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WYKAZ SKRÓTÓW I AKRONIMÓW 

Akronim/skrót Termin w języku angielskim Termin w języku polskim 

4OHGBS 4-hydroxy-glucobrassicin 4-hydroksy-glukobrassycyna 

ABTS 
2,2’-azynobis(3-ethylbenzotiazoline-6-

sulofonic acid 

Kwas 2,2’-azynobis(3-etylobenzotiazolino-6-

sulofonowy 

AT Acetylo-transferase N-acetylotransferaza 

BFP Brown Pigment Formation Powstawanie brunatnego pigmentu 

CG Cysteine glicinase Cysteinoglicynaza 

CGT Glutamyl transpepdidase Transpeptydaza γ-glutamylowa; 

CRP C-reactive protein Białka C-reaktywne 

DAD Diode Array Detector Detektor z matrycą fotodiodową 

DHA Dehydroascorbic acid Kwas dehydroaskorbinowy 

DIM 3,3’-diindolemethan 3,3’-diindolometan 

DPPH 2,2-diphenylo-1-picrylohydrazyl 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl 

DS-GLS Desulfo-glucosinolates Desulfo-glukozynolany 

ESI Electrospray Ionization Jonizacja przez elektrorozpraszanie 

FID Flame Ionization Detector Detektor jonizacji płomieniowej 

FPD Flame Photometric Detector Detektor płomieniowo fotometryczny 

GBS Glucobrassicin Glukobrassycyna 

GC Gas Chromatography Chromatografia gazowa 

GGT Glutamyl transpepdidase Transpeptydaza γ-glutamylowa; 

GIB Glucoiberin Glukoiberyna 

GLS Glucosinolates Glukozynolany 

GNP Gluconapin Glukonapina 

GSH Glutathione Glutation 

GST Glutathion S-transferase S-transferaza glutationowa 

GTL Glukotropaeolin Glukotropaeolina 

HPLC High Performance Liquid Chromatography Wysokosprawna chromatografia cieczowa 

HR-MS High Resolution Mass Spectroscopy Wysokorozdzielcza spektrometria mas 

HS Head Space Analiza fazy nadpowierrzchniowej 

SPME Solid Phase Microextraction Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej 

I3AA Indolo-3-acetic acid Kwas indolo-3-octowy 

I3ACN Indolo-3-acetonitrile Indolo-3-acetonitryl 

I3C Indolo-3-carbinol Indolo-3-karbinol 

IS Internal Standard Wzorzec wewnętrzny 

ITC Isotiocyanians Izotiocyjaniany 

EI Elektron ionization Jonizacja elektronami 

KF Fraction collector Kolektor frakcji 

LDL Low density Lipoprotein Lipoproteiny o małej gęstości 

MeOHGBS 4-metoxy-glucobrassicin 4-metoksy-gkukobrassycyna 

MRPs Maillard Reaction Products Produkty reakcji Maillarda 

MS Mass spectrometry Spektrometria mas 

NeoGBS Neo-glucobrassicin Neo-glukobrassycyna 

NIRS Near-Infrared Spectroscopy Spektroskopia w niskiej podczerwieni 

NMR Nuclear Magnetic Resonance Spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego 

NP Normal Phase Układ faz normalnych 

PCL Photochemiluminescence Fotochemiluminescencja 

PFK Perfluorokerosene Perfluorokerozen 

PTLC Preparative Thin Layer Chromatography Preparatywna chromatografia cienkowarstwowa 

ROS Reactive Oxygen Species Reaktywne Formy Tlenu 

RP Reversed Phase Układ faz odwróconych 

RPF Relative Proportionality Factor Współczynnik odpowiedzi 

SFC Superfluid Chromatography 
Chromatografia z fazą ruchomą w stanie 

nadkrytycznym 

TLC Thin Layer Chromatography Chromatografia cienkowarstwowa 

UV Ultra Violet Ultrafiolet 
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WSTĘP 

Badania prowadzone w ciągu ostatniego ćwierćwiecza dostarczyły nowych danych na 

temat skuteczności diety bogatej w owoce i warzywa w zapobieganiu chorobom 

cywilizacyjnych takich jak miażdżyca i nowotwory. Na podstawie szeregu badań 

epidemiologicznych wykazano, że warzywa o największej sile działania 

przeciwrakotwórczego to rośliny należące do rodziny krzyżowych. Uzyskane wyniki 

przedstawiają ujemną zależność pomiędzy spożyciem warzyw krzyżowych a ryzykiem 

zachorowań na raka piersi, płuc, trzustki, pęcherza, prostaty, tarczycy, skóry, żołądka i 

okrężnicy (1, 2).  

Choć do dnia dzisiejszego chemoprewencyjny mechanizm działania warzyw z rodziny 

krzyżowych nie jest do końca poznany, to  jednak wyniki badań z udziałem zarówno zwierząt 

jak i ludzi dowodzi, że składniki w nich obecne aktywują enzymy I i II fazy odtruwania. 

Większość badaczy jest zgodna, że głównymi chemoprewencyjnymi składnikami warzyw 

krzyżowych są glukozynolany (GLS), należące do grupy wtórnych metabolitów roślin (3-6). 

Produkty rozpadu glukozynolanów charakteryzują się dwoma typami działania 

przeciwnowotworowego a mianowicie wpływają na:  

 hamowanie aktywacji metabolicznej kancerogenów chemicznych poprzez 

inhibicję cytochromu P450; 

 aktywację enzymów II fazy odtruwania, takie jak transferaza glutationowa i 

reduktaza chinonowa. 

Niewątpliwie na chemoprewencyjny potencjał roślin krzyżowych wpływają również obecne 

w nich przeciwutleniacze tj. witaminy antyoksydacyjne czy też polifenole. Dostarczane w 

diecie wspomagają i wzmacniają naturalną obronę ustroju przed reaktywnymi formami tlenu 

(ROS). W przeciwieństwie do GLS, skład polifenoli w warzywach z grupy krzyżowych jest 

bardzo słabo poznany. 

Identyfikacja związków biologicznie aktywnych ma fundamentalne znaczenie dla 

zrozumienia mechanizmów chemoprewencji, a ponadto pozwala na prowadzenie skutecznej 

kontroli poziomu składnika aktywnego w produkcie rynkowym jakim jest warzywo (kontrola 

jakości) a szczególnie istotna staje się ona w przypadku opracowywania suplementów diety. 

Większość danych na temat rodzaju i poziomu występowania składników bioaktywnych 

dotyczy jedynie surowych roślin. W rzeczywistości jedynie niewielka część warzyw 

spożywana jest w postaci surowej, w większości przypadków wymagany jest jednak 

odpowiedni proces obróbki produktu przed spożyciem ze względu na:  
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- bezpieczeństwo; 

- zachowanie jakości; 

- powody ekonomiczne.  

Ocena wpływu obróbki żywności stanowi kluczowy czynnik w ustaleniu warunków 

technologicznych umożliwiających zabezpieczenie bądź też ulepszenie oryginalnej 

aktywności i biodostępności składników, które w niej występują naturalnie. Zrozumienie w 

jaki sposób przetwarzanie żywności zmienia skład substancji bioaktywnych jest jednym z 

najważniejszych etapów prawidłowej interpretacji badań nad wpływem żywienia oraz 

nawyków żywieniowych na ludzkie zdrowie. 
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 I. CZĘŚĆ TEORETYCZNA 

 

1. Klasyfikacja warzyw krzyżowych 

 

Warzywa krzyżowe należą do botanicznej rodziny kapustnych (łac. Brassicaceae) w 

rzędzie kaparowców (łac. Capparales). Kapustne stanowią liczną rodzinę zawierającą około 

trzech tysięcy gatunków w obrębie 350 rodzajów. Rośliny te zostały określone mianem 

krzyżowych za względu na charakterystyczne ułożenie płatków kwiatów przedstawicieli tej 

rodziny. Warzywa te mogą być roślinami jednorocznymi, dwuletnimi lub wieloletnimi. 

Pomimo dużej różnorodności tylko przedstawiciele kilku rodzajów należą do roślin 

jadalnych. Najczęściej spożywane warzywa krzyżowe należą do rodzaju Brassica, wśród nich 

największą popularnością cieszy się kilka odmian gatunku B. oleracea tj. kapusta, kalafior, 

brokuły czy brukselka. Do innych jadalnych gatunków z rodzaju Brassica należą B. rapa oraz 

B. napus, których przedstawicielami są odpowiednio kapusta chińska oraz rzepak. Pozostałe 

warzywa krzyżowe stosowane w ludzkiej diecie tj. rzodkiewka czy rzeżucha są 

przedstawicielami innych rodzajów rodziny Brassicaceae. Listę głównych przedstawicieli 

warzyw krzyżowych wraz z ich botaniczną klasyfikację zestawiono w tabeli 1. 

 

 

Tabela 1 Klasyfikacja warzyw należących do rodziny krzyżowych występujących w ludzkiej 

diecie. 

Rodzina 
Gatunek i 

odmiana 
Nazwa zwyczajowa Główne składniki bioaktywne Wygląd 

Brassica  

 

B. oleracea 

var. botrytis 

Kalafior 

(ang. Cauliflower) 

- sinigryna; 

- progoitryna; 

-glukobrassycyna; 

- glukonapina; 

- allylo izotiocyjanian; 

- indolo-3-karbinol. 

 

B. oleracea 

var. capitata 

Biała kapusta 

(ang. White cabbage) 

- glukobrasycyna; 

- sinigryna; 

- indolo-3-karbinol; 

- 3,3’-diindolometan; 

- askorbigen; 

- allylo izotiocyjanian; 

-fenyloetylo izotiocyjanian. 
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Tabela 1 c.d.   

Rodzina 
Gatunek i 

odmiana 
Nazwa zwyczajowa Główne składniki bioaktywne Zdjęcie 

Brassica  

 

B. oleracea 

var. 

gemmifera 

Brukselka 

(ang. Brussels sprouts) 

- sinigryna; 

- glukoiberyna; 

- glukonapina; 

- glukorafanina; 

- progoitryna; 

- glukobrassycyna; 

- neoglukobrassycyna. 

 

B. oleracea 

var. 

gongyloides 

Kalarepa 

(ang. Kohlrabi) 

- sinigryna; 

- glukoiberyna; 

- glukonapina; 

- glukorafanina. 

 

 

B. oleracea 

var. italica 

Brokuły 

(ang. Broccoli) 

- glukoiberyna; 

- glukorafanina; 

- glukobrassycyna; 

- neoglukobrassycyna; 

- sulforafan; 

- erucyna; 

- iberyna. 

 

B. oleracea 

var. rubra 

Czerwona kapusta 

(ang. Red cabbage) 

- glukoiberyna; 

- sinigryna; 

- glukonapina; 

- 4hydroksyglukobrassycyna; 

- glukobrassycyna; 

- metoksyglukobrassycyna; 

- progoitryna. 

 

B. oleracea 

var. sabauda 

Kapusta włoska 

(ang. Savoy cabbage) 

- sinigryna; 

- glukoiberyna; 

-glukobrassycyna; 

- metoksyglukobrassycyna. 

 

B. oleracea 

var. sabellica 

Jarmuż, kapusta 

bezgłowa (ang. Curly 

kale) 

- sinigryna; 

- glukonapina; 

- glukobrassycyna. 

 

 

B. oleracea 

var. virdis 

Kapusta bezgłowa 

ozdobna 

(ang. Kale) 

- glukoiberyna; 

- sinigryna; 

- glukonapina; 

- 4hydroksyglukobrassycyna; 

-glukobrassycyna. 
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Tabela 1 c.d.   

Rodzina 
Gatunek i 

odmiana 
Nazwa zwyczajowa Główne składniki bioaktywne Zdjęcie 

Brassica 

 

B. rapa var. 

chinensis 

Kapusta chińska 

(ang. Chinese 

cabbage, pak-choi) 

- sinigryna 

- glukoiberyna 

- glukonapina 

- neoglukobrassycyna 

 

 

B. rapa var. 

oleifera 

Rzepa olejna - rzepik 

(ang. Turnip rape) 

- progoitryna; 

- napoleferina; 

- glukonapina; 

- glukobrassykonapina; 

- hydroksyglukobrassycyna. 

 

B. rapa var. 

pekinesis 

Kapusta pekińska  

(pe-tsai) 

- sinigryna; 

- glukoiberyna; 

- glukorafanina; 

- progoitryna; 

- glukobrassycyna. 

 

B. rapa var. 

rapa 

Rzepa jadalna 

(ang. Turnip) 

- glukonapina; 

- glukorafanina; 

- progoitryna. 

 

B. rapa var. 

parachinensis 

Kapusta chińska 

(Choi sum) 

- sinigryna; 

- glukoiberyna; 

- glukonapina; 

- glukorafanina; 

- progoitryna; 

- neoglukobrassycyna. 

 

Brassica 

 

 

 

B. napus var. 

napobrassica 

Brukiew, karpiel  

(ang. Swede, 

rutabaga) 

- glukonapina 

- glukobrassykanapina 

- glukotrapeolina 

 

B. napus var. 

oleifera 

Rzepak  

(ang. Rape, canola, 

colza) 

- glukonapina 

- glukobrassykonapina 

- glukotrapeolina; 

- napoleferina. 
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Tabela 1 c.d.   

Rodzina 
Gatunek i 

odmiana 
Nazwa zwyczajowa Główne składniki bioaktywne Zdjęcie 

Brassica 

 

B. juncea 

Gorczyca sarepska 

(ang. Indian mustard, 

brown mustard) 

- glukonapina; 

- glukobrassykonapina. 

 

 

B. juncea var. 

rugosa 

Kapusta chińska 

(Kai choi) 

- glukobrassycyna; 

- sinigryna. 

 

B. nigra 
Gorczyca czarna 

(ang. Black mustard) 
- sinigryna 

 

Raphanus R. sativus 
Rzodkiew zwyczajna 

(ang. Radish) 

- glukorafazatyna; 

- glukorafenina. 

 

Armoracia A. rusticana 
Chrzan 

(ang. Horseradish) 

- glukorafazatyna; 

- glukorafenina; 

- sinigryna. 

 

Nasturtim N. officinalis 
Rukiew wodna 

(ang. Water cress) 

- sinigryna 

- benzyloizotiocyjanian; 

- fenyloetyloizotiocyjanian. 

 

Lepidium L. sativus 

Pieprzyca siewna, 

rzeżucha ogrodowa 

(ang. Cress) 

- sinigryna; 

- glukorafazatyna; 

- glukorafenina. 
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Tabela 1 c.d.   

Rodzina 
Gatunek i 

odmiana 
Nazwa zwyczajowa Główne składniki bioaktywne Zdjęcie 

Wasabia W. japonica Wasabi 

- sinigryna; 

- allyloizotiocyjanian; 

- fenyloetyloizotiocyjanian. 

 

Beta 
B. vulgaris 

flavescens 

Boćwina 

(ang. Swiss chard) 

-glukorafanina; 

- betalainy. 

 

 

 

 

2. Spożycie warzyw krzyżowych na świecie 

 

             Najwyższe spożycie warzyw krzyżowych odnotowuje się wśród dorosłych 

mieszkańców Chin, i wynosił ono ponad 100 g na dzień (7). Inne populacje ludności 

azjatyckiej charakteryzowały się również względnie wysoką konsumpcją warzyw 

krzyżowych mieszczącą się w granicach 40 - 80 g dziennie (8-11). Na terenie Północnej 

Ameryki odnotowano średnie spożycie warzyw krzyżowych wynoszące 25 - 30 g na dzień 

(12, 13). Spożycie warzyw z rodziny Brassicaceae (w przeliczeniu na osobę) na terenie 

Europy charakteryzuje się dużą rozrzutem i tak np. w niektórych krajach środkowej i 

północnej Europy spożycia sięga ponad 30 g na dzień, natomiast w kilku krajach 

południowoeuropejskich wynosiło mniej niż 15 g na dzień (8, 14). Te znaczne rozbieżności 

wynikają głównie z różnic w konsumpcji wszystkich warzyw ogółem, która wzrasta w 

kierunku od południowego do północnego obszaru Europy. Względnie niskim spożyciem 

warzyw krzyżowych, wynoszącym mniej niż 15 g na dzień, charakteryzuje się obszar 

subsaharyjski i niektóre kraje południowej Ameryki (15). Spożycie mniejsze niż 20 g 

dziennie odnotowano również w Indiach (16). W tabeli 2 przedstawiono dane liczbowe 

odnośnie wartości spożycia warzyw krzyżowych oraz ich procentowy udział w konsumpcji 

warzyw ogółem w różnych rejonach geograficznych świata.  
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Tabela 2 Informacje na temat spożycia warzyw krzyżowych (na osobę) oraz ich procentowy 

udział w konsumpcji warzyw ogółem w różnych rejonach geograficznych świata. 

 

 
Kraj Warzywa 

Spożycie 

[g/dzień] 

% konsumpcji 

warzyw ogółem 
Literatura 

Azja 

Japonia Brokuły, kapusta, rzodkiewka, rzepa 83,5 21,2 (8) 

Kuwejt Brokuły, brukselka, kapusta, kalafior 59,8 - (9) 

Singapur Chińska kapusta, rzeżucha, kapusta 

pekińska, brokuły,  kalafior 
42,7 - (10) 

Chiny Kapusta chińska, kapusta, kalafior 102,1 24,3 (7) 

Indie  Krzyżowe - nieokreślone 46,3 - (16) 

Tajlandia Krzyżowe - nieokreślone   (11) 

Ameryka 

Północna 

Kalifornia Pd. Brokuły, brukselka, kapusta, jarmuż, 

kalafior, gorczyca, boćwina 
40 11,7 (17) 

Los Angeles Brokuły, kapusta, brukselka, kalarepa, 

jarmuż, gorczyca, rzepa 
29,7 - (18) 

Seattle Brokuły, kapusta, kiszona kapusta, 

brukselka, kalafior 
20,5 9,6 (19) 

Boston Brokuły, kapusta, kiszona kapusta, 

kalafior, brukselka, jarmuż, gorczyca, 

boćwina 

32 14,3 (20) 

USA Brokuły, kalafior, jarmuż, brukselka 16 5,6 (21) 

Kanada i USA Brokuły, brukselka, kai-choi, kapusta, 

pak-choi, czerwona kapusta, rzepa, 

rzeżucha, won-bok 

29 15,4 (22) 

USA Brokuły, brukselka, kalafior, kapusta, 

rzepa, brukiew 
30,8 - (23) 

Minnesota 

USA 

Krzyżowe - nieokreślone 
26,4 8,9 (24) 

Texas USA Brokuły, kalafior, brukselka, kapusta, 

kiszona, kapusta, kai-choi, rzepa, 

jarmuż 

29,1 - (25) 

USA Krzyżowe - nieokreślone 23,6 8,9 (26) 

Hawaje USA Brokuły, kapusta, chińska kapusta, 

kalafior, brukselka, rzepa, boćwina, 

kai- choi, brukiew 

33,2 14,8 (8) 

Iowa USA Kapusta, kalafior, brokuły 27,5 12,1 (27) 

Ameryka 

Południowa 

Argentyna Brokuły 2,43 - (12) 

Chile Kapusta, kalafior, brokuły, brukselka 12,7 5,8 (13) 

Australia Australia Brokuły, kalafior, kapusta, brukselka 49,6 13,1 (28) 

Europa 

 

 

Szwecja Kapusta, brokuły, brukselka, kalafior 11,5 14,7 (8) 

Norwegia Kapusta, brokuły, brukselka, kalafior 17,2 23,1 (8) 

Włochy Krzyżowe - nieokreślone 11,5 6,9 (8) 

Szwajcaria Krzyżowe - nieokreślone 11,5 6,7 (8) 

Grecja Brokuły, kalafior 5,7 7,8 (8) 

Szwecja Kapusta, chińska kapusta, brokuły, 

kalafior 
28,5 - (14) 

Finlandia Brokuły, kalafior, kapusta, brukselka, 

brukiew 
9,7 9,8 (29) 

Holandia Brukselka, jarmuż, kalafior 32,2 17 (30) 

Afryka 
Afryka 

Południowa 

Krzyżowe - nieokreślone 
15 16,5 (15) 
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            Ogólnie rzecz biorąc, można stwierdzić, że średnia ilość spożywanych warzyw 

krzyżowych stanowi około 10 - 15% wszystkich konsumowanych warzyw. W roku 2000 

produkcja warzyw krzyżowych stanowiła odpowiednio 25% produkcji wszystkich warzyw na 

terenie wschodniej Europy, 10% na terenie Australii, wschodniej i południowo wschodniej 

Azji oraz zachodniej Europy. Produkcję warzyw krzyżowych mniejszą niż 10 % ogółu 

odnotowano w pozostałych krajach. Pomiędzy rokiem 1962 a 2002 odnotowano spadek w 

produkcji warzyw krzyżowych na terenie Australii, Nowej Zelandii oraz zachodniej Europy 

(Rys. 1). 
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B

 

 

Rys. 1 Produkcja warzyw krzyżowych w wybranych rejonach świata: (a) udział w produkcji 

wszystkich warzyw [%]; (b) roczna produkcja w przeliczeniu na mieszkańca [kg]. 

Źródło FAOSTAT (2000); 
Europa Wschodnia: Albania, Bośnia i Hercegowina, Bułgaria, Chorwacja, Czechy, Węgry, Macedonia, Polska, Rumunia, Serbia 

Czarnogóra, Słowacja, Jugosławia. 

Europa Zachodnia: Austria, Belgia, Dania, Finlandia, Francja, Niemcy, Grecja, Islandia, Irlandia, Włochy, Luksemburg, Malta, Holandia, 

Norwegia, Portugalia, Hiszpania, Szwecja, Szwajcaria, Wielka Brytania. 

Bliski Wschód: Algieria, Afganistan, Azerbejdżan, Bahrajn, Cypr, Egipt, Gruzja, Palestyna, Iran, Irak, Izrael, Jordan, Kuwejt, Libia, Liban, 

Maroko, Oman, Katar, Arabia Saudyjska, Syria, Tunezja, Turcja, Zjednoczone Emiraty Arabskie. 

Obszar subsaharyjski: kraje afrykańskie leżące na południe od Sahary z wyjątkiem Południowej Afryki, Zachodniej Sahary i Sudanu. 

Wschodnia i Południowa Azja: Brunei Darussalam, Kambodża, Chiny, Korea, Indonezja, Japonia, Malezja, Mongolia, Myanmar, Filipiny, 

Singapur, Tajlandia, Timor Wschodni, Wietnam.   
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Według badań przeprowadzonych na terenie dziesięciu państw europejskich około 

80% warzyw krzyżowych poddawane jest obróbce termicznej przed spożyciem (Rys. 2). 

Spożycie warzyw w postaci surowej sięga zaledwie 30-40% ogólnej ilości konsumowanych 

warzyw krzyżowych na terenie Grecji, Norwegii i Szwecji oraz stanowi mniej niż 10% 

całości warzyw w pozostałych objętych badaniami państwach.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 2 Poziom spożycia surowych i poddanych obróbce termicznej warzyw krzyżowych na 

terenie 10 krajów europejskich. 

 

3. Związki bioaktywne występujące w warzywach krzyżowych 

 

3.1 Glukozynolany, izotiocyjaniany, indole 

Glikozydy siarkowe (GLS) zostały zidentyfikowane jako charakterystyczna grupa 

związków dla roślin należących do rzędu Kaparowców, tym samym także dla największej z 

tego rzędu rodziny - Kapustnych. Izotiocyjaniany (ITC) i związki indolowe pochodzące z 

roślin krzyżowych, pomimo że  pod względem struktury wydają się być niezależne, powstają 

wspólnie z glukozynolanów.  

Cząsteczka glukozynolanu (GLS) zawiera jednostkę cukrową oraz łańcuch 

aglikonowy pochodzący od jednego lub kilku aminokwasów. Izotiocyjaniany (ITC) 

formowane są podczas degradacji GLS posiadających w swej cząsteczce zarówno alifatyczne 

jak i aromatyczne fragmenty pochodzące odpowiednio z metioniny oraz fenyloalaniny. 

Związki indolowe powstają natomiast w trakcie rozpadu GLS posiadających indolową część 
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pochodzącą  od tryptofanu. Informacje o poziomach stężeń oraz formach występowania GLS 

w najczęściej spożywanych warzywach krzyżowych zestawiono w tabeli 3. 

  

Tabela 3 Poziomy stężeń i formy występowania związków z grupy GLS w najczęściej 

spożywanych warzywach krzyżowych. 

 

Warzywa krzyżowe Część glukozynalowa Zawartość (µmol/100 g ś.m) 

Brokuły 

(B. Oleracea var. italica) 

3-Metylosulfinylopropyl 0-330 

4-Metylosulfinylobutyl 29-190 

Indolo-3-metyl 42-100 

1-Metoksyindolo-3-metyl 2-18 

Brukselka 

(B. oleracea var. gemmifera) 

2-Propenyl 4-390 

3-Metylosulfinylopropyl 0-150 

3-Butenyl 0-220 

4-Metylosulfinylobutyl 0-23 

2-Hydroksy-3-butenyl 1-300 

Indolo-3-metyl 45-470 

1-Metoksyindolo-3-metyl 2-34 

Kalafior 

(B. oleracea var. botrytis) 

2-Propenyl 1-160 

3-Metylosulfinylopropyl 0-330 

4-Metylosulfinylobutyl 2-190 

Indolo-3-metyl 14-160 

1-Metoksyindolo-3-metyl 1-32 

Kapusta 

(B. oleracaea var. capitata) 

2-Propenyl 4-160 

3-Metylosulfinylopropyl 5-280 

Indolylometyl 9-200 

Jarmuż 

(B. oleracea var. acephala) 

2-Propenyl 62-200 

3-Metylosulfinylopropyl 0-50 

3-Butenyl 6-38 

2-Hydroksy-3-butenyl 17-130 

Indolo-3-metyl 67-160 

Rzepak 

(B. napus var. oleifera) 

3-Butenyl 38-290 

4-Pentenyl 20-150 

 

Związki z grupy ITC są odpowiedzialne za charakterystyczny ostry oraz cierpki smak 

i zapach warzyw krzyżowych. Indolowe produkty rozpadu GLS nie wpływają natomiast na 

cechy organoleptyczne tych warzyw. Wiele biologicznych i fizykochemicznych właściwości 

ITC (np. lotność, niepolarność) determinowanych jest przez chemiczną strukturę łańcucha 

izotiocyjanianowego. Bioaktywność tych składników w organizmie człowieka zależy od 

chemicznej struktury oraz stężenia izotiocyjanianów.  
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3.1.1 Biosynteza związków z grupy GLS 

W grupie znanych GLS można zidentyfikować ponad 115 różnych struktur chemicznych 

powstających z jednego do ośmiu aminokwasów (alanina, walina, leucyna, izoleucyna, 

fenyloalanina, metionina, tyrozyna i tryptofan). Hydroliza większości związków z grupy GLS 

prowadzi do powstania alifatycznych i aromatycznych izotiocyjanianów, wyjątek stanowią 

glukozynolany powstające z przemian tryptofanu dające początek związkom indolowym. 

Biosyntezę glukozynolanów, zarówno prekursorów związków z grupy ITC, jak i pochodnych 

indolowych można podzielić na cztery etapy (Rys. 3):  

- wydłużanie łańcucha aminokwasów,  

- biosynteza rdzenia glukozynolanów,  

- modyfikacja łańcucha, 

- powstawanie izotiocyjanianów i indoli.  

Struktura cząsteczek związków z grupy GLS w każdym z genotypów roślin podlega swoistej 

kontroli genetycznej, natomiast poziom występowania tych związków uzależniony jest od 

czynników środowiskowych odziaływujących na dany genotyp (31, 32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 3 Schemat procesu biosyntezy glukoznynolanów.  
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3.1.2 Hydroliza glukozynolanów - powstawanie izotiocyjanianów 

Proces degradacji glukozynolanów zachodzący w tkankach roślin spowodowany jest 

głównie działaniem tioglukozydazy czyli tzw. mirozynazy (Rys. 4). W roślinach 

zawierających związki z grupy GLS zidentyfikowano wiele rodzajów izoenzymów 

mirozynazy. Aktywność tioglukozydazy zaobserwowano również w organizmach niektórych 

owadów, grzybów oraz bakterii. W roślinach ekspresja tych izoenzymów zależy zarówno od 

gatunku rośliny jak i od konkretnej części danego okazu (33).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 4 Ogólny obraz struktury mirozynazy przedstawiający dimer zespolony za pomocą 

atomu cynku (zielony), fluoroglukozy (żółty) oraz cukrów (pałeczki) (34). 

 

W wyniku uszkodzenia tkanki roślinnej, endogenna roślinna mirozynaza zostaje uwolniona ze 

ścianek komórkowych i powoduje rozerwanie wiązania tioglukozowego, dając początek 

niestabilnej formie tiohydroksylo-O-sulfonianu (Rys. 5)  

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 5 Schemat powstawania izotiocyjanianu podczas procesu hydrolizy glukozynolanu. 
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Powstały aglikon może podlegać samorzutnym przemianom (najczęściej Lossena), 

prowadzącym w kilku etapach do powstawania izotiocyjanianów. Jeżeli cząsteczka 

glukozynolanu posiada w swej strukturze wiązanie podwójne, wówczas w obecności 

epitiospecyficznych białek, powstające ITC mogą ulegać przemianie w epitionitryle.  
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Rys. 6 Wzory izotiocyjanianów najczęściej występujących w warzywach krzyżowych. 
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Epitiospecyficzne białko zostało po raz pierwszy opisane w latach siedemdziesiątych (35), a 

wyizolowane około 30 lat później z rzepaku (36, 37). Białko to nie ma zdolności do 

oddziaływania na związki z grupy GLS, reaguje ono jedynie z niestabilną formą 

tiohydroksylo-O-sulfonianu powstałego na skutek działania mirozynazy. Jeżeli w strukturze 

GLS brak jest wiązań podwójnych, wówczas po utracie siarki mogą powstawać nitryle. 

Nielicznie GLS posiadają zdolność tworzenia tiocyjanianów, jednak mechanizm tych 

przemian nie jest do końca poznany. Struktury chemiczne izotiocyjanianów najczęściej 

występujących w warzywach krzyżowych przedstawiono na rysunku 6. 

3.1.3 Hydroliza glukozynolanów - powstawanie indoli 

Powstawanie indoli z indolowych GLS zostało szczegółowo opisane przez duńskich 

naukowców (38).  Mirozynaza uwolniona z komórek na skutek uszkodzenia tkanki roślinnej 

powoduje rozerwanie wiązania tioglukozowego w strukturze indolowych glukozynoalnów 

(tak jak i w pozostałych związkach z grupy GLS). Powstałe izotiocyjaniany ze względu na 

swój nietrwały charakter ulegają rozpadowi tworząc odpowiadające im alkohole (Rys. 7, 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 7 Wzory chemiczne indolowych produktów rozpadu glukozynolanów najczęściej 

występujących w warzywach krzyżowych. 
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Powstałe alkohole mogą następnie ulegać kondensacji tworząc 3,3’-diindolometany (DIM). 

Ponadto kwaśne środowisko żołądka może sprzyjać reakcjom kondensacji indolo-3-karbinolu 

(I3C) oraz innych indolowych pochodnych, dając w rezultacie co najmniej 15 różnych 

oligomerów (39). Indolo-3-karbinol może również reagować z kwasem askorbinowym 

tworząc askorbigen (40, 41). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 8 Schemat przemian indolowych glukozynolanów występujących w warzywach 

krzyżowych. 

3.1.4 Czynniki wpływające na stężenie związków z grupy GLS w warzywach krzyżowych 

Rodzaj wtórnych metabolitów jest z reguły charakterystyczny i jednakowy w obrębie 

danego gatunku roślin. Wynika to głównie z uwarunkowań genetycznych rośliny. Poziomy 

stężeń czy też proporcje występowania poszczególnych związków mogą jednak znacznie się 
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różnić wśród przedstawicieli tego samego gatunku. Przyczyną tych różnic są głównie warunki 

uprawy, środowisko bytowania rośliny oraz rodzaj ich przechowywania i obróbki kulinarnej. 

 

3.1.4.1 Abiotyczne i biotyczne czynniki środowiskowe 

Proporcje występowania poszczególnych GLS w obrębie konkretnej klasy (np. 

wywodzących się z metioniny) uważa się za relatywnie stałe i niezależne od wpływu 

środowiska. Jednak całkowita zawartość tych związków w roślinach uzależniona jest od 

wpływu kilku czynników środowiskowych: 

- żyzności gleby; 

- poziomu nawodnienia; 

- temperatury; 

- obecności owadów i patogenów. 

Jakość gleby jest najprawdopodobniej najważniejszym czynnikiem wpływającym na 

poziom zawartości glukozynolanów w roślinach. Zasilanie gleby siarką i azotem może 

wpływać znacząco na stężenie tych związków np. w nasionach rzepaku (42). Uważa się, że 

wpływ siarki na poziom związków z grupy GLS w roślinach jest silnie zależny od zawartości 

azotu w glebie. Na przykład, użyźnianie gleby samą siarką wcale albo w bardzo małym 

stopniu wpływa na zawartość glukozynolanów w brokułach (43, 44). Natomiast zastosowanie 

kombinacji siarki i azotu w przypadku tego warzywa w dużym stopniu wpływa na ogólne 

stężenie tych związków (45). W przypadku kapusty pak-choi już zasilanie gleby samym 

azotem powodowało znaczny wzrost poziomu GLS (46). Zaobserwowano również, że stres 

wodny indukuje powstawanie glukozynolanów w rzepaku (47, 48). Zjawisko to 

najprawdopodobniej jest charakterystyczne dla wszystkich warzyw z rodziny krzyżowych.   

Wpływ temperatury na ogólną zawartość związków z grupy GLS w roślinach nie był 

dotychczas szczegółowo badany. Temperatura, jednak tak jak i inne czynniki środowiskowe, 

wpływa na ogólne parametry wzrostu rośliny. W przypadku brokułów obserwowano większe 

stężenie glukozynolanów dla kiełków rosnących w wyższej temperaturze niż dla tych 

rosnących w niższej (49).  

Nie tylko abiotyczne czynniki środowiska wpływają na zawartość glukozynolanów w 

roślinach, również obecność owadów oraz patogenów indukuje akumulację tych związków 

(głównie indolowych) w tkankach roślin krzyżowych (46, 50).  
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3.1.4.2 Przechowywanie, obróbka kulinarna 

Warunki transportu, przechowywania oraz obróbki kulinarnej mają ogromny wpływ 

na poziom zawartości glukozynolanów w warzywach krzyżowych. Odnotowano około 70-

80%  utratę tych związków w warzywach podczas przechowywania i transportu (43). 

Przechowywanie poszatkowanej kapusty powoduje obniżenie stężenia wywodzących się z 

metioniny glukozynolanów oraz wzrost zawartości indolowych pochodnych tych związków 

(51). Przechowywanie brokułów również powoduje wzrost indolowych związków z grupy 

GLS (52). 

Podczas obróbki kulinarnej, w trakcie rozdrabniania surowych warzyw znaczna część (około 

80%) glukozynoloanów wywodzących się z metioniny może ulec przemianie w nitryle oraz 

równolegle w izotiocyjaniany. Proporcje między powstającymi nitrylami i związkami z grupy 

ITC zależą od genotypu roślin (45). Podczas gotowania zarówno mirozynaza jak i 

epitiospecyficzne białka ulegają degradacji. Łagodne warunki gotowania np. brokułów na 

parze przez mniej niż 3 minuty powoduje denaturację epitiospecyficznych białek. W tych 

warunkach pozostają jednak w nienaruszonej formie niewielkie ilości endogennej mirozynazy 

przyczyniającej się do proporcjonalnego zwiększenia ilości izotiocyjanianów. Dalsze 

gotowanie bądź ogrzewanie brokułów przez kolejne 10 lub 20 minut powoduje stopniową 

denaturację pozostałej mirozynazy, zapobiegając tym samym degradacji glukozynolanów i 

powstawaniu izotiocyjanianów. Podsumowując, warunki termicznej obróbki warzyw mogą 

znacząco wpływać na ilość związków z grupy ITC dostarczanych do przewodu pokarmowego 

wraz z porcją pożywienia. Można przy tym przedstawić następujące wnioski: 

- konsumpcja surowych warzyw może skutkować wystawieniem organizmu na 

działanie wysokiego stężenia nitryli; 

- łagodne gotowanie warzyw przed spożyciem powoduje zwiększenie ilości 

izotiocyjanianów działających na górne odcinki przewodu pokarmowego na wysokim, 

pod względem biologicznym, poziomie stężeń; 

- bardziej intensywne gotowanie warzyw zapobiega tworzeniu się izotiocyjanianów i 

umożliwia konsumpcję glukozynolanów w nienaruszonej formie, które mogą 

podlegać wskutek działania flory bakteryjnej w jelicie grubym degradacji do 

związków z grupy  ITC  lub innych produktów. 

Glukobrasycyna (GBS) jako prekursor indolowych pochodnych jest chemicznie i termicznie 

stabilna. Nie zaobserwowano rozpadu tego związku nawet po 2 godzinach inkubacji w 

wodnych roztworach charakteryzujących się pH w zakresie od 2 do 11. Natomiast GBS ulega 
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częściowej degradacji pod wpływem wysokiej temperatury; obserwowano - około 10 % 

ubytek tego związku w trakcie1 godz. ogrzewania. 

 

3.1.5 Metabolizm produktów rozpadu glukozynolanów 

Poznanie szlaków przemian produktów rozpadu glukozynolanów w organizmie 

człowieka niewątpliwie jest jednym z głównych założeń badań epidemiologicznych 

prowadzących do poznania zależności między spożyciem warzyw krzyżowych a 

chemoprewencją. 

 

3.1.5.1 Metabolizm izotiocyjanianów 

Grupa –N=C=S większości izotiocyjanianów charakteryzuje się właściwościami 

elektrofilowymi i może reagować z wieloma cząsteczkami nukleofilowymi, np. z tiolami. 

Badania przeprowadzone zarówno u ludzi jak i na zwierzętach wykazały, że izotiocyjaniany 

podczas procesów metabolicznych ulegają przemianie głównie w szlaku merkaptylowym w 

różnego rodzaju ditiokarbaminiany. Wstępne sprzężenie związków z grupy ITC z glutationem 

(GSH), zachodzące przy udziale S-transferazy glutationowej (GST), prowadzi do 

powstawania koniugatów cysteinoglicyny, cysteiny oraz N-acetylocysteiny wydalanych z 

moczem (53) (Rys. 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 9 Schemat przemian koniugatów izotiocyjanianów z glutationem. 

(GST- S-transferaza glutationowa; GGT- transpeptydaza γ-glutamylowa; CG – cysteinoglicinaza; AT- N-
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Izotiocyjaniany mogą również samorzutnie reagować odwracalnie z pochodnymi cysteiny 

tworząc ditiokarbaminiany (54) (Rys. 10). Grupy –SH występują w białkach, a zatem 

izotiocyjaniany mogą również wchodzić z nimi w reakcję. 

 

 

 

 

 

Rys. 10 Schemat reakcji izotiocyjanianów z pochodnymi cysteiny zachodzącej podczas 

procesów metabolicznych. 

 

3.1.5.2 Metabolizm pochodnych indolowych 

Kwaśne środowisko żołądka człowieka indukuje przemiany chemiczne indolo-3-

karbinolu powodując jego dehydratację i przekształcanie w aktywne pochodne (55). 

Głównymi produktami tych reakcji chemicznych są: 3,3’-diindolometan, triindolometan oraz 

indolo[3,2-b]karbazol (Rys. 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 11 Schemat reakcji przemian indolo-3-karbinolu zachodzących w kwaśnym środowisku. 
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Podczas badań procesu metabolizmu związków indolowych stwierdzono obecność wielu 

innych pochodnych I3C w organizmach zwierząt eksperymentalnych (39, 56). Najwięcej 

informacji na temat kondensacji związków indolowych w przewodzie pokarmowym pochodzi 

z badań in vitro nie uwzględniających obecności kwasu askorbinowego. Tymczasem podczas 

degradacji glukobrasycyny oraz neoglukobrasycyny w obecności kwasu askorbinowego 

powstaje kilka form askorbigenu (Rys. 8). Oszacowano, że w zależności od pH środowiska 

znaczna część (20 - 60%) indolowych GLS ulega konwersji do askorbigenu (41, 57). 

Askorbigen jest niestabilny w środowisku kwaśnym (takim jak w żołądku) i ulega przemianie 

w indolo[3,2-b]karbazol. Stwierdzono, że około 20 razy częściej indolo[3,2-b]karbazol 

powstawał podczas inkubacji indolo-3-karbinolu z askorbigenem niż podczas inkubacji w 

identycznych warunkach samego I3C. Głównym produktem kondensacji indolo-3-karbinolu 

zidentyfikowanym w plazmie i moczu ochotników był 3,3’-diindolo-metan (58). 

3.1.6 Metodyki oznaczania glukozynolanów i  produktów ich rozpadu 

W ostatnim dziesięcioleciu oznaczanie zawartości glukozynolanów oraz ich 

produktów rozpadu w szczególności izotiocyjanianów i indoli stały się przedmiotem 

zainteresowania wielu ośrodków badawczych nie tylko ze względu na ich właściwości 

chemoprewencyjne ale też  ze względu na ich aktywność biopestycydów. Z tych powodów 

identyfikacja oraz ilościowe oznaczenie zawartości tych związków w tkankach roślin nabrały 

szczególnego znaczenia. 

 

3.1.6.1 Metodyki oznaczania związków z grupy GLS w próbkach materiału roślinnego 

Od czasu ukazania się w latach pięćdziesiątych prac amerykańskich naukowców, w 

których opisano po raz pierwszy metodę oznaczania glukozynolanów (59, 60) rozpoczęły się 

usilne poszukiwania najbardziej efektywnych metod izolacji i identyfikacji glukozynolanów. 

W pierwszych publikacjach poświęconych tej tematyce opisano metodę opartą na 

wykorzystaniu techniki chromatografii cienkowarstwowej (TLC) (61). Do oznaczenia 

zawartości glukozynolanów w próbkach warzyw stosowano metodyki oparte na zastosowaniu 

na rożnych etapach odpowiednich procedur analitycznych takich jak:  

- destylacja parą wodną i miareczkowanie lotnych izotiocyjanianów; 

- spektroskopia UV oksazoliditionów; 

- chromatografia gazowa lotnych izotiocyjanianów; 

- spektroskopia UV tiomocznikowych pochodnych izotiocyjanianów; 

- chromatografia gazowa pochodnych trimetylosilanowych glukozynolanów. 
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Rozdzielenie złożonych mieszanin związków chemicznych w celu izolacji glukozynolanów 

przeprowadzano również stosując technikę chromatografii gazowej z ciekłą fazą stacjonarną. 

Anality (GLS) przed etapem oznaczeń końcowych poddawano wówczas derywatyzacji za 

pomocą trimetylosilanu oraz procesowi desulfatacji (62, 63).  

Ponad 15 lat temu po raz pierwszy przeprowadzono analizę próbek nasion około 300 

gatunków dziko żyjących roślin pod kątem oznaczenia zawartości produktów hydrolizy 

desulfo-GLS przy zastosowaniu chromatografu gazowego sprzężonego ze spektrometrem mas 

(64). W 1984 roku po raz pierwszy w celu ilościowego oznaczenia desulfo-GLS zastosowano 

technikę wysokosprawnej chromatografii cieczowej z układem faz odwróconych (65). W 

przypadku tej metodyki proponuje się zastosowanie procesu enzymatycznej desulfatacji 

ekstraktów roślin w kolumnie z żywicą jonowymienną. Modyfikacje tego sposobu 

przygotowania próbki opartego na desulfatacji glukozynolanów za pomocą sulfohydrolazy do 

analizy z wykorzystaniem techniki HPLC sprawiła, że do dziś stała się ona najczęściej 

wykorzystywaną metodyką ilościowego oznaczania glukozynolanów w próbkach ekstraktów 

roślinnych i została opisana w normie ISO 9167-1, 1992 (66, 67). Metodyka ta jednak stale 

dostarcza wielu trudności związanych z interpretacją wpływu pH, czasu działania i stężenia 

enzymu na produkty glukozynolanów podczas procesu desulfatacji.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Rys. 12 Schemat procedury oznaczania desulfo-glukozynolanów w próbkach ekstraktów 

roślinnych z wykorzystaniem techniki HPLC na etapie rozdzielenia i oznaczeń końcowych. 

 

Przygotowanie próbki 

Wybór wzorca 

wewnętrznego (IS) 

 

- proces liofilizacji 

- sproszkowanie materiału 

- przechowywanie w temp. –20oC 

 

- komercyjnie dostępne: sinigrina bądź 

glukotropaeolina. 

 

Ekstrakcja GLS 

 

Desulfatacja GLS 

 

Analiza HPLC 

 

- mieszanina ekstrakcyjna: etanol / woda (50:50)   

lub  metanol / woda (70:30) (4ml) + 100 mg próbki; 

- mieszanie roztworu w temp. 75oC przez 10 min; 

- dodanie IS (2-5 μmol) po 2 min. mieszania; 

- wirowanie; 

- uzupełnienie roztworu wodą do objętości 5 ml  

- kondycjonowanie kolumny wypełnionej 

żelem DEAE SEPHADEX (0,5-1,0ml) 

buforem octanowym (20mM; pH=4,0 lub 5,6); 

- dozowanie ekstraktu (1ml) do kolumny; 

- przemycie kolumny buforem octanowym; 

- dozowanie do kolumny oczyszczonej  

sulfatazy (0,1ml; 0,28 U/ml); 

- inkubacja 12h w temp. pokojowej; 

- elucja DS-GLS za pomocą wody (3ml) 

 

- kolumna z wypełnieniem oktylowym lub 

oktadecylowym (4mm do 4,6 mm) temp. 30oC; 

 - elucja gradientowa; 

 - faza ruchoma: woda/acetonitryl; 

 - detektor UV lub DAD, λ=229 nm 

 

Identyfikacja GLS 

 

- ustalenie kolejności retencji poszczególnych 

związków ( materiał referencyjny BCR-366R); 

-porównanie widm UV 

Ilościowe oznaczenie 

GLS 

 

- uwzględnienie odpowiednich RPF w 

obliczeniach; 

- wyznaczenie stężenia poszczególnych 

związków w µmol/g s.m. 

- wyznaczenie całkowitej zawartości GLS 

poprzez zsumowanie ilości poszczególnych 

związków 
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Ciągle trwają badania nad ulepszeniem efektywności tej metodyki, w szczególności zwraca 

się uwagę na takie etapy jak: 

- przygotowanie próbki, 

- enzymatyczna desulfatacja, 

- identyfikacja pików; 

- wyznaczanie współczynników odpowiedzi (RPF) poszczególnych związków. 

W celu ujednolicenia oraz optymalizacji metodyki grupa włoskich naukowców 

zaproponowała konkretne zasady działania na poszczególnych etapach procedury (68) (Rys. 

12 ). Informacje o możliwości zastosowania innych metodyk do oznaczenia GLS w próbkach 

roślinnych zestawiono w tabeli 4.  

 

Tabela 4 Przykłady technik wykorzystywanych do ilościowego i jakościowego oznaczania 

glukozynolanów w próbkach ekstraktów roślinnych. 

  

Warzywa Techniki analityczne Przygotowanie próbki Literatura 

Brokuły LC – ESI-MS/MS 

 

Dwukrotna ekstrakcja sproszkowanego 

liofilizatu (1g) za pomocą metanolu (3ml) 

(69) 

Brokuły LC-UV-ESI-MS 

 

Ekstrakcja liofilizatu mieszaniną 

dimetylosulfoksydu / dimetyloformamidu / 

actotnitrylu (1:1:1).Po odwirowaniu i 

ekstrakcji odparowano nadmiar 

rozpuszczalnika. 

(70) 

Gorczyca 

 

Spektroskopia w niskiej 

podczerwieni (NIRS) 

 

Nasiona gorczycy umieszczano bezpośrednio 

w celce pomiarowej NIRS (¾ objętości) 

 

(71) 

Krzyżowe LC-APCI-MS 

 

Ekstrakcja liści za pomocą dichlorometanu. 

Kolejna ekstrakcja liści za pomocą metanolu. 

Odparowanie nadmiaru rozpuszczalnika 

 

(72) 

Thlaspi 

caerulescens 
LC-APCI-MS 

 

Ekstrakcja liofilizatu (100mg) za pomocą 

wrzącego metanolu  (70%). Desulfatacja na 

żywicy jonowymiennej. 

 

(73) 

 

 

3.1.6.2 Metodyki oznaczania izotiocyjanianów w próbkach materiału roślinnego 

Separacji oraz identyfikacji ITC w ekstraktach roślinnych dokonywano stosując 

najczęściej techniki chromatografii gazowej lub cieczowej. Informacje na temat najczęściej 

stosowanych technik analitycznych przedstawiono w tabeli 5.  
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Tabela 5 Informacje na temat technik analitycznych stosowanych do oznaczania zawartości 

izotiocyjanianów w próbkach ekstraktów roślinnych. 

 

Warzywa 
Technika 

analityczna 
Przygotowanie próbki Literatura 

Rzodkiewka FID-GC 

 

Ekstrakcja 500g zmielonego materiału za pomocą metanolu 

(100 ml). Dodanie 20 ml 1M HCl w celu zahamowania 

degradacji ITC. Odparowanie nadmiaru rozpuszczalnika. 

Ekstrakcja pozostałej fazy wodnej za pomocą heksanu (200 

ml). 

(74) 

 

 

Rzeżucha 

 

GC-MS 

 

HS-SPME soków wyciśniętych  z rzeżuchy. 

 

(75) 

 

Brokuły 

 

LC – ESI-MS/MS 

 

Derywatyzacja ITC poprzez zmieszanie świeżych warzyw 

(250 mg) z amoniakiem w roztworze izopropanolu (2M; 

0,25 ml). Odparowanie nadmiaru rozpuszczalnika.  

 

(69) 

 

Rzodkiewnik 

pospolity 

 

GC-MS 

 

Zastosowanie automatycznego dozownika do zbierania fazy 

nadpowierzchniowej znad świeżej rośliny. 

 

(76) 

Kapusta GC-MS 

 

Homogenizacja liści (50g) z wodą (50ml). Ekstrakcja za 

pomocą chlorku metylu (50 ml). Filtracja i odparowanie 

nadmiaru rozpuszczalnika. 

(77) 

 

Wasabi 

 

GC-FPD; GC-MS 

 

Homogenizacja świeżego materiału (4 g) z wodą (7ml) i 

dichlorometanem (5ml). Po 2 h mieszania zebrano warstwę 

dichlorometanu. 

 

(78) 

Krzyżowe  

HPLC-UV 

(reakcja 

cyklokondensacji) 

 

Ugotowane warzywa poddawano homogenizacji z wodą. Po 

odsączeniu, do wody (100µl) dodawano benzenoditiolu w 

2- propanolu (10mM; 600µl) oraz buforu fosforanowego 

(pH=8,5; 600µl). Przed analizą chromatograficzną próbki 

poddawano inkubacji (2h, 65oC). 

 

(79) 

 

Najbardziej czułą pod kątem oznaczeń ilościowych ogólnej zawartości izotiocyjanianów 

w próbkach roślinnych okazało się postępowanie analityczne oparte na wykorzystaniu reakcji 

cyklokondensacji. Zasada tej metody opiera się na zdolności izotiocyjanianów do ilościowego 

reagowania z 1,2-benzenoditiolem dając w rezultacie cykliczny tiokarbonyl oraz wolne aminy 

(Rys. 13). Związki takie jak: tiocyjaniany, izocyjaniany, i cyjaniany nie powodują 

interferencji podczas reakcji cyklokondensacji. Wyboru 1,2-benzenoditiolu jako reagenta 

ditiolowego dokonano ze względu na: 

- dostępność; 

- zdolność szybkiego i ilościowego reagowania z prawie wszystkimi izotiocyjanianami; 

- stabilność produktu kondensacji ze związkami z grupy izotiocyjanianów. 

 

 



  Część teoretyczna 

29 

 

SH

SH

R N C S

S

S

S R NH
2

+ +

1,2-benzenoditiol 1,3-benzoditiolo-2-tionITC  
 

 

Rys.13 Schemat reakcji cyklokondensacji izotiocyjanianów z 1,2-benzenoditiolem. 

 

Powstający tiokarbonyl czyli 1,3-benzenoditiolo-2-tion, ze względu na swój bardzo wysoki 

współczynnik ekstynkcji w zakresie fal typowych dla ultrafioletu umożliwia ilościowy pomiar 

za pomocą technik spektrofotometrycznych. Pomiar spektrofotometryczny przy długości fali 

365 nm ekstraktów roślinnych poddanych działaniu 1,2-benzenoditiolu umożliwiał 

oznaczenie sumy związków z grupy ITC na poziomie rzędu 1 nmola (80). Przystosowanie tej 

metody do analiz przy użyciu techniki HPLC spowodowało wzrost czułości pomiaru 

zawartości izotiocyjanianów do poziomu 10 pikomoli (81).  Na rysunku 14 przedstawiono 

najważniejsze etapy i parametry oznaczania ITC z zastosowaniem reakcji cyklokondensacji 

oraz techniki HPLC podczas rozdzielania i oznaczania poszczególnych analitów. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 14 Schemat procedury oznaczania sumy izotiocyjanianów w próbkach ekstraktów 

roślinnych z zastosowaniem techniki HPLC.  

 

Przygotowanie roztworów 1,3-benzoditiolo-

2-tionu do sporządzenia krzywej kalibracji. 

Przygotowanie ekstraktów roślinnych do 

pomiaru za pomocą HPLC 

Analiza 

HPLC 

• synteza 1,3-benzoditiolo-2-tionu 

- sporządzenie mieszaniny zawierającej równe objętości metanolu z 

fosforanem potasu (100mM, pH 8,5) oraz substancje wzorcowe ITC i 

1,2-benzenoditiol; 

- inkubacja w temp. 25oC; 

- ekstrakcja roztworu za pomocą dichlorometanu; 

- krystalizacja produktu; 

• sporządzenie serii roztworów produktu w zakresie stężeń 2.5-10 µM 

• sporządzenie mieszaniny reakcyjnej (2 ml) 

zawierającej 1ml fosforanu potasu (100 mM pH 8,5) i 1 

ml metanolowego roztworu 1,2 benzenoditiolu i 

analizowanej próbki 

• inkubacja mieszniny reakcyjnej przez 2 h w temp. 65oC 

• kolumna RP C18; 

• izokratyczny program elucji; 

• faza ruchoma –80 % metanol; 

• objętość dozowanej do układu 

próbki – 200 µl; 

• detekcja przy λ=365 nm 
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3.1.6.3 Metodyki oznaczania pochodnych indolowych w próbkach materiału roślinnego 

Dostępna jest niewielka ilość danych literaturowych na temat metodyk oznaczania 

indolowych pochodnych glukozynolanów w próbkach pochodzenia roślinnego. Większość 

opisywanych procedur zakłada zastosowanie głównie technik wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej z detekcją UV (Tab. 6).  

 

Tabela 6  Informacje literaturowe o technikach analitycznych wykorzystywanych na etapie 

oznaczania indolowych produktów rozpadu glukozynolanów w ekstraktach uzyskanych z 

próbek materiału roślinnego. 

 
Warzywa Techniki analityczne Przygotowanie próbki Literatura 

Krzyżowe HPLC-UV 

 

Homogenizacja  świeżych warzyw (100 g) z 

woda (200 ml) i acetonitrylem (30ml). 

Oczyszczanie ekstraktu za pomocą techniki 

SPE.   

(82) 

Krzyżowe HPLC-UV 

 

Homogenizacja świeżych warzyw (500 g) z 

wodą (500 ml). Mieszanie zawiesiny (50 ml) 

przez 2 h z acetonem (200ml). Odparowanie 

acetonu. Ekstrakcja pozostałości octanem 

etylu (3x35ml). 

(41) 

Krzyżowe 
 

SFC-UV 

 

Homogenizacja świeżych warzyw  (500 mg) z 

wodą (10 ml). Ekstrakcja za pomocą octanu 

etylu (3x10 ml). Zebranie warstwy octanu 

etylu. Odparowanie nadmiaru 

rozpuszczalnika. 

 

(57) 

Kapusta HPLC-UV 

 

Homogenizacja materiału (50 g) z NaCl. 

Ekstrakcja za pomocą acetonu (2x50 ml). 

Odparowanie nadmiaru rozpuszczalnika. 

Ekstrakcja za pomocą octanu etylu. 

 

 

(74) 

 

Etap przygotowania próbek do analizy oparty jest najczęściej na ekstrakcji 

rozdrobnionego materiału roślinnego za pomocą wody i acetonu. Po odparowaniu acetonu 

faza wodna poddawana jest ekstrakcji typu ciecz-ciecz za pomocą octanu etylu. Ekstrakt 

przed etapem analizy chromatograficznej jest odparowywany do sucha i ponownie 

rozcieńczany w roztworze stanowiącym fazę ruchomą. Analiza chromatograficzna 

prowadzona jest głównie w układzie faz odwróconych według gradientowego programu 

elucji. Jako faza ruchoma używana jest najczęściej mieszanina acetonitrylu z buforem 

amonowym bądź fosforanowym o pH 5,7 - 7.  

Najczęściej występujące wśród warzyw krzyżowych indolowe produkty rozpadu 

glukozynolanów tj. indolo-3-karbinol, indolo-3-acetonitryl oraz kwas indolo-3-octowy są 
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komercyjnie dostępne w postaci substancji wzorcowych. Niestety użycie jako wzorców 

innych pochodnych indolowych głównie produktów kondensacji indolo-3-karbinolu oraz 

askorbigenu jest utrudnione, bo jest związane z koniecznością przeprowadzenia syntezy tych 

związków.  

 

3.2 Przeciwutleniacze w warzywach krzyżowych 

Głównymi przeciwutleniaczami występującymi w warzywach krzyżowych są 

witamina C, witamina E, karotenoidy oraz polifenole. Wymienione antyoksydanty posiadają 

zdolności wyłapywania rodników hamując etap inicjacji rodnikowych reakcji łańcuchowych 

bądź też przerywając propagację łańcucha (druga linia obrony). Witamina E oraz karotenoidy 

dzieki zdolność wygaszania tlenu singletowego wspomagają głównie pierwszą linię obrony 

organizmu przeciwko stresowi oksydacyjnemu (83, 84). Zarówno związki flawonoidowe jak i 

witamina C wykazują ochronne właściwości w stosunku do α-tokoferolu obecnego w 

cholesterolowej frakcji LDL, posiadają również zdolność regenerowania witaminy E z 

rodnika α-chromanowego (85, 86). 

Składniki pokarmowe o właściwościach przeciwutleniających, synergistycznie 

współdziałając ze sobą mogą efektywniej redukować poziom reaktywnych form tlenu (RFT) 

niż pojedynczy przeciwutleniacz (87-90). Dodatkowo mieszanina zawierająca 

przeciwutleniacze zarówno o charakterze hydrofilowym jak i hydrofobowym umożliwia 

proces neutralizacji wolnych rodników zarówno w fazie wodnej jak i lipidowej (91). Stosując 

metodę opartą na utlenieniu liposomów wykazano, że aktywność kombinacji kwercetyny lub 

katechiny z α-tokoferolem jest zdecydowanie wyższa niż suma aktywności zmierzona osobno 

dla poszczególnych związków (92). Kombinacja α-tokoferolu lub witaminy C ze związkami 

polifenolowymi również powoduje synergistyczny efekt w błonach erytrocytów człowieka 

oraz w fosfadylocholinowych systemach liposomowych (93). 

Różnice w zawartości przeciwutleniaczy w warzywach krzyżowych zależą od kilku 

czynników (94-98). Do najważniejszych należą: 

- gatunek rośliny; 

- dojrzałość i okres zbioru;  

- warunki uprawy; 

- jakość gleby; 

- warunki przechowywania, transportu oraz obróbki kulinarnej. 
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3.2.1 Przeciwulteniacze o właściwościach hydrofilowych  

3.2.1.1 Witamina C 

Witamina C czyli kwas askorbinowy oraz jego produkt utlenienia - kwas 

dehydroaskorbinowy wykazują różnorodne aktywności biologiczne w ludzkim organizmie. 

Witamina C posiada zdolność redukowania poziomu białek C-reaktywnych (CRP) 

zwiastujących stany zapalne oraz choroby serca. Ponad 85 % witaminy C zawartej w ludzkiej 

diecie dostarczane jest z owocami i warzywami (85, 99). Kwas L-askorbinowy może spełniać 

następujące funkcje biologiczne (85):  

- być kofaktorem enzymów; 

- wyłapywać wolne rodniki; 

- posiadać zdolność donora/akceptora w transporcie elektronowym przez błony; 

- regenerować α-tokoferol.  

 

Tabela 7 Zawartość witaminy C w najczęściej spożywanych warzywach krzyżowych  

 

Rodzaj warzywa Zawartość witaminy C [mg/100g ś.m.] Literatura 

Brokuły 

34-93 (100) 

41-64 (101) 

74,8 (102) 

75 (103) 

84 (41) 

93 (104) 

103 (105) 

112 (106) 

113 (85) 

54-120 (95) 

43-146 (97) 

Brukselka 

76 (107) 

87-109 (85) 

192 (108) 

Jarmuż 
92,6 (107) 

186 (85) 

Kalafior 

17,2 (107) 

40-44 (95) 

49,9 (102) 

64 (41) 

64-78 (85) 

81 (109) 

Kapusta biała 

18,8 (102) 

25,6 (110) 

28,2 (107) 

23-33 (95) 

32 (104) 

43 (109) 

44 (41) 

46-47 (85) 
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Występują znaczne różnice międzygatunkowe w zawartości witaminy C w warzywach 

krzyżowych (Tabela 7). Rozbieżności te wynikać mogą głównie z różnic w genotypach (95, 

97) oraz w warunkach klimatycznych upraw (111). Generalnie najniższym poziomem 

witaminy C spośród wymienionych warzyw krzyżowych charakteryzuje się biała kapusta, 

mylnie uważana od lat w Polsce za bogate źródło tego związku.  

Kwas dehydroaskorbinowy (DHA) jest niestabilny w środowisku fizjologicznego pH i 

na drodze enzymatycznych przemian spontanicznie przechodzi w kwas 2,3-diketogulonowy 

(85). Według danych literaturowych kwas dehydroaskorbinowy stanowił dominującą formę 

witaminy C w kapuście występując w stężeniu około 4 razy większym niż stężenie kwasu 

askorbinowego (110). Inn grupa naukowców odnotowała natomiast  udział formy DHA rzędu 

odpowiednio 14% i 8%  całkowitej zawartości witaminy C w kalafiorze i brokułach (112). 

 

3.2.1.2 Związki polifenolowe 

Związki fenolowe stanowią bardzo liczną grupę wtórnych metabolitów roślin. Ze 

względu na strukturę zostały one sklasyfikowane na kilka grup w obrębie których, podzielono 

je w zależności od liczby i pozycji grup hydroksylowych oraz obecności innych 

podstawników. Związki polifenolowe, w szczególności flawonoidy charakteryzują się 

różnorodną aktywnością biologiczną (113-116). Do najważniejszych z nich można zaliczyć: 

- właściwości przeciwutleniające;  

- ochronne właściwości w stosunku do naczyń włosowatych; 

- zdolność hamowania wzrostu guza w kilku stadiach.  

Związki fenolowe posiadają zdolność do wychwytywania reaktywnych form tlenu ze względu 

na swój charakter elektrono-donorowy. Ich właściwości przeciwutleniające zależą zarówno 

od stabilności w różnych warunkach jak i od liczby oraz położenia grup hydroksylowych w 

cząsteczce. W wyniku wielu badań in vitro stwierdzono, że związki fenolowe charakteryzują 

się wyższym potencjałem przeciwutleniającym niż witaminy antyoksydacyjne oraz 

karotenoidy (117, 118).  

Badania nad profilem związków polifenolowych występujących w warzywach 

krzyżowych skupiały się głównie na kwiatach brokułów, najbardziej popularnych w krajach 

zachodniej Europy oraz USA. Brokuły stanowią źródło flawonoli oraz pochodnych kwasu 

hydroksycynamonowego. Za główne flawonole występujące w brokułach uznano kwercetynę 

oraz 3-O-soforozydokamferol (119). Dominujące pochodne kwasu hydroksycynamonowego 

w brokułach stanowią (43): 

 



  Część teoretyczna 

34 

 

- 1-synapo-2-ferulogentobioza,  

- 1,2’-disynapo-2-ferulogentobioza,  

- 1,2,2’-trisynapogentobioza oraz kwas neochlorogenowy.  

Całkowita zawartość estrów ferulosynapowych gentobiozy oraz kwasu kofeinowego wśród 

14 odmian brokułów mieści się w przedziale zawartości odpowiednio od 0 do 8,25 mg/100g  

oraz od 0 do 3,82/100g. 

W próbkach białej kapusty zidentyfikowano siedem różnych 3-O-soforozydo-7-O-

glukozydów kamferolu i kwercetyny acylowanych bądź nieacylowanych kwasem 

hydroksycynamonowym (120). Dodatkowo w liściach kapusty stwierdzono również obecność 

niezmodyfikowanego tetraglukozydu kamferolu oraz jego pochodnych acylowanych kwasem 

synapowym, ferulowym bądź też kofeinowym (121).  

Purpurowe zabarwienie czerwonej kapusty spowodowane jest obecnością związków 

antocyjanowych w liściach. Czerwona kapusta zawiera ponad 15 różnych antocyjanów, które 

są acyloglikozydami cyjanidyn (122). Oszacowano całkowitą zawartość antocyjanów w 

czerwonej kapuście na poziomie stężeń rzędu 25 mg/100 g (123). Po procesie hydrolizy ilość 

uwolnionych antocyjanów sięgała 44,4 - 51,2 mg/100 g (101).  

Zawartość polifenoli podobnie jak i innych fitozwiązków w warzywach zależy od 

wielu czynników takich jak: gatunek, warunki klimatyczne, warunki uprawy oraz 

przechowywania. W przypadku polifenoli bardzo ważnym czynnikiem wpływającym na 

poziom zawartości są warunki obróbki kulinarnej. W tabeli 8 zestawiono informacje o 

poziomach stężeń polifenoli w próbkach najpopularniejszych warzywach krzyżowych.  

Polifenole mogą występować w roślinach zarówno w formie rozpuszczonej jak i 

związanej ze składnikami ściany komórkowej. Szacuje się, że udział związanych postaci 

polifenoli w całkowitej ilości polifenoli wynosi od 20,5 % dla brokułów do 32,9 % dla białej 

kapusty (104). Polifenole w warzywach występują zarówno w formie związanej z cukrami  

jak i też w formie aglikonów. Generalnie w surowych warzywach występują glukozydy 

flawonoidów natomiast ich aglikony mogą się pojawić w wyniku obróbki kulinarnej. 

Zazwyczaj w trakcie badań mających na celu określenie poziomu flawonoidów oznaczano 

głównie stężenie aglikonów powstałych wskutek hydrolizy kwasowej, ponieważ oznaczenie 

poszczególnych glukozydów flawonoidowych jest zadaniem trudnym ze względu na brak 

odpowiednich wzorców. Wyniki analiz próbek ekstraktów z roślin krzyżowych z 

zastosowaniem techniki HPLC są podstawą do stwierdzenia, że podstawowym aglikonem 

flawonoidowym jest kwercetyna (102, 124). Potwierdzono również obecność pochodnych 

kamferolu i mirecytyny w większości badanych próbek warzyw krzyżowych. Nie 
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stwierdzono natomiast obecności mirecytyny i to zarówno w brokułach, kalafiorze jak i w 

białej i czerwonej kapuście. Innymi aglikonami flawonoidów odnalezionymi wśród warzyw 

krzyżowych była apigenina i luteolina (124). 

 

Tabela 8 Stwierdzone poziomy stężeń związków polifenolowych w warzywach krzyżowych 

(wyrażone w postaci mg równoważników kwasu galusowego /100 g ś.m) 

 

Pochodzenie 

warzyw 

Rodzaj rozpuszczalnika 

użytego do ekstrakcji 
Rodzaj warzywa 

Całkowita 

zawartość polifenoli 
Literatura 

 

 

Mauritius 

 

 

Aceton/woda (70:30 v/v) 

 

Brokuły 

 

82,2±8,9 

 

 

(102) Kalafior 27,8±1,5 

Kapusta chińska 118,9±12,5 

Kapusta biała 15,3±2,1 

 

Stany 

Zjednoczone 

 

Aceton/woda (80:20 v/v) 

 

Brokuły 

 

80,8±1,2 

 

(104) 

Kapusta 36,7±6,9 

 

 

Stany 

Zjednoczone 

 

 

Aceton/woda/kwas 

octowy (70:29;5:0,5 v/v/v) 

 

Brokuły 

 

337±62 

 

 

(125) Kalafior 274 

Kapusta biała 203±31 

Kapusta czerwona 254±18 

 

Japonia 

 

 

Metanol/woda (80/20 v/v) 

 

Brokuły 

 

34,5±1,0 

 

(105) 

 

3.2.2 Przeciwutleniacze o charakterze lipofilowym 

3.2.2.1 Karotenoidy 

Związki z grupy karotenoidów (karoteny i ksantofile) stanowią żółte, pomarańczowe i 

czerwone barwniki, które są obecne w tkankach wielu owoców i warzyw. Kilka z nich 

uważanych jest za prekursory witaminy A (np. β-karoten, γ-karoten i β-kryptoksantyna), które 

względu na obecność sprzężonych wiązań podwójnych posiada zdolność zarówno 

wychwytywania rodników jak i wygaszania tlenu singletowego. Niski poziom β-karotenu w 

osoczu może się przyczyniać do rozwoju nowotworów i chorób serca oraz powodować wzrost 

ryzyka zawału wśród palaczy tytoniu (126). 

Spośród próbek 22 gatunków warzyw poddanych badaniom na zawartość 

karotenoidów najwyższym poziomem stężeń tych związków rzędu ponad 10 mg/100 g 

charakteryzowały się: jarmuż, czerwona papryka, natka pietruszki, szpinak, marchew i 

pomidory (127). W badaniach tych na 11 miejscu pod względem poziomu zawartości 

karotenoidów znalazła się brukselka (6,1 mg/100g) na 16 brokuły (1,6 mg/100g) czerwona 

kapusta na 20 miejscu ( 0,43 mg/ 100g ) i na przedostatnim (21) biała kapusta (0,26 mg 
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/100g). W tabeli 9 przedstawiono zakresy zawartości karotenoidów w próbkach 

najpopularniejszych warzyw krzyżowych. 

 

Tabela 9 Zawartość karotenoidów w próbkach najpopularniejszych warzyw należących do  

rodziny krzyżowych [mg/100 g ś.m]. 

 

Warzywo α-karoten β-karoten Luteina+zeaksantyna Literatura 

Brokuły 

0,001 0,78 2,45 (128) 

0 0,28 0,80 (127) 

ślady 1,00 1,80 (129) 

0-0,07 0,37-2,42 - (95) 

- 1,24-1,92 2,42-3,50 (130) 

0 0,55 0,78 (131) 

- 0,63 1,05 (105) 

Brukselka 

0,006 0,45 1,59 (128) 

0,05 0,63 2,71 (127) 

- 0,43 0,92 (129) 

0-0,01 0,77-1,02 - (95) 

Jarmuż 

0 9,23 39,55 (128) 

0,15 7,28 18,63 (127) 

0,05-0,07 3,65-6,08 - (95) 

- 2,84-4,38 3,04-5,26 (130) 

Kalafior 

0 <0,01 0,02 (127) 

- 0,01 0,03 (129) 

ślady 0,07-0,08 - (95) 

Kapusta biała 

0 0,07 0,31 (128) 

0 0,02 0,08 (127) 

ślady 0,07 0,15 (129) 

<0,01 0,01-0,13 - (95) 

0 0,41 0,45 (131) 

Kapusta czerwona 
0 0,05 0,15 (127) 

ślady 0,02 0,03 (129) 

 

3.2.2.2 Witamina E 

Do związków wykazujących biologiczną aktywność witaminy E należą tokoferole 

oraz tokotrienole. Dominującą reakcją odpowiedzialną za aktywność przeciwutleniającą 

tokoferoli jest przekazanie atomu wodoru i tworzenie rodnika tokoferoksylowego. Witamina 

E wykazuje właściwości profilaktyczne w chorobach serca poprzez zdolność hamowania 

utleniania frakcji cholesterolowej LDL (132). Całkowita zawartość tokoferoli oraz 

tokotrienoli w warzywach krzyżowych jest dosyć niska i w przeliczeniu na 100 g wynosi 

(133):  

 



  Część teoretyczna 

37 

 

- 0,82 mg dla brokułów;  

- 0,40 mg dla brukselki;  

- 0,35 mg dla kalafiora;  

- 0,05 mg dla czerwonej kapusty  

- 0,04 mg dla białej kapusty.  

Wyniki innych badań wskazują na podobną kolejność tych warzyw pod względem zawartości 

witaminy E, jednak oznaczone poziomy zawartości są dwukrotnie wyższe (95). Różnice w 

poziomach stężeń wynikają najprawdopodobniej z różnic w warunkach klimatycznych 

poszczególnych upraw. Stwierdzono, że najbogatszym źródłem lipofilowych 

przeciwutleniaczy są takie warzywa jak jarmuż oraz brokuły, natomiast najniższymi 

poziomami zawartości tych związków charakteryzują się kapusta oraz kalafior. 

3.2.3 Trwałość przeciwutleniaczy podczas obróbki i przechowywania warzyw krzyżowych 

Witamina C ze względu na swój hydrofilowy charakter i niską stabilność podczas 

ogrzewania, uważana jest za wskaźnik jakości procesu obróbki żywności. Warzywa krzyżowe 

po zbiorze są najczęściej przechowywane w temperaturze otoczenia, rzadziej w warunkach 

chłodniczych. Zwykle w warzywach przechowywanych w temperaturze otoczenia następuje 

gwałtowny spadek kwasu askorbinowego. Odnotowano stała utratę tego związku w brokułach 

przechowywanych w temperaturze 20
o
C (odpowiednio o 56% - po tygodniu i o 72% po 

dwóch tygodniach) (100). Jednak podczas przechowywania brokułów w temperaturze 4
o
C po 

upływie 7 dni nie zaobserwowano spadku zawartości witaminy C dopiero po kolejnych 14 

dniach początkowa wartość kwasu askorbinowego spadała o 20%. Przechowywanie brokułów 

w workach foliowych powoduje również zahamowanie spadku zawartości witaminy C (134). 

Brokuły, kalafior oraz brukselka najczęściej dostępne są na rynku w postaci mrożonek. Przed 

zamrożeniem warzywa poddawane są procesowi mycia, rozdrabniania oraz blanszowania 

(rodzaj obróbki cieplnej żywności polegającej na zanurzeniu na kilkadziesiąt sekund we 

wrzątku lub włożeniu do zimnej wody, doprowadzeniu do stanu wrzenia i wyjęciu) w celu 

inaktywacji enzymów oksydacyjnych. Spadek zawartości witaminy C w trakcie procesu 

blanszowania zależy w dużym stopniu od gatunku warzyw. Po procesie blanszowania 

trwającym 3 minuty odnotowano spadek zawartości witaminy C (o 16% i 30%) odpowiednio 

w próbkach kalafiora i kapusty (109). Blanszowanie brokułów na parze powodowało spadek 

wyjściowego stężenia kwasu askorbinowego o 30% (111). Proces zamrażania nie powodował 

znaczącego spadku zawartości witaminy C. Stwierdzono również, że podczas 12 miesięcy 

przechowywania w temperaturze -20
o
C zawartość witaminy C spadła o 3-18% w przypadku 

http://pl.wikipedia.org/wiki/Obr%C3%B3bka_cieplna_produkt%C3%B3w_%C5%BCywno%C5%9Bciowych
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brokułów i o 6-13% w przypadku kalafiora (100). Stwierdzono znacznie wyższy spadek 

zawartości witaminy C (sięgający 30% pierwotnej zawartości) w przypadku białej kapusty 

przechowywanej w podobnych warunkach (109). 

Spadek zawartości witaminy C w przypadku brukselki w dużym stopniu zależy od 

warunków gotowania. Najmniejszą utratę tej witaminy (w granicach od 3,7% do 10,6%) 

zaobserwowano podczas gotowania brukselki w szybkowarze i w garnku akutermicznym 

(108). Zawartość kwasu askorbinowego natomiast dramatycznie spadała w przypadku 

brokułów gotowanych zarówno w konwencjonalny sposób jak i w kuchence mikrofalowej 

(105). Autorzy tych badań doszli do wniosku, że o wiele większy wpływ na zawartość 

witaminy C w brokułach ma czas gotowania niż sam sposób gotowania. Biorąc pod uwagę 

poziom zawartości witaminy C, puszkowanie warzyw krzyżowych wydaje się być najmniej 

odpowiednim sposobem ich przechowywania. Blanszowanie i puszkowanie brukselki 

powoduje spadek zawartości kwasu askorbinowego (rzędu 66%). Spadek poziomu zawartości 

tego związku jest więc 2 razy większy niż w przypadku blanszowania i zamrażania (108). 

W trakcie okresu 7 dni przechowywania brokułów w temperaturze 1
o
C odnotowano 

około 2-3 razy wyższy spadek zawartości związków fenolowych niż witaminy C (43). 

Zawartość początkowa flawonoidów w tych warunkach o spadała aż o 61 %.  Wyniki 

uzyskane w trakcie innych badań wskazują na odwrotną zależność, polifenole podczas 

tygodniowego przechowywania brokułów w temperaturze 5
o
C wykazały się wyższą 

trwałością (134). Nie odnotowano również spadku stężenia tych związków w brokułach 

przechowywanych w opakowaniach foliowych.  

W przypadku brokułów przechowywanych bez opakowania zaobserwowano znaczny 

wzrost (26,7%) zawartości polifenoli prawdopodobnie spowodowany utratą masy i wzrostem 

ich stężenia w komórkach. Wzrost stężenia polifenoli podczas przechowywania warzyw w 

temperaturze otoczenia w porównaniu z warzywami przechowywanymi w chłodni również 

potwierdzałoby tę tezę. W tabeli 10 zestawiono informacje obrazujące wpływ operacji 

gotowania na zawartość fenoli w brokułach. Spadek zawartości polifenoli podczas procesu 

blanszowania i zamrażania wahała się w granicach od 12% (dla jarmużu i kalafiora) do 58% 

(dla brokułów) (109, 135, 136). 

Wyniku badań dotyczące trwałości karotenoidów podczas obróbki warzyw są 

sprzeczne. Autorzy niektórych prac sugerują, że są podstawy do stwierdzenia, że występuje 

spadek całkowitej zawartości karotenoidów (o 23%) podczas konwencjonalnego i 

mikrofalowego gotowania brokułów (105). W wyniku analizy odpowiednich próbek 

odnotowano spadek poziomu β-karotenu i wiolaksantyny oraz wzrost stężenia luteiny. Inni 
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autorzy obserwują natomiast wzrost poziomu karotenoidów spowodowany obróbką termiczną 

warzyw. Podczas procesu gotowania brokułów oraz kapusty odnotowano wzrost stężenia 

karotenoidów ( o 31%) (137). W przypadku brokułów nastąpił wyższy wzrost stężenia β-

karotenu niż luteiny natomiast w przypadku kapusty zaobserwowano odwrotną zależność. 

Gotowanie zamrożonej brukselki w wodzie przez 15 minut nie wpływa znacząco na całkowitą 

zawartość karotenoidów, natomiast wzrasta wówczas stężenie cis-β-karotenu ( o 28%) oraz 

luteiny (o 2%) maleje natomiast stężenie β-karotenu ( o 7%). 

 

Tabela 10 Informacje literaturowe obrazujące wpływ procesu gotowania na zawartość 

polifenoli w brokułach. 

 

Proces 

gotowania 

Stosunek 

ilości 

brokułów 

do wody 

Czas 

gotowania 

[min] 

Związek 

Spadek 

zawartości 

[%] 

Literatura 

Konwencjonalny 0,5g/10ml 

0,5 

Polifenole 

31,6 

(105) 1,5 53,0 

5,0 71,9 

Konwencjonalny 3g/10ml 15,0 

Glukozydy flawonoidowe 82,0 

(119) 

3-O-soforozydo kwercetyna 72,0 

3-O-soforozydo kamferol 86,0 

Izokwercytrina 85,0 

3-O-glukozydo kamferol 76,0 

Diglukozydo kamferol 81,0 

Konwencjonalny 10g/10ml 5,0 

Flawonoidy 80,9 

(43) Pochodne kofeino-chinonowe 60,1 

Pochodne synapowe i ferulowe 50,7 

Mikrofale 10g/10ml 5,0 

Flawonoidy 97,2 

(43) Pochodne kofeino-chinonowe 87,4 

Pochodne synapowe i ferulowe 76,2 

Na parze 10g/10ml 3,5 

Flawonoidy 11,1 

(43) Pochodne kofeino-chinonowe 8,1 

Pochodne synapowe i ferulowe 0,3 

Wysokie 

ciśnienie 
10g/10ml 3,0 

Flawonoidy 53,4 

(43) Pochodne kofeino-chinonowe 49,3 

Pochodne synapowe i ferulowe 41,9 

 

Podsumowując, można stwierdzić, że podczas procesu obróbki warzyw obecne w nich 

przeciwutleniacze mogą ulegać wielu przemianom tj. rozpad termiczny, zmiany jakościowe, 

wypłukiwanie do otaczającej wody. Wszystkie te procesy w znaczący sposób mogą wpływać 
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na całkowitą aktywność przeciwutleniającą warzyw krzyżowych przeznaczonych do 

konsumpcji. 

3.2.4 Właściwości przeciwutleniające warzyw krzyżowych surowych i poddanych obróbce  

Próbki ekstraktów warzyw krzyżowych były poddawane analizie z wykorzystaniem 

różnych technik pomiaru potencjału przeciwutleniającego (104, 125, 138-142). Szczegółowy 

opis najczęściej stosowanych metodyk wykorzystywanych do oznaczania właściwości 

przeciwutleniających próbek żywności umieszczono w pracy przeglądowej i opracowaniu 

książkowym  (143, 144). 

Wyniki badań z wykorzystaniem metodyki ORAC mogą stanowić podstawy do 

uszeregowania najpopularniejszych warzyw krzyżowych pod kątem aktywności 

przeciwutleniającej w następującej kolejności: jarmuż, brukselka, brokuły, kalafior i kapusta 

(139) (Tab. 11).  

 

Tabela 11 Wyniki badań aktywności przeciwutleniającej niektórych warzyw krzyżowych 

uzyskane w wyniku zastosowania metodyki ORAC. 

 

Przygotowanie próbki Warzywa ORACROO* (µmol Trolox/g) Literatura 

Ekstrakcja za pomocą wody + 

ekstrakcja za pomocą acetonu 

Jarmuż 17,7 

(139) 

Brukselka 9,8 

Brokułu 8,9 

Kalafior 3,8 

Kapusta 3,0 

Ekstrakcja za pomocą mieszaniny 

aceton/woda (50:50 v/v) 

Brokuły 23-208 

(141) Kalafior 62-152 

Kapusta biała 23-146 

Ekstrakcja za pomocą wody + 

ekstrakcja za pomocą heksanu 
Brokuły 42-137 (145) 

Ekstrakcja za pomocą mieszaniny 

heksan/dichlorometan (1:1 v/v) + 

ekstrakcja za pomocą mieszaniny 

aceton/woda/kwas octowy 

(70:29,5:0,5 v/v/v) 

Brokuły 15,9 

(125) 
Kalafior 6,5 

Kapusta biała 13,6 

Kapusta czerwona 22,5 

 

Podobne wyniki uzyskano podczas badań potencjału przeciwutleniającego z wykorzystaniem 

metodyki pomiaru zdolności ekstraktów warzyw do inhibicji peroksydacji lipidów (138). 

Analizując wyniki tych badań można stwierdzić, że spośród badanych warzyw krzyżowych 

najwyższym potencjałem antyoksydacyjnym charakteryzowała się brukselka, brokuły i 

czerwona kapusta. Ogólnie rzec biorąc biała kapusta charakteryzowała się najniższą 
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aktywność przeciwutleniającą, tylko w niektórych przypadkach wartość ta była 

porównywalna z aktywnością przeciwutleniającą brokułów (125, 141). 

Oznaczona całkowita zdolność przeciwutleniająca warzyw zależy między innymi od 

rodzaju przeprowadzonej ekstrakcji oraz od typu przeciwutleniaczy obecnych w ekstrakcie 

(138, 139). Zaobserwowano również znaczne różnice w aktywności przeciwutleniającej 

wśród ekstraktów uzyskanych z 8 genotypów brokułów (145). Różnica pomiędzy najwyższą i 

najniższą wartością liczbową parametru określającego zdolność przeciwutleniającą była 

trzykrotna. W trakcie badań mających na celu określenie zdolności przeciwutleniającej 

warzyw należy brać pod uwagę aktywność zarówno hydrofilowych jak i hydrofobowych 

przeciwutleniaczy. W przypadku brokułów hydrofilowe ekstrakty uzyskane z warzyw, 

zawierające witaminę C i polifenole odpowiedzialne były za spadek (rzędu 80 - 95%) 

całkowitej aktywności przeciwutleniającej wyznaczonej w wyniku zastosowania metodyki 

ORAC (145). W innych warzywach krzyżowych zaobserwowano podobną zależność, w tym 

przypadku przeciwutleniacze o charakterze przeciwutleniaczy hydrofilowych były 

odpowiedzialne za całkowitą aktywność przeciwutleniająca (89%) (125). 

Można więć stwierdzić, że termiczna obróbka warzyw krzyżowych zdecydowanie 

wpływa na poziom ich aktywności przeciwutleniającej. W większości przypadków działanie 

wysokiej temperatury skutkowało obniżeniem całkowitego potencjału przeciwutleniającego 

warzyw. Zauważono, że zarówno w trakcie konwencjonalnego jak i mikrofalowego 

gotowania kalafiora w ciągu 5 minut odnotowano 65% ubytek włąściwości 

przeciwutleniających (105). Podobny efekt zaobserwowano w przypadku gotowania 

brokułów gdzie nastąpił 21% spadek aktywności przeciwutleniającej (125). Inne badania 

pokazały z jednej strony spadek aktywności antyoksydacyjnej kalafiora podczas 

blanszowania (23%), jednak w przypadku kapusty białej odnotowano 9% wzrost tych 

właściwości (109). 

Pomimo, że przeprowadzono do tej pory wiele badań dotyczących obróbki termicznej 

żywności pochodzenia roślinnego, wciąż mało wiadomo na temat wpływu tego procesu na 

zawartość składników bioaktywnych. W większości eksperymentów stosowane czasy obróbki 

termicznej często mają mało wspólnego z faktycznymi warunkami przetwórstwa 

stosowanymi czy to w domu czy też w przemyśle.   
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II. CEL I ZAKRES PRACY 

 

Zasadniczym celem pracy doktorskiej, realizowanej w ramach Studium 

Doktoranckiego przy Wydziale Chemicznym, było określenie wpływu typowej obróbki 

kulinarnej na zawartość substancji bioaktywnych w kapuście białej.  

Założeniem wykonanych badań było dostarczenie naukowych podstaw 

rekomendacjom żywieniowym mającym na celu zmniejszenie zagrożenia chorobami 

nowotworowymi oraz promocję kapusty jako cennego składnika tradycyjnej polskiej diety. 

 

Program badawczy będący przedmiotem niniejszej rozprawy związany jest z 

realizacją następujących zadań:  

 

 Porównanie właściwości przeciwutleniających, oraz profilu glukozynolanów polskiej 

kapusty na tle warzyw pochodzących z różnych rejonów Europy, a także w kapuście 

pochodzącej ze standardowej oraz ekologicznej uprawy. 

  Ocena zmian aktywności przeciwutleniającej oraz profilu przeciwutleniaczy podczas 

obróbki termicznej i procesu fermentacji kapusty. 

 Ocena wpływu obróbki kulinarnej na skład glukozynolanów oraz indolowych 

pochodnych w kapuście. 

 Opracowanie procedury izolacji składników bioaktywnych uwalnianych podczas 

obróbki kulinarnej kapusty. 

 Zastosowanie zaawansowanych technik spektroskopowych w celu identyfikacji 

struktur związków bioaktywnych powstających podczas obróbki kulinarnej kapusty. 
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III. CZĘŚĆ DOŚWIADCZALNA 

 

1. Aparatura i odczynniki 

 

1.1 Odczynniki chemiczne i biochemiczne 

▪ Metanol (cz.d.a.), POCH S.A.; 

▪ Metanol (Chromasolv do gradientowej elucji HPLC 99,9%), Sigma Aldrich; 

▪ Woda demineralizowana – Millipore, QPLUS185; 

▪ Chloroform (cz.d.a.), Merck; 

▪ Chloroform (do chromatografii HPLC 99,9%), Aldrich; 

▪ Acetonitryl (do chromatografii HPLC 99,9%), Merck; 

▪ Octan etylu (cz.d.a), Merck; 

▪ Witamina C  (99%) Sigma; 

▪ Glukotropeolina (99%) AppliChem; 

▪ Trolox - kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochrmomano-2-karboksylowy (97%) Sigma; 

▪ Wzorce DS-GLS: desulfoglukoiberyna, desulfosinigryna, desulfoglukotropoaeolina, 

desulfoglukobrassycyna CRA Włochy; 

▪ Indolo-3-karbinol (98%), Sigma; 

▪ Indolo-3-acetonitryl (do syntezy; 98%), Merck; 

▪ Kwas indolo-3-octowy (99%), Merck; 

▪ Odczynnik Folina-Ciocalteu  Merck; 

▪ ABTS - 2,2’azynobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulofonian) (98%) Sigma; 

▪ DPPH – 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl Sigma; 

▪ Na2S2O8 – odczynnik otrzymany z Katedry Chemii Nieorganicznej; 

▪ Kwas octowy (98%) POCH S.A.; 

▪ Kwas siarkowy (98%) POCH S.A; 

▪ Kwas mrówkowy (98%) Merck; 

▪ Octan sodu (99%) Merck; 

▪ Imidazol (99%) Merck; 

▪ Sulfataza z Helix pomatia typ H1 Sigma; 

▪ Bufor fosforanowy (5mM; pH=7);  

▪ Filtry Centricon YM-3 Millipore; 

▪ Żel krzemionkowy Baker; 

▪ Żywica jonowymienna DEAE Sephadex Sigma Aldrich; 
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▪ Płytki do analitycznej chromatografii cienkowarstwowej - żel krzemionkowy 60 F254, 

grubość warstwy 0,25 mm, 10 x 20 i 20 x 20 cm, Merck; 

▪ Płytki preparatywne do chromatografii cienkowarstwowej PLC – żel krzemionkowy 60 F254, 

grubość warstwy 1 mm, 20 x 20 cm, Merck. 

 

1.2 Badane próbki 

kapusta zakupiona w okresie wiosennym tzw. młoda kapusta na terenie Polski (Gdańsk);  

kapusta zakupiona w okresie jesiennym na terenie Polski (Gdańsk);  

 kapusta zakupiona w okresie jesiennym (Gdańsk) pochodząca z gospodarstwa 

ekologicznego „Fohat” (uprawy ekologiczne- uprawy bez użycia nawozów sztucznych i 

pestycydów, przy zachowaniu żyzności gleby oraz bioróżnorodności);  

 kapusta zakupiona w okresie jesiennym na terenie Anglii (Leeds);  

 kapusta zakupiona w okresie jesiennym na terenie Belgii (Bruksela);  

 zakupiona w okresie jesiennym na terenie Niemiec (Hamburg); 

 czerwona kiszona kapusta zakupiona w lokalnym sklepie z warzywami (Gdańsk). 

 

 

1.3 Aparatura  

 Termoblok IVElectronic; 

 Liofilizator model Alpha-2-4 Christ; 

 Spektrofotometr UV/VIS model 6300 Jenway; 

 Wyparka obrotowa model Laborota 4000 Heidolph; 

 Chromatograf cieczowy model 1100 Agilent wyposażony w detektor DAD oraz MS; 

 Chromatograf cieczowy model 1200 Agilent wyposażony w detektor DAD oraz kolektor 

frakcji

;  

- Kolumna chromatograficzna 125 x 3 mm z wypełnieniem LiChrosphere RP-18e 

o średnicy ziaren dp=5µm; 

- Kolumna chromatograficzna Zorbax RX-Sil 4,6 mm ID x 250 mm (5 µm). 

 Spektrometr mas  MAT 95 firmy Finnigan MAT GmBH (Brema, Niemcy) 

 

2. Opis stosowanych procedur analitycznych 

 

                                                 
 Centrum Doskonałości – Chem-Bio-Farm, Wydział Chemiczny PG 
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2.1 Przygotowanie próbek kapusty do badań 

Próbki młodej kapusty oraz kapusty pochodzącej z Anglii, Belgii i Niemiec po 

rozdrobnieniu poddano procesowi liofilizacji. Próbki polskiej kapusty pochodzącej ze 

standardowej i ekologicznej uprawy poddano obróbce, której etapy przedstawiono 

schematycznie na rysunku 1. Do procesu fermentacji poszatkowaną kapustę pochodzącą ze 

standardowej i ekologicznej uprawy mieszano z NaCl (20 g/kg) i umieszczono w oddzielnych 

glinianych naczyniach. Proces fermentacji prowadzono przez 2 tygodnie. W trakcie 

fermentacji pobierano próbki kapusty, z których otrzymywano soki oraz liofilizaty (w 4, 7, 11 

i 14 dniu procesu dla kapusty z uprawy standardowej oraz w 4, 5, 7, 8, 11, 12, 13 i 14 dniu 

fermentacji dla kapusty z uprawy ekologicznej).   

 

Kapusta

Rozdrobniona kapusta

Kiszona kapusta

Liofilizaty ze świeżej kapusty

Sok z kiszonej kapusty

Sok ze świeżej kapusty

Liofilizaty z kiszonej kapusty

szatkowanie

fermentacja (2tyg)

wyciskanie

liofilizacja

liofilizacja

wyciskanie

 

 

Rys. 1 Schemat przygotowania do dalszych analiz próbek kapusty pochodzącej ze 

standardowej i ekologicznej upraw. 

 

2.2 Oznaczanie substancji bioaktywnych w kapuście 

 

2.2.1 Techniki i metodyki stosowane do oznaczania substancji bioaktywnych w kapuście 

 

2.2.1.1 Metodyki oznaczania właściwości przeciwutleniającej próbek kapusty  

 

- Test ABTS 
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Zasada tej techniki analitycznej polega na spektrofotometrycznym pomiarze spadku 

wartości absorbancji rodnika ABTS (Rys. 2) wywołanego przez działanie przeciwutleniacza. 

Na etapie wytwarzania kationorodnika ABTS wykorzystywano nadsiarczan sodu. Związek 

ABTS reaguje z nadsiarczanem sodu w stosunku stechiometrycznym (1:0,5). Zazwyczaj 

stosuje się jednak nadmiar tego związku w celu uniknięcia jego całkowitego utlenienia. 

Utlenienie związku ABTS następuje natychmiast, jednak maksymalną wartość absorbancji i 

pełną stabilności rodnik uzyskuje po upływie 6 godzin dlatego roztwór kationorodnika 

sporządzano 24 godziny przed rozpoczęciem pomiarów. 

 

 

 

 

 

Rys. 2 Struktura kationorodnika ABTS
•+

 [2,2’-azynobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulofonian)]. 

 

Pomiaru wartości absorbancji poszczególnych ekstraktów inkubowanych z roztworem 

rodnika ABTS dokonywano przy długości fali 734 nm. Zdolność przeciwutleniającą 

poszczególnych próbek ekstraktów bądź soków przeliczano na ilość równoważników Troloxu 

przypadających na próbkę liofilizatu kapusty o masie 1 g (sucha masa) bądź na 1mL soku. 

(Trolox jest to syntetyczna substancja wzorcowa będąca hydrofilową pochodną witaminy E 

wykazująca silną aktywność przeciwutleniającą – patrz. rys.3).  

 

O

CH
3

OH

CH
3

CH
3
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3
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Rys. 3 Struktura Troloxu (kwas 6–hydroksy–2,5,7,8–tetrametylochromano–2-karboksylowy). 

 

Na schemacie (Rys. 4) przedstawiono poszczególne etapy stosowanej procedury analitycznej. 

Wartość potencjału przeciwutleniającego analizowanych próbek przeliczano na ilość 

równoważników Troloxu korzystając z równań odpowiednich krzywych kalibracyjnych  

(Rys. 5). 
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Przygotowanie roztworu kationorodnika ABTS+ 

- sporządzenie wodnego roztworu Na2S2O6  o stężeniu 2,45 mM. 

- sporządzenie roztworu ABTS o stężeniu 7mM we wcześniej sporządzonym roztworze Na2S2O6 .

Inkubacja mieszaniny reakcyjnej [6h-48h; bez dostępu światła]

Rozcieńczenie metanolem mieszaniny reakcyjnej do uzyskania absorpcji roztworu 0,70±0,02 [734 nm] 

10 μL ekstraktu 
10 μL roztworu 

Troloxu o stężeniu C1

10 μL roztworu 

Troloxu o stężeniu C2

10 μL roztworu 

Troloxu o stężeniu C3

Pomiar wartości absorbancji roztworu [734 nm]

Sporządzenie krzywej kalibracyjnej dla Troloxu: A = f ( stęż. )

Wyznaczenie ilości równoważników Troloxu w analizowanej próbce.

1 mL 1 mL 1 mL 1 mL

 
 

Rys. 4 Schemat postępowania stosowany podczas pomiaru zdolności przeciwutleniającej 

próbek ekstraktów rozpuszczalnikowych bądź soków przy użyciu testu ABTS. 
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Rys. 5 Krzywa kalibracyjna dla metanolowego roztworu Troloxu uzyskana w wyniku 

zastosowania testu ABTS. 

 

- Test DPPH 

Związek DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) - (Rys. 6) jest jednym z kilku 

stabilnych i komercyjnie dostępnych rodników azowych. Roztwory wodne tego związku 

charakteryzują się purpurową barwą z maksimum absorbancji przy długości fali 515 nm. W 

trakcie reakcji redukcji pod wpływem aktywności przeciwutleniaczy barwa roztworu zanika; 

postęp reakcji można monitorować spektrofotometrycznie przy długości fali równej 515 nm. 

Na schemacie (Rys. 7) przedstawiono poszczególne etapy odpowiedniej procedury 

analitycznej. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 6  Struktura chemiczna rodnika DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl). 

 

 

 

Przygotowanie roztworu DPPH 

- sporządzenie roztworu DPPH w metanolu o stężeniu 100 μM

Rozcieńczanie mieszaniny reakcyjnej za pomocą metanolu do uzyskania absorpcji roztworu 1,00±0,02 [515 nm]

0,1 mL ekstraktu 
0,1 mL  roztworu 

Troloxu o stężeniu C1

0,1 mL  roztworu 

Troloxu o stężeniu C2

0,1 mL roztworu 

Troloxu o stężeniu C3

Pomiar wartości absorbancji roztworu [515 nm]

Sporządzenie krzywej kalibracyjnej dla Troloxu: A = f ( stęż. )

Wyznaczenie ilości równoważników Troloxu w analizowanej próbce.

2,9 mL 2,9 mL 2,9 mL 2,9 mL
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Rys. 7 Schemat postępowania wykorzystywany podczas pomiaru zdolności 

przeciwutleniającej próbek ekstraktów rozpuszczalnikowych przy użyciu testu DPPH. 

 

 

Wartość potencjału przeciwutleniającego analizowanych próbek przeliczano na ilość 

równoważników Troloxu korzystając z równań odpowiednich krzywych kalibracyjnych  

(Rys. 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 8 Krzywa kalibracyjna dla metanolowego roztworu Troloxu uzyskana w wyniku 

zastosowania testu DPPH. 

 

- Test PCL  

Badanie aktywności przeciwutleniającej z zastosowaniem metody 

chemiluminescencyjnej wykonano dzięki uprzejmości i pomocy pracowników Instytutu 

Rozrodu Zwierząt i Badań Żywności PAN w Olsztynie. 

Zdolność przeciwutleniająca lipofilowych antyoksydantów oznaczono dzięki 

zastosowaniu zestawu ACL-kit (AnalytikJena, Jena, Niemcy). Zasada tego testu oparta jest na 

wykorzystaniu wzbudzonych z odpowiedniego znacznika form emitujących 

chemiluminescencję w wyniku reakcji z rodnikami tlenowymi. Każdy związek, który ma 

zdolność reagowania z rodnikami tlenowymi będzie hamował promieniowanie. W 

zastosowanym teście rodniki generowane były w systemie poprzez wzbudzanie 

fotochemiczne. Jako znacznika użyto luminol, którego zadanie polega na reakcji z 

utleniaczami w celu zamieniania ich słabej emisji na emisję intensywną, długotrwałą i 

stabilną. Ilościowo zdolność przeciwutleniająca przeliczano na ilość równoważników Troloxu 

korzystając z równań odpowiednich krzywych kalibracyjnych (Rys. 9).  
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Do kuwety reakcyjnej odmierzano:  

 metanol (2,3 mL); 

 roztwór buforowy (200 µL); 

 sensybilizator - reagent detekcyjny (25 µL); 

 roztwór przeciwutleniacza – w tym przypadku odpowiednio rozcieńczony za  pomocą 

metanolu sok z kapusty (20 µL).  

Po wymieszaniu roztwór poddawano analizie. Czas rejestracji krzywej emisji światła wynosił 

180 s. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 9 Krzywa kalibracyjna dla metanolowego roztworu Troloxu uzyskana w wyniku 

zastosowania testu PCL. 

 

 

2.2.1.2 Wykorzystanie chromatografii cienkowarstwowej (TLC) do monitorowania profilu 

przeciwutleniaczy 

Próbki ekstraktów rozpuszczalnikowych nakładano za pomocą szklanej kapilary 

punktowo na płytki do TLC pokryte warstwą żelu krzemionkowego. Czynność tą powtarzano 

kilkukrotnie za każdym razem susząc miejsce dozowania próbek. Chromatogramy rozwijano 

stosując jako fazę ruchomą mieszaninę chloroform/metanol w stosunku 9:1 (v/v). 

Wizualizacji rozdzielonych związków dokonywano spryskując płytki (z rozwiniętym 

chromatogramem) za pomocą odczynnika Folina-Ciocalteu (146) bądź też za pomocą 

metanolowych roztworów rodników ABTS i DPPH (0,2 %) (147, 148) Wysuszone 

chromatogramy dokumentowano za pomocą skanera laserowego. 
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2.2.1.3 Oznaczanie zawartości glukozynolanów w próbkach kapusty przy użyciu 

chromatografii cieczowej (wg PPN-EN ISO 9167 – 1 : 1999) 

Glukozynolany są ekstrahowane za pomocą metanolu, a następnie oczyszczane i 

poddawane enzymatycznej desulfatacji na żywicy jonowymiennej. Oznaczanie zawartości 

glukozynolanów wykonuje się korzystając z wysokosprawnego chromatografu cieczowego 

wyposażonego w detektor UV z zastosowaniem kolumn do pracy w odwróconym układzie 

faz (RP) i elucji gradientowej.  

 

I. Przygotowanie i oczyszczanie roztworu sulfatazy 

Przygotowanie wodnego roztworu mrówczanu imidazolu o stężeniu 6M  

Rozpuszczono 204 g imidazolu w 113 mL kwasu mrówkowego w kolbie miarowej o 

pojemności 500 mL. Roztwór uzupełniono wodą do kreski. 

Przygotowanie wymieniacza jonowego 

Zmieszano 10 g żelu DEAE Sephadex A25 kwasem octowym (5 mL) o stężeniu 2 M. 

Zawiesinę pozostawiono do opadnięcia poczym dodawano dalej roztwór kwasu do momentu, 

w którym jego objętość przekroczyła dwukrotnie objętość osadu. 

Preparatyka kolumn jonowymiennych 

Szyjki pipet Pasteura zatykano korkami z wełny szklanej. Pipety umieszczano w statywie i do 

każdej wlewano odpowiednią porcję wymieniacza jonowego, tak by po odcieknięciu wody 

pozostało około 0,5 mL żywicy.  

Do każdej pipety wlewano po 1 mL roztworu mrówczanu imidazolu, a następnie kolumny 

przemywano dwukrotnie 1 mL wody.  

Poszczególne etapy procedury wykorzystywanej podczas tego fragmentu badań 

przedstawiono na schemacie (Rys. 10). 
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Przygotowanie pipet Pasteura z korkami 

z szklanej wełny

Dwukrotne przemywanie żywicy 

jonowymiennej wodą (1 mL)

Przemywanie żywicy jonowymiennej 

mrówczanem imidazolu (1 mL)

Umieszczenie w pipetach zawiesiny 

wymieniacza jonowego (0,5 mL)

 

 

Rys. 10 Schemat postępowania wykorzystywany na etapie przygotowywania kolumn 

jonowymiennych stosowanych do procesu oczyszczania sulfatazy. 
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Oczyszczanie sulfatazy 

Schemat postępowania wykorzystywany na tym etapie badań przedstawiono na rysunku  11. 

 

Przygotowanie wodnego roztworu sulfatazy (2,5 mL) o 

stężeniu 10 mg/mL

Przemywanie kolumny roztworem octanu sodu (1,5 mL) 

o stężeniu 0,2 M

Przemywanie kolumny wodą (1 mL)

Przeniesienie roztworu sulfatazy  (0,5 mL) do kolumny z 

wymieniaczem jonowym

Zebranie wycieku

Usunięcie octanu sodu z roztworu za pomocą filtracji

 

 

Rys. 11 Schemat postępowania wykorzystywany do procesu oczyszczania sulfatazy za 

pomocą kolumn jonowymiennych. 

 

Rozcieńczanie roztworu sulfatazy 

Za pomocą pipety przenoszono próbkę oczyszczonej sulfatazy (1 mL ) do kolby pomiarowej 

o pojemności 10 mL. Roztwór dopełniano wodą do kreski. Rozcieńczony roztwór sulfatazy 

przenoszono do fiolek o objętości 1 mL i przechowywano do momentu analizy w 

temperaturze – 18
o
C. 

 

II. Ekstrakcja glukozynolanów z liofilizatów otrzymanych z kapusty 

Schemat postępowania wykorzystywany podczas ekstrakcji glukozynolanów z próbek 

liofilizatów przedstawiono na schemacie (Rys. 12). 
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Liofilizat z kapusty

Dodanie (2 mL)  wrzącego metanolu 

 

Dodanie glukotropeoliny (0,2 mL) o stężeniu 5 mM. 

Wytrząsanie (10 min) 

Powtórzenie ekstrakcji za pomocą wrzącego metanolu (2mL)

Wirowanie 

Połączenie ekstraktów

Uzupełnienie ekstraktów do objętości 6 mL za pomocą wody

  

0,5 g

 

 

Rys. 12 Schemat postępowania wykorzystywany na etapie ekstrakcji glukozynolanów z 

próbek liofilizatu z kapusty. 

 

III. Oczyszczanie i desulfatacja 

Przygotowanie kolumn jonowymiennych 

Dla każdego z otrzymanych ekstraktów przygotowano po jednej pipecie Pasteura zatkanej 

korkiem z szklanej wełny. Pipety umieszczano pionowo w statywie po czym w każdej z nich 

umieszczano odpowiednią ilość (0,5 mL) dobrze wymieszanej żywicy jonowymiennej. Po jej 

opadnięciu, każdą z pipet przemywano za pomocą roztworu mrówczanu imidazolu (2 mL) a 

następnie dwukrotnie za pomocą wody (1 mL). 

Oczyszczanie i desulfatacja 

Do tak przygotowanych kolumienek ekstrakcyjnych nanoszono próbki ekstraktów (w taki 

sposób by nie zaburzyć powierzchni żywicy) i pozostawiano aż do momentu odcieknięcia. 

Wtedy do kolumienek wprowadzano roztwór oczyszczonej sulfatazy (75 µL). Tak 
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przygotowane kolumienki poddawano inkubacji w temperaturze pokojowej (przez 12 h). 

Otrzymane desulfoglukozynolany wymywano z kolumienek dwukrotnie za pomocą wody  

(1 mL), pozwalając po każdorazowym dodaniu wody na jej odcieknięcie. 

 

IV. Analiza próbek desulfoglukozynolanów z wykorzystaniem techniki HPLC-DAD 

W tabeli 1 zestawiono parametry toku postępowania oraz parametry pracy układu HPLC-

DAD-MS w trakcie prowadzenia badań próbek ekstraktów zawierających 

desulfoglukozynolany. 

 

Tabela 1 Podstawowe parametry toku postępowania analitycznego na etapie 

chromatograficznego oznaczania desulfoglukozynolanów w próbkach ekstraktów z kapusty. 

 

Parametr Wartość 

Objętość dozowanych próbek 50 µL 

Skład fazy ruchomej A – woda, B – 20% acetonitryl 

Natężenie przepływu strumienia fazy ruchomej 1mL/min 

Program elucji 
0 min → 100% składnika A; 1min-

25min → 0-100% składnika B 

Temperatura kolumny 30oC 

Długość fali 229 nm 

Sposób jonizacji API-ES 

Tryb pracy detektora MS negatywny 

Fragmentacja m/z=60-1000 

Przepływ gazu suszącego (azot) 12 L/min 

Ciśnienie gazu w nebulizerze 50 psi 

Temperatura gazu suszącego 350oC 

Temperatura kwadrupola 99oC 

 

Na podstawie parametrów wyznaczonych dla substancji wzorcowych (desulfoglukoiberyny, 

desulfosinigryny, desulfoglukobrassycyny i desulfoglukotrapeoliny) (Rys. 13), (Tabela 2) 

oraz posługując się informacjami dotyczącymi kolejności elucji poszczególnych DS-GLS 

zawartymi w normie (149) zidentyfikowano glukozynolany głównie występujące w próbkach 

ekstraktów z  kapusty (Rys. 14), (Tabela 3). 
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Rys. 13 Chromatogramy uzyskane w trakcie analizy próbek roztworów wzorcowych DS-GLS 

(DS-GIB; DS-SIN, DS-GTL; DS-GBS) przy użyciu techniki HPLC-DAD (λ=229 nm). 

 

 

 

desulfoglukoiberyna 

desulfosinigryna 

desulfoglukobrassycyna 

desulfoglukotropaeolina 
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200 225 250 275 300 325 350 375 

 

nm 200 225 250 275 300 325 350 375 

 

200 225 250 275 300 325 350 375 

 

200 225 250 275 300 
 

350 375 

Tabela 2  Parametry charakteryzujące substancje wzorcowe desulfoglukozynolanów poddane 

analizie z wykorzystaniem techniki HPLC-DAD-MS  

 

DS-GLS/czas retencji 
Masa 

molowa 
Widmo UV Widmo MS 

DS-GIB / tr=4,8 min 343 

  

DS-SIN / tr=6,4 min 279 

  

DS-GTL tr= 15,5 min 329 

  

DS-GBS tr=17,7 min 368 

  

 

 

DS-GIB - desulfoglukoiberyna; DS-SIN – desulfosinigryna; DS-GTL - desulfoglukotropaeolina- wzorzec 

wewnętrzny; DS-GBS - desulfoglukobrassycyna.  
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Rys. 14 Przykładowy chromatogram przedstawiający profil desulfoglukozynolanów 

charakterystyczny dla kapusty białej otrzymany w wyniku zastosowania techniki HPLC-DAD 

(badania przeprowadzono zgodnie z wytycznymi zawartymi w normie PPN-EN ISO 9167–

1:1999). 

 

Tabela 3  Parametry charakteryzujące desulfoglukozynolany zidentyfikowane podczas 

analizy próbek ekstraktów z kapusty białej  przy użyciu techniki HPLC-DAD-MS. 

 

GLS 
Masa molowa 

GLS 

Masa molowa 

DS-GLS 

Współczynnik 

korekcyjny Kg 

Czas retencji 

[min] 

Charakterystyczne 

jony 

GIB 422 343 1,07 4,8 342, 685 

SIN 358 279 1,00 6,4 278, 557 

GNP 372 293 1,00 10,5 292, 585 

4OHGBS 463 384 0,28 12,3 383, 767 

GBS 447 368 0,29 17,7 367, 735 

MeOHGBS 477 398 0,25 20,8 397, 795 

NeoGBS 477 398 0,20 21,6 397, 795 

 
GIB- glukoiberyna, SIN- sinigryna; GNP- glukonapina; 4OHGBS- hydroksyglukobrassycyna; GTL- 

glukotropaeolina- wzorzec wewnętrzny; GBS- glukobrassycyna; MeOHGBS- metoksyglukobrassycyna; 

NeoGBS- neoglukobrassycyna) 

 

Jako wzorzec wewnętrzny wybrano glukotropaeolinę ponieważ wcześniej nie stwierdzono 

występowania tego glukozynolanu w próbkach kapusty (77). Zawartość każdego z 

glukozynolanów (wyrażoną w mikromolach na gram suchej masy) produktu obliczano 

korzystając z poniższej zależności: 

 

 4.832 

 6.366 

10.471 
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Kg
m

n

As

Ag
x   

gdzie:  

Ag- powierzchnia piku chromatograficznego odpowiadająca danemu analitowi  [j.u.p]; 

As- powierzchnia piku chromatograficznego odpowiadająca desulfoglukotropaeolinie [j.u.p]; 

Kg- współczynnik korekcyjny desulfoglukozynolanu, 

m- masa próbki [g]; 

n- ilość wzorca wewnętrznego dodanego do probówki [mikromole]; 

x- zawartość odpowiedniego glukozynolanu [µmol/g s.m]. 

 

2.2.1.4 Oznaczanie indolowych produktów rozpadu GLS w próbkach kapusty  

Indolowe produkty rozpadu glukozynolanów ekstrahowano z soków kapusty (10 mL) 

za pomocą 3 porcji octanu etylu (5 mL). Połączone ekstrakty odparowywano przy 

zastosowaniu wyparki obrotowej. Suchą pozostałość rozpuszczano ponownie w mieszaninie 

acetonitrylu i buforu fosforanowego (1:1 v/v; 1 mL; pH=7). Tak przygotowane ekstrakty 

poddawano następnie analizie przy użyciu techniki HPLC-DAD. Identyfikacji 

najważniejszych indolowych produktów rozpadu glukozynolanów dokonywano na podstawie 

czasów retencji oraz widm UV substancji wzorcowych: kwasu indolo-3-octowego (I3AA), 

indolo-3-karbinolu (I3C) oraz indolo-3-acetonitrylu (I3ACN) (Rys. 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 15 Chromatogram oraz widma UV substancji wzorcowych indolowych produktów 

rozpadu glukozynolanów (I3AA; I3C; I3ACN) uzyskany w wyniku analizy odpowiednich 

próbek przy użyciu techniki HPLC-DAD. 
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Korzystając z równań krzywych kalibracyjnych wyznaczonych na podstawie wyników 

analizy próbek metanolowych roztworów substancji wzorcowych (zakres stężeń: 3-300 

µg/mL) obliczano zawartość I3AA, I3C i I3ACN w poszczególnych ekstraktach uzyskanych z 

soków z kapusty (Rys. 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 16 Krzywe kalibracyjne uzyskane w wyniku analizy odpowiednich próbek 

metanolowych roztworów indolowych produktów rozpadu glukozynolanów (I3AA; I3C; 

I3ACN) w wyniku zastosowania techniki HPLC-DAD. 

 

Podczas analizy chromatograficznej próbek ekstraktów z kapusty oraz roztworów substancji 

wzorcowych indolowych produktów rozpadu glukozynolanów zastosowano następujące 

warunki: 
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 objętość próbek dozowanych do układu chromatograficznego była równa 30 µL; 

 natężenie przepływu strumienia fazy ruchomej wynosiło 1mL/min; 

 fazę ruchomą stanowiła mieszanina roztworów: A – bufor fosforanowy (5mM, 

pH=7), B – 80% acetonitryl w buforze fosforanowym (5mM, pH=7). 

 temperatura kolumny wynosiła 30
o
C; 

 chromatogramy rejestrowano przy długości fali równej 280 nm. 

Parametry stosowanego programu gradientowego przedstawiono w tabeli 4.  

 

Tabela 4  Program elucji stosowany w trakcie analizy próbek indolowych produktów rozpadu 

glukozynolanów z wykorzystaniem techniki HPLC - DAD. 

 
 

 

 

 

 

 

 

2.2.2. Opis doświadczeń wykonywanych  na etapie oznaczania substancji bioaktywnych w 

kapuście 

 

2.2.2.1 Porównanie właściwości przeciwutleniających ekstraktów kapusty białej pochodzącej 

z różnych upraw przy użyciu testów ABTS i DPPH 

Przygotowano próbki liofilizatów z kapusty pochodzącej z kilku krajów Europy 

(Anglia, Belgia, Niemcy, Polska), kapusty młodej- zebranej wiosną oraz kapusty pochodzącej 

z uprawy ekologicznej. Z liofilizatów uzyskanych z każdego rodzaju kapusty odważano po 3 

próbki o masie około 1 g. Próbki poddawano następnie ekstrakcji za pomocą metanolu (8 

mL). Zebrane ekstrakty poddawano badaniom przy użyciu testów ABTS i DPPH.  

 

2.2.2.2 Porównanie profili glukozynolanów kapusty białej pochodzącej z różnych upraw przy 

użyciu techniki HPLC-DAD 

Przygotowano próbki liofilizatów z kapusty pochodzącej z kilku krajów Europy 

(Anglia, Belgia, Niemcy, Polska), kapusty młodej- zebranej wiosną oraz kapusty pochodzącej 

z uprawy ekologicznej. Z liofilizatów uzyskanych z każdego rodzaju kapusty odważano po 3 

próbki o masie około 0,5 g. W celu oznaczenia glukozynolanów próbki poddawano następnie 

obróbce zgodnie ze schematem opisanym w punkcie 2.2.1.3. 

 

Czas 

[min] 
Udział składnika A w 

fazie ruchomej [%] 
Udział składnika B w 

fazie ruchomej [%] 

0 100 0 

35 0 100 
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2.2.2.3 Badanie wpływu okresu fermentacji na właściwości przeciwutleniające kapusty 

- Soki 

Próbki soków z kapusty pochodzącej ze standardowej uprawy zebrane w 4, 7, 11 i 14 dniu 

fermentacji oraz próbki soków z kapusty pochodzącej z ekologicznej uprawy zebrane w 4, 5, 

7, 8, 11, 12, 13 i 14 dniu procesu poddawano badaniom przy użyciu testów ABTS i DPPH. 

Dodatkowo próbki soku o objętości 1 mL liofilizowano, ekstrahowano za pomocą metanolu 

(0,5 mL) i poddawano analizie z wykorzystaniem techniki TLC. Uzyskane chromatogramy 

wizualizowano korzystając z odczynnika Folina-Ciocalteu. 

- Liofilizaty 

Próbki kapusty pochodzącej ze standardowej uprawy pobrane w 4, 7, 11 i 14 dniu fermentacji 

oraz próbki kapusty pochodzącej z ekologicznej uprawy zebrane w 4, 5, 7, 8, 11, 12, 13 i 14 

dniu procesu poddawano procesowi liofilizacji. Każdą z próbek (o masie 1g) poddawano 

ekstrakcji za pomocą metanolu (4 mL). Po zebraniu ekstraktów (8 mL) dla każdego z 

roztworów dokonywano pomiaru absorbancji w wyniku zastosowania testów ABTS i DPPH. 

Jednocześnie ekstrakty poddawano analizie za pomocą techniki TLC. Uzyskane 

chromatogramy wizualizowano korzystając z odczynnika Folina-Ciocalteu oraz roztworów 

rodników ABTS i DPPH. 

 

2.2.2.4 Badanie wpływu temperatury na właściwości przeciwutleniające świeżej i kiszonej 

kapusty 

- Soki 

Próbki soków (4mL) ze świeżej i kiszonej (przez okres 2 tygodni) kapusty ze standardowej i 

ekologicznej uprawy umieszczano w szklanych fiolkach o objętości 11 mL. Po zakorkowaniu 

umieszczano je w termoreaktorze nastawionym na temperaturę 100
o
C. W przypadku próbek 

soków kapusty pochodzącej ze standardowej uprawy ogrzewanie prowadzono przez 15 

godzin natomiast dla soków z kapusty ekologicznej proces ten prowadzono przez 24 godziny. 

Co godzinę wyjmowano po trzy fiolki zawierające próbki soków ze świeżej i kiszonej 

kapusty pochodzącej ze standardowej i ekologicznej uprawy. Dla każdego z roztworów 

dokonywano pomiaru absorbancji wykorzystując do tego testy ABTS i DPPH. Dodatkowo z 

każdej fiolki pobierano próbki  soku (o objętości 1 mL), który po liofilizacji i ekstrakcji za 

pomocą metanolu (0,5 mL) poddawano analizie z wykorzystaniem techniki TLC. Uzyskane 

chromatogramy wizualizowano korzystając z odczynnika Folina-Ciocalteu. 
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- Liofilizaty 

Liofilizaty (1g) ze świeżej i kiszonej przez 2 tygodnie kapusty ze standardowej i ekologicznej 

uprawy umieszczano w szklanych fiolkach (o objętości 11 mL). Po zakorkowaniu wstawiano 

je do termoreaktora nastawionego na temperaturę 100
o
C. Prażenie prowadzono przez 80 

minut. Co 10 minut wyjmowano po trzy fiolki zawierające liofilizaty z kiszonej i świeżej 

kapusty pochodzącej ze standardowej i ekologicznej uprawy. Każdą z próbek poddawano 

dwukrotnej ekstrakcji za pomocą metanolu (4 mL). Po zebraniu ekstraktów (8 mL) dla 

każdego z roztworów dokonywano pomiaru absorbancji z wykorzystaniem testów ABTS i 

DPPH. Jednocześnie ekstrakty poddawano analizie za pomocą techniki TLC. Uzyskane 

chromatogramy wizualizowano korzystając z odczynnika Folina-Ciocalteu oraz roztworów 

rodników ABTS i DPPH. 

 

2.2.2.5 Badanie wpływu fermentacji na zawartość glukozynolanów w próbkach kapusty  

Próbki kapusty pochodzącej ze standardowej uprawy pobrane w 4, 7, 11 i 14 dniu fermentacji 

oraz próbki kapusty pochodzącej z ekologicznej uprawy zebrane w 4, 7, 8, 11 i 14 dniu 

procesu poddawano procesowi liofilizacji. Z liofilizatów uzyskanych z każdego rodzaju 

kapusty odważano po 3 próbki o masie około 0,5 g. W celu oznaczenia glukozynolanów 

próbki poddawano następnie obróbce zgodnie ze schematem opisanym w punkcie 2.2.1.3. 

 

2.2.2.6 Badanie wpływu wysokiej temperatury na zawartość glukozynolanów w próbkach 

kapusty  

Liofilizaty (0,5 g) ze świeżej i kiszonej przez 2 tygodnie kapusty ze standardowej i 

ekologicznej uprawy umieszczano w szklanych fiolkach (o objętości 11 mL). Po 

zakorkowaniu wstawiano je do termoreaktora nastawionego na temperaturę 100
o
C. Prażenie 

prowadzono przez 80 minut. Co 20 minut wyjmowano po trzy fiolki zawierające liofilizaty z 

kiszonej i świeżej kapusty pochodzącej ze standardowej i ekologicznej uprawy. W celu 

oznaczenia glukozynolanów próbki poddawano następnie obróbce zgodnie ze schematem 

opisanym w punkcie 2.2.3. 

 

2.2.2.7 Badanie wpływu fermentacji i ogrzewania na zawartość indolowych produktów 

rozpadu glukozynolanów w próbkach kapusty 

Próbki soków z kapusty pochodzącej ze standardowej uprawy zebrane w 4, 7, 11 i 14 dniu 

fermentacji oraz próbki soków z kapusty pochodzącej z ekologicznej uprawy zebrane w 4, 5, 

7,11, i 14 dniu procesu poddawano etapom opisanym w punkcie 2.2.1.4. Dodatkowo tej samej 
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procedurze poddawano próbki soków świeżej i kiszonej (14 dni) kapusty pochodzącej 

zarówno ze standardowej jak i ekologicznej uprawy, ogrzewane przez 4, 8, 12, 16 i 20 godzin 

w termoreaktorze nastawionym na temperaturę 100
o
C. 

 

2.3 Procedury wykorzystywane na etapie izolacji i identyfikacji substancji powstających 

podczas obróbki kulinarnej kapusty  

 

2.3.1 Zastosowanie preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PTLC) na etapie 

izolacji substancji o właściwościach przeciwutleniających powstających podczas obróbki 

kulinarnej kapusty 

Próbki liofilizatów (ok. 2g) z kiszonej kapusty oraz liofilizatów z świeżej kapusty 

prażonych przez 80 min w termoreaktorze nastawionym na 100
o
C poddawano ekstrakcji za 

pomocą metanolu (15 mL). Nadmiar rozpuszczalnika (około 10 ml) usuwano w strumieniu 

gazu obojętnego. W celu przeprowadzenia procesu izolacji pożądanej frakcji na płytki do 

preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej dozowano próbki stężonego ekstraktu 

metanolowego o objętości 5 mL. Za pomocą szklanej kapilary umieszczano próbkę w postaci 

plamek jedna obok drugiej tworząc pasmo na całej długości płytki. Chromatogram rozwijano 

stosując jako fazę ruchomą mieszaninę chloroform/metanol w stosunku 9:1 (v/v). 

Wizualizacji chromatogramu dokonywano za pomocą odczynnika Folina-Ciocalteua 

spryskując jedynie fragment (szerokości około 1 cm) wzdłuż płytki. 

Charakterystyczną strefę sorbentu występującą na obszarze płytki nie potraktowanym za 

pomocą odczynnika Folina-Ciocalteua izolowano i trzykrotnie ekstrahowano. Do ekstrakcji 

analitu z żelu krzemionkowego używano metanolu (4 mL). Ekstrakcję powtarzano trzykrotnie 

wspomagając ją za każdym razem ultradźwiękami (5 min). W celu usunięcia pozostałości 

żelu krzemionkowego ekstrakty sączono przez teflonowe filtry (0,45 µm). Próbki ekstraktów 

odparowywano do sucha w strumieniu gazu obojętnego. 

2.3.2 Zastosowanie zestawu HPLC-NP sprzężonego z kolektorem frakcji na etapie izolacji 

substancji o właściwościach przeciwutleniających powstających podczas obróbki kulinarnej 

kapusty 

Próbki liofilizatów (ok. 2 g) z kiszonej kapusty oraz liofilizatów z świeżej kapusty 

prażonych przez 80 min w termoreaktorze nastawionym na 100
o
C poddawano ekstrakcji za 

pomocą metanolu (15 mL). Nadmiar rozpuszczalnika (około 10 mL) usuwano w strumieniu 

gazu obojętnego. Otrzymane ekstrakty mieszano z żelem krzemionkowym w stosunku 1:1. 
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Rozpuszczalnik odparowywano z żelu pod strumieniem azotu. Po wysuszeniu żel 

ekstrahowano za pomocą mieszaniny chloroform:metanol (8:1 v/v; 6 mL). Próbki tak 

oczyszczonych ekstraktów poddawano dalszej analizie chromatograficznej.  

Analizę chromatograficzną przeprowadzano w układzie faz normalnych. Zastosowano 

kolumnę wypełnioną żelem krzemionkowym - Zorbax Rx-SIL. Zastosowano elucję 

izokratyczną przy składzie fazy ruchomej 5% metanolu w chloroformie. Badania prowadzono 

przy natężeniu przepływu strumienia fazy ruchomej wynoszącym 1mL/min. Chromatogramy 

rejestrowano prze długości fali λ=254 nm. 

2.3.3. Wykorzystanie wysokorozdzielczej spektroskopii mas do identyfikacji bioaktywnych 

związków powstających podczas obróbki kulinarnej kapusty 

Próbki ekstraktów zawierające anality, które udało się wyizolować z próbek kapusty z 

wykorzystaniem techniki PTLC, odparowane do sucha, wprowadzano bezpośrednio do źródła 

jonów spektrometru mas. W trakcie ogrzewania próbki od 30 do 300
o
C, rejestrowano kolejne 

widma mas. Parametry pracy spektrometru mas podczas rejestrowania widm zestawiono w 

tabeli 5. 

 

Tabela 5 Parametry spektrometru mas w trakcie rejestracji widm EI. 

 

Parametr Wartość 

Temperatura źródła jonów 250oC 

Napięcie przyspieszające 4,8 kV 

Energia elektronów 70 eV 

Szybkość skanowania 10 s/dekadę 

Rozdzielczość spektrometru Minimum 1000 

 

 

Pomiar dokładnej wartości liczbowej stosunku m/z został przeprowadzony korzystając z 

techniki dopasowania piku (peak matching) przy zastosowaniu wzorca wewnętrznego – PFK. 

Próbka była wprowadzana bezpośrednio do źródła jonów i ogrzewana do temperatury, w 

której uzyskiwano prąd jonowy odpowiedni do pomiarów. Parametry tego procesu 

zestawiono w tabeli 6. 
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Tabela 6 Parametry charakteryzujące sposób pomiaru dokładnej wartości liczbowej stosunku 

m/z (peak matching) 

 

Technika jonizacji Jonizacja elektronowa (EI) 

Temperatura źródła jonów 250oC 

Energia elektronów 70 eV 

Prąd emisji 0,7 mA 

Napięcie przyspieszające 4,8 kV 

 
 

2.3.4 Zastosowanie testu Salkowskiego do stwierdzenia obecności steroli w badanych 

próbkach 

Test Salkowskiego polega na zmieszaniu równych objętości ekstraktu 

chloroformowego zawierającego związki z grupy steroli ze stężonym kwasem siarkowym. 

Jeżeli w badanym roztworze obecne są sterole mieszanina powinna przyjąć barwę różową.  

Test ten zastosowano do badań chloroformowego roztworu frakcji, która powinna zawierać 

składnik aktywny charakterystyczny dla kiszonej kapusty wyizolowanej za pomocą techniki 

PLC. Próbkę suchej pozostałości (o masie ok. 1 g) rozpuszczono w chloroformie (1 mL) a 

następnie do fiolki dodawano stężony kwas siarkowy (1 mL). 

 

 

3 Wyniki i wnioski 

 

3.1 Porównanie zawartości GLS i właściwości przeciwutleniających kapusty białej 

pochodzącej z różnych rejonów Europy  

Rodzaj wtórnych metabolitów jest z reguły charakterystyczny i jednakowy w obrębie 

danego gatunku roślin. Wynika to głównie z uwarunkowań genetycznych rośliny. Poziomy 

stężeń czy też proporcje występowania poszczególnych związków mogą jednak znacznie się 

różnić wśród przedstawicieli tego samego gatunku. Przyczyną tych różnic są głównie warunki 

uprawy i środowisko bytowania rośliny.  

W celu oceny materiału do badań pod kątem zawartości substancji bioaktywnych 

porównano profil, ogólną zawartość glukozynolanów oraz aktywność przeciwutleniającą 

polskiej kapusty w stosunków do tych właściwości warzyw tego samego gatunku 

pochodzących z różnych rejonów Europy. Przedmiotem badań były próbki kapusty białej 

zebranej w okresie jesiennym zakupionej w lokalnych sklepach na terenie Anglii (Leeds), 
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Belgii (Bruksela), Niemiec (Hamburg) oraz Polski (Gdańsk). Dodatkowo zawartość GLS i 

właściwości przeciwutleniające oznaczono dla próbek polskiej kapusty białej zebranej w 

okresie wiosennym (tzw. młoda kapusta) oraz kapusty pochodzącej z uprawy ekologicznej. 

Chromatogramy, na których widoczne są piki odpowiadające desulfo-glukozynolanom 

uzyskane w wyniku analizy próbek odpowiednich ekstraktów uzyskanych z różnych kapust 

przedstawiono na rysunku 17.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 17 Profil glukozynolanów charakterystyczny dla kapusty białej. Chromatogramy typu 

„odcisk palca” uzyskano w wyniku przeprowadzonej analizy ekstraktów z próbek kapusty 

pochodzącej z różnych upraw przy użyciu techniki HPLC (przeprowadzonej wg normy PPN-

EN ISO 9167 – 1 : 1999).  

(1- desulfoglukoiberyna; 2- desulfosinigryna; 3- desulfoglukonapina; 4- desulfo-4-hydroksyglukobrassycyna; 5- 

desulfoglukotropaeolina- wzorzec wewnętrzny; 6- desulfoglukobrassycyna; 7- desulfometoksyglukobrassycyna; 

8- desulfoneoglukobrassycyna) 

 

Wszystkie badane próbki kapusty charakteryzowały się zbliżonym profilem 

glukozynolanów. Związki występujące w badanych próbkach na najwyższym poziomie 

stężeń to sinigryna i glukobrassycyna (Tabela 7).  
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Tabela 7 Zawartość najważniejszych glukozynolanów w próbkach kapusty określona na 

podstawie analizy chromatograficznej próbek ekstraktów [µmol/g sm]. 

 

GLS Anglia Belgia Niemcy Polska Młoda  Ekologiczna 

GIB 0,262±0,021 0,31±0,19 0,54±0,11 0,075±0,011 0,173±0,026 0,263±0,015 

SIN 1,54±0,15 1,81±0,21 0,59±0,13 2,011±0,092 1,559±0,077 1,573±0,071 

GNP 0,723±0,015 1,437±0,032 1,25±0,21 0,431±0,015 0,634±0,022 0,739±0,015 

4OHGBS 0,0243±0,0011 0,084±0,012 0,0437±0,0012 0,035±0,011 0,0124±0,0013 0,151±0,012 

GBS 1,82±0,41 2,11±0,17 0,397±0,045 1,717±0,011 0,215±0,015 0,371±0,011 

MeOHGBS 0,117±0,025 0,360±0,048 0,074±0,011 0,296±0,012 0,0464±0,0081 0,132±0,011 

NeoGBS 0,068±0,034 0,114±0,013 0,0276±0,0061 0,0577±0,0011 0,0147±0,0012 0,054±0,011 

 

(GIB- glukoiberyna, SIN- sinigryna; GNP- glukonapina; 4OHGBS- hydroksyglukobrassycyna; GBS- 

glukobrassycyna; MeOHGBS- metoksyglukobrassycyna; NeoGBS- neoglukobrassycyna) 

 

W zależności od pochodzenia kapusty te dwie substancje stanowiły od 30% do 70% 

całkowitej zawartości glukozynolanów.  Najwyższą całkowitą zawartość GLS odnotowano w 

próbkach kapusty pochodzącej z Belgii (7,7 µmol/g sm). W opublikowanych pracach (66) 

można znaleźć informacje o podobnych stężeniach GLS  (mieszczących się w granicach od 

6,4 do 16,3 µmol/g sm) oznaczonych w próbkach białej kapusty. Nieco wyższe stężenia tych 

związków w kapuście zostały zaobserwowane przez amerykańskich i szwedzkich naukowców 

(150, 151). Różnice w oznaczonych zawartościach mogą wynikać nie tylko z odmiennego 

pochodzenia materiału do badań, istotne znaczenie w tym przypadku może mieć również sam 

sposób przygotowania próbki. Rozdrobnienie materiału do badań np. poprzez szatkowanie 

przed procesem liofilizacji może powodować częściową degradację glukozynolanów na 

skutek działania endogennego enzymu mirozynazy. 

Do oceny aktywności przeciwutleniającej próbek ekstraktów rozpuszczalnikowych 

poszczególnych rodzajów kapust zastosowano najbardziej popularne testy 

spektrofotometryczne oparte na wykorzystaniu rodników ABTS i DPPH. Te dwa stabilne 

chromogeny (DPPH o zabarwieniu fioletowym i ABTS o zabarwieniu zielonym) 

charakteryzują się łatwością zastosowania, gwarantują wysoką czułość oraz umożliwiają 

analizę wielu próbek w krótkim czasie. Na rysunku 18 przedstawiono poziom aktywności 

przeciwutleniającej łącznie z informacją o całkowitej zawartością glukozynolanów w 

badanych próbkach kapusty.  
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Rys. 18 Poziom aktywności przeciwutleniającej (TEAC µmol/g sm) wyznaczony za pomocą 

testów ABTS i DPPH oraz całkowita zawartość glukozynolanów (µmol/g sm) w próbkach 

kapusty określona dzięki zastosowaniu techniki HPLC.  

 

 

Poziomy aktywności przeciwutleniającej dla tych samych próbek ekstraktów metanolowych z 

kapusty mierzone przy pomocy testu ABTS charakteryzują się wyższymi wartościami niż w 

przypadku testu DPPH. Ilość równoważników Troloxu dla próbek kapusty w przypadku 

wykorzystania testu ABTS mieści się w granicach od 2,7 do 8,2 (µmol/g sm) natomiast w 

przypadku zastosowania testu DPPH w zakresie między 2,4 i 5,4 (µmol/g sm). Oszacowane 

poziomy pojemności przeciwutleniającej kapusty białej przedstawiają wartości zbliżone do 

danych dostępnych w literaturze (152). Podobnie jak w przypadku glukozynolanów 

najwyższymi właściwościami przeciwutleniającymi, które zostały określone za pomocą obu 

testów, charakteryzowały się próbki kapusty pochodzące z Belgii. Istotnych różnic wartości 

tego parametru nie odnotowano dla próbek pochodzących z  Anglii, Niemiec i Polski. 

Najmniejsze ilości glukozynolanów jak i poziomy aktywności przeciwutleniającej były 

charakterystyczne dla próbek młodej kapusty zebranej w okresie wiosennym. Niższy poziom 

zawartości substancji bioaktywnych w młodej kapuście mógł wynikać z krótszego okresu 

wegetacji w porównaniu z warzywami zebranymi w okresie jesiennym. Kapusta jesienna 

czyli kapusta zebrana po okresie letnim przez dłuższy czas była wystawiona na działanie 

słońca, co bez wątpienia ma duży wpływ na proces syntezy fitozwiązków w roślinach. W 

przypadku flawonoidów zaobserwowano od trzech do pięciu razy wyższe stężenie tych 

substancji w warzywach liściastych zebranych w okresie letnim w porównaniu ze uprawami 
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zebranymi w ciągu innych sezonów (153). Proces akumulacji polifenoli w tkankach roślin 

ulega intensyfikacji w odpowiedzi na wzrost ekspozycji na światło, szczególnie 

promieniowanie UV-B (154). Zaobserwowano również, że stres wodny (podczas okresu 

wegetacyjnego) powoduje wzrost intensywności akumulacji glukozynolanów w roślinach 

(48). Uważa się, że gorące i suche warunki uprawy bądź też deficyt wody mogą wzmagać 

syntezę aminokwasów i cukrów będących prekursorami w biosyntezie glukozynolanów.  

Oznacza to, że okres zbioru i związane z tym warunki klimatyczne uprawy mogą mieć duży 

wpływ na zawartość substancji bioaktywnych w kapuście. 

Podczas analizy otrzymanych danych pomiarowych zaobserwowano wysoką korelację 

pomiędzy aktywnością przeciwutleniającą a całkowitą zawartością glukozynolanów (Rys. 

19).  
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Rys. 19 Zależność pomiędzy wartościami aktywności przeciwutleniającej próbek kapusty 

(wyznaczonymi za pomocą testów ABTS i DPPH) a całkowitą zawartością glukozynolanów 

w tych próbkach (oznaczoną za pomocą techniki HPLC). 

 

 

Podobne zjawisko zostało również odnotowane przez innych naukowców zarówno dla próbek 

kapusty jak i kalafiora (66). W przypadku kapusty współczynnik korelacji między 

aktywnością przeciwutleniającą a całkowitą zawartości glukozynolanów wynosił  0,81. 

Prawdopodobnym wyjaśnieniem tego zjawiska może być teza, że poziom składników 

bioaktywnych w konkretnej roślinie wiąże się i zależy od warunków uprawy, które 

determinują ich biosyntezę. Wysoka korelacja pomiędzy zawartością glukozynolanów a 

pomiarem aktywności przeciwutleniającej w przypadku wszystkich badanych próbek może 
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również sugerować podobieństwo szlaków biochemicznych powstawania tych związków. 

Oznacza to, że wysokiej zawartości związków z grupy GLS może towarzyszyć wysokie 

stężenie przeciwutleniaczy i również prawdopodobnie innych fitozwiazków. Takie 

stwierdzenie może stanowić podstawę do wniosku, że pojedyncze oznaczenie np. aktywności 

przeciwutleniającej umożliwiałoby standaryzację próbek roślinnych pochodzących z różnych 

upraw bez potrzeby przeprowadzania innych analiz pod kątem składu chemicznego.  

 

3.2 Wpływ procesu fermentacji i obróbki termicznej na zawartość substancji bioaktywnych 

w kapuście. 

Właściwości prozdrowotne warzyw i owoców są silnie uzależnione od kolejnych 

procesów, którym poddawany jest surowiec zanim trafi do organizmu człowieka. Ten aspekt 

jest często ignorowany bądź nieuwzględniany w badaniach epidemiologicznych i 

żywieniowych. Większość dostępnych danych na temat rodzaju i poziomu występowania 

składników bioaktywnych dotyczy jedynie surowych roślin. W rzeczywistości jedynie 

niewielka część warzyw spożywana jest w postaci surowej, w większości przypadków 

wymagany jest proces obróbki ze względów: 

 bezpieczeństwa; 

 zachowania jakości;  

 ekonomicznych.  

Dlatego też wyniki badań wpływu obróbki kulinarnej na zawartość składników bioaktywnych 

w kapuście stanowiłyby niewątpliwe istotną wartość z punktu widzenia chemoprewencji 

żywieniowej.  

W tradycyjnej polskiej diecie kapusta spożywana jest najczęściej w postaci surowej, 

kiszonej lub gotowanej. W badaniach podjęto, więc próbę oszacowania wpływu procesu 

fermentacji oraz obróbki termicznej kapusty na zawartość substancji o najwyższym potencjale 

chemoprewencyjnym, do których należą przeciwutleniacze, glukozynolany oraz indolowe 

produkty rozpadu glukozynolanów. 

3.2.1 Właściwości przeciwutleniające 

Kiszona kapusta stanowi popularny składnik diety nie tylko w Polsce, z chęcią i w dużych 

ilościach spożywana jest również przez mieszkańców Niemiec i Austrii. Cieszy się uznaniem 

choć w nieco mniejszym stopniu również w Stanach Zjednoczonych, Kanadzie i Rosji. 

Pomimo, iż stanowi tak ważny składnik diety, dane na temat wpływu fermentacji na 

właściwości przeciwutleniające kapusty są nadal bardzo ograniczone. Niewiele jest również 
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informacji dotyczących wpływu obróbki termicznej na właściwość przeciwutleniającą 

kapusty. Istniejące dane dotyczą najczęściej pomiarów pojemności przeciwutleniającej próbek 

kapusty po procesie blanszowania (109, 155). Pomimo, że długotrwałe gotowanie jest 

typowym sposobem przygotowania potraw zawierających kapustę, brakuje danych na temat 

aktywności przeciwutleniającej tego warzywa ogrzewanego przez okres dłuższy niż 15 minut. 

Głównym celem na tym etapie badań było określenie zmian w aktywności 

przeciwutleniającej próbek soków i ekstraktów z kapusty pochodzącej ze standardowej oraz 

ekologicznej uprawy podczas długotrwałego ogrzewania oraz dwutygodniowego procesu 

fermentacji. 

- Proces fermentacji  

Zmiany w poziomie całkowitej aktywności przeciwutleniającej próbek soków oraz 

ekstraktów metanolowych liofilizatów z kapusty podczas dwutygodniowego okresu trwania 

procesu fermentacji przedstawiono na rysunku 20 i 21.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 20 Całkowita aktywność przeciwutleniająca próbek (A) soków (TE µmol/mL) i (B) 

metanolowych ekstraktów (TE µmol/g s.m.) kapusty pochodzącej ze standardowej uprawy 

oznaczona za pomocą testów ABTS i DPPH. 
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Rys. 21 Całkowita aktywność przeciwutleniająca próbek (A) soków (TE µmol/mL) i (B) 

metanolowych ekstraktów (TE µmol/g s.m.) uzyskanych z ekologicznej kapusty oznaczona za 

pomocą testów ABTS i DPPH. 

 

Wyniki uzyskane w trakcie badań próbek soków i ekstraktów z kapusty (z 

zastosowaniem testów ABTS i DPPH) wskazują, że podczas spontanicznej fermentacji 

właściwości przeciwutleniające stopniowo wzrastają zarówno w przypadku kapusty ze 

standardowej jak i kapusty pochodzącej z ekologicznej uprawy. Po około 11 dniach 

fermentacji poziom aktywności przeciwutleniającej próbek kapusty ulega stabilizacji. Jedynie 

w przypadku ekstraktów metanolowych liofilizatów z ekologicznej kapusty można 

zaobserwować spadek tego parametru w 13 i 14 dniu procesu kiszenia. Według niektórych 

naukowców aktywność przeciwutleniająca kapusty może wzrastać podczas procesu 

rozdrabniania liści (156). W trakcie naszych badań kapustę przed procesem fermentacji 

poddano szatkowaniu, co mogło być jedną z przyczyn początkowego wzrostu aktywności 

przeciwutleniającej tego warzywa. 
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We wszystkich eksperymentach dotyczących kapusty prowadzonych w ciągu kilku lat na 

Wydziale Chemicznym PG, obserwowano za każdym razem ewidentny wzrost aktywności 

przeciwutleniającej tego warzywa po spontanicznej fermentacji bez względu na okres 

kiszenia oraz pochodzenia materiału wyjściowego (157, 158). Jednak jak wskazują wyniki 

badań prowadzonych w innych ośrodkach naukowych warunki fermentacji kapusty mogą 

mieć znaczący wpływ na jej właściwości prozdrowotne. Zarówno dane uzyskane przez 

badaczy fińskich (159) jak i polskich (160) wskazują, że bezpośrednio kontrolowana 

fermentacja inicjowana za pomocą wyizolowanych szczepów bakteryjnych nie powoduje 

znaczących zmian w aktywności przeciwutleniającej kapusty.  

Z reguły aktywność przeciwutleniająca wyznaczana za pomocą testu ABTS dla próbek 

soków i ekstraktów z kapusty była nieco wyższa niż ta wyznaczona dla tych samych próbek 

w wyniku zastosowania testu DPPH. W przypadku próbek soków z kapusty pochodzącej 

zarówno z uprawy standardowej jak i z ekologicznej (po około 5 dniach fermentacji) 

zależność ta ulegała zmianie. Powodem tego zjawiska może być wzrost w trakcie procesu 

fermentacji kapusty zawartości witaminy C w sokach. Wartość liczbowa parametru EC50 dla 

kwasu askorbinowego oznaczona w wyniku zastosowania testu DPPH jest mniejsza (0,12 

mg/mL) niż ta oznaczona w wyniku zastosowania testu ABTS (0,22 mg/mL). Oznacza to, że 

witamina C efektywniej wychwytuje rodnik DPPH niż rodnik ABTS co w konsekwencji 

prowadzi do silniejszego odbarwienia roztworu i tym samym może świadczyć o wyższej 

aktywności  przeciwutleniającej badanej próbki.  

Wzrost zawartości witaminy C w kapuście podczas fermentacji niewątpliwie może 

stanowić przyczynę wzrostu jej aktywności przeciwutleniającej. Dlatego też w celu 

sprawdzenia czy podczas kiszenia mogłyby powstawać inne składniki o zdolności 

wychwytywania wolnych rodników próbki ekstraktów z kapusty poddano analizie z 

wykorzystaniem techniki TLC. Analizie poddano próbki ekstraktów metanolowych z 

liofilizatów kapusty pochodzących zarówno z uprawy standardowej jak i ekologicznej. Do 

wizualizacji profilu przeciwutleniaczy otrzymane chromatogramy TLC spryskiwano za 

pomocą odczynnika Folina-Ciocalteu oraz za pomocą roztworów barwnych rodników ABTS 

i DPPH (Rys. 22, 23). 
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Rys. 22 Chromatogramy próbek ekstraktów metanolowych z liofilizatów kapusty 

pochodzącej z uprawy standardowej uzyskane przy użyciu techniki TLC wizualizowane za 

pomocą (A)-odczynnika Folina-Ciocalteua; (B)- roztworu rodnika DPPH; (C)- roztworu 

rodnika ABTS.  

(Numery 0, 4, 7, 11, 14 na chromatogramach oznaczają czas trwania procesu fermentacji [dni]). 

 

Odczynnik Folia-Ciocalteua przez wiele lat używany był do oznaczania całkowitej 

zawartości polifenoli w produktach pochodzenia roślinnego. Jednak ze względu na fakt, że 

odczynnik ten działa na zasadzie utleniania i redukcji może on również reagować z wieloma 

substancjami o właściwościach przeciwutleniających (161). Zastosowanie tego oczynnika do 

wizualizacji chromatogramów TLC umożliwia, więc uzyskanie w postaci niebieskich plamek 

nie tyle profilu polifenoli co profilu przeciwutleniaczy obecnych w analizowanej próbce. 

Wywoływanie chromatogramów za pomocą roztworów rodników umożliwia natomiast 

zaobserwowanie obecności w próbce ewentualnych przeciwutleniaczy, w postaci 

odbarwionych plamek na barwnym tle (odpowiednio zielonym w przypadku rodnika ABTS 

oraz fioletowym w przypadku rodnika DPPH). 
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Rys. 23 Chromatogramy próbek ekstraktów metanolowych z liofilizatów kapusty 

pochodzącej z ekologicznej uprawy uzyskane przy użyciu techniki TLC wizualizowane za 

pomocą: (A)-odczynnika Folina-Ciocalteua; (B)- roztworu rodnika DPPH; (C)- roztworu 

rodnika ABTS.  

(Numery 0, 4, 5, 7, 8, 11, 12, 13, 14 na chromatogramach oznaczają czas trwania procesu fermentacji [dni]). 

 

 

Otrzymane wyniki prezentowane na rysunkach 22 i 23 sugerują, że podczas 

fermentacji są uwalniane inne niż witamina C składniki o aktywności przeciwutleniającej 

(witamina C nie ulega rozdzieleniu w stosowanych warunkach chromatograficznych).  

W celu sprawdzenia czy podobne zjawisko występuje również w przypadku soków badanie 

powtórzono dla próbek fermentowanych soków z kapusty pochodzącej z uprawy 

standardowej (po procesie liofilizacji) i poddanych ekstrakcji (za pomocą metanolu). 

Otrzymany chromatogram poddany wizualizacji za pomocą odczynnika Folina-Ciocalteua 

przedstawiono na rysunku 24. 

Chromatogram uzyskany w wyniku analizy próbki tak otrzymanego ekstraktu ma podobny 

wygląd jak chromatogramy uzyskane w wyniku analizy próbek ekstraktów z liofilizatów 

kapusty. We wszystkich przypadkach zaobserwować można powstawanie podczas 

fermentacji substancji o właściwościach przeciwutleniających nieobecnych w próbkach 

świeżej kapusty. 
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Rys. 24 Chromatogram uzyskany w wyniku analizy próbek ekstraktów metanolowych z 

liofilizatów soków z kapusty pochodzącej ze standardowej uprawy otrzymany przy użyciu 

techniki TLC (wizualizowany za pomocą odczynnika Folina-Ciocalteua). 

(Numery 0, 4, 7, 11, 14 na chromatogramach oznaczają czas trwania procesu fermentacji [dni]) 

 

 

- Proces obróbki termicznej  

Zarówno tradycyjne polskie dania jak i inne narodowe przysmaki popularne w 

Europie Centralnej (Niemcy, Czechy, Austria) obfitują w potrawy przyrządzane z kapusty lub 

też z dodatkiem kapusty. Niektóre z najbardziej popularnych dań przygotowywane są na bazie 

świeżej lub kiszonej kapusty albo też z ich mieszanki w procesie kilkugodzinnego duszenia 

(najczęściej z dodatkiem mięsa). Podjęto próbę określenia jak taki typ obróbki termicznej 

może wpływać na aktywność przeciwutleniającą tego warzywa. Jest to dosyć ważne 

zagadnienie z dietycznego punktu widzenia bo zarówno białko jak i tłuszcz obecny w mięsie 

w prosty sposób ulegają procesowi utlenienia podczas ogrzewania co prowadzi do tworzenia 

się toksycznych substancji obniżających wartość żywieniową mięsa. 

  Właściwości przeciwutleniające soku ze świeżej i kiszonej kapusty pochodzącej 

zarówno z uprawy standardowej jak i ekologicznej, ogrzewanej w temperaturze 100
o
C przez 

15 i 24 godziny oznaczono ilościowo na podstawie pomiaru zdolności próbek do 

wychwytywania rodników przy użyciu testów ABTS i DPPH. Wartość potencjału 

porzeciwutleniającego ogrzewanych próbek soków z kapusty (wyrażone jako ilość 

równoważników Troloxu) przedstawiono graficznie na rysunku 25 i 26.  
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Rys. 25 Wpływ czasu ogrzewania na właściwości przeciwutleniające soku ze świeżej i 

kiszonej kapusty pochodzącej z uprawy standardowej (wyznaczone za pomocą testu ABTS i 

DPPH [TE µmol/mL]).  
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Rys. 26 Wpływ czasu ogrzewania na właściwości przeciwutleniające soku ze świeżej i 

kiszonej kapusty pochodzącej z uprawy ekologicznej (wyznaczone za pomocą testu ABTS i 

DPPH [TE µmol/mL]).  
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Otrzymane wynki wskazują, że w przypadku wszystkich analizowanych soków ogrzewanie 

znacząco wpływa na ich zdolność do wychwytywania rodników ABTS i DPPH. W przypadku 

soków ze świeżej kapusty pochodzącej zarówno z uprawy standardowej jak i ekologicznej 

następuje ewidentny wzrost aktywności przciwutleniającej utrzymujący się podczas całego 

okresu ogrzewania (15 h– dla kapusty ze standardowej uprawy; 24 h- dla kapusty 

ekologicznej). Po 15 godzinach ogrzewania w przypadku soku ze świeżej kapusty ze 

standardowej uprawy nastąpił ponad 8- krotny wzrost aktywności przeciwutleniającej 

oznaczonej za pomocą testu ABTS oraz 7- krotny wzrost tego parametru wyznaczonego za 

pomocą testu DPPH (Rys. 25). W przypadku soków z  świeżej kapustyz uprawy ekologicznej 

po tym samym czasie (15 h) początkowa wartość pojemności przeciwutleniającej wyznaczona 

za pomocą testu ABTS wzrosła około 6 razy natomiast wartość tego parametru oznaczona za 

pomocą testu DPPH 3 razy (Rys. 26). Podobne zjawisko zaobserwowali włoscy naukowcy w 

przypadku pomidorów (162). Próbki pomidorów ogrzewane przez 15 godzin lub dłużej, 

wykazywały wyższą aktywność przeciwutleniającą niż te, które nie były poddawane obróbce 

termicznej. 

W przypadku soku z kiszonej kapusty pochodzącej z uprawy standardowej można 

zaobserwować dwie fazy zmian aktywności przeciwutleniającej (Rys. 25). Pierwszą fazą jest 

spadek potencjału przeciwutleniającego w ciągu początkowych 4 godzin ogrzewania. Nie jest 

to zjawisko niespodziewane, gdyż naturalne, rozpuszczalne w wodzie przeciwutleniacze 

obecne w soku kiszonej kapusty, głównie kwas askorbinowy mogą ulegać termicznej 

degradacji i/lub konsumpcji w reakcji Maillarda (163). Włoscy naukowcy zaobserwowali 

około 90% spadek zawartości witaminy C podczas 4 godzin ogrzewania próbek pomidorów 

(162). W przypadku soku z kiszonej ekologicznej kapusty największy spadek aktywności 

przeciwutleniającej nastapił już po 2 godzinach ogrzewania (Rys. 26). Druga faza zmian 

aktywności przeciwutleniającej w przypadku soków z kiszonej kapusty (po 2 godzinach dla 

kapusty „ekologicznej” i po 4 godzinach dla kapusty pochodzącej z uprawy standardowej) 

charakteryzowała się umiarkowaną stabilnością z lekką tendencją wzrostową. Jednak w 

przypaku soku z kiszonej kapusty pochodzącej zarówno z uprawy standardowej jak i 

ekologicznej wielogodzinne ogrzewanie nie powodowało wzrostu wartości aktywności 

przeciwutleniającej ponad poziom początkowego potencjału przciwutleniającego badanych 

próbek. 

Rodniki ABTS i DPPH należą do grupy rodników azowych, które nie występują 

naturalnie w środowisku. Dlatego w celu sprawdzenia czy wzrost zdolności wychwytywania 

rodników próbek kapusty podczas procesu ogrzewania dotyczy również rodników naturalnie 
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występujących w środowisku, przeprowadzono (dzięki uprzejmości Instytutu Badań Rozrodu 

Zwierząt i Badań Żywności PAN w Olsztynie) analizę aktywności przeciwutleniającej próbek 

soków za pomocą techniki chemilumiscencyjnej, w której wykorzystuje się rodnik 

nadtlenkowy.  Przed wykonaniem tej analizy dla tych samych próbek ogrzewanych soków 

oznaczono zdolność wychwytywania rodników ABTS i DPPH. Otrzymane wyniki 

przedstawiono na rysunku 27. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 27 Wpływ czasu ogrzewania na właściwości przeciwutleniające soku ze (A) świeżej i 

(B) kiszonej kapusty pochodzącej z uprawy standardowej wyznaczone za pomocą testu 

ABTS, DPPH i ACL [TE µmol/mL]. 

 

Uzyskane wyniki wskazują na podobną kinetyką zmian zdolności do wychwytywania rodnika 

do tej, która została wyznaczona w wyniku zastosowania testów ABTS i DPPH. Niewątpliwie 

interesującym zjawiskiem jest silniejsze oddziaływanie rodnika nadtlenkowego z 

przeciwutleniaczami obecnymi w próbkach soku z kiszonej kapusty niż ze składnikami 

świeżej kapusty. W przypadku rodników azowych (ABTS i DPPH) zależność ta była 

odwrotna. W związku z tym uzasadniony wydaje się wniosek, że różne składniki próbki mogą 

reagować w różnorodny sposób z różnymi typami rodników. 

W celu sprawdzenia czy wysoka temperatura wpływa również na aktywność 

przeciwutleniającą składników kapusty w środowisku bezwodnym, zbadano poziom 

aktywności przeciwutleniającej ekstraktów metanolowych z liofilizatów kiszonej i świeżej 

kapusty pochodzącej zarówno z uprawy standardowej jak i ekologicznej poddanych 

procesowi prażenia (Rys. 28). Poziom potencjału przeciwutleniającego badanych próbek 

oszacowane w wyniku zastosowania testów ABTS i DPPH przeliczano na zawartość 
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równoważników Troloxu przypadającą na gram suchej masy liofilizatu [TE µmol/g s.m.]. 

Prażenie próbek liofilizatów kapusty przeprowadzano w temperaturze 100
o
C przez okres 80 

minut. Zdolność wychwytywania rodników ABTS i DPPH przez składniki próbek ekstraktów 

zarówno ze świeżej jak i z kiszonej kapusty pochodzącej za standardowej uprawy 

zdecydowanie wzrastała wraz z długością okresu prażenia (Rys. 28-A). W przypadku 

ekstraktów uzyskanych z „ekologicznej” kapusty ewidentny wzrost aktywności 

przeciwutleniającej podczas prażenia widoczny był jedynie dla próbek świeżej kapusty (w 

ciągu 30 min. około 8 razy w wyniku zastosowania testu ABTS oraz 2 razy w wyniku 

zastosowania testu DPPH) (Rys. 28-B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 28 Wpływ czasu prażenia na właściwości przeciwutleniające liofilizatów ze świeżej i 

kiszonej kapusty pochodzącej z uprawy standardowej (A) i ekologicznej (B) wyznaczone za 

pomocą testów ABTS i DPPH [TE µmol/g s.m.].  
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Wzrost aktywności przeciwutleniającej analizowanych próbek wystawionych na 

działanie wysokiej temperatury najprawdopodobniej mógł być spowodowany uwalnianiem 

się i/lub tworzeniem związków wykazujących zdolność do wychwytywania wolnych 

rodników. Takimi składnikami o właściwościach redukcyjnych mogą być pochodne reakcji 

Maillarda (MRPs) (164). Pozytywną korelację pomiędzy aktywnością przeciwutleniająca  a 

intensywnością barwy (BPF) wynikającą z tworzenia się produktów reakcji Maillarda o 

brązowym zabarwieniu zaobserwowano zarówno w układach modelowych jak i w produktach 

żywnościowych (162, 165, 166). 

Na rysunku 29 i 30 przedstawiono zmiany aktywności przeciwutleniającej oraz 

intensywności barwy (BPF) metanolowych ekstraktów otrzymanych ze zliofilizowanych 

próbek ze świeżej oraz kiszonej kapusty prażonych przez różne okresy czasu w temperaturze 

100
o
C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 29 Związek pomiędzy aktywnością przeciwutleniająca (wyznaczoną za pomocą testu 

ABTS i DPPH - TE µmol/g s.m.) oraz intensywnością barwy (absorbancja mierzona przy 

λ=420 nm) metanolowych ekstraktów z prażonych liofilizatów (A) próbek świeżej i (B) 

kiszonej kapusty pochodzącej z uprawy standardowej. 

 

 

Wysokie wartości liczbowe współczynników korelacji pomiędzy aktywnością 

przeciwutleniającą próbek a ich intensywnością barwy (BPF) wskazują na silną zależność 

pomiędzy tymi dwoma parametrami. Jedynie w przypadku próbek ekstraktów z prażonych 

liofilizatów kiszonej, ekologicznej kapusty stwierdzono występowanie słabej korelacji 

pomiędzy tymi parametrami co znajduje swoje potwierdzenie w wartościach liczbowych 

współczynników korelacji (odpowiednio 0,57 i 0,74 dla testów ABTS i DPPH) (Rys. 30– B). 
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Rys. 30 Związek pomiędzy aktywnością przeciwutleniająca (wyznaczoną za pomocą testu 

ABTS i DPPH - TE µmol/g s.m.) oraz intensywnością barwy (absorbancja mierzona przy 

λ=420 nm) metanolowych ekstraktów z prażonych liofilizatów (A) próbek świeżej i (B) 

kiszonej kapusty pochodzącej z ekologicznej uprawy. 

 

 

Jednak wszystkim pozostałym analizowanym próbkom (Rys. 29 - A, B i Rys. 30 – A) 

wzrostowi aktywności przeciwutleniającej towarzyszył wzrost intensywności barwy 

wywołany tworzeniem się produktów reakcji Maillarda (MRPS). W większości przypadków 

aktywność przeciwutleniająca próbek wzrastała liniowo ze wzrostem ich intensywności 

barwy, jedynie w przypadku świeżej kapusty pochodzącej z uprawy standardowej zależność 

ta miała charakter zależności logarytmicznej (Rys. 29 – A). W opublikowanych pracach 

badawczych brak jest danych na temat związku właściwości przeciwutleniających ze zmianą 

barwy podczas ogrzewania kapusty. Jednak w przypadku próbek soków z  pomidorów 

zaobserwowano w trakcie 30 godzinnego okresu ogrzewania w temperaturze 95
o
C wzrost 

potencjału przeciwutleniającego oraz wzrost gęstości optycznej próbek (162). Podobną 

zależność zauważono również w przypadku próbek miodu gdzie wzrostowi czasu lub 

temperatury ogrzewania towarzyrzył jednocześnie wzrost potencjału przeciwutleniającego 

oraz wzrost intensywności zbrunatnienia próbek (165). 

W celu obserwacji zmian profilu przeciwutleniaczy ekstraktów metanolowych z 

liofilizatów kapusty podczas prażenia zastosowano technikę TLC z wizualizacją 

chromatogramów za pomocą odczynnika Folina-Ciocalteua oraz roztworów rodników ABTS 

i DPPH. Uzyskane chromatogramy (Rys. 31, 32, 33) wskazują na znaczne jakościowe i 

ilościowe różnice w składzie przeciwutleniaczy pomiędzy próbkami, które były poddawane 

podgrzewaniu i próbkami, które nie były poddawane temu zabiegowi. 
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Rys. 31 Chromatogramy uzyskane w trakcie analizy próbek ekstraktów metanolowych z 

liofilizatów świeżej kapusty pochodzącej z uprawy standardowej otrzymane w wyniku 

zastosowania techniki TLC i wizualizowane za pomocą (A)-odczynnika Folina-Ciocalteua; 

(B)- roztworu rodnika DPPH; (C)- roztworu rodnika ABTS.  

(Numery 0 – 80 na chromatogramach oznaczają czas prażenia liofilizatów [min]). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 32 Chromatogramy uzyskane w trakcie analizy próbek ekstraktów metanolowych z 

liofilizatów kiszonej kapusty pochodzącej z uprawy standardowej otrzymane w wyniku 

zastosowania techniki TLC i wizualizowane za pomocą (A)-odczynnika Folina-Ciocalteua; 

(B)- roztworu rodnika DPPH; (C)- roztworu rodnika ABTS.  

(Numery 0 – 80 na chromatogramach oznaczają czas prażenia liofilizatów [min]). 
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Rys. 33 Chromatogramy uzyskane w trakcie analizy próbek ekstraktów metanolowych z 

liofilizatów świeżej kapusty pochodzącej z uprawy ekologicznej otrzymane w wyniku 

zastosowania techniki TLC i wizualizowane za pomocą (A)-odczynnika Folina-Ciocalteua; 

(B)- roztworu rodnika DPPH; (C)- roztworu rodnika ABTS.  

(Numery 0 – 80 na chromatogramach oznaczają czas prażenia liofilizatów [min]). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 34 Chromatogramy uzyskane w trakcie analizy próbek ekstraktów metanolowych z 

liofilizatów kiszonej kapusty pochodzącej z uprawy ekologicznej otrzymane w wyniku 

zastosowania techniki TLC i wizualizowane za pomocą (A)-odczynnika Folina-Ciocalteua; 

(B)- roztworu rodnika DPPH; (C)- roztworu rodnika ABTS.  

(Numery 0 – 80 na chromatogramach oznaczają czas prażenia liofilizatów [min]). 
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Takich różnic nie zaobserwowano jedynie dla próbek kiszonej kapusty pochodzącej z 

uprawy ekologicznej (Rys. 34). Dla wszystkich próbek ekstraktów, dla których wzrost 

aktywności przeciwutleniającej wyznaczonej w wyniku zastosowania testów ABTS i DPPH 

podczas procesu prażenia wydaje się oczywisty na chromatogramach TLC stwierdzono 

obecność nowych związków (Rys. 31-33).  

Uzyskane wyniki te sugerują więc, że w trakcie ogrzewania kapusty uwalniane są składniki o 

właściwościach przeciwutleniających. Wzrost aktywności przeciwutleniającej oraz wyższe 

stężenie niektórych bioaktywnych związków takich jak flawonole czy sterole zostało 

odnotowano również podczas procesu blanszowania kapusty (109).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 35 Chromatogramy uzyskane w wyniku analizy próbek ekstraktów metanolowych 

uzyskanych z liofilizatów soków (A) świeżej i (B) kiszonej kapusty pochodzącej ze 

standardowej uprawy z wykorzystaniem techniki TLC i wizualizowane za pomocą 

odczynnika Folina-Ciocalteua; (Numery 0 – 15 na chromatogramach oznaczają czas ogrzewania soków 

[godz]). 
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W celu sprawdzenia czy nowe związki o aktywności przeciwutleniającej powstają 

również w przypadku ogrzewania soków z kapusty, taki sam cykl badań przeprowadzono 

również dla próbek soków z kapusty po liofilizacji i ekstrakcji za pomocą metanolu. 

Otrzymane chromatogramy poddane wizualizacji za pomocą odczynnika Folina-Ciocalteua 

przedstawiono na rysunku 35. 

Sposoby obróbki kulinarnej są z reguły uważane jako czynniki odpowiedzialne za 

degradację przeciwutleniaczy naturalnie występujących w żywności. Ostatnie doniesienia 

polskiej grupy naukowców (167) wskazują, że rodzaj obróbki może mieć istotny wpływ na 

zachowanie początkowej aktywności przeciwutleniającej produktu. Wykazano, że mętne soki 

jabłkowe są bogatszym źródłem przeciwutleniaczy niż te same soki poddane procesowi 

klarowania. Konsekwentnie, można się więc spodziewać, że poddane obróbce owoce i 

warzywa będą posiadać niższy od świeżych produktów potencjał przeciwutleniający. Taka 

zależność ma jednak miejsce głównie w odniesieniu do niestabilnych przeciwutleniaczy np. 

kwasu askorbinowego, który uznawano często za wskaźnik strat jakości produktu podczas 

obróbki. Wiadomo jednak, że obróbka żywności może mieć różnorodny wpływ na produkt, i 

nie zawsze konsekwencją tego jest jego utrata prozdrowotnych właściwości czy też jakości. 

W niektórych przypadkach obróbka kulinarna może powodować utratę naturalnie 

występujących antyoksydantów lub też w ogóle nie mieć wpływu na potencjał 

przeciwutleniający produktu (85, 109, 155, 167, 168). Czasami jednak przetwarzanie 

żywności może prowadzić do powstawania nowych substancji o właściwościach 

przeciwutleniających (165, 169-173). Zjawisko to szczególnie jest ważne w przypadku 

produktów zawierających dużą ilość tłuszczu, gdzie powstawanie przeciwutleniaczy podczas 

przetwarzania umożliwiałoby przeciwdziałanie niekorzystnym procesom utleniania.  

 

3.2.2 Zawartość glukozynolanów 

Badanie wpływu sposobu obróbki kulinarnej na zawartość glukozynolanów w 

warzywach krzyżowych oraz określenie wartości liczbowych parametrów fizykochemicznych 

wpływających na kierunek hydrolizy tych związków odgrywa znaczącą rolę w uzupełnianiu 

badań epidemiologicznych ukierunkowanych na wykrycie zależności pomiędzy spożyciem 

warzyw krzyżowych i chemoprewencją. Poznanie przemian fizycznych jak i biochemicznych 

tych związków zachodzących podczas procesów obróbki warzyw, jeszcze przed ich 

spożyciem ułatwiłoby zrozumienie metabolicznych przemian glukozynolanów 

obserwowanych w trakcie badań eksperymentalnych z udziałem ludzi i zwierząt. 
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Umożliwiłoby również sformułowanie strategii dietetycznej w celu optymalizacji 

dawkowania bioaktywnych produktów rozpadu glukozynolanów do organizmu. 

W trakcie procesów obróbki kulinarnej typowych dla warzyw krzyżowych tj. 

zamrażanie, rozdrabnianie, blanszowanie czy też gotowanie glukozynolany w zależności od 

warunków procesu mogą ulegać enzymatycznej hydrolizie bądź też termicznej degradacji.  

Celem opisywanego etapu badań jest oszacowanie efektu fermentacji na ilość i proporcje 

pomiędzy glukozanami występującymi w kapuście. Dodatkowo postanowiono określić 

wpływ wysokiej temperatury na glukozynolany zawarte w kapuście podczas badań 

modelowych przeprowadzonych w warunkach bezwodnych.  

 

 

- Proces fermentacji  

Głównymi przejawami zman składu chemicznego zachodzącymi podczas procesu 

fermentacji kapusty jest przekształcenie węglowodanów do kwasu mlekowego oraz octowego 

oraz alkoholu etylowego, mannitolu, dekstranu oraz ditlenku węgla. Fermentacja wpływa 

także na białka, lipidy, glukozydy oraz inne składniki kapusty, co skutkuje zmianami 

właściwości chemicznych oraz fizycznych produktu. Wpływ procesu fermentacji na 

glukozynolany jak dotąd do końca nie został poznany. Dostępne dane literaturowe dotyczą 

zazwyczaj wyników analizy próbek na zawartość GLS w próbkach kapusty po co najmniej 2 

tygodniowym procesie fermentacji. W opisywanych badaniach postanowiono monitorować 

zawartość głównie występujących w kapuście białej glukozynolanów w kilkudniowych 

odstępach czasu od momentu rozpoczęcia fermentacji do momentu jaj zakończenia (2 

tygodnie). Do badań użyto kapustę pochodzącą zarówno z uprawy standardowej jak i 

ekologicznej. 

Ogólny profil oraz zawartość glukozynolanów dla próbek świeżej kapusty 

pochodzącej zarówno z uprawy standardowej jak i ekologicznej jest bardzo zbliżona. Na 

rysunku 36 przedstawiono przykładowy chromatogram obrazujący obecność 

desulfoglukozynolanów w analizowanych próbkach ekstraktów uzyskanych ze świeżej białej 

kapusty. Natomiast na rysunku 37 przedstawiono chromatogramy (na których widoczne są 

piki odpowiadające desulfoglukozynolanolanom) uzyskane w wyniku analizy próbek kapusty 

poddanej dwutygodniowej fermentacji pochodzącej zarówno z uprawy standardowej (37-A) 

jak i ekologicznej (37-B). 
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Rys. 36 Chromatogram uzyskany w wyniku analizy próbek ekstraktów metanolowych 

uzyskanych ze świeżej kapusty białej na zawartość desulfoglukozynolanów z 

wykorzystaniem techniki HPLC-DAD (λ=229 nm). 

(GIB- glukoiberyna, SIN- sinigryna; GNP- glukonapina; 4OHGBS- hydroksyglukobrassycyna; GTL- 

glukotropaeolina- wzorzec wewnętrzny; GBS- glukobrassycyna; MeOHGBS- metoksyglukobrassycyna; NeoGBS- 

neoglukobrassycyna) 
 
 

 

Z danych literaturowych wynika, że dwutygodniowy okres fermentacji powoduje 

całkowitą degradację wszystkich glukozynolanów obecnych w kapuście (77). Wyniki 

uzyskane w trakcie prowadzonych badań wskazują na degradację prawie wszystkich 

glukozynolanów obecnych w próbkach kapusty. Jednocześnie odnotowano (w przypadku obu 

badanych próbek kapusty) wzrost stężenia dwóch glukozynolanów charakteryzujących się 

czasami retencji około 20,7 min i 21,7 min. W tabeli 8 i 9 przedstawiono informacje odnośnie 

zmian zawartości poszczególnych glukozynolanów wyznaczone dla próbek kapusty 

pochodzącej zarówno z uprawy standardowej jak i „ekologicznej” pobieranych w różnych 

etapach procesu fermentacji. Jednocześnie w tabelach zestawiono widma UV i MS 

poszczególnych związków zarejestrowane podczas analizy próbek kapusty przy użyciu 

techniki LC-DAD-MS. 
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Rys. 37 Chromatogramy uzyskane w trakcie analizy próbek ekstraktów uzyskanych z 

kiszonej kapusty pochodzącej zarówno z uprawy standardowej (A) jak i ekologicznej (B) z 

wykorzystaniem techniki HPLC-DAD (λ=229 nm). 
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Tabela 8 Zmiany zawartości poszczególnych glukozynolanów w próbkach kapusty 

pochodzącej z uprawy standardowej w trakcie procesu fermentacji wyznaczone w wyniku 

zastosowania techniki HPLC-DAD-MS na etapie analizy próbek odpowiednich ekstraktów 

rozpuszczalnikowych. 
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Tabela 8 c.d. 
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(GIB- glukoiberyna, SIN- sinigryna; GNP- glukonapina; 4OHGBS- hydroksyglukobrassycyna; GTL- 

glukotropaeolina- wzorzec wewnętrzny; GBS- glukobrassycyna; MeOHGBS- metoksyglukobrassycyna; NeoGBS- 

neoglukobrassycyna) 

 

 

Na podstawie uzyskanych wyników można stwierdzić, że w przypadku obu rodzajów kapusty 

zachodzi proces szybkiej (w ciągu maksymalnie 7 dni procesu) degradacji glukozynolanów 

alifatycznych czyli glukoiberyny, sinigryny i glukonapiny. Bardziej stabilne w warunkach 

fermentacji kapusty okazały się być glukozynolany indolowe. Trudnym do potwierdzenia 

zjawiskiem okazał się wzrost stężenia związków, które wykazują się czasami retencji 

charakterystycznymi dla desulfo-metoksyglukobrassycyny (MeOHGBS) i desulfo-

neoglukobrassycyny (NeoGBS). Po 14 dniach fermentacji w przypadku kapusty pochodzącej 

z uprawy standardowej odnotowano 37- krotny wzrost stężenia związku o czasie retencji 

zbliżonym do związku MeOHGBS oraz aż 58- krotny wzrost stężenia związku o czasie 

retencji podobnym jak czas retencji związku NeoGBS. W przypadku kapusty „ekologicznej” 

stężenia tych związków wzrosły odpowiednio 19 i 33 razy. Widma UV tych związków 

zarejestrowane w trakcie badań jednoznacznie wskazywały na obecność grupy indolowej w 

ich strukturze. Jednak widma MS oprócz jonów charakterystycznych dla MeOHGBS i 

NeoGBS (397, 795 m/z) zawierały jeszcze inne jony charakteryzujące się masami np. 779 lub 

781 m/z. Trudności w interpretacji widm MS tych substancji uniemożliwia jednoznaczne 

stwierdzenie, że powstającymi związkami są na pewno związki MeOHGBS i NeoGBS. 
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Tabela 9 Zmiany zawartości poszczególnych glukozynolanów w próbkach kapusty 

pochodzącej z uprawy ekologicznej w trakcie procesu fermentacji wyznaczone w wyniku 

zastosowania techniki HPLC-DAD-MS na etapie analizy próbek odpowiednich ekstraktów 

rozpuszczalnikowych. 
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Tabela 9 c.d. 
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(GIB- glukoiberyna, SIN- sinigryna; GNP- glukonapina; 4OHGBS- hydroksyglukobrassycyna; GTL- 

glukotropaeolina- wzorzec wewnętrzny; GBS- glukobrassycyna; MeOHGBS- metoksyglukobrassycyna; NeoGBS- 

neoglukobrassycyna) 

 

 

W dostępnych danych literaturowych dotyczących oznaczania glukozynolanów w próbkach 

kiszonej kapusty można jedynie znaleźć informację o procesie degradacji tych związków 

spowodowaną działalności mirozynazy (77, 174-176). Niestety brak jest danych na temat 

ewentualnego wzrostu stężenia, któregoś z obecnych w kapuście glukozynolanów, bądź też 

powstawania nowych form tych związków.  

 

- Proces obróbki termicznej  

Poza fermentacją, warzywa krzyżowe bardzo często poddawane są procesowi obróbki 

termicznej. Podczas gotowania mogą zachodzić różne procesy w wyniku których zachodzą 

takie zjawiska jak: 

 częściowa lub całkowita  inaktywacja mirozynazy,  

 utrata kofaktorów enzymu,  

 degradacja bądź przechodzenie glukozynolanów do medium, w którym warzywa 

są gotowane,  

 termiczna degradacja bądź też ulatnianie się powstających metabolitów GLS. 

Zmiany te w dużej mierze zależą od czasu oraz sposobu gotowania, rodzaju gotowanego 

warzywa, od stopnia jego rozdrobnienia, a także od struktury chemicznej prekursorów 

glukozynolanów.  
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Najbardziej prawdopodobnym mechanizmem utraty związków z grupy GLS w gotowanych 

warzywach jest ich wypłukanie do wody po lizie komórek. Utrata GLS może być częściowo 

związana ze stopniem poszatkowania warzyw. Podobnie jak w przypadku degradacji 

enzymatycznej dane dotyczące przebiegu procesu termicznej degradacji glukozynolanów nie 

są jednoznaczne. W celu oszacowania wpływu wysokiej temperatury na zawartość 

glukozynolanów w kapuście wykonano modelowe badania polegające na oznaczeniu 

poziomu zawartości tych związków w próbkach liofilizatów uzyskanych z kapusty 

pochodzącej zarówno z uprawy standardowej jak i ekologicznej, poddawanych procesowi 

prażenia w warunkach bezwodnych przez różny okres czasu. 

Na rysunku 38 przedstawiono chromatogramy uzyskane w trakcie analizy próbek 

ekstraktów z kapusty pochodzącej zarówno z uprawy standardowej (Rys. 38-A) jak i z 

ekologicznej (Rys. 38-B) prażonej w 100
o
C przez 1 godzinę. Uzyskane wyniki wskazują na 

całkowitą degradację glukozynolanów obecnych w próbkach liofilizatów obu rodzajów 

kapusty podczas prażenia trwającego 60 minut. W tabeli 10 i 11 przedstawiono natomiast 

zmiany zawartości poszczególnych glukozynolanów wyznaczone dla próbek kapusty 

pochodzącej ze standardowej i ekologicznej uprawy pobieranych co 10 minut podczas 

procesu prażenia. Jednocześnie w tabelach zestawiono widma UV i MS poszczególnych 

związków zarejestrowane w trakcie badań ekstraktów z  kapusty przy użyciu techniki LC-

DAD-MS.  

Większość danych literaturowych na temat degradacji glukozynolanów pod wpływem 

wysokiej temperatury dotyczy gotowanych bądź blanszowanych próbek kapusty. Wyniki 

uzyskane przez autorów tych prac pozwalają wyciągnąć wniosek, że poziom indolowych GLS 

w trakcie gotowania zmniejsza się szybciej niż poziom alifatycznych GLS (177, 178). 

Podobną zależność można zaobserwować w przypadku próbek kapusty pochodzącej z uprawy 

standardowej, gdzie całkowity zanik glukozynolanow indolowych następuje już po 20 

minutach prażenia natomiast pozostałości glukozynolanów alifatycznych ulegają rozkładowi 

dopiero po 60 minutach procesu (Tab. 10).  Informacje zawarte w literaturze wskazują, że 

podczas gotowania kapusty najbardziej niestabilna spośród alifatycznych GLS okazała się 

glukoiberyna (GIB), natomiast spośród indolowych GLS najbardziej wrażliwe na działanie 

wyższych temperatur były związki: GBS oraz MeOHGBS (178, 179). 
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Rys. 38 Chromatogramy uzyskane w trakcie analizy z wykorzystaniem techniki HPLC-DAD 

ekstraktów uzyskanych z kapusty pochodzącej z uprawy standardowej (A) i ekologicznej (B) 

prażonej w temperaturze 100
o
C przez 1 godzinę. 

 

 

W badaniach prowadzonych w ramach pracy doktorskiej za najbardziej niestabilny 

alifatyczny GLS uznano również GIB, natomiast spośród indolowych GLS najszybciej 

degradacji ulegały 4OHGBS, MeOHGBS oraz NeoGBS. Generalnie alifatyczne 

glukozynolany są bardziej stabilne w porównaniu z indolowymi, jednak stabilność 

poszczególnych związków z grupy GLS zależy od struktury chemicznej każdego z nich. 
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Ponadto względna termostabilność konkretnych glukozynolanów różni się w zależności od 

temperatury ogrzewania (180). 

 

Tabela 10  Zmiany zawartości poszczególnych glukozynolanów w próbkach kapusty 

pochodzącej z uprawy standardowej w trakcie procesu prażenia wyznaczone w wyniku 

zastosowania techniki HPLC-DAD-MS na etapie analizy próbek odpowiednich ekstraktów 

rozpuszczalnikowych. 
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Tabela 10 c.d. 
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neoglukobrassycyna) 

 

 

Podczas analizy próbek obu rodzajów kapusty na chromatogramach (Rys. 38 A, B) 

zaobserwowano wzrost stężenia jednego ze związków (tr=8,7 min), postępujący w miarę 

wydłużania czasu trwania procesu prażenia (Tab. 10, 11). Widma UV i MS tej substancji 

zrejestrowane podczas analiz nie były zbliżone do żadnego z glukozynolanów 

charakterystycznych dla warzyw krzyżowych. Wyniki badań prowadzonych w innych 

ośrodkach wskazują, że podczas procesu termicznego może zachodzić wiele różnych 

przemian glukozynolanów w szczególności GLS indolowych (181, 182). Mogą się tworzyć 

inne pochodne istniejących glukozynolanów lub też kumulować produkty rozpadu tych 

związków. Jednoznaczne zidentyfikowanie struktury związku powstającego podczas prażenia 

próbek kapusty na tym etapie badań nie jest możliwe i wymaga zastosowania 

zaawansowanych technik identyfikacyjnych takich jak techniki spektroskopowe. 
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Tabela 11 Zmiany zawartości poszczególnych glukozynolanów w próbkach kapusty 

pochodzącej z uprawy ekologicznej w trakcie procesu prażenia wyznaczona w wyniku 

zastosowania techniki HPLC-DAD-MS na etapie analizy próbek odpowiednich ekstraktów 

rozpuszczalnikowych. 
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Tabela 11 c.d. 
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(GIB- glukoiberyna, SIN- sinigryna; GNP- glukonapina; 4OHGBS- hydroksyglukobrassycyna; GTL- 

glukotropaeolina- wzorzec wewnętrzny; GBS- glukobrassycyna; MeOHGBS- metoksyglukobrassycyna; NeoGBS- 

neoglukobrassycyna) 

 

 

3.2.3 Zawartość indolowych produktów rozpadu glukozynolanów 

Spośród indolowych produktów rozpadu glukozynolanów najlepiej poznanymi są 

produkty rozpadu glukobrassycyny: indolo-3-karbinol (I3C) oraz 3,3’-diindolometan (DIM). 

Indolo-3-karbinol jest najważniejszą pochodną o potencjalnym działaniu 

przeciwnowotworowym, którą wyizolowano z roślin krzyżowych. Związek ten jest niezwykle 

obiecującą substancją w zakresie profilaktyki nowotworów i równowagi gospodarki 

hormonalnej. Zapobiega powstawaniu nowotworów, szczególne piersi, szyjki macicy oraz 

odbytnicy. Indolo-3-karbinol odgrywa szczególną rolę w zapobieganiu nowotworom piersi, 

ze względu na swoje działanie polegające na zwiększaniu konwersji estrogenu z form 

przyczyniających się do powstawania raka w nietoksyczne produkty rozkładu.   

Badania biologiczne ekstraktów z fermentowanej kapusty wykazały wysoką aktywność w 

stosunku do estrogeno-zależnych nowotworów (183). Przyczyną zahamowania rozwoju i 



  Część doświadczalna 

101 

 

wzrostu tego typu nowotworów najprawdopodobniej są powstające podczas procesu 

fermentacji kapusty indolowe produkty rozpadu glukobrassycyny. Dane na temat zmian w 

poziomach stężeń tych związków w kapuście podczas obróbki kulinarnej są jednak nadal 

ograniczone.  

Celem kolejnego etapu badań prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej było 

oznaczenie trzech indolowych produktów rozpadu glukobrassycyny: kwasu indolo-3-

octowego (I3AA), indolo-3-karbinolu (I3C) oraz indolo-3-acteonitrylu (I3ACN) w próbkach 

soków z kapusty (pochodzącej ze standardowej i ekologicznej uprawy) fermentowanych oraz 

ogrzewanych przez różne okresy czasu. Ekstrakcję i analizę indolowych produktów rozpadu 

związków z GLS przeprowadzono według częściowo zmodyfikowanej metody opisanej w 

literaturze (77). Na rysunkach 39 i 40 przedstawiono chromatogramy uzyskane w wyniku 

analizy próbek ekstraktów rozpuszczalnikowych otrzymanych z soków ze świeżej kapusty 

pochodzącej zarówno z uprawy standardowej jak i ekologicznej, które zostały otrzymane 

dzięki zastosowaniu techniki HPLC-DAD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 39 Chromatogram uzyskany podczas analizy próbek ekstraktów z soków świeżej 

kapusty pochodzącej ze standardowej uprawy przy użyciu techniki HPLC-DAD (λ=280 nm). 

(I3AA- kwas indolo-3-octowy; I3C- indolo-3-karbinol) 
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Rys. 40 Chromatogram uzyskany przy podczas analizy próbek ekstraktów z soków świeżej 

kapusty pochodzącej z ekologicznej uprawy użyciu techniki HPLC-DAD (λ=280 nm). 

(I3AA- kwas indolo-3-octowy; I3C- indolo-3-karbinol) 

 

Na rysunkach 41 i 42 przedstawiono natomiast chromatogramy uzyskane w trakcie analizy 

próbek ekstraktów z soków kapusty pobranych po 11 dniach fermentacji. Uzyskane wyniki 

wskazują na obecność we wszystkich badanych próbkach dwóch z trzech oznaczanych 

produktów rozpadu GBS tzn. I3AA i I3C. Śladowe ilość I3ACN zaobserwowano jedynie w 

próbkach ekstraktów uzyskanych ze świeżej kapusty pochodzącej ze standardowej uprawy. 

Na rysunku 40 przedstawiono zmiany stężeń kwasu indolo-3-octowego oraz indolo-3-

karbinolu zaobserwowane podczas procesu fermentacji kapusty pochodzącej z uprawy 

standardowej i ekologicznej. Proces fermentacji w przypadku obydwu rodzajów kapust 

powodował wzrost stężenia kwasu indolo-3-octowego i indolo-3-karbinolu. Kapusta 

ekologiczna po 14 dniach fermentacji charakteryzowała się wyższym stężeniem indolo-3-

karbinolu, natomiast w przypadku kapusty pochodzącej ze standardowej uprawy po 

zakończeniu procesu kiszenia na wyższym poziomie stężeń występował kwas indolo-3-

octowy. Według danych dostępnych w literaturze podczas procesu fermentacji kapusty 

głównymi indolowymi produktami rozpadu związków z grupy GLS były indolo-3-karbinol 

(1,5 µmol/100 g), indolo-3-acetonitryl (0,1 µmol/100 g) oraz askorbigen (14 µmol/100 g) (77, 

176). Inna grupa naukowców po 124 godzinach fermentacji kapusty odnalazła jedynie 

śladowe ilości I3C (174). 
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Rys. 41 Chromatogram uzyskany podczas analizy próbek ekstraktów z soków kapusty 

fermentowanej przez 11 dni pochodzącej ze standardowej uprawy przy użyciu techniki 

HPLC-DAD (λ=280 nm). 

(I3AA- kwas indolo-3-octowy; I3C- indolo-3-karbinol) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 42 Chromatogram uzyskany podczas analizy próbek ekstraktów z soków kapusty 

fermentowanej przez 11 dni pochodzącej z uprawy ekologicznej przy użyciu techniki HPLC-

DAD (λ=280 nm). 

(I3AA- kwas indolo-3-octowy; I3C- indolo-3-karbinol) 

mAU 

0 

50 

100 

150 

200 

250 

300 

350 

min 0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 

 6.635 

 13.296 

 19.230 

I3AA 

I3C 

mAU 

  0 

200 

400 

600 

800 

1000 

min 0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 

 6.591 

 13.233 

 17.221 



  Część doświadczalna 

104 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 43 Wpływ procesu fermentacji na zawartość kwasu indolo-3-octowego (I3AA) oraz 

indolo-3-karbinolu (I3C) w ekstraktach rozpuszczalnikowych z soków z kapusty pochodzącej 

ze standardowej (A) i ekologicznej (B) uprawy wyznaczoną dzięki zastosowaniu techniki 

HPLC-DAD [µg/mL soku]. 

 

 

Podczas analizy próbek ekstraktów ogrzewanych soków uzyskanych z  kapusty pochodzącej 

zarówno z uprawy standardowej jak i ekologicznej nie odnotowano obecności związków 

I3AA, I3C oraz I3ACN. Już 4 godzinne ogrzewanie soków powodowało całkowitą 

degradację obecnych w próbkach indolowych produktów rozpadu glukozynolanów. 

Odmienne rezultaty otrzymały inne grupy naukowców, które podczas ogrzewania kapusty, 

brokułów, kalafiora i brukselki zaobserwowały wzrost stężenia związku I3C oraz I3ACN 

(181). Rozbieżność wyników może być spowodowana różnym okresem ogrzewania próbek, 

w przypadku tej konkretnej pracy (181) próbki były ogrzewane przez okres nie dłuższy niż 50 

minut. 
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 3.3 Próba izolacji i identyfikacji substancji o właściwościach przeciwutleniających 

powstających podczas obróbki kulinarnej kapusty 

Podczas badań wpływu obróbki kulinarnej zaobserwowano (dzięki zastosowaniu 

techniki TLC) znaczne różnice w profilu przeciwutleniaczy obecnych w próbkach świeżej, 

kiszonej i ogrzewanej kapusty (Rys. 44). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 44 Chromatogram uzyskany w wyniku analizy próbek ekstraktów metanolowych z 

liofilizatów świeżej, kiszonej i ogrzewanej kapusty otrzymany przy użyciu techniki TLC 

(wizualizowany za pomocą odczynnika Folina-Ciocalteua)  

(0-kapusta bez obróbki; 14- kapusta po 14 dniach fermentacji; 80- kapusta ogrzewana przez 80 min) 

 

Najbardziej znaczące różnice w chromatogramach między kapustą świeżą a kiszoną i 

ogrzewaną pojawiają się w strefie A i B płytki chromatograficznej (Rys. 44). W tych strefach 

żaden ze związków pochodzących z kapusty świeżej nie reaguje z odczynnikiem Folina-

Ciocalteua natomiast w przypadku próbki kapusty kiszonej i ogrzewanej w tym miejscu 

widoczne są wyraźne, intensywne plamki. Z tego względu celem kolejnych etapów badań 

Strefa A - związek X 

Strefa B - związek Y 
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stała się próba izolacji i identyfikacji składników pojawiających się w kapuście w trakcie 

procesu fermentacji (substancja X) oraz procesu obróbki termicznej (substancja Y). 

 

3.3.1 Zastosowanie preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PTLC) na etapie 

izolacji substancji o właściwościach przeciwutleniających powstających podczas kulinarnej 

obróbki kapusty 

W pierwszym etapie badań nad izolacją substancji powstających podczas obróbki 

kulinarnej kapusty postanowiono zastosować technikę preparatywnej chromatografii 

cienkowarstwowej (PTLC). Z płytek chromatograficznych, na które dozowano próbki 

ekstraktu metanolowego z liofilizatu kiszonej kapusty oraz prażonego liofilizatu kapusty 

surowej wyizolowano dwie charakterystyczne frakcje. W celu sprawdzenia parametru Rf 

wyizolowanych związków X i Y otrzymane techniką PTLC frakcje poddano analizie z 

wykorzystaniem techniki TLC (Rys. 45). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 45 Chromatogramy uzyskane w wyniku analiz próbek ekstraktów rozpuszczalnikowych 

z wykorzystaniem techniki TLC z wizualizacją przy użyciu odczynnika Folina-Ciocalteu (A) 

oraz roztworu DPPH (B).  

(1- próbki ekstraktu metanolowego z liofilizatu kiszonej kapusty; X- frakcja wyizolowana z kiszonej kapusty za 

pomocą techniki PTLC; Y- frakcja wyizolowana z prażonej kapusty za pomocą techniki PTLC; 2- próbka 

ekstraktu metanolowego z liofilizatu prażonej kapusty) 

  1       X      Y    2    1      X     Y      2 

A B 
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Etap izolacji substancji X i Y za pomocą techniki PTLC powtórzono kilkukrotnie w celu 

zebrania jak największej ilości ekstraktu niezbędnego do dalszych badań nad identyfikacją 

struktury tych związków. 

3.3.2 Próba identyfikacji substancji o właściwościach przeciwutleniających powstających 

podczas obróbki kulinarnej kapusty wyizolowanych za pomocą techniki PTLC 

W celu identyfikacji odparowane do sucha frakcje z substancjami X i Y 

wyizolowanymi przy użyciu metody PTLC poddano analizie za pomocą technik 

spektroskopowych: HR-MS oraz NMR. Próbę identyfikacji struktur związków X i Y przy 

pomocy techniki wysokorozdzielczej spektroskopii mas wykonano w Centrum Badań 

Mikromolekularnych i Makromolekularnych PAN w Łodzi. Natomiast widma protonowe 

NMR wykonano w Międzyuczelnianym Laboratorium NMR przy Politechnice Gdańskiej 

oraz Narodowym Centrum Metabolomiki Roślin i Drobnoustrojów w Anglii. Widma 

uzyskane w trakcie przeprowadzonych badań NMR ze względu na występowanie we 

frakcjach więcej niż jednego związku oraz znaczne zanieczyszczenie próbki pozostałościami 

po poszczególnych etapach ekstrakcji stały się niemożliwe do interpretacji tym samym 

udaremniając próbę określenia struktury chemicznej substancji charakterystycznych dla 

kiszonej i ogrzewanej kapusty. 

Jedynie wyniki analiz (wykonanych dzięki zastosowaniu techniki HR-MS) frakcji ze 

związkiem X- charakterystycznym dla kiszonej kapusty dostarczyły informacji na temat 

struktur ewentualnych związków obecnych w próbce. W badanej próbce stwierdzono 

występowanie głównie dwóch związków: 

1. związek o składzie elementarnym C29H48 wykazujący 6 stopni nienasycenia, 

2. związek o składzie elementarnym C29H50O wykazujący 5 stopni nienasycenia. 

Na podstawie tych informacji oraz uzyskanego widma MS rozpoczęto poszukiwania w 

dostępnej literaturze oraz bibliotece widm związku o wyżej podanym składzie elementarnym 

oraz podobnym rozkładzie jonów.  

Podczas poszukiwań zauważono duże podobieństwo widma związku, którego obecność 

stwierdzono w wyniku zastosowania techniki HR-MS z widmami dostępnymi w bibliotece 

charakterystycznymi dla grupy związków steroli. Szczególnie wysoki poziom zgodności 

składu elementarnego oraz układu pików jonowych na widmie mas stwierdzono dla związku 

o nazwie ß- sitosterol (22,23-dihydrostigmasterol) (Rys.46). 
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Rys. 46 Widmo mas β-sitosterolu (184). 
 

 

Na podstawie tego porównania można wnioskować, że związek obecny w badanej frakcji 

posiada szkielet węglowy steroidów, jednak dokładne określenie jaki jest to izomer nie jest 

możliwe. W posiadanej przez nas bibliotece odnaleziono dodatkowo dziesięć związków, 

których widma są najbardziej zbliżone do widma badanego związku (Tabela 6). 

 

Tabela 12 Zestawienie związków o widmie mas zbliżonym do widma związku obecnego w 

badanej frakcji wyizolowanej z kiszonej kapusty za pomocą techniki PTLC  (z 

wykorzystaniem techniki HR-MS). 

 

Nazwa związku CAS Masa cząsteczkowa Wzór sumaryczny 

β-Sitosterol 83-47-6 414 C29H50O 

(3β,5α,24S)-Stigmast-7-en-3-ol 18525-35-4 414 C29H50O 

Stigmast-8(14)-en-3β-ol 18069-99-3 414 C29H50O 

14-metylo-(3β,5α)-Ergost-8-en-3-ol 33860-48-9 414 C29H50O 

(3β)-Ergost-5-en-3-ol 4651-51-8 400 C28H48O 

(3β)-Ergost-8(14)-en-3-ol 30365-65-2 400 C28H48O 

2,2-dimetylo-(3β, 5α)-Cholest-8(14)-en-3-ol 64519-14-8 414 C29H50O 

4,4-dimetylo-(3β,5α)-Cholest-8(14)-en-3-ol 14772-51-1 414 C29H50O 

3-etoksylo-(3β)-Cholest-5-en 986-19-6 414 C29H50O 

(3β)-Ergost-7-en-3-ol 26047-31-4 400 C28H48O 
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Z nazw kilku z wymienionych związków wynika, że położenie grypy hydroksylowej może 

być rożne, przy czym widma są praktycznie nierozróżnialne. W sprawozdaniu z badań 

przeprowadzonych w CBMM PAN w Łodzi znajduje się założenie, że pik o m/z 396 może 

pochodzić od innego związku, jednak różnica 18 jednostek mas (414 - 396) może również 

świadczyć o tworzeniu jonu o m/z 396 z jonu opisywanego za pomocą parametru m/z 414. 

Taka wartość parametru m/z jest charakterystyczna dla związków o szkielecie steroidowym i 

inicjowana jest termicznie jak i w wyniku jonizacji elektronowej.  

 W celu potwierdzenia ewentualnej obecności steroli w frakcji wyizolowanej z kapusty 

kiszonej zastosowano test Salkowskiego (185). Na rysunku 47 przedstawiono wyniki 

przeprowadzonego testu (ekstrakt - fiolka środkowa). Roztwór zawierający frakcję 

wyizolowaną z kiszonej kapusty zabarwił się na różowo co potwierdzałoby wcześniejsze 

przypuszczenia dotyczące obecności steroli w próbce. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 47 Fiolki z roztworami wykorzystywanymi w trakcie testu Salkowskiego (fiolka 

środkowa- badany ekstrakt zawierający związek X wyizolowany z kiszonej kapusty, fiolki 

zewnętrzne- ślepa próba). 

 

 

W celu potwierdzenia wyników uzyskanych dzięki zastosowaniu techniki HR-MS, próbki 

frakcji X i Y ponownie wyizolowano za pomocą metody PTLC  i wysłano do CBMM PAN w 

Łodzi.   

W trakcie analizy próbki X zaobserwowano dwa maksima prądu jonowego. Widma 

zarejestrowane w obrębie pierwszego maksimum wykazywały piki przy m/z=59, 117, 175 i 

430. W celu ustalenia składu elementarnego (wzoru cząsteczkowego) jonu o m/z=430 

wykonano pomiar jego dokładnej masy. Na etapie oznaczania składu elementarnego Na 
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etapie oznaczania składu elementarnego nieznanego związku założono że, poza atomami 

węgla i wodoru, obecnych może być do 6 atomów tlenu, 2 atomów azotu i 1 atom siarki, a 

różnica pomiędzy masą zmierzoną i obliczoną nie może przekraczać 10 ppm. Dla jonu o 

zmierzonym m/z=430,3807, przy powyższych założeniach ustalono możliwy skład jako 

C29H50O2. Związek o takim składzie elementarnym posiada 5 stopni nienasycenia (jeden 

stopień nienasycenia odpowiada podwójnemu wiązaniu lub układowi pierścieniowemu). 

Porównanie zarejestrowanego widma (Rys. 48) z widmami znalezionymi w bibliotece NIST 

(ok. 64 tys. widm EI) wskazywało na pochodne cholestanu (Tabela 13), jednak stopień 

zgodności nie był zbyt wysoki.  

 

Rys. 48 Widmo mas zarejestrowane podczas analizy frakcji wyizolowanej z kiszonej kapusty 

z wykorzystaniem techniki HR-MS. 

 

W widmach znalezionych bibliotece stwierdzono brak pików odpowiadających jonom 

charakteryzujących się wartościami parametru m/z=59, 117 i 175. Tak więc zarejestrowane 

widmo nie jest na tyle zgodne z widami bibliotecznymi, aby jednoznacznie uznać, że 

odpowiada ono związkowi o znanej strukturze. 

Widma w obszarze drugiego maksimum prądu zarejestrowane podczas analizy frakcji 

wyizolowanej z kiszonej kapusty zawierały pik charakteryzujący się wartością parametru 



  Część doświadczalna 

111 

 

m/z=368, który odpowiadał jonowi o dokładnej masie 368,3424 i składzie cząsteczkowym 

C27H44.  

 

Tabela 13 Zestawienie związków o widmie mas zbliżonym do widma związku o masie 430 

obecnego w badanej frakcji wyizolowanej z kiszonej kapusty za pomocą techniki PTLC  (z 

wykorzystaniem techniki HR-MS). 

 

Nazwa związku CAS Masa cząsteczkowa Dopasowanie Wzór sumaryczny 

Cholestan-3-on 1858-14-6 430 622 C29H50O2 

Witamina E 59-02-9 430 600 C29H50O2 

Cholestan-3-on  25328-53-4 430 588 C29H50O2 

Cholestan-3-on 54498-52-1 430 469 C29H50O2 

22,26-epitio-furost-5-en-3-ol 55028-76-7 430 430 C27H42O2S 

Octan cholestano-3-olu 1255-88-5 430 263 C29H50O2 

 

 

 

 

Rys. 49 Widmo mas zarejestrowane podczas analizy frakcji wyizolowanej z kiszonej kapusty 

z wykorzystaniem techniki HR-MS. 
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Porównanie zarejestrowanego widma (Rys. 49) z widmami z biblioteki widm dawało w 

odpowiedzi widma związków cholastadienowych o wysokiej zgodności z widmem 

uzyskanym w trakcie przeprowadzonych badań (Tabela 14), jednak dokładne określenie 

izomeru, jakiemu ono odpowiada było również niemożliwe. 

 

 

Tabela 14 Zestawienie związków o widmie mas zbliżonym do widma związku o masie 368 

obecnego w badanej frakcji wyizolowanej z kiszonej kapusty za pomocą techniki PTLC  (z 

wykorzystaniem techniki HR-MS). 

 

Nazwa związku CAS Masa cząsteczkowa Dopasowanie Wzór sumaryczny 

2,4-Cholestadien 434-16-2 368 766 C27H44 

Cholesta-3,5-dien 747-90-0 368 856 C27H44 

Cholesta-7,14-dien  54482-39-2 368 730 C27H44 

Cholesta-2,4-dien 4117-50-4 368 359 C27H44 

 

 

 

Analiza frakcji zawierającej związek Y (wyizolowanej za pomocą techniki PTLC) ze względu 

na niedostateczną czystość okazała się niemożliwa. 

 

3.3.3 Zastosowanie zestawu HPLC-NP sprzężonego z kolektorem frakcji na etapie izolacji 

substancji o właściwościach przeciwutleniających powstających podczas obróbki kulinarnej 

kapusty 

Brak jednoznacznej identyfikacji substancji powstających podczas obróbki kulinarnej 

kapusty, która jest spowodowana niedostateczną czystością analizowanych próbek sprawiła, 

że kolejnym etapem stała się próba uzyskania ekstraktów o podwyższonej zawartości analitu. 

Wykorzystano do tego celu układ chromatografu cieczowego sprzężonego z detektorem DAD 

oraz kolektorem frakcji (HPLC-DAD-KF).   

Jedną z przyczyn niepowodzenia identyfikacji struktury związków wyizolowanych we 

wcześniejszym etapie była ich niewystarczająca ilość. Niski poziom stężeń szczególnie 

substancji X w ekstraktach z kiszonej kapusty stał się powodem do poszukiwań innego źródła 

tej substancji. Alternatywnym źródłem substancji X powstającej podczas kiszenia kapusty 

białej okazała się kiszona czerwona kapusta. Na rysunku 50 przedstawiono chromatogram 

uzyskany w trakcie analizy próbek ekstraktów otrzymanych z kiszonej białej i czerwonej 

kapusty uzyskany dzięki zastosowaniu techniki TLC.  



  Część doświadczalna 

113 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 50 Chromatogram uzyskany w wyniku analiz próbek ekstraktów rozpuszczalnikowych z 

liofilizatu kiszonej białej kapusty - 1 oraz z liofilizatu kiszonej czerwonej kapusty – 2 przy 

wykorzystaniu techniki TLC z wizualizacją za pomocą odczynnika Folina-Ciocalteu 

 

Otrzymane wyniki wskazywały na występowanie związku X w próbkach kiszonej czerwonej 

kapusty na wyższym poziomie stężeń niż w próbkach kiszonej białej kapusty. Z tego względu 

na etapie frakcjonowania posługiwano się ekstraktami z kiszonej czerwonej kapusty. 

Frakcjonowanie próbek ekstraktów rozpuszczalnikowych uzyskanych z kiszonej i 

prażonej kapusty postanowiono prowadzić w układzie faz normalnych.  Zastosowanie jako 

fazy ruchomej jedynie rozpuszczalników organicznych np. chloroformu i metanolu umożliwia 

ich łatwiejsze pozbycie się z zebranych frakcji np. poprzez odparowanie w strumieniu azotu. 

Przed frakcjonowaniem próbki ekstraktów metanolowych z liofilizatów poddano  wstępnemu 

oczyszczaniu. Z ekstraktów metanolowych liofilizatów postanowiono pozbyć się najbardziej 

polarnych substancji, które mogłyby w trakcie analizy chromatograficznej nie ulegać 

procesowi rozdzielenia i trwale adsorbować się na kolumnie wypełnionej żelem 

   1        2 

Związek X 
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krzemionkowym. W tym celu próbki ekstraktów mieszano z żelem krzemionkowym i 

odparowywano do sucha w strumieniu gazu obojętnego. Tak przygotowane próbki 

ekstrahowano następnie mieszaniną rozpuszczalników chloroform:metanol (2:8). Ekstrakt 

oddzielony od żelu z zaadsorbowanymi polarnym substancjami poddawano w pierwszej 

kolejności analizie przy zastosowaniu techniki TLC a następnie procesowi frakcjonowania 

przy wykorzystaniu techniki HPLC-DAD-KF. 

W trakcie analizy chromatograficznej próbek ekstraktów otrzymanych z kiszonej 

czerwonej kapusty oraz ekstraktu z ogrzewanej białej kapusty zbierano do oddzielnych fiolek 

po trzy główne frakcje (Rys. 51, 52). W przypadku ekstraktu z kiszonej czerwonej kapusty 

były to frakcje zawierające związki o czasach retencji: 3,4; 4,1 i 5,8 min (Rys. 51), natomiast 

w przypadku ekstraktu z ogrzewanej białej kapusty były to frakcje ze związkami o czasach 

retencji: 1,9; 2,2 i 2,6 min (Rys. 52).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 51 Chromatogram uzyskany podczas procesu frakcjonowania próbek oczyszczonych 

ekstraktów rozpuszczalnikowych z liofilizatu kiszonej czerwonej kapusty uzyskany dzięki 

zastosowaniu  układu HPLC-DAD-KF. 
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Rys. 52 Chromatogram uzyskany podczas procesu frakcjonowania próbek oczyszczonych 

ekstraktów rozpuszczalnikowych z liofilizatu ogrzewanej białej kapusty uzyskany dzięki 

zastosowaniu  układu HPLC-DAD-KF. 

 

 

Zebrane frakcje w celu sprawdzenia czystości poddano analizie chromatograficznej stosując 

te same warunki co podczas procesu frakcjonowania. Uzyskane chromatogramy 

poszczególnych frakcji zestawiono w tabeli 15. Chromatogramy poszczególnych frakcji 

wskazują na obecność w każdej z nich jednej głównej substancji.  

W celu zidentyfikowania frakcji zawierających interesujące nas związki X i Y zebrane 

próbki poddano analizie przy użyciu techniki TLC z wizualizacją chromatogramów za 

pomocą odczynnika Folina-Ciocalteua. Na rysunku 53 i 54 przedstawiono chromatogramy 

uzyskane na tym etapie badań. Na podstawie uzyskanych wyników ustalono, że we frakcji 2 

wyodrębnionej z ekstraktu pochodzącego z kiszonej czerwonej kapusty znajduje się 

substancja X, natomiast związek Y zidentyfikowano w 2 frakcji pochodzącej z ekstraktu 

ogrzewanej białej kapusty. W celu zebrania jak największej ilości frakcji z substancjami X i Y 

proces frakcjonowania powtórzono kilkadziesiąt razy zbierając tylko frakcje 2 zarówno 

podczas analizy ekstraktu z czerwonej kiszonej kapusty jak i białej ogrzewanej kapusty. Po 

zebraniu frakcji, próbki przygotowano do analizy NMR odparowując w strumieniu gazu 

obojętnego nadmiar rozpuszczalnika 
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Tabela 15 Zestawienie chromatogramów próbek ekstraktów wyjściowych z kapusty kiszonej 

i ogrzewanej oraz poszczególnych wyodrębnionych z nich frakcji otrzymanych dzięki 

zastosowaniu techniki HPLC. 
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Rys. 53 Chromatogram uzyskany w trakcie analizy próbek ekstraktów rozpuszczalnikowych 

z wykorzystaniem techniki TLC. 

(ex0-ekstrakt z liofilizatu kiszonej czerwonej kapusty; ex1-oczyszczony i wzbogacony ekstrakt z kiszonej 

kapusty-ekstrakt wyjściowy do frakcjonowania; fr1, fr2, fr3-frakcje zebrane dzięki zastosowani techniki HPLC) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 54 Chromatogram uzyskany w trakcie analizy próbek ekstraktów rozpuszczalnikowych 

z wykorzystaniem techniki TLC. 

(ex0-ekstrakt z liofilizatu ogrzewanej białej kapusty; ex1-oczyszczony i wzbogacony ekstrakt z ogrzewanej 

kapusty-ekstrakt wyjściowy do frakcjonowania; fr1, fr2, fr3-frakcje zebrane dzięki zastosowani techniki HPLC) 

Związek X 

 ex0    ex1     fr1     fr2   fr3 

Związek Y 
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3.3.4 Zastosowanie techniki NMR na etapie identyfikacji bioaktywnych substancji 

powstających podczas obróbki kulinarnej kapusty wyizolowanych dzięki zastosowaniu układu 

HPLC-DAD-KF 

 

Frakcje wyizolowane z kiszonej czerwonej kapusty oraz z ogrzewanej białej kapusty, 

zawierające odpowiednio związek X i związek Y poddano analizie z wykorzystaniem techniki 

NMR. Ze względu na niewielką ilość ekstraktów (około 1,5 mg s.m) możliwe było 

wykonanie jedynie widm protonowych tych frakcji. 

Widmo NMR uzyskane dla frakcji wyizolowanej z kiszonej, czerwonej kapusty 

wskazywało niestety na obecność w ekstrakcie więcej niż jednej substancji (Rys. 55).  

 

 

Rys. 55 Widmo protonowe frakcji zawierającej związek X (wyizolowanej z kiszonej 

czerwonej kapusty) otrzymane dzięki zastosowaniu techniki NMR.  

 

Można stąd wnioskować, że podczas zbierania frakcji za pomocą techniki HPLC-DAD-KF w 

trakcie rozdzielania substancji X zachodziła koelucja innych związków. 

Trudności w interpretacji uzyskanego widma NMR uniemożliwiły więc jednoznaczne 

ustalenie struktury substancji powstającej podczas procesu fermentacji kapusty - związku X.  
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Tabela 16 Widma NMR przykładowych związków należących do grupy steroli.  

 

Linoleinnian cholesterylu

Wzór sumaryczny: C45H76O2

Mw=649,08

Palmitynian cholesterylu

Wzór sumaryczny: C43H76O2

Mw=625,06

Kwas cholowy

Wzór sumaryczny: C24H40O5

Mw=408,57

Estriol

Wzór sumaryczny:C18H24O3

Mw=288,38

 
(źródło-biblioteka widm NMR Sigmy Aldrich)  
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Jedynie porównanie uzyskanego widma z widmami dostępnymi w bibliotece umożliwiły 

zidentyfikowanie w analizowanej frakcji obecności związku należącego do grupy steroli. W 

tabeli 16 przedstawiono kilka przykładowych widm NMR przedstawicieli tej grupy 

związków. 

Zakwalifikowanie związku X do grupy substancji o strukturze steroli potwierdzałoby 

wcześniejsze wyniki analiz wykonanych za pomocą techniki HR-MS.   

Sterole roślinne (fitosterole) są mało poznaną grupą związków wiadomo jednak, że  

posiadają zdolność obniżania cholesterolu we krwi poprzez hamowanie jego absorpcji. Stąd 

wzrosło zainteresowanie wykorzystaniem ich do wzbogacania żywności funkcjonalnej. 

Niestety w dostępnych danych literaturowych niewiele jest wiadomo na temat zawartości 

steroli w kapuście, tym bardziej brak jest danych dotyczących poziomu występowania tych 

związków w kapuście poddanej procesowi fermentacji. Do tej pory wysoką aktywność 

biologiczną kapusty tłumaczono obecnością produktów rozpadu glukozynolanów, mniej 

uwagi przywiązywano pozostałym związkom tworzącym fitokompleks tego warzywa. 

Kontynuowanie badań pod kątem identyfikacji steroli stanowiło by niewątpliwe istotną 

wartość z punktu widzenia rekomendacji żywieniowych mogących się przyczynić do 

zmniejszenia ryzyka chorób cywilizacyjnych. 

 Drugą frakcją poddaną analizie z wykorzystaniem techniki NMR był ekstrakt 

zawierający substancję powstającą podczas ogrzewania kapusty - związek Y. Uzyskane na 

tym etapie badań widmo protonowe przedstawiono na rysunku 56. Na podstawie 

zarejestrowanego widma stwierdzono obecność w próbce związku o strukturze furfuralu. 

Porównanie otrzymanego widma z widmami NMR dostępnymi w bibliotece wskazały na 

wysoką zgodność ze związkiem: 5-hydroksymetylo-furfural. Na rysunku 57 przedstawiono 

widmo protonowe oraz wzór strukturalny tego związku.  

Hydroksymetylofurfural (HMF) jest jednym ze produktów reakcji Maillarda. Związek 

ten jest często uważany za wskaźnik postępu reakcji nieenzymatycznego brunatnienia bogatej 

w cukier żywności w trakcie obróbki termicznej (186,187). Podczas pieczenia chleba 

tworzenie się związku HMF powoduje powstawanie chrupiącej, brązowej skórki (188). 

Związek ten oraz kilka innych lotnych substancji odpowiedzialny jest również za bukiet 

zapachowy powstający podczas procesu dojrzewania wina (189).   

Udowodniono, że niektóre lotne produkty reakcji Maillarda posiadają właściwości 

przeciwutleniające (190). Pochodne furfuralu mają również zdolność wychwytywania rodnika 

OH∙ (191).            
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Rys. 56 Widmo protonowe frakcji zawierającej związek Y (wyizolowanej z ogrzewanej białej 

kapusty) otrzymane dzięki zastosowaniu techniki NMR.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 57 Widmo NMR 5-hydroksymetylo-furfuralu. 

(źródło-biblioteka widm NMR Sigmy Aldrich)  

CHO- H2,H3 

CH2OH- 

zanieczyszczenia 
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IV PODSUMOWANIE 

 

W krajach półkuli północnej, w tym także w Polsce, choroby nowotworowe stają się 

obecnie najbardziej znaczącym elementem kosztów leczenia społeczeństw oraz główną 

przyczyną przedwczesnych zgonów. Stąd też ogromne zainteresowanie profilaktyką 

nowotworową. Prowadzone w wielu instytucjach naukowych badania eksperymentalne mają 

na celu sprawdzenie mechanizmu przeciwrakotwórczego działania zarówno wybranych 

produktów żywnościowych, jak i substancji izolowanych z jadalnych roślin. Chodzi o 

opracowanie takich rekomendacji dietetycznych, które pozwolą na zmniejszenie zagrożenia 

chorobami nowotworowymi.  

Konsumenci XXI wieku, jak to trafnie podkreśla G. Hardy (192) w swoim artykule 

poświęconym funkcjonalnej żywności, potrzebują rekomendacji żywieniowych ze strony 

wykwalifikowanych dietetyków i farmakologów. I jak kontynuuje wspomniany autor, jeżeli ta 

potrzeba nie zostanie zaspokojona to niewykwalifikowani „znawcy“ będą mogli wypełnić tę 

lukę i na pewno to zrobią.  

Badania prowadzone na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdańskiej (we 

współpracy z innymi ośrodkami) miały na celu wyjście na przeciw wspomnianym 

społecznym potrzebom. Głównym obiektem naszych zainteresowań jest świeża i kiszona 

kapusta, ponieważ była i jest ona w tej części Europy warzywem spożywanym w 

największych ilościach przez cały rok, a więc przekonanie społeczeństwa do jej konsumpcji 

nie powinno spotkać się z oporem jakiego nie sposób uniknąć np. w przypadku zalecania 

zielonej herbaty jako podstawowego napoju. Szczególnie gdy wiadomo będzie, że kapusta 

zawiera liczne substancje, dla których wykazano ważne z punktu widzenia chemioprofilaktyki 

nowotworowej aktywności biologiczne. Obserwuje się obecnie ogromne zmiany w 

preferencjach dietetycznych społeczeństwa wraz z nadejściem restauracji typu „fast food“ i 

popularyzacji kuchni egzotycznych, dlatego ważne staje się uzasadnione wynikami 

badawczymi rekomendowanie tradycyjnych, a sprzyjających zdrowiu produktów  

Kapusta (świeża i kiszona) zawiera liczne wtórne metabolity, których przydatność z 

punktu widzenia chemoprewencji nowotworowej została udokumentowana w przypadku 

innych roślinnych składników żywności. Można w tym miejscu wymienić następujące  

przejawy aktywności biologicznej: 

- właściwości przeciwutleniające wynikające z obecności witamin C oraz E, 

karotenoidów i polifenoli; 
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- właściwości przeciwmutagenne wynikające z obecności przeciwutleniaczy, a także 

związków siarkoorganicznych; 

- zdolność indukowania enzymów detoksykacyjnych (tzw. enzymów II fazy), w tym 

przede wszystkim transferaz glutationowych, głównie przez izotiocyjaniany i indole 

będące produktami metabolizmu glukozynolanów (193); 

- wpływ na ekspresję genów odpowiedzialnych za rozrost nowotworowy poprzez 

modulowanie komórkowej homeostazy redoks przez izotiocyjaniany i antyoksydanty 

(194-196); 

- działanie indoli oraz być może także fitosteroli jako modulatorów receptorów 

estrogenowych (197). 

Te potencjalnie cenne zalety kapusty z punktu widzenia profilaktyki nowotworowej 

spowodowały podjęcie na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdańskiej wielokierunkowych 

badań nad przeciwrakotwórczymi właściwościami kapusty. W obrębie trzech katedr 

stworzono zespół badawczy, prowadzący badania ukierunkowane na ocenę i praktyczne 

wykorzystanie przeciwrakotwórczych właściwości kapusty. Działalność prowadzona w 

Katedrze Chemii Analitycznej ukierunkowana jest głównie na aspekty analityczne badań 

prowadzonych przez zespół międzykatedralny i jest przedmiotem niniejszej rozprawy 

doktorskiej.  

Większość prozdrowotnych właściwości warzyw i owoców jest silnie uzależniona od 

kolejnych procesów, którym poddawany jest surowiec zanim trafi do organizmu człowieka. 

Ten aspekt jest często ignorowany bądź nieuwzględniany w wielu badaniach 

epidemiologicznych i żywieniowych. Większość dostępnych danych na temat rodzaju i 

poziomu występowania składników bioaktywnych dotyczy jedynie surowych roślin. W 

rzeczywistości jedynie niewielka część warzyw spożywana jest w postaci surowej, większość 

z nich potrzebuje procesu obróbki niezbędnego ze względów bezpieczeństwa, zachowania 

jakości czy też z powodów ekonomicznych. Dlatego też rezultaty badań wpływu obróbki 

kulinarnej na zawartość składników bioaktywnych w kapuście stanowią niewątpliwe istotną 

wartość z punktu widzenia chemoprewencji żywieniowej.  

Wyniki uzyskane w trakcie realizacji procesu badawczego będące przedmiotem 

rozprawy doktorskiej pozwoliły między innymi na porównanie zawartości bioaktywnych 

składników w kapustach pochodzących z różnych rejonów Europy co umożliwiło 

zaobserwowanie wysokiej korelacji pomiędzy aktywnością przeciwutleniającą a całkowitą 
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zawartością glukozynolanów w tych warzywach.  Można wnioskować stąd, że zawartość 

substancji aktywnych w kapuście jest silnie uzależniona od warunków uprawy i klimatu 

wpływających na biosyntezę tych związków. Podczas badań zaobserwowano również, że 

kapusta świeża, kiszona i gotowana charakteryzują się odmiennymi profilami związków o 

charakterze przeciwutleniaczy. Generalnie istnieje pogląd, że obróbka kulinarna 

odpowiedzialna jest za degradacje naturalnie występujących przeciwutleniaczy w owocach i 

warzywach. Wbrew tej opinii w przypadku próbek soków z kapusty obserwowano około 

czterokrotny wzrost aktywności przeciwutleniającej już po 7 dniach fermentacji oraz około 

ośmiokrotny wzrost tych właściwości w ciągu 10 godzin ogrzewania.  

Podczas badań odnotowano również powstawanie znacznych ilości indolowych 

produktów rozpadu glukozynolanów, głównie indolo-3-karbinolu (I3C) podczas procesu 

fermentacji . Związek ten należy do tzw. bifunkcjonalnych czynników chemoprewencyjnych 

indukujących zarówno enzymy I jak i II fazy metabolizmu ksenobiotyków, ma także 

właściwości estrogenne. Cenną cechą kapusty białej jest uwalnianie substancji o charakterze 

przeciwutleniaczy w trakcie procesu fermentacji oraz obróbki termicznej. Wyizolowane za 

pomocą technik ekstrakcyjnych i chromatograficznych dwie głównie powstające podczas 

obróbki substancje wykazują wysoką, aktywność przeciwutleniającą. Badania struktury tych 

substancji wskazują na skład elementarny oraz widma masowe zbliżone do związków z grupy 

steroli oraz hydroksymetylofurfuralu. 

Kapusta uchodzi za pospolite warzywo, będące podstawą diety ludzi ubogich i jej 

zalety nie są doceniane przez konsumentów. Badacze zajmujący się prozdrowotnymi 

składnikami żywności dopiero w ostatnich kilku latach zwrócili uwagę na jej potencjalną 

użyteczność w ochronie zdrowia ludzkiego. Poznanie powiązań pomiędzy aktywnościami 

biochemicznymi i biologicznymi a składem chemicznym kapusty świeżej i poddanej obróbce 

kulinarnej jest niezbędnym krokiem do stworzenia rekomendacji żywieniowych mogących się 

przyczynić do zmniejszenia ryzyka chorób nowotworowych. 

Wyniki badań prowadzonych w ramach pracy doktorskiej mogą się okazać użyteczne 

dla trzech grup odbiorców. Po pierwsze technologów żywności, którzy mogą wykorzystać 

walory fitozwiązków kapusty do zaprojektowania zdrowszych produktów spożywczych. Taka 

możliwość już znalazła praktyczną realizację polegającą na opracowaniu technologii 

produkcji wyrobów mięsnych, uważanych za zwiększające ryzyko nowotworowe, 

wzbogaconych w przeciwrakotwórcze składniki kapusty, które takiemu zagrożeniu 

przeciwdziałają (zgłoszenie patentowe). Ponadto identyfikacja związków bioaktywnych ma 
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fundamentalne znaczenie dla prowadzenia skutecznej kontroli ich poziomu w produkcie 

rynkowym. To z kolei wymaga opracowania odpowiednich narzędzi analitycznych. Na to 

zagadnienie ukierunkowane są badania zrealizowane w ramach paracy doktorskiej.   

Druga grupa odbiorców to konsumenci, w przypadku których naukowa weryfikacja walorów 

kapusty jako cennego, tradycyjnego składnika diety powinna zaowocować tym, że będą po 

nią sięgać ze świadomego wyboru, a nie tylko ekonomicznej konieczności.  

Trzecia potencjalna grupa konsumentów to osoby o podwyższonym ryzyku chorób 

nowotworowych. Rekomendacje żywieniowe w tym przypadku wymagają dogłębnego 

poznania mechanizmów chemoprewencji i ich związku ze składem bioaktywnych substancji. 

We wszystkich trzech przypadkach niezbędna jest wiedza na temat wpływu obróbki na 

zabezpieczenie bądź też ulepszenie naturalnej aktywności i biodostępności naturalnych 

składników spożywanych warzyw. 
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V STRESZCZENIE 

W krajach rozwiniętych choroby nowotworowe stają się obecnie najbardziej 

znaczącym elementem kosztów leczenia społeczeństw oraz główną przyczyną 

przedwczesnych zgonów. Stąd też ogromne zainteresowanie profilaktyką 

przeciwnowotworową, które nabrało szczególnego rozmachu po stwierdzeniu w wyniku 

badań epidemiologicznych, że żywność pochodzenia roślinnego zawiera liczne substancje 

przeciwdziałające powstawaniu nowotworów. Szczególnie cenne wydają się być warzywa 

krzyżowe, w przypadku których obserwowano najwyraźniejszą korelację pomiędzy 

poziomem spożycia, a obniżoną zapadalnością na nowotwory piersi, jelita grubego i płuc. W 

Europie Środkowej najważniejszym warzywem z rodziny krzyżowych jest kapusta biała 

(Brassica oleracea var. capitata), stanowiąca tradycyjny element diety krajów tego regionu. 

Ze względu na wysokie spożycie i dostępność przez cały rok, warzywo to potencjalnie może 

być znaczącym elementem chemoprewencji nowotworowej. Z tą myślą podjęto prace mające 

na celu ocenę zawartości substancji bioaktywnych oraz przeciwutleniających właściwości 

kapusty, tak świeżej jak i poddanej obróbce kulinarnej. 

Porównanie zawartości bioaktywnych składników w kapustach pochodzących z różnych 

rejonów Europy co umożliwiło zaobserwowanie wysokiej korelacji pomiędzy aktywnością 

przeciwutleniającą a całkowitą zawartością glukozynolanów w tych warzywach. Kapusta 

świeża, kiszona i gotowana charakteryzują się odmiennymi profilami związków o charakterze 

przeciwutleniaczy. Podczas badań odnotowano również powstawanie znacznych ilości 

indolowych produktów rozpadu glukozynolanów, głównie indolo-3-karbinolu (I3C) podczas 

procesu fermentacji .Cenną cechą kapusty białej jest uwalnianie substancji o charakterze 

przeciwutleniaczy w trakcie procesu fermentacji oraz obróbki termicznej. Wyizolowane za 

pomocą technik ekstrakcyjnych i chromatograficznych dwie głównie powstające podczas 

obróbki substancje wykazują aktywność przeciwutleniającą. Badania struktury tych substancji 

wskazują na skład elementarny oraz widma masowe zbliżone do związków z grupy steroli 

oraz hydroksymetylofurfuralu. 
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VI SUMMARY 

Nutritional factors are widely considered to be critical for human health. This is not 

only due to nutritional components, but also owing to non-nutrients displaying different 

health promoting activities present mainly in plantborne foods. The latter has been confirmed 

by epidemiological studies indicating that diets rich in fruits and vegetables are associated 

with lower risk of several degenerative diseases including cancer. We took different approach 

and concentrated our interest on the vegetable which is the major ingredient of Central 

European diet – white cabbage. Since processing may affect content, activity and 

bioavailability of bioactive compounds, the impact of processing on composition and activity 

of cabbage phytochemicals is in the centre of our investigations.  

Cabbage belongs to cruciferous vegetables whose consumption was shown to be more 

strongly associated with cancer protection than vegetable consumption in general. Despite 

being so common, little is known about the composition of its bioactive compounds except 

for glucosinolates, even less on how cultivation and processing influences the cabbage 

phytocomplex. Therefore, the main aim of our study is to determine their influence on 

cabbage phytochemicals such as antioxidants, glucosinolates and their breakdown products. 

Initially, we compared cabbages from different countries and cultivations and found that 

antioxidative potential is correlated with glucosinolate contents, thus the occurrence of 

different bioactive components seems to be influenced by the same environmental factors. In 

the next stage, we determined the antioxidant potentail of juices obtained from cabbage 

submitted to culinary processing: traditional fermentation and cooking. In contrast to the 

expected loss of natural antioxidants during processing, especially cooking, both fermentation 

and heat treatment turned out to increase the initial antioxidant capacity of cabbage. The 

chromatographic analysis revealed that during culinary processes some substances with 

antioxidant activity, were released. With the aid of chromatographic and spectrophotometric 

techniques, we have undertaken isolation and identification of compounds characteristic for 

heated and fermented cabbage. The structural studies are in progress, but initial results 

indicate that the isolated compounds may possess structures similar to sterols or furfurals. 
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