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Streszczenie. Celem pracy byla ocena wptywu rodzaju obrobki hydrotermicznej na za-
warto$¢ polifenoli i potencjat antyoksydacyjny tempeh fasolowego poddanego 10-dniowe;j
fermentacji. Opracowana skrocona metoda obrobki hydrotermicznej (metoda A) wobec
klasycznej (metoda B) polegata na zastapieniu catonocnego namaczania przez operacjg
S-minutowego gotowania. Surowiec do badan stanowity nasiona fasoli odmiany Igotom-
ska. Do fermentacji stosowano szczep grzybdw Rhizopus oligosporus NRRL 2710. Ozna-
czenie sumy polifenoli przeprowadzono z zastosowaniem dwoch metod. Wiasciwosci anty-
oksydacyjne oznaczono metoda z redukcja kationorodnika ABTS. Zaobserwowano istotna
korelacjg pomigdzy zmianami potencjatu antyoksydacyjnego a zmianami zawartosci poli-
fenoli oznaczanymi wedtug metody Singleton i Rossi. Stwierdzono, ze proces fermentacji
istotnie zwigksza wiasciwosci przeciwutleniajace i ogdlna zawarto§¢ oznaczanych poli-
fenoli. Wyzsze wartosci potencjatu przeciwutleniajacego i ogoélnej zawartosci polifenoli
wystepuja po trzecim dniu fermentacji. Rodzaj zastosowanej obrobki hydrotermicznej ma
wplyw na przebieg zmian i poczatkowa wielko$¢ witasciwosci przeciwutleniajacych oraz
0g0lna zawarto$¢ oznaczanych polifenoli.
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WSTEP

Spozycie nasion roslin straczkowych w Polsce jest niewielkie — wedlug danych FAO
wynosi 1,3 kg fasoli i 0,8 kg grochu na osobg rocznie i w stosunku do lat 70. maleje
[http://faostat.fao.org]. Normy zywieniowe zalecaja spozywanie nasion roslin straczko-
wych w ilosci 2,1 do 6,2 kg [Jarosz i in. 2012]. Statystycznie Polak konsumuje wigc ilos¢
suchych nasion roslin straczkowych mieszczaca si¢ w dolnych granicach zalecen zywie-
niowych. Niech¢¢ do konsumpcji nasion roslin straczkowych moze wynika¢ z dtugiego
czasu ich przygotowania oraz ze wzgledu na gazy powstajace w jelitach, co zwigzane jest
z obecnoscia w tym surowcu cukrow z grupy rafinozy. Zwigkszenie konsumpcji nasion
ro$lin straczkowych jest jednym z czynnikoéw prowadzacych do poprawy zdrowia popu-
lacji, szczegodlnie w zakresie chordb serca [Menotti i in. 1999]. Jedng z metod zwigksze-
nia popularnosci produktow z nasion straczkowych jest wykorzystanie azjatyckich tech-
nologii fermentacji. Jednym z popularnych w Europie azjatyckich produktow jest tempeh
[Nout i Kiers 2005]. Tempeh to tradycyjny indonezyjski produkt, wytwarzany z nasion
ro$lin straczkowych poprzez fermentacje z udziatem grzybow z rodzaju Rhizopus, gtow-
nie R. oligosporus [Nowak 2006]. Wzbudza zainteresowanie badaczy m.in. ze wzgledu
na udokumentowana zdolnos$¢ do powstrzymywania biegunek [Nout i Kiers 2005], wtas-
ciwosci antybakteryjne [Chlebowska-Smigiel i in. 2012] oraz znaczace zmiany zawar-
tosci oraz aktywnosci przeciwutleniajacej polifenoli w trakcie fermentacji [Miszkiewicz
iin. 2008].

Oprocz whasciwosci prozdrowotnych tempeh [Nout 1 Kiers 2005], akceptowalnych
dla konsumenta cech organoleptycznych [Kuligowski i Nowak 2010], istotny jest row-
niez aspekt ekonomiczny technologii wytwarzania. W tym celu opracowano parametry
obrobki hydrotermicznej nasion, pozwalajace na znaczne skrocenie czasu trwania proce-
su [Kuligowski i Nowak 2010].

Celem pracy byta ocena wpltywu rodzaju obrobki hydrotermicznej na zawarto$é
polifenoli i potencjat antyoksydacyjny tempeh fasolowego poddanego 10-dniowej fer-
mentacji.

MATERIAL | METODY

Surowiec do badan stanowily nasiona fasoli zwyczajnej (Phaseolus vulgaris) odmia-
ny Igotomska otrzymane z Przedsigbiorstwa Nasiennictwa Ogrodniczego i Szkotkarstwa
,,CNOS” w Poznaniu. Do fermentacji stosowano szczep grzybow Rhizopus oligosporus
NRRL 2710 otrzymany z kolekcji szczepéw Northen Regional Research Laboratory, Pe-
oria, Illinois, USA.

Opracowana skrocona metoda obrobki hydrotermicznej (metoda A) obejmowata
5-minutowe gotowanie nasion, obluszczenie, 20-minutowe gotowanie i 15-minutowe
chtodzenie w temperaturze pokojowej. Tradycyjna metoda obrobki hydrotermicznej
(metoda B) polegata na poddaniu nasion namaczaniu przez 12 godzin, obtuszczeniu,
20-minutowym gotowaniu i 15-minutowym ochtodzeniu w temperaturze pokojowe;.
Po obrdbce hydrotermicznej nasiona byty zaszczepiane inokulum grzybow R. oligospo-
rus, umieszczane w ptytkach Petriego i inkubowane w temperaturze 37°C od 24 do 240
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godzin. Inokulum przygotowano poprzez zawieszenie zarodnikéw plesni ze skosu po
72-godzinnej hodowli w temperaturze 37°C na podtozu PDA (Merck) w 10 ml sterylnego
roztworu soli fizjologiczne;j.

Oznaczenia potencjatu antyoksydacyjnego i zawartosci polifenoli przeprowadzono
z zastosowaniem ekstraktow z temph. Ekstrahent stanowita 70-procentowa mieszanina
acetonu z woda. Do 0,5 g rozdrobnionego tempeh dodawano mieszaning ekstrakcyjna,
zawiesing intensywnie wytrzasano, a nastgpnie wirowano przy 1780x g przez 15 minut.
Objetos¢ supernatantu uzupetniano do 10 ml.

Przy oznaczeniu sumy polifenoli metoda Chandlera [Chandler i Dodds 1983, z mo-
dyfikacja Shetty i in. 1995] do 1 ml ekstraktu dodawano 1 ml 95% etanolu, 5 ml wody
destylowanej oraz 0,5 ml odczynnika Folina-Ciocalteuga. Nastepnie probki inkubowano
przez 5 minut w ciemnosci, dodawano 5% Na,CO,, mieszano i pozostawiano w ciemno-
$ci w temperaturze pokojowej na 1 godzing. Absorbancj¢ mierzono przy dtugosci fali A
=725 nm.

Oznaczenie sumy polifenoli metoda Folina-Ciocalteu wedlug Singleton i Rossi [1965]
polegato na dodaniu do 0,3 ml ekstraktu odczynnika Folina-Ciocalteuga, 0,5 ml 20%
Na,CO; oraz 4,15 ml wody destylowanej. Mieszaning delikatnie mieszano i pozostawia-
no na 30 minut w temperaturze pokojowej bez dostgpu $wiatta. Absorbancj¢ mierzono
przy dhugosci fali A = 700 nm.

Przy oznaczeniu ogdlnej zawartos$ci polifenoli wyniki obliczano na podstawie krzy-
wej wzorcowej wyznaczonej dla kwasu galusowego.

Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajacej przeprowadzono metoda z redukcja
kationorodnika ABTS przez przeciwutleniacze zawarte w ekstraktach [Re i in. 1999].
Zdolnosci antyoksydacyjne obliczano na podstawie krzywej wzorcowej wyznaczonej dla
Troloxu. Wynik wyrazano w mg Troloxu g s.s.

Metody statystyczne

Do obliczenia istotnych réznic migdzy $rednimi z minimum trzech powtorzen zasto-
sowano pakiet Statistica 10 (StatSoft). Jednorodnos¢ wariancji badano testem Cochrana,
Hartleya i Bartletta a istotno$¢ réznic testem Tukeya, przy poziomie istotnosci o = 0,05.

WYNIKI I DYSKUSJA

Polifenole naleza do zwiazkow, ktoére moga korzystnie oddzialywac na zdrowie lu-
dzi. Mozliwos$ci oddziatywania poszczegdlnych zwiazkow nalezacych do grupy polife-
noli na organizm cztowieka sa rézne, jednak suma ogolnej zawartos¢ polifenoli moze
by¢ pewna miara potencjalnego prozdrowotnego oddziatywania produktu. Wsrdd su-
rowcoOw niefermentowanych (probki oznaczone jako 0) mniejszg zawarto$¢ polifenoli
oznaczono w nasionach fasoli poddanych klasycznej obrobce hydrotermicznej (rys. 1).
Mogto to by¢ spowodowane ich wymyciem w trakcie calonocnego moczenia. Najwigk-
sze zawarto$ci polifenoli oznaczone metoda Chandlera obserwowano dla tempeh pod-
danego 7- i 8-dniowej fermentacji, niezaleznie od rodzaju obrébki hydrotermicznej.
W 3., 4.1 9. dniu fermentacji wyzsze wartoéci polifenoli oznaczono w ekstraktach
z tempeh poddanego obrébce hydrotermicznej metoda skrocona (rys. 1).
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Rys. 1. Zmiany zawarto$ci polifenoli oznaczanych metoda Chandlera (warto$ci oznaczone ta
sama litera nie rdznig si¢ statystycznie na poziomie o = 0,05)

Fig. 1.  Changes in total polyphenols content by Chandler method (mean values denoted using
the same letter do not differ statistically significantly at o = 0.05)

W dostegpnej literaturze nie opisywano dotychczas zmian zawarto$ci polifenoli
w tempeh z fasoli w trakcie dtuzszej niz 24-godzinnej fermentacji. Biezanowska-Ko-
pe¢ i inni [2006] prowadzili 24-godzinng fermentacj¢ nasion fasoli z uzyciem Rhi-
zopus microsporus v. oligosporus sp. T3 i otrzymali produkt o zawarto$ci polifenoli
3,27 mg-g ! s.s. Roznice w oznaczonej zawartosci polifenoli uzyskane w trakcie reali-
zacji niniejszej pracy i w badaniach Biezanowskiej-Kope¢ mogly by¢ spowodowane
zmiennoscia surowca, odmienng metoda obrobki hydrotermicznej surowca oraz innym
sposobem ekstrakcji polifenoli (Biezanowska-Kope¢ i in. zastosowali 80-procentowy
roztwor etanolu). Biezanowska-Kope¢ i inni do przygotowania krzywej wzorcowej za-
stosowali kateching, a nie kwas galusowy, co mogto mie¢ wptyw na obliczong ilo$é
polifenoli. Kosinska i inni [2009] stwierdzili, ze absorbancja odczynnika Folina-Ciocal-
teau w reakcji z kwasem galusowym jest nieco nizsza niz z katechina, przez co obli-
czone stgzenie polifenoli moze by¢ mniejsze w przypadku uzycia jako zwiazku wzor-
cowego kwasu galusowego niz przy uzyciu katechiny. Z badan tego zespotu wynika, ze
przelicznik zawarto$ci polifenoli oznaczonych za pomoca kwasu galusowego w stosun-
ku do zawartos$ci polifenoli oznaczonych przy uzyciu katechiny wynosi 1,36.

Ogdlna zawarto$¢ polifenonoli oznaczano metoda z zastosowaniem odczynnika Foli-
na-Ciocalteauga. Metoda ta pozwala na oznaczenie wszystkich polifenoli, niezaleznie od
ich struktury [Oszmianski 2007]. Inni autorzy twierdza, iz zdolno$¢ zwiazku fenolowego
do redukcji odczynnika Folina-Ciocalteau zalezy od jego struktury, obecnosci w pier-
$cieniu grup hydroksylowych i metoksylowych oraz od ich potozenia [Kosinska i in.
2009]. Wzrost zawartosci polifenoli obserwowany w trakcie fermentacji tempeh mogt
by¢ spowodowany uwolnieniem polifenoli z trwatych potaczen z innymi sktadnikami
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Rys. 2.  Zmiany wlasciwosci antyoksydacyjnych w trakcie fermentacji (wartosci oznaczone ta
sama litera nie r6znig sig¢ statystycznie na poziomie o = 0,05)

Fig. 2. Changes in antioxidant activity during fermentation (mean values denoted using the same
letter do not differ statistically significantly at a = 0.05)

zywnosci, przez co byta mozliwa ich ekstrakcja, jak rowniez zmiang struktury polifenoli,
ktore przeszty w formy powodujace bardziej intensywna reakcj¢ z odczynnikiem Folina-
Ciocalteauga.

Oceng wihasciwosci antyoksydacyjnych przeprowadza sig, czgsto uzywajac testow
z wykorzystaniem reagentow ABTS i DPPH. W zwiazku z tym, ze wyniki uzyskane pod-
czas oznaczania wlasciwosci przeciwutleniajacych produktow tempeh z uzyciem obu tych
metod byty czgsto zblizone [Miszkiewicz i in. 2008, Starzynska-Janiszewska i in. 2008],
zdecydowano si¢ wykorzysta¢ tylko jedna z nich — ABTS. Potencjal antyoksydacyjny
produktu jest rowniez jednym z parametréw mogacych by¢ wyznacznikiem korzystnego
oddziatywania zywno$ci na organizm cztowieka. Oznaczenie przebiegu zmian wilasci-
wosci antyoksydacyjnych w trakcie fermentacji wykazato, ze od 1. do 5. dnia fermenta-
cji wickszym potencjalem przeciwutleniajacym charakteryzowaty si¢ tempeh otrzymane
za pomoca klasycznej obrobki hydrotermicznej (rys. 2). Z kolei po 6. dniu fermentacji
wigksze wlasciwosci antyoksydacyjne oznaczono dla tempeh otrzymanego za pomoca
metody A. Jedynie w 3. dniu fermentacji typ obrobki hydrotermicznej nie miat wptywu
na warto$¢ potencjatu antyoksydacyjnego.

Fermentacja powodowata wzrost wtasciwosci przeciwutleniajacych, przy czym dla
tempeh wytworzonego z surowca poddanego skroconej obrobee hydrotermicznej naj-
wigksza warto$¢ potencjatu antyoksydacyjnego oznaczono w 10. dniu fermentacji. Dla
tempeh otrzymanego za pomoca metody B najwigksze wlasciwosci przeciwutleniajace
uzyskano natomiast w 4. dniu fermentacji i byly one o 19% mniejsze od najwigkszych
w tempeh poddanych obrobce za pomoca metody A.
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Miszkiewicz i inni [2008] podczas fermentacji nasion grochu przez szczep R. oli-
gosporus NRRL 2710 w bioreaktorze obserwowali niewielkie zmniejszenie potencja-
hu antyoksydacyjnego oznaczanego za pomoca zaro6wno testow z kationorodnikiem
ABTS, jak i DPPH po pierwszym dniu fermentacji, a nastgpnie wzrost wlasciwosci
antyoksydacyjnych. Podobnie wzrost potencjatu antyoksydacyjnego obserwowali row-
niez Starzynska-Janiszewska i inni [2008] po fermentacji typu tempeh nasion lgdzwia-
nu siewnego.

Niektorzy autorzy stwierdzili, ze korelacja migdzy zawartoscia polifenoli ogdtem
oznaczona metoda z odczynnikiem Folina-Ciocalteuga a aktywnoS$cia przeciwutleniajaca
oznaczong m.in. metoda z rodnikiem ABTS wynika z podobienstwa tych metod opartych
na reakcjach utlenienia i redukcji, niz z por6wnania rzeczywistej zawartosci tych para-
metréw [Oszmianski 2007]. Dlatego postanowiono sprawdzi¢ wzajemna korelacj¢ zmian
polifenoli ogotem i wielkos$ci potencjatu antyoksydacyjnego. Wobec braku istotnej kore-
lacji migdzy tymi parametrami (tab. 1) przeprowadzono dodatkowe oznaczenia zawar-
tosci polifenoli ogoltem, z wykorzystaniem do detekcji metody wedtug Singleton i Rossi
[1965]. Oznaczenia zawartos$ci polifenoli ogdtem wedlug tej metody (rys. 3) charaktery-
zowaly si¢ wigksza korelacja ze zmianami potencjatu antyoksydacyjnego (0,89 i 0,87).

Roznice w zawartosci polifenoli oznaczonych réznymi metodami mogtly by¢ spo-
wodowane odmiennymi warunkami reakcji barwnej z odczynnikiem Folina-Cioclateuga,
przez co produkt reakcji barwnej mogl powstawac z nieco innymi grupami zwiazkow.

Tabela 1. Korelacja zmian aktywnosci antyoksydacyjnej i zawarto$ci polifenoli w trakcie fer-

mentacji
Table 1. Correlation of changes in antioxidant activity and polyphenols content during fermen-
tation
a b c d e f g
a 1
b 0,95 1
c 0,71 0,68 1
d 0,23 0,28 0,51 1
e 0,47 0,54 0,52 0,56 1
f 0,79 0,89 0,80 0,37 0,57 1
g 0,77 0,75 0,87 0,43 0,64 0,83 1

a — czas fermentacji; b — zmiany potencjatu antyoksydacyjnego w tempeh uzyskanym za pomoca metody A;
¢ — zmiany potencjatu antyoksydacyjnego w tempeh uzyskanym za pomoca metody B; d — zawartos¢ polifenoli
w tempeh uzyskanym za pomoca metody A oznaczona metoda Chandlera; e — zawarto$¢ polifenoli w tempeh
uzyskanym za pomoca metody B oznaczona metoda Chandlera; f — zawarto$¢ polifenoli w tempeh uzyskanym
za pomoca metody A oznaczona metoda wedtug Singleton i Rossi; g — zawarto$¢ polifenoli w tempeh uzyska-
nym za pomoca metody B oznaczona metoda wedlug Singleton i Rossi.

a — fermentation time; b — changes of antioxidant activity in tempeh obtained by method A; ¢ — changes of
antioxidant activity in tempeh obtained by method B; d — changes in total polyphenols content by Chandler
method in tempeh obtained by method A; e — changes in total polyphenols content by Chandler method in
tempeh obtained by method B; f — changes in total polyphenols content by Singleton i Rossi method in tempeh
obtained by method A; g — changes in total polyphenols content by Singleton i Rossi method in tempeh obtained
by method B.
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Rys. 3. Zmiany zawartos$ci polifenoli oznaczanych metoda wedlug Singleton i Rossi (warto$ci
oznaczone ta sama litera nie roznia sig statystycznie na poziomie o = 0,05)

Fig. 3. Changes in total polyphenols content by Singleton and Rossi method (mean values deno-
ted using the same letter do not differ statistically significantly at o = 0.05)

Wyniki ogélnej zawartosci polifenoli uzyskane przez Biezanowska-Kope¢ i innych [2006]
byly nieco wyzsze od wynikéw uzyskanych w niniejszej pracy przy oznaczeniu metoda
wedtug Singleton i Rossi [1965], a nizsze od uzyskanych za pomoca metody Chandlera
[Chandler i Dodds 1983, z modyfikacja Shetty i in. 1995]. Biezanowska-Kope¢ i inni
[2006] do oznaczania ogdlnej zawartosci polifenoli stosowali metodg z zastosowaniem
odczynnika Folina-Ciocalteauga, lecz wedtug opisu Swain i Hillis [1959].

Réznice w przeprowadzeniu reakcji barwnej przy oznaczeniu polifenoli determinuja
uzyskane warto$ci ogolnej zawartosci polifenoli (rys. 1 i 2), jednak pozwalaja stwier-
dzi¢, ze pod wptywem fermentacji zawarto$¢ oznaczanych polifenoli zwigkszata sig.
Zwigkszenie zawartosci oznaczanych polifenoli, spowodowane uwolnieniem z potaczen
z innymi zwiazkami, jest uznawane jako zwigkszenie ich biodostgpnosci w organizmie
cztowieka [Neumann i in. 2006, Hole i in. 2012]. O zwigkszeniu wlasciwosci prozdro-
wotnych tempeh §wiadczy rowniez wzrost wlasciwosci przeciwutleniajacych. W bada-
niach laboratoryjnych, w celu uzyskania zamierzonych wtasciwosci i ocenie przemian,
fermentacje¢ typu tempeh prowadzono nawet do 20 dni [Randhir i in. 2004]. W Indonez;ji,
gdzie wytwarza si¢ najwigksze iloéci tempeh, proces fermentacji trwa maksymalnie do
8 dni [Nout i Kiers 2005]. Tempeh dostgpny na rynkach europejskich najczesciej podda-
ny jest 1-dniowej fermentacji. Z tego wzgledu opracowana skrdcona metoda obrobki hy-
drotermicznej moze by¢ przydatna, gdyz nie stwierdzono jej wptywu na obnizenie ogol-
nej zawartosci oznaczonych polifenoli po 1 dniu fermentacji w poréwnaniu do tempeh
otrzymanego za pomocg klasycznej metody obrobki (rys. 1 i 3), aczkolwiek wlasciwosci
antyoksydacyjne tempeh po zastosowaniu klasycznej metody obrobki hydrotermicznej

byly wigksze (rys. 2).
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WNIOSKI

1. Proces fermentacji istotnie zwigksza wlasciwosci przeciwutleniajace i ogélna za-
wartos$¢ oznaczanych polifenoli.

2. Rodzaj obrébki hydrotermicznej ma wplyw na przebieg zmian i poczatkowa wiel-
ko$¢ wlasciwosci przeciwutelniajacych oraz ogdlng zawarto$¢ oznaczanych polifenoli.

3. Wyzsze wartosci potencjatu przeciwutleniajacego i ogdlnej zawartosci polifenoli
wystepuja po trzecim dniu fermentacji.
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AN ASSESSMENT OF THE IMPACT OF HYDROTHERMAL TREATMENT
AND FERMENTATION ON POLYPHENOLS CONTENT AND ANTIOXIDANT
PROPERTIES OF TEMPEH PRODUCTS

Summary. Tempeh is a product obtained from legumes through fermentation with par-
ticipation of moulds from genus Rhizopus. The aim of this research was the estimation
of hydrothermal treatment and fermentation impact on polyphenols content and anti-
oxidant properties in bean tempeh products. Two hydrothermal methods of bean variety
Igotomska pre-treatment were tested. In the method A seeds of bean were boiled for
5 minutes, dehulled, again cooked by 20 min and cooled. In method B seeds were over-
night soaked, dehulled, cooked by 20 min and cooled. After that material was inoculated
with the Rhizopus oligosporus NRRL 2710 spore suspension, placed on Petri dishes of
15 cm diameter and fermented for a period of up to 10 days at 37°C. Antioxidant activity
was measured using the ABTS method. Total polyphenols content was determined using
Folin Ciocalteu reagent described by Chandler and Dods and additionally by method
described by Singleton and Rossi. The fermentation process significantly increases the
antioxidant activity and the total polyphenols content. After three days of fermentation
the antioxidant capacity and the total polyphenols content was higher than in the first
days of fermentation. The largest increase in the amount of polyphenols was determined
by Singleton and Ross method and it was 8.7 and 7.7 times higher for methods A and
B (respectively). The content of polyphenols was the highest in 8 day fermented tem-
peh prepared using method B and amounted 8,01 mg-g™'. The high correlation between
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fermentation time, changes in antioxidant activity and total polyphenols content by Sin-
gleton and Rossi method was observed (0,89 and 0,87 for A and B method respectively).
The type of the hydrothermal treatment has an impact on the course of changes and the
initial antioxidative capacity as well as on the total polyphenols content. There was no
influence on the reduction of total polyphenols content after 1 day of fermentation as
compared to the tempeh prepared by the classical method of treatment. Most of the avail-
able on the European market tempeh is one day fermented product, therefore shortened
hydrothermal treatments can be useful. Although the antioxidant properties of tempeh
after the classical method of hydrothermal treatment were higher.

Key words: tempeh, fermentation, bean, antioxidative properties, polyphenols
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