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Wykaz skrétow 1 akronimow

WYKAZ SKROTOW I AKRONIMOW

Akronim/skrét Termin w jezyku angielskim Termin w jezyku polskim
40HGBS 4-hydroxy-glucobrassicin 4-hydroksy-glukobrassycyna
ABTS 2,2 ’-azynobi_s(S-ethyIbenzotiazoline-6- Kwas 2,2’-azynobis(3-etylobenzotiazolino-6-
sulofonic acid sulofonowy
AT Acetylo-transferase N-acetylotransferaza
BFP Brown Pigment Formation Powstawanie brunatnego pigmentu
CG Cysteine glicinase Cysteinoglicynaza
CGT Glutamyl transpepdidase Transpeptydaza y-glutamylowa;
CRP C-reactive protein Biatka C-reaktywne
DAD Diode Array Detector Detektor z matryca fotodiodowa
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 lonization Jonizacja przez elektrorozpraszanie
FID Flame lonization Detector Detektor jonizacji plomieniowe;j
FPD Flame Photometric Detector Detektor ptomieniowo fotometryczny
GBS Glucobrassicin Glukobrassycyna
GC Gas Chromatography Chromatografia gazowa
GGT Glutamyl transpepdidase Transpeptydaza y-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
13C Indolo-3-carbinol Indolo-3-karbinol
IS Internal Standard Wzorzec wewnetrzny
ITC Isotiocyanians Izotiocyjaniany
El Elektron ionization Jonizacja elektronami
KF Fraction collector Kolektor frakcji
LDL Low density Lipoprotein Lipoproteiny o matej gestosci
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 jadrowego
NP Normal Phase Uktad 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 Uktad faz odwréconych
RPF Relative Proportionality Factor Wspotczynnik odpowiedzi
. Chromatografia z fazg ruchoma w stanie
SFC Superfluid Chromatography nadkrytycznym
TLC Thin Layer Chromatography Chromatografia cienkowarstwowa
uv Ultra Violet Ultrafiolet
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WSTEP

Badania prowadzone w ciggu ostatniego ¢wieré¢wiecza dostarczyty nowych danych na
temat skuteczno$ci diety bogatej w owoce 1 warzywa w zapobieganiu chorobom
cywilizacyjnych takich jak miazdzyca 1 nowotwory. Na podstawie szeregu badan
epidemiologicznych ~ wykazano, ze warzywa o najwi¢ckszej sile dziatania
przeciwrakotworczego to rosliny nalezace do rodziny krzyzowych. Uzyskane wyniki
przedstawiaja ujemng zalezno$¢ pomiedzy spozyciem warzyw krzyzowych a ryzykiem
zachorowan na raka piersi, ptuc, trzustki, pecherza, prostaty, tarczycy, skory, zotadka i
okreznicy (1, 2).
Cho¢ do dnia dzisiejszego chemoprewencyjny mechanizm dziatania warzyw z rodziny
krzyzowych nie jest do konca poznany, to jednak wyniki badan z udziatem zaréwno zwierzat
jak 1 ludzi dowodzi, ze skladniki w nich obecne aktywuja enzymy I i II fazy odtruwania.
Wigkszos¢ badaczy jest zgodna, ze gtownymi chemoprewencyjnymi skladnikami warzyw
krzyzowych sg glukozynolany (GLS), nalezgce do grupy wtérnych metabolitow roslin (3-6).
Produkty rozpadu glukozynolanow charakteryzuja si¢ dwoma typami dzialania
przeciwnowotworowego a mianowicie wptywaja na:

— hamowanie aktywacji metabolicznej kancerogenow chemicznych poprzez

inhibicje cytochromu P450;
— aktywacje enzymow |l fazy odtruwania, takie jak transferaza glutationowa i
reduktaza chinonowa.

Niewatpliwie na chemoprewencyjny potencjat roslin krzyzowych wpltywaja rowniez obecne
w nich przeciwutleniacze tj. witaminy antyoksydacyjne czy tez polifenole. Dostarczane w
diecie wspomagaja i wzmacniaja naturalng obrong ustroju przed reaktywnymi formami tlenu
(ROS). W przeciwienstwie do GLS, sktad polifenoli w warzywach z grupy krzyzowych jest
bardzo stabo poznany.

Identyfikacja zwigzkéw biologicznie aktywnych ma fundamentalne znaczenie dla
zrozumienia mechanizmow chemoprewencji, a ponadto pozwala na prowadzenie skutecznej
kontroli poziomu sktadnika aktywnego w produkcie rynkowym jakim jest warzywo (kontrola
jakosci) a szczegolnie istotna staje si¢ ona w przypadku opracowywania suplementow diety.
Wigkszo§¢ danych na temat rodzaju i poziomu wystgpowania skladnikéw bioaktywnych
dotyczy jedynie surowych roslin. W rzeczywisto$ci jedynie niewielka czes¢ warzyw
spozywana jest w postaci surowej, w wigkszosci przypadkéw wymagany jest jednak

odpowiedni proces obrobki produktu przed spozyciem ze wzgledu na:
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- bezpieczenstwo;

- zachowanie jakosci;

- powody ekonomiczne.
Ocena wptywu obrobki zywnos$ci stanowi kluczowy czynnik w ustaleniu warunkow
technologicznych umozliwiajagcych zabezpieczenic badz tez ulepszenie oryginalnej
aktywnosci 1 biodostepnosci sktadnikow, ktore w niej wystepuja naturalnie. Zrozumienie w
jaki sposob przetwarzanie zywnosci zmienia sktad substancji bioaktywnych jest jednym z
najwazniejszych etapéw prawidlowej interpretacji badan nad wplywem zywienia oraz

nawykow zywieniowych na ludzkie zdrowie.
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I. CZESC TEORETYCZNA

1. Klasyfikacja warzyw krzyzowych

Warzywa krzyzowe naleza do botanicznej rodziny kapustnych (tac. Brassicaceae) w
rzedzie kaparowcow (tac. Capparales). Kapustne stanowig liczng rodzing zawierajgca okoto
trzech tysigcy gatunkow w obrgbie 350 rodzajow. Rosliny te zostaly okreslone mianem
krzyzowych za wzgledu na charakterystyczne utozenie ptatkow kwiatéw przedstawicieli tej
rodziny. Warzywa te moga by¢ ro$linami jednorocznymi, dwuletnimi lub wieloletnimi.
Pomimo duzej rdéznorodnosci tylko przedstawiciele kilku rodzajow nalezg do roslin
jadalnych. Najcze$ciej spozywane warzywa krzyzowe nalezg do rodzaju Brassica, wsrdd nich
najwiekszg popularnoscia cieszy si¢ kilka odmian gatunku B. oleracea tj. kapusta, kalafior,
brokuty czy brukselka. Do innych jadalnych gatunkéw z rodzaju Brassica nalezg B. rapa oraz
B. napus, ktorych przedstawicielami sg odpowiednio kapusta chinska oraz rzepak. Pozostate
warzywa krzyzowe stosowane w ludzkiej diecie tj. rzodkiewka czy rzezucha sa
przedstawicielami innych rodzajow rodziny Brassicaceae. Liste gtdéwnych przedstawicieli

warzyw krzyzowych wraz z ich botaniczng klasyfikacje zestawiono w tabeli 1.

Tabela 1 Klasyfikacja warzyw nalezacych do rodziny krzyzowych wystepujacych w ludzkiej

diecie.

Gatunek i

Rodzina .
odmiana

Nazwa zwyczajowa | Gléwne skladniki bioaktywne Wyglad

- sinigryna;
- progoitryna;
B. oleracea Kalafior -glukobrassycyna;
var. botrytis (ang. Cauliflower) - glukonapina;
- allylo izotiocyjanian;

. - indolo-3-karbinol.
Brassica

- glukobrasycyna;
- sinigryna;
- indolo-3-karbinol;
- 3,3’-diindolometan;
- askorbigen;
- allylo izotiocyjanian;
-fenyloetylo izotiocyjanian.

B. oleracea Biata kapusta
var. capitata | (ang. White cabbage)
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Tabela 1 c.d.
. Gatunek i . . R A
Rodzina odmiana Nazwa zwyczajowa | Gléwne skladniki bioaktywne Zdjecie
- sinigryna;
- glukoiberyna;
B. oleracea - glukonapina;
var. Brukselka - glukorafanina;
. (ang. Brussels sprouts) . )
gemmifera - progoitryna;
- glukobrassycyna;
- neoglukobrassycyna.
- sinigryna;
B. oleracea Kalarepa - gluk0|beryna_;
var. (ang. Kohlrabi) - glukonapina;
gongyloides ' - glukorafanina.
- glukoiberyna;
- glukorafanina;
B. oleracea Brokuty - glukobrassycyna, .
o . - neoglukobrassycyna;
var. italica (ang. Broccoli) .
- sulforafan;
- erucyna;
- iberyna.
- glukoiberyna;
- sinigryna;
. - glukonapina;
Brassica B. oleracea Czerwona kapusta g ! .
var. rubra (ang. Red cabbage) | ~ 4hydr0ksygIukobrassy.cyna,
- glukobrassycyna;
- metoksyglukobrassycyna;
- progoitryna.
- sinigryna;
B. oleracea Kapusta wloska - glukoiberyna;
var. sabauda | (ang. Savoy cabbage) -glukobrassycyna;
- metoksyglukobrassycyna.
Jarmuz, kapusta - sinigryna,
B. oleracea - glukonapina;
- bezgtowa (ang. Curly
var. sabellica - glukobrassycyna.
kale)
- glukoiberyna;
- sinigryna;
B. oleracea Kapusta bezglowa - glukonapina;
. ozdobna .
var. virdis - 4hydroksyglukobrassycyna;
(ang. Kale)
-glukobrassycyna.
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Tabela 1 c.d.
. Gatunek i - . R -
Rodzina odmiana Nazwa zwyczajowa | Gléwne skladniki bioaktywne Zdjecie
- sinigryna
Kapusta chinska - glukoiberyna
B. rapa var. - )
chinensis (ang. Chinese _ - glukonapina
cabbage, pak-choi) - neoglukobrassycyna
- progoitryna;
B. rapavar. | Rzepaolejna - rzepik g?ﬁ&i?gmgf
oleifera (ang. Turnip rape) - glukobrassykonapina;
- hydroksyglukobrassycyna.
- sinigryna;
Brassica | B.rapavar. Kapusta pekinska ) gluk0|bery_na;.
A . - glukorafanina;
pekinesis (pe-tsai) . )
- progoitryna;
- glukobrassycyna.
. - glukonapina;
B. rfgaavar. I?azr?pa'lll??ziln? - glukorafanina;
P g- P - progoitryna.
- sinigryna;
- glukoiberyna;
B. rapa var. Kapusta chinska - glukonapina;
parachinensis (Choi sum) - glukorafanina;
- progoitryna;
- neoglukobrassycyna.
B. nanus var Brukiew, karpiel - glukonapina
né ok?rassicé (ang. Swede, - glukobrassykanapina
P rutabaga) - glukotrapeolina
Brassica
Rzepak - glukonapina
B. napus var. P - glukobrassykonapina
. (ang. Rape, canola, .
oleifera - glukotrapeolina;
colza) .
- napoleferina.
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Tabela 1 c.d.
Rodzina Gatu_nek : Nazwa zwyczajowa | Glowne skladniki bioaktywne Zdjecie
odmiana
Gorczyca sarepska - glukonaping;
B. juncea (ang. Indian mustard, - glukobrassykonapina.
brown mustard)
Brassica | B. juncea var. Kapusta chinska - glukobrassycyna;
rugosa (Kai choi) - sinigryna.
B. niara Gorczyca czarna - siniarvna
-9 (ang. Black mustard) ary
. Rzodkiew zwyczajna - glukorafazatyna;
Raphanus R. sativus (ang. Radish) - glukorafenina.
_ . Chrzan - glukorafaza'gyn?;
Armoracia | A. rusticana - - glukorafenina;
(ang. Horseradish) g
- sinigryna.
. - sinigryna
Nasturtim | N. officinalis Rukiew wodna - benzyloizotiocyjanian;
(ang. Water cress) NS
- fenyloetyloizotiocyjanian.
Pieprzyca siewna, - sinigryna;
Lepidium L. sativus rzezucha ogrodowa - glukorafazatyna;

(ang. Cress)

- glukorafenina.

10
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Tabela 1 c.d.

Rodzina Gatu_nek ! Nazwa zwyczajowa | Glowne skladniki bioaktywne

odmiana
- sinigryna;
Wasabia | W. japonica Wasabi - allyloizotiocyjanian;
- fenyloetyloizotiocyjanian.
Beta B. vulgaris Boéwina -g!uﬁec;;?;?:ma;

flavescens (ang. Swiss chard) v

2. Spozycie warzyw krzyzowych na swiecie

Najwyzsze spozycie warzyw krzyzowych odnotowuje si¢ wsrod dorostych
mieszkancow Chin, i wynosil ono ponad 100 g na dzien (7). Inne populacje ludnosci
azjatyckiej charakteryzowaty si¢ rowniez wzglednie wysokg konsumpcjg warzyw
krzyzowych mieszczacg si¢ w granicach 40 - 80 g dziennie (8-11). Na terenie Polnocnej
Ameryki odnotowano $rednie spozycie warzyw krzyzowych wynoszace 25 - 30 g na dzien
(12, 13). Spozycie warzyw z rodziny Brassicaceae (w przeliczeniu na osobg¢) na terenie
Europy charakteryzuje si¢ duza rozrzutem i tak np. w niektoérych krajach $rodkowej 1
potnocnej Europy spozycia sigga ponad 30 g na dzien, natomiast w kilku krajach
potudniowoeuropejskich wynosito mniej niz 15 g na dzien (8, 14). Te znaczne rozbieznosci
wynikaja gldwnie z roznic w konsumpcji wszystkich warzyw ogoétem, ktoéra wzrasta w
kierunku od potudniowego do podtnocnego obszaru Europy. Wzglednie niskim spozyciem
warzyw krzyzowych, wynoszacym mniej niz 15 g na dzien, charakteryzuje si¢ obszar
subsaharyjski i1 niektore kraje potudniowej Ameryki (15). Spozycie mniejsze niz 20 g
dziennie odnotowano rowniez w Indiach (16). W tabeli 2 przedstawiono dane liczbowe
odnos$nie wartosci spozycia warzyw krzyzowych oraz ich procentowy udziat w konsumpcji

warzyw ogotem w roznych rejonach geograficznych $wiata.
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Tabela 2 Informacje na temat spozycia warzyw krzyzowych (na osobe¢) oraz ich procentowy

udzial w konsumpcji warzyw ogotem w roznych rejonach geograficznych swiata.

. Spozycie % konsumpcji .
Kraj Warzywa [gl; dz?eﬂ] WATZYW ogérie:n Literatura
Japonia Brokuty, kapusta, rzodkiewka, rzepa 83,5 21,2 (8)
Kuwejt Brokuty, brukselka, kapusta, kalafior 59,8 - (9)
Singapur Chinska kapusta, rzezucha, kapusta 427 ) (10)
Azja pekinska, brokuty, kalafior '
Chiny Kapusta chinska, kapusta, kalafior 102,1 24,3 (7
Indie Krzyzowe - nicokreslone 46,3 - (16)
Tajlandia Krzyzowe - nicokreslone (11)
Kalifornia Pd. Brokutly, brukselka, lfapusta, jarmuz, 40 117 (17)
kalafior, gorczyca, bo¢wina
Los Angeles Broku&y, kapusta, brukselka, kalarepa, 297 ) (18)
jarmuz, gorczyca, rzepa '
Seattle Brokuly, kapusta, kiszona kapusta,
brukselka, kalafior 205 9.6 (19)
Boston Brokuty, kapusta, kiszona kapusta,
kalafior, brukselka, jarmuz, gorczyca, 32 14,3 (20)
boéwina
USA Brokuty, kalafior, jarmuz, brukselka 16 5,6 (21)
Kanada i USA Brokuty, brukselka, kai-choi, kapusta,
Ameryka pak_—choi, czerwona kapusta, rzepa, 29 15,4 (22)
Pétnoena rzezucha, won-bok
USA Brokuly, brukselka, kalafior, kapusta,
_ 30,8 - (23)
rzepa, brukiew
Minnesota Krzyzowe - nieokreslone 26,4 8.9 (24)
USA
Texas USA Brokuly, kalafior, brukselka, kapusta,
kiszona, kapusta, kai-choi, rzepa, 29,1 - (25)
jarmuz
USA Krzyzowe - nicokre$lone 23,6 8,9 (26)
Hawaje USA  Brokuly, kapusta, chinska kapusta,
kalafior, brukselka, rzepa, bo¢wina, 33,2 14,8 (8)
kai- choi, brukiew
lowa USA Kapusta, kalafior, brokuty 27,5 12,1 (27)
Ameryka Argentyna Brokuty 2,43 - (12)
Potudniowa Chile Kapusta, kalafior, brokuly, brukselka 12,7 5,8 (13)
Australia  Australia Brokuty, kalafior, kapusta, brukselka 49,6 13,1 (28)
Szwecja Kapusta, brokuty, brukselka, kalafior 11,5 14,7 (8)
Norwegia Kapusta, brokuty, brukselka, kalafior 17,2 23,1 (8)
Wrhochy Krzyzowe - nicokre$lone 11,5 6,9 (8)
Europa Szwajcaria Krzyzowe - nicokre$lone 11,5 6,7 (8)
Grecja Brokuty, kalafior 5,7 7,8 (8)
Szwecja Ik(apu_sta, chinska kapusta, brokuty, 285 ) (14)
alafior
Finlandia bBrok_u}y, kalafior, kapusta, brukselka, 9.7 9.8 (29)
rukiew
Holandia Brukselka, jarmuz, kalafior 32,2 17 (30)
Afryka Krzyzowe - niecokreslone
Afryka Poludniowa 15 16,5 (15)
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Ogoélnie rzecz biorgc, mozna stwierdzi¢, ze S$rednia ilo§¢ spozywanych warzyw
krzyzowych stanowi okoto 10 - 15% wszystkich konsumowanych warzyw. W roku 2000
produkcja warzyw krzyzowych stanowita odpowiednio 25% produkcji wszystkich warzyw na
terenie wschodniej Europy, 10% na terenie Australii, wschodniej 1 potudniowo wschodniej
Azji oraz zachodniej Europy. Produkcje warzyw krzyzowych mniejsza niz 10 % ogédhu
odnotowano w pozostatych krajach. Pomigdzy rokiem 1962 a 2002 odnotowano spadek w
produkcji warzyw krzyzowych na terenie Australii, Nowej Zelandii oraz zachodniej Europy

(Rys. 1).

30

2 250 /\\‘\u\'/,_./‘A
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= 20+
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g_ 15+ —B— Europa Wschodnia
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'§ 10+ —X¥— Australia i Nowa Zelandia
S

I e o
8 Y Ameryka tacinska i Karaiby
<

! ' ' ' ' ' ' ' ‘ USA i Kanada
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40 —&— Europa Zachodnia
<
S a B
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) *\‘; 30+
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Rys. 1 Produkcja warzyw krzyzowych w wybranych rejonach §wiata: (a) udzial w produkcji

wszystkich warzyw [%]; (b) roczna produkcja w przeliczeniu na mieszkanca [kg].
Zrédto FAOSTAT (2000);

Europa Wschodnia: Albania, Bos$nia i Hercegowina, Bulgaria, Chorwacja, Czechy, Weggry, Macedonia, Polska, Rumunia, Serbia
Czarnogora, Stowacja, Jugostawia.

Europa Zachodnia: Austria, Belgia, Dania, Finlandia, Francja, Niemcy, Grecja, Islandia, Irlandia, Wiochy, Luksemburg, Malta, Holandia,
Norwegia, Portugalia, Hiszpania, Szwecja, Szwajcaria, Wielka Brytania.

Bliski Wschod: Algieria, Afganistan, Azerbejdzan, 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 afrykanskie lezace na potudnie od Sahary z wyjatkiem Potudniowej Afryki, Zachodniej Sahary i Sudanu.
Wschodnia i Potudniowa Azja: Brunei Darussalam, Kambodza, Chiny, Korea, Indonezja, Japonia, Malezja, Mongolia, Myanmar, Filipiny,
Singapur, Tajlandia, Timor Wschodni, Wietnam.
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Wedlug badan przeprowadzonych na terenie dziesigciu panstw europejskich okoto
80% warzyw krzyzowych poddawane jest obrobce termicznej przed spozyciem (Rys. 2).
Spozycie warzyw w postaci surowej sigga zaledwie 30-40% ogolnej ilosci konsumowanych
warzyw krzyzowych na terenie Grecji, Norwegii i Szwecji oraz Stanowi mniej niz 10%

catosci warzyw w pozostatych objetych badaniami panstwach.

35

0O warzywa surowe

w
o

O warzywa gotowane

Srednie spozycie (g/dzien)
- N N
[6)] o [6)]

-
o

Wielka Norwegia Niemcy Holandia Francja Dania  Wiochy Szwecja Grecja Hiszpania
Brytania

Rys. 2 Poziom spozycia surowych i poddanych obrobce termicznej warzyw krzyzowych na

terenie 10 krajow europejskich.

3. Zwigzki bioaktywne wystepujace w warzywach krzyzowych

3.1 Glukozynolany, izotiocyjaniany, indole

Glikozydy siarkowe (GLS) zostaty zidentyfikowane jako charakterystyczna grupa
zwigzkow dla roslin nalezacych do rzedu Kaparowcow, tym samym takze dla najwiekszej z
tego rzedu rodziny - Kapustnych. Izotiocyjaniany (ITC) i zwigzki indolowe pochodzace z
roslin krzyzowych, pomimo ze pod wzgledem struktury wydaja si¢ by¢ niezalezne, powstaja
wspolnie z glukozynolandw.

Czasteczka glukozynolanu (GLS) zawiera jednostke cukrowa oraz *lancuch
aglikonowy pochodzacy od jednego Iub kilku aminokwasow. Izotiocyjaniany (ITC)
formowane sg podczas degradacji GLS posiadajacych w swej czasteczce zarowno alifatyczne
jak i aromatyczne fragmenty pochodzgce odpowiednio z metioniny oraz fenyloalaniny.

Zwiazki indolowe powstaja natomiast W trakcie rozpadu GLS posiadajacych indolowa cze$é

14



Cze$¢ teoretyczna

pochodzaca od tryptofanu. Informacje o poziomach st¢zen oraz formach wystepowania GLS

w najczesciej spozywanych warzywach krzyzowych zestawiono w tabeli 3.

Tabela 3 Poziomy st¢zen i formy wystepowania zwigzkéw z grupy GLS w najczeSciej

spozywanych warzywach krzyzowych.

Warzywa krzyzowe

Czes¢ glukozynalowa

Zawarto$¢ (umol/100 g §.m)

3-Metylosulfinylopropyl 0-330
Brokuly 4-Metylosulfinylobutyl 29-190
(B. Oleracea var. italica) Indolo-3-metyl 42-100
1-Metoksyindolo-3-metyl 2-18
2-Propenyl 4-390
3-Metylosulfinylopropyl 0-150
Brukselk 3-Butenyl 0-220
(B. oleraceauv;? gimmifera) 4-Metylosulfinylobutyl 0-23
2-Hydroksy-3-butenyl 1-300
Indolo-3-metyl 45-470
1-Metoksyindolo-3-metyl 2-34
2-Propenyl 1-160
] 3-Metylosulfinylopropyl 0-330
®. oIeracKeZRj;cr).r botrytis) 4-Metylosulfinylobutyl 2-190
Indolo-3-metyl 14-160
1-Metoksyindolo-3-metyl 1-32
2-Propenyl 4-160
(B. oleraclz;:g L\J/z[ﬁ capitata) 3-Metylosulfinylopropy! 5-280
Indolylometyl 9-200
2-Propenyl 62-200
| ) 3-Metylosulfinylopropyl 0-50
(B. oleracezrflrgi.zacephala) 3-Butenyl 6-38
2-Hydroksy-3-butenyl 17-130
Indolo-3-metyl 67-160
Rzepak 3-Butenyl 38-290
(B. napus var. oleifera) 4-Pentenyl 20-150

Zwiazki z grupy ITC s3 odpowiedzialne za charakterystyczny ostry oraz cierpki smak

i zapach warzyw krzyzowych. Indolowe produkty rozpadu GLS nie wplywaja natomiast na
cechy organoleptyczne tych warzyw. Wiele biologicznych i fizykochemicznych wlasciwosci
ITC (np. lotno$¢, niepolarno$¢) determinowanych jest przez chemiczng struktur¢ tancucha
izotiocyjanianowego. Bioaktywnos$¢ tych sktadnikow w organizmie czlowieka zalezy od

chemicznej struktury oraz stezenia izotiocyjanianow.
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3.1.1 Biosynteza zwigzkow z grupy GLS

W grupie znanych GLS mozna zidentyfikowa¢ ponad 115 roznych struktur chemicznych
powstajacych z jednego do o$miu aminokwasow (alanina, walina, leucyna, izoleucyna,
fenyloalanina, metionina, tyrozyna i tryptofan). Hydroliza wigkszosci zwigzkow z grupy GLS
prowadzi do powstania alifatycznych i aromatycznych izotiocyjanianéw, wyjatek stanowia
glukozynolany powstajace z przemian tryptofanu dajace poczatek zwigzkom indolowym.
Biosyntezg glukozynolanow, zardéwno prekursoréw zwigzkow z grupy ITC, jak i pochodnych
indolowych mozna podzieli¢ na cztery etapy (Rys. 3):

- wydluzanie taficucha aminokwasow,

- biosynteza rdzenia glukozynolanow,

- modyfikacja tancucha,

- powstawanie izotiocyjanianow i indoli.

Struktura czasteczek zwiazkow z grupy GLS w kazdym z genotypow roslin podlega swoistej
kontroli genetycznej, natomiast poziom wystgpowania tych zwigzkow uzalezniony jest od

czynnikoéw $rodowiskowych odziatywujacych na dany genotyp (31, 32).

Aminokwas

Wydtuzanie tancucha (gen MAM)
v

Wydluzanie lancucha

CYP79

Oksymy

CYP83, glikozylacja,
sulfotransferaza

v

Glukozynolan

Utlenienie, desaturacja, hydroksylacja, itd. (2-
oksoglutarano-zalezne dioksygenazy)

\J

Modyfikacja tancucha
Degradacja (mirozynaza roslinna, biatko
epitiospecyficzne , tioglukozydazy bakteryjne )

vy

Produkty rozpadu (izotiocyjaniany,
nitryle itd.)

Rys. 3 Schemat procesu biosyntezy glukoznynolanow.
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3.1.2 Hydroliza glukozynolanow - powstawanie izotiocyjanianéw

Proces degradacji glukozynolanoéw zachodzacy w tkankach roslin spowodowany jest
gltownie dziataniem tioglukozydazy czyli tzw. mirozynazy (Rys. 4). W roslinach
zawierajacych zwiazki z grupy GLS zidentyfikowano wiele rodzajow izoenzymow
mirozynazy. Aktywnos¢ tioglukozydazy zaobserwowano rowniez w organizmach niektérych
owadow, grzybow oraz bakterii. W roslinach ekspresja tych izoenzymoéw zalezy zaréwno od

gatunku rosliny jak i od konkretnej czesSci danego okazu (33).

Rys. 4 Ogodlny obraz struktury mirozynazy przedstawiajacy dimer zespolony za pomoca
atomu cynku (zielony), fluoroglukozy (z6tty) oraz cukréw (pateczki) (34).

W wyniku uszkodzenia tkanki roslinnej, endogenna roslinna mirozynaza zostaje uwolniona ze
scianek komorkowych i1 powoduje rozerwanie wigzania tioglukozowego, dajac poczatek

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

S—Glukoza SH
R—C/ _ R—C/
| | Mirozynaza | |
—_— > N — > R—N=C=S
So0so, Soso,
Glukozynolan Niestabilna pochodna Izotiocyjanian

Rys. 5 Schemat powstawania izotiocyjanianu podczas procesu hydrolizy glukozynolanu.
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Powstaly aglikon moze podlegaé samorzutnym przemianom (najczes$ciej Lossena),
prowadzacym w Kilku etapach do powstawania izotiocyjanianow. Jezeli czasteczka
glukozynolanu posiada w swej strukturze wigzanie podwojne, woéwczas w obecnosci

epitiospecyficznych biatek, powstajace ITC moga ulega¢ przemianie w epitionitryle.

R—N=C=S
R- Nazwa chemiczna: warzywo
CH;—S—CH;—CH;—CH; 3-metylotiopropyl: kapusta
CH;—S—CH;—CH;—CH;—CH,— 4-metylotiobutyl: rukola
CH3—|?—CH2—CH2—CH2 i;lr;ljstigosulﬁnylopropyl (iberyna): brokuty, brukselka,

CHS—S_CHZ—CHZ—CHZ_CHZ—
g 4-metylosulfinylobutyl (sulforafan): brokuty

CH—S— [CH,];s—
[ 6-metylosulfinyloheksyl: wasabi

CH—S— [CH,};—
Il 7-metylosulfinyloheptyl: rukiew wodna

CH—S— [CH,J;—
[ 8-metylosulfinylooctyl: rukiew wodna

CH,—CH—CH; 2-allil: gorczyca, kapusta, brukselka

CH;—CH—CH;—CH; , _
3-butenyl: brukselka, kapusta chinska, pak-choi, rzepa
CH—CH—CH;—CH;—CH;— 4-pentenyl: kapusta chinska, pak-choi

SH—CH;—CH;—CH;—CH;— 4-merkaptanobutyl: rukola

QCHZ— benzyl: rzezucha
QCHZ—CHZ— 2-fenyloetyl: rukiew wodna, rzodkiewka, rzepa

Rys. 6 Wzory izotiocyjanianéw najczgsciej wystepujacych w warzywach krzyzowych.
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Epitiospecyficzne biatko zostato po raz pierwszy opisane w latach siedemdziesigtych (35), a
wyizolowane okoto 30 lat pozniej z rzepaku (36, 37). Biatko to nie ma zdolnosci do
oddziatywania na zwiazki z grupy GLS, reaguje ono jedynie z niestabilng forma
tiohydroksylo-O-sulfonianu powstatego na skutek dziatania mirozynazy. Jezeli w strukturze
GLS brak jest wigzan podwojnych, wowczas po utracie siarki moga powstawacé nitryle.
Nielicznie GLS posiadaja zdolno$¢ tworzenia tiocyjaniandw, jednak mechanizm tych
przemian nie jest do konca poznany. Struktury chemiczne izotiocyjanianéw najczgscie]

wystepujacych w warzywach krzyzowych przedstawiono na rysunku 6.

3.1.3 Hydroliza glukozynolanéw - powstawanie indoli

Powstawanie indoli z indolowych GLS zostato szczegétowo opisane przez dunskich
naukowcow (38). Mirozynaza uwolniona z komoérek na skutek uszkodzenia tkanki roslinne;j
powoduje rozerwanie wigzania tioglukozowego w strukturze indolowych glukozynoalnow
(tak jak 1 w pozostatych zwiagzkach z grupy GLS). Powstate izotiocyjaniany ze wzglgdu na

swoj nietrwaty charakter ulegaja rozpadowi tworzac odpowiadajace im alkohole (Rys. 7, 8).

mCHT 3-indolometyl (glukobrasycyna)
\
H
mCHT 1-metoksy-3-indolometyl (neoglukobrasycyna)
N
I

OCH,
OH
mCHT 4-hydroksy-3-indolometyl
\
H

3
WCHT 4-metoksy-3-indolometyl
I
H

Rys. 7 Wzory chemiczne indolowych produktow rozpadu glukozynolanow najczesciej

wystepujacych w warzywach krzyzowych.
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Powstale alkohole mogg nastepnie ulega¢ kondensacji tworzac 3,3’-diindolometany (DIM).
Ponadto kwasne $§rodowisko zotadka moze sprzyjac¢ reakcjom kondensacji indolo-3-karbinolu
(I13C) oraz innych indolowych pochodnych, dajac w rezultacie co najmniej 15 réznych
oligomerow (39). Indolo-3-karbinol moze réwniez reagowaé z kwasem askorbinowym

tworzac askorbigen (40, 41).

_S—Glukoza

i CH— C

Indolo glukozynolan R =Hlub OCH,

J Mirozynaza

CH,
|
N
o BN
kwas CH,—C=N
CH;—OH askorbinowy Oj/
Sw] y
N +S

H R

||2 + SCN’ o f
Indolo-3-acetonitryl

\>
N

Askorbigen

Rys. 8 Schemat przemian indolowych glukozynolanéw wystgpujacych w warzywach
krzyzowych.

3.1.4 Czynniki wplywajgce na stezenie zwigzkow z grupy GLS w warzywach krzyzowych

Rodzaj wtornych metabolitow jest z reguly charakterystyczny i jednakowy w obrebie
danego gatunku roslin. Wynika to glownie z uwarunkowan genetycznych rosliny. Poziomy

stezen czy tez proporcje wystepowania poszczegdlnych zwigzkéw moga jednak znacznie si¢
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rozni¢ wsrod przedstawicieli tego samego gatunku. Przyczyng tych réznic sg gtownie warunki

uprawy, srodowisko bytowania rosliny oraz rodzaj ich przechowywania i obrobki kulinarne;.

3.1.4.1 Abiotyczne i biotyczne czynniki srodowiskowe

Proporcje wystepowania poszczegolnych GLS w obrgbie konkretnej klasy (np.
wywodzacych si¢ z metioniny) uwaza si¢ za relatywnie stale i niezalezne od wptywu
srodowiska. Jednak catkowita zawarto$¢ tych zwigzkoéw w roslinach uzalezniona jest od
wplywu kilku czynnikéw srodowiskowych:

- zyznosci gleby;

- poziomu nawodnienia;

- temperatury;

- obecnosci owadow i patogenow.

Jako$¢ gleby jest najprawdopodobniej najwazniejszym czynnikiem wplywajagcym na
poziom zawarto$ci glukozynolanow w roslinach. Zasilanie gleby siarkg 1 azotem moze
wplywac znaczgco na stezenie tych zwigzkoéw np. w nasionach rzepaku (42). Uwaza sie, ze
wplyw siarki na poziom zwigzkow z grupy GLS w roslinach jest silnie zalezny od zawarto$ci
azotu w glebie. Na przyktad, uzyznianie gleby samg siarkg wcale albo w bardzo matym
stopniu wplywa na zawarto$¢ glukozynolanow w brokutach (43, 44). Natomiast zastosowanie
kombinacji siarki i azotu w przypadku tego warzywa w duzym stopniu wptywa na ogolne
stezenie tych zwigzkow (45). W przypadku kapusty pak-choi juz zasilanie gleby samym
azotem powodowalo znaczny wzrost poziomu GLS (46). Zaobserwowano rowniez, ze stres
wodny indukuje powstawanie glukozynolanow w rzepaku (47, 48). Zjawisko to
najprawdopodobniej jest charakterystyczne dla wszystkich warzyw z rodziny krzyZzowych.

Wplyw temperatury na ogdlng zawarto$¢ zwigzkow z grupy GLS w roslinach nie byt
dotychczas szczegotowo badany. Temperatura, jednak tak jak i inne czynniki srodowiskowe,
wplywa na ogdlne parametry wzrostu rosliny. W przypadku brokutéw obserwowano wigksze
stezenie glukozynolanéw dla kietkéw rosnacych w wyzszej temperaturze niz dla tych
rosngcych w nizszej (49).

Nie tylko abiotyczne czynniki srodowiska wptywaja na zawarto$¢ glukozynolanow w
ro$linach, réwniez obecno$¢ owadow oraz patogenow indukuje akumulacje tych zwigzkow

(gtéwnie indolowych) w tkankach roslin krzyzowych (46, 50).
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3.1.4.2 Przechowywanie, obrobka kulinarna

Warunki transportu, przechowywania oraz obrobki kulinarnej maja ogromny wplyw
na poziom zawartosci glukozynolanéw w warzywach krzyzowych. Odnotowano okoto 70-
80% utrate tych zwigzkow w warzywach podczas przechowywania i transportu (43).
Przechowywanie poszatkowanej kapusty powoduje obnizenie st¢zenia wywodzgcych sie z
metioniny glukozynolanow oraz wzrost zawartosci indolowych pochodnych tych zwigzkow
(51). Przechowywanie brokutéw rowniez powoduje wzrost indolowych zwigzkow z grupy
GLS (52).
Podczas obrobki kulinarnej, w trakcie rozdrabniania surowych warzyw znaczna cze$¢ (okoto
80%) glukozynoloanow wywodzacych si¢ z metioniny moze uleC przemianie w nitryle oraz
réwnolegle w izotiocyjaniany. Proporcje miedzy powstajacymi nitrylami i zwigzkami z grupy
ITC zaleza od genotypu roslin (45). Podczas gotowania zaréwno mirozynaza jak i
epitiospecyficzne biatka ulegajg degradacji. Lagodne warunki gotowania np. brokutow na
parze przez mniej niz 3 minuty powoduje denaturacj¢ epitiospecyficznych biatek. W tych
warunkach pozostajg jednak w nienaruszonej formie niewielkie ilosci endogennej mirozynazy
przyczyniajacej si¢ do proporcjonalnego zwickszenia iloSci izotiocyjanianow. Dalsze
gotowanie badz ogrzewanie brokutow przez kolejne 10 lub 20 minut powoduje stopniowa
denaturacje pozostalej mirozynazy, zapobiegajac tym samym degradacji glukozynolanow i
powstawaniu izotiocyjanianéw. Podsumowujgc, warunki termicznej obrobki warzyw moga
znaczaco wplywaé na ilo$¢ zwigzkéw z grupy ITC dostarczanych do przewodu pokarmowego
wraz z porcja pozywienia. Mozna przy tym przedstawi¢ nastepujgce wnioski:

- konsumpcja surowych warzyw moze skutkowa¢ wystawieniem organizmu na
dziatanie wysokiego stezenia nitryli;

- lagodne gotowanie warzyw przed spozyciem powoduje zwickszenie ilosci
izotiocyjanianéw dziatajacych na gorne odcinki przewodu pokarmowego na wysokim,
pod wzgledem biologicznym, poziomie stezen;

- bardziej intensywne gotowanie warzyw zapobiega tworzeniu si¢ izotiocyjanianow |
umozliwia konsumpcj¢ glukozynolanéw w nienaruszonej formie, ktoére moga
podlega¢ wskutek dziatania flory bakteryjnej w jelicie grubym degradacji do
zwigzkow z grupy ITC lub innych produktow.

Glukobrasycyna (GBS) jako prekursor indolowych pochodnych jest chemicznie i termicznie
stabilna. Nie zaobserwowano rozpadu tego zwigzku nawet po 2 godzinach inkubacji w

wodnych roztworach charakteryzujacych sie¢ pH w zakresie od 2 do 11. Natomiast GBS ulega
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czgsciowe] degradacji pod wptywem wysokiej temperatury; obserwowano - okoto 10 %

ubytek tego zwiagzku w trakciel godz. ogrzewania.

3.1.5 Metabolizm produktow rozpadu glukozynolanow

Poznanie szlakow przemian produktéw rozpadu glukozynolanow w organizmie
cztowieka niewatpliwie jest jednym z glownych zalozen badan epidemiologicznych
prowadzacych do poznania =zalezno$ci miedzy spozyciem warzyw krzyzowych a

chemoprewencja.

3.1.5.1 Metabolizm izotiocyjanianow

Grupa -N=C=S wigkszosci izotiocyjanianow charakteryzuje si¢ wlasciwosciami
elektrofilowymi i moze reagowaé¢ z wieloma czasteczkami nukleofilowymi, np. z tiolami.
Badania przeprowadzone zaréwno U ludzi jak i na zwierzetach wykazatly, ze izotiocyjaniany
podczas procesOw metabolicznych ulegajg przemianie gldwnie w szlaku merkaptylowym w
réznego rodzaju ditiokarbaminiany. Wstepne sprzezenie zwigzkow z grupy ITC z glutationem
(GSH), =zachodzace przy udziale S-transferazy glutationowej (GST), prowadzi do
powstawania koniugatow cysteinoglicyny, cysteiny oraz N-acetylocysteiny wydalanych z
moczem (53) (Rys. 9).

Glu—(ltys—GIy Glu—Cys—Gly Cys—Gly
S _GST . 66T _ ]
+ R—N—C=S R—N—C=S
R—N=C=S
Izotiocyjanian Ditiokarbaminian
CG
NAC Cys
| <A |
T T
R—N—C=S R—N—C=S
Kwas merkaptanowy

Rys. 9 Schemat przemian koniugatoéw izotiocyjanianéw z glutationem.
(GST- S-transferaza glutationowa; GGT- transpeptydaza y-glutamylowa; CG — cysteinoglicinaza; AT- N-

acetylotransferaza)
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Izotiocyjaniany moga réwniez samorzutnie reagowac¢ odwracalnie z pochodnymi cysteiny
tworzac ditiokarbaminiany (54) (Rys. 10). Grupy —SH wystepuja w biatkach, a zatem

izotiocyjaniany moga roéwniez wchodzi¢ z nimi w reakcje.

pochodne cysteiny—SH + R-—N=C=S ==—> pochodne cysteiny—S—ﬁ—NHR
S

Rys. 10 Schemat reakcji izotiocyjanianéw z pochodnymi cysteiny zachodzacej podczas

procesow metabolicznych.

3.1.5.2 Metabolizm pochodnych indolowych

Kwasne srodowisko zotadka cztowieka indukuje przemiany chemiczne indolo-3-
karbinolu powodujgc jego dehydratacje i przeksztalcanie w aktywne pochodne (55).
Gléwnymi produktami tych reakcji chemicznych sg: 3,3’-diindolometan, triindolometan oraz
indolo[3,2-b]karbazol (Rys. 11).

2
Swihwe
NH NH NH
3,3"- diindolometan
T NH

el indolo(3,2-b)karbazol
CH,OH

[I J |
NH
| | \ CH2
indolo-3-karbinol ©\—lE
l NH CH,
:l :C
NH

[2-(indolo-3-ylmetylo)indolo-3-yl]indolo-3-ylmetan

NH

HN

CH, CH,
NH

A 4

NH S

5,6,11,12,17,18-heksahydrocyklonona-
(1,2-b:4,5-b":7,8-b")triindol

Rys. 11 Schemat reakcji przemian indolo-3-karbinolu zachodzacych w kwasnym $rodowisku.
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Podczas badan procesu metabolizmu zwigzkow indolowych stwierdzono obecno$¢ wielu
innych pochodnych I3C w organizmach zwierzat eksperymentalnych (39, 56). Najwigcej
informacji na temat kondensacji zwiagzkow indolowych w przewodzie pokarmowym pochodzi
z badan in vitro nie uwzgledniajacych obecnosci kwasu askorbinowego. Tymczasem podczas
degradacji glukobrasycyny oraz neoglukobrasycyny w obecnosci kwasu askorbinowego
powstaje kilka form askorbigenu (Rys. 8). Oszacowano, ze w zaleznosci od pH $rodowiska
znaczna czg$¢ (20 - 60%) indolowych GLS ulega konwersji do askorbigenu (41, 57).
Askorbigen jest niestabilny w §rodowisku kwasnym (takim jak w Zoladku) i ulega przemianie
w indolo[3,2-b]karbazol. Stwierdzono, ze okoto 20 razy czeSciej indolo[3,2-b]karbazol
powstawal podczas inkubacji indolo-3-karbinolu z askorbigenem niz podczas inkubacji w
identycznych warunkach samego I3C. Glownym produktem kondensacji indolo-3-karbinolu

zidentyfikowanym w plazmie i moczu ochotnikow byt 3,3°-diindolo-metan (58).

3.1.6 Metodyki oznaczania glukozynolanéw i produktéow ich rozpadu

W ostatnim dziesigcioleciu oznaczanie zawarto$ci glukozynolanéw oraz ich
produktéw rozpadu w szczegdlnosci izotiocyjaniandw 1 indoli staly si¢ przedmiotem
zainteresowania wielu osrodkéw badawczych nie tylko ze wzgledu na ich wlasciwosci
chemoprewencyjne ale tez ze wzgledu na ich aktywnos$¢ biopestycydow. Z tych powodow
identyfikacja oraz ilo§ciowe oznaczenie zawarto$ci tych zwigzkéw w tkankach roslin nabraty

szczegllnego znaczenia.

3.1.6.1 Metodyki 0znaczania zwiazkow z grupy GLS w probkach materiatu ro$linnego

Od czasu ukazania si¢ w latach pigédziesigtych prac amerykanskich naukowcow, w
ktorych opisano po raz pierwszy metode oznaczania glukozynolanoéw (59, 60) rozpoczety sie
usilne poszukiwania najbardziej efektywnych metod izolacji i identyfikacji glukozynolandw.
W  pierwszych publikacjach poswigconych tej tematyce opisano metod¢ oparta na
wykorzystaniu techniki chromatografii cienkowarstwowej (TLC) (61). Do oznaczenia
zawartosci glukozynolanéw w probkach warzyw stosowano metodyki oparte na zastosowaniu
na roznych etapach odpowiednich procedur analitycznych takich jak:

- destylacja parg wodng i miareczkowanie lotnych izotiocyjanianow;
- spektroskopia UV oksazoliditionow;

- chromatografia gazowa lotnych izotiocyjanianow;

- spektroskopia UV tiomocznikowych pochodnych izotiocyjanianow;

- chromatografia gazowa pochodnych trimetylosilanowych glukozynolanow.
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Rozdzielenie ztozonych mieszanin zwigzkow chemicznych w celu izolacji glukozynolanoéw
przeprowadzano réwniez stosujac technike chromatografii gazowej z ciekla fazg stacjonarng.
Anality (GLS) przed etapem oznaczen koncowych poddawano woéwczas derywatyzacji za
pomoca trimetylosilanu oraz procesowi desulfatacji (62, 63).

Ponad 15 lat temu po raz pierwszy przeprowadzono analize probek nasion okoto 300
gatunkow dziko zyjacych roslin pod katem oznaczenia zawartosci produktéw hydrolizy
desulfo-GLS przy zastosowaniu chromatografu gazowego sprz¢zonego ze spektrometrem mas
(64). W 1984 roku po raz pierwszy w celu ilosciowego oznaczenia desulfo-GLS zastosowano
technike wysokosprawnej chromatografii cieczowej z uktadem faz odwrdéconych (65). W
przypadku tej metodyki proponuje Si¢ zastosowanie procesu enzymatycznej desulfatacji
ekstraktow ros$lin w kolumnie z zywicg jonowymienng. Modyfikacje tego sposobu
przygotowania probki opartego na desulfatacji glukozynolanéw za pomocg sulfohydrolazy do
analizy z wykorzystaniem techniki HPLC sprawila, ze do dzi$§ stala si¢ ona najczesSciej
wykorzystywang metodyka ilosSciowego oznaczania glukozynolanow W probkach ekstraktow
ros§linnych i zostata opisana w normie ISO 9167-1, 1992 (66, 67). Metodyka ta jednak stale
dostarcza wielu trudnosci zwigzanych z interpretacja wplywu pH, czasu dziatania i stezenia

enzymu na produkty glukozynolanéw podczas procesu desulfatacji.

Przygotowanie probki |~ ! - proces liofilizacji

1

1
- kondycjonowanie kolumny wypetnionej ! - . '
v E - sproszkowanie materiatu !
I

[

! ]

! \

| Zelem DEAE SEPHADEX (0,5-1,0ml) | '

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

1 - dozowanie ekstraktu (1ml) do kolumny; - Wybor wzorca §
i - przemycie kolumny buforem octanowym; b wewnetrznego (IS) AN
| v

] \ \

| P

| v

' vy

- przechowywanie w temp. —20°C

. . - komercyjnie dostgpne: sinigrina badz
- dozowanie do kolumny oczyszczonej

1
1
X .
sulfatazy (0,1ml; 0,28 U/ml); v ' glukotropagolina. |
- inkubacja 12h w temp. pokojowej; - T
- elucia DS-GLS za pomocg wody 3ml) | ' Ekstrakcja GLS >~ i~ mieszanina ekstrakcyjna: etanol / woda (50:50) |
1=t TTTTTTTTToTTTmm T T ey ] | v 1lub metanol / woda (70:30) (4ml) + 100 mg prébki; ,
| - ustalenie kolejnosci retencji poszczegdlnych I - |- mieszanie roztworu w temp. 75°C przez 10 min; !
! zwiazkow ( materiat referencyjny BCR-366R); ! \ Desulfatacja GLS |- dodanie IS (2-5 pmol) po 2 min. mieszania; !
1 -poréwnanie widm UV 0 1- wirowanie: '
| PorownaniewidmUV_ b 3/ : ,
1 1
1

- uzupelnienie roztworu woda do objetosci 5 ml
1

- uwzglednienie odpowiednich RPF w A Analiza HPLC \ T TTTTTTTTT Tt
obliczeniach; v A STt mmTmmm T
- Wyznaczenie stezenia poszczeg6lnych I v ‘1 - kolumna z wypetnieniem oktylowym lub

v oktadecylowym (4mm do 4,6 mm) temp. 30°C;

poprzez zsumowanie ilo$ci poszczegdlnych - faza ruchoma: woda/acetonitryl;
zwigzkow - detektor UV lub DAD, A=229 nm

] )
| ]
) ]
1 1 1
1 ! 1
] . - |
| zZwigzkéw w ptmol/g s.m. Loy Identyfikacja GLS ! a y
. wyznaczenie catkowitej zawartosci GLS ! ' v ! - elucja gradientowa;
|
| | |
1 ! 1

Ilosciowe oznaczenie
GLS

Rys. 12 Schemat procedury oznaczania desulfo-glukozynolandbw w probkach ekstraktow

ro$linnych z wykorzystaniem techniki HPLC na etapie rozdzielenia i oznaczen koncowych.
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Ciagle trwajg badania nad ulepszeniem efektywnosci tej metodyki, w szczegdlno$ci zwraca
si¢ uwage na takie etapy jak:

- przygotowanie probki,

- enzymatyczna desulfatacja,

- identyfikacja pikow;

- wyznaczanie wspotczynnikéw odpowiedzi (RPF) poszczegdlnych zwigzkow.
W celu wujednolicenia oraz optymalizacji metodyki grupa wloskich naukowcow
zaproponowata konkretne zasady dziatania na poszczegdlnych etapach procedury (68) (Rys.
12 ). Informacje o mozliwos$ci zastosowania innych metodyk do oznaczenia GLS w probkach

roslinnych zestawiono w tabeli 4.

Tabela 4 Przyktady technik wykorzystywanych do ilo$ciowego i jakoSciowego oznaczania

glukozynolanow w probkach ekstraktow roslinnych.

Warzywa Techniki analityczne Przygotowanie probki Literatura

Brokuty LC - ESI-MS/MS Dwukrotna ekstrakcja sproszkowanego (69)
liofilizatu (1g) za pomoca metanolu (3ml)

Ekstrakcja liofilizatu mieszaning
dimetylosulfoksydu / dimetyloformamidu /

Brokuty LC-UV-ESI-MS actotnitrylu (1:1:1).Po odwirowaniu i (70)
ekstrakcji odparowano nadmiar
rozpuszczalnika.
Gorczyca Spektroskopia w niskiej Nasiona gorczycy umieszczano bezposrednio (71)
podczerwieni (NIRS) w celce pomiarowej NIRS (% objetosci)
. ) ) Ekstrakcja lisci za pomocg dichlorometanu.
Krzyzowe LC-APCI-MS Kolejna ekstrakcja liSci za pomoca metanolu. (72)
Odparowanie nadmiaru rozpuszczalnika
Thlaspi Ekstrakcja liofilizatu (100mg) za pomoca
P LC-APCI-MS wrzacego metanolu (70%). Desulfatacja na (73)

caerulescens L e . .
ZywICy jonowymiennej.

3.1.6.2 Metodyki 0znaczania izotiocyjanianow w probkach materiatu ro$linnego

Separacji oraz identyfikacji ITC w ekstraktach ros§linnych dokonywano stosujac
najczesciej techniki chromatografii gazowej lub cieczowej. Informacje na temat najczescie]

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

izotiocyjanianéw w probkach ekstraktow roslinnych.

Technika . . :
Warzywa analityczna Przygotowanie probki Literatura
Ekstrakcja 500g zmielonego materiatu za pomoca metanolu
Rzodkiewka FID-GC (100 mI).__Dodanle 20 ml 1M HCI W_celu zahamowan!a (74)
degradacji ITC. Odparowanie nadmiaru rozpuszczalnika.
Ekstrakcja pozostatej fazy wodnej za pomocg heksanu (200
ml).
Rzezucha GC-MS HS-SPME sokéw wycisnigtych z rzezuchy. (75)

Derywatyzacja ITC poprzez zmieszanie Swiezych warzyw
Brokuty LC — ESI-MS/MS (250 mg) z amoniakiem w roztworze izopropanolu (2M; (69)
0,25 ml). Odparowanie nadmiaru rozpuszczalnika.

Rzodkiewnik Zastosowanie automatycznego dozownika do zbierania fazy
. GC-MS . L ARSI (76)
pospolity nadpowierzchniowej znad swiezej rosliny.
Kapusta GC-MS Homogenizacja lisci (50g) z woda (50ml). Ekstrakcja za (77)

pomocg chlorku metylu (50 ml). Filtracja i odparowanie
nadmiaru rozpuszczalnika.

Homogenizacja §wiezego materiatu (4 g) z woda (7ml) i
Wasabi GC-FPD; GC-MS  dichlorometanem (5ml). Po 2 h mieszania zebrano warstwg (78)
dichlorometanu.

Ugotowane warzywa poddawano homogenizacji z woda. Po
HPLC-UV odsgczeniu, do wody (100ul) dodawano benzenoditiolu w
Krzyzowe (reakcja 2- propanolu (10mM; 600ul) oraz buforu fosforanowego (79)
cyklokondensacji) (pH=8,5; 600ul). Przed analiza chromatograficzng probki
poddawano inkubacji (2h, 65°C).

Najbardziej czuta pod katem oznaczen ilosciowych ogdlnej zawartos$ci izotiocyjaniandéw
w probkach roslinnych okazalo si¢ postepowanie analityczne oparte na wykorzystaniu reakcji
cyklokondensacji. Zasada tej metody opiera si¢ na zdolnos$ci izotiocyjanianéw do ilosciowego
reagowania z 1,2-benzenoditiolem dajac w rezultacie cykliczny tiokarbonyl oraz wolne aminy
(Rys. 13). Zwiazki takie jak: tiocyjaniany, izocyjaniany, i cyjaniany nie powoduja
interferencji podczas reakcji cyklokondensacji. Wyboru 1,2-benzenoditiolu jako reagenta
ditiolowego dokonano ze wzgledu na:

- dostgpnos¢;

- zdolnos¢ szybkiego i ilosciowego reagowania z prawie wszystkimi izotiocyjanianami;

- stabilnos$¢ produktu kondensacji ze zwigzkami z grupy izotiocyjanianow.
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SH s
+ R—NN=C=S —— >:S + R—NH,
SH S
1,2-benzenoditiol ITC 1,3-benzoditiolo-2-tion

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

Powstajacy tiokarbonyl czyli 1,3-benzenoditiolo-2-tion, ze wzgledu na swoj bardzo wysoki
wspotczynnik ekstynkcji w zakresie fal typowych dla ultrafioletu umozliwia ilos§ciowy pomiar
za pomocg technik spektrofotometrycznych. Pomiar spektrofotometryczny przy dtugosci fali
365 nm ekstraktow roslinnych poddanych dziataniu 1,2-benzenoditiolu umozliwiat
oznaczenie sumy zwigzkow z grupy ITC na poziomie rzedu 1 nmola (80). Przystosowanie tej
metody do analiz przy uzyciu techniki HPLC spowodowato wzrost czulosci pomiaru
zawartosci izotiocyjanianéw do poziomu 10 pikomoli (81). Na rysunku 14 przedstawiono
najwazniejsze etapy i parametry oznaczania ITC z zastosowaniem reakcji cyklokondensacji

oraz techniki HPLC podczas rozdzielania i oznaczania poszczego6lnych analitow.

————————— Lo synteza 1,3-benzoditiolo-2-tionu

| - sporzadzenie mieszaniny zawierajacej rowne objetosci metanolu z
1 fosforanem potasu (100mM, pH 8,5) oraz substancje wzorcowe ITC i
! 1,2-benzenoditiol;

! 1 - inkubacja w temp. 25°C;
, - ekstrakcja roztworu za pomocg dichlorometanu;
1 - krystalizacja produktu;
!+ sporzgdzenie serii roztworéw produktu w zakresie stezen 2.5-10 uM

Przygotowanie roztworéw 1,3-benzoditiolo- + kolumna RP C18;

pomiaru za pomoca HPLC

————— e sporzadzenie mieszaniny reakcyjnej (2 ml)

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

1 ml metanolowego roztworu 1,2 benzenoditiolu i
' analizowanej probki
1
1
1

« inkubacja mieszniny reakcyjnej przez 2 h w temp. 65°C

Rys. 14 Schemat procedury oznaczania sumy izotiocyjanianow w probkach ekstraktow

ro$linnych z zastosowaniem techniki HPLC.
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3.1.6.3 Metodyki oznaczania pochodnych indolowych w prébkach materiatu ro$linnego

Dostepna jest niewielka ilo$§¢ danych literaturowych na temat metodyk oznaczania
indolowych pochodnych glukozynolanow w probkach pochodzenia roslinnego. Wigkszo$¢
opisywanych procedur zaklada zastosowanie glownie technik  wysokosprawnej

chromatografii cieczowej z detekcjg UV (Tab. 6).

Tabela 6 Informacje literaturowe o technikach analitycznych wykorzystywanych na etapie
oznaczania indolowych produktéw rozpadu glukozynolanow w ekstraktach uzyskanych z

probek materiatu roslinnego.

Warzywa Techniki analityczne Przygotowanie prébki Literatura

Homogenizacja $wiezych warzyw (100 g) z

Krzyzowe HPLC-UV woda (200 ml) i acetonitrylem (30ml). (82)
Oczyszczanie ekstraktu za pomocg techniki
SPE.

Homogenizacja $wiezych warzyw (500 g) z
woda (500 ml). Mieszanie zawiesiny (50 ml)

Krzyzowe HPLC-UV przez 2 h z acetonem (200ml). Odparowanie (41)
acetonu. Ekstrakcja pozostatosci octanem
etylu (3x35ml).
Homogenizacja §wiezych warzyw (500 mg) z

Krzyzowe woda (10 ml). Ekstrakcja za pomocg octanu

SFC-UVv etylu (3x10 ml). Zebranie warstwy octanu (57)
etylu. Odparowanie nadmiaru
rozpuszczalnika.

Homogenizacja materiatu (50 g) z NaCl.

Ekstrakcja za pomoca acetonu (2x50 ml).

Odparowanie nadmiaru rozpuszczalnika. (74)
Ekstrakcja za pomoca octanu etylu.

Kapusta HPLC-UV

Etap przygotowania probek do analizy oparty jest najcze$ciej na ekstrakcji
rozdrobnionego materialu roslinnego za pomoca wody i acetonu. Po odparowaniu acetonu
faza wodna poddawana jest ekstrakcji typu ciecz-ciecz za pomocg octanu etylu. Ekstrakt
przed etapem analizy chromatograficznej jest odparowywany do sucha i ponownie
rozcienczany w roztworze stanowigcym faze ruchomg. Analiza chromatograficzna
prowadzona jest gtéwnie w uktadzie faz odwroconych wedtlug gradientowego programu
elucji. Jako faza ruchoma uzywana jest najczesciej mieszanina acetonitrylu z buforem
amonowym badz fosforanowym o pH 5,7 - 7.

Najczesciej wystepujace wsrdd warzyw krzyzowych indolowe produkty rozpadu
glukozynolanow tj. indolo-3-karbinol, indolo-3-acetonitryl oraz kwas indolo-3-octowy sa
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komercyjnie dostepne w postaci substancji wzorcowych. Niestety uzycie jako wzorcow
innych pochodnych indolowych gtownie produktow kondensacji indolo-3-karbinolu oraz
askorbigenu jest utrudnione, bo jest zwigzane z koniecznoscig przeprowadzenia syntezy tych

zwigzkow.

3.2 Przeciwutleniacze w warzywach krzyzowych

Gléwnymi przeciwutleniaczami wystepujacymi w  warzywach krzyzowych sa
witamina C, witamina E, karotenoidy oraz polifenole. Wymienione antyoksydanty posiadaja
zdolnosci wytapywania rodnikow hamujac etap inicjacji rodnikowych reakcji fancuchowych
badz tez przerywajac propagacje tancucha (druga linia obrony). Witamina E oraz karotenoidy
dzieki zdolno§¢ wygaszania tlenu singletowego wspomagaja gtéwnie pierwsza lini¢ obrony
organizmu przeciwko stresowi oksydacyjnemu (83, 84). Zaréwno zwiazki flawonoidowe jak i
witamina C wykazujg ochronne wlasciwosci w stosunku do o-tokoferolu obecnego w
cholesterolowej frakcji LDL, posiadaja réwniez zdolno$¢ regenerowania witaminy E z
rodnika a-chromanowego (85, 86).

Sktadniki pokarmowe o wlasciwosciach przeciwutleniajagcych, synergistycznie
wspotdziatajac ze sobg moga efektywniej redukowac¢ poziom reaktywnych form tlenu (RFT)
niz  pojedynczy przeciwutleniacz  (87-90). Dodatkowo mieszanina zawierajaca
przeciwutleniacze zaréwno 0 charakterze hydrofilowym jak i hydrofobowym umozliwia
proces neutralizacji wolnych rodnikow zaréwno w fazie wodnej jak i lipidowej (91). Stosujac
metode opartg na utlenieniu liposomow wykazano, ze aktywno$¢ kombinacji kwercetyny lub
katechiny z a-tokoferolem jest zdecydowanie wyzsza niz suma aktywnoS$ci zmierzona osobno
dla poszczegdlnych zwigzkow (92). Kombinacja a-tokoferolu Iub witaminy C ze zwigzkami
polifenolowymi réwniez powoduje synergistyczny efekt w blonach erytrocytow czlowieka
oraz w fosfadylocholinowych systemach liposomowych (93).

Roéznice w zawarto$ci przeciwutleniaczy w warzywach krzyzowych zaleza od kilku
czynnikoéw (94-98). Do najwazniejszych naleza:

- gatunek rosliny;

- dojrzatos¢ i okres zbioru;
- warunki uprawy;

- jakos¢ gleby;

- warunki przechowywania, transportu oraz obrobki kulinarne;.
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3.2.1 Przeciwulteniacze o wlasciwosciach hydrofilowych

3.2.1.1 Witamina C

Witamina C czyli kwas askorbinowy oraz jego produkt utlenienia - kwas

dehydroaskorbinowy wykazuja réznorodne aktywnosci biologiczne w ludzkim organizmie.
Witamina C posiada zdolnos¢ redukowania poziomu biatek C-reaktywnych (CRP)
zwiastujacych stany zapalne oraz choroby serca. Ponad 85 % witaminy C zawartej w ludzkiej
diecie dostarczane jest z owocami i warzywami (85, 99). Kwas L-askorbinowy moze spetniaé
nast¢pujgce funkcje biologiczne (85):

- by¢ kofaktorem enzymow;

- wylapywac¢ wolne rodniki;

- posiada¢ zdolno$¢ donora/akceptora w transporcie elektronowym przez btony;

- regenerowac a-tokoferol.

Tabela 7 Zawarto$¢ witaminy C w najczesciej spozywanych warzywach krzyzowych

Rodzaj warzywa Zawarto$¢ witaminy C [mg/100g §.m.] Literatura
34-93 (100)
41-64 (101)
74,8 (102)
75 (103)
84 (41)
Brokuty 93 (104)
103 (105)
112 (106)
113 (85)
54-120 (95)
43-146 97)
76 (107)
Brukselka 87-109 (85)
192 (108)
Tarmus 92,6 (107)
186 (85)
17,2 (107)
40-44 (95)
. 49,9 (102)
Kalafior 64 (41)
64-78 (85)
81 (109)
18,8 (102)
25,6 (110)
28,2 (107)
Kapusta biata 2:?,;; 3 ((19052)
43 (109)
44 (41)
46-47 (85)
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Wystepuja znaczne roznice miedzygatunkowe w zawartosci witaminy C w warzywach
krzyzowych (Tabela 7). Rozbiezno$ci te wynika¢ moga glownie z réznic w genotypach (95,
97) oraz w warunkach klimatycznych upraw (111). Generalnie najnizszym poziomem
witaminy C spos$réd wymienionych warzyw krzyzowych charakteryzuje si¢ biata kapusta,
mylnie uwazana od lat w Polsce za bogate zrodto tego zwigzku.

Kwas dehydroaskorbinowy (DHA) jest niestabilny w srodowisku fizjologicznego pH i
na drodze enzymatycznych przemian spontanicznie przechodzi w kwas 2,3-diketogulonowy
(85). Wedtug danych literaturowych kwas dehydroaskorbinowy stanowit dominujaca forme
witaminy C w kapuScie wystgpujac w stezeniu okoto 4 razy wigkszym niz stezenie kwasu
askorbinowego (110). Inn grupa naukowcoéw odnotowata natomiast udziat formy DHA rzedu

odpowiednio 14% i 8% catkowitej zawartosci witaminy C w kalafiorze i brokutach (112).

3.2.1.2 Zwiazki polifenolowe

Zwiazki fenolowe stanowig bardzo liczng grupe wtornych metabolitow roslin. Ze
wzgledu na strukture zostaty one sklasyfikowane na kilka grup w obrgbie ktorych, podzielono
je w zalezno$ci od liczby 1 pozycji grup hydroksylowych oraz obecnosci innych
podstawnikoéw. Zwigzki polifenolowe, w szczegdlnosci flawonoidy charakteryzuja sie
roznorodng aktywnoscig biologiczng (113-116). Do najwazniejszych z nich mozna zaliczy¢:

- whasciwosci przeciwutleniajace;

- ochronne wiasciwosci w stosunku do naczyn wlosowatych;

- zdolnos¢ hamowania wzrostu guza w kilku stadiach.

Zwiazki fenolowe posiadaja zdolno$¢ do wychwytywania reaktywnych form tlenu ze wzgledu
na swoj charakter elektrono-donorowy. Ich wlasciwosci przeciwutleniajace zaleza zaréwno
od stabilno$ci w roznych warunkach jak i od liczby oraz potozenia grup hydroksylowych w
czasteczce. W wyniku wielu badan in vitro stwierdzono, ze zwiazki fenolowe charakteryzuja
si¢ wyzszym potencjalem przeciwutleniajagcym niz witaminy antyoksydacyjne oraz
karotenoidy (117, 118).

Badania nad profilem zwigzkéw polifenolowych wystepujacych w warzywach
krzyzowych skupialy si¢ gldéwnie na kwiatach brokutéw, najbardziej popularnych w krajach
zachodniej Europy oraz USA. Brokuty stanowig zrodto flawonoli oraz pochodnych kwasu
hydroksycynamonowego. Za gléwne flawonole wystepujace w brokutach uznano kwercetyne
oraz 3-O-soforozydokamferol (119). Dominujace pochodne kwasu hydroksycynamonowego

w brokutach stanowig (43):
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- 1-synapo-2-ferulogentobioza,

- 1,2’-disynapo-2-ferulogentobioza,

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

Catkowita zawarto$¢ estrow ferulosynapowych gentobiozy oraz kwasu kofeinowego wsrod
14 odmian brokutéw miesci si¢ w przedziale zawarto$ci odpowiednio od 0 do 8,25 mg/100g
oraz od 0 do 3,82/100g.

W probkach biatej kapusty zidentyfikowano siedem réznych 3-O-soforozydo-7-O-
glukozydow kamferolu 1 kwercetyny acylowanych badz nieacylowanych kwasem
hydroksycynamonowym (120). Dodatkowo w liSciach kapusty stwierdzono réwniez obecno$é
niezmodyfikowanego tetraglukozydu kamferolu oraz jego pochodnych acylowanych kwasem
synapowym, ferulowym badz tez kofeinowym (121).

Purpurowe zabarwienie czerwonej kapusty spowodowane jest obecno$cig zwigzkow
antocyjanowych w lisciach. Czerwona kapusta zawiera ponad 15 r6znych antocyjanow, ktore
sa acyloglikozydami cyjanidyn (122). Oszacowano calkowitg zawarto$¢ antocyjandw w
czerwonej kapuscie na poziomie stezen rzedu 25 mg/100 g (123). Po procesie hydrolizy ilo§¢
uwolnionych antocyjanéw siggata 44,4 - 51,2 mg/100 g (101).

Zawartos¢ polifenoli podobnie jak i1 innych fitozwigzkow w warzywach zalezy od
wielu czynnikow takich jak: gatunek, warunki klimatyczne, warunki uprawy oraz
przechowywania. W przypadku polifenoli bardzo waznym czynnikiem wptywajacym na
poziom zawarto$ci sa warunki obrobki kulinarnej. W tabeli 8 zestawiono informacje o
poziomach stezen polifenoli w probkach najpopularniejszych warzywach krzyzowych.

Polifenole moga wystgpowa¢ w roslinach zarowno w formie rozpuszczonej jak i
zwiazanej ze sktadnikami $ciany komorkowej. Szacuje si¢, ze udzial zwigzanych postaci
polifenoli w catkowitej ilosci polifenoli wynosi od 20,5 % dla brokutow do 32,9 % dla biatej
kapusty (104). Polifenole w warzywach wyst¢pujg zarowno w formie zwigzanej z cukrami
jak 1 tez w formie aglikonéw. Generalnie w surowych warzywach wystepuja glukozydy
flawonoidow natomiast ich aglikony moga si¢ pojawi¢ w wyniku obrébki kulinarne;.
Zazwyczaj w trakcie badan majacych na celu okreslenie poziomu flawonoidéw oznaczano
gtownie stezenie aglikonow powstatych wskutek hydrolizy kwasowej, poniewaz oznaczenie
poszczegbdlnych glukozyddéw flawonoidowych jest zadaniem trudnym ze wzgledu na brak
odpowiednich wzorcow. Wyniki analiz probek ekstraktow z rodlin krzyzowych z
zastosowaniem techniki HPLC s3 podstawa do stwierdzenia, ze podstawowym aglikonem
flawonoidowym jest kwercetyna (102, 124). Potwierdzono réwniez obecnos$¢ pochodnych

kamferolu i mirecytyny w wigkszosci badanych probek warzyw krzyzowych. Nie
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stwierdzono natomiast obecnosci mirecytyny i to zarbwno w brokutach, kalafiorze jak i w
biatej 1 czerwonej kapuscie. Innymi aglikonami flawonoidow odnalezionymi wséréd warzyw

krzyzowych byla apigenina i luteolina (124).

Tabela 8 Stwierdzone poziomy stezen zwigzkéw polifenolowych w warzywach krzyzowych

(wyrazone w postaci mg rownowaznikéw kwasu galusowego /100 g §.m)

Pochodzenie Rodzaj rozpuszczalnika Rodzai warzvwa Calkowita Literatura
warzyw uzytego do ekstrakcji J yw zawartos¢ polifenoli
Brokuty 82,2+8,9
Mauritius Aceton/woda (70:30 v/v) Kalafior 27,8+1,5 (102)
Kapusta chinska 118,9+12,5
Kapusta biata 15,3+2,1
Stany Aceton/woda (80:20 v/v) Brokuty 80,8+1,2 (104)
Zjednoczone Kapusta 36,7+6,9
Brokuty 337+62
Stany Aceton/woda/kwas Kalafior 274 (125)
Zjednoczone octowy (70:29;5:0,5 v/v/v) Kapusta biata 203+31
Kapusta czerwona 254+£18
Japonia Metanol/woda (80/20 v/v)  Brokuty 34,5+1,0 (105)

3.2.2 Przeciwutleniacze o charakterze lipofilowym

3.2.2.1 Karotenoidy

Zwiazki z grupy karotenoidow (karoteny i ksantofile) stanowig zotte, pomaranczowe i

czerwone barwniki, ktore sa obecne w tkankach wielu owocéw i warzyw. Kilka z nich
uwazanych jest za prekursory witaminy A (np. B-karoten, y-karoten i f-kryptoksantyna), ktore
wzgledu na obecno$¢ sprzezonych wigzan podwdjnych posiada zdolno$¢ zarowno
wychwytywania rodnikéw jak i wygaszania tlenu singletowego. Niski poziom B-karotenu w
0soczu moze si¢ przyczynia¢ do rozwoju nowotwordw i chordb serca oraz powodowac wzrost
ryzyka zawatu wsrdd palaczy tytoniu (126).

Sposrod probek 22 gatunkéw warzyw poddanych badaniom na zawartos$¢
karotenoidéw najwyzszym poziomem stezen tych zwigzkow rzedu ponad 10 mg/100 ¢
charakteryzowaly si¢: jarmuz, czerwona papryka, natka pietruszki, szpinak, marchew i
pomidory (127). W badaniach tych na 11 miejscu pod wzgledem poziomu zawartosci
karotenoidéw znalazta si¢ brukselka (6,1 mg/100g) na 16 brokuly (1,6 mg/100g) czerwona
kapusta na 20 miejscu ( 0,43 mg/ 100g ) i na przedostatnim (21) biata kapusta (0,26 mg
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/100g). W tabeli

najpopularniejszych warzyw krzyzowych.

9 przedstawiono zakresy zawarto$ci

karotenoidow w prdobkach

Tabela 9 Zawarto$¢ karotenoidéw w probkach najpopularniejszych warzyw nalezacych do

rodziny krzyzowych [mg/100 g §.m].

Warzywo a-karoten p-karoten Luteina+zeaksantyna Literatura
0,001 0,78 2,45 (128)
0 0,28 0,80 (127)
$lady 1,00 1,80 (129)
Brokuty 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)
0,006 0,45 1,59 (128)
0,05 0,63 2,71 (127)
Brukselka ) 0.43 0.92 (129)
0-0,01 0,77-1,02 - (95)
0 9,23 39,55 (128)
. 0,15 7,28 18,63 (127)
Jarmuz
0,05-0,07 3,65-6,08 - (95)
- 2,84-4,38 3,04-5,26 (130)
0 <0,01 0,02 127)
Kalafior - 0,01 0,03 (129)
$lady 0,07-0,08 - (95)
0 0,07 0,31 (128)
0 0,02 0,08 (127)
Kapusta biata $lady 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)
$lady 0,02 0,03 (129)

3.2.2.2 Witamina E

Do zwigzkéw wykazujacych biologiczng aktywnos$¢ witaminy E naleza tokoferole

oraz tokotrienole. Dominujacg reakcja odpowiedzialng za aktywnos$¢ przeciwutleniajaca

tokoferoli jest przekazanie atomu wodoru i tworzenie rodnika tokoferoksylowego. Witamina

E wykazuje wlasciwos$ci profilaktyczne w chorobach serca poprzez zdolno§¢ hamowania

utleniania frakcji

cholesterolowej

LDL (132). Catkowita zawarto$¢ tokoferoli oraz

tokotrienoli w warzywach krzyzowych jest dosy¢ niska i w przeliczeniu na 100 g wynosi

(133):
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- 0,82 mg dla brokutow;

- 0,40 mg dla brukselki;

- 0,35 mg dla kalafiora;

- 0,05 mg dla czerwonej kapusty

- 0,04 mg dla biatej kapusty.
Wyniki innych badan wskazujg na podobng kolejno$¢ tych warzyw pod wzgledem zawartoSci
witaminy E, jednak oznaczone poziomy zawartoéci sg dwukrotnie wyzsze (95). Roznice w
poziomach stezen wynikaja najprawdopodobniej z réznic w warunkach klimatycznych
poszczegdlnych  upraw.  Stwierdzono, ze najbogatszym  zrodtem  lipofilowych
przeciwutleniaczy sa takie warzywa jak jarmuz oraz brokuly, natomiast najnizszymi

poziomami zawarto$ci tych zwigzkdéw charakteryzuja si¢ kapusta oraz kalafior.

3.2.3 Trwalos¢ przeciwutleniaczy podczas obrobki i przechowywania warzyw krzyzowych

Witamina C ze wzglgdu na swoj hydrofilowy charakter i niska stabilno$¢ podczas
ogrzewania, uwazana jest za wskaznik jakosci procesu obrobki zywnos$ci. Warzywa krzyzowe
po zbiorze sa najczesciej przechowywane w temperaturze otoczenia, rzadziej w warunkach
chtodniczych. Zwykle w warzywach przechowywanych w temperaturze otoczenia nastepuje
gwattowny spadek kwasu askorbinowego. Odnotowano stata utrate tego zwiagzku w brokutach
przechowywanych w temperaturze 20°C (odpowiednio o 56% - po tygodniu i 0 72% po
dwoch tygodniach) (100). Jednak podczas przechowywania brokutéw w temperaturze 4°C po
uplywie 7 dni nie zaobserwowano spadku zawartosci witaminy C dopiero po kolejnych 14
dniach poczatkowa warto$¢ kwasu askorbinowego spadata o 20%. Przechowywanie brokutow
w workach foliowych powoduje rowniez zahamowanie spadku zawartosci witaminy C (134).
Brokuty, kalafior oraz brukselka najczesciej dostepne sg na rynku w postaci mrozonek. Przed
zamrozeniem warzywa poddawane s3 procesowi mycia, rozdrabniania oraz blanszowania
(rodzaj obrobki cieplnej zywnosci polegajacej na zanurzeniu na kilkadziesiat sekund we
wrzatku lub wtozeniu do zimnej wody, doprowadzeniu do stanu wrzenia i wyjeciu) W celu
inaktywacji enzymow oksydacyjnych. Spadek zawartosci witaminy C w trakcie procesu
blanszowania zalezy w duzym stopniu od gatunku warzyw. Po procesie blanszowania
trwajacym 3 minuty odnotowano spadek zawartosci witaminy C (0 16% i 30%) odpowiednio
w probkach kalafiora i kapusty (109). Blanszowanie brokutéw na parze powodowato spadek
wyjsciowego stezenia kwasu askorbinowego 0 30% (111). Proces zamrazania nic powodowat
znaczacego spadku zawarto$ci witaminy C. Stwierdzono réwniez, ze podczas 12 miesigcy

przechowywania w temperaturze -20°C zawarto$¢ witaminy C spadta o 3-18% w przypadku
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brokutéw i o 6-13% w przypadku kalafiora (100). Stwierdzono znacznie wyzszy spadek
zawartosci witaminy C (siggajacy 30% pierwotnej zawartosci) w przypadku biatej kapusty
przechowywanej w podobnych warunkach (109).

Spadek zawartosci witaminy C w przypadku brukselki w duzym stopniu zalezy od
warunkéw gotowania. Najmniejszg utrate tej witaminy (w granicach od 3,7% do 10,6%)
zaobserwowano podczas gotowania brukselki w szybkowarze i w garnku akutermicznym
(108). Zawartos¢ kwasu askorbinowego natomiast dramatycznie spadata w przypadku
brokutow gotowanych zaréwno w konwencjonalny sposob jak i w kuchence mikrofalowe;j
(105). Autorzy tych badan doszli do wniosku, ze o wiele wigkszy wpltyw na zawarto$¢
witaminy C w brokulach ma czas gotowania niz sam sposéb gotowania. Bioragc pod uwage
poziom zawartosci witaminy C, puszkowanie warzyw krzyzowych wydaje si¢ by¢ najmniej
odpowiednim sposobem ich przechowywania. Blanszowanie i puszkowanie brukselki
powoduje spadek zawarto$ci kwasu askorbinowego (rzg¢du 66%). Spadek poziomu zawartosci
tego zwigzku jest wiec 2 razy wiekszy niz w przypadku blanszowania i zamrazania (108).

W trakcie okresu 7 dni przechowywania brokutéw w temperaturze 1°C odnotowano
okolo 2-3 razy wyzszy spadek zawartosci zwigzkéw fenolowych niz witaminy C (43).
Zawarto$¢ poczatkowa flawonoidow w tych warunkach o spadata az o 61 %. Wyniki
uzyskane w trakcie innych badan wskazuja na odwrotng zalezno$¢, polifenole podczas
tygodniowego przechowywania brokutéw w temperaturze 5°C wykazaly si¢ wyzsza
trwatoscig (134). Nie odnotowano réwniez spadku stezenia tych zwigzkow w brokutach
przechowywanych w opakowaniach foliowych.

W przypadku brokutow przechowywanych bez opakowania zaobserwowano znaczny
wzrost (26,7%) zawartosci polifenoli prawdopodobnie spowodowany utratg masy i wzrostem
ich stezenia w komorkach. Wzrost stezenia polifenoli podczas przechowywania warzyw w
temperaturze otoczenia w poréwnaniu z warzywami przechowywanymi w chtodni rowniez
potwierdzatoby t¢ teze. W tabeli 10 zestawiono informacje obrazujace wplyw operacji
gotowania na zawarto$¢ fenoli w brokutach. Spadek zawartosci polifenoli podczas procesu
blanszowania i zamrazania wahala si¢ w granicach od 12% (dla jarmuzu i kalafiora) do 58%
(dla brokutéw) (109, 135, 136).

Wyniku badan dotyczace trwalosci karotenoidow podczas obrobki warzyw s3
sprzeczne. Autorzy niektérych prac sugeruja, ze sa podstawy do stwierdzenia, ze wystepuje
spadek calkowitej zawartosci karotenoidow (o 23%) podczas konwencjonalnego i
mikrofalowego gotowania brokutow (105). W wyniku analizy odpowiednich probek

odnotowano spadek poziomu B-karotenu i wiolaksantyny oraz wzrost stezenia luteiny. Inni
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autorzy obserwuja natomiast wzrost poziomu karotenoidéw spowodowany obrobkg termiczng
warzyw. Podczas procesu gotowania brokulow oraz kapusty odnotowano wzrost stezenia
karotenoidow ( o 31%) (137). W przypadku brokutéw nastapit wyzszy wzrost st¢zenia [3-
karotenu niz luteiny natomiast w przypadku kapusty zaobserwowano odwrotng zaleznosc.
Gotowanie zamrozonej brukselki w wodzie przez 15 minut nie wptywa znaczaco na catkowitg
zawarto$¢ karotenoidow, natomiast wzrasta wowczas stezenie Cis-f-karotenu ( o 28%) oraz

luteiny (o 2%) maleje natomiast st¢zenie B-karotenu (0 7%).

Tabela 10 Informacje literaturowe obrazujagce wplyw procesu gotowania na zawarto$¢

polifenoli w brokutach.

Stosunek

Proces ilosci Czas . Spadelf . .
gotowania brokuléw gotovx_/anla Zwigzek zawartosci Literatura

do wody [min] [%]
0,5 31,6

Konwencjonalny  0,5g/10ml 15 Polifenole 53,0 (105)
5,0 71,9
Glukozydy flawonoidowe 82,0
3-O-soforozydo kwercetyna 72,0

Konwencjonalny  3g/10ml 15,0 3-O-soforozydo k.amferol 86,0 (119)
Izokwercytrina 85,0
3-0-glukozydo kamferol 76,0
Diglukozydo kamferol 81,0
Flawonoidy 80,9

Konwencjonalny ~ 10g/10ml 5,0 Pochodne kofeino-chinonowe 60,1 (43)
Pochodne synapowe i ferulowe 50,7
Flawonoidy 97,2

Mikrofale 10g/10ml 50 Pochodne kofeino-chinonowe 87,4 (43)
Pochodne synapowe i ferulowe 76,2
Flawonoidy 11,1

Na parze 10g/10ml 3,5 Pochodne kofeino-chinonowe 8,1 (43)
Pochodne synapowe i ferulowe 0,3
) Flawonoidy 53,4

Z}gﬁgﬁ;g 10g/10ml 3,0 Pochodne kofeino-chinonowe 49,3 (43)
Pochodne synapowe i ferulowe 41,9

Podsumowujac, mozna stwierdzié, ze podczas procesu obrobki warzyw obecne w nich
przeciwutleniacze mogg ulega¢ wielu przemianom tj. rozpad termiczny, zmiany jako$ciowe,

wyptukiwanie do otaczajacej wody. Wszystkie te procesy w znaczacy sposob moga wptywaé
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na catkowita aktywno$¢ przeciwutleniajgcg warzyw krzyzowych przeznaczonych do

konsumpcji.

3.2.4 Wiasciwosci przeciwutleniajgce warzyw krzyzowych surowych i poddanych obrobce

Probki ekstraktow warzyw krzyzowych byly poddawane analizie z wykorzystaniem
réznych technik pomiaru potencjatu przeciwutleniajacego (104, 125, 138-142). Szczegdtowy
opis najczgéciej stosowanych metodyk wykorzystywanych do oznaczania wiasciwosci
przeciwutleniajgcych probek zywnosci umieszczono w pracy przegladowej i opracowaniu
ksigzkowym (143, 144).

Wyniki badan z wykorzystaniem metodyki ORAC moga stanowi¢ podstawy do
uszeregowania najpopularniejszych  warzyw krzyzowych pod katem aktywnosci
przeciwutleniajacej w nastepujacej kolejnosci: jarmuz, brukselka, brokutly, kalafior 1 kapusta
(139) (Tab. 11).

Tabela 11 Wyniki badan aktywnoS$ci przeciwutleniajacej niektorych warzyw krzyzowych
uzyskane w wyniku zastosowania metodyki ORAC.

Przygotowanie probki Warzywa ORACRroo+ (umol Trolox/g) Literatura
Jarmuz 17,7
Ekstrakei 4 Brukselka 9,8
stral cja za pomocg wody + Brokulu 8.9 (139)
ekstrakcja za pomocg acetonu )
Kalafior 3,8
Kapusta 3,0
Ekstrakci . . Brokuty 23-208
strakcja za pomoca mieszaniny . )
aceton/woda (50:50 v/v) Kalaflor 62-152 (141)
Kapusta biata 23-146
Ekstrakcja za pomoca wody + i
ekstrakcja za pomocg heksanu Brokuly 42-131 (145)
Ekstrakcja za pomoca mieszaniny Brokuty 15,9
heksan/dichlorometan (1:1 v/v) + Kalafior 65
ekstrakcja za pomocg mieszaniny Kapusta biata 136 (125)
aceton/woda/kwas octowy
(70:29,5:0,5 viviv) Kapusta czerwona 22,5

Podobne wyniki uzyskano podczas badan potencjatu przeciwutleniajacego z wykorzystaniem
metodyki pomiaru zdolnosci ekstraktow warzyw do inhibicji peroksydacji lipidow (138).
Analizujac wyniki tych badan mozna stwierdzi¢, ze sposréd badanych warzyw krzyzowych
najwyzszym potencjatem antyoksydacyjnym charakteryzowata si¢ brukselka, brokuly i

czerwona kapusta. Ogodlnie rzec biorgc biala kapusta charakteryzowata si¢ najnizsza
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aktywnos¢ przeciwutleniajgcg, tylko w niektorych przypadkach warto$¢ ta byta
porownywalna z aktywnoscig przeciwutleniajgca brokutow (125, 141).

Oznaczona catkowita zdolno$¢ przeciwutleniajagca warzyw zalezy miedzy innymi od
rodzaju przeprowadzonej ekstrakcji oraz od typu przeciwutleniaczy obecnych w ekstrakcie
(138, 139). Zaobserwowano rowniez znaczne roznice w aktywnosci przeciwutleniajacej
wsrdod ekstraktow uzyskanych z 8 genotypow brokutéw (145). Réznica pomiedzy najwyzsza i
najnizsza warto$cig liczbowa parametru okreslajacego zdolno$¢ przeciwutleniajaca byta
trzykrotna. W trakcie badan majacych na celu okreslenie zdolno$ci przeciwutleniajacej
warzyw nalezy bra¢ pod uwage aktywnos$¢ zarowno hydrofilowych jak 1 hydrofobowych
przeciwutleniaczy. W przypadku brokutow hydrofilowe ekstrakty uzyskane z warzyw,
zawierajace witaming C i polifenole odpowiedzialne byly za spadek (rzedu 80 - 95%)
catkowitej aktywnosci przeciwutleniajgcej wyznaczonej w wyniku zastosowania metodyki
ORAC (145). W innych warzywach krzyzowych zaobserwowano podobng zalezno$¢, w tym
przypadku przeciwutleniacze o charakterze przeciwutleniaczy hydrofilowych byty
odpowiedzialne za catkowita aktywnos$¢ przeciwutleniajaca (89%) (125).

Mozna wig¢ stwierdzi¢, ze termiczna obrobka warzyw krzyzowych zdecydowanie
wplywa na poziom ich aktywnos$ci przeciwutleniajacej. W wigkszosci przypadkow dziatanie
wysokiej temperatury skutkowato obnizeniem catkowitego potencjalu przeciwutleniajacego
warzyw. Zauwazono, ze zaréwno w trakcie konwencjonalnego jak i mikrofalowego
gotowania kalafiora w ciggu 5 minut odnotowano 65% ubytek wlasciwosci
przeciwutleniajacych (105). Podobny efekt zaobserwowano w przypadku gotowania
brokutow gdzie nastgpit 21% spadek aktywnosci przeciwutleniajacej (125). Inne badania
pokazaty z jednej strony spadek aktywnosci antyoksydacyjnej kalafiora podczas
blanszowania (23%), jednak w przypadku kapusty biatej odnotowano 9% wzrost tych
wilasciwosci (109).

Pomimo, ze przeprowadzono do tej pory wiele badan dotyczacych obrobki termiczne;j
zywnosci pochodzenia roslinnego, wcigz mato wiadomo na temat wplywu tego procesu na
zawarto$¢ sktadnikow bioaktywnych. W wigkszos$ci eksperymentow stosowane czasy obrobki
termicznej czgsto maja mato wspdlnego z faktycznymi warunkami przetworstwa

stosowanymi czy to w domu czy tez w przemysle.
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Cel i zakres pracy

Il. CEL | ZAKRES PRACY

Zasadniczym celem pracy doktorskiej, realizowanej w ramach Studium
Doktoranckiego przy Wydziale Chemicznym, bylo okreslenie wplywu typowej obrobki
kulinarnej na zawarto$¢ substancji bioaktywnych w kapuscie biate;j.

Zalozeniem wykonanych badan bylo dostarczenie naukowych  podstaw
rekomendacjom zywieniowym majacym na celu zmniejszenie zagrozenia chorobami

nowotworowymi oraz promocj¢ kapusty jako cennego sktadnika tradycyjnej polskiej diety.

Program badawczy bedacy przedmiotem niniejszej rozprawy zwigzany jest z

realizacja nastepujacych zadan:

» Pordéwnanie wlasciwosci przeciwutleniajacych, oraz profilu glukozynolanow polskiej
kapusty na tle warzyw pochodzacych z roznych rejonéw Europy, a takze w kapuscie
pochodzacej ze standardowej oraz ekologicznej uprawy.

* QOcena zmian aktywnosci przeciwutleniajacej oraz profilu przeciwutleniaczy podczas
obrobki termicznej i procesu fermentacji kapusty.

* Ocena wplywu obrébki kulinarnej na sklad glukozynolandw oraz indolowych
pochodnych w kapuscie.

=  QOpracowanie procedury izolacji sktadnikow bioaktywnych uwalnianych podczas
obrobki kulinarnej kapusty.

= Zastosowanie zaawansowanych technik spektroskopowych w celu identyfikacji

struktur zwigzkoéw bioaktywnych powstajacych podczas obrobki kulinarnej kapusty.
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III. CZESC DOSWIADCZALNA
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, Qp_ys185;

* 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 Wiochy;

= 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;

» Na,S,0g — odczynnik otrzymany z Katedry Chemii Nieorganicznej;

= Kwas octowy (98%) POCH S.A.;

= Kwas siarkowy (98%) POCH S.A;

» Kwas mrowkowy (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;

» Zel krzemionkowy Baker;

= Zywica jonowymienna DEAE Sephadex Sigma Aldrich;
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* Plytki do analitycznej chromatografii cienkowarstwowej - zel krzemionkowy 60 Fysa,

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

= Plytki preparatywne do chromatografii cienkowarstwowej PLC — Zel krzemionkowy 60 Fasa,

grubo$¢ warstwy 1 mm, 20 x 20 cm, Merck.

1.2 Badane probki

kapusta zakupiona w okresie wiosennym tzw. mtoda kapusta na terenie Polski (Gdansk);

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

kapusta zakupiona w okresie jesiennym (Gdansk) pochodzaca z gospodarstwa
ekologicznego ,,Fohat” (uprawy ekologiczne- uprawy bez uzycia nawozow sztucznych i
pestycydow, przy zachowaniu zyznosci gleby oraz bioréznorodnosci);

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 (Gdansk).

1.3 Aparatura

N

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 wyposazony w detektor DAD oraz MS;
Chromatograf cieczowy model 1200 Agilent wyposazony w detektor DAD oraz kolektor
frakcji’;

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

o $rednicy ziaren d,=5um;

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

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

. Opis stosowanych procedur analitycznych

* Centrum Doskonatoéci — Chem-Bio-Farm, Wydziat Chemiczny PG
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2.1 Przygotowanie probek kapusty do badan

Probki miodej kapusty oraz kapusty pochodzacej z Anglii, Belgii i Niemiec po
rozdrobnieniu poddano procesowi liofilizacji. Probki polskiej kapusty pochodzacej ze
standardowej i ekologicznej uprawy poddano obrobee, ktorej etapy przedstawiono
schematycznie na rysunku 1. Do procesu fermentacji poszatkowang kapuste pochodzaca 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 probki kapusty, z ktorych 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
szatkowanie
wyciskanie Sok ze $§wiezej kapusty
Rozdrobniona kapusta
liofilizacja Liofilizaty ze $wiezej kapusty
fermentacja (2tyg)
wyciskanie Sok z kiszonej kapusty
Kiszona kapusta
ofilzacla | | iofilizaty z kiszonej kapusty

Rys. 1 Schemat przygotowania do dalszych analiz probek kapusty pochodzacej ze

standardowej i ekologicznej upraw.

2.2 Oznaczanie substancji bioaktywnych w kapuscie

2.2.1 Techniki i metodyki stosowane do oznaczania substancji bioaktywnych w kapuscie

2.2.1.1 Metodyki oznaczania wlasciwo$ci przeciwutleniajacej probek kapusty

- Test ABTS
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Zasada tej techniki analitycznej polega na spektrofotometrycznym pomiarze spadku
warto$ci absorbancji rodnika ABTS (Rys. 2) wywolanego przez dzialanie przeciwutleniacza.
Na etapie wytwarzania kationorodnika ABTS wykorzystywano nadsiarczan sodu. Zwigzek
ABTS reaguje z nadsiarczanem sodu w stosunku stechiometrycznym (1:0,5). Zazwyczaj
stosuje si¢ jednak nadmiar tego zwigzku w celu uniknigcia jego catkowitego utlenienia.
Utlenienie zwigzku ABTS nast¢puje natychmiast, jednak maksymalng warto§¢ absorbancji 1
pelng stabilnos$ci rodnik uzyskuje po uptywie 6 godzin dlatego roztwor kationorodnika

sporzadzano 24 godziny przed rozpoczgciem pomiardw.
"NH, 0,S s S SO,NH,"
je8stie o
e \
C2H5 C2H5

Rys. 2 Struktura kationorodnika ABTS™" [2,2’-azynobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulofonian)].

Pomiaru warto$ci absorbancji poszczegdlnych ekstraktow inkubowanych z roztworem
rodnika ABTS dokonywano przy dlugosci fali 734 nm. Zdolno$¢ przeciwutleniajaca
poszczegolnych probek ekstraktow badz sokow przeliczano na ilos¢ rownowaznikéw Troloxu
przypadajacych na probke liofilizatu kapusty o masie 1 g (sucha masa) badz na 1mL soku.
(Trolox jest to syntetyczna substancja wzorcowa be¢daca hydrofilowa pochodng witaminy E

wykazujaca silng aktywno$¢ przeciwutleniajgca — patrz. rys.3).

CH
HO O

OH
H.C o)

CH

CH

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

Na schemacie (Rys. 4) przedstawiono poszczeg6lne etapy stosowanej procedury analitycznej.
Warto§¢ potencjatu przeciwutleniajgcego analizowanych probek przeliczano na ilo$¢
réwnowaznikéw Troloxu korzystajac z réwnan odpowiednich krzywych kalibracyjnych

(Rys. 5).
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Przygotowanie roztworu kationorodnika ABTS"
- sporzadzenie wodnego roztworu Na,S,0¢ 0 st¢zeniu 2,45 mM.
- sporzadzenie roztworu ABTS o stgzeniu 7mM we wczeséniej sporzadzonym roztworze NayS,0g .

Inkubacja mieszaniny reakcyjnej [6h-48h; bez dostepu $wiatla]

Rozcienczenie metanolem mieszaniny reakcyjnej do uzyskania absorpcji roztworu 0,70+0,02 [734 nm]

1mL 1mL 1mL 1mL
10 pL roztworu 10 pL roztworu 10 pL roztworu
WIS G Troloxu o stezeniu Cy Troloxu o stezeniu C, Troloxu o stezeniu Cs

Pomiar wartosci absorbancji roztworu [734 nm]

Sporzadzenie krzywej kalibracyjnej dla Troloxu: A =f ( stez. )

Wyznaczenie ilosci rownowaznikéw Troloxu w analizowanej probce.

Rys. 4 Schemat postepowania stosowany podczas pomiaru zdolno$ci przeciwutleniajacej

probek ekstraktéw rozpuszczalnikowych badz sokow przy uzyciu testu ABTS.

0,8

0,6 -
y = -0,281x + 0,681
£ R? = 0,998
[
< 04 -
(a2}
&~
<
0,2 -
b
0 T T T
0 0,5 1 1,5 2

stezenie Troloxu [umol/ml]
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Rys. 5 Krzywa kalibracyjna dla metanolowego roztworu Troloxu uzyskana w wyniku

zastosowania testu ABTS.

- Test DPPH

Zwigzek DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) - (Rys. 6) jest jednym z Kkilku
stabilnych 1 komercyjnie dostgpnych rodnikoéw azowych. Roztwory wodne tego zwiazku
charakteryzuja si¢ purpurowa barwa z maksimum absorbancji przy dlugosci fali 515 nm. W
trakcie reakcji redukcji pod wpltywem aktywnosci przeciwutleniaczy barwa roztworu zanika;
postep reakcji mozna monitorowaé spektrofotometrycznie przy dlugosci fali rownej 515 nm.
Na schemacie (Rys. 7) przedstawiono poszczegdlne etapy odpowiedniej procedury

analitycznej.

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

Przygotowanie roztworu DPPH
- sporzadzenie roztworu DPPH w metanolu o st¢zeniu 100 pM

Rozcienczanie mieszaniny reakcyjnej za pomocg metanolu do uzyskania absorpcji roztworu 1,00+0,02 [515 nm]

29mL 29mL 2,9 mL 2,9mL

0,1 mL roztworu 0,1 mL roztworu 0,1 mL roztworu
Troloxu o st¢zeniu Cy Troloxu o st¢zeniu C, Troloxu o st¢zeniu Cs

0,1 mL ekstraktu

Pomiar warto$ci absorbancji roztworu [515 nm]

Sporzadzenie krzywej kalibracyjnej dla Troloxu: A = f (stez. )

Wyznaczenie ilo$ci rownowaznikow Troloxu w analizowanej probce.
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Rys. 7 Schemat postgpowania wykorzystywany podczas pomiaru zdolno$ci

przeciwutleniajacej probek ekstraktow rozpuszczalnikowych przy uzyciu testu DPPH.

Warto$§¢ potencjatu przeciwutleniajacego analizowanych probek przeliczano na ilo$¢
réwnowaznikow Troloxu korzystajac z rownan odpowiednich krzywych kalibracyjnych
(Rys. 8).

1,2
14
y =-0,680x + 1,072
—_ 08 R?=0,999
£
[
2 0,6 +
1o,
< 0,4 4
0,2 4
0 T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

stezenie Troloxu [umol/mL]

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

zastosowania testu DPPH.

- Test PCL

Badanie aktywnosci przeciwutleniajace;j z zastosowaniem metody
chemiluminescencyjnej wykonano dzigki uprzejmosci i pomocy pracownikow Instytutu
Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie.

Zdolnos¢ przeciwutleniajagca lipofilowych antyoksydantow oznaczono dzigki
zastosowaniu zestawu ACL-kit (AnalytikJena, Jena, Niemcy). Zasada tego testu oparta jest na
wykorzystaniu ~ wzbudzonych z  odpowiedniego  znacznika form  emitujacych
chemiluminescencj¢ w wyniku reakcji z rodnikami tlenowymi. Kazdy zwigzek, ktory ma
zdolnos¢ reagowania z rodnikami tlenowymi bedzie hamowat promieniowanie. W
zastosowanym teScie rodniki generowane byly w systemie poprzez wzbudzanie
fotochemiczne. Jako znacznika uzyto luminol, ktoérego zadanie polega na reakcji z
utleniaczami w celu zamieniania ich stabej emisji na emisj¢ intensywna, dlugotrwata i
stabilng. [losciowo zdolno$¢ przeciwutleniajgca przeliczano na ilos¢ rownowaznikow Troloxu

korzystajac z rownan odpowiednich krzywych kalibracyjnych (Rys. 9).
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Do kuwety reakcyjnej odmierzano:

—  metanol (2,3 mL);

roztwor buforowy (200 plL);

sensybilizator - reagent detekcyjny (25 pL);

roztwor przeciwutleniacza — w tym przypadku odpowiednio rozcienczony za pomoca
metanolu sok z kapusty (20 pL).
Po wymieszaniu roztwor poddawano analizie. Czas rejestracji krzywej emisji §wiatla wynosit

180 s.

0,9
0,8
07 - y = 0,2365x + 0,0756
06 - R?=0,9675 o
0,5
04 -
0,3
0,2 -
014 &

Stopien inhibicji

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Trolox [nmol]

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

Probki ekstraktow rozpuszczalnikowych naktadano za pomoca szklanej kapilary
punktowo na ptytki do TLC pokryte warstwa zelu krzemionkowego. Czynno$¢ tg powtarzano
kilkukrotnie za kazdym razem suszagc miejsce dozowania probek. Chromatogramy rozwijano
stosujac  jako faze ruchoma mieszaning chloroform/metanol w stosunku 9:1 (v/v).
Wizualizacji rozdzielonych zwigzkéw dokonywano spryskujac ptytki (z rozwinigtym
chromatogramem) za pomocg odczynnika Folina-Ciocalteu (146) badZz tez za pomocg
metanolowych roztworéw rodnikow ABTS i DPPH (0,2 %) (147, 148) Wysuszone

chromatogramy dokumentowano za pomocg skanera laserowego.
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2.2.1.3 Oznaczanie zawarto$ci glukozynolanow w_ probkach kapusty przy uzyciu

chromatografii cieczowej (wg PPN-EN 1SO 9167 —1 : 1999)

Glukozynolany sa ekstrahowane za pomoca metanolu, a nastgpnie oczyszczane i
poddawane enzymatycznej desulfatacji na zywicy jonowymiennej. Oznaczanie zawartosci
glukozynolanéw wykonuje si¢ korzystajac z wysokosprawnego chromatografu cieczowego
wyposazonego w detektor UV z zastosowaniem kolumn do pracy w odwroconym ukladzie

faz (RP) i elucji gradientowe;.

I. Przygotowanie i oczyszczanie roztworu sulfatazy

Przygotowanie wodnego roztworu mrowczanu imidazolu o stezeniu 6M

Rozpuszczono 204 g imidazolu w 113 mL kwasu mréwkowego w kolbie miarowej o
pojemnosci 500 mL. Roztwor uzupetniono woda do kreski.

Przygotowanie wymieniacza jonowego

Zmieszano 10 g zelu DEAE Sephadex A25 kwasem octowym (5 mL) o st¢zeniu 2 M.
Zawiesing pozostawiono do opadnigcia poczym dodawano dalej roztwor kwasu do momentu,
w ktérym jego objetos¢ przekroczyta dwukrotnie objetos¢ osadu.

Preparatyka kolumn jonowymiennych

Szyjki pipet Pasteura zatykano korkami z welny szklanej. Pipety umieszczano w statywie i do
kazdej wlewano odpowiednig porcje wymieniacza jonowego, tak by po odcieknieciu wody
pozostato okoto 0,5 mL zywicy.

Do kazdej pipety wlewano po 1 mL roztworu mrowczanu imidazolu, a nast¢pnie kolumny
przemywano dwukrotnie 1 mL wodly.

Poszczegélne etapy procedury wykorzystywanej podczas tego fragmentu badan

przedstawiono na schemacie (Rys. 10).

51



Cze$¢ doswiadczalna

Przygotowanie pipet Pasteura z korkami
z szklanej welny

Umieszczenie w pipetach zawiesiny
wymieniacza jonowego (0,5 mL)

Przemywanie zywicy jonowymiennej
mrowczanem imidazolu (1 mL)

Dwukrotne przemywanie zywicy
jonowymiennej woda (1 mL)

Rys. 10 Schemat postgpowania wykorzystywany na etapie przygotowywania kolumn
jonowymiennych stosowanych do procesu oczyszczania sulfatazy.
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Oczyszczanie sulfatazy

Schemat postgpowania wykorzystywany na tym etapie badan przedstawiono na rysunku 11.

Przygotowanie wodnego roztworu sulfatazy (2,5 mL) o
stezeniu 10 mg/mL

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

Przemywanie kolumny woda (1 mL)

Przemywanie kolumny roztworem octanu sodu (1,5 mL)
o stezeniu 0,2 M

Zebranie wycieku i

Usunigcie octanu sodu z roztworu za pomocsg filtracji

Rys. 11 Schemat postepowania wykorzystywany do procesu oczyszczania sulfatazy za

pomoca kolumn jonowymiennych.

Rozcienczanie roztworu sulfatazy

Za pomocg pipety przenoszono probke oczyszczonej sulfatazy (1 mL ) do kolby pomiarowej
o pojemnos$ci 10 mL. Roztwor dopetniano woda do kreski. Rozcienczony roztwor sulfatazy
przenoszono do fiolek o objetosci 1 mL 1 przechowywano do momentu analizy w

temperaturze — 18°C.
II. Ekstrakcja glukozynolanow z liofilizatow otrzymanych z kapusty

Schemat postgpowania wykorzystywany podczas ekstrakcji glukozynolanéw z probek

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

Dodanie (2 mL) wrzacego metanolu i

Dodanie glukotropeoliny (0,2 mL) o stezeniu 5 mM. i
Wytrzgsanie (10 min) i

Wirowanie i

Powtorzenie ekstrakcji za pomocg wrzacego metanolu (2mL) '

Potaczenie ekstraktow '
Uzupetnienie ekstraktow do objetosci 6 mL za pomocg wody i

Rys. 12 Schemat postgpowania wykorzystywany na etapie ekstrakcji glukozynolanéw z

probek liofilizatu z kapusty.

I11. Oczyszczanie i desulfatacja

Przygotowanie kolumn jonowymiennych

Dla kazdego z otrzymanych ekstraktow przygotowano po jednej pipecie Pasteura zatkanej
korkiem z szklanej welny. Pipety umieszczano pionowo w statywie po czym w kazdej z nich
umieszczano odpowiednig ilo$¢ (0,5 mL) dobrze wymieszanej zywicy jonowymiennej. Po jej
opadnigciu, kazda z pipet przemywano za pomocg roztworu mrowczanu imidazolu (2 mL) a
nastepnie dwukrotnie za pomocg wody (1 mL).

Oczyszczanie i desulfatacja

Do tak przygotowanych kolumienek ekstrakcyjnych nanoszono probki ekstraktow (w taki
sposOb by nie zaburzy¢ powierzchni zywicy) 1 pozostawiano az do momentu odcieknigcia.

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

Otrzymane desulfoglukozynolany wymywano z kolumienek dwukrotnie za pomoca wody

(1 mL), pozwalajac po kazdorazowym dodaniu wody na jej odcieknigcie.

V. Analiza probek desulfoglukozynolanow z wykorzystaniem techniki HPLC-DAD

W tabeli 1 zestawiono parametry toku postgpowania oraz parametry pracy uktadu HPLC-

DAD-MS w  trakcie prowadzenia badan

desulfoglukozynolany.

Tabela 1 Podstawowe parametry toku postepowania analitycznego na

probek  ekstraktow  zawierajacych

etapie

chromatograficznego oznaczania desulfoglukozynolanéw w probkach ekstraktow z kapusty.

Parametr

Wartosé

Objetos¢ dozowanych probek
Sktad fazy ruchome;j

Natezenie przeptywu strumienia fazy ruchomej
Program elucji

Temperatura kolumny
Dhugo$¢ fali
Sposob jonizacji
Tryb pracy detektora MS
Fragmentacja
Przeptyw gazu suszacego (azot)
Cisnienie gazu w nebulizerze
Temperatura gazu suszacego

Temperatura kwadrupola

50 uL
A —woda, B — 20% acetonitryl
ImL/min

0 min — 100% sktadnika A; 1min-
25min — 0-100% sktadnika B

30°C
229 nm
API-ES
negatywny
m/z=60-1000
12 L/min
50 psi
350°C
99°C

Na podstawie parametrow wyznaczonych dla substancji wzorcowych (desulfoglukoiberyny,

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

oraz postugujac sie informacjami dotyczacymi kolejnosci elucji poszczegdlnych DS-GLS

zawartymi w normie (149) zidentyfikowano glukozynolany gléwnie wystepujace w probkach

ekstraktow z kapusty (Rys. 14), (Tabela 3).
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desulfoglukoiberyna

._,
L] I
1 13

14k deSUIfOSinigryna

‘ o J "-, . A

L
100

desulfoglukobrassycyna

15254

desulfoglukotropaeolina

401

Rys. 13 Chromatogramy uzyskane w trakcie analizy probek roztworéw wzorcowych DS-GLS

(DS-GIB; DS-SIN, DS-GTL; DS-GBS) przy uzyciu techniki HPLC-DAD (A=229 nm).
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Tabela 2 Parametry charakteryzujgce substancje wzorcowe desulfoglukozynolanéw poddane

analizie z wykorzystaniem techniki HPLC-DAD-MS

.. Masa . .
DS-GLS/czas retencji Widmo UV Widmo MS
molowa
!
100 A 18!
80 8
<
60 |
DS-GIB /tr=4,8 min 343 20
1 < o,
20] 2 & '§ig | g
L
od | ol |
T T T T T 100 200 300 400 500 600 700
200 225 250 275 300
1= 7
100 A 1o
o 1o
80 1 [ 3 L :I
1 P 1
04 2 &
DS-SIN / tr=6,4 min 279 ol T 'z
S
1l
A T
: : : : : 100 200 300 400 500
200 225 250 275 300
1= 7
=
100 s
19
80 1 = “r
Io 1
. 60 - =K
DS-GTL tr=15,5 min 329 - LT e
401 § g o
20 ] o 3
©
o7 11 .
Joo Zos Fso 275 2oo 100 200 300 400 500 600 700
100 A1 1= 7
[N NE |
80 - 8
L 1
60 - L
—_— H 1 N —
DS-GBS tr=17,7 min 368 0 | 18y o
o L 8 3 —
20] 8 [" g
oll o
200 300 400 500 600 700 800
2\00 2\25 2\50 2‘75 3‘00

DS-GIB - desulfoglukoiberyna; DS-SIN — desulfosinigryna;

wewngtrzny; DS-GBS - desulfoglukobrassycyna.
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Rys. 14 Przyktadowy chromatogram przedstawiajacy profil desulfoglukozynolanow
charakterystyczny dla kapusty biatej otrzymany w wyniku zastosowania techniki HPLC-DAD
(badania przeprowadzono zgodnie z wytycznymi zawartymi w normie PPN-EN I1SO 9167—
1:1999).

Tabela 3  Parametry charakteryzujace desulfoglukozynolany zidentyfikowane podczas
analizy probek ekstraktow z kapusty bialej przy uzyciu techniki HPLC-DAD-MS.

GLS Masa molowa Masa molowa Wspétezynnik  Czas retencji  Charakterystyczne

GLS DS-GLS korekcyjny Kg [min] 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
40HGBS 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; 40OHGBS- hydroksyglukobrassycyna; GTL-
glukotropaeolina- wzorzec wewnetrzny; GBS- glukobrassycyna; MeOHGBS- metoksyglukobrassycyna;
NeoGBS- neoglukobrassycyna)

Jako wzorzec wewngtrzny wybrano glukotropaeoling poniewaz wczes$niej nie stwierdzono
wystepowania tego glukozynolanu w probkach kapusty (77). Zawartos¢ kazdego z
glukozynolanow (wyrazong w mikromolach na gram suchej masy) produktu obliczano

korzystajac z ponizszej zaleznosci:
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x="9.2 kg i
m
gdzie:
Ag- powierzchnia piku chromatograficznego odpowiadajgca danemu analitowi [j.u.p];
As- powierzchnia piku chromatograficznego odpowiadajaca desulfoglukotropaeolinie [j.u.p];
Kg- wspotczynnik korekcyjny desulfoglukozynolanu,
m- masa probki [g];
n- ilo§¢ wzorca wewngtrznego dodanego do probowki [mikromole];

X- zawarto$¢ odpowiedniego glukozynolanu [pumol/g s.m].

2.2.1.4 Oznaczanie indolowych produktow rozpadu GLS w probkach kapusty

Indolowe produkty rozpadu glukozynolanéw ekstrahowano z sokéw kapusty (10 mL)
za pomoca 3 porcji octanu etylu (5 mL). Potaczone ekstrakty odparowywano przy
zastosowaniu wyparki obrotowej. Suchg pozostatos¢ rozpuszczano ponownie w mieszaninie
acetonitrylu i buforu fosforanowego (1:1 v/v; 1 mL; pH=7). Tak przygotowane ekstrakty
poddawano nastgpnie analizie przy uzyciu techniki HPLC-DAD. ldentyfikacji
najwazniejszych indolowych produktow rozpadu glukozynolanow dokonywano na podstawie
czasow retencji oraz widm UV substancji wzorcowych: kwasu indolo-3-octowego (I13AA),
indolo-3-karbinolu (13C) oraz indolo-3-acetonitrylu (I3ACN) (Rys. 15).

mAU -
1400
1200 19.214 IBACN
I3AA
’ 200 225 250 275 300 325
1000
13.255
350 325 350 275 300 po 200 225 250 275 300 325
800 |
6.603 /
600 |
400
200 J 14.828
0 oo
T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 min

Rys. 15 Chromatogram oraz widma UV substancji wzorcowych indolowych produktow
rozpadu glukozynolanow (I3AA; 13C; I3ACN) uzyskany w wyniku analizy odpowiednich
probek przy uzyciu techniki HPLC-DAD.
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Korzystajac z rownan krzywych kalibracyjnych wyznaczonych na podstawie wynikéw

analizy probek metanolowych roztworéw substancji wzorcowych (zakres stezen: 3-300

ug/mL) obliczano zawarto$¢ I3AA, 13C i I3BACN w poszczegolnych ekstraktach uzyskanych z

sokow z kapusty (Rys. 16).
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16 Krzywe kalibracyjne uzyskane w wyniku analizy odpowiednich probek

metanolowych roztwordw indolowych produktéw rozpadu glukozynolanéw (I3AA; 13C;

ISBACN) w wyniku zastosowania techniki HPLC-DAD.

Podczas analizy chromatograficznej probek ekstraktow z kapusty oraz roztwordw substancji

wzorcowych indolowych produktéw rozpadu glukozynolanow zastosowano nastgpujace

warunkKi:
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—  objetos¢ probek dozowanych do uktadu chromatograficznego byta rowna 30 L,

—  natg¢zenie przeptywu strumienia fazy ruchomej wynosito ImL/min;

—  faze ruchomg stanowila mieszanina roztworow: A — bufor fosforanowy (5mM,
pH=7), B — 80% acetonitryl w buforze fosforanowym (5mM, pH=7).

-~ temperatura kolumny wynosita 30°C;

—  chromatogramy rejestrowano przy dtugosci fali rownej 280 nm.

Parametry stosowanego programu gradientowego przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4 Program elucji stosowany w trakcie analizy probek indolowych produktéw rozpadu

glukozynolandéw z wykorzystaniem techniki HPLC - DAD.

Czas Udzial skladnika A w Udzial skladnika B w
[min] fazie ruchomej [%]  fazie ruchomej [%0]

0 100 0
35 0 100

2.2.2. Opis doswiadczen wykonywanych na etapie oznaczania substancji bioaktywnych w

kapuscie

2.2.2.1 Poréwnanie wlasciwo$ci przeciwutleniajacych ekstraktow kapusty bialej pochodzacej

z roznych upraw przy uzyciu testow ABTS i DPPH

Przygotowano probki liofilizatow z kapusty pochodzacej z kilku krajow Europy
(Anglia, Belgia, Niemcy, Polska), kapusty mtodej- zebranej wiosng oraz kapusty pochodzace;j
z uprawy ekologicznej. Z liofilizatoéw uzyskanych z kazdego rodzaju kapusty odwazano po 3
probki o masie okoto 1 g. Probki poddawano nastepnie ekstrakcji za pomoca metanolu (8

mL). Zebrane ekstrakty poddawano badaniom przy uzyciu testow ABTS i DPPH.

2.2.2.2 PorOwnanie profili glukozynolanow kapusty biatej pochodzacej z réznych upraw przy

uzyciu techniki HPLC-DAD

Przygotowano probki liofilizatow z kapusty pochodzacej z kilku krajow Europy
(Anglia, Belgia, Niemcy, Polska), kapusty mtodej- zebranej wiosng oraz kapusty pochodzacej
z uprawy ekologicznej. Z liofilizatow uzyskanych z kazdego rodzaju kapusty odwazano po 3
probki o masie okoto 0,5 g. W celu oznaczenia glukozynolanéw probki poddawano nastgpnie

obrobcee zgodnie ze schematem opisanym w punkcie 2.2.1.3.
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2.2.2.3 Badanie wplywu okresu fermentacji na wlasciwos$ci przeciwutleniajace kapusty
- Soki

Probki sokow z kapusty pochodzacej ze standardowej uprawy zebrane w 4, 7, 11 1 14 dniu

fermentacji oraz probki sokéw z kapusty pochodzacej z ekologicznej uprawy zebrane w 4, 5,
7,8, 11, 12, 13 i 14 dniu procesu poddawano badaniom przy uzyciu testow ABTS 1 DPPH.
Dodatkowo probki soku o objetosci 1 mL liofilizowano, ekstrahowano za pomoca metanolu
(0,5 mL) i poddawano analizie z wykorzystaniem techniki TLC. Uzyskane chromatogramy
wizualizowano korzystajac z odczynnika Folina-Ciocalteu.

- Liofilizaty

Probki kapusty pochodzacej ze standardowej uprawy pobrane w 4, 7, 11 i 14 dniu fermentacji
oraz probki kapusty pochodzacej z ekologicznej uprawy zebrane w 4, 5, 7, 8, 11, 12, 131 14
dniu procesu poddawano procesowi liofilizacji. Kazda z probek (o masie 1g) poddawano
ekstrakcji za pomocg metanolu (4 mL). Po zebraniu ekstraktow (8 mL) dla kazdego z
roztworow dokonywano pomiaru absorbancji w wyniku zastosowania testow ABTS 1 DPPH.
Jednoczesnie ekstrakty poddawano analizie za pomoca techniki TLC. Uzyskane
chromatogramy wizualizowano korzystajac z odczynnika Folina-Ciocalteu oraz roztwordéw
rodnikow ABTS 1 DPPH.

2.2.2.4 Badanie wplywu temperatury na wilasciwos$ci przeciwutleniajace swieze] i kiszonej

kapusty
- Soki

Probki sokow (4mL) ze §wiezej 1 kiszonej (przez okres 2 tygodni) kapusty ze standardowej i
ekologicznej uprawy umieszczano w szklanych fiolkach o objetosci 11 mL. Po zakorkowaniu
umieszczano je w termoreaktorze nastawionym na temperature 100°C. W przypadku probek
sokow kapusty pochodzacej ze standardowej uprawy ogrzewanie prowadzono przez 15
godzin natomiast dla sokow z kapusty ekologicznej proces ten prowadzono przez 24 godziny.
Co godzing wyjmowano po trzy fiolki zawierajace probki sokow ze Swiezej 1 kiszone]
kapusty pochodzacej ze standardowej i ekologicznej uprawy. Dla kazdego z roztwordw
dokonywano pomiaru absorbancji wykorzystujac do tego testy ABTS i DPPH. Dodatkowo z
kazdej fiolki pobierano probki soku (o objetosci 1 mL), ktéry po liofilizacji 1 ekstrakcji za
pomoca metanolu (0,5 mL) poddawano analizie z wykorzystaniem techniki TLC. Uzyskane

chromatogramy wizualizowano korzystajac z odczynnika Folina-Ciocalteu.
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- Liofilizaty

Liofilizaty (1g) ze $wiezej i kiszonej przez 2 tygodnie kapusty ze standardowej i ekologicznej
uprawy umieszczano w szklanych fiolkach (o objetosci 11 mL). Po zakorkowaniu wstawiano
je do termoreaktora nastawionego na temperature 100°C. Prazenie prowadzono przez 80
minut. Co 10 minut wyjmowano po trzy fiolki zawierajgce liofilizaty z kiszonej i $wiezej
kapusty pochodzacej ze standardowej i ekologicznej uprawy. Kazda z probek poddawano
dwukrotnej ekstrakcji za pomocg metanolu (4 mL). Po zebraniu ekstraktow (8 mL) dla
kazdego z roztworow dokonywano pomiaru absorbancji z wykorzystaniem testow ABTS i
DPPH. Jednoczesnie ekstrakty poddawano analizie za pomoca techniki TLC. Uzyskane
chromatogramy wizualizowano korzystajagc z odczynnika Folina-Ciocalteu oraz roztwordéw
rodnikow ABTS i1 DPPH.

2.2.2.5 Badanie wptywu fermentaciji na zawartos¢ glukozynolanow w probkach kapusty

Probki kapusty pochodzacej ze standardowej uprawy pobrane w 4, 7, 11 i 14 dniu fermentacji
oraz probki kapusty pochodzacej z ekologicznej uprawy zebrane w 4, 7, 8, 11 i 14 dniu
procesu poddawano procesowi liofilizacji. Z liofilizatow uzyskanych z kazdego rodzaju
kapusty odwazano po 3 probki o masie okoto 0,5 g. W celu oznaczenia glukozynolanow

probki poddawano nastgpnie obrobce zgodnie ze schematem opisanym w punkcie 2.2.1.3.

2.2.2.6 Badanie wplywu wysokiej temperatury na zawartos¢ glukozynolanéw w prdbkach

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

ekologicznej uprawy umieszczano w szklanych fiolkach (o objetosci 11 mL). Po
zakorkowaniu wstawiano je do termoreaktora nastawionego na temperature 100°C. Prazenie
prowadzono przez 80 minut. Co 20 minut wyjmowano po trzy fiolki zawierajace liofilizaty z
kiszonej i $wiezej kapusty pochodzacej ze standardowej i ekologicznej uprawy. W celu
oznaczenia glukozynolanéw probki poddawano nastgpnie obrobce zgodnie ze schematem

opisanym w punkcie 2.2.3.

2.2.2.7 Badanie wplywu fermentacji 1 ogrzewania na zawartos¢ indolowych produktow

rozpadu glukozynolandw w probkach kapusty

Probki sokow z kapusty pochodzacej ze standardowej uprawy zebrane w 4, 7, 11 i 14 dniu
fermentacji oraz probki sokow z kapusty pochodzacej 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 probki sokow swiezej i kiszonej (14 dni) kapusty pochodzacej
zaréwno ze standardowej jak i ekologicznej uprawy, ogrzewane przez 4, 8, 12, 16 1 20 godzin

w termoreaktorze nastawionym na temperature 100°C.

2.3 Procedury wykorzystywane na etapie izolacji i identyfikacji substancji powstajgcych

podczas obrobki kulinarnej kapusty

2.3.1 Zastosowanie preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PTLC) na etapie
izolacji substancji o wlasciwosciach przeciwutleniajqcych powstajgcych podczas obrobki

kulinarnej kapusty

Probki liofilizatéw (ok. 2g) z kiszonej kapusty oraz liofilizatow z $wiezej kapusty
prazonych przez 80 min w termoreaktorze nastawionym na 100°C poddawano ekstrakcji za
pomoca metanolu (15 mL). Nadmiar rozpuszczalnika (okoto 10 ml) usuwano w strumieniu
gazu obojetnego. W celu przeprowadzenia procesu izolacji pozadanej frakcji na plytki do
preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej dozowano probki st¢zonego ekstraktu
metanolowego o objetosci 5 mL. Za pomoca szklanej kapilary umieszczano probke w postaci
plamek jedna obok drugiej tworzac pasmo na catej dtugosci ptytki. Chromatogram rozwijano
stosujac jako faze ruchomg mieszaning chloroform/metanol w stosunku 9:1 (v/v).
Wizualizacji chromatogramu dokonywano za pomocg odczynnika Folina-Ciocalteua
spryskujac jedynie fragment (szerokosci okoto 1 cm) wzdhuz ptytki.

Charakterystyczng strefe sorbentu wystepujaca na obszarze ptytki nie potraktowanym za
pomoca odczynnika Folina-Ciocalteua izolowano i trzykrotnie ekstrahowano. Do ekstrakcji
analitu z zelu krzemionkowego uzywano metanolu (4 mL). Ekstrakcje powtarzano trzykrotnie
wspomagajac ja za kazdym razem ultradzwigkami (5 min). W celu usunigcia pozostatosci
zelu krzemionkowego ekstrakty saczono przez teflonowe filtry (0,45 um). Probki ekstraktow

odparowywano do sucha w strumieniu gazu oboj¢tnego.

2.3.2 Zastosowanie zestawu HPLC-NP sprzezonego z kolektorem frakcji na etapie izolacji
substancji o wilasciwosciach przeciwutleniajgcych powstajgcych podczas obrobki kulinarnej
kapusty

Probki liofilizatow (ok. 2 g) z kiszonej kapusty oraz liofilizatow z Swiezej kapusty
prazonych przez 80 min w termoreaktorze nastawionym na 100°C poddawano ekstrakcji za
pomoca metanolu (15 mL). Nadmiar rozpuszczalnika (okoto 10 mL) usuwano w strumieniu
gazu obojetnego. Otrzymane ekstrakty mieszano z zelem krzemionkowym w stosunku 1:1.
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Rozpuszczalnik odparowywano z zelu pod strumieniem azotu. Po wysuszeniu zel
ekstrahowano za pomoca mieszaniny chloroform:metanol (8:1 v/v; 6 mL). Probki tak
oczyszczonych ekstraktow poddawano dalszej analizie chromatograficzne;j.

Analiz¢ chromatograficzng przeprowadzano w uktadzie faz normalnych. Zastosowano
kolumne wypelniong zelem krzemionkowym - Zorbax RX-SIL. Zastosowano elucje
izokratyczng przy sktadzie fazy ruchomej 5% metanolu w chloroformie. Badania prowadzono
przy natezeniu przeplywu strumienia fazy ruchomej wynoszacym 1mL/min. Chromatogramy

rejestrowano prze dtugosci fali A=254 nm.

2.3.3. Wykorzystanie wysokorozdzielczej spektroskopii mas do identyfikacji bioaktywnych
zwigzkow powstajgcych podczas obrobki kulinarnej kapusty

Probki ekstraktow zawierajgce anality, ktore udato si¢ wyizolowac z probek kapusty z
wykorzystaniem techniki PTLC, odparowane do sucha, wprowadzano bezposrednio do zrodta
jonéw spektrometru mas. W trakcie ogrzewania probki od 30 do 300°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 ELI.

Parametr Warto$¢
Temperatura zrodta jonow 250°C
Napigcie przyspieszajace 4,8 kV
Energia elektronow 70 eV
Szybkos¢ skanowania 10 s/dekade

Rozdzielczos$¢ spektrometru  Minimum 1000

Pomiar doktadnej wartosci liczbowej stosunku m/z zostal przeprowadzony korzystajac z
techniki dopasowania piku (peak matching) przy zastosowaniu wzorca wewnetrznego — PFK.,
Probka byta wprowadzana bezposrednio do zrédta jondw i1 ogrzewana do temperatury, w
ktorej uzyskiwano prad jonowy odpowiedni do pomiaréw. Parametry tego procesu

zestawiono w tabeli 6.
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Tabela 6 Parametry charakteryzujace sposob pomiaru doktadnej wartosci liczbowej stosunku

m/z (peak matching)

Technika jonizacji Jonizacja elektronowa (El)
Temperatura zrodta jonoéw 250°C
Energia elektronow 70 eV
Prad emis;ji 0,7 mA
Napigcie przyspieszajace 4,8 kV

2.3.4 Zastosowanie festu Salkowskiego do stwierdzenia obecnosci steroli w badanych

probkach

Test Salkowskiego polega na zmieszaniu rownych objetosci ekstraktu
chloroformowego zawierajacego zwiazki z grupy steroli ze stezonym kwasem siarkowym.
Jezeli w badanym roztworze obecne sg sterole mieszanina powinna przyjac¢ barwe rozows.
Test ten zastosowano do badan chloroformowego roztworu frakcji, ktéra powinna zawiera¢
sktadnik aktywny charakterystyczny dla kiszonej kapusty wyizolowanej za pomocg techniki
PLC. Probke suchej pozostatosci (o masie ok. 1 g) rozpuszczono w chloroformie (1 mL) a

nastepnie do fiolki dodawano st¢zony kwas siarkowy (1 mL).

3 Wyniki i wnioski

3.1 Poréwnanie zawartosci GLS i wlasciwosci przeciwutleniajgcych kapusty bialej
pochodzgcej 7 roinych rejonow Europy

Rodzaj wtérnych metabolitow jest z reguly charakterystyczny i jednakowy w obrebie
danego gatunku roslin. Wynika to glownie z uwarunkowan genetycznych rosliny. Poziomy
stezen czy tez proporcje wystepowania poszczegolnych zwigzkow moga jednak znacznie si¢
r6zni¢ wérod przedstawicieli tego samego gatunku. Przyczyng tych roéznic sg gldéwnie warunki
uprawy i srodowisko bytowania rosliny.

W celu oceny materialu do badan pod katem zawarto$ci substancji bioaktywnych
poréwnano profil, ogdlng zawarto$¢ glukozynolanéw oraz aktywnos$¢ przeciwutleniajgca
polskiej kapusty w stosunkow do tych wiasciwosci warzyw tego samego gatunku
pochodzacych z réznych rejonéw Europy. Przedmiotem badan byly probki kapusty biatej
zebranej w okresie jesiennym zakupionej w lokalnych sklepach na terenie Anglii (Leeds),
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Belgii (Bruksela), Niemiec (Hamburg) oraz Polski (Gdansk). Dodatkowo zawartos¢ GLS i
wlasciwosci przeciwutleniajace oznaczono dla probek polskiej kapusty biatej zebranej w
okresie wiosennym (tzw. mtoda kapusta) oraz kapusty pochodzacej z uprawy ekologiczne;j.
Chromatogramy, na ktorych widoczne sg piki odpowiadajgce desulfo-glukozynolanom
uzyskane w wyniku analizy probek odpowiednich ekstraktow uzyskanych z réznych kapust

przedstawiono na rysunku 17.
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Rys. 17 Profil glukozynolanéw charakterystyczny dla kapusty biatej. Chromatogramy typu
,»odcisk palca” uzyskano w wyniku przeprowadzonej analizy ekstraktow z probek kapusty
pochodzacej z roznych upraw przy uzyciu techniki HPLC (przeprowadzonej wg normy PPN-

EN ISO 9167 — 1 : 1999).

(1- desulfoglukoiberyna; 2- desulfosinigryna; 3- desulfoglukonapina; 4- desulfo-4-hydroksyglukobrassycyna; 5-
desulfoglukotropaeolina- wzorzec wewnetrzny; 6- desulfoglukobrassycyna; 7- desulfometoksyglukobrassycyna;
8- desulfoneoglukobrassycyna)

Wszystkie badane probki kapusty charakteryzowaty si¢ zblizonym profilem
glukozynolanow. Zwiazki wystepujace w badanych probkach na najwyzszym poziomie

stezen to sinigryna i glukobrassycyna (Tabela 7).
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Tabela 7 Zawartos¢ najwazniejszych glukozynolanow w probkach kapusty okre§lona na

podstawie analizy chromatograficznej probek ekstraktoéw [pumol/g sm].

GLS Anglia Belgia Niemcy Polska Mioda 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
40HGBS  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 2,110,17 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; 40OHGBS- hydroksyglukobrassycyna; GBS-
glukobrassycyna; MeOHGBS- metoksyglukobrassycyna; NeoGBS- neoglukobrassycyna)

W zalezno$ci od pochodzenia kapusty te dwie substancje stanowity od 30% do 70%
catkowitej zawarto$ci glukozynolanéw. Najwyzsza catkowitg zawarto$¢ GLS odnotowano w
probkach kapusty pochodzacej z Belgii (7,7 umol/g sm). W opublikowanych pracach (66)
mozna znalez¢ informacje o podobnych stezeniach GLS (mieszczacych si¢ w granicach od
6,4 do 16,3 pmol/g sm) oznaczonych w probkach bialej kapusty. Nieco wyzsze stezenia tych
zwigzkow w kapuscie zostaly zaobserwowane przez amerykanskich i1 szwedzkich naukowcow
(150, 151). Roéznice w oznaczonych zawartosciach mogg wynikaé nie tylko z odmiennego
pochodzenia materiatu do badan, istotne znaczenie w tym przypadku moze mie¢ rowniez sam
sposob przygotowania probki. Rozdrobnienie materialu do badan np. poprzez szatkowanie
przed procesem liofilizacji moze powodowaé cze$ciowg degradacje glukozynolanow na
skutek dziatania endogennego enzymu mirozynazy.

Do oceny aktywnos$ci przeciwutleniajgcej probek ekstraktow rozpuszczalnikowych
poszczegolnych  rodzajow  kapust  zastosowano  najbardziej  popularne  testy
spektrofotometryczne oparte na wykorzystaniu rodnikéw ABTS 1 DPPH. Te dwa stabilne
chromogeny (DPPH o zabarwieniu fioletowym i ABTS o zabarwieniu zielonym)
charakteryzuja si¢ latwos$cia zastosowania, gwarantuja wysoka czulo$¢ oraz umozliwiaja
analize wielu prébek w krotkim czasie. Na rysunku 18 przedstawiono poziom aktywnos$ci
przeciwutleniajacej lacznie z informacja o catkowitej zawartoscig glukozynolanow w

badanych probkach kapusty.
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TEAC [pmol/g sm]
Catkowita zawartos¢ GLS [ umol/g sm]

Anglia Belgia Niemcy Polska Mioda  Ekologiczna

Rys. 18 Poziom aktywnosci przeciwutleniajacej (TEAC pumol/g sm) wyznaczony za pomoca
testow ABTS 1 DPPH oraz catkowita zawarto$¢ glukozynolanéw (umol/g sm) w probkach

kapusty okreslona dzigki zastosowaniu techniki HPLC.

Poziomy aktywnosci przeciwutleniajacej dla tych samych probek ekstraktow metanolowych z
kapusty mierzone przy pomocy testu ABTS charakteryzuja si¢ wyzszymi warto$ciami niz w
przypadku testu DPPH. Ilo$¢ rownowaznikéw Troloxu dla probek kapusty w przypadku
wykorzystania testu ABTS mie$ci si¢ w granicach od 2,7 do 8,2 (umol/g sm) natomiast w
przypadku zastosowania testu DPPH w zakresie miedzy 2,4 i 5,4 (umol/g sm). Oszacowane
poziomy pojemnos$ci przeciwutleniajacej kapusty biatej przedstawiaja wartosci zblizone do
danych dostepnych w literaturze (152). Podobnie jak w przypadku glukozynolanéw
najwyzszymi wilasciwosciami przeciwutleniajagcymi, ktére zostaty okreslone za pomocg obu
testow, charakteryzowaty si¢ probki kapusty pochodzace z Belgii. Istotnych réznic wartosci
tego parametru nie odnotowano dla probek pochodzacych z Anglii, Niemiec i Polski.
Najmniejsze ilosci glukozynolanow jak i poziomy aktywnosci przeciwutleniajacej byly
charakterystyczne dla probek mtodej kapusty zebranej w okresie wiosennym. Nizszy poziom
zawartosci substancji bioaktywnych w mtodej kapuscie mogt wynikaé z krotszego okresu
wegetacji w porownaniu z warzywami zebranymi w okresie jesiennym. Kapusta jesienna
czyli kapusta zebrana po okresie letnim przez dluzszy czas byla wystawiona na dziatanie
stonca, co bez watpienia ma duzy wpltyw na proces syntezy fitozwigzkow w ros§linach. W
przypadku flawonoidow zaobserwowano od trzech do pigciu razy wyzsze stezenie tych

substancji w warzywach lisciastych zebranych w okresie letnim w poréwnaniu ze uprawami
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zebranymi w ciggu innych sezonéw (153). Proces akumulacji polifenoli w tkankach ro$lin
ulega intensyfikacji w odpowiedzi na wzrost ekspozycji na S$wiatlo, szczegdlnie
promieniowanie UV-B (154). Zaobserwowano rowniez, ze stres wodny (podczas okresu
wegetacyjnego) powoduje wzrost intensywnosci akumulacji glukozynolanow w roslinach
(48). Uwaza sie, ze gorace i suche warunki uprawy badz tez deficyt wody mogg wzmagac
synteze aminokwasow 1 cukréw bedacych prekursorami w biosyntezie glukozynolanow.
Oznacza to, ze okres zbioru i zwigzane z tym warunki klimatyczne uprawy moga mie¢ duzy
wplyw na zawartos¢ substancji bioaktywnych w kapuscie.

Podczas analizy otrzymanych danych pomiarowych zaobserwowano wysoka korelacje
pomiedzy aktywnoscig przeciwutleniajacg a catkowita zawartos$cig glukozynolanow (Rys.

19).
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Rys. 19 Zaleznos¢ pomigdzy wartosciami aktywnos$ci przeciwutleniajacej probek kapusty
(wyznaczonymi za pomocg testow ABTS i1 DPPH) a catkowitg zawartoscia glukozynolanow

w tych probkach (oznaczong za pomocg techniki HPLC).

Podobne zjawisko zostato réwniez odnotowane przez innych naukowcoéw zarowno dla probek
kapusty jak i kalafiora (66). W przypadku kapusty wspotczynnik korelacji miedzy
aktywno$cig przeciwutleniajagca a catkowita zawartosci glukozynolanéw wynosit  0,81.
Prawdopodobnym wyjasnieniem tego zjawiska moze by¢ teza, ze poziom skladnikéw
bioaktywnych w konkretnej roslinie wiaze si¢ i1 zalezy od warunkow uprawy, ktore
determinuja ich biosyntez¢. Wysoka korelacja pomiedzy zawartoscia glukozynolanéw a

pomiarem aktywnosci przeciwutleniajacej w przypadku wszystkich badanych probek moze
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rowniez sugerowac¢ podobienstwo szlakow biochemicznych powstawania tych zwigzkow.
Oznacza to, ze wysokiej zawarto$ci zwiazkow z grupy GLS moze towarzyszy¢ wysokie
stezenie przeciwutleniaczy i réwniez prawdopodobnie innych fitozwiazkow. Takie
stwierdzenie moze stanowi¢ podstawe do wniosku, ze pojedyncze oznaczenie np. aktywnosci
przeciwutleniajacej umozliwiatoby standaryzacje probek roslinnych pochodzacych z réznych

upraw bez potrzeby przeprowadzania innych analiz pod katem sktadu chemicznego.

3.2 Wplyw procesu fermentacji i obrobki termicznej na zawartos¢ substancji bioaktywnych
w kapuscie.

Wiasciwosci prozdrowotne warzyw 1 owocOdw sg silnie uzaleznione od kolejnych
procesow, ktérym poddawany jest surowiec zanim trafi do organizmu czlowieka. Ten aspekt
jest czesto ignorowany badz nieuwzgledniany w badaniach epidemiologicznych i
zywieniowych. Wigkszos¢ dostepnych danych na temat rodzaju 1 poziomu wystepowania
sktadnikow bioaktywnych dotyczy jedynie surowych roslin. W rzeczywistosci jedynie
niewielka czg¢§¢ warzyw spozywana jest w postaci surowej, w wigkszosci przypadkow
wymagany jest proces obrobki ze wzgledow:

— bezpieczenstwa;

— zachowania jakosci,

— ekonomicznych.
Dlatego tez wyniki badan wptywu obrobki kulinarnej na zawarto$¢ sktadnikow bioaktywnych
w kapuscie stanowityby niewatpliwe istotng wartos¢ z punktu widzenia chemoprewencji
Zywieniowe;j.

W tradycyjnej polskiej diecie kapusta spozywana jest najcze$ciej w postaci surowej,
kiszonej lub gotowanej. W badaniach podjgto, wigc probe oszacowania wptywu procesu
fermentacji oraz obrobki termicznej kapusty na zawarto$¢ substancji o najwyzszym potencjale
chemoprewencyjnym, do ktorych naleza przeciwutleniacze, glukozynolany oraz indolowe

produkty rozpadu glukozynolanow.

3.2.1 Wtasciwosci przeciwutleniajgce

Kiszona kapusta stanowi popularny sktadnik diety nie tylko w Polsce, z checig i w duzych
ilosciach spozywana jest rowniez przez mieszkancéw Niemiec i Austrii. Cieszy si¢ uznaniem
cho¢ w nieco mniejszym stopniu réwniez w Stanach Zjednoczonych, Kanadzie i Rosji.
Pomimo, iz stanowi tak wazny skladnik diety, dane na temat wplywu fermentacji na

wlasciwos$ci przeciwutleniajace kapusty sa nadal bardzo ograniczone. Niewiele jest rOwniez
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informacji dotyczacych wptywu obrébki termicznej na wilasciwos$¢ przeciwutleniajaca
kapusty. Istniejace dane dotycza najczesciej pomiaréw pojemnosci przeciwutleniajgcej probek
kapusty po procesie blanszowania (109, 155). Pomimo, ze dlugotrwale gotowanie jest
typowym sposobem przygotowania potraw zawierajacych kapuste, brakuje danych na temat
aktywnosci przeciwutleniajgcej tego warzywa ogrzewanego przez okres dtuzszy niz 15 minut.
Gléwnym celem na tym etapie badan bylo okreSlenie zmian w aktywnosci
przeciwutleniajacej probek sokow i ekstraktow z kapusty pochodzacej ze standardowej oraz
ekologicznej uprawy podczas dlugotrwalego ogrzewania oraz dwutygodniowego procesu
fermentacji.
- Proces fermentacji
Zmiany w poziomie catkowitej aktywno$ci przeciwutleniajacej probek sokdéw oraz
ekstraktow metanolowych liofilizatow z kapusty podczas dwutygodniowego okresu trwania

procesu fermentacji przedstawiono na rysunku 20 i 21.
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Rys. 20 Catkowita aktywnos$¢ przeciwutleniajgca probek (A) sokéw (TE pmol/mL) i (B)

metanolowych ekstraktow (TE pmol/g s.m.) kapusty pochodzacej ze standardowej uprawy

oznaczona za pomocg testow ABTS i DPPH.
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Rys. 21 Calkowita aktywnos$¢ przeciwutleniajaca probek (A) sokéw (TE pmol/mL) i (B)
metanolowych ekstraktow (TE umol/g s.m.) uzyskanych z ekologicznej kapusty oznaczona za
pomoca testow ABTS i DPPH.

Wyniki uzyskane w trakcie badan probek sokow i ekstraktow z kapusty (z
zastosowaniem testow ABTS i1 DPPH) wskazuja, ze podczas spontanicznej fermentacji
wlasciwosci przeciwutleniajace stopniowo wzrastajg zarowno w przypadku kapusty ze
standardowej jak i kapusty pochodzacej z ekologicznej uprawy. Po okoto 11 dniach
fermentacji poziom aktywnosci przeciwutleniajacej probek kapusty ulega stabilizacji. Jedynie
w przypadku ekstraktéw metanolowych liofilizatow z ekologicznej kapusty mozna
zaobserwowac spadek tego parametru w 13 1 14 dniu procesu kiszenia. Wedlug niektorych
naukowcow aktywno$¢ przeciwutleniajagca kapusty moze wzrasta¢ podczas procesu
rozdrabniania lisci (156). W trakcie naszych badan kapuste przed procesem fermentacji
poddano szatkowaniu, co moglo by¢ jedng z przyczyn poczatkowego wzrostu aktywnosci

przeciwutleniajacej tego warzywa.
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We wszystkich eksperymentach dotyczacych kapusty prowadzonych w ciaggu kilku lat na
Wydziale Chemicznym PG, obserwowano za kazdym razem ewidentny wzrost aktywnosci
przeciwutleniajacej tego warzywa po spontanicznej fermentacji bez wzgledu na okres
kiszenia oraz pochodzenia materiatu wyjsciowego (157, 158). Jednak jak wskazujg wyniki
badan prowadzonych w innych osrodkach naukowych warunki fermentacji kapusty moga
mie¢ znaczacy wplyw na jej wilasciwosci prozdrowotne. Zardwno dane uzyskane przez
badaczy finskich (159) jak i1 polskich (160) wskazuja, ze bezposrednio kontrolowana
fermentacja inicjowana za pomoca wyizolowanych szczepow bakteryjnych nie powoduje
znaczacych zmian w aktywnosci przeciwutleniajacej kapusty.

Z reguty aktywno$¢ przeciwutleniajgca wyznaczana za pomocg testu ABTS dla probek
sokow 1 ekstraktow z kapusty byta nieco wyzsza niz ta wyznaczona dla tych samych probek
w wyniku zastosowania testu DPPH. W przypadku probek sokow z kapusty pochodzacej
zarowno z uprawy standardowej jak i z ekologicznej (po okoto 5 dniach fermentacji)
zaleznos$¢ ta ulegata zmianie. Powodem tego zjawiska moze by¢ wzrost w trakcie procesu
fermentacji kapusty zawartosci witaminy C w sokach. Wartos¢ liczbowa parametru ECsp dla
kwasu askorbinowego oznaczona w wyniku zastosowania testu DPPH jest mniejsza (0,12
mg/mL) niz ta oznaczona w wyniku zastosowania testu ABTS (0,22 mg/mL). Oznacza to, ze
witamina C efektywniej wychwytuje rodnik DPPH niz rodnik ABTS co w konsekwencji
prowadzi do silniejszego odbarwienia roztworu i tym samym moze $wiadczyé o wyzszej
aktywnosci przeciwutleniajgcej badanej probki.

Wzrost zawarto$ci witaminy C w kapuscie podczas fermentacji niewatpliwie moze
stanowi¢ przyczyne wzrostu jej aktywno$ci przeciwutleniajacej. Dlatego tez w celu
sprawdzenia czy podczas kiszenia moglyby powstawaé inne sktadniki o zdolnosci
wychwytywania wolnych rodnikow probki ekstraktéw z kapusty poddano analizie z
wykorzystaniem techniki TLC. Analizie poddano probki ekstraktow metanolowych z
liofilizatow kapusty pochodzacych zarowno z uprawy standardowej jak i ekologicznej. Do
wizualizacji profilu przeciwutleniaczy otrzymane chromatogramy TLC spryskiwano za
pomoca odczynnika Folina-Ciocalteu oraz za pomoca roztworéw barwnych rodnikow ABTS
i DPPH (Rys. 22, 23).
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Rys. 22 Chromatogramy probek ekstraktow metanolowych z liofilizatow kapusty
pochodzacej z uprawy standardowej uzyskane przy uzyciu techniki TLC wizualizowane za
pomoca (A)-odczynnika Folina-Ciocalteua; (B)- roztworu rodnika DPPH; (C)- roztworu
rodnika ABTS.

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

Odczynnik Folia-Ciocalteua przez wiele lat uzywany byt do oznaczania catkowitej
zawartosci polifenoli w produktach pochodzenia roslinnego. Jednak ze wzgledu na fakt, ze
odczynnik ten dziala na zasadzie utleniania i redukcji moze on rowniez reagowac z wieloma
substancjami o wlasciwosciach przeciwutleniajacych (161). Zastosowanie tego oczynnika do
wizualizacji chromatograméw TLC umozliwia, wiec uzyskanie w postaci niebieskich plamek
nie tyle profilu polifenoli co profilu przeciwutleniaczy obecnych w analizowanej probce.
Wywolywanie chromatograméw za pomocag roztworéw rodnikéw umozliwia natomiast
zaobserwowanie obecnosci w probce 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 probek ekstraktow metanolowych z liofilizatoéw kapusty
pochodzacej z ekologicznej uprawy uzyskane przy uzyciu techniki TLC wizualizowane za
pomoca: (A)-odczynnika Folina-Ciocalteua; (B)- roztworu rodnika DPPH; (C)- roztworu
rodnika ABTS.

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

Otrzymane wyniki prezentowane na rysunkach 22 i 23 sugeruja, ze podczas
fermentacji sg uwalniane inne niz witamina C skladniki o aktywnos$ci przeciwutleniajacej
(witamina C nie ulega rozdzieleniu w stosowanych warunkach chromatograficznych).

W celu sprawdzenia czy podobne zjawisko wystepuje réwniez w przypadku sokéw badanie
powtorzono dla probek fermentowanych sokéw z kapusty pochodzacej z uprawy
standardowej (po procesie liofilizacji) i poddanych ekstrakcji (za pomoca metanolu).
Otrzymany chromatogram poddany wizualizacji za pomoca odczynnika Folina-Ciocalteua
przedstawiono na rysunku 24.

Chromatogram uzyskany w wyniku analizy probki tak otrzymanego ekstraktu ma podobny
wyglad jak chromatogramy uzyskane w wyniku analizy probek ekstraktow z liofilizatow
kapusty. We wszystkich przypadkach zaobserwowa¢ mozna powstawanie podczas
fermentacji substancji o wilasciwosciach przeciwutleniajacych nieobecnych w préobkach

swiezej kapusty.
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Rys. 24 Chromatogram uzyskany w wyniku analizy probek ekstraktow metanolowych z

liofilizatow sokéw z kapusty pochodzacej ze standardowej uprawy otrzymany przy uzyciu

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

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

- Proces obrobki termicznej

Zaréwno tradycyjne polskie dania jak i inne narodowe przysmaki popularne w
Europie Centralnej (Niemcy, Czechy, Austria) obfitujag w potrawy przyrzadzane z kapusty lub
tez z dodatkiem kapusty. Niektore z najbardziej popularnych dan przygotowywane sg na bazie
swiezej lub kiszonej kapusty albo tez z ich mieszanki w procesie kilkugodzinnego duszenia
(najczesciej z dodatkiem migsa). Podjeto probe okreslenia jak taki typ obrobki termicznej
moze wplywa¢ na aktywnos$¢ przeciwutleniajagcg tego warzywa. Jest to dosyé wazne
zagadnienie z dietycznego punktu widzenia bo zarowno biatko jak i ttuszcz obecny w migsie
w prosty sposob ulegaja procesowi utlenienia podczas ogrzewania co prowadzi do tworzenia
si¢ toksycznych substancji obnizajacych warto$¢ zywieniowg migsa.

Wiasciwosci przeciwutleniajagce soku ze $wiezej 1 kiszonej kapusty pochodzacej
zarowno z uprawy standardowej jak i ekologicznej, ogrzewanej w temperaturze 100°C przez
15 i 24 godziny oznaczono ilosciowo na podstawie pomiaru zdolnosci prébek do
wychwytywania rodnikow przy uzyciu testow ABTS i DPPH. Warto$¢ potencjatu
porzeciwutleniajagcego ogrzewanych probek sokow z kapusty (wyrazone jako ilos¢

roéwnowaznikow Troloxu) przedstawiono graficznie na rysunku 25 i 26.
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Rys. 25 Wplyw czasu ogrzewania na wilasciwosci przeciwutleniajgce soku ze $wiezej i
kiszonej kapusty pochodzacej z uprawy standardowej (wyznaczone za pomocg testu ABTS i

DPPH [TE pmol/mL]).
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Rys. 26 Wplyw czasu ogrzewania na wilasciwosci przeciwutleniajagce soku ze $wiezej i
kiszonej kapusty pochodzacej z uprawy ekologicznej (wyznaczone za pomoca testu ABTS 1

DPPH [TE pmol/mL]).
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Otrzymane wynki wskazuja, ze w przypadku wszystkich analizowanych sokow ogrzewanie
znaczaco wptywa na ich zdolno$¢ do wychwytywania rodnikow ABTS i DPPH. W przypadku
sokow ze $§wiezej kapusty pochodzacej zarowno z uprawy standardowej jak i1 ekologicznej
nastepuje ewidentny wzrost aktywnosci przciwutleniajgcej utrzymujacy si¢ podczas catego
okresu ogrzewania (15 h- dla kapusty ze standardowej uprawy; 24 h- dla kapusty
ekologicznej). Po 15 godzinach ogrzewania w przypadku soku ze $wiezej kapusty ze
standardowej uprawy nastapit ponad 8- krotny wzrost aktywno$ci przeciwutleniajacej
0znaczonej za pomocg testu ABTS oraz 7- krotny wzrost tego parametru wyznaczonego za
pomoca testu DPPH (Rys. 25). W przypadku sokéw z $wiezej kapustyz uprawy ekologiczne;j
po tym samym czasie (15 h) poczatkowa warto$¢ pojemnosci przeciwutleniajgcej wyznaczona
za pomocy testu ABTS wzrosla okoto 6 razy natomiast warto$¢ tego parametru oznaczona za
pomoca testu DPPH 3 razy (Rys. 26). Podobne zjawisko zaobserwowali wloscy naukowcy w
przypadku pomidoréw (162). Probki pomidorow ogrzewane przez 15 godzin lub dluze;j,
wykazywaty wyzsza aktywnos¢ przeciwutleniajgcg niz te, ktore nie byly poddawane obrdbce
termicznej.
W przypadku soku z kiszonej kapusty pochodzacej z uprawy standardowej mozna
zaobserwowac¢ dwie fazy zmian aktywnosci przeciwutleniajacej (Rys. 25). Pierwsza fazg jest
spadek potencjatlu przeciwutleniajacego w ciggu poczatkowych 4 godzin ogrzewania. Nie jest
to zjawisko niespodziewane, gdyz naturalne, rozpuszczalne w wodzie przeciwutleniacze
obecne w soku kiszonej kapusty, gléwnie kwas askorbinowy moga ulegaé termicznej
degradacji i/lub konsumpcji w reakcji Maillarda (163). Wtoscy naukowcy zaobserwowali
okoto 90% spadek zawartosci witaminy C podczas 4 godzin ogrzewania probek pomidorow
(162). W przypadku soku z kiszonej ekologicznej kapusty najwickszy spadek aktywnosci
przeciwutleniajacej nastapit juz po 2 godzinach ogrzewania (Rys. 26). Druga faza zmian
aktywnosci przeciwutleniajacej w przypadku sokow z kiszonej kapusty (po 2 godzinach dla
kapusty ,,ekologicznej” 1 po 4 godzinach dla kapusty pochodzacej z uprawy standardowej)
charakteryzowala si¢ umiarkowang stabilno$cia z lekka tendencja wzrostowa. Jednak w
przypaku soku z kiszonej kapusty pochodzacej zarowno z uprawy standardowej jak i
ekologicznej wielogodzinne ogrzewanie nie powodowalo wzrostu wartosci aktywnosci
przeciwutleniajgcej ponad poziom poczatkowego potencjatu przciwutleniajagcego badanych
probek.

Rodniki ABTS i DPPH naleza do grupy rodnikow azowych, ktére nie wystepuja
naturalnie w $rodowisku. Dlatego w celu sprawdzenia czy wzrost zdolno$ci wychwytywania

rodnikow préobek kapusty podczas procesu ogrzewania dotyczy réwniez rodnikow naturalnie
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wystepujacych w srodowisku, przeprowadzono (dzigki uprzejmosci Instytutu Badan Rozrodu
Zwierzat i Badah Zywnoséci PAN w Olsztynie) analize aktywnosci przeciwutleniajacej probek
sokow za pomocg techniki chemilumiscencyjnej, w ktorej wykorzystuje si¢ rodnik
nadtlenkowy. Przed wykonaniem tej analizy dla tych samych probek ogrzewanych sokow
oznaczono zdolno$¢ wychwytywania rodnikow ABTS i DPPH. Otrzymane wyniKki

przedstawiono na rysunku 27.

—— ABTS A B
25 DPPH T/¥
P
- T/._/_./I \S\z/‘&/
0,5 £

réownowazniki Troloxu [umol/mL]

0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Czas ogrzewania [godz]

Rys. 27 Wplyw czasu ogrzewania na wlasciwos$ci przeciwutleniajace soku ze (A) swiezej 1
(B) kiszonej kapusty pochodzacej z uprawy standardowej wyznaczone za pomocg testu

ABTS, DPPH i ACL [TE pmol/mL].

Uzyskane wyniki wskazuja na podobng kinetyka zmian zdolno$ci do wychwytywania rodnika
do tej, ktora zostata wyznaczona w wyniku zastosowania testow ABTS i DPPH. Niewatpliwie
interesujagcym zjawiskiem jest silniejsze oddziatywanie rodnika nadtlenkowego z
przeciwutleniaczami obecnymi w probkach soku z kiszonej kapusty niz ze sktadnikami
swiezej kapusty. W przypadku rodnikéw azowych (ABTS i DPPH) zaleznos¢ ta byta
odwrotna. W zwiazku z tym uzasadniony wydaje si¢ wniosek, ze rdzne sktadniki probki moga
reagowacé w réznorodny sposob z réznymi typami rodnikow.

W celu sprawdzenia czy wysoka temperatura wptywa réwniez na aktywnos$¢
przeciwutleniajagca skladnikow kapusty w $rodowisku bezwodnym, zbadano poziom
aktywnosci przeciwutleniajacej ekstraktow metanolowych z liofilizatow kiszonej 1 §wiezej
kapusty pochodzacej zaréwno z uprawy standardowej jak i ekologicznej poddanych
procesowi prazenia (Rys. 28). Poziom potencjalu przeciwutleniajagcego badanych probek

oszacowane w wyniku zastosowania testow ABTS 1 DPPH przeliczano na zawarto$¢
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rownowaznikow Troloxu przypadajacg na gram suchej masy liofilizatu [TE umol/g s.m.].
Prazenie probek liofilizatéw kapusty przeprowadzano w temperaturze 100°C przez okres 80
minut. Zdolno$¢ wychwytywania rodnikéw ABTS 1 DPPH przez sktadniki probek ekstraktow
zarowno ze S$wiezej jak 1 z kiszonej kapusty pochodzacej za standardowej uprawy
zdecydowanie wzrastala wraz z dlugosciag okresu prazenia (Rys. 28-A). W przypadku
ekstraktow uzyskanych z ,ekologicznej” kapusty ewidentny wzrost aktywnosci
przeciwutleniajacej podczas prazenia widoczny byt jedynie dla probek swiezej kapusty (w
ciggu 30 min. okoto 8 razy w wyniku zastosowania testu ABTS oraz 2 razy w wyniku

zastosowania testu DPPH) (Rys. 28-B).
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Rys. 28 Wplyw czasu prazenia na wlasciwosci przeciwutleniajace liofilizatow ze §wiezej i

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

pomocg testow ABTS 1 DPPH [TE pmol/g s.m.].
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Wzrost aktywnosci przeciwutleniajgcej analizowanych probek wystawionych na
dzialanie wysokiej temperatury najprawdopodobniej moght by¢ spowodowany uwalnianiem
si¢ i/lub tworzeniem zwigzkéw wykazujacych zdolno$¢ do wychwytywania wolnych
rodnikow. Takimi sktadnikami o wlasciwosciach redukcyjnych mogg by¢ pochodne reakcji
Maillarda (MRPs) (164). Pozytywna korelacje pomiedzy aktywnoscia przeciwutleniajgca a
intensywnos$cig barwy (BPF) wynikajaca z tworzenia si¢ produktow reakcji Maillarda o
bragzowym zabarwieniu zaobserwowano zarowno w uktadach modelowych jak i w produktach
zywnos$ciowych (162, 165, 166).

Na rysunku 29 i 30 przedstawiono zmiany aktywnos$ci przeciwutleniajgcej oraz
intensywnos$ci barwy (BPF) metanolowych ekstraktow otrzymanych ze zliofilizowanych
probek ze §wiezej oraz kiszonej kapusty prazonych przez rdzne okresy czasu w temperaturze

100°C.
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Rys. 29 Zwiazek pomiedzy aktywnoS$cig przeciwutleniajaca (wyznaczong za pomocg testu
ABTS i DPPH - TE pumol/g s.m.) oraz intensywno$cig barwy (absorbancja mierzona przy
A=420 nm) metanolowych ekstraktow z prazonych liofilizatow (A) probek $wiezej i (B)

kiszonej kapusty pochodzacej z uprawy standardowe;.

Wysokie  warto$ci  liczbowe  wspotczynnikéw  korelacji  pomiedzy  aktywnoS$cia
przeciwutleniajacg probek a ich intensywnos$cig barwy (BPF) wskazuja na silng zaleznos¢
pomiegdzy tymi dwoma parametrami. Jedynie w przypadku probek ekstraktow z prazonych
liofilizatow kiszonej, ekologicznej kapusty stwierdzono wystepowanie stabej korelacji
pomigdzy tymi parametrami co znajduje swoje potwierdzenie w warto$ciach liczbowych

wspotczynnikéw korelacji (odpowiednio 0,57 1 0,74 dla testow ABTS i DPPH) (Rys. 30— B).
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Rys. 30 Zwiazek pomiedzy aktywnoS$cig przeciwutleniajaca (wyznaczong za pomocg testu

ABTS i DPPH - TE pumol/g s.m.) oraz intensywno$cig barwy (absorbancja mierzona przy

A=420 nm) metanolowych eckstraktow z prazonych liofilizatoéw (A) probek swiezej i (B)

kiszonej kapusty pochodzacej z ekologicznej uprawy.

Jednak wszystkim pozostalym analizowanym probkom (Rys. 29 - A, B i Rys. 30 — A)
wzrostowi aktywno$ci przeciwutleniajacej towarzyszyt wzrost intensywnos$ci barwy
wywotany tworzeniem si¢ produktow reakcji Maillarda (MRPS). W wigkszoS$ci przypadkow
aktywno$¢ przeciwutleniajgca probek wzrastala liniowo ze wzrostem ich intensywnosci
barwy, jedynie w przypadku $wiezej kapusty pochodzacej z uprawy standardowej zalezno$§¢
ta miata charakter zaleznosci logarytmicznej (Rys. 29 — A). W opublikowanych pracach
badawczych brak jest danych na temat zwigzku wlasciwosci przeciwutleniajgcych ze zmiang
barwy podczas ogrzewania kapusty. Jednak w przypadku probek sokéw z pomidorow
zaobserwowano w trakcie 30 godzinnego okresu ogrzewania w temperaturze 95°C wzrost
potencjalu przeciwutleniajgcego oraz wzrost gesto$ci optycznej probek (162). Podobng
zaleznos¢ zauwazono roéwniez w przypadku probek miodu gdzie wzrostowi czasu lub
temperatury ogrzewania towarzyrzyl jednoczesnie wzrost potencjalu przeciwutleniajacego
oraz wzrost intensywnosci zbrunatnienia probek (165).

W celu obserwacji zmian profilu przeciwutleniaczy ekstraktow metanolowych z
liofilizatow kapusty podczas prazenia zastosowano technike TLC z wizualizacja
chromatogramow za pomoca odczynnika Folina-Ciocalteua oraz roztworow rodnikow ABTS
i DPPH. Uzyskane chromatogramy (Rys. 31, 32, 33) wskazuja na znaczne jakosciowe i
ilosciowe roznice w sktadzie przeciwutleniaczy pomiedzy probkami, ktore byty poddawane

podgrzewaniu i probkami, ktore nie byly poddawane temu zabiegowi.
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Rys. 31 Chromatogramy uzyskane w trakcie analizy probek ekstraktow metanolowych z
liofilizatow $wiezej kapusty pochodzacej z uprawy standardowej otrzymane w wyniku
zastosowania techniki TLC i wizualizowane za pomoca (A)-odczynnika Folina-Ciocalteua;
(B)- roztworu rodnika DPPH; (C)- roztworu rodnika ABTS.

(Numery 0 — 80 na chromatogramach oznaczajg czas prazenia liofilizatow [min]).
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Rys. 32 Chromatogramy uzyskane w trakcie analizy probek ekstraktow metanolowych z
liofilizatéw kiszonej kapusty pochodzacej z uprawy standardowej otrzymane w wyniku
zastosowania techniki TLC i wizualizowane za pomoca (A)-odczynnika Folina-Ciocalteua;
(B)- roztworu rodnika DPPH; (C)- roztworu rodnika ABTS.

(Numery 0 — 80 na chromatogramach oznaczajg czas prazenia liofilizatow [min]).
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Rys. 33 Chromatogramy uzyskane w trakcie analizy probek ekstraktow metanolowych z

liofilizatéw $wiezej kapusty pochodzacej z uprawy ekologicznej otrzymane w wyniku

zastosowania techniki TLC i1 wizualizowane za pomoca (A)-odczynnika Folina-Ciocalteua;

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

(Numery 0 — 80 na chromatogramach oznaczajg czas prazenia liofilizatow [min]).

A

A T A

Rys. 34 Chromatogramy uzyskane w trakcie analizy probek ekstraktow metanolowych z

liofilizatow kiszonej kapusty pochodzacej z uprawy ekologicznej otrzymane w wyniku

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

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

(Numery 0 — 80 na chromatogramach oznaczaja czas prazenia liofilizatow [min]).
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Takich réznic nie zaobserwowano jedynie dla probek kiszonej kapusty pochodzacej z
uprawy ekologicznej (Rys. 34). Dla wszystkich probek ekstraktow, dla ktorych wzrost
aktywno$ci przeciwutleniajacej wyznaczonej w wyniku zastosowania testow ABTS i DPPH
podczas procesu prazenia wydaje si¢ oczywisty na chromatogramach TLC stwierdzono
obecnos¢ nowych zwigzkow (Rys. 31-33).

Uzyskane wyniki te sugeruja wiec, ze w trakcie ogrzewania kapusty uwalniane sg sktadniki o
wlasciwosciach przeciwutleniajacych. Wzrost aktywno$ci przeciwutleniajacej oraz wyzsze
stezenie niektorych bioaktywnych zwigzkow takich jak flawonole czy sterole zostalo

odnotowano rowniez podczas procesu blanszowania kapusty (109).

B
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Rys. 35 Chromatogramy uzyskane w wyniku analizy probek ekstraktéw metanolowych
uzyskanych z liofilizatow sokéw (A) Swiezej 1 (B) kiszonej kapusty pochodzacej ze
standardowej uprawy z wykorzystaniem techniki TLC 1 wizualizowane za pomoca
odczynnika Folina-Ciocalteua; (Numery 0 — 15 na chromatogramach oznaczaja czas ogrzewania sokow
[godz]).
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W celu sprawdzenia czy nowe zwigzki o aktywno$ci przeciwutleniajagcej powstaja
rowniez w przypadku ogrzewania sokoéw z kapusty, taki sam cykl badan przeprowadzono
réwniez dla probek sokow z kapusty po liofilizacji i ekstrakcji za pomoca metanolu.
Otrzymane chromatogramy poddane wizualizacji za pomoca odczynnika Folina-Ciocalteua
przedstawiono na rysunku 35.

Sposoby obrébki kulinarnej sa z reguly uwazane jako czynniki odpowiedzialne za
degradacje przeciwutleniaczy naturalnie wystepujacych w zywnos$ci. Ostatnie doniesienia
polskiej grupy naukowcow (167) wskazuja, ze rodzaj obrobki moze mie¢ istotny wplyw na
zachowanie poczatkowej aktywnos$ci przeciwutleniajgcej produktu. Wykazano, ze me¢tne soki
jabtkowe sa bogatszym zrédtem przeciwutleniaczy niz te same soki poddane procesowi
klarowania. Konsekwentnie, mozna si¢ wigc spodziewaé, ze poddane obrobce owoce i
warzywa beda posiadaé¢ nizszy od $wiezych produktow potencjat przeciwutleniajacy. Taka
zaleznos¢ ma jednak miejsce gldownie w odniesieniu do niestabilnych przeciwutleniaczy np.
kwasu askorbinowego, ktory uznawano cz¢sto za wskaznik strat jakosci produktu podczas
obrobki. Wiadomo jednak, ze obrobka zywno$ci moze mie¢ réznorodny wptyw na produkt, i
nie zawsze konsekwencja tego jest jego utrata prozdrowotnych wlasciwosci czy tez jakosci.
W niektorych przypadkach obrobka kulinarna moze powodowaé utratg naturalnie
wystepujacych antyoksydantow lub tez w ogoéle nie mie¢ wplywu na potencjat
przeciwutleniajacy produktu (85, 109, 155, 167, 168). Czasami jednak przetwarzanie
zywnosci moze prowadzi¢ do powstawania nowych substancji o wlasciwosciach
przeciwutleniajgcych (165, 169-173). Zjawisko to szczegdlnie jest wazne w przypadku
produktow zawierajacych duzg ilo$¢ ttuszczu, gdzie powstawanie przeciwutleniaczy podczas

przetwarzania umozliwiatoby przeciwdziatanie niekorzystnym procesom utleniania.

3.2.2 Zawartos¢ glukozynolanow

Badanie wptywu sposobu obrobki kulinarnej na zawarto$¢ glukozynolanow w
warzywach krzyzowych oraz okreslenie wartosci liczbowych parametrow fizykochemicznych
wptywajacych na kierunek hydrolizy tych zwigzkow odgrywa znaczaca role w uzupeinianiu
badan epidemiologicznych ukierunkowanych na wykrycie zaleznosci pomiedzy spozyciem
warzyw krzyzowych i chemoprewencja. Poznanie przemian fizycznych jak i biochemicznych
tych zwiazkéw zachodzacych podczas procesow obrobki warzyw, jeszcze przed ich
spozyciem  ulatwiloby  zrozumienie = metabolicznych  przemian  glukozynolanéw

obserwowanych w trakcie badan eksperymentalnych z udziatem ludzi 1 zwierzat.
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Umozliwitloby réwniez sformulowanie strategii dietetycznej w celu optymalizacji
dawkowania bioaktywnych produktow rozpadu glukozynolanéw do organizmu.

W trakcie procesow obrobki kulinarnej typowych dla warzyw krzyzowych tj.
zamrazanie, rozdrabnianie, blanszowanie czy tez gotowanie glukozynolany w zaleznosci od
warunkow procesu moga ulega¢ enzymatycznej hydrolizie badz tez termicznej degradacii.
Celem opisywanego etapu badan jest oszacowanie efektu fermentacji na ilo$¢ i proporcje
pomiedzy glukozanami wystgpujacymi w kapuscie. Dodatkowo postanowiono okresli¢
wplyw wysokiej temperatury na glukozynolany zawarte w kapuscie podczas badan

modelowych przeprowadzonych w warunkach bezwodnych.

- Proces fermentacji

Gléwnymi przejawami zman skladu chemicznego zachodzacymi podczas procesu
fermentacji kapusty jest przeksztatcenie weglowodanow do kwasu mlekowego oraz octowego
oraz alkoholu etylowego, mannitolu, dekstranu oraz ditlenku wegla. Fermentacja wptywa
takze na biatka, lipidy, glukozydy oraz inne skltadniki kapusty, co skutkuje zmianami
wlasciwosci chemicznych oraz fizycznych produktu. Wpltyw procesu fermentacji na
glukozynolany jak dotad do konca nie zostal poznany. Dost¢pne dane literaturowe dotycza
zazwyczaj wynikoéw analizy probek na zawartos¢ GLS w probkach kapusty po co najmniej 2
tygodniowym procesie fermentacji. W opisywanych badaniach postanowiono monitorowac
zawarto$¢ gléwnie wystepujacych w kapuscie biatej glukozynolanow w kilkudniowych
odstepach czasu od momentu rozpoczecia fermentacji do momentu jaj zakonczenia (2
tygodnie). Do badan uzyto kapuste pochodzaca zaré6wno z uprawy standardowej jak i
ekologicznej.

Ogollny profil oraz zawarto$¢ glukozynolanéw dla probek $wiezej kapusty
pochodzacej zarowno z uprawy standardowej jak i ekologicznej jest bardzo zblizona. Na
rysunku 36  przedstawiono  przykladowy chromatogram obrazujacy  obecnos¢
desulfoglukozynolanow w analizowanych probkach ekstraktow uzyskanych ze §wiezej bialej
kapusty. Natomiast na rysunku 37 przedstawiono chromatogramy (na ktorych widoczne sa
piki odpowiadajace desulfoglukozynolanolanom) uzyskane w wyniku analizy probek kapusty
poddanej dwutygodniowej fermentacji pochodzacej zaréwno z uprawy standardowej (37-A)
jak i ekologicznej (37-B).
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Rys. 36 Chromatogram uzyskany w wyniku analizy probek ekstraktéw metanolowych
uzyskanych ze $wiezej kapusty biatej na zawarto§¢ desulfoglukozynolanow z

wykorzystaniem techniki HPLC-DAD (A=229 nm).

(GIB- glukoiberyna, SIN- sinigryna; GNP- glukonapina; 4OHGBS- hydroksyglukobrassycyna; GTL-
glukotropaeolina- wzorzec wewngtrzny; GBS- glukobrassycyna; MeOHGBS- metoksyglukobrassycyna; NeoGBS-
neoglukobrassycyna)

Z danych literaturowych wynika, ze dwutygodniowy okres fermentacji powoduje
calkowita degradacje wszystkich glukozynolanéw obecnych w kapuscie (77). Wyniki
uzyskane w trakcie prowadzonych badan wskazuja na degradacj¢ prawie wszystkich
glukozynolanow obecnych w probkach kapusty. Jednocze$nie odnotowano (w przypadku obu
badanych probek kapusty) wzrost stezenia dwoch glukozynolandow charakteryzujacych sig
czasami retencji okoto 20,7 min 1 21,7 min. W tabeli 8 1 9 przedstawiono informacje odnosnie
zmian zawarto$ci poszczegdlnych glukozynolanow wyznaczone dla probek kapusty
pochodzacej zarowno z uprawy standardowej jak i ,.ekologicznej” pobieranych w roznych
etapach procesu fermentacji. Jednoczesnie w tabelach zestawiono widma UV i1 MS
poszczegolnych zwigzkdéw zarejestrowane podczas analizy probek kapusty przy uzyciu

techniki LC-DAD-MS.
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Rys. 37 Chromatogramy uzyskane w trakcie analizy probek ekstraktow uzyskanych z

kiszonej kapusty pochodzacej zarowno z uprawy standardowej (A) jak i ekologicznej (B) z

wykorzystaniem techniki HPLC-DAD (A=229 nm).
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Tabela 8 Zmiany =zawartos$ci poszczegdlnych glukozynolanow w probkach kapusty
pochodzacej z uprawy standardowej w trakcie procesu fermentacji wyznaczone w wyniku

zastosowania techniki HPLC-DAD-MS na etapie analizy probek odpowiednich ekstraktow

rozpuszczalnikowych.
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Tabela 8 c.d.
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(GIB- glukoiberyna, SIN- sinigryna; GNP- glukonapina; 4OHGBS- hydroksyglukobrassycyna; GTL-
glukotropaeolina- wzorzec wewnetrzny; GBS- glukobrassycyna; MeOHGBS- metoksyglukobrassycyna; NeoGBS-
neoglukobrassycyna)

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze w przypadku obu rodzajow kapusty
zachodzi proces szybkiej (w ciaggu maksymalnie 7 dni procesu) degradacji glukozynolanow
alifatycznych czyli glukoiberyny, sinigryny i glukonapiny. Bardziej stabilne w warunkach
fermentacji kapusty okazaty si¢ by¢ glukozynolany indolowe. Trudnym do potwierdzenia
zjawiskiem okazal si¢ wzrost stezenia zwigzkow, ktore wykazuja sie¢ czasami retencji
charakterystycznymi  dla desulfo-metoksyglukobrassycyny (MeOHGBS) i desulfo-
neoglukobrassycyny (NeoGBS). Po 14 dniach fermentacji w przypadku kapusty pochodzacej
z uprawy standardowej odnotowano 37- krotny wzrost stezenia zwigzku o czasie retencji
zblizonym do zwigzku MeOHGBS oraz az 58- krotny wzrost stezenia zwigzku o czasie
retencji podobnym jak czas retencji zwigzku NeoGBS. W przypadku kapusty ,,ekologicznej”
stezenia tych zwigzkow wzrosty odpowiednio 19 i 33 razy. Widma UV tych zwiazkow
zarejestrowane w trakcie badan jednoznacznie wskazywaty na obecno$¢ grupy indolowej w
ich strukturze. Jednak widma MS oprocz jondw charakterystycznych dla MeOHGBS i
NeoGBS (397, 795 m/z) zawieraly jeszcze inne jony charakteryzujace si¢ masami np. 779 lub
781 m/z. Trudno$ci w interpretacji widm MS tych substancji uniemozliwia jednoznaczne

stwierdzenie, ze powstajacymi zwigzkami sg na pewno zwigzki MeOHGBS i NeoGBS.

92



Cze$¢ doswiadczalna

Tabela 9 Zmiany zawartosci poszczegdlnych glukozynolanow w probkach kapusty
pochodzacej z uprawy ekologicznej w trakcie procesu fermentacji wyznaczone w wyniku
zastosowania techniki HPLC-DAD-MS na etapie analizy probek odpowiednich ekstraktow

rozpuszczalnikowych.
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Tabela 9 c.d.
ZMIANA ZAWARTOSCI
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(GIB- glukoiberyna, SIN- sinigryna; GNP- glukonapina; 4OHGBS- hydroksyglukobrassycyna; GTL-
glukotropaeolina- wzorzec wewnetrzny; GBS- glukobrassycyna; MeOHGBS- metoksyglukobrassycyna; NeoGBS-
neoglukobrassycyna)

W dostepnych danych literaturowych dotyczacych oznaczania glukozynolanéw w probkach
kiszonej kapusty mozna jedynie znalez¢ informacje o procesie degradacji tych zwigzkow
spowodowang dziatalno$ci mirozynazy (77, 174-176). Niestety brak jest danych na temat
ewentualnego wzrostu stezenia, ktorego$ z obecnych w kapuscie glukozynolandéw, badz tez

powstawania nowych form tych zwigzkow.

- Proces obrobki termicznej

Poza fermentacja, warzywa krzyzowe bardzo cze¢sto poddawane sg procesowi obrobki
termicznej. Podczas gotowania moga zachodzi¢ rézne procesy w wyniku ktorych zachodza
takie zjawiska jak:

— czeSciowa lub catkowita inaktywacja mirozynazy,

— Uutrata kofaktoréw enzymu,

— degradacja badz przechodzenie glukozynolanéw do medium, w ktéorym warzywa

sa gotowane,

— termiczna degradacja badz tez ulatnianie si¢ powstajacych metabolitow GLS.
Zmiany te w duzej mierze zaleza od czasu oraz sposobu gotowania, rodzaju gotowanego
warzywa, od stopnia jego rozdrobnienia, a takze od struktury chemicznej prekursorow

glukozynolanow.
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Najbardziej prawdopodobnym mechanizmem utraty zwigzkéw z grupy GLS w gotowanych
warzywach jest ich wyptukanie do wody po lizie komdrek. Utrata GLS moze by¢ cz¢§ciowo
zwigzana ze sStopniem poszatkowania warzyw. Podobnie jak w przypadku degradacji
enzymatycznej dane dotyczace przebiegu procesu termicznej degradacji glukozynolanow nie
sg jednoznaczne. W celu oszacowania wplywu wysokiej temperatury na zawarto$¢
glukozynolanow w kapuscie wykonano modelowe badania polegajace na 0znaczeniu
poziomu zawartosci tych zwiazkéw w probkach liofilizatéw uzyskanych z Kkapusty
pochodzacej zarowno z uprawy standardowej jak i ekologicznej, poddawanych procesowi
prazenia w warunkach bezwodnych przez rdzny okres czasu.

Na rysunku 38 przedstawiono chromatogramy uzyskane w trakcie analizy probek
ekstraktow z kapusty pochodzacej zaréwno z uprawy standardowej (Rys. 38-A) jak i z
ekologicznej (Rys. 38-B) prazonej w 100°C przez 1 godzine. Uzyskane wyniki wskazujg na
catkowita degradacje glukozynolanéw obecnych w probkach liofilizatéw obu rodzajow
kapusty podczas prazenia trwajgcego 60 minut. W tabeli 10 i 11 przedstawiono natomiast
zmiany zawarto$ci poszczegllnych glukozynolanow wyznaczone dla probek kapusty
pochodzacej ze standardowej i ekologicznej uprawy pobieranych co 10 minut podczas
procesu prazenia. Jednoczesnie w tabelach zestawiono widma UV 1 MS poszczegodlnych
zwigzkow zarejestrowane w trakcie badan ekstraktow z kapusty przy uzyciu techniki LC-
DAD-MS.

Wiekszos¢ danych literaturowych na temat degradacji glukozynolanow pod wptywem
wysokiej temperatury dotyczy gotowanych badz blanszowanych probek kapusty. Wyniki
uzyskane przez autoréw tych prac pozwalaja wyciagna¢ wniosek, ze poziom indolowych GLS
w trakcie gotowania zmniejsza si¢ szybciej niz poziom alifatycznych GLS (177, 178).
Podobng zalezno$¢ mozna zaobserwowac w przypadku prébek kapusty pochodzacej z uprawy
standardowej, gdzie calkowity zanik glukozynolanow indolowych nastepuje juz po 20
minutach prazenia natomiast pozostatosci glukozynolanéw alifatycznych ulegaja rozktadowi
dopiero po 60 minutach procesu (Tab. 10). Informacje zawarte w literaturze wskazuja, ze
podczas gotowania kapusty najbardziej niestabilna spos$rdd alifatycznych GLS okazata sie¢
glukoiberyna (GIB), natomiast sposrod indolowych GLS najbardziej wrazliwe na dziatanie

wyzszych temperatur byly zwigzki: GBS oraz MeOHGBS (178, 179).
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Rys. 38 Chromatogramy uzyskane w trakcie analizy z wykorzystaniem techniki HPLC-DAD
ekstraktow uzyskanych z kapusty pochodzacej z uprawy standardowej (A) i ekologicznej (B)

prazonej w temperaturze 100°C przez 1 godzine.

W badaniach prowadzonych w ramach pracy doktorskiej za najbardziej niestabilny
alifatyczny GLS uznano rowniez GIB, natomiast sposrdd indolowych GLS najszybciej
degradacji ulegaly 4OHGBS, MeOHGBS oraz NeoGBS. Generalnie alifatyczne
glukozynolany s3 bardziej stabilne w poréwnaniu z indolowymi, jednak stabilno$é

poszczegoOlnych zwiazkow z grupy GLS zalezy od struktury chemicznej kazdego z nich.
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Ponadto wzgledna termostabilno$¢ konkretnych glukozynolanow rézni si¢ w zaleznosci od

temperatury ogrzewania (180).

Tabela 10 Zmiany zawarto$ci poszczegdlnych glukozynolandéw w probkach kapusty
pochodzacej z uprawy standardowej w trakcie procesu prazenia wyznaczone w wyniku
zastosowania techniki HPLC-DAD-MS na etapie analizy probek odpowiednich ekstraktow

rozpuszczalnikowych.
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Tabela 10 c.d.
ZMIANA ZAWARTOSCI
GLS WIDMO UV WIDMO MS
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(GIB- glukoiberyna, SIN- sinigryna; GNP- glukonapina; 4OHGBS- hydroksyglukobrassycyna; GTL-
glukotropaeolina- wzorzec wewngtrzny; GBS- glukobrassycyna; MeOHGBS- metoksyglukobrassycyna; NeoGBS-
neoglukobrassycyna)

Podczas analizy probek obu rodzajow kapusty na chromatogramach (Rys. 38 A, B)
zaobserwowano wzrost stezenia jednego ze zwigzkéw (tr=S8,7 min), postepujacy w miarg
wydtuzania czasu trwania procesu prazenia (Tab. 10, 11). Widma UV i MS tej substancji
zrejestrowane podczas analiz nie byly zblizone do zZadnego z glukozynolanow
charakterystycznych dla warzyw krzyzowych. Wyniki badan prowadzonych w innych
osrodkach wskazuja, ze podczas procesu termicznego moze zachodzi¢ wiele rdznych
przemian glukozynolanow w szczegdlnosci GLS indolowych (181, 182). Moga si¢ tworzy¢
inne pochodne istniejacych glukozynolanéw lub tez kumulowaé produkty rozpadu tych
zwigzkoéw. Jednoznaczne zidentyfikowanie struktury zwigzku powstajacego podczas prazenia
probek kapusty na tym etapie badah nie jest mozliwe i1 wymaga zastosowania

zaawansowanych technik identyfikacyjnych takich jak techniki spektroskopowe.
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Tabela 11 Zmiany zawarto$ci poszczegdlnych glukozynolanow w probkach kapusty
pochodzacej z uprawy ekologicznej w trakcie procesu prazenia wyznaczona w wyniku
zastosowania techniki HPLC-DAD-MS na etapie analizy probek odpowiednich ekstraktow

rozpuszczalnikowych.
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Tabela 11 c.d.
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(GIB- glukoiberyna, SIN- sinigryna; GNP- glukonapina; 4OHGBS- hydroksyglukobrassycyna; GTL-
glukotropaeolina- wzorzec wewngtrzny; GBS- glukobrassycyna; MeOHGBS- metoksyglukobrassycyna; NeoGBS-
neoglukobrassycyna)

3.2.3 Zawartos¢ indolowych produktow rozpadu glukozynolanow

Sposrod indolowych produktéw rozpadu glukozynolanéw najlepiej poznanymi sa
produkty rozpadu glukobrassycyny: indolo-3-karbinol (I3C) oraz 3,3’-diindolometan (DIM).
Indolo-3-karbinol ~ jest  najwazniejszg  pochodng o  potencjalnym  dzialaniu
przeciwnowotworowym, ktorg wyizolowano z roslin krzyzowych. Zwigzek ten jest niezwykle
obiecujagca substancja w zakresie profilaktyki nowotworow i réwnowagi gospodarki
hormonalnej. Zapobiega powstawaniu nowotworow, szczegdlne piersi, Szyjki macicy oraz
odbytnicy. Indolo-3-karbinol odgrywa szczegodlng rol¢ w zapobieganiu nowotworom piersi,
ze wzgledu na swoje dziatanie polegajace na zwigkszaniu konwersji estrogenu z form
przyczyniajacych si¢ do powstawania raka w nietoksyczne produkty rozktadu.
Badania biologiczne ekstraktow z fermentowanej kapusty wykazaly wysoka aktywnos$¢ w

stosunku do estrogeno-zaleznych nowotworéw (183). Przyczyng zahamowania rozwoju i
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wzrostu tego typu nowotworow najprawdopodobniej s3 powstajace podczas procesu
fermentacji kapusty indolowe produkty rozpadu glukobrassycyny. Dane na temat zmian w
poziomach stezen tych zwigzkow w kapuscie podczas obrobki kulinarnej sa jednak nadal
ograniczone.

Celem kolejnego etapu badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej byto
oznaczenie trzech indolowych produktow rozpadu glukobrassycyny: kwasu indolo-3-
octowego (I3AA), indolo-3-karbinolu (13C) oraz indolo-3-acteonitrylu (I3ACN) w probkach
sokow z kapusty (pochodzacej ze standardowej 1 ekologicznej uprawy) fermentowanych oraz
ogrzewanych przez rozne okresy czasu. Ekstrakcje 1 analiz¢ indolowych produktéw rozpadu
zwigzkéw z GLS przeprowadzono wedlug cze$ciowo zmodyfikowanej metody opisanej w
literaturze (77). Na rysunkach 39 i 40 przedstawiono chromatogramy uzyskane w wyniku
analizy probek ekstraktow rozpuszczalnikowych otrzymanych z sokdow ze §wiezej kapusty
pochodzacej zarowno z uprawy Standardowej jak i ekologicznej, ktore zostaty otrzymane
dzigki zastosowaniu techniki HPLC-DAD.

mAU A
13.140

175

150 |
13C

125 I3AA

100

- : : : : 7200 225 250 275 300 325
75 200 225 250 \275 300 325

50 |

25 |

0 25 5 75 10 125 15 175 20 225 min

Rys. 39 Chromatogram uzyskany podczas analizy probek ekstraktow z sokow S$wiezej

kapusty pochodzacej ze standardowej uprawy przy uzyciu techniki HPLC-DAD (A=280 nm).
(I3AA- kwas indolo-3-octowy; 13C- indolo-3-karbinol)
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Rys. 40 Chromatogram uzyskany przy podczas analizy probek ekstraktow z sokow $Swiezej
kapusty pochodzacej z ekologicznej uprawy uzyciu techniki HPLC-DAD (A=280 nm).
(I3AA- kwas indolo-3-octowy; 13C- indolo-3-karbinol)

Na rysunkach 41 i 42 przedstawiono natomiast chromatogramy uzyskane w trakcie analizy
probek ekstraktow z sokow kapusty pobranych po 11 dniach fermentacji. Uzyskane wyniki
wskazuja na obecno$¢ we wszystkich badanych probkach dwoch z trzech oznaczanych
produktéw rozpadu GBS tzn. I3AA i I3C. Sladowe ilo$é I3ACN zaobserwowano jedynie w
probkach ekstraktow uzyskanych ze $wiezej kapusty pochodzacej ze standardowej uprawy.
Na rysunku 40 przedstawiono zmiany st¢zen kwasu indolo-3-octowego oraz indolo-3-
karbinolu zaobserwowane podczas procesu fermentacji kapusty pochodzacej z uprawy
standardowej i ekologicznej. Proces fermentacji w przypadku obydwu rodzajow kapust
powodowal wzrost stezenia kwasu indolo-3-octowego i indolo-3-karbinolu. Kapusta
ekologiczna po 14 dniach fermentacji charakteryzowata si¢ wyzszym stezeniem indolo-3-
karbinolu, natomiast w przypadku kapusty pochodzacej ze standardowej uprawy po
zakonczeniu procesu Kiszenia na wyzszym poziomie stezen wystepowatl kwas indolo-3-
octowy. Wedlug danych dostepnych w literaturze podczas procesu fermentacji kapusty
glownymi indolowymi produktami rozpadu zwigzkoéw z grupy GLS byly indolo-3-karbinol
(1,5 umol/100 g), indolo-3-acetonitryl (0,1 umol/100 g) oraz askorbigen (14 umol/100 g) (77,
176). Inna grupa naukowcéw po 124 godzinach fermentacji kapusty odnalazia jedynie

sladowe ilosci I13C (174).
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Rys. 41 Chromatogram uzyskany podczas analizy probek ekstraktow z sokéw kapusty
fermentowanej przez 11 dni pochodzacej ze standardowej uprawy przy uzyciu techniki
HPLC-DAD (A=280 nm).

(I3AA- kwas indolo-3-octowy; 13C- indolo-3-karbinol)
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Rys. 42 Chromatogram uzyskany podczas analizy probek ekstraktow z sokéw kapusty
fermentowanej przez 11 dni pochodzacej z uprawy ekologicznej przy uzyciu techniki HPLC-
DAD (A=280 nm).

(I3AA- kwas indolo-3-octowy; 13C- indolo-3-karbinol)
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Rys. 43 Wplyw procesu fermentacji na zawartos¢ kwasu indolo-3-octowego (I3AA) oraz
indolo-3-karbinolu (I3C) w ekstraktach rozpuszczalnikowych z sokow z kapusty pochodzacej
ze standardowej (A) i ekologicznej (B) uprawy wyznaczong dzigki zastosowaniu techniki
HPLC-DAD [pg/mL soku].

Podczas analizy probek ekstraktow ogrzewanych sokéw uzyskanych z kapusty pochodzacej
zardwno z uprawy standardowej jak i ekologicznej nie odnotowano obecnosci zwigzkéw
I3AA, I3C oraz I3ACN. Juz 4 godzinne ogrzewanie sokow powodowato catkowita
degradacj¢ obecnych w probkach indolowych produktéw rozpadu glukozynolanow.
Odmienne rezultaty otrzymaly inne grupy naukowcow, ktére podczas ogrzewania kapusty,
brokutéw, kalafiora i brukselki zaobserwowaly wzrost st¢zenia zwigzku 13C oraz I3ACN
(181). Rozbiezno$¢ wynikow moze by¢ spowodowana réznym okresem ogrzewania probek,
w przypadku tej konkretnej pracy (181) probki byty ogrzewane przez okres nie dtuzszy niz 50

minut.
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3.3 Proba izolacji i identyfikacji substancji o wlasciwosciach przeciwutleniajgcych
powstajgcych podczas obrobki kulinarnej kapusty

Podczas badan wptywu obrobki kulinarnej zaobserwowano (dzigki zastosowaniu
techniki TLC) znaczne roznice w profilu przeciwutleniaczy obecnych w probkach swiezej,

kiszonej i ogrzewanej kapusty (Rys. 44).

‘ ———————— \‘::_\, Strefa B - zwiazek Y

—————————

________ == Strefa A - zwigzek X

Rys. 44 Chromatogram uzyskany w wyniku analizy probek ekstraktow metanolowych z
liofilizatéw $wiezej, kiszonej i ogrzewanej kapusty otrzymany przy uzyciu techniki TLC
(wizualizowany za pomocg odczynnika Folina-Ciocalteua)

(0-kapusta bez obrobki; 14- kapusta po 14 dniach fermentacji; 80- kapusta ogrzewana przez 80 min)

Najbardziej znaczace rdznice w chromatogramach miedzy kapusta Swieza a kiszong 1
ogrzewang pojawiajg si¢ w strefie A i B ptytki chromatograficznej (Rys. 44). W tych strefach
zaden ze zwigzkdw pochodzacych z kapusty §wiezej nie reaguje z odczynnikiem Folina-
Ciocalteua natomiast w przypadku probki kapusty Kiszonej i ogrzewanej w tym miejscu

widoczne sg wyrazne, intensywne plamki. Z tego wzgledu celem kolejnych etapow badan
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stala si¢ proba izolacji 1 identyfikacji sktadnikow pojawiajacych si¢ w kapuscie w trakcie

procesu fermentacji (substancja X) oraz procesu obrobki termicznej (substancja Y).

3.3.1 Zastosowanie preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PTLC) na etapie
izolacji substancji o wlasciwosciach przeciwutleniajgcych powstajgcych podczas kulinarnej
obrobki kapusty

W pierwszym etapie badan nad izolacja substancji powstajacych podczas obrobki
kulinarnej kapusty postanowiono zastosowa¢ technike preparatywnej chromatografii
cienkowarstwowej (PTLC). Z ptytek chromatograficznych, na ktére dozowano probki
ekstraktu metanolowego z liofilizatu kiszonej kapusty oraz prazonego liofilizatu kapusty
surowej wyizolowano dwie charakterystyczne frakcje. W celu sprawdzenia parametru Rf
wyizolowanych zwigzkow X 1 Y otrzymane technika PTLC frakcje poddano analizie z

wykorzystaniem techniki TLC (Rys. 45).

e - . 8
1

v auile () e A 5 B

Rys. 45 Chromatogramy uzyskane w wyniku analiz probek ekstraktow rozpuszczalnikowych
z wykorzystaniem techniki TLC z wizualizacja przy uzyciu odczynnika Folina-Ciocalteu (A)
oraz roztworu DPPH (B).

(1- probki ekstraktu metanolowego z liofilizatu kiszonej kapusty; X- frakcja wyizolowana z kiszonej kapusty za
pomocg techniki PTLC; Y- frakcja wyizolowana z prazonej kapusty za pomocg techniki PTLC; 2- probka
ekstraktu metanolowego z liofilizatu prazonej kapusty)
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Etap izolacji substancji X i Y za pomocg techniki PTLC powtorzono kilkukrotnie w celu
zebrania jak najwigkszej ilosci ekstraktu niezbednego do dalszych badan nad identyfikacja

struktury tych zwigzkow.

3.3.2 Proba identyfikacji substancji o wiasciwosciach przeciwutleniajgcych powstajgcych

podczas obrobki kulinarnej kapusty wyizolowanych za pomocq techniki PTLC

W celu identyfikacji odparowane do sucha frakcje z substancjami X i Y

wyizolowanymi przy uzyciu metody PTLC poddano analizie za pomocg technik
spektroskopowych: HR-MS oraz NMR. Probe identyfikacji struktur zwigzkéw X i Y przy
pomocy techniki wysokorozdzielczej spektroskopii mas wykonano w Centrum Badan
Mikromolekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi. Natomiast widma protonowe
NMR wykonano w Miedzyuczelnianym Laboratorium NMR przy Politechnice Gdanskiej
oraz Narodowym Centrum Metabolomiki Roslin i Drobnoustrojow w Anglii. Widma
uzyskane w trakcie przeprowadzonych badan NMR ze wzgledu na wystgpowanie we
frakcjach wigcej niz jednego zwigzku oraz znaczne zanieczyszczenie probki pozostalosciami
po poszczegdlnych etapach ekstrakcji staly si¢ niemozliwe do interpretacji tym samym
udaremniajgc probe okreslenia struktury chemicznej substancji charakterystycznych dla
kiszonej i ogrzewanej kapusty.
Jedynie wyniki analiz (wykonanych dzigki zastosowaniu techniki HR-MS) frakcji ze
zwigzkiem X- charakterystycznym dla kiszonej kapusty dostarczyty informacji na temat
struktur ewentualnych zwigzkéw obecnych w préobce. W badanej probce stwierdzono
wystepowanie gtoéwnie dwoch zwigzkow:

1. zwigzek o sktadzie elementarnym Cy9Hss wykazujacy 6 stopni nienasycenia,

2. zwiazek o sktadzie elementarnym CagHs0O wykazujacy 5 stopni nienasycenia.

Na podstawie tych informacji oraz uzyskanego widma MS rozpoczeto poszukiwania w
dostepne;j literaturze oraz bibliotece widm zwigzku o wyzej podanym skladzie elementarnym
oraz podobnym rozktadzie jonow.

Podczas poszukiwan zauwazono duze podobienstwo widma zwigzku, ktérego obecnos$c
stwierdzono w wyniku zastosowania techniki HR-MS z widmami dostepnymi w bibliotece
charakterystycznymi dla grupy zwigzkow steroli. Szczegolnie wysoki poziom zgodnosci
sktadu elementarnego oraz uktadu pikéw jonowych na widmie mas stwierdzono dla zwigzku

o nazwie 3- sitosterol (22,23-dihydrostigmasterol) (Rys.46).
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Rys. 46 Widmo mas B-sitosterolu (184).

Na podstawie tego poréwnania mozna wnioskowacé, ze zwigzek obecny w badanej frakcji
posiada szkielet weglowy steroidow, jednak doktadne okreslenie jaki jest to izomer nie jest
mozliwe. W posiadanej przez nas bibliotece odnaleziono dodatkowo dziesie¢ zwigzkow,

ktorych widma sg najbardziej zblizone do widma badanego zwiagzku (Tabela 6).

Tabela 12 Zestawienie zwigzkow o widmie mas zblizonym do widma zwigzku obecnego w
badanej frakcji wyizolowanej z kiszonej kapusty za pomoca techniki PTLC  (z

wykorzystaniem techniki HR-MS).

Nazwa zwigzku CAS Masa czasteczckowa  Wzér sumaryczny
B-Sitosterol 83-47-6 414 CygH500
(3B,50,24S)-Stigmast-7-en-3-ol 18525-35-4 414 CagHs00O
Stigmast-8(14)-en-3p-ol 18069-99-3 414 CaoH500
14-metylo-(38,5a)-Ergost-8-en-3-ol 33860-48-9 414 CygH500
(3B)-Ergost-5-en-3-ol 4651-51-8 400 CygH4s0
(3B)-Ergost-8(14)-en-3-ol 30365-65-2 400 CogHs0
2,2-dimetylo-(3B, 5a)-Cholest-8(14)-en-3-0ol  64519-14-8 414 CagH500
4,4-dimetylo-(3f,5a)-Cholest-8(14)-en-3-ol 14772-51-1 414 CygH500
3-etoksylo-(3B)-Cholest-5-en 986-19-6 414 CagHs500
(3B)-Ergost-7-en-3-ol 26047-31-4 400 CogHs0
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Z nazw kilku z wymienionych zwigzkow wynika, ze potozenie grypy hydroksylowej moze
by¢ rozne, przy czym widma sa praktycznie nierozroznialne. W sprawozdaniu z badan
przeprowadzonych w CBMM PAN w Lodzi znajduje si¢ zatozenie, ze pik o m/z 396 moze
pochodzi¢ od innego zwiazku, jednak roznica 18 jednostek mas (414 - 396) moze réwniez
$wiadczy¢ o tworzeniu jonu o m/z 396 z jonu opisywanego za pomocg parametru m/z 414,
Taka warto$¢ parametru m/z jest charakterystyczna dla zwigzkow o szkielecie steroidowym i
inicjowana jest termicznie jak i w wyniku jonizacji elektronowe;j.

W celu potwierdzenia ewentualnej obecnosci steroli w frakcji wyizolowanej z kapusty
kiszonej zastosowano test Salkowskiego (185). Na rysunku 47 przedstawiono wyniki
przeprowadzonego testu (ekstrakt - fiolka S$rodkowa). Roztwor zawierajacy frakcje
wyizolowang z kiszonej kapusty zabarwit si¢ na ré6zowo co potwierdzatoby wczesniejsze

przypuszczenia dotyczace obecnosci steroli w probcee.

 E= =

=

Rys. 47 Fiolki z roztworami wykorzystywanymi w trakcie testu Salkowskiego (fiolka
srodkowa- badany ekstrakt zawierajacy zwigzek X wyizolowany z kiszonej kapusty, fiolki

zewngtrzne- §lepa proba).

W celu potwierdzenia wynikéw uzyskanych dzigki zastosowaniu techniki HR-MS, probki
frakcji X 1 Y ponownie wyizolowano za pomocg metody PTLC i wystano do CBMM PAN w
Lodzi.

W trakcie analizy probki X zaobserwowano dwa maksima pradu jonowego. Widma
zarejestrowane w obrebie pierwszego maksimum wykazywaty piki przy m/z=59, 117, 175 i
430. W celu ustalenia sktadu elementarnego (wzoru czasteczkowego) jonu o m/z=430

wykonano pomiar jego dokladnej masy. Na etapie oznaczania sktadu elementarnego Na
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etapie oznaczania skladu elementarnego nieznanego zwigzku zatozono ze, poza atomami
wegla 1 wodoru, obecnych moze by¢ do 6 atomdéw tlenu, 2 atomoéw azotu i 1 atom siarki, a
réznica pomig¢dzy masg zmierzong i obliczong nie moze przekracza¢ 10 ppm. Dla jonu o
zmierzonym m/z=430,3807, przy powyzszych zalozeniach ustalono mozliwy sktad jako
Co9Hs500,. Zwigzek o takim sktadzie elementarnym posiada 5 stopni nienasycenia (jeden
stopien nienasycenia odpowiada podwodjnemu wigzaniu lub uktadowi pierScieniowemu).
Poréwnanie zarejestrowanego widma (Rys. 48) z widmami znalezionymi w bibliotece NIST
(ok. 64 tys. widm EIl) wskazywato na pochodne cholestanu (Tabela 13), jednak stopien
zgodnosci nie byt zbyt wysoki.

‘ - .}L.le-l‘:.JLJ—l‘aA’fL"ﬂ}LlLlL‘A‘AJ—lA-hALn“AL-na‘—‘—.-»‘-LAL-‘»;J‘.-— _._ ._.V __ — | N PR | ', . '. TRICIT T
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Rys. 48 Widmo mas zarejestrowane podczas analizy frakcji wyizolowanej z kiszonej kapusty
z wykorzystaniem techniki HR-MS.

W widmach znalezionych bibliotece stwierdzono brak pikow odpowiadajacych jonom
charakteryzujacych si¢ wartosciami parametru m/z=59, 117 i 175. Tak wigc zarejestrowane
widmo nie jest na tyle zgodne z widami bibliotecznymi, aby jednoznacznie uznaé, ze
odpowiada ono zwigzkowi o znanej strukturze.

Widma w obszarze drugiego maksimum pradu zarejestrowane podczas analizy frakcji

wyizolowanej z kiszonej kapusty zawieraly pik charakteryzujacy si¢ warto$cig parametru
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m/z=368, ktoéry odpowiadat jonowi o doktadnej masie 368,3424 1 sktadzie czasteczkowym
CarHaa.

Tabela 13 Zestawienie zwigzkow o widmie mas zblizonym do widma zwigzku o masie 430
obecnego w badanej frakcji wyizolowanej z kiszonej kapusty za pomocg techniki PTLC (z

wykorzystaniem techniki HR-MS).

Nazwa zwigzku CAS Masa czasteczkowa Dopasowanie Wzoér sumaryczny
Cholestan-3-on 1858-14-6 430 622 Cy9H500;
Witamina E 59-02-9 430 600 Ca9Hs500,
Cholestan-3-on 25328-53-4 430 588 CaoHs500,
Cholestan-3-on 54498-52-1 430 469 Cy9H500;
22,26-epitio-furost-5-en-3-ol 55028-76-7 430 430 Cy7H420,S
Octan cholestano-3-olu 1255-88-5 430 263 Cy9H500;

| |
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Rys. 49 Widmo mas zarejestrowane podczas analizy frakcji wyizolowanej z kiszonej kapusty

z wykorzystaniem techniki HR-MS.
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Poréwnanie zarejestrowanego widma (Rys. 49) z widmami z biblioteki widm dawato w
odpowiedzi widma zwigzkéw cholastadienowych o wysokiej zgodno$ci z widmem
uzyskanym w trakcie przeprowadzonych badan (Tabela 14), jednak doktadne okreslenie

izomeru, jakiemu ono odpowiada byto réwniez niemozliwe.

Tabela 14 Zestawienie zwigzkow o widmie mas zblizonym do widma zwigzku o masie 368
obecnego w badanej frakcji wyizolowanej z kiszonej kapusty za pomocg techniki PTLC (z

wykorzystaniem techniki HR-MS).

Nazwa zwiazku CAS Masa czasteczkowa  Dopasowanie Wzér sumaryczny
2,4-Cholestadien 434-16-2 368 766 CorHus
Cholesta-3,5-dien 747-90-0 368 856 CorHus
Cholesta-7,14-dien 54482-39-2 368 730 CoHus
Cholesta-2,4-dien 4117-50-4 368 359 CorHus

Analiza frakcji zawierajacej zwiazek Y (wyizolowanej za pomocg techniki PTLC) ze wzgledu

na niedostateczng czystos$¢ okazata si¢ niemozliwa.

3.3.3 Zastosowanie zestawu HPLC-NP sprzezonego z kolektorem frakcji na etapie izolacji
substancji o wlasciwosciach przeciwutleniajgcych powstajgcych podczas obrobki kulinarnej

kapusty

Brak jednoznacznej identyfikacji substancji powstajacych podczas obrobki kulinarnej
kapusty, ktora jest spowodowana niedostateczng czystoscig analizowanych probek sprawita,
ze kolejnym etapem stata si¢ proba uzyskania ekstraktow o podwyzszonej zawartosci analitu.
Wykorzystano do tego celu uktad chromatografu cieczowego sprzezonego z detektorem DAD
oraz kolektorem frakcji (HPLC-DAD-KF).

Jedng z przyczyn niepowodzenia identyfikacji struktury zwigzkow wyizolowanych we
wczesniejszym etapie byla ich niewystarczajaca ilo§¢. Niski poziom stezen szczegdlnie
substancji X w ekstraktach z kiszonej kapusty stal si¢ powodem do poszukiwan innego zrédta
tej substancji. Alternatywnym zrodlem substancji X powstajacej podczas kiszenia kapusty
bialej okazala si¢ kiszona czerwona kapusta. Na rysunku 50 przedstawiono chromatogram
uzyskany w trakcie analizy probek ekstraktow otrzymanych z kiszonej biatej i czerwonej

kapusty uzyskany dzigki zastosowaniu techniki TLC.
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I M - Zwigzek X

Rys. 50 Chromatogram uzyskany w wyniku analiz probek ekstraktow rozpuszczalnikowych z
liofilizatu kiszonej biatej kapusty - 1 oraz z liofilizatu kiszonej czerwonej kapusty — 2 przy

wykorzystaniu techniki TLC z wizualizacjg za pomoca odczynnika Folina-Ciocalteu

Otrzymane wyniki wskazywaly na wystepowanie zwigzku X w probkach kiszonej czerwone;j
kapusty na wyzszym poziomie stezen niz w probkach kiszonej biatej kapusty. Z tego wzgledu
na etapie frakcjonowania postugiwano si¢ ekstraktami z kiszonej czerwonej kapusty.
Frakcjonowanie probek ekstraktow rozpuszczalnikowych uzyskanych z kiszonej i
prazonej kapusty postanowiono prowadzi¢ w ukladzie faz normalnych. Zastosowanie jako
fazy ruchomej jedynie rozpuszczalnikow organicznych np. chloroformu i metanolu umozliwia
ich tatwiejsze pozbycie si¢ z zebranych frakcji np. poprzez odparowanie w strumieniu azotu.
Przed frakcjonowaniem probki ekstraktow metanolowych z liofilizatow poddano wstepnemu
oczyszczaniu. Z ekstraktow metanolowych liofilizatow postanowiono pozby¢ si¢ najbardziej
polarnych substancji, ktére moglyby w trakcie analizy chromatograficznej nie ulegaé

procesowi rozdzielenia 1 trwale adsorbowa¢ si¢ na kolumnie wypetnionej zelem

113



Cze$¢ doswiadczalna

krzemionkowym. W tym celu probki ekstraktow mieszano z zelem krzemionkowym i
odparowywano do sucha w strumieniu gazu obojetnego. Tak przygotowane probki
ekstrahowano nastgpnie mieszaning rozpuszczalnikow chloroform:metanol (2:8). Ekstrakt
oddzielony od zelu z zaadsorbowanymi polarnym substancjami poddawano W pierwszej
kolejno$ci analizie przy zastosowaniu techniki TLC a nastepnie procesowi frakcjonowania
przy wykorzystaniu techniki HPLC-DAD-KF.

W trakcie analizy chromatograficznej probek ekstraktow otrzymanych z Kiszonej
czerwonej kapusty oraz ekstraktu z ogrzewanej biatej kapusty zbierano do oddzielnych fiolek
po trzy glowne frakcje (Rys. 51, 52). W przypadku ekstraktu z kiszonej czerwonej kapusty
byly to frakcje zawierajace zwigzki o czasach retencji: 3,4; 4,1 1 5,8 min (Rys. 51), natomiast
w przypadku ekstraktu z ogrzewanej biatej kapusty byty to frakcje ze zwigzkami o czasach
retencji: 1,9; 2,21 2,6 min (Rys. 52).
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Rys. 51 Chromatogram uzyskany podczas procesu frakcjonowania probek oczyszczonych
ekstraktow rozpuszczalnikowych z liofilizatu kiszonej czerwonej kapusty uzyskany dzieki

zastosowaniu uktadu HPLC-DAD-KF.
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Rys. 52 Chromatogram uzyskany podczas procesu frakcjonowania probek oczyszczonych
ekstraktow rozpuszczalnikowych z liofilizatu ogrzewanej biatej kapusty uzyskany dzigki

zastosowaniu uktadu HPLC-DAD-KF.

Zebrane frakcje w celu sprawdzenia czystos$ci poddano analizie chromatograficznej stosujac
te same warunki co podczas procesu frakcjonowania. Uzyskane chromatogramy
poszczegolnych frakcji zestawiono w tabeli 15. Chromatogramy poszczegdlnych frakcji
wskazuja na obecno$¢ w kazdej z nich jednej gléwnej substancji.

W celu zidentyfikowania frakcji zawierajacych interesujace nas zwigzki X i Y zebrane
probki poddano analizie przy uzyciu techniki TLC z wizualizacja chromatogramow za
pomocg odczynnika Folina-Ciocalteua. Na rysunku 53 i 54 przedstawiono chromatogramy
uzyskane na tym etapie badan. Na podstawie uzyskanych wynikow ustalono, ze we frakcji 2
wyodrebnionej z ekstraktu pochodzacego z kiszonej czerwonej kapusty znajduje si¢
substancja X, natomiast zwigzek Y zidentyfikowano w 2 frakcji pochodzacej z ekstraktu
ogrzewanej biatej kapusty. W celu zebrania jak najwiekszej ilosci frakcji z substancjami X 1 Y
proces frakcjonowania powtorzono kilkadziesigt razy zbierajac tylko frakcje 2 zaréwno
podczas analizy ekstraktu z czerwonej kiszonej kapusty jak i bialej ogrzewanej kapusty. Po
zebraniu frakcji, probki przygotowano do analizy NMR odparowujagc w strumieniu gazu

obojetnego nadmiar rozpuszczalnika
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Tabela 15 Zestawienie chromatograméw probek ekstraktow wyjsciowych z kapusty kiszonej
1 ogrzewane] oraz poszczegélnych wyodrebnionych z nich frakcji otrzymanych dzieki

zastosowaniu techniki HPLC.

Frakcjonowanie ekstraktu z kiszonej czerwonej kapusty Frakcjonowanie ekstraktu z ogrzewanej biatej kapusty
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Rys. 53 Chromatogram uzyskany w trakcie analizy probek ekstraktow rozpuszczalnikowych

z wykorzystaniem techniki TLC.
(ex0-ekstrakt z liofilizatu Kiszonej czerwonej kapusty; ex1-oczyszczony i wzbogacony ekstrakt z Kiszonej

kapusty-ekstrakt wyjsciowy do frakcjonowania; frl, fr2, fr3-frakcje zebrane dzigki zastosowani techniki HPLC)

E _______‘: ________ i b Zwigzek Y

Rys. 54 Chromatogram uzyskany w trakcie analizy probek ekstraktow rozpuszczalnikowych

z wykorzystaniem techniki TLC.
(ex0-ekstrakt z liofilizatu ogrzewanej biatej kapusty; ex1-oczyszczony i wzbogacony ekstrakt z ogrzewanej

kapusty-ekstrakt wyjsciowy do frakcjonowania; frl, fr2, fr3-frakcje zebrane dzigki zastosowani techniki HPLC)
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3.3.4 Zastosowanie techniki NMR na etapie identyfikacji bioaktywnych substancji
powstajgcych podczas obrobki kulinarnej kapusty wyizolowanych dzigki zastosowaniu uktadu

HPLC-DAD-KF

Frakcje wyizolowane z kiszonej czerwonej kapusty oraz z ogrzewanej bialej kapusty,
zawierajace odpowiednio zwigzek X 1 zwigzek Y poddano analizie z wykorzystaniem techniki
NMR. Ze wzgledu na niewielkg ilo$¢ ekstraktow (okoto 1,5 mg s.m) mozliwe byto
wykonanie jedynie widm protonowych tych frakcji.

Widmo NMR uzyskane dla frakcji wyizolowanej z kiszonej, czerwonej kapusty

wskazywato niestety na obecnos¢ w ekstrakcie wiecej niz jednej substancji (Rys. 55).

Rys. 55 Widmo protonowe frakcji zawierajacej zwigzek X (wyizolowane] z kiszonej

czerwonej kapusty) otrzymane dzigki zastosowaniu techniki NMR.

Mozna stad wnioskowac, ze podczas zbierania frakcji za pomocg techniki HPLC-DAD-KF w
trakcie rozdzielania substancji X zachodzita koelucja innych zwigzkow.
Trudnosci w interpretacji uzyskanego widma NMR uniemozliwity wigc jednoznaczne

ustalenie struktury substancji powstajacej podczas procesu fermentacji kapusty - zwigzku X.
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Tabela 16 Widma NMR przyktadowych zwigzkoéw nalezacych do grupy steroli.
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(zrédto-biblioteka widm NMR Sigmy Aldrich)
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Jedynie porownanie uzyskanego widma z widmami dostepnymi w bibliotece umozliwity
zidentyfikowanie w analizowanej frakcji obecnosci zwigzku nalezacego do grupy steroli. W
tabeli 16 przedstawiono kilka przyktadowych widm NMR przedstawicieli tej grupy
zwigzkow.

Zakwalifikowanie zwigzku X do grupy substancji o strukturze steroli potwierdzatoby
wczesniejsze wyniki analiz wykonanych za pomocg techniki HR-MS.

Sterole roslinne (fitosterole) sa mato poznang grupa zwiazkéw wiadomo jednak, ze
posiadaja zdolno$¢ obnizania cholesterolu we krwi poprzez hamowanie jego absorpcji. Stad
wzrosto zainteresowanie wykorzystaniem ich do wzbogacania zywnosci funkcjonalne;.
Niestety w dostepnych danych literaturowych niewiele jest wiadomo na temat zawartosci
steroli w kapuscie, tym bardziej brak jest danych dotyczacych poziomu wystgpowania tych
zwigzkéw w kapuscie poddanej procesowi fermentacji. Do tej pory wysoka aktywnos¢
biologiczng kapusty tlumaczono obecnoscig produktow rozpadu glukozynolanéw, mniej
uwagi przywigzywano pozostalym zwigzkom tworzacym fitokompleks tego warzywa.
Kontynuowanie badan pod katem identyfikacji steroli stanowilo by niewatpliwe istotng
warto$¢ z punktu widzenia rekomendacji zywieniowych mogacych sie przyczyni¢ do
zmniejszenia ryzyka chordb cywilizacyjnych.

Druga frakcja poddang analizie z wykorzystaniem techniki NMR byt ekstrakt
zawierajacy substancje powstajaca podczas ogrzewania kapusty - zwigzek Y. Uzyskane na
tym etapie badan widmo protonowe przedstawiono na rysunku 56. Na podstawie
zarejestrowanego widma stwierdzono obecno$¢ w probce zwigzku o strukturze furfuralu.
Poréwnanie otrzymanego widma z widmami NMR dostepnymi w bibliotece wskazaty na
wysoka zgodno$¢ ze zwigzkiem: 5-hydroksymetylo-furfural. Na rysunku 57 przedstawiono
widmo protonowe oraz wzor strukturalny tego zwigzku.

Hydroksymetylofurfural (HMF) jest jednym ze produktow reakcji Maillarda. Zwigzek
ten jest czesto uwazany za wskaznik postepu reakcji nieenzymatycznego brunatnienia bogatej
w cukier zywnosci w trakcie obrobki termicznej (186,187). Podczas pieczenia chleba
tworzenie si¢ zwigzku HMF powoduje powstawanie chrupiacej, brazowej skorki (188).
Zwiazek ten oraz kilka innych lotnych substancji odpowiedzialny jest rowniez za bukiet
zapachowy powstajacy podczas procesu dojrzewania wina (189).

Udowodniono, ze niektore lotne produkty reakcji Maillarda posiadajg wiasciwosci
przeciwutleniajace (190). Pochodne furfuralu maja réwniez zdolno$¢ wychwytywania rodnika

OH- (191).
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Rys. 56 Widmo protonowe frakcji zawierajacej zwigzek Y (wyizolowanej z ogrzewanej biatej

kapusty) otrzymane dzigki zastosowaniu techniki NMR.
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Rys. 57 Widmo NMR 5-hydroksymetylo-furfuralu.
(zrédto-biblioteka widm NMR Sigmy Aldrich)
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IV PODSUMOWANIE

W krajach potkuli pétnocnej, w tym takze w Polsce, choroby nowotworowe staja si¢
obecnie najbardziej znaczacym elementem kosztow leczenia spoteczenstw oraz glownag
przyczyna przedwczesnych zgonow. Stad tez ogromne zainteresowanie profilaktyka
nowotworowg. Prowadzone w wielu instytucjach naukowych badania eksperymentalne maja
na celu sprawdzenie mechanizmu przeciwrakotworczego dziatania zaréwno wybranych
produktéw zywnos$ciowych, jak i1 substancji izolowanych z jadalnych ro$lin. Chodzi o
opracowanie takich rekomendacji dietetycznych, ktére pozwola na zmniejszenie zagrozenia
chorobami nowotworowymi.

Konsumenci XXI wieku, jak to trafnie podkresla G. Hardy (192) w swoim artykule
poswieconym funkcjonalnej zywnosci, potrzebujq rekomendacji zZywieniowych ze strony
wykwalifikowanych dietetykow i farmakologow. | jak kontynuuje wspomniany autor, jezeli ta
potrzeba nie zostanie zaspokojona to niewykwalifikowani ,,znawcy** bedgq mogli wypetnic te
luke i na pewno to zrobiq.

Badania prowadzone na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskiej (we
wspélpracy z innymi osrodkami) mialy na celu wyjScie na przeciw wspomnianym
spotecznym potrzebom. Glownym obiektem naszych zainteresowan jest §wieza i kiszona
kapusta, poniewaz byla i1 jest ona w tej czgsci Europy warzywem spozywanym w
najwiekszych ilosciach przez caty rok, a wiec przekonanie spoteczenstwa do jej konsumpcji
nie powinno spotka¢ si¢ z oporem jakiego nie sposéb uniknaé np. w przypadku zalecania
zielonej herbaty jako podstawowego napoju. Szczegélnie gdy wiadomo bedzie, ze kapusta
zawiera liczne substancje, dla ktorych wykazano wazne z punktu widzenia chemioprofilaktyki
nowotworowej aktywno$ci biologiczne. Obserwuje si¢ obecnie ogromne zmiany w
preferencjach dietetycznych spoteczefistwa wraz z nadej$ciem restauracji typu ,,fast food* i
popularyzacji kuchni egzotycznych, dlatego wazne staje si¢ uzasadnione wynikami
badawczymi rekomendowanie tradycyjnych, a sprzyjajacych zdrowiu produktow

Kapusta (Swieza 1 kiszona) zawiera liczne wtdrne metabolity, ktorych przydatnos¢ z
punktu widzenia chemoprewencji nowotworowej zostata udokumentowana w przypadku
innych ro$linnych skladnikow zywno$ci. Mozna w tym miejscu wymieni¢ nastgpujace
przejawy aktywnosci biologicznej:

- wilasciwosci przeciwutleniajagce wynikajgce z obecno$ci witamin C oraz E,

karotenoidéw 1 polifenoli;
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- wilasciwosci przeciwmutagenne wynikajace z obecnosci przeciwutleniaczy, a takze

zwigzkow siarkoorganicznych;

- zdolno$¢ indukowania enzymow detoksykacyjnych (tzw. enzyméw 11 fazy), w tym
przede wszystkim transferaz glutationowych, gltéwnie przez izotiocyjaniany 1 indole

bedace produktami metabolizmu glukozynolanow (193);

- wplyw na ekspresje genow odpowiedzialnych za rozrost nowotworowy poprzez

modulowanie komérkowej homeostazy redoks przez izotiocyjaniany i antyoksydanty

(194-196);

- dziatanie indoli oraz by¢ moze takze fitosteroli jako modulatorow receptoréw

estrogenowych (197).

Te potencjalnie cenne zalety kapusty z punktu widzenia profilaktyki nowotworowe;j
spowodowaty podjecie na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskiej wielokierunkowych
badan nad przeciwrakotworczymi wiasciwosciami kapusty. W obregbie trzech katedr
stworzono zespot badawczy, prowadzacy badania ukierunkowane na ocen¢ 1 praktyczne
wykorzystanie przeciwrakotworczych wilasciwosci kapusty. Dziatalno$¢ prowadzona w
Katedrze Chemii Analitycznej ukierunkowana jest gléwnie na aspekty analityczne badan
prowadzonych przez zesp6l migdzykatedralny 1 jest przedmiotem niniejszej rozprawy
doktorskiej.

Wiekszo$¢ prozdrowotnych wiasciwosci warzyw 1 owocow jest silnie uzalezniona od
kolejnych procesow, ktorym poddawany jest surowiec zanim trafi do organizmu cztowieka.
Ten aspekt jest czesto ignorowany badz nieuwzgledniany w wielu badaniach
epidemiologicznych i zywieniowych. Wigkszo$¢ dostepnych danych na temat rodzaju i
poziomu wystepowania sktadnikéw bioaktywnych dotyczy jedynie surowych roslin. W
rzeczywistosci jedynie niewielka cz¢$¢ warzyw spozywana jest w postaci surowej, wiekszos¢
z nich potrzebuje procesu obrobki niezbednego ze wzgledéw bezpieczenstwa, zachowania
jakosci czy tez z powodow ekonomicznych. Dlatego tez rezultaty badan wptywu obrobki
kulinarnej na zawarto$¢ sktadnikéw bioaktywnych w kapuscie stanowia niewatpliwe istotng
wartos$¢ z punktu widzenia chemoprewencji zywieniowe;.

Wyniki uzyskane w trakcie realizacji procesu badawczego bedace przedmiotem
rozprawy doktorskiej pozwolity migdzy innymi na poroéwnanie zawarto$ci bioaktywnych
sktadnikow w kapustach pochodzacych z réznych rejonéw Europy co umozliwito

zaobserwowanie wysokiej korelacji pomiedzy aktywnoscig przeciwutleniajaca a catkowita
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zawartoscig glukozynolanow w tych warzywach. Mozna wnioskowa¢ stad, ze zawarto$¢
substancji aktywnych w kapuscie jest silnie uzalezniona od warunkéw uprawy i klimatu
wplywajacych na biosyntez¢ tych zwigzkéw. Podczas badan zaobserwowano rowniez, ze
kapusta $wieza, kiszona i gotowana charakteryzujg si¢ odmiennymi profilami zwigzkéw o
charakterze przeciwutleniaczy. Generalnie istnieje poglad, ze obrobka kulinarna
odpowiedzialna jest za degradacje naturalnie wystgpujacych przeciwutleniaczy w owocach i
warzywach. Wbrew tej opinii w przypadku probek sokow z kapusty obserwowano okoto
czterokrotny wzrost aktywno$ci przeciwutleniajacej juz po 7 dniach fermentacji oraz okoto
o$miokrotny wzrost tych wtasciwosci w ciggu 10 godzin ogrzewania.

Podczas badan odnotowano réwniez powstawanie znacznych ilosci indolowych
produktow rozpadu glukozynolanéw, glownie indolo-3-karbinolu (I3C) podczas procesu
fermentacji . Zwiazek ten nalezy do tzw. bifunkcjonalnych czynnikow chemoprewencyjnych
indukujacych zaréwno enzymy I jak i II fazy metabolizmu ksenobiotykoéw, ma takze
wlasciwosci estrogenne. Cenng cechg kapusty biatej jest uwalnianie substancji o charakterze
przeciwutleniaczy w trakcie procesu fermentacji oraz obrobki termicznej. Wyizolowane za
pomocg technik ekstrakcyjnych i chromatograficznych dwie gléwnie powstajace podczas
obrobki substancje wykazuja wysoka, aktywnos¢ przeciwutleniajgcg. Badania struktury tych
substancji wskazuja na sktad elementarny oraz widma masowe zblizone do zwigzkow z grupy
steroli oraz hydroksymetylofurfuralu.

Kapusta uchodzi za pospolite warzywo, bedace podstawa diety ludzi ubogich 1 jej
zalety nie sg doceniane przez konsumentow. Badacze zajmujacy si¢ prozdrowotnymi
sktadnikami zywnosci dopiero w ostatnich kilku latach zwrdcili uwage na jej potencjalng
uzyteczno$¢ w ochronie zdrowia ludzkiego. Poznanie powigzan pomiedzy aktywnosciami
biochemicznymi i biologicznymi a sktadem chemicznym kapusty §wiezej i poddanej obrobce
kulinarnej jest niezbednym krokiem do stworzenia rekomendacji zywieniowych mogacych si¢
przyczyni¢ do zmniejszenia ryzyka choréb nowotworowych.

Wyniki badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej moga si¢ okazaé uzyteczne
dla trzech grup odbiorcéw. Po pierwsze technologéw zywnosci, ktérzy moga wykorzystac
walory fitozwigzkow kapusty do zaprojektowania zdrowszych produktéw spozywczych. Taka
mozliwo$¢ juz znalazla praktyczng realizacj¢ polegajaca na opracowaniu technologii
produkcji wyrobow migsnych, uwazanych za zwigkszajace ryzyko nowotworowe,
wzbogaconych w przeciwrakotworcze sktadniki kapusty, ktore takiemu zagrozeniu

przeciwdziataja (zgloszenie patentowe). Ponadto identyfikacja zwigzkéw bioaktywnych ma
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fundamentalne znaczenie dla prowadzenia skutecznej kontroli ich poziomu w produkcie
rynkowym. To z kolei wymaga opracowania odpowiednich narzedzi analitycznych. Na to
zagadnienie ukierunkowane sg badania zrealizowane w ramach paracy doktorskie;j.

Druga grupa odbiorcéw to konsumenci, w przypadku ktorych naukowa weryfikacja walorow
kapusty jako cennego, tradycyjnego sktadnika diety powinna zaowocowac tym, ze beda po
nig sigga¢ ze Swiadomego wyboru, a nie tylko ekonomicznej koniecznosci.

Trzecia potencjalna grupa konsumentéw to osoby o podwyzszonym ryzyku choréb
nowotworowych. Rekomendacje zywieniowe w tym przypadku wymagaja doglgbnego
poznania mechanizméw chemoprewencji i ich zwigzku ze sktadem bioaktywnych substancji.
We wszystkich trzech przypadkach niezbedna jest wiedza na temat wplywu obrobki na
zabezpieczenie badz tez ulepszenie naturalnej aktywno$ci i biodostgpnosci naturalnych

sktadnikoéw spozywanych warzyw.
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V STRESZCZENIE

W krajach rozwinietych choroby nowotworowe staja si¢ obecnie najbardziej
znaczacym elementem kosztow leczenia spoteczenstw oraz glowng przyczyna
przedwczesnych ~ zgondéw.  Stad tez  ogromne  zainteresowanie  profilaktyka
przeciwnowotworowsa, ktére nabrato szczegodlnego rozmachu po stwierdzeniu w wyniku
badan epidemiologicznych, ze zywnos$¢ pochodzenia roslinnego zawiera liczne substancje
przeciwdziatajace powstawaniu nowotwordw. Szczegolnie cenne wydaja si¢ by¢ warzywa
krzyzowe, w przypadku ktorych obserwowano najwyrazniejsza Kkorelacje pomiedzy
poziomem spozycia, a obnizong zapadalno$cia na nowotwory piersi, jelita grubego i ptuc. W
Europie Srodkowej najwazniejszym warzywem z rodziny krzyzowych jest kapusta biala
(Brassica oleracea var. capitata), stanowigca tradycyjny element diety krajow tego regionu.
Ze wzgledu na wysokie spozycie 1 dostepnos¢ przez caty rok, warzywo to potencjalnie moze
by¢ znaczacym elementem chemoprewencji nowotworowej. Z ta mysla podjgto prace majace
na celu ocen¢ zawartosci substancji bioaktywnych oraz przeciwutleniajacych wiasciwosci
kapusty, tak swiezej jak 1 poddanej obrébce kulinarne;.
Porownanie zawartosci bioaktywnych sktadnikow w kapustach pochodzacych z réznych
rejond6w Europy co umozliwilo zaobserwowanie wysokiej korelacji pomigdzy aktywnoscia
przeciwutleniajacg a catkowita zawarto$cig glukozynolanow w tych warzywach. Kapusta
swieza, kiszona 1 gotowana charakteryzujg si¢ odmiennymi profilami zwigzkéw o charakterze
przeciwutleniaczy. Podczas badan odnotowano rdwniez powstawanie znacznych ilosci
indolowych produktow rozpadu glukozynolanéw, gtéwnie indolo-3-karbinolu (I3C) podczas
procesu fermentacji .Cenng cechg kapusty bialej jest uwalnianie substancji o charakterze
przeciwutleniaczy w trakcie procesu fermentacji oraz obrobki termicznej. Wyizolowane za
pomocg technik ekstrakcyjnych 1 chromatograficznych dwie gldwnie powstajace podczas
obrobki substancje wykazuja aktywnos$¢ przeciwutleniajaca. Badania struktury tych substancji
wskazuja na sklad elementarny oraz widma masowe zblizone do zwigzkéw 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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