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ZAWARTO� �  INHIBITORÓW TRYPSYNY, OLIGOSACHARYDÓW 
ORAZ FOSFORU FITYNOWEGO W PREPARATACH BIA	 KOWYCH 

OTRZYMANYCH Z NASION FASOLI  (PHASEOLUS VULGARIS) 
METOD�  KRYSTALIZACJI  I  IZOLACJI  KLASYCZNEJ 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
W pracy porównywano zawarto� �  oligosacharydów, kwasu fitynowego oraz inhibitora trypsyny w 

preparatach bia
kowych otrzymanych z nasion fasoli bia
ej (Phaseolus vulgaris) dwoma metodami: 
izolacji klasycznej i krystalizacji w � rodowisku kwa�nym. Podczas izolacji klasycznej bia
ka odzyskano z 
ekstraktów alkalicznych w punkcie najmniejszej rozpuszczalno� ci jako posta�  amorficzn�  (PBA). W 
drugiej metodzie wykorzystano zdolno� �  bia
ek fasoli do tworzenia struktur krystalicznych w � rodowisku 
kwa�nym (PBK). 

Przeprowadzane badania wykaza
y, � e zastosowanie metody krystalizacji pozwoli
o na otrzymanie 
preparatów o mniejszej zawarto� ci inhibitora trypsyny oraz fosforu fitynowego w porównaniu z izolacj�  
klasyczn� . W otrzymanych preparatach w porównaniu z m� k�  fasolow�  zmniejsza
a si�  równie�  
zawarto� �  oligosacharydów. Proces krystalizacji wp
ywa
 na zmniejszenie ilo� ci galaktocukrów do 
takiego samego b� d�  ni� szego poziomu ni�  izolacja klasyczna. Zastosowana obróbka termiczna (100oC, t 
= 30 min) wp
yn� 
a na zmniejszenie ilo� ci kwasu fitynowego, natomiast zmiana zawarto� ci 
galaktocukrów i inhibitora trypsyny zale� a
a od odmiany nasion. 

 
S
owa kluczowe: fasola, bia
ka krystaliczne i amorficzne, inhibitor trypsyny, kwas fitynowy, galaktocukry 

 

Wprowadzenie 

Izolacja bia
ek jest procesem technologicznym, w wyniku którego otrzymuje si�  
preparaty wysokobia
kowe. Najcz� � ciej stosowana jest procedura otrzymywania 
preparatów bia
kowych przez wytr� cenie bia
ek w punkcie izoelektrycznym (pH 4,4–
4,6) z alkalicznych ekstraktów m� ki [29]. Metod�  t�  otrzymuje si�  bia
ka 
bezpostaciowe, tzw. amorficzne. Inn�  metod�  stosowan�  do otrzymywania preparatów 
bia
kowych jest krystalizacja w � rodowisku kwa�nym, pozwalaj� ca na otrzymanie 
ró� nych form kryszta
ów [1, 25]. W� ród bia
ek nasion ro� lin str� czkowych naj
atwiej 
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krystalizuje faseolina (g
ówna frakcja bia
ek fasoli) przy zastosowaniu prostych 
technik krystalizacji. Jak wykaza
y wcze�niejsze badania [24, 25], struktura bia
ek ma 
decyduj� cy wp
yw na ich strawno� �  i w
a� ciwo� ci funkcjonalne. Bia
ka krystaliczne 
charakteryzuj�  si�  lepsz�  podatno� ci�  na trawienie, jednak mog�  zawiera�  ró� norodne 
zwi� zki (oligosacharydy, inhibitory proteaz, kwas fitynowy, lektyny), które mog�  mie�  
interferuj� cy wp
yw na absorpcj�  i metabolizm sk
adników od� ywczych w organizmie 
cz
owieka.  

W� ród oligosacharydów dominuj�  galaktocukry (rafinoza, stachioza, werbaskoza 
i ajugoza) okre� lane mianem cukrów z rodziny rafinozy. Ich zawarto� �  w suchych 
nasionach fasoli wynosi 3–8% [21] i zale� y od wielu czynników, takich jak: gatunek, 
odmiana, stopie�  dojrza
o� ci nasion, warunki przechowywania i warunki klimatyczne 
[8]. Cukrom z rodziny rafinozy przypisuje si�  niekorzystne dzia
anie fizjologiczne ze 
wzgl� du na nieprzyswajalno� �  przez organizm ludzki i efekt gazotwórczy. Procesy 
technologiczne stosowane przy otrzymywaniu preparatów bia
kowych oraz 
modyfikacje (chemiczne, fizyczne) bia
ka przyczyniaj�  si�  do znacznego zmniejszenia 
zawarto� ci oligosacharydów w ko� cowym produkcie [26].  

Inhibitory proteaz stanowi�  niewielk�  cz� � �  (oko
o 2,5%) bia
ek dojrza
ych 
nasion fasoli. Badania wp
ywu ró� nych procesów na aktywno� �  inhibitorów proteaz 
wykaza
y, � e pod wp
ywem temperatury ulegaj�  cz� � ciowej lub ca
kowitej 
inaktywacji, przy czym jej skuteczno� �  jest uzale� niona od wilgotno� ci [7], typu 
obróbki termicznej [15] oraz czasu i wysoko� ci temperatury [13]. Generalnie procesy 
prowadz� ce do otrzymywania koncentratów lub preparatów bia
kowych powoduj�  
obni� enie aktywno� ci inhibitorów [2, 23], ale je� eli nie s�  poddane dodatkowo obróbce 
termicznej mog�  wykazywa�  niekorzystne dzia
anie fizjologiczne na organizm 
cz
owieka [20]. Inhibitory proteaz mog�  wykazywa�  dzia
anie przeciwnowotworowe, 
ale w wysokim st� � eniu i w stanie niezinaktywowanym mog�  powodowa�  choroby 
trzustki [5, 23]. 

Do zwi� zków fitynowych wyst� puj� cych w nasionach ro� lin str� czkowych 
zalicza si�  kwas fitynowy o poprawnej nazwie – wed
ug nomenklatury IUPAC – 1, 2, 
3, 4, 5, 6– heksa (diwodorofosforan) mezo-inozytolu (C6N18O24P6) oraz jego sole – 
fityniany. Ogólnie nasiona fasoli zawieraj�  0,74–2,1% fitynianów. Niekorzystne 
dzia
anie kwasu fitynowego wynika z tego, � e ma prawie w ca
ym zakresie pH 
adunek 
ujemny i mo� e dzi� ki temu 
atwo tworzy�  kompleksy z cz� steczkami o 
adunku 
dodatnim, takimi jak bia
ka lub z kationami metali [12]. Najwi� ksze zmniejszenie 
zawarto� ci fosforu fitynowego obserwuje si�  w czasie kie
kowania nasion [16]. 
Podczas otrzymywania preparatów bia
kowych i koncentratów nie obserwowano 
zmniejszenia zawarto� ci fitynianów [2, 10]. Ostanie badania wskazuj�  na pozytywn�  
rol�  fitynianów poprzez zmniejszenie ryzyka wyst� pienia chorób nowotworowych 
[28]. 
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Celem pracy by
o okre� lenie wp
ywu zastosowania metody krystalizacji do 
otrzymywania preparatów bia
kowych na zawarto� �  inhibitorów trypsyny, 
oligosacharydów oraz fosforu fitynowego w porównaniu z izolacja klasyczn� . 

Mater ia
 i metody bada�  

Materia
 do�wiadczalny stanowi
y nasiona fasoli bia
ej (Phaseolus vulgaris) 
trzech odmian (Mela, Prosna, Wenta), które poddano ob
uszczeniu i przemia
owi.  

Do bada�  wykorzystywano preparaty bia
ek amorficznych (PBA) otrzymane 
przez wytr� cenie bia
ek w punkcie najmniejszej rozpuszczalno� ci (pH 4,3) z 
alkalicznych ekstraktów m� ki (pH 9,0). Preparaty bia
ek krystalicznych (PBK) 
otrzymywano przez ekstrahowanie bia
ek z m� ki kwasem cytrynowym i odzyskiwanie 
ich z ekstraktów przez ozi� bianie w temp. 5°C w ci� gu 18 h. Do ekstrakcji stosowano 
roztwór kwasu cytrynowego o st� � eniu i warto� ci pH: 0,03 mol/L (pH 5,5) [24, 25]. 

W celu zbadania podwy� szonej temperatury na zawarto� �  zwi� zków biologicznie 
czynnych uzyskane preparaty po zamkni� ciu w fiolkach w atmosferze azotu 
ogrzewano w 
a� ni wodnej (100oC/30 min), po czym natychmiast ch
odzono.  

Zawarto� �  inhibitora trypsyny (IT) oznaczano zmodyfikowan�  metod�  
Hamerstranda [19]. Do oznacze�  wykorzystano syntetyczny substrat trypsyny – BAPA 
[p-nitro-anilid-benzoilo-DL-argininy], a ilo� �  uwolnionej p–nitroaniliny oznaczano 
spektrofotometrycznie (l  = 410 nm). Ilo� �  IT wyliczano stosuj� c wspó
czynnik 
przeliczeniowy -1 � g czystej trypsyny ma aktywno� �  0,019 jednostki absorbancji i 
podano w mg/1 g próbki w suchej masie oraz mg/1g bia
ka. 

Oligosacharydy rozdzielano przy u� yciu HPLC [22]. Przeprowadzano podwójn�  
ekstrakcj�  cukrów z badanych próbek (50% etanol, 1h, t = 86-90oC), a otrzymane 
ekstrakty cukrów klarowano 10% octanem o
owiu(II), którego nadmiar usuwano 5% 
kwasem szczawiowym. Rozdzia
 przeprowadzano w kolumnie Lichrosorb-NH2 
(250 mm x 4 mm, � rednica ziaren 7 mm) wraz z przedkolumn�  (50 mm x 4 mm, 
� rednica ziaren 7 mm). Stosowano faz�  ruchom�  acetonitryl: woda (65:35) o 
przep
ywie 1 cm3/min oraz detektor RID. Na kolumn�  nanoszono 20 � l próbki po 
uprzednim przefiltrowaniu przez filtr nylonowy (0,45 � m). Do sporz� dzenia krzywej 
wzorcowej u� yto wzorców: rafinozy (firmy LOBA, Austria), stachiozy (firmy Sigma), 
sacharozy (firmy Merck), werbaskozy (firmy Nestec, Szwajcaria). 

Zawarto� �  fosforu fitynowego oznaczano zmodyfikowan�  metod�  Thiese’a [30]. 
Z badanych próbek ekstrahowano fosfor fitynowy w 60% metanolu (5 min, t = 80oC), 
a nast� pnie w 10% HCl (5 min, t = 20oC). Do oznacze�  u� yto odczynnika WADE 
(0,027% FeCl2, 0,254% kwas sulfosalicylowy), w którym mierzono absorbancj�  (l  = 
510 nm) kompleksu � elaza z kwasem salicylowym w obecno� ci kwasu fitynowego i 
bez jego dodatku. Wyniki zawarto� ci fosforu fitynowego podano w mg/g bia
ka lub w 
g/100 g s.m. próbki. Do przeliczenia fosforu fitynowego na kwas fitynowy 
zastosowano wspó
czynnik przeliczeniowy 3,55 [4]. 
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Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej przy u� yciu programu 
komputerowego Statgraphics, Plus 2.1, w której badano istotno� �  ró� nic mi� dzy 
� rednimi warto� ciami w próbach, stosuj� c test Duncana (p 	  0,05). 

Wyniki i dyskusja 

Uzyskane wyniki zawarto� ci inhibitora trypsyny, oligosacharydów i kwasu 
fitynowego podawano w przeliczeniu na such�  mas�  próbki lub bia
ka wykorzystuj� c 
przeprowadzon�  wcze�niej charakterystyk�  chemiczn�  m� ki fasolowej i preparatów 
[24]. 

Obecno� �  inhibitora trypsyny (IT) stwierdzono we wszystkich badanych 
próbkach m� ki i preparatów bia
kowych otrzymanych z trzech badanych odmian 
fasoli. Porównuj� c uzyskane wyniki analizy (tab. 1) m� ki trzech badanych odmian 
fasoli obserwowano znaczne ró� nice mi� dzyodmianowe (istotne statystycznie) pod 
wzgl� dem ilo� ci IT (0,159–0,468 mg/1 g próbki). Podobne wyniki TIA w m� ce 
pochodz� cej z nasion fasoli otrzymali Carbonaro i wsp. [9].  

W PBA i PBK obserwowano zmniejszenie (ró� nice statystycznie istotne) ilo� ci IT 
(do 140 mg/ g próbki) w stosunku do m� ki. Wyj� tek stanowi
 PBA otrzymany z fasoli 
odmiany Wenta, który charakteryzowa
 si�  nieznacznie wi� ksz�  zawarto� ci�  IT w 
stosunku do m� ki.  

 Ze wzgl� du na ograniczanie warto� ci od� ywczej bia
ek przez obecno� �  
inhibitorów proteaz uzyskane wyniki zawarto� ci IT przeliczono na 1 g bia
ka (tab. 1). 
Stwierdzono, � e w stosunku do bia
ka we wszystkich preparatach bia
kowych proces 
izolacji bia
ka przyczyni
 si�  do zmniejszenia zawarto� ci IT w porównaniu z m� k� , w 
stopniu statystycznie istotnym. Najwi� ksze zmniejszenie jego ilo� ci uzyskano w obu 
preparatach bia
kowych otrzymanych z fasoli odmiany Prosna (o oko
o 92%), 
natomiast najmniejsze w PBA otrzymanym z nasion fasoli odmiany Wenta (o 65%). W 
PBK otrzymanych z fasoli odmiany Mela i Wenta uzyskano wi� ksze zmniejszenie 
zawarto� ci IT o 86 i 73% ni�  w PBA, gdzie zmniejszenie wynosi
o odpowiednio 84 i 
65%.  

Zmniejszanie zawarto� ci IT w preparatach bia
kowych znajduje potwierdzenie w 
literaturze [2, 15] i mo� e by�  spowodowane wieloma czynnikami. Zawarto� �  
inhibitorów zale� y od ich rozpuszczalno� ci i stabilno� ci w zastosowanych warunkach 
podczas odzyskiwania bia
ek. Badania prowadzone przez Borowsk�  i Koz
owsk�  [6] w 
m� ce z soi wykaza
y, � e w � rodowisku o pH 9,2, stosowanym do ekstrakcji bia
ek 
amorficznych, rozpuszcza si�  oko
o 55% inhibitora, natomiast w pH 5,5, stosowanym 
do ekstrakcji bia
ek krystalicznych w niniejszej pracy – 70%. Podczas wytr� cania 
bia
ek w pH 4,2 w supernatancie pozostaje oko
o 50% wyekstrahowanego inhibitora. 
Ponadto w � rodowisku kwa�nym jest on stabilny, natomiast w pH 8,0 i powy� ej ulega 
inaktywacji [11], co spowodowane jest destrukcj�  cystyny, która dzia
a ochronnie na 
inhibitor trypsyny [13]. 

Tabela 1 
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Aktywno� �  inhibitora trypsyny w m� kach oraz preparatach bia
ek amorficznych i krystalicznych z fasoli 
odmiany Mela, Prosna i Wenta. 
Activity of trypsin inhibitors in flour and protein preparations obtained from bean seeds (the Mela, Prosna, 
and Wenta varieties of bean). 
 

Odmiana 
fasoli 

Bean  
variety 

Rodzaj próbki 

Type of sample 

TI [mg/g s.m. próbki] 

TI [mg/g d.m.] 

TI [mg/g bia
ka s.m] 

TI [mg/g protein d.m]. 

nieogrzewana/ non-heated 0,301 j (± 0,006)  1,375 M� ka 

Flour ogrzewana/ heated 0,148 g (± 0,002) 0,677 

nieogrzewana/ non-heated 0,172 i (± 0,001) 0,224 
PBA  

ogrzewana/ heated 0,158 h (± 0,001) 0,205 

nieogrzewana/ non-heated 0,157 h (± 0,001) 0,190 

Mela 

PBK 
ogrzewana/ heated 0,136 d (± 0,003) 0,165 

nieogrzewana/ non-heated 0,468 k (± 0,014) 2,253 M� ka 

Flour ogrzewana/ heated 0,126 c (± 0,001) 0,684 

nieogrzewana/ non-heated 0,143 ef (± 0,002) 0,21 
PBA  

ogrzewana/ heated 0,121 b (± 0,001) 0,179 

nieogrzewana/ non-heated 0,140 de (± 0,001) 0,187 

Prosna 

PBK 
ogrzewana/ heated 0,146 fg (± 0,001) 0,195 

nieogrzewana/ non-heated 0,159 h (± 0,001) 0,636 M� ka 

Flour ogrzewana/ heated 0,114 a (± 0,001) 0,457 

nieogrzewana/ non-heated 0,172 i (± 0,002) 0,224 
PBA  

ogrzewana/ heated 0,149 g (± 0,002) 0,194 

nieogrzewana/ non-heated 0,141 e (± 0,002) 0,173 

Wenta 

PBK 
ogrzewana/ heated 0,110 a (± 0,001) 0,135 

Obja�nienia: / Explanatory notes:  
± odchylenie standardowe / standard deviation, 
a-k grupy jednorodne wyznaczone testem Duncana (p ³  0,95) / homogeneous groups determined using a 
Duncan test (p ³  0.95). 
 

Dlatego na zmniejszenie zawarto� ci IT w PBA najwi� kszy wp
yw mia
o 
doprowadzenie przy ekstrakcji bia
ek pH � rodowiska do 9,2, natomiast w przypadku 
otrzymywania PBK w przyj� tych warunkach ekstrakcji wykazywa
 on wysok�  
rozpuszczalno� � , ale nie ulega
 wytr� ceniu podczas och
adzania ekstraktów 
bia
kowych. Niewielka aktywno� �  mo� e by�  spowodowana „zamykaniem” 
niskocz� steczkowych inhibitorów w kryszta
ach bia
kowych wraz z ciecz�  
macierzyst� .  

Dzia
anie temperatury (100oC) powodowa
o znaczne obni� enie TIA (o 28-73%) 
w m� kach wszystkich badanych odmian fasoli (ró� nice statystycznie istotne). 
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Natomiast w preparatach bia
kowych wp
yw temperatury by
 mniejszy - obserwowano 
jedynie niewielkie zmniejszenie zawarto� ci IT, z wyj� tkiem PBK z odmiany Prosna, w 
którym stwierdzono nieznaczny jego wzrost. Temperatura powoduje cz� � ciow�  
inaktywacj�  inhibitorów proteaz [3, 9, 13, 14]. Stopie�  inaktywacji zale� y od typów 
inhibitorów wyst� puj� cych w badanych próbkach Wi� ksze zmniejszenie zawarto� ci IT 
pod wp
ywem temperatury w m� ce ni�  preparatach mo� na t
umaczy�  jego interakcjami 
ze zwi� zkami wyst� puj� cymi w m� ce, które prowadz�  do jego inaktywacji [14]. 

W m� kach i preparatach bia
kowych przeprowadzono oznaczenia zawarto� ci 
oligosacharydów metod�  HPLC. W wyniku rozdzia
ów zidentyfikowano sacharoz�  
oraz cukry z rodziny rafinozy tj. stachioz� , rafinoz�  oraz werbaskoz� . Poniewa�  w 
m� ce stwierdzono � ladowe ilo� ci werbaskozy i nie obserwowano jej obecno� ci w 
preparatach bia
kowych, w tabelach nie uwzgl� dniano tego cukru. Ogólna zawarto� �  
oligosacharydów w m� ce trzech badanych odmian fasoli kszta
towa
a si�  na zbli� onym 
poziomie i wynosi
a 4,8% w m� ce z odmiany Prosna, 5,6% z odmiany Wenta i 5,8% z 
odmiany Mela (tab. 2).  

Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, � e dominuj� cymi 
oligosacharydami w nasionach fasoli by
y sacharoza i stachioza, natomiast rafinoza 
wyst� powa
a w znacznie mniejszych ilo� ciach. Zawarto� �  sacharozy w m� ce by
a na 
zbli� onym poziomie i wynosi
a od 2,3% (Wenta) do 3,0% (Mela). Ró� nice zawarto� ci 
stachiozy mi� dzy odmianami fasoli by
y wi� ksze i jej ilo� �  waha
a si�  w granicach 
2,1% (Prosna) do 3,1% (Wenta). Du� e ró� nice stwierdzono w zawarto� ci rafinozy 
(0,11–0,32%). Ogólnie zawarto� �  galaktocukrów by
a mniejsza od ilo� ci sacharozy w 
m� ce otrzymanej z nasion fasoli odmiany Mela i Prosna, natomiast w Wencie 
zale� no� �  ta by
a odwrotna. 

Otrzymane wyniki potwierdzi
y wcze�niejsze prace, � e dominuj� cym 
galaktocukrem w nasionach fasoli by
a stachioza, której zawarto� �  zale� a
a od 
odmiany nasion i waha
a si�  w granicach 1,8–3,4%. Rafinoza wyst� powa
a w znacznie 
mniejszych ilo� ciach 0,09–0,65%. Zawarto� �  sacharozy waha
a si�  w granicach 1,4–
2,9% [8]. Znacznie mniejsz�  zawarto� ci�  oligosacharydów charakteryzowa
y si�  PBA 
(0,42–2,4%) i PBK (0,62–1,6%). Porównuj� c zawarto� �  sacharozy w PBA i PBK 
stwierdzono, � e tylko w przypadku preparatów otrzymanych z fasoli odmiany Prosna 
ró� nice by
y statystycznie istotne. Zmniejszenie zawarto� ci sacharozy w preparatach 
bia
kowych z fasoli odmian Mela i Wenta wynosi
o oko
o 90%, natomiast w PBA i 
PBK z odmiany Prosna odpowiednio 52 i 77%. 

 
 
 
 
 

Tabela 2 
 

Zawarto� �  oligosacharydów [g/100 g sm.] w m� kach i preparatach bia
kowych z nasion fasoli Mela, 
Prosna i Wenta. 
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Content of oligosaccharides [g/100 g d. m.] in flour and protein preparations obtained from bean seeds 
(the Mela, Prosna, and Wenta varieties of bean). 

Galaktocukry 
Galacto-saccharides Odmiana 

fasoli 
Bean  

variety 

Rodzaj próbki 
Type of sample 

Sacharoza 
Sucrose Rafinoza 

Raffinose 
Stachioza 
Stachyose 

Ogó
em 
galakto –

cukry 
Total  

galacto-
saccharides 

Oligosachar
ydy ogó
em 

Total 
oligosacchar

ides 

nieogrzewana / non-heated 
2,97 g 

(± 0,048)2 
0,32 gh 

(± 0,018) 
2,46 f 

(± 0,170) 
2,78 5,75 

m� ka 
flour 

ogrzewana / heated 
2,32 e 

(± 0,039) 
0,27 ef 

(± 0,002) 
2,43 f 

(± 0,079) 
2,70 5,02 

nieogrzewana / non-heated 
0,24 a 

(± 0,046) 
0,02 a 

(± 0,001) 
0,16 a 

(± 0,028) 
0,18 0,42 

PBA  

ogrzewana / heated 
0,28 ab 

(± 0,011) 
0,05 ab 

(± 0,011) 
0,28 ab 

(± 0,016) 
0,33 0,61 

nieogrzewana / non-heated 
0,31 ab 

(± 0,028) 
0,06 ab 

(± 0,004) 
0,25 ab 

(± 0,040) 
0,31 0,62 

Mela 

PBK 
ogrzewana / heated 

0,31 ab 

(± 0,036) 
0,09 bc 

(± 0,011) 
0,22 ab 

(± 0,035) 
0,31 0,62 

nieogrzewana / non-heated 
2,56 f 

(± 0,038) 
0,11 c 

(± 0,048) 
2,08 e 

(± 0,181) 
2,19 4,75 

m� ka 
flour 

ogrzewana / heated 
3,68 h 

(± 0,219) 
0,37 i 

(± 0,048) 
3,40 h 

(± 0,407) 
3,77 7,45 

nieogrzewana / non-heated 
1,23 d 

(± 0,044) 
0,18 d 

(± 0,048) 
1,00 d 

(± 0,067) 
1,18 2,41 

PBA 
ogrzewana / heated 

1,28 d 

(± 0,040) 
0,22 de 

(± 0,048) 
1,06 d 

(± 0,085) 
1,28 2,56 

nieogrzewana / non-heated 
0,58 c 

(± 0,038) 
0,39 i 

(± 0,048) 
0,60 c 

(± 0,075) 
0,99 1,57 

Prosna 

PBK 
ogrzewana / heated 

0,64 c 

(± 0,050) 
0,27 ef 

(± 0,048) 
0,40 b 

(± 0,057) 
0,67 1,31 

nieogrzewana / non-heated 
2,31 e 

(± 0,029) 
0,22 de 

(± 0,013) 
3,09 g 

(± 0,129) 
3,31 5,62 

m� ka 
flour 

ogrzewana / heated 
2,93 g 

(± 0,135) 
0,56 k 

(± 0,026) 
4,08 i 

(± 0,233) 
4,63 7,56 

nieogrzewana / non-heated 
0,28 ab 

(± 0,004) 
0,18 d 

(± 0,024) 
0,68 c 

(± 0,029) 
0,86 1,14 

PBA 
ogrzewana / heated 

0,37 b 

(± 0,022) 
0,29 fg 

(± 0,035) 
0,71 c 

(± 0,042) 
1,00 1,37 

nieogrzewana / non-heated 
0,21 a 

(± 0,005) 
0,35 hi 

(± 0,040) 
0,26 ab 

(± 0,031) 
0,61 0,82 

Wenta 

PBK 
ogrzewana / heated 

0,23 a 

(± 0,047) 
0,49 j 

(± 0,034) 
0,37 ab 

(±0,050) 
0,86 1,09 

Obja�nienia: Explanatory notes: 
± odchylenie standardowe / standard deviation, 
a-k te same litery w kolumnie oznaczaj�  brak statystycznie istotnych ró� nic pomi� dzy warto� ciami 
� rednimi (p ³  0.95) / the same letters in column show no statistically significant differences among mean 
values (p ³  0.95). 

Ró� nice zawarto� ci poszczególnych galaktocukrów pomi� dzy preparatami 
bia
kowymi otrzymanymi z fasoli odmiany Mela by
y statystycznie nieistotne, a 
stopie�  zmniejszenia zawarto� ci galaktocukrów wynosi
 oko
o 90% w stosunku do 
m� ki. Natomiast w preparatach z fasoli odmian Prosna i Wenta sposób izolacji mia
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istotny wp
yw na zawarto� �  galaktocukrów. W obu odmianach stwierdzono wi� ksze 
zmniejszenie ich ca
kowitej zawarto� ci w PBK. 

Zmniejszenie zawarto� ci oligosacharydów w preparatach bia
kowych zwi� zane 
jest z procesem technologicznym. Ekstrakcja bia
ek powoduje, � e du� a cz� � �  
sacharydów przechodzi do ekstraktów bia
kowych, a cz� � �  zostaje usuni� ta. 
Wytr� canie bia
ka powoduje, � e wi� kszo� �  oligosacharydów pozostaje w 
supernatancie [17]. 

Analizuj� c udzia
 poszczególnych galaktocukrów stwierdzono, � e w preparatach 
bia
kowych z fasoli odmian Prosna i Wenta zmniejszy
a si�  ilo� �  stachiozy, przy czym 
obni� enie jej ilo� ci by
o wi� ksze w PBK (o 80 i 88%) ni�  w PBA (o 52 i 78%). 
Porównuj� c zawarto� �  rafinozy stwierdzono, � e kierunek zmian uzale� niony by
 od 
odmiany fasoli. W preparatach z Meli zmniejszy
a si�  jej zawarto� � , natomiast 
zaobserwowano wzrost zawarto� ci tego cukru w odniesieniu do m� ki w obu 
preparatach z fasoli odmiany Prosna oraz PBK z fasoli odmiany Wenta. Zwi� kszenie 
zawarto� ci rafinozy w preparatach bia
kowych mo� e by�  spowodowane zmianami w 
strukturze bia
ka zachodz� cymi podczas izolacji, które powoduj�  uwolnienie 
sacharydu z cz� steczek bia
ka, w wyniku czego zwi� ksza si�  jego ilo� �  w ekstrakcie. 

W próbkach m� ki poddanych dzia
aniu temperatury stwierdzono istotne zmiany 
zawarto� ci oligosacharydów, przy czym kierunek zmian uzale� niony by
 od odmiany 
nasion. W m� ce z fasoli odmiany Mela stwierdzono zmniejszenie zawarto� ci 
oligosacharydów o 12%, natomiast w próbkach z pozosta
ych odmian obserwowano 
wzrost ich ilo� ci o 34–57%. Porównuj� c zawarto� �  poszczególnych oligosacharydów 
w preparatach bia
kowych nieogrzewanych i poddanych dzia
aniu temperatury nie 
stwierdzono istotnych ró� nic w ich ilo� ci w PBA i PBK z fasoli odmiany Mela oraz 
PBA z fasoli odmiany Prosna. W sposób statystycznie istotny zmniejszy
a si�  ilo� �  
rafinozy i stachiozy w PBK z fasoli odmiany Prosna po ogrzaniu. Natomiast w 
preparatach otrzymanych z fasoli odmiany Wenta zaobserwowano po ogrzaniu istotny, 
33–63-procentowy wzrost zawarto� ci rafinozy. Otrzymane wyniki nie s�  zgodne z 
danymi literaturowymi, wed
ug których w nasionach poddanych gotowaniu nast� puje 
zmniejszenie zawarto� ci galaktocukrów [3]. Ró� nice s�  prawdopodobnie 
spowodowane zastosowanymi warunkami obróbki cieplnej. We wszystkich pracach 
poddawano badane nasiona ogrzewaniu w roztworze. Dlatego zmniejszenie zawarto� ci 
galaktocukrów by
o spowodowane g
ównie wymyciem ich z nasion. Cukry te zaliczaj�  
si�  do zwi� zków termostabilnych i podczas obróbki cieplnej obserwowano tylko 
niewielki wzrost zawarto� ci produktów ich rozk
adu. W niniejszej pracy m� ka i 
preparaty bia
kowe ogrzewane by
y w postaci suchej w zamkni� tych fiolkach. Dlatego 
wzrost zawarto� ci oligosacharydów mo� e by�  spowodowany zmianami zachodz� cymi 
w bia
kach pod wp
ywem temperatury. Cz� � ciowe rozfa
dowanie 
a� cuchów 
polipeptydowych mo� e powodowa�  uwalnianie cz� steczek sacharydów zamkni� tych 
wewn� trz moleku
 bia
kowych. 
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W m� kach i preparatach bia
kowych przeprowadzono oznaczenia zawarto� ci 
fosforu fitynowego, który przeliczano na kwas fitynowy i podano w g/100 g s.m. 
próbki w tab. 3. W m� kach zawarto� �  kwasu fitynowego waha
a si�  w granicach od 
1,6 % (odmiana Mela) do 2,0% (odmiana Wenta). Natomiast w PBA obserwowano 
wzrost zawarto� ci kwasu fitynowego w stosunku do m� ki o 41% w fasoli odmiany 
Mela, o 35% w fasoli odmiany Prosna i o 16% w fasoli odmiany Wenta. Odwrotn�  
zale� no� �  obserwowano w PBK, gdzie zawarto� �  kwasu fitynowego zmniejszy
a si�  w 
stosunku do m� ki o 38–62%. Wzrost ilo� ci kwasu fitynowego stwierdzili w izolatach i 
koncentratach bia
kowych otrzymanych z nasion bobu i grochu Carnovale i wsp. [10] 
oraz z soi Anderson i Wolf [2]. Uzyskana zró� nicowana zawarto� �  kwasu fitynowego 
w preparatach bia
kowych mo� e wynika�  z zastosowanych warunków ekstrakcji 
bia
ek, a zw
aszcza pH ekstrahenta. Badania rozpuszczalno� ci kwasu fitynowego m� ki 
bobu przeprowadzone przez Carnovale i wsp. [10] wykaza
y, � e w � rodowisku o pH 8 
rozpuszcza si�  oko
o 90% kwasu fitynowego, a w � rodowisku o pH 4,5 w 
supernatancie pozostaje tylko 30% kwasu fitynowego. Natomiast w roztworze o pH 
5,5, stosowanym do ekstrakcji bia
ek krystalicznych, kwas fitynowy wykazuje 
mniejsz�  rozpuszczalno� �  wynosz� c�  oko
o 60%. Podobne wyniki rozpuszczalno� ci 
kwasu fitynowego z soi uzyska
y Borowska i Koz
owska [6]. 

Ali i Baker [1] badali wp
yw pH roztworu kwasu cytrynowego stosowanego do 
ekstrakcji bia
ek na zawarto� �  kwasu fitynowego. Autorzy podaj� , � e najmniejsz�  ilo� �  
kwasu fitynowego uzyskano w bia
kach ekstrahowanych kwasem cytrynowym o pH 
5,5, natomiast obni� anie pH powodowa
o wzrost ilo� ci kwasu fitynowego w 
ko� cowym produkcie. Zwi� zane jest to z dysocjacj�  kompleksu bia
ko-fityna, która 
wyst� puje w najwi� kszym stopniu w � rodowisku o pH 5,5 i uwolniony kwas fitynowy 
pozostaje w supernatancie. Ponadto zastosowane warunki ekstrakcji (pH, temperatura) 
mog�  przyczynia�  si�  do cz� � ciowej degradacji fitynianów [18]. Poniewa�  kwas 
fitynowy mo� e tworzy�  kompleksy z bia
kiem, przez co ogranicza jego warto� �  
od� ywcz� , zawarto� �  fosforu fitynowego przeliczono na 100 g bia
ka w suchej masie. 
Porównuj� c uzyskane wyniki (tab. 3) stwierdzono, � e we wszystkich preparatach 
nast� powa
o zmniejszenie zawarto� ci fosforu fitynowego w porównaniu z m� k� . 
Jednak najwi� ksze zmniejszenie (82–88%) zawarto� ci fosforu fitynowego 
obserwowano w PBK otrzymanych z fasoli wszystkich badanych odmian, podczas gdy 
w PBA zmniejszenie wynosi
o 60–62%. Potwierdza to fakt, � e zastosowanie kwasu 
cytrynowego o pH 5,5 do ekstrakcji bia
ek powoduje dysocjacj�  kompleksu bia
ko – 
fityna i przyczynia si�  do zmniejszenia ilo� ci kwasu fitynowego w preparatach bia
ek 
krystalicznych. 

Tabela 3 
 

Zawarto� �  fosforu fitynowego i kwasu fitynowego w m� ce i preparatach bia
kowych otrzymanych z fasoli 
odmiany Mela, Prosna i Wenta. 
Content of phytate phosphorus and phytic acid in flour and protein preparations obtained from bean seeds 
(the Mela, Prosna, and Wenta varieties of bean). 
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Odmiana 
fasoli 
Bean 

variety 

Rodzaj próbki 
Type of sample 

Fosfor fitynowy 
 [g/100 g s.m.] 

Phytate-P 
[g/100g d.m.] 

Fosfor fitynowy 
 [g/100 g bia
ka s.m.] 

Phytate-P 
[g/100 g protein d.m.] 

Kwas fitynowy 
[g/100 g s.m.] 
Phytic acid 

[g/ 100 g d.m.] 

nieogrzewana / non-heated 0,464 (±0,007) 2,116 1,645 i m� ka 
flour ogrzewana / heated 0,437 (±0,010) 1,996 1,551 h 

nieogrzewana / non-heated 0,651 (±0,008) 0,846 2,310 o 

PBA 

ogrzewana / heated 0,594 (±0,006) 0,773 2,110 m 

nieogrzewana / non-heated 0,284 (±0,006) 0,344 1,008 e 

Mela 

PBK 
ogrzewana / heated 0,262 (±0,006) 0,318 0,932 d 

nieogrzewana / non-heated 0,500 (±0,005) 2,702 1,775 j m� ka 
flour ogrzewana / heated 0,410 (±0,005) 2,214 1,454 g 

nieogrzewana / non-heated 0,697 (±0,004) 0,999 2,412 r 
PBA 

ogrzewana / heated 0,621 (±0,011) 0,913 2,205 n 

nieogrzewana / non-heated 0,358 (±0,009) 0,478 1,270 f 

Prosna 

PBK 
ogrzewana / heated 0,246 (±0,006) 0,328 0,873 c 

nieogrzewana / non-heated 0,567 (±0,006) 2,275 2,019 l m� ka 
flour ogrzewana / heated 0,534 (±0,005) 2,138 1,898 k 

nieogrzewana / non-heated 0,660 (±0,006) 0,86 2,342 p 

PBA 
ogrzewana / heated 0,567 (±0,005) 0,74 2,012 l 

nieogrzewana / non-heated 0,215 (±0,010) 0,264 0,762 b 

Wenta 

PBK 
ogrzewana / heated 0,160 (±0,008) 0,196 0,568 a 

Obja�nienia: / Explanatory notes: 
± odchylenie standardowe / standard deviation; 
a-k grupy jednorodne wyznaczone testem Duncana (p ³  0,95) / homogeneous groups determined using a 
Duncan test (p ³  0.95). 

 
Dzia
anie wysokiej temperatury powodowa
o zmniejszenie zawarto� ci kwasu 

fitynowego we wszystkich badanych próbkach (ró� nice statystycznie istotne). 
Najwi� ksze zmniejszenie zawarto� ci kwasu fitynowego w m� kach pod wp
ywem 
temperatury obserwowano w m� ce otrzymanej z fasoli odmiany Prosna (18%). W PBA 
zmniejszenie by
o ni� sze (11–16%) w porównaniu z próbkami nie poddanymi 
dzia
aniu wysokiej temperatury. W PBK najwi� ksze zmniejszenie zawarto� ci, o 22%, 
uzyskano z fasoli odmiany Prosna, natomiast w przypadku odmian fasoli Mela i Wenta 
wynosi
o odpowiednio 5 i 9%. Niewielkie zmniejszenie zawarto� ci fosforu fitynowego 
pod wp
ywem ogrzewania w nasionach obserwowali Barampama i Simard [3] oraz 
znacznie wi� ksze podczas ogrzewania w temp. powy� ej 120oC – Rehman i Shah [27]. 
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Jednak wzrost temperatury powoduje tylko cz� � ciow�  degradacj�  fitynianów ze 
wzgl� du na trwa
o� �  wi� za�  estrowych mi� dzy inozytolem a kwasem fosforowym.  

Wnioski 

1. Zastosowanie procesu krystalizacji do otrzymywania preparatów bia
kowych 
wp
yn� 
o na wi� ksze zmniejszenie zawarto� ci fosforu fitynowego, aktywno� ci TI 
ni�  w PBA oraz znaczne zmniejszenie zawarto� ci galaktocukrów w porównaniu z 
m� k� , do poziomu takiego samego b� d�  ni� szego ni�  w PBA. 

2. Pod wp
ywem obróbki termicznej preparatów bia
ek krystalicznych stwierdzono 
zmniejszenie zawarto� ci fosforu fitynowego, natomiast zmiany ilo� ci inhibitora 
trypsyny i galaktocukrów zale� a
y od odmiany nasion. 
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THE CONTENT OF TRYPSIN INHIBITORS, OLIGOSCCHARIDES, AND PHYTIC ACID  
IN THE BEAN SEED (PHASEOLUS VULGARIS) PREPARATIONS OBTAINED BY 

CRYSTALLIZATION AND CLASSICAL ISOLATION 
 

S u m m a r y 
 

In this paper, the comparison was made between the content of oligosccharides, phytic acid, and 
trypsin inhibitors contained in protein preparations manufactured from bean seeds with the use of two 
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methods: classical isolation and crystallization under acidic conditions. During the classical isolation 
process, proteins were reclaimed from alkaline extracts at a minimum solubility; they had an amorphous 
form (PBA). The second method consisted in the utilization of the ability of bean proteins to create 
crystalline structures at acidic conditions (PBK). 

The investigations performed showed that when the crystallization method was applied, it was 
possible to obtain preparations of lower contents of phytic acid and inhibitors compared to the classical 
isolation process. In the preparations obtained, the content of oligosaccharides was also decreased 
compared to the bean flour. The crystallization process caused a decrease in the content of 
galactosaccharides and their content was either at levels similar or lower than the respective levels of their 
content obtained using the classical isolation method. A thermal processing applied (100oC, t = 30 min) 
produced a decrease in the content of phytic acid, whereas the change in the contents of oligosaccharides 
and trypsin inhibitors depended upon the variety of seeds used. 

 
Key words: bean, amorphous and crystalline proteins, phytic acid, oligosaccharides, trypsin inhibitor �  


