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1. CZESC TEORETYCZNA

1.1. Substancje antyodzywcze

Do substancji antyodzywczych w zywnos$ci zaliczane sg takie substancje, ktore ograniczaja
lub uniemozliwiaja wykorzystanie sktadnikow odzywczych ze spozywanych produktéw. Nazywane
sg takze substancjami wywierajacymi szkodliwy wptyw na organizm ludzki. Zalicza si¢ do nich:
zwigzki pochodzenia naturalnego; zwiazki toksyczne, ktore przenikaja do zywnosci na skutek
zanieczyszczenia srodowiska, m.in. w wyniku zabiegdw agrotechnicznych (pozostalosci srodkow
ochrony roslin, pestydycéw) oraz proceséw technologicznych, niektére substancje celowo
dodawane do zywnosci (dodatki do zywnosci). Do substancji antyodzywczych pochodzenia

naturalnego zalicza si¢ m.in.: goitrogeny.
1.2. Goitrogeny

Goitrogeny to substancje wolotwodrcze, do ktérych zaliczne sg zwigzki (szczegolnie ich
metabolity), ktore moga wplywa¢ na metabolizm jodu, prowadzac do obnizenia jego st¢zenia w
organizmie. To skolei prowadzi do zaburzenia syntezy hormondw tarczycy oraz przerostu gruczotu
(stad nazywa si¢ substancjami wolotwdrczymi). Do naturalnych substancji wolotwdrczych

(goitrogenow) naleza: tioglikozydy, glikozydy cyjanogenne, polifenole oraz hemaglutyniny.
1.2.1 Tioglikozydy (glukozynolany)

Tioglikozydy (glukozynolany, GLS) sg anionami organicznymi posiadajacymi czasteczke B-
D-glukozy, sulfonowany oksym i tancuch boczny o strukturze alifatycznej lub aromatycznej
(Rysunek 1). Substancje te wystgpuja gtownie w roslinach z rodziny krzyzowych tj.: kapuscie,
brukselce, jarmuzu, kalafiorze, rzepie, kalarepie, rzepaku. Mimo iz obecne s3 we wszystkich
cze¢$ciach roslin, to w najwigkszym stezeniu wystepuja nasionach. Do organizmu cztowieka trafiajg
przez bezposrednie spozywanie wyzej wymienionych warzyw lub dostajg si¢ wraz z mlekiem

pochodzacym od krow karmionych paszg zawierajacg duza ilo$¢ roslin krzyzowych.

Roéznorodnos¢ wystepujacych kombinacji tancucha bocznego sprawia, ze w chwili obecnej
znanych jest okoto 100 réznych zwigzkéw, z czego w warzywach kapustnych wystepuje okoto 20
glukozynolanow (np. synigryna, progoitryna, glukonapina, glukoiberyna, neoglukobrassicyna). W
ro$linach tioglikozydy wystepuja w postaci glikozydowe;j i polaczenia te nie wykazuja toksycznosci
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w stosunku do roslin, zwierzat jak i1 patogendw. Jednakze wszystkie rosliny zawierajace te
substnacje  antyodzywcze posiadaja réwniez enzym  myrozynaz¢  (tioglukozydaze,
glukohydroksydaze tioglukozydowa, EC 3.2.1.147) zdolng do degradacji tych zwigzkow do form
prostszych. W wyniku ich hydrolizy enzymatycznej powstaje glukoza, jon siarczanowy oraz w
zalezno$ci od warunkow (glownie od pH) szereg produktow degradacji, m.in. tiocyjaniany,

izotiocyjaniany, zwiazki indolowe, nitryle oraz oksazolidyntiony (Rysunek 1).
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Rysunek 1. Hydroliza enzymatyczna tioglikozydow

Tenze enzym, ktéry odpowiedzielany jest za przeprowadzenie hydrolizy enzymatycznej
tioglikozydéw (myrozynaza) sktada si¢ z trzech do czterech izoenzymdéw i1 wystepuje w roslinach
krzyzowych. Poniewaz wystepuje w komorkach, jej dziatanie (w szerokim zakresie pH od 3 do 8, w
obecnosci wody) jest mozliwe dopiero po zmiazdzeniu tkanek i uwolnieniu z nich soku
komorkowego. Enzymatyczny rozklad tioglikozydéw ma zatem miejsce w jamie ustnej w czasie
zucia pokarmu, a takze przy rozdrabnianiu warzyw podczas przygotowywania potraw. Dopiero
jednak ekstrakcja wodg oraz gotowanie uwalnia wigkszo$¢ tych aktywnych substnacji. Temperatura
90 °C powoduje denaturacje tego enzymu i hamuje jej dziatanie. Nalezy takze podkresli¢ fakt, iz w
czasie gotowania niektére tioglikozydy ulegaja destrukcji pod wpltywem temperatury, z
wytworzeniem nitryli (Rysunek 2), za§ wigkszos$¢ tiocyjanianéw jest lotna 1 podczas gotowania

warzyw w otwartym naczyniu ulatnia si¢ z parg wodng.



7. Wplyw procesow technologicznych na zawartos¢ tiocyjanianow w warzywach

S

CeH120s5 o~ e
H,0, temp. + S0y
H,C=HC-H,C c\ » H,C=HC-H,C—C==N + S
NOSO;- ) + B-D-glukoza
synhigryna 2-propenylonitry]

Rysunek 2. Destrukcja tioglikozydow pod wplywem temperatury

Te tioglikozydy, ktore nie ulegly hydrolizie podczas jedzenia czy przygotowywania w dalszych
odcinkach uktadu pokarmowego ulegaja hydrolizie pod wplywem tioglikozydazy bakteryjne;.

Produkty hydrolizy moga wykazywaé dzialanie toksyczne, moga negatywnie wplywa¢ na
zahamowanie wzrostu zwierzat, ogranicza¢ ich reprodukcj¢, wywota¢ zaburzenia metabolizmu
jodu, a takze powodowac¢ uszkodzenia watroby i nerek.

W kapuscie wystepuja cztery rodzaje glikozydoéw, w ktérych cze$é niecukrowa, aktywnag
wolotwoérczo stanowig tiocyjaniany (50 mg/kg), izotiocyjaniany (100 mg/kg), tiooksazolidyny (10
mg/kg) oraz antocyjany (zwigzki z grupy polifenoli), wystepujace w duzych ilosciach, np. w

kapuscie czerwone;.

Stosunek SCN/I"> 500, jak np. w racji pokarmowej zawierajacej okoto 500 g kapusty o zawarto$ci
okoto 100 mg tiocyjanianéw i przy podazy jodu w granicach norm, to jest ok. 100 pg, moze
stworzy¢ warunki dla przerostu tarczycy. Zaburzenie metabolizmu tarczycy mozna wywota¢ nie
tylko przez spozywanie duzej ilosci roslin krzyzowych, ale takze: manioku, soi, cebuli i czosnku.
Wolotworcze dzialanie wyzej wymienionych produktéw jest zwykle tym silniejsze, im mniejsza
jest podaz jodu. Wystepowanie wola endemicznego ma miejsce w srodkowej i wschodniej Europie,
w regionach oddalonych od morza, co zwigzane jest z duzym spozyciem kapusty i niedostateczne;j
ilosci jodu w powietrzu i pozywieniu. Spozywanie wigkszej ilo§ci wyzej wymienionych produktow
powoduje w pierwszym okresie spadek aktywnosci sekrecyjnej tarczycy przez zahamowanie
syntezy tyroksyny. W konsekwencji nast¢puje obnizenie we krwi poziomu trijodotyroniny (T3) i
tetrajodotyroniny (T4, tyroksyna), ktére sa aktywnymi formami hormonu gruczotu tarczycy. W
drugim etapie zmniejszony ich poziom w plynach ustrojowych powoduje wzrost aktywno$ci
tyreotropowej, przez zwigkszong sekrecje hormonu tyreotropiny (TSH) z przysadki mozgowej, co

powoduje przerost masy tarczycy (wole). Sposob dziatania czynnikow goitrogennych jest rozny.

Tiocyjaniany (SCN’) z tatwoscia przenikaja przez wszystkie btony komodrkowe. Konkurujac z
jonami jodu powoduja hamowanie ich transportu do tkanek, w tym gruczolu tarczycy
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(kompetencyjna inhibicja transportu I'). Tiocyjaniany przyspieszaja dodatkowo wydalanie jodu
przez nerki; inaktywuja peroksydazg tarczycowa odpowiedzialng za utlenianie anionu I', tak zwang
organifikacje jodu (konwersja jodu nieorganicznego w organiczny) i sprzeganie jodotyrozyn. W
wyniku ich dziatania nastepuje spadek stg¢zenia jodu w tarczycy, utrudnione jodowanie tyrozyny,
gromadzenie si¢ mono- i dijodotyrozyny, co powoduje wzrost masy gruczotu.
Tiocyjaniany moga by¢ metabolizowane w réznych tkankach do cyjanianéw i siarczanéw. Rozktad
jondw tiocyjanianowych moze nastgpowac pod wptywem peroksydazy, ktorej rolg moze petnié
réwniez hemoglobina.

Izotiocyjaniany (NSC") sa gldéwnymi toksycznymi produktami powstajagcymi w wyniku
dzialania myrozynazy na tioglikozydy. Izotiocyjaniany i tiooksazolidyny hamuja aktywnos¢
peroksydazy tarczycowej, wplywaja przez to hamujaco na syntez¢ hormondéw tarczycy.

Izotiocyjaniany moga przeksztatca¢ si¢ w organizmie w tiocyjaniany.

Nitryle natomiast sa najbardziej toksycznymi produktami rozpadu tioglikozydéw, ale
glownie dziataja na nerki. Detoksykacja tych zwigzkéw w organizmie jednak prowadzi do

wytworzenia tiocyjaniandw.

Bardzo silng aktywnos$¢ goitrogenng wykazuja takze tiooksazolidyny. Hamuja one synteze
tyroksyny oraz jej sekrecj¢ do krwi. Dodatkowa podaz jodu w diecie tylko w nieznacznym stopniu
tagodzi ich wolotwércze dzialanie. Swiadczy to o tym, ze tiooksazolidyny zaburzajg metabolizm
tarczycy, ale nie doplyw i gromadzenie jodu przez tarczyceg. Tiooksazolidyny przenikaja przez
tozysko 1 do mleka. Najlepiej poznanym przedstawicielem tej grupy substancji wolotworczych jest
progoitryna. Wystepuje ona w ziarnach zoltej rzepy i rzepaku. Jej aktywna czg$cig jest goitryna (5-
winylo-2-tiooksazolidon). Udowodniono, ze podawanie 10 pg goitryny krolikom przez 3 tygodnie
moze zwigkszy¢ znacznie mase tarczycy. U ludzi roéwniez stwierdzono, ze niewielkie ilosci tego

tioglikozydu hamuja wbudowywanie jodu do tarczycy.
UWAGA!!!:

Student zobowigzany jest do zapoznania si¢ takze z informacjami zawartymi w Rozdziale 4.3.3
(Spektrofotmetria UV-Vis, str. 154-161) oraz Rozdziale 4.3.4. (Metody analizy iloSciowej —
metody krzywej kalibracyjnej, str. 162-163) zawartych w pozycji: Kumirska J., Gotgbiowski M.,
Paszkiewicz M., Bychowska A., Analiza ;ywnosci, skrypt elektroniczny dla studentéw Ochrony
Srodowiska Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, 2010, ISBN 978-83-7326-711-4,
Wydawnictwo Uniwersytetu Gdanskiego, Gdansk 2010.
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2. CZESC EKSPERYMENTALNA

2.1. Cel ¢éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie zawartosci tiocyjaniandéw w wybranych warzywach oraz

wykazanie wptywu ogrzewania w $rodowisku wodnym na zachowanie tych zwiagzkoéw w produkcie.

Zasada metody polega na wyekstrahowaniu tiocyjanianow z badanej proby kwasem
trichlorooctowym (TCA) i przeprowadzeniu reakcji z jonami zelazowymi. W srodowisku kwasnym
powstaje krwistoczerwone zabarwienie w wyniku tworzenia si¢ kompleksow od Fe(SCN)** do

Fe(SCN)*:
Fe’" + SCN™ 2 Fe(SCN)**

Fe*" + 6(SCN) >Fe(SCN)s>

2.2. Wykonanie ¢wiczenia [1]

Analizowane produkty spoiywcze

- kapusta biata

- jesli po wykonaniu oznaczenia jonow SCN™ i przygotowaniu krzywej kalibracyjnej

Studentom pozostanie czas dodatkowo moga oznaczy¢ jony SCN™ w cebuli

Odczynniki chemiczne

- kwas trichlorooctowy (TCA), roztwor 5%

- roztwor azotanu(V) zelaza(Ill) (rozpusci¢ 80 g Fe(NOs), x 9H,0 (404 g/mol) w 250 ml 2M

kwasu azotowego(V), uzupetni¢ woda do 500 ml)

- roztwor A - roztwér podstawowy jondéw SCN- (rozpusci¢ 16,7 mg rodanku potasu (97

g/mol) w 100 mL 5% kwasu trichlorooctowego)

Szkto laboratoryjne, sprzet i akcesoria

- Sprzet do rozdrabniania warzyw (deska, n6z)
- Zlewka o poj. 150 ml - 1 szt.
- Mozdzierz porcelanowy o poj. 100 ml z pistelem - 2 szt.

- Cylinder miarowy o poj. 50 ml - 2 szt
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- Lejek $redni - 2 szt., maly — 1 szt.

- Kolbka stozkowa o poj. 100 ml ze szlifem - 2 szt.

- Bagietka - 1 szt.

- Filtry strzykawkowe wraz ze strzykawkami o obj. 5 ml — 2 sztuki
- Probowki szklane w statywie

- Pipeta o poj. 2 ml - 2 szt.

- Pipeta o poj. 10 ml — 1 szt.

- Pipeta o0 poj. 5 ml — 3 szt.

- Bibuta filtracyjna

- Waga techniczna, ptyta grzejna, spektrofotometr, kuwety.

SPOSOB WYKONANIA
Sporzqdzanie krzywej wzorcowej

10 ml roztworu A rozcienczy¢ 5% roztworem TCA do 100 ml, uzyskujac w ten sposéb roztwor
wzorcowy B, ktorego 1 ml zawiera 10 pg jonow SCN'. Z tego roztworu przygotowuje si¢ krzywa
wzorcowg wedlug schematu podanego w Tabeli 1, pobierajac do kolejnych probowek od 0 do 5 ml
roztworu wzorcowego B 1 uzupeliajac do 5 ml 5% TCA. Po przygotowaniu tak opisanych
roztworéw wzorcowych nalezy zmierzy¢ absorbancj¢ trzykrotnie wobec proby Slepej

odczynnikowej przy dtugosci fali 470 nm. Uzyskane wyniki zapisa¢ w Tabeli 2.

Tabela 1. Sposob przygotowania roztworow wzorcowych

Roztwor B 5% TCA Azotan zelazowy stezenie
ml ml ml pg/ml
0 5 5 0 (Slepa)
1 4 5 2
2 3 5 4
3 2 5 6
4 1 5 8
5 0 5 10
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Tabela 2. Wyniki pomiaru absorbancji przygotowanych roztworéw wzorcowych

Stezenie [pg/ml] Pomiar Pomiar Pomiar Srednia  warto$é
absorbancji 1 absorbancji 2 absorbancji 3 absorbancji

Oznaczenie tiocyjanianow w warzywach surowych i gotowanych

Z jednorodnej, rozdrobnionej proby badanego materiatu przygotowac¢ dwie nawazki po 5 g. Jedng z
nich przenie$¢ do zlewki 150 ml, doda¢ 50 ml wody i ogrzewa¢, utrzymujac w lekkim wrzeniu
przez 10 min.

Nastgpnie surowy i gotowany (po odlaniu wody) material rozetrze¢ dokladnie w mozdzierzu
porcelanowym, przenie$¢ ilosciowo do kolb stozkowych ze szlifem o poj. 100 ml, doda¢ po 45 ml
5% kwasu trichlorooctowego (TCA) i wytrzasa¢ przez 10 min. Nastgpnie probki prznies¢ do
plastikowych tup wirowkowych i odwirowa¢ orzy 3000 obrotow/min przez 10 min i sgczy¢ przez
saczek twardy.

Z kazdego przesaczu (po dokladnym wymieszaniu) pobra¢ po 2 ml do 2 probéwek. Do jednej
probéwki doda¢ 2 ml wody ($lepa proba), a do drugiej — 2 ml roztworu Fe(NOs), (od tej chwili
przetrzymywac¢ proby bez dostepu $wiatla). Dodatkowo nalezy przygotowaé probe S$lepa
odczynnikowa, biorgc 2 ml wody i1 2 ml azotanu zelazowego.

Nastegpnie zmierzy¢ absorbancje przygotowanych préb wobec wody destylowanej przy dtugosci fali
470 nm w czasie nie dluzszym niz 5 min od dodania azotanu zelazowego w nastepujacej kolejnosci:
proba Slepa, proba $lepa odczynnikowa i1 proby wilasciwe — najpierw probka surowa a potem po
gotowaniu. Stgzenie tiocyjanianéw w badanej probce odczytaé z krzywej wzorcowe;,
pomniejszajac uzyskana absorbancje o wartosci odpowiednich prob slepych (Slepej proby i $lepej

odczynnikowej).

Wynik przeliczy¢ na nawazke i na 100 g produktu.
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3. OPRACOWANIE WYNIKOW

Sprawozdanie powinno zawiera¢ opis czesci eksperymentalnej, zestawienie uzyskanych wynikow

wraz z opracowaniem statystycznym oraz dyskusja otrzymanych rezultatow.
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