ABTS* radicals. It was stated that polyphenols under
investigation developed an antioxidative activity in the presence of both the ABTS*" radicals (from 18%
to 28.5%) and the hydroxyl radicals (from 25% to 95%). The preparations extracted from the black and
pink bean coats developed the strongest antioxidative activity, whereas the preparation extracted from the
white bean coats had the weakest antioxidant effect. This fact could be attributed to the higher contents of
condensed tannins in the preparations made of colour bean coats.

Key words: polyphenols, antioxidant properties, ABTS™" radicals, hydroxyl radicals



