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NATYWNE ANTYOKSYDACYJNE BIOKOMPONENTY
PREPARATOW LUBINOWYCH

Streszczenie

W pracy okreslono wptyw proceséw fermentacji i ekstruzji na zawarto$¢ tokoferoli i aktywnos¢ anty-
oksydacyjna nasion tubinu. Do analizy jakosciowej i ilo§ciowej homologéw tokoferoli wykorzystano
technik¢ HPLC, natomiast aktywno$¢ antyoksydacyjna okreslono na podstawie ilo$ci wygaszonych rodni-
kow DPPH’. W badanych preparatach ubinowych wykazano obecno$¢ alfa-, gamma-, delta-tokoferolu.
Najwyzsza zawartoscia tokoferoli oraz aktywnoscia antyoksydacyjna charakteryzowaty si¢ odmiany tubi-
nu biatego. Pod wpltywem dokonanych modyfikacji zawartos¢ tokoferoli a takze aktywno$¢ antyoksyda-
cyjna zmniejszyta si¢. Najwigksza redukcje tokoferoli uzyskano pod wpltywem ekstruzji preparatow fer-
mentowanych.

Stowa kluczowe: preparaty tubinowe, fermentacja mlekowa, ekstruzja, tokoferole, aktywnos¢ przeciwu-
tleniajaca

Wprowadzenie

Spozywanie zywnosci jak najmniej przetworzonej z przewaga produktow roslin-
nych to najczestsze zalecenia dietetykow w profilaktyce wielu chordb, w tym gltownie
cywilizacyjnych. Nasza dieta powinna by¢ réznorodna i sktada¢ si¢ z wielu cennych
zwiazkow, waznych z uwagi na ich aktywno$¢ biologiczna w odniesieniu do naszego
organizmu. Do takich zaliczamy tokochromanole (a-, B-, y-, 6-T), ktorych obecnos¢
w pozywieniu jest bardzo istotna nie tylko ze wzgledu peknienia funkcji witaminy E
u ludzi i zwierzat, ale przede wszystkim sa zaliczane do najefektywniejszych natural-
nych przeciwutleniaczy [1]. Natywne antyoksydanty nabieraja coraz wigkszego zna-
czenia z uwagi na udowodniona rol¢ jaka wykazuja w ochronie przed atakami wolnych
rodnikéw w przemianach metabolicznych a szczegodlnie ich dziatanie jest zwiazane
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z inhibicja oksydacji lipidow ustrojowych i thuszczow pozywienia [2]. Zasadnicza rola
alfa-T jako przeciwutleniacza jest wygaszanie lipidowych rodnikéw nadtlenkowych
w reakcji utleniania lipidow [3]. Wedlug Wijtmans i in. [4] alfa-T jest najsilniejszym
znanym przeciwutleniaczem rozpuszczalnym w ttuszczach. Alfa-T oddziatuje na ptyn-
no$¢ btony podobnie jak cholesterol i moze wptywac na jej przepuszczalno$¢ w sto-
sunku do matych jonow i czasteczek [5] oraz wptywa hamujaco na kinaz¢ biatkowa
oraz proliferacj¢ komorek [6]. Gloéwnymi naturalnymi zrodtami tokochromanoli sa
rosliny wyzsze. Wystepuja one w korzeniach, todygach, liSciach i kwiatach, a w efek-
cie ich dojrzewania w nasionach oraz owocach, ktore trafiaja do naszej diety [2].
Gltownie wystepuje homolog o-T, ktory chroni aparat fotosyntetyzujacy przed reak-
tywnymi formami tlenu i wolnymi rodnikami. W nasionach (tkankach niefotosyntety-
zujacych) w przewazajacej ilosci obecny jest y-T, ktory pelni rolg antyoksydanta
w stosunku do polienowych kwaséw thuszczowych [6, 7]. Przeciwutleniajaca aktyw-
nos$¢ homologicznych tokoferoli in vivo ksztaltuje si¢ w nastepujacej kolejnosci a-
T > B-T >vy-T > 5-T, natomiast ich aktywnos¢ in vitro w odwrotnej &-T <y-T < f3-
T<a-T [8 - 10]. Urozmaicenie diety zawigzane jest z odpowiednimi proporcjami
biatka, thuszczow i cukrow, a takze roznorodnoscia poszczegdlnych sktadnikow zyw-
nosci bedacych ich biologicznymi nosnikami. W odpowiednio zestawionej diecie po-
winny znalez¢ si¢ produkty pochodzenia zwierzgcego i roslinnego. Od wielu dziesig-
cioleci trwaja badania nad biatkami ro$lin straczkowych, glownie soi. Oprocz trady-
cyjnego zastosowania soja i preparaty z nasion soi maja niezmiernie szeroki obszar
zastosowania w przemysle paszowym oraz spozywczym [11, 12]. Jednakze nasiona soi
maja szczegolne wymagania klimatyczne, co stanowi powazne ograniczenie w upra-
wiane tej rosliny. Lubin jako ro$lina straczkowa rowniez jest dobrym zrodlem biatka
roslinnego i z powodzeniem moze by¢ uprawiana w strefie klimatu umiarkowanego,
oraz na stabych glebach, ktére dla soi sa nieodpowiednie. Dodatkowym atutem za
uprawa tubinu jest fakt, iz tubin wzbogaca ziemi¢ w azot, przez co jest polecany
w plodozmianie, powodujac wigksze zbiory kolejnych roslin uprawnych [13]. Wiele
badan zywieniowych dotyczacych zastosowania lubinu w zywieniu zarowno zwierzat
jak i ludzi, wykazato, ze moze on konkurowac z nasionami soi [13 - 16]. Lubin zawiera
ok. 44% biatka oraz 13% tluszczu i wiele sktadnikéw zaliczanych do biologicznie ak-
tywnych, w tym wspomniane wyzej antyoksydanty lipofilne (tokochromanole), a takze
hydrofilne (zwiazki fenolowe). Zywieniowo lubin przewyzsza nasiona soi niska zawar-
toscia inhibitoréw trypsyny, tanin, fityniandw oraz saponin [17 - 19].

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie wptywu przeprowadzonych
modyfikacji technologicznych w nasionach tubinu na poziom tokoferoli w uzyskanych
preparatach. Dodatkowym aspektem byla ocena preparatéw tubinowych pod katem ich
efektywnos$ci antyoksydacyjnej, z uwagi na mozliwo$¢ wzbogacania nimi produktow
spozywczych np. makarondéw i innych przetworow zbozowych.
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Material i metody badan

Materiat do badan stanowily rozdrobnione w warunkach laboratoryjnych nasiona
lubinu nastepujacych odmian: Juno, Parys (Lupinus luteus), Butan, Boros (Lupinus
albus) oraz Baron i Cezar (Lupinus angustiolius) pochodzacych z Zaktadu Doswiad-
czalnego Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Przebgdowie k. Poznania. Surowiec ten
poddano fermentacji, ekstruzji oraz obu procesom tacznie. Do przeprowadzenia eks-
truzji wykorzystano ekstruder dwuslimakowy typ 211 P 82 M. Zastosowano parametry
okreslone jako optymalne: wilgotnos¢ 35%, temperatury 95/120/140/130 °C. Rozdrob-
nione nasiona wraz z okrywa poddano fermentacji mlekowej z uzyciem kombinacji
szczepOw bakterii Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum i Lactobacil-
lus brevis. Inokulum stanowito 10% masy surowca. Proces prowadzono w temperatu-
rze 30°C, wilgotnosci 60% przez 20-22 godz., do osiagnigcia pH 4,0 - 4,2.

Oznaczenia tokochromanoli w badanych probach tubinu

Do jakoSciowego i ilosciowego oznaczenia homologicznych tokoferoli stosowa-
no HPLC (Waters 600). Aparat byt wyposazony w kolumng Lichrosorb Si 60. Proby
rozdzielano w uktadzie n-heksan/7,4 dioksan (97:3 v/v) o szybkosci przeptywu 1,5
ml/min. Stosowano detektor fluorometryczny przy wzbudzeniu A=290 nm i emisji
A=330 nm oraz komputerowy system sterowania Waters Millenium. Identyfikacj¢ ja-
kosciowa prowadzono w odniesieniu do standardéw tokoferoli, a ilosciowo oznaczano
w stosunku do krzywych kalibracyjnych wykonanych dla standardow.

Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajqcej z DPPH

Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca w preparatach oznaczono na podstawie zdolnosci
wygaszania rodnikow DPPH’ (Sigma) wykorzystujac metode Espina i in. [20]. Pomia-
ry spektrofotometryczne przeprowadzono po 10 i 30 min od dodania reagenta przy
A=520 nm. Wyniki oznaczenia zdolno$ci wygaszania wolnych rodnikow DPPH" poda-
no w %.

Analiza statystyczna
Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej wykorzystujac jednoczynni-

kowa analize wariancji oraz testy post-hoc Tukey’a dla p<0,05. Obliczen dokonano w
programie Statistica 7 (StatSoft).

Wiyniki i dyskusja

Sumaryczna zawartos$¢ tokoferoli w nasionach tubinu ksztattowala si¢ na pozio-
mie od 1,9 (Parys po ekstruzji) do 16,7 mg 100g™ s.m. (Boros bez modyfikacji) (tab.1).
Najwyzsza zawarto$cia tokoferoli charakteryzowaly si¢ odmiany biatego tubinu, na-
stepnie zottego 1 waskolistnego.
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Zawarto$¢ homologow tokoferolu w probach tubinu (mg x 100 g™ s.m.)
The contents of tocopherols in lupin samples (mg x 100 g dm)

Tabela 1

Tokoferol Modyfikacje/modifications
Tocopherol Bez modyfikacji Fermentacja Ekstruzja Fermentacja + ekstruzja
Non-modified Fermentation Extrusion Fermentationtextrusion
Lupinus albus

Boros
Alpha 0,17+0,00 ac |1,18+0,13be - -
Gamma 1545+0,26df |3,87+0,22bc 7,53+0,10 c e 2,75+0,10a b
Delta 0,65+0,054cc [0,24+0,02ab 0,40+0,02b b 0,25+0,01 ac
Total 16,73 £0,24df |5,29+0,36 b d 7,93+0,06 c ¢ 3,01£0,11aa
ET* 1,73 1,57 0,77 0,28

Butan
Alpha 0,15+0,00 ab 0,16£0,00 ab b 0,19+0,01 bb -
Gamma 14,04+0,58 d e 8,85+0,10b f 10,27+0,10 ¢ £ 2,60+0,01 a ab
Delta 0,32+0,010b b 0,58+0,02 cc 0,71+£0,02 dc 0,16+£0,00 ab b
Total 14,52+0,59 d e 9,60+0,08 b f 11,18+0,14 ¢ f 2,76+0,01 a ac
ET* 1,56 1,06 1,24 0,26

Lupinus angustifolius

Baron
Alpha 0,25+0,01 ae 0,34+0,03 bd 0,51+0,05d ¢ 0,48+0,11dc
Gamma 7,28+0,30d b 3,1245,153bb 5,15+£0,05cc 2,52+0,19 aa
Delta - - - -
Total 7,53+0,31db 3,46+0,21 b b 5,66+0,00 ¢ d 3,01+0,30 aa
ET* 0,97 0,65 1,03 0,73

Cezar
Alpha 0,27+0,02 b f 0,29+0,02 c ¢ 0,19+£0,03 ab -
Gamma 6,39+0,15d a 1,68+0,03 aa 3,08+0,06 ¢ b 1,99+0,20 b ¢
Delta 0,21£0,02 b ab - 0,32+0,00c b 0,03+0,00 a a
Total 6,88+0,13 ca 1,98+0,01 a a 3,60+0,04b b 2,01+£0,20 a d
ET* 0,92 0,46 0,51 0,20

Lupinus luteus

Juno
Alpha 0,22+0,02b d 0,003+0,00 a a - -
Gamma 10,86+0,29 d d 7,88+0,17 c e 5,33+0,02bd 2,59+0,05 a ab
Delta 0,13+0,01 ba - 0,07£0,00 a a -
Total 11,22+0,29d d 7,88+0,17 ce 5,40+0,02 b ¢ 2,59+0,05 a be
ET* 1,31 0,79 0,53 0,25

Parys
Alpha 0,13+0,01 ba - 0,02+0,00 a a 0,31+0,01 ca
Gamma 8,85+0,47 c ¢ 4,33+0,06 bd 1,81+0,05a a 1,80+0,01 ac
Delta 0,30+£0,02 ¢ b 0,05£0,01 aa 0,05+0,00 a a 0,26+0,01 b ¢
Total 9,28+0,49d ¢ 4,43+0,07 c ¢ 1,89+0,05aa 2,37+0,03b b
ET* 1,03 0,43 0,22 0,49

*ET= Img a-T + 0,5B-T + 0,1y-T + 0,035-T + 0,50.-T3 + 0,05p-T3 [9]
Srednie oznaczone réznymi transkrypcjami literowymi w pierwszej kolumnie réznia si¢ w sposob staty-

stycznie istotnie na poziomie 0=0,05 pomig¢dzy modyfikacjami technologicznymi.

Srednie oznaczone réznymi transkrypcjami literowymi w drugiej kolumnie réznia si¢ w sposob staty-
stycznie istotnie na poziomie 0=0,05 pomig¢dzy odmianami tubinu.
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The average value marked with different superscript letters in first column are significantly different at
a=0,05 between technological modifications.

The average value marked with different superscript letters in second column are significantly different at
0=0,05 between lupin varieties.

W badanych probach zidentyfikowano trzy homologi o-T, y-T, 8-T, przy czym
dominujaca forma byt y-T, zarowno przed, jak i po modyfikacjach. Nie wykazano
obecnosci B-T, ktory rzadko wystepuje w naturze [21]. Najwigksze ilosci o-T stwier-
dzono w tubinach biatych; nie stwierdzono natomiast jego obecnosci w tubinie wasko-
listnym Baron.

Uzyskane wyniki sa zgodne z badaniami innych autoréw, ktore wskazuja na wy-
stgpowanie gtownie y-T oraz mniejszych ilosci o-T, 5-T w tubinie [22-24]. Yoshida
iin. [25] stwierdzil, Ze w nasionach soi dominujacymi homologami sa y-T i 6-T, jed-
nakze poza tymi formami wystgpowaty rowniez mate ilosci a-T i B-T.

Prezentowane badania wykazaty, ze a-T, homolog o najwyzszej aktywnosci bio-
logicznej [2] w najwigkszej ilosci wystapit w tubinach waskolistnych. Sposrod bada-
nych odmian najwyzszymi warto§ciami ekwiwalentu o-T (ET) wyrdznity si¢ proby
hubinu biatego bez modyfikacji, natomiast najnizszymi tubiny waskolistne.

Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, ze modyfikacje technologicz-
ne przyczynity si¢ do zmniejszenia zawartosci tokoferoli, zwlaszcza w probach ekstru-
dowanych po przeprowadzeniu fermentacji mlekowej. Badania wykazaty, Zze najbar-
dziej obnizyla si¢ suma tokoferoli w tubinach biatych ekstrudowanych po fermentacji
(81-81,5%), nastgpnie w tubinach zo6ttych. Najmniejsze straty wykazaty tubiny wasko-
listne; zmiany w sumarycznej zawartosci tokoferoli wynosily od 60-70%. Te zmiany
najprawdopodobniej sa efektem dziatania kilku czynnikoéw takich jak wilgotnosé, ci-
$nienie, temperatura, ktore wplynegty destrukcyjnie na tokoferole podczas proceséw
technologicznych. Doniesienia literaturowe wskazuja na straty tokoferoli podczas eks-
truzji w wielko$ci od 7 do 86% [26], a w badaniach Zielifiskiego 1 in. [27] najmniej
odporny na procesy hydrotermiczne okazat si¢ a-T, inne homologi byly bardziej sta-
bilne, lecz ich stopien degradacji przekraczat 50%.

Mniegjszy wptyw na ubytek tokoferoli wykazala fermentacja mlekowa. Wyniki
przeprowadzonych badan wykazaty, ze w probach fermentowanych tubinéw bialych
i waskolistnych nastapit wzrost formy a-T, przy czym w przypadku odmiany Boros byt
najwyzszy, przy jednoczesnym obnizeniu pozostatych homologdéw. Wedlug danych lite-
raturowych zmiany zawartosci poszczegolnych homologéw zaleza m.in. od rodzaju fer-
mentacji. Naturalna fermentacja nasion tubinu prowadzi do zwigkszenia zawartosci o-T
i obnizenia form y-T i 6-T, jednak w wyniku fermentacji prowadzonej z Lactobacillus
plantarum zawarto$¢ wszystkich homologéw tokoferoli w tubinie malata [22, 28].

Wyniki przeprowadzonych badan nad potencjalem antyoksydacyjnym zestawio-
no w tabeli 2. Wszystkie badane proby wykazaty aktywnos$¢ antyoksydacyjna. Naj-
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wyzsza efektywnoS$cig przeciwutleniajaca wyrdznita si¢ odmiana Boros tubinu biatego,
ktora przed modyfikacja zmiatata ponad 60% rodnikow DPPH’.

Tabela 2

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca preparatow tubinowych (% wygaszonych rodnikéw DPPH’)
The antioxidative lupin properties of lupin preparations (% DPPH")

Modyfikacje/Modifications

Parameter Bez modyfikacji | Fermentacja Ekstruzja Fermentacja + ekstruzja
Non-modified Fermentation Extrusion Fermentation+extrusion
Lupinus albus
Boros
DPPH' (%) 10 m?n 44,51+4,34 ¢d |18,96+1,45aa |28,03+0,43ba |18,25+0,82 ade
Trolox (1g) 30 min 61,79+3,14 ¢d |27,99+0,64aa |37,5£0,49 bb |26,54+0,59 a de
30 min | 20,34 9,18 12,34 8,74
Butan
DPPH' (%) 10 ml:n 33,60+2,15 ac |32,56+1,09ab |[25,93+1,14ca 19,62+0,57 b e
Trolox (1g) 30 min 50,40+3,13 dc |44,15£0,97cb |36,13£2,04bb |28,48+0,63 ae
30 min | 16,59 14,53 11,89 9,37
Lupinus luteus
Juno
DPPH’ (%) 10 m@n 25,18+1,91bb |33,58+2,83cb |16,73+1,08ac |16,49+1,63 acd
Trolox (ig) 30 min 40,68+2,97bb [39,32+1,21bb |40,67+2,97bb |23,22+1,93 acd
30 min | 13,39 12,94 7,62 7,64
Parys
DPPH' (%) 10 m?n 22,43+1,7dab |18,09+1,49ca |7,76£0,71 ab 13,04+1,35acd
Trolox (1g) 30 min 33,6942,11 dab |2491+2,11ca |11,79+0,24aa |20,09+1,47 acd
30 min | 11,09 8,20 3,38 6,61
Lupinus angustifolius
Baron
DPPH’ (%) 10 m%n 22,09+1,72 aab | 16,76+1,33ca |[25,98+1,79aa 10,95£1,25ba
Trolox (1g) 30 min 35,54+3,28 cab |26,40+1,26 ba |51,06£2,77dd |15,01+147aa
30 min | 11,70 8,69 16,8 4,94
Cezar
DPPH' (%) 10 min 18,57+1,19ca |8,92+1,21 ac |9,14x1,13ab 14,44+0,57 b be
Trolox (1g) 30 min 31,58+1,29ca |17,57£3,61 abc |12,67+0,79 a a 18,40+0,20 b ab
30 min | 10,36 5,78 4,17 6,06

Srednie oznaczone roznymi transkrypcjami literowymi w pierwszej kolumnie roznia sie w sposob staty-
stycznie istotnie na poziomie 0=0,05 pomig¢dzy modyfikacjami technologicznymi.

Srednie oznaczone roznymi transkrypcjami literowymi w drugiej kolumnie roznia si¢ w sposob staty-
stycznie istotnie na poziomie 0=0,05 pomig¢dzy odmianami tubinu.
The average value marked with different superscript letters in first column are significantly different at
a=0,05 between technological modifications. The average value marked with different superscript letters

in second column are significantly different at 0=0,05 between lupin varieties.

Natomiast najmniejszy potencjal antyoksydacyjny cechowat uktad przeciwutle-
niaczy wystgpujacy w odmianie Parys, ktory po ekstruzji wygaszat tylko okoto 12%
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rodnikow. Stwierdzono, ze w odniesieniu do proby przed modyfikacja nastapito obni-
zenie aktywnosci o ponad 50%. Takie r6znice w probach mozna uzasadni¢ duzymi
stratami ogolnej zawartosci tokoferoli wskutek poddania nasion procesowi ekstruzji.

Na podstawie uzyskanych rezultatow mozna stwierdzi¢, ze najwyzsza aktywno-
$cia przeciwutleniajaca charakteryzowatly si¢ wszystkie proby niemodyfikowane. Oce-
na efektywnosci antyoksydacyjnej badanych prob wykazata, ze zastosowana fermenta-
cja mlekowa, ekstruzja i oba zabiegi lacznie powodowaty obnizenie potencjatu antyok-
sydacyjnego otrzymanych preparatow. Wsrod prob modyfikowanych wyjatkowo pre-
zentowat si¢ uktad przeciwutleniaczy w probie tubinu zottego Juno, ktérego zdolnosé
do wygaszania rodnikow DPPH" wzrosta po procesie fermentacji. Najwigksza zdolno-
$cig wymiatania rodnikow DPPH" wyrdzniaty si¢ przeciwutleniacze w odmianach tu-
binu bialego - Boros i1 Butan, nastgpnie waskolistnego i zottego.

Najwyzsza aktywnoscia w wygaszaniu wolnych rodnikow wykazano w odmia-
nach Boros i Butan, natomiast najnizsza $rednig aktywno$¢ w odmianie Cezar. Wbrew
oczekiwaniom nie wszystkie proby posiadajace zblizong zawartos¢ tokoferoli wyka-
zywaly podobna efektywno$¢ w wymiataniu rodnikow DPPH'. Zréznicowana efek-
tywnos¢ antyoksydacyjna wskazuje na pewne synergistyczne oddzialywania pomiedzy
badanymi tokoferolami, a innymi substancjami o wlasciwosciach przeciwutleniajacych
wystepujacymi w nasionach tubinu.

Whioski

1. Najwyzsza zawartoscia tokoferoli charakteryzowaty si¢ odmiany tubinu biatego,
nastepnie zottego i waskolistnego, wykazano w tych odmianach obecnos¢ a-, y-,
6- tokoferoli. W probach nie wystgpowat -tokoferol.

2. Zastosowane modyfikacje wplyngly na obnizenie zawarto$ci homologicznych
tokoferoli w preparatach, przy czym najwigksze straty tokoferoli odnotowano
w probach nasion tubinu poddanych fermentacji mlekowej, a nastgpnie ekstruzji.

3. Przeprowadzone operacje technologiczne spowodowaly obnizenie potencjatu
antyoksydacyjnego badanych préb.

4. Stwierdzono, ze najwyzszym potencjalem antyoksydacyjnym wyrdzniaty si¢ pre-
paraty nasion odmian tubinu biatego Boros i Butan, a nast¢pnie waskolistnego
i zottego. Wykazano Scista zalezno$¢ pomigdzy suma tokoferoli a aktywnosScia
w wygaszaniu DPPH’, rowniez zawarto$¢ y-tokoferolu w probach byla wysoko
skorelowana ze zdolno$cia wygaszania wolnych rodnikow DPPH’.
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NATIVE ANITOXIDANT BIOCOMPONENTS OF LUPIN PREPARATIONS
Summary

Influence of fermentation and extrusion on the tocopherol content and antioxidant activity of lupin
seeds was determined. The HPLC method was applied for qualitative and quantitative analyses of toco-
pherol homologus, while antioxidant activity was determined according to the quantity of quenched
DPPH' radicals. Alpha-, gamma- and delta-tocopherols were found to be present in the investigated lupin
preparations. The highest tocopherol content and antioxidant activity were found in the white lupin varie-
ty. After modifications the tocopherol content and antioxidant activity decreased. The greatest tocopherol
decreased was observed after extrusion of fermented preparations.

Key words: lupin preparation, lactic fermentation, extrusion, tocopherols, antioxidant activity
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