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WEASCIWOSCI PRZECIWUTLENIAJACE POLIFENOLI
ZAWARTYCH W OKRYWIE NASIENNEJ NASION BOBU

Streszczenie

Celem pracy bylo okre$lenie wtasciwosci przeciwutleniajacych preparatow polifenoli uzyskanych
z okrywy nasiennej nasion bobu dwoch odmian: Windsor Biaty i Bartom. Preparaty otrzymano przez
ekstrakcjg polifenoli 0,5% roztworem HCl w metanolu, zaggszczanie pod proznia i liofilizacjg.

Charakterystyka chemiczna otrzymanych preparatow polegata na okreSleniu zawartosci polifenoli
ogodtem, tanin skondensowanych i antocyjanow. W badaniach wlasciwosci przeciwutleniajacych prepara-
tow polifenoli oznaczano zdolno$ci preparatow do unieczynniania stabilnych, syntetycznych rodnikow
DPPH i rodnikow wodorotlenowych. Zbadano réwniez zdolno$¢ preparatow do chelatowania jonow zela-
za Il.

Stwierdzono, ze badane preparaty wykazywaty aktywno$¢ przeciwrodnikowa zarowno wobec rodni-
kow wodorotlenowych (od 48 do 50%), jak i rodnikéw DPPH (od 65 do 70%). Badane preparaty chelato-
waly rowniez jony zelaza II. Wigksza aktywnoscia charakteryzowat si¢ preparat z bobu odmiany Windsor
Biaty, co spowodowane byto prawdopodobnie wigksza zawartos$cia polifenoli w tym preparacie.

Stlowa kluczowe: nasiona bobu, polifenole, wlasciwosci przeciwutleniajace, rodniki wodorotlenowe,
rodniki DPPH

Wprowadzenie

Jednym z najwazniejszych kierunkéw badan w technologii Zywnosci jest poszu-
kiwanie nowych metod zabezpieczania produktow przed zachodzeniem niekorzystnych
zmian zarowno podczas produkcji, jak 1 przechowywania zywnosci. Do najbardziej
niekorzystnych zmian w produktach zywno$ciowych zalicza si¢ reakcje utleniania.
Powodujg one zarowno obnizenie warto$ci zywieniowej, jak i pogorszenie smaku oraz
powstawanie toksycznych produktow reakcji, do ktérych zalicza si¢ wolne rodniki
i produkty ich rozpadu [7]. Naukowcy ciagle poszukuja naturalnych przeciwutleniaczy,
uwazanych za bezpieczne, a jednoczesnie dobrze akceptowanych przez konsumentow.
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Technologii Zywnosci, Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego, ul. Nowoursynowska 159 C, 02-776
Warszawa



114 Beata Druzynska, Agnieszka Jezak

Najliczniejsza grupa wsrdd naturalnych przeciwutleniaczy sa polifenole. Zwiazki
te naleza do wtornych metabolitow roslinnych. Sa potrzebne do prawidlowego wzrostu
i reprodukcji roslin. Wystepuja powszechnie w owocach, warzywach, zbozach, a takze
w roslinach straczkowych [3, 18]. Ich przeciwutleniajace wtasciwosci (zwtaszcza fla-
wonoidow 1 kwasow fenolowych) sa w literaturze dobrze udokumentowane [1, 4].
Wsrod roslin straczkowych dotyczy to przede wszystkim polifenoli zawartych w na-
sionach soi [20]. Niewiele jest prac opisujacych dzialanie przeciwutleniajace polifenoli
wystepujacych w krajowych nasionach ro$lin straczkowych, a szczego6lnie w nasionach
bobu.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie sktadu i wlasciwosci przeciwutleniajacych
polifenoli zawartych w okrywie nasiennej bobu.

Material i metody badan

Materialem badawczym byly preparaty otrzymane z okrywy nasiennej dwoch
odmian nasion bobu: Windsor Biaty i Bartom. Nasiona bobu moczono w wodzie przez
24 godz., a nastgpnie recznie obluszczano. Okrywe suszono w temperaturze pokojowej
i mielono. Polifenole ekstrahowano 0,5% roztworem kwasu solnego w metanolu, wy-
trzasajac przez 24 godz. w temperaturze pokojowej. Otrzymany ekstrakt zaggszczano
pod préznia w temp. 50°C i poddawano liofilizacji [17]. Przed kazdym oznaczeniem
odpowiednia nawazke preparatu rozpuszczano w metanolu.

Charakterystyka chemiczna otrzymanych preparatéw obejmowata okreslenie za-
wartosci: polifenoli ogdtem [13], tanin skondensowanych [5] i antocyjanéw [15]. Poli-
fenole ogdtem oznaczano na podstawie reakcji barwnej zachodzacej pod wptywem
dodania odczynnika Folina-Ciocalteu’a i weglanu sodu. Absorbancje barwnego kom-
pleksu mierzono przy A = 700 nm w spektrofotometrze Shimadzu UV-160A w 1 cm
kuwetach. Wynik wyrazano w przeliczeniu na kwas galusowy.

Taniny skondensowane oznaczano na podstawie reakcji z odczynnikiem wanili-
nowym. Odczynnik ten otrzymywano przez zmieszanie w stosunku 50 : 50 roztwo-
row: 1% waniliny w metanolu i 8% HCI w metanolu. Absorbancj¢ mierzono przy A =
500 nm w spektrofotometrze Shimadzu UV-160A w 1 cm kuwetach. Wynik wyrazano
w przeliczeniu na (+)kateching.

Antocyjany oznaczano metoda Sodheimera-Kertesza w modyfikacji Swaina i Hil-
lisa, stosujac 1,5 M roztwor HCI i bufor cytrynianowy (pH 3,4). Absorbancj¢ mierzono
przy A =520 nm w spektrofotometrze UV-160A w 1 cm kuwetach. Zawarto$¢ antocy-
jandéw obliczano na podstawie krzywej wzorcowej, do wykonania ktérej uzyto czer-
wieni kongo.

Wiasciwosci przeciwutleniajace preparatow polifenoli oznaczano przez pomiar
ich zdolnosci do unieczynniania stabilnych, syntetycznych rodnikéw DPPH. Metoda
polega na dodaniu zwiazkéw przeciwrodnikowych do metanolowego roztworu DPPH®,
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ktory w formie rodnikowej wykazuje absorbancje przy A = 517 nm. Warto$¢ tej absor-
bancji obniza si¢ po dodaniu zwiazku antyrodnikowego [14]. Dla porownania dokona-
no pomiaru inhibicji tych rodnikow przez syntetyczny przeciwutleniacz BHT. Aktyw-
nos$¢ przeciwutleniajaca wobec DPPH obliczano z réwnania:

A= [(Ax — Awp)/ Ax] x 100%,

gdzie: A — aktywnos$¢ przeciwrodnikowa [%], Ax — absorbancja proby kontrolnej, Aw;
— absorbancja proby wlasciwe;.

Przeciwrodnikowe wlasciwosci polifenolowych preparatow oznaczano rowniez
przez pomiar fluorescencji wywotanej formowaniem rodnikéw wodorotlenowych ge-
nerowanych z nadtlenku wodoru i benzoesanu sodu w obecnosci jonow miedzi (II)
i DTET (ditioerytritol) w buforze fosforanowym o pH 7,2. DTET stosowano w celu
przyspieszenia reakcji rodnikowej. Fluorescencje pochodnych hydroksylowych mie-
rzono spektrofluorymetrycznie [2]. Aktywno$¢ przeciwrodnikowa (A) obliczano
Z rOwnania:

A = [(Fx — Fwi)/ F] x 100%,

gdzie: Fx — absorbancja proby kontrolnej, Fy; - absorbancja proby wlasciwe;.

Badanie zdolno$ci chelatowania jonow zelaza (II) przez polifenole prowadzono
w wodnych roztworach preparatow polifenoli, dodajac chlorek zelaza(Il) i ferrozyne.
Absorbancje barwnego kompleksu mierzono po 10 min od dodania ferrozyny przy
dtugosci fali 562 nm w spektrofotometrze Shimadzu UV-160A [6]. Zdolno$¢ prepara-
tow do chelatowania jonow zelaza II (CH) obliczano z réwnania:

CH = [(Ak — Awy)/ Ax] x 100%,

gdzie: Ax — absorbancja proby kontrolnej, Aw; - absorbancja proby wlasciwej
Wszystkie oznaczenia wykonywano w co najmniej trzech powtorzeniach. Warto-
$ci $rednich 1 odchylen standardowych obliczano korzystajac z programu Microsoft
Office Excel 2003. Analize¢ statystyczna dos$wiadczenia dwuczynnikowego oraz
wspotezynniki korelacji wyliczano za pomoca programu Statgraphics Plus 4.1.

Wiyniki i dyskusja

W preparacie z bobu odmiany Windsor Biaty stwierdzono wigcej polifenoli ogo-
fem (71,2 mg/100 mg s.m.) niz w preparacie z okrywy nasion bobu ‘Bartom’ (60,3
mg/100 mg s.m.) (tab. 1).

W obu preparatach stwierdzono duza zawarto$¢ tanin skondensowanych w sto-
sunku do polifenoli ogotem (tab. 1). Wigkszg ich zawartoscia (61,2 mg/100 mg s.m.)
charakteryzowat si¢ preparat z nasion ‘Windsor Biaty’. Zawarto$¢ tanin skondensowa-
nych w preparacie otrzymanym z okrywy bobu ‘Bartom’ byta mniejsza i wynosita
54,6 mg/100 mg s.m. Nalezy jednak zauwazy¢, ze zawarto$¢ tanin skondensowanych
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zalezy w duzym stopniu od sposobu ekstrakcji (temperatury, czasu, rodzaju rozpusz-
czalnika) oraz od odmiany nasion [10, 11]. Zastosowany w pracy sposob ekstrakcji
wedtug Tsudy i wsp. [17] powinien zapewnia¢ efektywna izolacje zwiazkow polifeno-
lowych z roslin straczkowych. Wedtug Siddhuraju i Beckera [12], ktorzy porownywali
skutecznos¢ ekstrakcji r6znych mieszanin (woda, etanol-woda, metanol-woda, meta-
nol-kwas solny, aceton-woda), najwigksza wydajnos¢ procesu ekstrakcji uzyskuje si¢
za pomocg mieszaniny metanolu z 1% kwasem solnym w przypadku izolowania poli-
fenoli z roslin straczkowych i zbdz. Podobna metodg ekstrakcji zastosowano réwniez
w pracy Duenas i wsp. [1] do ekstrakcji polifenoli z okryw nasiennych groszku.

Tabela 1l
Zawarto$¢ polifenoli ogotem, antocyjanéw i tanin skondensowanych w preparatach z okrywy nasion bobu.
The content of total polyphenols, anthocyanins and condensed tannins in the preparations made of the
broad bean seed coat.

Polifenole ogotem Antocyjany Taniny
. skondensowane
Preparat Total polyphenols Anthocyanins .
. Condensed tannins
Preparation [mg/100 g s.m.] [mg/100 g s.m.]

[mg/100 g d.m.] [mg/100 g d.m.] [mg/100 ¢ s.m.]

grbgcm grilgdm. [mg/100 g d.m.]
Windsor Biaty 71,2+0,1b" 09+0,6a 61,2403 b
Bartom 60,3+0,1a 0,740,1 a 54,6 £0,2 a

Objasnienia: / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / In the Table, mean values + standard
deviations are shown.

* - warto$ci $rednie w tej samej kolumnie oznaczone réznymi indeksami réznia sie statystycznie istotnie
migdzy soba (a0 = 0,05) / mean values in the same column, which are denoted by different superscripts,
differ statistically significant among each other (o = 0.05).

Zawarto$¢ tanin skondensowanych oznaczana metodami chemicznymi moze by¢
czesto obarczona blgdem, co spowodowane jest chociazby ich stopniem polimeryzacji.
Z tego wzgledu nalezy zachowaé duza ostrozno$¢ przy porownywaniu ogolnej zawar-
tosci tanin skondensowanych oznaczanych réznymi metodami chemicznymi, podawa-
nych przez r6znych autoréw [19].

Antocyjany wystgpowaty w matej ilosci w preparatach z obu odmian bobu. Nieco
wigcej antocyjandw stwierdzono w preparacie z odmiany Windsor Biaty (0,9 mg/100
mg s.m.). Tak mata zawarto$¢ tych zwiazkéw wynika z niewielkiej intensywnosci za-
barwienia okrywy nasienne;j.
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Najwyzsza zdolno$¢ do inhibicji rodnikow DPPH (90%) uzyskal przeciwutle-
niacz syntetyczny (BHT), natomiast aktywno$¢ przeciwrodnikowa preparatow zawie-
rata si¢ w granicach od 65 do 70% (rys. 1). Oba preparaty charakteryzowatly si¢ wyso-
ka aktywno$cia przeciwrodnikowa i dezaktywowatly ponad 50% rodnikoéw DPPH, przy
czym wigksza zdolnoscia do inaktywacji syntetycznych rodnikow DPPH charaktery-
zowal si¢ preparat otrzymany z okryw nasiennych bobu odmiany Windsor Biaty
(66,9%).

90,4
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n

|

Aktywno$¢ przeciwrodnikowa [%]
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wn
(=)

Windsor Biaty Bartom BHT

Rys. 1. Aktywno$¢ przeciwrodnikowa preparatow z nasion bobu wobec stabilnych rodnikéw DPPH.
Fig. 1.  Antiradical activity of preparations made of broad been seeds against the stable DPPH radicals.

W pracy stwierdzono dobra korelacj¢ pomigdzy zawarto$cia tanin skondensowa-
nych a zdolno$cia preparatow okryw nasiennych bobu do wygaszania rodnikow DPPH
(wspotczynniki korelacji powyzej r = 0,96). Mozna wigc sadzi¢, ze zwiazki te maja
silne dziatanie inhibicyjne wobec rodnikow DPPH. Wniosek ten znajduje potwierdze-
nie takze w badaniach innych autor6w. Rocha-Guzman i wsp. [8] roéwniez stwierdzili
wysoka korelacjg migedzy zawartoscig tanin skondensowanych a inaktywacja rodnikow
DPPH w fasoli zwyklej. Badania Saint-Cricq de Gaulejac i wsp. [9] roéwniez dowiodty,
ze taniny skondensowane najskuteczniej wiaza rodniki DPPH. Cytowani autorzy pro-
wadzili badania z okrywami czerwonych winogron, identyfikujac polifenole za pomo-
ca rezonansu paramagnetycznego i stwierdzili, ze to wlasnie taniny sa odpowiedzialne
za efekt wygaszania stabilnych rodnikow DPPH w tym materiale roslinnym.

Otrzymane w niniejszej pracy preparaty dezaktywowaly rowniez rodniki hydrok-
sylowe, jedne z najbardziej reaktywnych form tlenu. Tworza si¢ one zarowno w orga-
nizmie, jak i w zywnosci [16].

Podobnie, jak w przypadku rodnikéw DPPH, stwierdzono, ze wyzsza aktywno-
$cig wobec rodnikéw wodorotlenowych charakteryzowat si¢ preparat z okryw bobu
odmiany Windsor Bialy (50,4%). Aktywno$¢ drugiego preparatu byta nieznacznie
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nizsza (49,8%). Polifenole zawarte w preparatach wykazywaty aktywnos$¢ przeciwu-
tleniajaca wobec rodnikow hydroksylowych zaraz po zapoczatkowaniu reakcji, a takze
po 10, 20 i 30 min jej trwania (tab. 2). W przypadku obu preparatow stwierdzono naj-
wyzsza aktywnos¢ po 30 min reakcji. Aktywno$¢ ta malata po dalszym przedtuzeniu
czasu reakcji. Z przedstawionych danych wynika, ze w pierwszym okresie pomiarow
inaktywacja rodnikow wodorotlenowych zachodzita w najwigkszym stopniu, natomiast
w miar¢ uptywu czasu reakcje te zachodzity coraz wolniej. Po 30 min inkubacji probka
bez dodatku preparatu osiagneta maksymalng warto$¢ fluorescencji.

W pracy stwierdzono nieznacznie lepsza efektywnos¢ przeciwutleniajaca prepara-
tu z okrywy nasiennej bobu ‘Windsor Biaty’. Mozna sadzi¢, ze ma to zwiazek z wyz-
sza zawarto$cia tanin skondensowanych w tym preparacie. W literaturze mato jest
danych dotyczacych zdolnos$ci naturalnych przeciwutleniaczy do wygaszania rodnikow
wodorotlenowych. Saint-Cricq de Gaulejac i wsp. [9] wykazali, ze w etanolowych
ekstraktach z winogron zdolno$¢ do inaktywacji rodnikéw wodorotlenowych zwiazana
jest $cisle z zawartoscia tanin skondensowanych. W niniejszej pracy nie stwierdzono
takiej korelacji.

Tabela 2
Zdolnos¢ polifenoli zawartych w preparatach z nasion bobu do inhibicji rodnikoéw wodorotlenowych.

The ability of polyphenols contained in the preparations made of broad bean seeds to inhibit hydroxyl
radicals.

. . . Fluorescencja w jedn. umownych
Mieszanina reakcyjna . . .
Reacti ixtur Fluorescence in conventional units
caction mixture 0 min 10 min 20 min 30 min
H202/Cu+2/DTET 398,55+7,72 | 516,67+2,82 | 901,87 £ 1,31 1003 £ 0,00
HZOZ/Cu+2/DTET + Windsor Biaty | 267,54 +£5,45 | 367,56+ 7,66 | 489,05 +8,45 | 505,47 +7,42
HZOZ/Cu”/DTET + Bartom 299,15+7,92 | 349,24 +423 | 491,10 £ 4,74 | 499,89 + 8,67

Objasnienia: / Explanatory notes:
W tabeli przedstawiono wartosci $rednie = odchylenia standardowe / In the Table, mean values + standard
deviations are shown.

Wiasciwos$ci wigzania jonéw metali przejsciowych maja duzy udziat w aktywno-
$ci przeciwutleniajacej polifenoli, dlatego w pracy oznaczono zdolno$¢ preparatow
z okryw nasion bobu do chelatowania jonow zelaza (II) (rys. 2).

Preparat z okrywy nasion bobu odmiany Windsor Biaty wykazywatl nieco wigk-
sza zdolno$¢ do chelatowania jonow zelaza (ok. 91%). W preparacie tym stwierdzono
rowniez wigksza zawartos¢ tanin skondensowanych. Z przeprowadzonej analizy regre-
sji wynika, ze wspotczynnik korelacji pomigdzy zawartoscig tanin skondensowanych
a aktywnoscig preparatow do chelatowania jonow zelaza wynosi r = 0,86. Korelacja
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okazata si¢ statystycznie istotna (oo = 0,05). Podobna korelacj¢ uzyskat Siddhuraju
[11], oznaczajac zdolno$¢ do chelatowania jondéw zelaza przez ekstrakty uzyskane
z nasion fasoli (Phaseolus aconitifolius).
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Rys. 2.  Zdolno$¢ do chelatowania jonow zelaza(ll) przez polifenole zawarte w preparatach z nasion
bobu.
Fig. 2. The ability of polyphenols contained in the preparations made of broad bean seeds to chelate the
Fe(II) ions.
Whioski

1. Preparaty polifenoli otrzymane z okrywy nasion bobu ‘Windsor Biaty’ i ‘Bartom’
wykazywaly wlasciwosci przeciwutleniajace w badanych uktadach modelowych.

2. Preparaty otrzymane z okrywy nasion bobu ‘Windsor Biaty’ wykazywaty lepsza
zdolnos$¢ do dezaktywacji rodnikéw niz preparat z okrywy nasion odmiany Bar-
tom. Bylo to prawdopodobnie zwiazane z wigksza zawartoScia w nim polifenoli
ogobtem i tanin skondensowanych.

Praca byla prezentowana podczas XII Ogolnopolskiej Sesji Sekcji Mtodej Kadry
Naukowej PTT. 7, Lublin, 23—-24 maja 2007 r.
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ANTIOXIDATIVE PROPERTIES OF POLYPHENOLS CONTAINED
IN THE SEED COATS OF BROAD BEAN

Summary

The objective of this thesis was to determine the antioxidative properties of the polyphenol prepara-
tions obtained from the seed coats of broad bean (‘Windsor Bialy’ and ‘Bartom’). The preparations were
prepared by extracting polyphenols using a 0.5% HCI solution in methanol, condensing them under the
vacuum conditions, and lyophilizing them.
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In order to provide a chemical profile of the preparations obtained, the content of total polyphenols,
condensed tannins, and anthocyanins were determined. While determining the antioxidative properties of
the polyphenol preparations, their capacities to deactivate stable, synthetic DPPH radicals and hydroxyl
radicals were identified and estimated. Additionally, the ability of the preparations produced to chelate the
ions of iron II was studied.

It was found that the preparations studied exhibited antiradical activity both against the DPPH radicals
(65-70%) and the hydroxyl radicals (48-50%). The preparations investigated also chelated the ions of iron
(II). The preparation extracted from Windsor Bialy was characterized by a stronger antiradical activity,
and this could be probably caused by the higher content of polyphenols in this preparation.

Key words: seeds of broad bean, polyphenols, antioxidative properties, hydroxyl radicals, DPPH radicals
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