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EWA SOSINSKA, MIECZYSEAW W. OBIEDZINSKI

BADANIA NAD BIOAKTYWNYMI GLUKOZYNOLANAMI
W WYBRANYCH ODMIANACH WARZYW KRZYZOWYCH
TECHNIKA HPLC

Streszczenie

Celem pracy byto okreslenie zawartosci glukozynolanow w wybranych odmianach brokuta i kalafiora.
Analizg jakosciowa i ilosciowa desulfoglukozynolanéw wykonano przy uzyciu chromatografu cieczowego
zaopatrzonego w detektor UV. Glukozynolany ekstrahowano ze zliofilizowanych probek goracym meta-
nolem, ekstrakty oczyszczano w kolumienkach z zywica jonowymienng i przeprowadzano desulfatacje.
Stosowano glukotropeoling jako standard wewngtrzny, a zawarto$¢ poszczegdlnych glukozynolanéw
przeliczano, uwzgledniajac wspdtczynniki korekcyjne. Analizy konfirmacyjne glukozynolanow przepro-
wadzano technika LC-ESI/MS.

Sposrod zidentyfikowanych w wybranych warzywach glukozynolanow dominowaty: glukorafanina,
glukobrassycyna oraz neoglukobrassycyna. Poszczegdlne odmiany brokutow (Cezar, Tiburon, Milady
oraz Chevalier) i kalafiorow, pochodzace z pdl uprawnych Wydziatu Ogrodniczego SGGW, zbieranych
miedzy lipcem a pazdziernikiem 2006 r. roznity si¢ migdzy soba zardwno pod wzgledem profilu, jak
iilosci glukozynolandéw. Stwierdzono réznice zawartosci i sktadu glukozynolanow w odmianie wysianej
i zbieranej w réznym okresie czasu, a takze pomigdzy poszczegdlnymi czgSciami morfologicznymi tej
samej rosliny np. szczytu r6zy oraz todygi.

Stowa kluczowe: brokut, kalafior, glukozynolany, HPLC, identyfikacja

Wprowadzenie

Glukozynolany to ro$linne siarkowe glikozydy, zawierajace czasteczke glukozy
(wiazanie B-D-tioglukozydowe), siarke oraz tancuch boczny, pochodng aminokwasowa
(rys. 1) [2, 6]. Glukozynolany mozna podzieli¢ na trzy podstawowe grupy, w ktoérych
fancuch boczny pochodzi od nastepujacych aminokwasow: alifatyczne — metionina,
alanina, walina, leucyna i izoleucyna; aromatyczne — tyrozyna i fenyloalanina oraz
indolowe — tryptofan.

Mgr inz. E. Sosiniska, prof. dr hab. M. Obiedziviski, Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zyw-
nosci, Wydz. Technologii Zywnosci, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego, ul. Nowoursynowska 159
C, 02-776 Warszawa
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Rys. 1.  Ogolna struktura glukozynolanow (R — boczny tancuch, pochodna aminokwasu).
Fig. 1.  Basic structure of glucosinolates (R — side chain, aminoacid’s derivative).

Sposréd roslin zawierajacych glukozynolany najwigksze znaczenie w zywieniu
maja: kapusta biata, czerwona, wloska, pekinska, brukselska, rzepak, rzepik oraz kala-
fior, brokut, rzodkiew, rzodkiewka, kalarepa, jarmuz, rzezucha, rukola, rukiew, gor-
czyca i chrzan, nalezace do rodziny Brassicacea |2, 6].

Uwaza sig, ze wystepowanie glukozynolanow w zywnoS$ci nadaje jej funkcjonal-
ny, prozdrowotny charakter, a warzywa kapustne uzyskaty status zywnosci wspomaga-
jacej walke z nowotworami. Wynika to z faktu, ze glukozynolany ulegajac degradacji
enzymatycznej (przy udziale myrozynazy), termicznej lub przy udziale mikroflory
jelitowej sa prekursorami szerokiej gamy zwiazkow, ktore moga wykazywaé wielokie-
runkowe przeciwnowotworowe oddziatywanie. Profil glukozynolanow, a takze ich
zawarto$¢ jest rozna w poszczegdlnych roslinach i ich odmianach. Ponadto na zawar-
tos¢ glukozynolanow maja wptyw warunki uprawy m.in. dostgpnos¢ sktadnikow od-
zywczych, klimat czy termin zbioru [6].

Glukozynolany stanowia czynnik obronny roslin przed trawozernymi zwierzgta-
mi, patogenami i insektami, stad nazywane sa naturalnymi pestycydami [4, 5]. Niekto-
re z produktow ich hydrolizy wykazuja dzialanie przeciwwirusowe, przeciwgrzybiczne
oraz przeciwbakteryjne w odniesieniu do wielu ludzkich patogendéw np. przeciwko
Helicobacter pylori, zwigkszajacej ryzyko wystapienia nowotworoéw zotadka [2, 8, 9].

Dieta odgrywa ogromna rolg w profilaktyce nowotworowej. Modyfikacja diety
cztowieka, prowadzaca do dostarczenia zwiazkow biologicznie czynnych indukujacych
odpowiedni poziom ochrony, staje si¢ najbardziej obiecujaca strategia w tej profilakty-
ce. Stad uwzglednianie w diecie roslin zawierajacych glukozynolany jest wskazane.

Celem pracy bylto okreslenie zawartosci glukozynolanéw w wybranych odmia-
nach brokuta i kalafiora.

Material i metody badan

Material do badan stanowity warzywa pochodzace z upraw Wydziatu Ogrodni-
czego SGGW w Warszawie; zebrane w okresie lipiec - pazdziernik 2006 r. w stadium
dojrzatosci konsumpcyjnej. Wybrano nastepujace odmiany brokuta: Cezar — zbior li-
piec oraz pazdziernik, Tiburon i Chevalier — zbidr sierpien, Milady — zbior wrzesien.
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Analizowane tez odmiany kalafiora: zielony Amfora — zbior sierpien i pazdziernik,
pomaranczowy — zbior pazdziernik. Cyfra rzymska, podawana za nazwa odmiany,
oznaczono miesiac zbioru. Oznaczenia wykonywano w trzech powtorzeniach, wyniki
podano jako wartosci usrednione.

Podczas oznaczen kierowano sig zaleceniami zawartymi w PN-EN ISO 9167-1 [7].
Materiat do badan zamrazano, nastgpnie liofilizowano i rozdrabniano. Glukozynolany
ekstrahowano ze zliofilizowanych probek goracym 70% metanolem (75°C) po uprzed-
nim dodatku standardu wewngtrznego — glukotropeoliny. Ekstrakty oczyszczano w ko-
lumienkach z zywica jonowymienna (Sephadex DEAE A25), przeprowadzano desulfata-
cje, a desulfoglukozynolany wymywano woda. Oznaczenie wykonywano technika wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), stosujac chromatograf cieczowy firmy
Shimadzu z detektorem UV, wspotpracujacy z programem obrobki danych LCMS Solu-
tion. Rozdzial prowadzono w ukladzie faz odwréconych, kolumna Hypersil 5 pm C18
(10 mm x 4,6 mm) w temp. 30°C. Zastosowano elucjg gradientowa: woda (rozpuszczal-
nik A) oraz acetonitryl:woda (20:80) (rozpuszczalnik B) przy przeptywie 0,5 ml/min.
Program gradientowy: warunki poczatkowe 100% A do 1,5 min, zmniejszanie jego
udzialu do 60% do 8 min, a nastgpnie do 40% do 10 min, natomiast w 18 min osiagano
100% B, utrzymujac ten stan do 25 min, po czym stabilizowano uklad w warunkach
poczatkowych. Spektrofotometryczne oznaczenie desulfoglukozynolanow prowadzono
przy dlugosci fali A = 229 nm. Identyfikacje desulfoglukozynolanéw prowadzono na
podstawie pordwnania czasu ich retencji z wzorcami, a zawarto§¢ obliczano, wykorzy-
stujac standard wewngetrzny oraz uwzgledniajac przeliczniki korekcyjne. W obliczeniach
uwzgledniano jedynie te glukozynolany, ktorych powierzchnia pod pikiem przekraczata
1% sumarycznej powierzchni wszystkich pikow w badanej probce. Dodatkowo prowa-
dzono analizy konfirmacyjne glukozynolanéw za pomoca techniki LC-ESI/MS z zacho-
waniem warunkow chromatografowania jak opisano wyzej, stosujac dodatek octanu
amonu (0,1%, v/v) do fazy ruchomej. Analizg statystyczna wynikéw wykonano za po-
moca programu Statgraphics 4.1., testem LSD, przy poziomie istotnosci p < 0,05.

Wyniki i dyskusja

W badanych odmianach brokuta i kalafiora zidentyfikowano nastgpujace gluko-
zynolany alifatyczne: glukoiberyna (GI), progoitryna (PR), sinigryna (S), glukorafani-
na (GR), napoleiferyna (N), glukobrassicanapina (GBN) oraz indolowe: 4-
hydroksyglukobrassycyna (4HGB), glukobrassycyna (GB), 4-metoksyglukobrassycyna
(4MGB) i neoglukobrassycyna (NB).

Sposrdéd poszezegdlnych odmian brokuta najwigksza, sumaryczna zawartoscia
glukozynolanéw charakteryzowat si¢ Cezar (20,7 pmol/g s.m.), zbierany pod koniec
lipca, natomiast najmniejsza Cezar X (2,8 umol/g s.m.), przy obserwowanym zrozni-
cowaniu glukozynolanow w brokutach (rys. 2). W przypadku pozostatych odmian bro-
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kuta, ktore uzyskaty dojrzatos¢ konsumpcyjna w sierpniu i wrzes$niu, zawarto$¢ suma-
ryczna glukozynolandéw ksztattowala si¢ na poziomie ok. 5-7 umol/g s.m. Powyzsze
obserwacje sa zgodne z innymi badaniami wykazujacymi, ze odmiana czy warunki
uprawy moga mie¢ wpltyw na zawartos¢ sktadnikow biologicznie aktywnych, w tym
rowniez glukozynolanoéw [1, 3, 4]. Jak wykazano (na przykladzie odmian brokutow
Cezar VII i Cezar X), wigkszy wptyw na zawartos¢ tych glukozydow mialy warunki
klimatyczne uprawy niz odmiana.
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Objasnienia: PR — progoitryna, GR — glukorafanina, N — napoleiferyna, GB — glukobrassycyna, 4MGB -
4-metoksyglukobrassycyna, NGB — neoglukobrassycyna, ¥GLS — sumaryczna zawarto$¢ glukozynola-
now. a, b, ¢, d — wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami w obrgbie danego glukozynolanu nie
roznia sig statystycznie istotnie. Cyfry rzymskie po nazwie odmiany oznaczaja miesiac zbioru w 2006 r.
Explanatory notes: PR — progoitrin, GR — glucoraphanin, N — napoleiferin, GB — glucobrassicin, 4MGB -
4-methoxyglucobrassicin, NGB — neoglucobrassicin, ¥GLS — total glucosinolates cocntent. a, b, ¢, d —
mean values marked with the same letter for particular glucosinolate indicate lack of statistical significant
differences. Roman numeral after name of variety means the month of harvest in 2006.

Rys. 2. Zawarto$¢ glukozynolanow: poszczego6lnych i ogétem w badanych odmianach brokuta.
Fig. 2. Individual and total glucosinolates content in tested broccoli varieties.

Najbardziej pozadanymi glukozynolanami w warzywach kapustnych sa glukora-
fanina oraz glukobrassycyna, prekursory odpowiednio sulforafanu oraz indolo-3-
karbinolu. Tym produktom rozpadu przypisywana jest najwigksza aktywnos$¢
w zmniejszaniu ryzyka wystapienia nowotworow [8]. Wérdd badanych brokutéw po-
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nad potowe glukozynolanow stanowily wiasnie glukorafanina i glukobrassycyna, od
51% w odmianie Chevalier VIII do ponad 75% w przypadku Milady IX.

Wykazano wyzsza sumaryczng zawartos¢ glukozynolandw w szczycie rozy niz
w jej todydze w odmianach brokuta Chevalier VIII oraz Cezar X, stad nasuwa si¢
wniosek, ze poszczegdlne odmienne morfologicznie czg$ci rosliny produkuja i/lub
kumuluja glukozynolany w rézny sposob (rys. 3). Statystycznie istotne réznice migdzy
zawartos$cia poszczegolnych glukozynolanow stwierdzono we wszystkich przypadkach
migdzy szczytem roézy a todyga (oprocz napoleiferyny oraz 4-metoksyglukograssycyny
w brokule odmiany Cezar X).

4 —
O Cata roza / Whole flower head

[ Szczytrozy / Flower head top I

3 [ S
B rodvearozv / Flower head stalk T

umol/g s.m. / pumol/g d.m.
o

b
: m m m“
0 |—_-|FP1—‘—- r“l——

Cezar X
Gl PR GR N GB 4MGB NGB X GLS

Objasnienia: jak pod rys. 2 oraz GI — glukoiberyna.
Explanatory notes: as in Fig. 2 and GI — glucoiberin.

Rys. 3. Zawarto$¢ glukozynolanoéw, poszczegdlnych i ogodlem, w réznych morfologicznie czgéciach
dwoch odmian brokuta.

Fig. 3.  Individual and total glucosinolates content in different morphological part in two broccoli varie-
ties

Profil glukozynolanéw badanych odmian kalafiora byt bogatszy niz odmian bro-
kuta (rys. 2 i 4). Wérod badanych odmian najbardziej zréznicowany pod wzgledem
profilu glukozynolanow byt kalafior zielony, ktory osiagnal dojrzato$¢ w pazdzierniku,
natomiast najmniej — pomaranczowy X, ktory charakteryzowat si¢ rowniez najmniejsza
ich zawarto$cia (1,7 umol/g s.m.) (rys. 4). Najwigksza sumaryczng zawarto$¢ glukozy-
nolandéw oznaczono w kalafiorze zielonym VIII (6,2 pmol/g s.m.). Glukobrassycyna
we wszystkich badanych odmianach stanowila ponad 30% sumarycznej zawartos$ci
glukozynolanéw.

Porownujac zawarto$¢ sumaryczna glukozynolanéw we wszystkich badanych wa-
rzywach mozna wnioskowa¢, ze zar6wno odmiana, warunki uprawy, jak i cz¢$¢ morfo-
logiczna rosliny determinuja nie tylko zawarto$¢ glukozynolandw, ale takze ich profil.
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Ponadto w przypadku brokuta ‘Cezar’ oraz zielonego kalafiora zaobserwowano, ze
warzywa wysiane na wiosng i zbierane w lecie charakteryzowaty si¢ wyzsza zawarto-
$cig glukozynolanow, od tych wysianych latem, osiagajacych dojrzatos¢ jesienia (rys.
2 i 4). Niezbedne jest przeprowadzenie dalszych badan dotyczacych nie tylko zmien-
nosci zawartosci glukozynolandw, ale takze ich wzajemnych relacji z innymi sktadni-
kami warzyw.
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Objasnienia: jak pod rys. 2 i 3 oraz S — sinigryna, 4HGB — 4-hydroksyglukobrasscyna, GBN — glukobras-
sicanapina.

Explanatory notes: as in fig. 2 and 3, and S — sinigrin, 4HGB — 4-hydroxyglucobrassicin,

GBN - glucobrassicanapina.

Rys. 4. Zawarto$¢ glukozynolanow, poszczegdlnych i ogétem, w odmianach kalafiora.
Fig. 4. Individual and total glucosinolates content in cauliflower varieties.

Whioski

1. Sposrod zidentyfikowanych glukozynolandéw, w brokutach i kalafiorach domino-
waly: glukorafanina, glukobrassycyna oraz neoglukobrassycyna.

2. Poszczegolne odmiany brokulow czy kalafioréw zbieranych migdzy lipcem
a pazdziernikiem 2006 r. r6znity si¢ migdzy soba zarowno pod wzgledem profilu,
jak i zawartosci glukozynolanow. Najwigksza zawartoscia glukozynolanéw cha-
rakteryzowat si¢ brokut odmiany Cezar zebrany w lipcu.
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3. W przypadku brokuta ‘Cezar’ oraz zielonego kalafiora stwierdzono, ze warzywa
wysiane na wiosng i zbierane w lecie charakteryzowatly si¢ wigksza zawarto$cia
glukozynolanéw niz wysiane latem, a osiagajace dojrzatos¢ jesienia.

4. Zaobserwowano wigksza zawarto$¢ glukozynolandow w szczycie rozy niz w jej
todydze w odmianach brokuta: Chevalier, ktory dojrzatos¢ konsumpcyjna osiagnat
w sierpniu, oraz Cezar, ktorego zbior przypadt na pazdziernik.

Praca byla prezentowana podczas XII Ogolnopolskiej Sesji Sekcji Mtodej Kadry
Naukowej PTTZ, Lublin, 23—24 maja 2007 r.
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INVESTIGATION ON BIOACTIVE GLUCOSINOLATES IN CHOSEN CRUCIFEROUS
VEGETABLES VARIETIES BY HPLC

Summary

The aim of this paper was the determination of glucosinolates in chosen broccoli and cauliflower va-
rieties. Qualitative and quantitative analysis has been carried using liquid chromatograph with UV detec-
tor. Glucosinolates were extracted from lyophilizated samples with hot methanol, extracts were purified on
ion exchange columns and desulfation was carried. Glucotropaeolin was used as an internal standard, and
content of individual glucosinolate has been calculated taking into consideration relative responce factor.
Confirmation of glucosinolates were conducted using LC-ESI/ MS.
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Among identified glucosinolates in choosen vegetables most abundant were: glucoraphanin, gluco-
brassicin and neoglucobrasscin. Each broccoli varieties (Cezar, Tiburon, Milady and Chevalier) as caulif-
lower varieties, cultivated on Horticultural Faculty of Warsaw Agricultural University fields, harvested
between July and October 2006, were different both profile as content of glucosinolates. The differences
were in glucosinolates’ content and composition for the same variety sew and harvested in varied time

period, moreover differences between particular morphological parts of the same plant as flower head top
or stalk.

Key words: broccoli, cauliflower, glucosinolates, HPLC, identification
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