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取黑豆、黃豆、紅豆及綠豆等常見且不同顏色的豆類為材料，劃分種皮及種仁，

以乙醇萃取後比較體外清除自由基的能力。結果顯示，黑豆種皮的總多酚、還原

力、清除 DPPH自由基及 SOD活性都遠優於黃豆、紅豆及綠豆等的種皮及種仁。

種仁的抗氧化能力，普遍低於種皮。種皮的抗氧化活性綜合評比，黑豆種皮最高，

綠豆種皮的抗氧化能力略優於紅豆種皮，黃豆種皮最低。 
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緒緒緒緒    論論論論 

活性氧物種(Reactive oxygen species, ROS)包括超氧陰離子(O2
•−

)、羥基自由基

(
•
OH)、過氧化氫(H2O2)和過氧化自由基(ROO· )，可使核酸、蛋白質、脂質或 DNA

氧化，可開啟退化性的疾病。 

 

超氧自由基(superoxide radical)是氧化與還原反應的中間產物，具毒性，能形成羥

基自由基及過氧化氫化合物(hydroperoxide)，造成細胞受損、發炎、動脈粥狀硬

化及老化[1, 2]。超氧歧化酶(superoxide dismutase, SOD)廣泛存於生物體中的金屬

酶，能催化超氧自由基轉為 H2O2及 O2，進而清除細胞所產生的超氧自由基。超

氧歧化酶可防止膜脂質的氧化，達到保護的效果[3]。 

 

抗氧化劑能夠捕獲自由基。多酚類化合物是植物二次代謝產物，是天然植物中萃

取的多羥基酚類衍生物，近年廣受歡迎。在傳統的藥用植物已有報導酚類化合物

和抗氧化呈正相關[4]。還原力表示其捐贈電子的能力，能和自由基反應，變成穩

定的代謝物，終止自由基的反應鏈[5]。清除自由基的能力及還原力可測得抗氧化
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活性。 

 

大豆俗稱黃豆(Glycine max (L.) Merr.)，是豆科(Fabaceae)大豆屬(Glycine)的草本植

物。以大豆種皮的顏色分類，如黃色種皮的黃豆、黑色種皮的黑豆(black soybean) 

[6]。《本草拾遺》記載，黑豆能「明目鎮心，溫補。久服，好顏色，變白不老」。

黑豆種皮為黑色，富含花青素類(anthocyanin)化合物，在黑豆種皮色素的研究多

集中在化學結構及特性，花青素的生理活性的統研究較少[7]。Takanori等人[8]以

體外試驗初步得出黑豆種皮的花青素對脂質過氧化系有較強的抑制作用，徐等人

[9]以化學模擬體系比較體外抗氧化作用，認為黑豆種皮具有較強的抗氧化能力。

Choung等人[10]以層析法分離黑豆，指出黑豆主要的花青素種類為 delphinidin-3- 

glucoside, cyanidin-3-glucoside及 petunidin-3-glucoside，黑豆中總花青素的量在

1.58-20.18 mg/g。 

 

綠豆(Vigna radiata)及紅豆(Vigna angularis)都是屬豆科(Fabaceae)虹豆屬(Vigna)植

物。Duh等人[11]以甲醇萃取綠豆種皮進行抗氧化試驗，指出綠豆種皮甲醇萃取物

在抑制亞麻油酸過氧化的能力，高於 BHA，在還原及清除 DPPH自由基，也有良

好的抗氧化效果。Amarowicz等人[12]將紅豆，蠶豆，豌豆等 7種豆類以 80%丙酮

萃取，發現紅豆的抗氧化能力和總酚類含量都為最高。 

 

本研究選取豆科植物中不同顏色的豆類，目的是討論不同顏色的豆類間抗氧化能

力的差異，進而比較種皮(seed coat)及種仁(seed kernel)之間清除體外自由基的能

力，以期作為豆類保健食品開發的基礎。 

 

材料與方法材料與方法材料與方法材料與方法 

材料材料材料材料 

1. 豆的來源豆的來源豆的來源豆的來源： 

黑豆、黃豆、綠豆及紅豆購自桃園市商業市場。 

 

2. 豆的劃分豆的劃分豆的劃分豆的劃分： 

黑豆及黃豆以鐵鎚輕敲，將黑豆或黃豆種種皮剝出，以此劃分為種皮及種仁。

綠豆及紅豆以刀片或剪刀輕刮種皮，以此劃分為種皮或種仁。種皮及種仁經

冷凍乾燥、磨碎及通過 60 mesh 篩網，並於-20℃冰箱保存。 

 

3. 藥品藥品藥品藥品：：：： 

核黃素(riboflavin)、L-甲硫胺酸(L-methionine)、硝基藍四氮唑、磷酸氫一鉀及

磷酸氫二鉀、Folin-Ciocalten 試劑、碳酸鈉、沒食子酸 (gallic acid)、赤血鹽
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(potassium ferricyanide)、三氯化鐵(ferric chloride)、DPPH (1, 1-diphenyl-2-   

picrylhydrazyl)、均為Sigma公司產品，95%乙醇為台灣菸酒公司產品。本實驗

使用Milli-Q system 製作的超純水作為溶劑。 

 

4. 儀器儀器儀器儀器：：：： 

分光光度計 (PerkinElmer Lambda35 UV/Vis spectrometer)。 

 

實驗方法實驗方法實驗方法實驗方法 

1. 置備乙醇萃取樣品置備乙醇萃取樣品置備乙醇萃取樣品置備乙醇萃取樣品 (Preparation of ethanol extract solution) 

經冷凍乾燥後的各種豆的種皮或種仁，以一克種皮或種仁添加 5 mL (70%、

40%、20%)不同pH的乙醇至離心管中，經vortex振盪，再以超音波振盪20分鐘，

以4℃，3,000 rpm 離心10分鐘，收集上清液，再以以5 mL乙醇，經vortex振

盪，再以超音波振盪20分鐘，以4℃，3,000 rpm 離心10分鐘，收集兩次上清

液並定量至10 mL，做總多酚測試，以決定最適萃取條件。萃取的樣品作總多

酚、清除DPPH自由基及還原力活性等實驗。 

 

2. 總多酚分析總多酚分析總多酚分析總多酚分析(Determination of total phenolics) 

以修改  Folin–Ciocalteu方法 [13]測試，取250 μL的乙醇萃取液及同體積的 

Folin-Ciocalten 試劑混合5分鐘後，再加500 μL 20 %碳酸鈉及4 mL的水，在常

溫下反應25分鐘後，以25 ℃，5,000 rpm離心10分鐘，以分光光度計於730 nm

偵測吸光度。以沒食子酸 (gallic acid) 製作檢量線，計算樣品之總多酚濃度 

(以μg/mL表示)。 

 

3. 還原力活性還原力活性還原力活性還原力活性(Reducing power activity) 

使用K3Fe(CN)6-FeCl3方法進行還原力的分析[14]。取200 μL乙醇萃取液，加入同

體積的磷酸鈉緩衝溶液(0.2 M, pH 6.6)及1%赤血鹽(potassium ferricyanide)，混

合液在50℃下孵育20分鐘，迅速將測定樣品置於0℃冰浴5分鐘。加入同體積

10%三氯醋酸溶液 (trichloroacetic acid)，3,000 rpm 離心10分鐘。上清液與蒸

餾水及0.1%三氯化鐵(ferric chloride)以5：5：1混合均勻，反應10分鐘，以分

光光度計於700 nm偵測吸光度。吸光度越高，表示還原能力越強。 

 

4. 清除清除清除清除1,1-Diphenyl- 2-picrylhydrazyl (DPPH)自由基能力自由基能力自由基能力自由基能力(Capacity of scavenging 

DPPH radicall) 

取 100 μL不同濃度之乙醇萃取液，加入新鮮配製之 0.16 mM DPPH甲醇溶液

1.2 mL於 1.5 mL升之試管中，混合均勻，在避光室溫下靜置 30 分鐘後，測

517 nm之吸光度[15]。 

清除 DPPH自由基能力(%) =[1 – (A517 nm, sample/A517 nm, blank)] 
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(以mg/mL所具有之清除DPPH自由基能力表示)。 

 

5. SOD活性的測試活性的測試活性的測試活性的測試(Superoxide radical scavenging activity) 

取種皮及種仁以50 mM的磷酸鉀緩衝溶液(pH 7.8)配製為0.2、0.4 、0.6、0.8、

1、2、4、6、8、10 mg/mL，超音波震盪30分鐘後，以3,000 rpm、4℃離心10

分鐘，取上清液為粗酶液。 

 

SOD的活性測試則參考Beauchamp 與 Fridovich的方法[16]經修飾而成，取109.3 

mg L-甲硫胺酸加入73.23 mL 50 mM的磷酸鉀緩衝溶液(pH 7.8)，待其充分溶解

後再加10 mg的硝基藍四氮唑(NBT)，充分溶解成A液。以4.4 mg核黃素加至100 

mL磷酸鉀緩衝溶液(pH 7.8)，充分溶解成B液。藥品皆新鮮配製。分析測定時，

取1.53 mL的B液入A液成為反應液。 

 

取0.05 mL的黑豆種皮及種仁的粗酶液至含3 mL反應液的玻璃試管中，於4,000 

Lux螢光燈下進行20分鐘光照還原反應，以分光光度計在560 nm偵測吸光值。

不加粗酶液的照光試管為對照組，以抑制硝基藍四氮唑光化還原50%為一個

活性單位。 

 

百分抑制率：(A0-A)/A0×100% 

式中：A0為對照組試管吸光值；A為測定試管吸光值。 

單位重量SOD活性的計算公式： 

 

  

 

 

 

 

結結結結    果果果果 

以不同 pH及不同濃度的乙醇萃取黑豆種皮及種仁，藉由總多酚的測定，找出最

適萃取條件。圖 1是以 pH3、pH7和 pH11，以及 20%、40%和 70%的乙醇作為萃

取液，進行總多酚試驗。由圖 1，以 70% pH3 乙醇萃取黑豆種皮的總多酚為

57,220μg GAE/g 的效果最好，其次是 pH7、70%乙醇萃取條件。萃取黑豆種仁，

進行總多酚試驗，以 pH7 、70%乙醇萃取黑豆種仁的總多酚為 6,400 μg GAE/g效

果最好，其次是 pH3、70%乙醇的條件。由圖一，萃取液中的酒精濃度至 70%，

對黑豆種皮及種仁的總多酚萃取量最多，而 pH值的影響不若酒精濃度，因此在

本研究中，以 70%乙醇做為後續測定抗氧化能力的萃取條件。 
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 圖 1、不同濃度的乙醇萃取黑豆種皮及種仁的總多酚含量 

 

圖 2是以 70%乙醇作為萃取液，各種顏色的豆類之種皮及種仁的總多酚含量。由

圖 2，黑豆種皮的總多酚含量最高，是其他豆的種皮及種仁總多酚含量的十倍以

上。種皮的總多酚量以黑豆為最高，其次為紅豆及綠豆，但紅豆及綠豆彼此差異

不大，黃豆最少。種仁的總多酚的含量一般普遍不多，以黑豆種仁及黃豆種仁的

含量為最。 

 

 
 圖 2、各種豆的種仁與種皮的總多酚含量 

 

圖 3.1及圖 3.2分別是各種豆類的種皮及種仁的還原力，吸光值越高，表示還原

能力越強。將還原力的吸光值與各處理濃度作一比值，可算出斜率，斜率愈高，

還原力愈強。表一是以斜率比較各處理的還原力，黑豆種皮的斜率可高於他種豆

的 20倍以上，遠高於他種豆的種仁及種皮。各種豆的種仁的斜率普遍為低，以

黑豆種仁為最，黑豆種仁及黃豆種仁的斜率高於黃豆種皮。 
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 圖 3.1、各種豆的種皮還原力比較(▂，▂，▂，▂ 分別代表黑豆、黃豆、紅豆及綠豆) 

 

 

 圖 3.2、各種豆的種仁還原力比較(▂，▂，▂，▂ 分別代表黑豆、黃豆、紅豆及綠豆) 

 

DPPH是一穩定的自由基，清除 DPPH自由基一半的濃度(IC50 )表示清除 DPPH自

由基的能力，IC50的數值愈小，表示清除 DPPH自由基能力愈高。黑豆種皮的 IC50

為 1.24 mg/g，是所有的種皮及種仁最小者，綠豆種皮及紅豆種皮其次。種仁的

IC50普遍都高，黃豆種仁及黑豆種仁較黃豆種皮為小。本研究中，紅豆種仁及綠

豆種仁無法偵測出其 IC50 。 

 表 1、各種豆種皮與種仁的還原力比較 

Treatments 黑豆種皮黑豆種皮黑豆種皮黑豆種皮 黃豆種皮黃豆種皮黃豆種皮黃豆種皮 紅豆種皮紅豆種皮紅豆種皮紅豆種皮 綠豆種皮綠豆種皮綠豆種皮綠豆種皮 黑豆種仁黑豆種仁黑豆種仁黑豆種仁 黃豆種仁黃豆種仁黃豆種仁黃豆種仁 紅豆種仁紅豆種仁紅豆種仁紅豆種仁 綠豆種仁綠豆種仁綠豆種仁綠豆種仁 

Slope of calibrations 

[Abs/Conc.] 

0.657± 

0.075 

0.008± 

0.0004 

0.034± 

0.002 

0.028± 

0.001 

0.021± 

0.002 

0.016± 

0.0006 

0.0011± 

0.0001 

0.0009± 

0.0001 
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 表 2、各種豆的種皮及種仁的清除 DPPH自由基能力 

Treatments 黑豆種皮黑豆種皮黑豆種皮黑豆種皮 黃豆種皮黃豆種皮黃豆種皮黃豆種皮 綠豆種皮綠豆種皮綠豆種皮綠豆種皮 紅豆種皮紅豆種皮紅豆種皮紅豆種皮 黑豆種仁黑豆種仁黑豆種仁黑豆種仁 黃豆種仁黃豆種仁黃豆種仁黃豆種仁 紅豆種仁紅豆種仁紅豆種仁紅豆種仁 綠豆種仁綠豆種仁綠豆種仁綠豆種仁 

IC50 (mg/g) 1.24± 

0.07 

260± 

9.89 

20.7± 

3.39 

16.4± 

0.10 

100± 

21.9 

91.1± 

12.0 

N.D. N.D. 

 

超氧歧化酶(SOD)，能催化超氧自由基轉為 H2O2及 O2，進而清除細胞所產生的超

氧自由基。各種豆的種皮及種仁的 SOD活性如圖 4，黑豆種皮的 SOD約為 9,195 

(unit/g) 最高，其次是綠豆種皮的 2,164 (unit/g)，第三為紅豆種皮 779 (unit/g)，

第四為綠豆種仁 632 (unit/g)，而黃豆種皮、黃豆種仁及黑豆種仁甚低。 

 圖 4、各種豆的種皮超氧化歧解酶(SOD)的活性 

 

討討討討    論論論論 

以常見的不同顏色的四種豆類作為材料，劃分種皮及種仁探討其體外抗氧化的能

力。本研究中，種仁的抗氧化能力，普遍低於種皮。黑豆、黃豆、紅豆及綠豆的

種皮在萃取的條件下，黑豆種皮的總多酚、還原力、清除 DPPH 自由基及 SOD

活性都遠遠優於黃豆、紅豆及綠豆，可高於 20 倍以上。在種皮的抗氧化活性綜

合評比下，綠豆種皮的抗氧化能力略優於紅豆種皮，而黃豆種皮最低。Xu 等人

認為黑豆的抗氧化作用與其種皮所含的多酚和花青素類物質關係密切[7]。 

 

黑豆、黃豆、紅豆及綠豆是常見的豆類食物，此四種豆，以黑豆種皮最易溶於水，

將黑豆置於手上，黑色或紫色即沾於手。以黑豆為原料的大宗產業，如製造醬油

或蔭油的工廠，在製作過程中，以黑豆浸水、或以水煮黑豆，所排出的棕色液體

是以廢棄物排出。以黑豆浸水洗滌及煮沸黑豆後入甕發酵成醬油的程序，這些廢



MC-TB 2013 Vol 5, e2                 Scavenging Activity of Legume               吳慧中等 

 16 

棄的水溶液可能含有黑豆種皮多酚。以某醬油廠的黑豆浸水液及黑豆煮水液的多

酚類含量為例，黑豆浸水的溶液及煮沸後的黑豆水溶液的總多酚含量都高於

8,000 µg GAE/mL，和數種市售的綠茶飲料比較，市售綠茶飲料總多酚含量在

2,500-3,500 µg GAE/mL(未發表資料)。綠茶是富含天然的抗氧化劑[17]，認為可抗

癌和抗突變性，對心血管疾病的保護作用[18]，黑豆浸水液或是黑豆煮水液和市售

綠茶飲料相較之下，都是具有高抗氧化能力，而黑豆種皮的多酚類在對癌細胞的

細胞生長週期的影響或在抗癌的研究，都值得進一步討論。 
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In Vitro Radical Scavenging Activity of Seed Coat 

and Seed Kernel Ethanol Extracts of Legume 
 

Hui-Chung Wu, Jr-Shiuan Wang, Fu-Chun Tsai, and Ji-Yuan Liang* 
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(Taoyuan, Taiwan, R.O.C.) 

Abstract 

Adzuki beans, black soybeans, mung beans, and soybeans are the common Legume 

species of different colors. The seed coat and seed kernel of these beans were 

evaluated to compare their in vitro radical scavenging activity. The results show that 

the total polyphenols, reducing power, scavenging DPPH radical activity and SOD 

activity of seed coat of black soybeans are far superior to the seed coat of soybeans, 

mung beans, adzuki beans and all seed kernel. The antioxidant capacity is generally 

lower in the seed kernel comparing to the seed coat. The antioxidant activity of seed 

coat from different Legume species, seed coat of black soybeans has the highest 

antioxidant capacity. The seed coat of mung beans is slight better than the adzuki 

beans, and the soy beans showed the lowest antioxidant activity. 
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