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WPLYW EKSTRUZJI NA ZAWARTOSC POLIFENOLI
I AKTYWNOSC PRZECIWUTLENIAJACA NASION FASOLI
ZWYCZAJNE] (PHASEOLUS VULGARIS L.)

Streszczenie

W pracy przedstawiono wptyw parametréw ekstruzji na sktad i zawarto$¢ polifenoli oraz aktywno$¢
przeciwutleniajaca nasion dwoch odmian fasoli (Phaseolus vulgaris L.). Badane odmiany zawieraty przed
ekstruzja 777-996 mg polifenoli ogétem w 100 g suchej masy. Zidentyfikowano nastgpujace zwiazki:
mirycetyng, kwercetyng, kempferol, cyjanidyng oraz kwasy: chlorogenowy, kawowy, ferulowy i p-
kumarowy. Po ekstruzji zmniejszyla si¢ zawarto$¢ polifenoli ogétem (o 30-32%), jak réwniez, w
wigkszosci przypadkéw, zawarto$¢ poszczegélnych zwigzkéw. Najmniejsze straty przeciwutleniaczy
stwierdzono w ekstrudatach otrzymanych przy nawilzeniu surowca do 20% i w temp. procesu 120°C.
Aktywno$¢ przeciwutleniajaca badanych odmian fasoli, mierzona w ukladzie fB-karoten/kwas linolowy,
ksztaltowata si¢ na zblizonym poziomie, zaréwno przed, jak i po ekstruzji. Najbardziej niekorzystnie
wplynely na t¢ cechg parametry ekstruzji: 20% wilgotnosci i temp. 180°C.

Stowa kluczowe: fasola, ekstruzja, polifenole, aktywno$¢ przeciwutleniajaca

Wstep

Nasiona fasoli zwyczajnej (Phaseolus vulgaris L.) sa bogatym zrédlem nie tylko
podstawowych skladnikéw odzywczych, ale zawieraja takze stosunkowo duzo
przeciwutleniaczy. Prozdrowotne dzialanie tych zwiazkéw wynika m.in. z
unieczynniania wolnych rodnikéw inicjujacych procesy utleniania, chelatowania
jonéw metali katalizujacych te procesy, hamowania enzyméw oksydacyjnych [5, 7, 8,
11, 14, 19]. Do naturalnych przeciwutleniaczy zalicza si¢ wiele réznych grup
zwiazkéw, wérdd ktérych najwigksza stanowia polifenole. Do tych drugorzedowych
metabolitéw  ro$lin  naleza  kwasy  fenolowe  (hydroksybenzoesowe i
hydroksycynamonowe), flawonoidy (flawonole, flawony, flawanole), taniny
niehydrolizujace (procyjanidyny) i inne [3, 8, 10, 13, 14, 20].
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Dzigki spozywaniu zywnos$ci bogatej w przeciwutleniacze zmniejsza si¢
podatnos$¢ organizmu na choroby serca i uktadu krazenia, r6zne formy raka, wolniej
zachodza takze zmiany degeneracyjne wywotlane starzeniem organizmu [8, 16].
Wedtug Schneider [17], czynnikiem ograniczajacym spozycie nasion roslin
straczkowych jest dlugi czas ich obrébki kulinarnej oraz brak na rynku nowych
produktow typu ready-to-eat. Wiadomo, zZe procesy przetwoércze w rozny sposob
wplywaja na zawarto$¢ przeciw utleniaczy i tym samym aktywno$¢ przeciwutleniajaca
otrzymanych produktéw — aktywno$¢ produktéw moze by¢ wyzsza lub nizsza niz
surowca [4, 8, 12].

Celem badan bylo okreslenie wptywu parametréw ekstruzji na zawarto$é
polifenoli oraz aktywnos¢ przeciwutleniajaca suchych nasion fasoli.

Material i metody badan

Materiatem badawczym byty nasiona dwéch nowych polskich odmian fasoli
(wpisane do rejestru COBORU w 2005 r.), o r6znym zabarwieniu okrywy nasiennej:
czerwonym — Augusta i czarnym — Nigeria, ktére pochodzity z Zaktadu Hodowli i
Nasiennictwa Ogrodniczego PlantiCo w Szymanowie. Nasiona do badan rozdrabniono
w miynku Pulverisette 14 firmy Fritsch i nawilzano do 14 lub 20% wilgotnosci.
Ekstruzje prowadzono w ekstruderze jednoslimakowym 20DN firmy Brabender.
Stosowano dwa profile temperaturowe w poszczegllnych sekcjach ekstrudera:
80/100/120°C i 120/160/180°C.

Przygotowanie ekstraktow

Zmielong prébke w ilosci 1 g ekstrahowano poczatkowo 40 cm’ 0,16 M HCl w
80% metanolu (v/v) przez 2 godz., z delikatnym mieszaniem w wytrzasarce z taznia
wodng o temp. 20 £2°C (typ WB 22 firmy Memmert). Nastepnie probki wirowano
(4000 x g), supernatant zachowywano, a osad ponownie ekstrahowano w podanych
warunkach 40 cm’ 70% wodnego roztworu acetonu (v/v). Po odwirowaniu (jak wyzej)
oba ekstrakty taczono i przechowywano w temp. -20°C.

Ogdlna zawartos¢ polifenoli

Og6lna zawarto$é polifenoli oznaczano wedtug Heimler i wsp. [5]. Do 0,125 cm®
ekstraktu dodawano 0,5 cm’ dejonizowanej wody i 0,125 cm® odczynnika Folina-
Ciocalteu’a (Fluka), a po 6 min 1,25 cm’ 7% wodnego roztworu Na,CO; i 1 cm’
dejonizowanej wody. Po 90 min odczytywano absorbancje przy diugosci fali A=760
nm wobec wody (Helios y spectrophotometer Thermo Electron Corp.). Wyniki
wyrazano w mg kwasu galusowego/100 g s.m. prébki.
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Analiza HPLC polifenoli po hydrolizie enzymatycznej

Do 0,5 g zmielonej prébki dodawano mieszaning enzyméw (Drum pektynaza 263,
Seclin, Francja; [-glukozydaza; Hesperydynaza; Sulfataza typ H-2, Sigma)
rozpuszczonych w 5 cm’® buforu cytrynianowego o pH 35,5 i poddawano inkubacji w
tazni wodnej o temp. 40°C przez 1 godz., po czym pozostawiano na 20 godz. w ciemni,
w temp. pokojowej, w celu przeprowadzenia hydrolizy enzymatycznej. Po tym czasie
do prébek dodawano 5 cm’ czystego metanolu i wstawiano na 10 min do lazni
ultradzwigkowej. Po odwirowaniu w wiréwce laboratoryjnej probki poddawano
analizie chromatograficzne;j.

Zwiazki fenolowe oznaczano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej
HPLC w chromatografie cieczowym z detektorem diodowym Merck-Hitachi L-7455.
Detektor wspétpracowat z pompa L-7100 i systemem mieszania odczynnikéw D-7000
HSM Multisolvent  Delivery System. Rozdzial prowadzono w kolumnie
LiChroCART® 125-3 Purospher® RP-18 (5um) Merck, ktéra termostatowano w temp.
30°C. Jako eluent uzyto 80% roztwér acetonitrylu w 4,5% kwasie mréwkowym
(odczynnik A) i 2,5% kwas octowy (odczynnik B), przy przeptywie 1 cm’/min, wg
gradientu: stgzenie odczynnika A zwigkszano liniowo od 0 do 7 min w zakresie od 0
do 15%, nastepnie od 8 do 15 min stgzenie odczynnika A zwigkszano do 20% i od 16
min do konca analizy — do 100%. Po 10 min wymywania kolumny przy 100% stg¢zeniu
odczynnika A 1 0% odczynnika B, st¢zenie roztworu A obnizano do 0% celem
stabilizacji kolumny przez 10 min, do nastgpnego podania prébki. W czasie analizy
roztwory byly odgazowywane w urzadzeniu firmy Merck. Rejestracj¢ prowadzono
przy A = 320 nm — fenolokwasy, 340 nm — flawonony, 360 nm — flawonole i 520 nm —
antocyjany. Zwiazki identyfikowano na podstawie widm w zakresie od 200 do 600 nm
oraz czasow retencji porownywanych z wzorcami. Wyniki podano w mg/100 g suchej
masy probek.

Aktywnos¢ przeciwutleniajqca w uktadzie p-karoten/kwas linolowy

Oznaczenie wykonano wedlug Al-Saikhana i wsp. [1]: 4 mg B-karotenu (Sigma)
rozpuszczano w 40 cm’ chloroformu, nastgpnie pobierano 3 cm® i dodawano 40 mg
kwasu linolowego (Fluka) oraz 400 mg odczynnika Tween 40 (Sigma). Chloroform
odparowywano pod zmniejszonym ci$nieniem (pompa prézniowa, typ PL-2, AGA-
labor) w temp. 45 + 2°C ogrzewajac prébke¢ w tazni wodnej. Do otrzymanej emulsji
dodawano 100 cm’® 10% H,0, (v/v), nastgpnie pobierano 3 cm’ i dodawano 0,12 cm’
badanych ekstraktow. Probki umieszczano w tazni wodnej o temp. 50 £ 2°C i co 10
min mierzono absorbancj¢ przy dtugosci fali A = 470 nm. Prébka kontrolna zawierata
0,12 cm® wody destylowanej zamiast ekstraktu. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca AA
obliczano wedtug Al-Saikhana i wsp. [1], za$§ wspotczynnik utlenienia ORR wedtug
Oomaha i wsp. [15].
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Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano ocenie statystycznej testem F Snedecora i t-Studenta.
Najmniejsza istotng réznicg (NIR) obliczano na poziomie p=0,01.

Wiyniki i dyskusja

Zawarto$¢ polifenoli ogétem oraz poszczegdlnych sktadnikéw zamieszczono w
tab. 1. Suche nasiona fasoli odmiany Augusta zawieraly 996 mg polifenoli ogétem (w
przeliczeniu na kwas galusowy) w 100 g s.m., co bylo wartoscia o okoto 28% wyzsza
w stosunku do drugiej badanej odmiany. Warto$ci te sa trudne do poréwnania z
danymi literaturowymi ze wzgledu na stosowane przez innych autoréw rézne metody
ekstrakcji, oznaczania i wyrazania wynikow. W celu tatwiejszego porédwnania
wynikéw ujednolicono skalg, przeliczajac dane innych autoréw na 100 g produktu.
Oomabh i wsp. [15] podaja zawartos¢ polifenoli w szesciu badanych odmianach fasoli w
zakresie 328-1661 mg katechiny. Z kolei Vinson i wsp. [18] uzyskali zawarto$¢
polifenoli na poziomie 3590 uM katechiny (1042 mg) w fasoli ‘Kidney’ i 3190 uM
katechiny (926 mg) w ‘Pinto’. Wu i wsp. [21] oznaczyli w r6znych odmianach fasoli
od 223 mg do 1247 mg polifenoli, w przeliczeniu na kwas galusowy. Heimler i wsp.
[5] stwierdzili w badanych 12 wioskich odmianach fasoli od 117 do 440 mg polifenoli,
jako kwas galusowy. Oprécz samej metody oznaczania bardzo istotny jest takze sposob
ekstrakcji polifenoli z badanego materiatu. Amarowicz i wsp. [2] oznaczyli w
zaleznosci od stosowanego roztworu ekstrakcyjnego zawarto$¢ polifenoli w tej samej
prébee soczewicy w granicach 292-721 mg/100 g. Uzyskane wyniki sa zblizone do
podanych przez Wu i wsp. [21], ktérzy stosowali, podobnie jak w niniejszej pracy,
ekstrakcje dwustopniowa.

Fasola odmiany Augusta zawierata wigcej niz ‘Nigeria’ kwercetyny, kwasu
chlorogenowego, kawowego, ferulowego, natomiast ‘Nigeria’ byta zasobniejsza w
kempferol i kwas p-kumarowy, a dodatkowo zawierala nieobecne w nasionach
‘Augusty’ mirycetyng i cyjanidyne (rys. 1, tab. 1). Zidentyfikowane zwiazki
polifenolowe stanowia tacznie tylko czes¢ polifenoli ogétem oznaczonych przy uzyciu
odczynnikam Folina-Ciocalteu’a. Rozbiezno$¢ wynika z tego, ze w sktad polifenoli
wchodza takze frakcje, ktérych nie oznaczano chromatograficznie, np. taniny
skondensowane, a niektérych zwiazkéw widocznych na chromatogramach nie udato
si¢ zidentyfikowa¢. Ponadto metoda spektrofotometryczna jest mniej doktadna od
analizy chromatograficznej, gdyz stosowany w niej odczynnik moze reagowaé nie
tylko z polifenolami, ale takze innymi zwiazkami, np. biatkami, co dodatkowo wptywa
na podwyzszenie wyniku.
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1 — kwas chlorogenowy / chlorogenic acid, 2 — kwas kawowy / caffeic acid, 3 — kwas p-kumarowy / p-
coumaric acid, 4 — kwas ferulowy / ferulic acid, 5 — mirycetyna / myricetin, 6-kwercetyna / quercetin, 7-
kempferol / kaempferol, n — zwiazki niezidentyfikowane / n — not identified compounds.

Rys. 1. Chromatogramy HPLC kwaséw fenolowych (320 nm) i flawonoli (360 nm) w ekstraktach fasoli
odmiany Augusta (A) i Nigeria (B).

Fig. 1. HPLC chromatograms of phenolic acids (320 nm) and flavonols (360 nm) in Augusta (A) and
Nigeria (B) bean extracts.

Po ekstruzji zawarto$¢ polifenoli ogétem w obu odmianach fasoli zmniejszyta si¢
w podobnym stopniu, $rednio przy wszystkich parametrach ekstruzji o 32% w
‘Auguscie’ 1 30% w ‘Nigerii’. Sposrdd poszczegdlnych parametréw ekstruzji
najmniejsze straty polifenoli stwierdzono przy nawilzeniu surowca przed procesem do
20% i temp. procesu 120°C. W podanych warunkach straty w fasoli odmiany Augusta
wyniosty 21% (w pozostatych parametrach ekstruzji 32-38%), a w nasionach odmiany
Nigeria odpowiednio 21 i 28-37%. Biorac pod uwage temperature ekstruzji wyzsze
straty zanotowano w temp. 180°C, §rednio w obu odmianach 34% wobec 27% w temp.
120°C. Wyzszy stopien nawilzenia nasion przed procesem sprzyjal zachowaniu
wickszej ilosci polifenoli. Srednie straty polifenoli w obu odmianach przy nawilzeniu
materiatu do 14% wyniosty w stosunku do surowca 34%, a przy 20% wilgotno$ci —
27%. Wynika z tego, ze nizsza temperatura procesu ekstruzji, jak i wyzsza zawarto$¢
wody w surowcu wplywaja na mniejszy spadek zawarto$ci polifenoli. Podobna
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zalezno$¢ w odniesieniu do sktadu chemicznego ekstrudowanej fasoli stwierdzili takze

Ismail i Zahran [6] oraz Korus i wsp. [9].
Tabela 1

Zawarto$¢ zidentyfikowanych polifenoli oraz polifenoli ogétem w suchych nasionach fasoli i ekstrudatach
[mg/100 g s.m.].
Content of total phenolics and phenolic compounds in raw bean seeds and their extrudates [mg/100 g d.m.].

Skladniki Nasiona fasoli odmiany Augusta Nasiona fasoli odmiany Nigeria
Phenolic Augusta variety bean seeds Nigeria variety bean seeds
S| 1477120 | 20/120 | 14/180 | 20/180 S 14/120 | 20/120 | 14/180 | 20/180
Mirycet
1ry?e y.na - - - - - 11,50c | 11,59¢c | 9.04a | 995b | 874a
Myricetin
Kwercetyna
. 21,58d | 19,69¢ 18,49b | 17,55a | 1842b | 9,18b | 840b | 6,83a | 6,60a | 634a
Quercetin
Kempferol
N 1,10a 1,13 a 148a | 1,16a 1,05a 9,68c | 10,02c | 872b [ 850ab | 7,67a
Kaempferol
Kwas

chlorogenowy |21,89d| 16,53ab | 18,41c |1578a| 17,12b | 19,47e | 13,39b | 18,53d | 11,65a | 16,20 ¢
chlorogenic acid

Kwas kawowy

L 1,59 a 143 a 1,52a | 1,42a | 149a | 0,67a | 0,62a | 0,53a | 0,54a | 0,66a
Caffeic acid

Kwas ferulowy
. 691 a 722a 740a | 725a | 7,21a | 5.82bc | 620c | 446a |589bc | 5,13 ab
Ferulic acid

Kwas

p-kumarowy
. 1,84 a 1,83 a 1,83a | 1,85a | 1,86a | 296b | 291b | 3,05c | 2,74a | 3,20d
p-Coumaric

acid

Cyjanidyna
e - - - - - 26,17d | 544c | 0,15a | 1,61b | 0,15a
Cyanidin

Ogotem
Total

996 d 621 a 784c | 674b | 647ab | 777e 559 ¢ 615d | 488a | 521b

Objasnienia: / Explanatory notes:

"'S — surowiec / raw seeds,

14, 20 - wilgotno$é ekstrudowanego materiahu / initial humidity of extruded materials [%],

" 120, 180 — temp. ekstruzji / extrusion temperature [°C],

- nie stwierdzono/not detected,

- sktadniki oznaczone w rzedach réznymi literami réznia si¢ w obrgbie odmian statystycznie istotnie
(NIR,-1) / compounds in rows marked with different letters is statistically different within varieties
(LSDy-o0n).

Zawarto$¢ poszczeg6lnych zwiazkéw polifenolowych w wigkszosci przypadkéw
zmniejszyta si¢ w wyniku ekstruzji (tab. 1). Najbardziej zmniejszyta si¢ zawarto$¢
cyjanidyny w nasionach odmiany Nigeria — $rednio ekstrudaty zawieraly 93% mniej
tego sktadnika w stosunku do materialu wyjsciowego. Duze straty wystapity takze
w przypadku kwasu chlorogenowego, $rednio w obu odmianach 23%, przy czym
kwercetyny — 19% i mirycetyny w nasionach odmiany Nigeria — 14%.
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A, = absorbancja wyjsciowa probki / initial absorbance of sample; 14, 20 - wilgotno$¢
ekstrudowanego materiatu [%] / initial humidity of extruded materials [%]; 120, 180 — temperatura
ekstruzji [°C] / extrusion temperature [°C]

Rys. 2. Aktywnos¢ przeciwutleniajaca nasion i ekstrudatéw z fasoli odmiany Augusta (wyzsza warto$¢
absorbancji wskazuje na wyzsza aktywno$¢ przeciwutleniajaca).

Fig. 2. Antioxidant activity of raw bean seeds var. Augusta and their extrudates (higher absorbancy
indicated stronger antioxidant activity).

Dynamika zaniku barwy f-karotenu wskazuje na mniejsza aktywno$¢
przeciwutleniajaca ekstrudatow w poréwnaniu z surowcem (rys. 2 i 3). W obu
odmianach najwyzsza aktywnos$¢ wykazywaly surowe nasiona fasoli, a najnizsza
ekstrudaty uzyskane w temp. 180°C i 20% wilgotnosci. Aktywnos¢ przeciwutleniajaca
pozostatych ekstrudatéw ksztattowata si¢ na zblizonym poziomie. Nie odnotowano
istotnych réznic pomig¢dzy obu odmianami, cho¢ nieco wyzsza aktywno$¢ miaty
surowe nasiona ‘Nigerii’ i uzyskane z nich ekstrudaty (tab. 2). W obu odmianach
najwyzsza warto$¢ aktywnos$ci przeciwutleniajacej wykazywat materiat wyjsciowy, a
najnizsza — ekstrudaty 20%/180°C. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca ekstrudatéw
uzyskanych w pozostatych parametrach nie r6znita sig statystycznie.

Odwrotna tendencja wystapita w przypadku stopnia rozktadu B-karotenu ORR.
Najwyzsze wartosci ORR wykazano w ekstrudatach 20%/180°C, a najnizsze w surowcu.
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Objasnienia jak na rys. 2 / Explanatory notes the same as on Fig. 2.

Rys. 3. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca nasion i ekstrudatéw z fasoli odmiany Nigeria (wyzsza warto$¢

absorbancji wskazuje na wyzsza aktywno$¢ przeciwutleniajaca).
Fig. 3. Antioxidant activity of raw bean seeds var. Nigeria and their extrudates (higher absorbancy

indicated stronger antioxidant activity).
Tabela 2

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca (AA) i wspdtczynnik utlenienia B-karotenu (ORR) badanych nasion i

ekstrudatow z fasoli.
Antioxidant activity and B-carotene oxidation rate (ORR) of bean seeds and extrudates.

Probka Nasiona fasoli odmiany Augusta Nasiona fasoli odmiany Nigeria
Augusta variety bean seeds Nigeria variety bean seeds
Sample
AA ORR AA ORR
S’ 475¢ 0,525 a 55,6 ¢ 0,444 a
14/120 45,6 be 0,544 ab 49,6 b 0,504 b
20/120 43,7b 0,563 b 50,4 b 0,496 b
14/180 42,5b 0,575 b 49,6 b 0,504 b
20/180 382a 0,618 ¢ 40,6 a 0,594 ¢

Objasnienia: / Explanatory notes:

* surowiec / raw seeds,

- sktadniki oznaczone réznymi literami r6znia si¢ w obrebie odmian statystycznie istotnie (NIR_o 1),
- compounds marked with different letters is statistically different within varieties (LSDp-g 1),

14, 20 — wilgotno$¢ ekstrudowanego materiatu / initial humidity of extruded materials [%],

120, 180 — temperatura ekstruzji / extrusion temperature [°C].

Whioski
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1. Najmniejsze straty polifenoli ogétem, wynoszace $rednio 21%, w nasionach fasoli
odmian Augusta i Nigeria, spowodowala ekstruzja materiatu nawilzonego do 20%,
prowadzona w temp. 120°C.

2. Sposréd zidentyfikowanych polifenoli najbardziej podatna na rozktad podczas
ekstruzji okazata si¢ cyjanidyna, ktérej straty siggaty 99%.

3. Proces ekstruzji spowodowal obnizenie aktywnosci przeciwutleniajacej fasoli.
Najwigksze obnizenie aktywnosci przeciwutleniajacej stwierdzono, stosujac
parametry ekstruzji: 20% wilgotnosci i temp. 180°C.

Praca naukowa finansowana ze srodkéow Ministra Nauki w latach 2004-2006 jako
projekt badawczy zamawiany nr PBZ-KBN-094/P06/2003/29
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INFLUENCE OF EXTRUSION ON PHENOLICS CONTENT AND ANTIOXIDANT ACTIVITY
OF BEAN (PHASEOLUS VULGARIS L.)

Summary

The influence of extrusion parameters on changes in phenolics amount and composition
as well as antioxidant activity of bean (Phaseolus vulgaris L.) was presented. Total phenolics in
varieties varied from 777 to 996 mg/100g d.b. Myricetin, quercetin, kaempferol, cyanidin,
chlorogenic acid, caffeic acid, ferulic acid and p-coumaric acid were identified. Content of total
phenolics decreased during extrusion about 30-32%. Also, content of the majority of phenolic
compounds was lowered after extrusion in comparison to raw seeds. The lowest losses of
phenolics was observed in extrudates obtained of processing parameters: 20% initial humidity,
temperature 120°C. Antioxidant activity, evaluated in B-carotene/linoleic acid model system,
both raw seeds and extrudates were similar in two investigated varieties. The highest decrease
of antioxidant activity was observed in extrudates obtained with parameters 20% humidity and
temperature 180°C.

Key words: bean, extrusion, phenolics, antioxidant activity



