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STABILNOST GLUKOZINOLATA TUJEKOM PROCESIRANIJA

Glukozinolati su sekundarni biljni metaboliti R-tioglukozidne strukture koji hrani biljnog
podrijetla daju aromu, miris i okus. Smatraju se fitokemikalijama Sto znaci da mogu
predstavljati prevenciju ljudskom organizmu od razlicitih bolesti, a narocito kod pojave
karcinoma. Glavni izvor glukozinolata u ljudskoj prehrani su biljke iz porodice Brassicaceae
u koju pripadaju kupus, brokula, cvjetaca, repa, kelj, hren. Glukozinolati su fizioloski
neaktivni i kemijski stabilni i tek njihovom razgradnjom djelovanjem enzima mirozinaze
dolazi do oslobadanja raznovrsnih hlapljivih spojeva (izotiocijanata, tiocijanata, nitrila). U
radu ¢e biti opisana struktura, biodostupnost glukozinolata kao i njihov sadrzaj u biljkama,
njihovo oslobadanje enzimskom ili neenzimskom razgradnjom, stabilnost tijekom
procesiranja te pozitivno djelovanje na ljudsko zdravlje. Osim Sto njihov unos ima
pozitivan ucinak na ljudski organizam, glukozinolati i njihovi razgradni spojevi mogu imati i

antinutritivno djelovanje.

Kljucne rijeci: glukozinolati, mirozinaza, razgradni produkti, stabilnost tijekom

procesiranja



STABILITY OF GLUCOSINOLATES DURING PROCESSING

Glucosinolates are plant secondary metabolites of R-thioglucoside structure that are
responsible for flavor, aroma and taste of foods of plant origin. They are considered
phytochemicals which means that they can protect the human body from various
diseases, especially with the onset of cancer. The main sources of glucosinolates in the
human diet are plants from the family Brassicaceae, like cabbage, broccoli, cauliflower,
beets, savoy cabbage, horseradish. Glucosinolates are physiologically inert and chemically
stable. Activation of the enzyme myrosinase leads to the formation of various volatile
compounds (isothiocyanates, thiocyanate, nitrile). This paper deals with structure,
bioavailability of glucosinolates and their content in plants, their release by enzymatic or
non-enzymatic degradation, stability during processing and positive effect on human
health. Next to positive effect on the human body, glucosinolates and their degradation

compounds may have antinutritive activity.

Key words: glucosinolates, myrosinase, degradation products, stability during processing



1 U LY 0 5 T PP PP P TP PPPPPPPPPPO 1
2. GLAVNIDIO ..ttt ettt ettt e e e e ettt e e e e e e e bt e b eteeeeesa e teeeee e e e e e sbebeaeeeeesaannneaeeeas 2
2.1, Struktura gIUKOZINOIAta ......veeeiciieeiecee et e e e raes 2
2.2. Sadrzaj glukozinolata U bilJKama ..........eeeeciiieiiciee e e e 4
G T o 1o (o1 [ 2= W =4 (V] o dT s o] - | - USRS 6
2.4. BioloSka aktivnost glUKOZINOIAta .........eeiieiiieccee e e e 8
2.4.1. Antikancerogeno dJeIOVAN E.......c...uuiiiiiee ettt e e e e e e e e naees 8
2.4.2. AntioksidacijSKO dJEIOVANJE ..cceeeeieeeiiiiie ettt et e e e e eannes 9
2.4.3. Toksi¢nost i antinutritivan ucinak glukozinolata.........ccccceveiiiiiiiiiie e, 10

2.5. Biodostupnost gIUKOZINOIAta........ccccuieiiiiiiiee e e 11
2.6. GIUKOZINOIALE 1 @r0MA .eeuiiiiieieee ettt st st 13
2.7. Utjecaj procesiranja na sadrzaj glukozinolata.........cccceeeeieeiicciiie e 14
2.8. Modeliranje utjecaja procesiranja na glukozinolate .........cccceeeeeeieeciieeee e, 22
3L ZAKLIUCAK ..ottt 23
AL LITERATURA . ettt ettt e b e b e st e st e a et et e e bt e bt e s et e sbeeebe e eatesabeeabeesaeenmnenes 24



1. UvVOD

Posljednjih dvadesetak godina intenzivho se istraZuje povoljan bioloski utjecaj
fitokemikalija na zdravlje ljudi. Fitokemikalije su bioloski aktivni sekundarni metaboliti koji
hrani biljnog podrijetla daju boju, aromu, miris i okus, prirodnu toksi¢nost na Stetnike i
izrazito povoljan utjecaj na ljudsko zdravlje. Glukozinolati se smatraju fitokemikalijama jer
su sekundarni metaboliti biljaka. Pronadeni su u 16 botanickih porodica reda Capparales,
a najvece kolicine su pronadene u porodici Brassicaceae u koju ubrajamo kupus, brokulu,
cvjetacu, prokulicu, repu,rotkvice (Verkerk i Dekker, 2008.). Raznolikost ovih spojeva
pokazana je Cinjenicom da su vrlo toksi¢ni za neke insekte stoga se mogu smatrati
prirodnim pesticidima, no usprkos tome neki ih insekti poput lisne usi mogu koristiti za
polaganje svojih jajasca (Verkerk i Dekker, 2008.). Trenutno je poznato 120 razlicitih
glukozinolata od kojih je samo ograniceni broj istrazivanih. Danas su dostupne velike
koli¢ine podataka o razinama glukozinolata koja varira i uvelike moZe ovisiti o sorti,
uvjetima uzgoja, klimi, organskoj praksi. Sami glukozinolati su kemijski stabilni i bioloski
neaktivni. Medutim, oSte¢enjem tkiva djelovanjem Stetnika, preradom hrane ili
Zzvakanjem dolazi do kontakta s enzimom mirozinazom Sto u konacnici dovodi do hidrolize
odnosno glukozinolati se pretvaraju u razne razgradne produkte kao Sto su izotiocijanati,

nitrili, tiocijanati (Verkerk, 2009.).



2. GLAVNI DIO

2.1. Struktura glukozinolata

Glukozinolati su grupa organskih aniona koji se iz biljaka izoliraju kao kalijeve i natrijeve
soli (Zeki¢, 2008.). Po kemijskoj strukturi glukozinolati su R-tioglukozid-N-hidroksisulfati
kod kojih je glukoza i sulfatna skupina vezana na aglikon koji se sintetizira iz aminokiselina
i njihovih analoga (Fahey, 2001.). Bo¢ni lanac kod glukozinolata je promjenjiv, odreden je
aminokiselinom, a po njemu se glukozinolati medusobno razlikuju. Slika 1. prikazuje
sintezu glukozinolata. Opca struktura glukozinolata je prikazana na Slici 2. Obzirom na
bocni lanac, glukozinolati se mogu podijeliti na alifatske, aromatske i heterociklicke
(indolne) glukozinolate (Slika 3). Osim podjele s obzirom na aminokiselinu koja je vezana
na bocni lanac, glukozinolati se mogu razlikovati i prema supstituentima na glukonskom

dijelu npr. cimetni, benzoilni (Zeki¢, 2013.).
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Slika 1 Pojednostavljena shema sinteze glukozinolata (Verkerk i Dekker, 2008.)
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Slika 2 Op¢a struktura glukozinolata (Zeki¢, 2008.)

~0—S505

WS_GM /O/\l,/s_c‘m WS—GIU
| i |
N HO N o503 N Noo—soy

Alifatski glukozinolati Aromatski glukezinolati Indalni glukozinolati

Slika 3 Podjela glukozinolata ovisno o bo¢nom lancu (Travers-Martin i sur., 2008.)



2.2. Sadrzaj glukozinolata u biljkama

Glukozinolati se nalaze iskljuéivo u kultiviranim/kriZzonosnim biljkama, dominantni su u
oko 16 botanickih obitelji reda Capparales (Verkerk i Dekker, 2008.). Razina odnosno
koncentracija i vrsta ukupnih glukozinolata ovisi o razli¢itim uvjetima kao S$to su nacin
uzgoja, klimatski uvjeti, agronomska praksa, prisutnost Stetnika, starost biljke ali i o sorti.
Obi¢no jedna biljka sadrzi do Cetiri (najéesc¢e dva do pet) razlicita glukozinolata, dok se ¢ak
15 razli¢itih glukozionata mogu nadi u istoj biljci. U najvecoj koncentraciji nalaze se u
sjiemenu (Verkerk i Dekker, 2008.). Spomenuto je da sve vrste glukozinolata ne mozemo
pronadi u svakom vrstu povrca. U Tablici 1 prikazana je koli¢ina prisutnih glukozinolata u

najc¢esc¢e konzumiranom povrcu iz porodice Brassicaceae.

Tablica 1 Koli¢ina glukozinolata u povréu iz porodice Brassicaceae (McNaughton i Marks,

2003.)
Povrée iz porodice Brassicaceae Koli¢ina glukozinolata (mg/100g)
Kupus 42,7 - 108,9
Kupus, crveni 26,5-76,5
Kupus, kineski 17,3-54,8
Brokula 19,3-127,5
Kelj 59,5 - 209,9
Kelj, pupcar 80,1 -445,5
Hren 106,1
Repa 20,4 - 140,5
Cvjetaca 11,7 - 78,6
Gorusica 118,1-544,5




Tablica 2 Najuobicajeniji glukozinolati i njihove strukture (Moreno i sur., 2006.)

Trivijalno ime

Sustavna nomenklatura bo¢nog lanca

Struktura

Alifatski glukozinolati

Glukoiberin

3-metilsulfinilpropil

CHaCHaCHz- ﬁ-CHg
O

Glukorafanin

4-metilsulfinilbutil

CHa(CH)s- |S -CHs

Glukoalizin 5-metilsulfinilbutil CHa(CHz)4-3-CHs
Glukonapin 3-butenil |

CH,CHyCH=CH;
Glukobrasikanapin 4-pentenil

CHyCHaCHyCH=CHy
Sinigrin 2-propenil

CH,CH=CH,

Indolni glukozinolati

4-Hidroksiglukobrasicin

4-hidroksiindol-3-ilmetil

Glukobrasicin

indol-3-ilmetil

CHZ—C©|
|
H

4-Metoksiglukobrasicin

4-metoksiindol-3-ilmetil

TR,

Aromatski glukozinolati

Glukosinalbin

4-hidroksibenzil

Glukonasturtin

2-feniletil

)




2.3. Hidroliza glukozinolata

Mirozinaza je trivijalan naziv za enzim RB-tioglukozidglukohidrolaza (EC 3.2.1.147) il
skupinu enzima koju su odgovorni za hidrolizu glukozinolata. Sve biljke koje sadrze
glukozinolate sadrze i enzim mirozinazu ali se enzim nalazi u tvorevinama odvojenim od
glukozinolata. Mirozinaza je Siroko rasprostranjena, a nalazi se u stanicama sjemena,
listovima i korijenu. Ostecenjem biljke, bilo mehanickim putem (npr. sjeckanjem,
zvakanjem) ili uzrokovano nametnicima, enzim i supstrat dolaze u dodir i tada slijedi
hidroliza (Verkerk i Dekker, 2008.). Svako procesiranje djelovanjem mirozinaze ili zbog
nekih drugih kemijskih reakcija vodi ka hidrolizi glukozinolata. Prilikom kuhanja povr¢a,
enzim mirozinaza se inaktivira ali svejedno dolazi do termicke razgradnje gdje se izgubi 30
- 60% glukozinolata (Verhoeven i sur., 1997.). U reakciji hidrolize dolazi do cijepanje
tioglukozidne veze odnosno do pucanja veze izmedu sumpora i glukoze u molekuli
glukozinolaza te stoga dolazi do oslobodenja glukoze, sulfata i aglikona. Aglikon je
nestabilan produkt hidrolize glukozinolata koji eliminira sulfat Lossen pregradnjom.
Pregradnjom aglikona nastaju razliciti razgradni produkti (Zeki¢, 2008.). Nastali razgradni
produkti koji znacajno doprinose tipicnom okusu i mirisu povréa prikazani su na Slici 4
(Verkerk i Dekker, 2008.). Smatra se da dobiveni razgradni produkti kao i sami
glukozinolati pokazuju antioksidacijsko pa cak i antikancerogeno djelovanje, takoder
mogu djelovati obrambeno prema napadu brojnih Stetnika na samu biljku. Najpoznatiji
bioloski aktivni spojevi koji nastaju enzimskom hidrolizom glukozinolata su izotiocijanati i
indoli. Struktura dobivenih produkta ovisi o razli¢itim ¢imbenicima kao Sto su struktura
bo¢nog lanca glukozinolata, uvjetima hidrolize i prisutstvu kofaktora, te posebice o pH
vrijednosti (Zeki¢, 2008.). Pri pH 5 - 7 obi¢no nastaju reaktivni, mirisni i hlapljivi
izotiocijanati, dok kod pH < 4 odnosno u kiselim uvjetima nastaju nitrili. Vecina produkata
hidrolize su stabilni osim glukozinolata koji sadrze B-hidroksilirani boc¢ni lanac (Holst i

Williamson, 2004.).
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Slika 4 Op¢a shema hidrolize glukozinolata i strukture glavnih produkata (Verkerk i

Dekker, 2008.)



2.4. Bioloska aktivnost glukozinolata

Buduci da postoji velik broj razli¢itih glukozinolata postoje i razliCiti putovi hidrolize Sto
znaci da se Sirok raspon proizvoda hidrolize moze naéi u razliitim izvorima hrane.
Poznato je da potrosnja voéa i povréa vodi i vodila je ka promicanju zdravlja. Zastitni
ucinak kupusnjaca protiv raka dijelom proizlazi iz visokog sadrzaja glukozinolata koje ono
sadrzi. Prisutnost glukozinolata u kupusnja¢ama znatno ih razlikuje od drugih vrsta povréa
jer oni imaju blagotvoran ucinak na ljudsko zdravlje zbog svojih nutritivnih,

antibakterijskih, antikancerogenih svojstava.

2.4.1. Antikancerogeno djelovanje

Tijekom proteklih 20 godina istaknuto je da konzumiranjem voca i povrca posebice povréa
iz porodice Brassicaceae dolazi do smanjenja pojave karcinoma za otprilike 50% (Fahey,
2001.). Mehanizam preventivnog djelovanja razgradnih produkata glukozinolata jos nije u
potpunosti razjasSnjen ali istraZivanja pokazuju da razgradni produkti modificiraju
aktivnost enzima Faze | i Faze Il (Slika 5). Ovi enzimi inhibiraju rast stanica tumora i
stimuliraju apoptozu, programiranu stani¢nu smrt, ali vaznija Cinjenica je da pokazuju
prvu obrambenu liniju ljudskog organizma od kancerogenih tvari (Zeki¢, 2013.). Enzimi
Faze | povecavaju reaktivnost tvari topljivih u vodi tako da stvaraju toksi¢nije molekule od
polaznih molekula, oni reakcijama oksidacije i redukcije mijenjaju prokancerogene
molekule, a rezultat je nastanak vrlo reaktivnih intermedijera koji vrlo lako ostecuju DNK,
RNK i proteine (Juge i sur., 2007.). Enzimi Faze Il povecavaju topljivost u vodi i stimuliraju
izluCivanje Stetnih molekula iz tijela. Oni djeluju na nacin da reakcijama konjugacije
konvertiraju kancerogene tvari s ligandima. Ragradni produkti glukozinolata povecavaju
aktivnost enzima Faze Il. Procesi kancerogeneze koji su regulirani enzimima Faze | i Faze Il,

uglavnom se odvijaju u jetri i mukozi crijeva.
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Slika 5 Mehanizam metabolizma kancerogenih tvari (Das i sur., 2000.)

2.4.2. Antioksidacijsko djelovanje

Vitamin C, vitamin E, polifenoli i karotenoidi smatraju se izravnim antioksidansima jer oni
neutraliziraju slobodne radikale prije nego $to mogu nastetiti stanici. Glukozinolati i
njihovi razgradni produkti pripadaju u skupinu indirektnih antioksidansa jer oni
modicifiraju aktivnost kancerogenih tvari tako Sto utje€u na aktivnost enzima
metabolizma (Enzimi Faze | i Il) i ne blokiraju slobodne radikale direktno (Holst i
Williamson, 2004.). Izotiocijanati kao razgradni produkti mirozinaze smatraju snaznim
elektrofilima zbog reaktivnosti centralnog ugljikovog atoma N=C=S koji brzo reagira sa

sumpornim, dusikovima i kisikovim nukleofilima (Zeki¢, 2013.).



2.4.3. Toksicnost i antinutritivan ucinak glukozinolata

U pocetku, glukozinolati su istrazivani zbog svojih potencijalno Stetnih ucinaka. Mnogo je
pozornosti posveéeno uklanjanju glukozinolata iz hrane i hrane za Zivotinje kontroliranim
uzgojem i preradom biljnog materijala. Kada se govori o hrani za Zivotinje poznato je da
hrana koja sadrzi velike koli¢ine uljane repice takoder i sadrzi visoku razinu glukozinolata
Sto u konacnici moze rezultirati toksi¢nim ucinkom na Stitnjacu i jetru kao i na usporen
rast Zivotinja. Stetni ucinci glukozinolata veéi su kod nepreZivata, dok su preZivaéi
opcenito otporniji i tolerantniji na veée koli¢ine glukozinolata. Takoder je naglasena
Cinjenica da su mlade Zivotinje viSe osjetljivije od starijih Zivotinja i da su razli¢ite
Zivotinjske vrste u razli¢itoj mjeri podlozni osjetljivosti na glukozinolate. Tako posebice
treba voditi rauna o ishrani svinja jer kod njih moze doéi do povecanja Stitnjace i manjeg
prezivljavanja u odnosu na zecCeve, perad i ribu (Tripathi i Mishra, 2008.). U konacnici sami
glukozinolati nisu odgovorni za Stetni ucinak na zdravlje ljudi, no njihovi razgradni
produkti jesu. Toksi¢ni utjecaj se mozZe pripisati izotiocijanatima koji mogu ometati
dostupnost joda, zatim nitrilima koji imaju utjecaj na funkciju jetra i bubrega i 5-vinil-
oksazoldin-2-tionu koji je odgovoran za morfoloske i fiziolosSke promjene Stitnjace. Kako bi
se sprijecio nastanak razgradnih produkata pokusava se inaktivirati enzim mirozinaza kroz
predtretman uljane repice prije same ekstrakcije. No, takva kontrola nastanka produkata
je djelomicna jer se razgradnja glukozinolata odvija i pomoc¢u bakterijske tioglukozidaze
koja se nalazi u probavnom traktu. U nacelu moZzemo zakljuciti da glukozinolati imaju i

potencijalno toksican i antinutritivan utjecaj na zdravlje (Verkerk, 2009.).
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2.5. Biodostupnost glukozinolata

Za razumijevanje zastitnog i antioksidativnog djelovanja neophodno je poznavanje
biodostupnosti, transporta i metabolizma glukozinolata nakon konzumiranja povréa iz
porodice Brassicaceae. Sve tvari da bi imale odredenu aktivnost moraju biti apsorbirane u
ljudskom tijelu te do¢i do ciljanog tkiva u aktivom obliku Sto znaéi da moraju biti
biodostupne u tijelu. Brojni vanjski i unutarnji parametri utjecu na oslobodenje iz matriksa
hrane, apsorpciju, distribuciju metabolizam i izluCivanje bioaktivnih tvari kao Sto su
glukozinolati i njihovi razgradni spojevi izotiocijanati, indoli i nitrili (Verkerk i sur., 2009.).
Prvi vazan korak za svaki spoj da bi bio dostupan je otpusStanje odnosno oslobadanje
aktivhe komponente i otapanje u kompleksnom matriksu hrane i probavnim sokovima.
Kao Sto je naglaseno produkti hidrolize imaju vaZzniji bioloski utjecaj od samih
glukozinolata. Vecina glukozinolata su kemijski i toplinski vrlo stabilni stoga je hidroliza
uglavnom enzimska djelovanjem mirozinaze (Verkerk i sur., 2009.). Vazna svojstva koja
utjeCu na prihvaéanje povrca iz porodice Brassicaceae od strane potrosaca su slatkoca,
intenzitet arome (ljutina, gorcina) ali svakako i sadrzaj samih glukozinolata koji utjecu na
diktiranje senzorskih karakteristika povréa. Dokazi upuéuju da kada je mirozinaza prisutna
u hrani, glukozinolati se brzo hidroliziraju u tankom crijevu ¢ovjeka. Ako se mirozinaza
deaktivira, npr. kuhanjem povrca prije konzumacije moze se ocekivati da ¢e ionizirani
glukozinolati doéi do debelog crijeva gdje ih bakterijski enzimi mogu metabolizirati.
Glukozinolati se razgraduju pomoc¢u mirozinaze iz povréa u tankom crijevu ili djelovanjem
bakterijske mirozinaze u debelom crijevu, a metaboliti nastali razgradnjom se mogu
prepoznati u ljudskom wurinu 2 - 3 sata nakon konzumacije povréa iz porodice
Brassicaceae. Tumacenje epidemioloskih podataka i iskoriStavanje povréa iz porodica
Brassicaceae za ljudsko zdravlje zahtjeva razumijevanje kemije i metabolizma
glukozinolata kroz cijeli lanac hrane od proizvodnje i prerade do potrosaca. Kada
govorimo o brokuli njezin kemoprotektivni utjecaj moZe se djelomi¢no pripisati
izotiocijanatima (produkti hidrolize glukozinolata). Kupus sadrzi glukozinolat sinigrin koji
se djelovanjem mirozinaze razgraduje do alil-izotiocijanata. Konzumiranjem sirovog
kupusa nastaje znatno veca koli¢ina izotiocijanata nego Sto nastaje kada se kupus kuha,

iako i u tom slucaju nastaju izotiocijanati jer mikroflora debelog crijeva katalizira
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razgradnju glukozinolata (Jeffery i sur., 2003.; Finley i sur.,2001.; Johnson i sur., 2002.;
Moreno, 2006.).
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2.6. Glukozinolatii aroma

Glukozinolati su bez mirisa, medutim oni su prekursori spojeva koji tijekom razgradnje
daju specifican miris i okus zeljastom povrcéu. Najrasireniji medu njima su izotiocijanati
poznati i kao ,senf ulja“ (Kucza, 1996). Chin i sur. (1996.) uocili su da u svjezem kupusu,
alil-izotiocijanati nastaju iz glukozinolatnog prekursora, sinigrina, koji ima karakteristi¢an
miris slican senfu i hrenu. Alil-izotiocijanati imaju gorak, prodoran okus i uzrokuju suzenje
oCiju (Buttery, 1976.). lzotiocijanati i nitrili imaju nizak prag, Buttery i njegovi suradnici
izmjerili su koli¢inu izotiocijanata i nitrila u kuhanom povrcéu porodice Brassicaceae i ona
se krece u rasponu od 2 do 482 ppb. Otpornost krizonosnih vrsta povezana je sa hlapljivim
promjenjivim izotiocijanatima u koje pripadaju 2-propenil, 3-butenil i 4-metiltio-3-butenil
(Fenwick, 1983.). Od 1948. godine pretpostavljalo se da se glukozinolati razgraduju u
izotiocijanate, ali njihovu izolaciju i strukturu odredili su Friss i Kjaer (1966.) koristeci
plinsku kromatografiju i masenu spektroskopiju. Zbog nestabilnosti izotiocijanate je bilo
tesko ekstrahirati u dovoljnoj koli¢ini kako bi bili definirani na kromatogramu. Za razliku
od izotiocijanata, tiocijanat ion pronaden je u kupusnja¢ama koje imaju miris slican
¢eSnjaku, nedostatak otpornosti i koji izaziva suzenje ociju (MacLeod, 1976.). Na nastanak
nitrila pozitivno utjecu kiseli uvjeti i to je veoma vazno za fermentirano povrée kao Sto je
kiseli kupus (Fenwick, 1983.). Na okus krizonosnog bilja ne utjecu samo razgradni produkti
glukozinolata vec i ne-glukozinolatni derivati. Cis-3-heksenol i trans-2-heksenal su sastavni
spojevi koju su pronadeni u lis¢u kupusa. Poznati su i kao ,alkohol listova® i ,aldehid
listova® jer su uobicajeni hlapljivi dijelovi arome u zelenim listovima. Alkoholi i aldehidi su
spojevi koji nastaju kao proizvod okisdacije lipida (MacLeod, 1976.). Wallbank i sur.
(1976.) uodili su da neosteéena rotkvica sadrzi manje kolic¢ine heksenil-acetata, dok su u

oste¢enom tkivu biljke pronadene vece kolicine. .
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2.7. Utjecaj procesiranja na sadrzaj glukozinolata

Prethodno je spomenuto da voée i povrée ima pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje no ono
bi se trebalo konzumirati u svjezem stanju ili biti djelomi¢no procesirano kako bi sacuvalo
svoja bogata nutritivha svojstva jer pripremom hrane odnosno kuhanjem mijenjaju se
nutritivna svojstva proizvoda. Posto je procesiranje neophodno ono narusava integritet
stanica i dovodi do degradacije glukozinolata (Dekker i sur., 2000.; Mosha i sur., 1995.;
Sever i sur., 1997.). U ovom poglavlju biti ¢e navedeni primjeri utjecaja nekih vrsta
procesiranja na sadrzaj glukozinolata u povrcu.

Prije konzumiranja, povrée iz porodice Brassicaceae izlozeno je razli¢itim kulinarskim il
industrijskim nacinima obrade. Proteklih nekoliko godina dokazano je da svako sjeckanje,
kuhanje, przenje ima znacajan utjecaj na sadrzaj glukozinolata u povrcu. Biljka se obi¢no
fizicki  oSteti  Zvakanjem, sjeckanjem, mijeSanjem, cijedenjem, kuhanjem,
zamrzavanjem/odmrzavanjem, zagrijavanjem Sto dovodi do poremecaja unutar stanica

odnosno do kontakta mirozinaze i glukozinolata pri ¢emu nastaju razgradni produkti.

Rezanjem i usitnjavanjem svjeZih biljnih tkiva stvaraju se optimalni uvjeti za mirozinazu i
moZe se ocekivati visoki stupanj hidrolize glukozinolata. IstraZivanja su pokazala da se
sadrzaj glukozinolata u rezanom povréu nakon 6 sati stajanja pri sobnoj temperaturi
smanjio za 75% kod prokulice, brokule i cvjetace i 65% kod zelenog kupusa. Medutim
ukoliko je povrée izrezano u vece komade gubitak glukozinolata smaniji se za 10 % (Song i
Thornalley, 2007.). Takoder je bitno istaknuti da nakon rezanja i skladistenja kupusa i
brokule na sobnoj temperaturi dolazi do smanjenja sadrzaja alifatskih glukozinolata (npr.

glukorafanin), ali i do povecéanja sadrzaja indol glukozinolata (Verkerk i sur., 2001.).

Skladistenjem povréa na niskim temperaturama u procesima hladenja i zamrzavanja
moZe se promijeniti metabolizam glukozinolata. Znacajan gubitak moZe se dogoditi uslijed
zamrzavanja i odmrzavanja. Zamrzavanje brokula je uobicajeni nacin procesiranja u
prehrambenoj industriji, a kako bi se inaktivirali enzimi koji smanjuju kvalitetu proizvoda

zamrzavanju prethodi blanSiranje. Tablica 3 prikazuje utjecaj blanSiranja i zamrzavanja
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brokule na -20 °C na koncentraciju glukozinolata kroz skladistenje od 90 dana . Sadrzaj
glukozinolata u brokuli se najbolje odrzao zamrzavanjem kojem je prethodilo blansiranje,
no ukoliko je zamrzavanje provedeno bez blansiranja ili nekog drugog termickog tretiranja
vrlo brzo je nakon odmrzavanja doslo do razgradnje glukozinolata djelovanjem mirozinaze

(Rodrigues i Rosa, 1999.; Rosa i sur., 1997.; Johnson, 2000.).

Tablica 3 Utjecaj skladistenja, blansSiranja i zamrzavanja brokule na -20 °C na

koncentraciju (umol/g DW) glukozinolata (Rungapamestry i sur., 2008.)

Skladistenje (dani)
Glukozinolati
3 15 30 90
Glukoiberin 0,73 0,74 0,78 0,81
Glukorafanin 4,00 4,10 4,20 4,47
4-Hidroksiglukobrasicin 0,75 0,80 0,92 0,78
Glukobrasicin 5,03 4,97 5,10 5,16
4-Metoksiglukobrasicin 1,17 1,17 1,21 1,21
Neoglukobrasicin 1,30 1,37 0,95 1,18
Ukupni glukozinolati 13,95 13,97 14,03 14,48

DW: suha tvar

Fermentacija i kiseljenje su vrlo vazni procesi kod obrade kupusa, a najéesc¢e fermentirani
proizvod iz porodice Brassicaceae je kiseli kupus. Do nedavno ucinak fermentacije kupusa
u tijeku hidrolize glukozinolata kao i sadrzaj oslobodenih produkata nije bio poznat. Prvi
podaci koji se odnose na sadrzaj razgradnih produkata glukozinolata kod fermentacije
kupusa objavljeni su 1980. godine. Tek u novije vrijeme pojavio se bolji uvid o sudbini
glukozinolata tijekom fermentacije kupusa (Verkkerk, 2009.). Nije bilo poznato da li se
proces razgradnje glukozinolata tijekom fermentacije odvijao mikrobioloski, kemijski,
enzimski ili je mozda proizlazio iz navedenih interakcija. Takoder nije ni bilo poznato hoce
li se hidroliza glukozinolata odvijati u biljnom tkivu ili se glukozinolati otpustaju iz biljnog
tkiva sa sokom koji se izluCuje tijekom pocletne faze fermentacije (Verkerk, 2009.).
Eksperimentalni podaci pokazuju kako glukozinolati mogu hidrolizirati ve¢ u pocetnoj

odnosno prvoj fazi fermentacije (Ciska i Pathak, 2004.). U prvoj fazi koja traje dva do tri
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dana dolazi do intenzivne respiracije biljnog tkiva Sto dovodi do naglog ispustanja
ugljikovog dioksida i zakiseljavanja medija. Nakon Ccetiri do pet dana prirodne
fermentacije dolazi do postepenog smanjenja pH vrijednosti na 3,4 - 3,7. Takvi uvjeti su
pogodni za djelovanje mirozinaze koja moze uzrokovati djelomicnu ili potpunu enzimsku
razgradnju. Takoder se u pocetnoj fazi fermentacije ne moze iskljuciti i sudjelovanje
mikrobne flore nespecificne za procese fermentacije kod degradacije glukozinolata (Palop
i sur., 1995.). Tijekom spontane fermentacije rast i razvoj odgovarajuce bakterijske flore
odvija se na kraju pocetne faze kada se sok izluCuje iz biljnih tkiva. Intenzitet difuzije i
plazmolize ovisi o dodatku soli i temperaturi. Dokazano je da ova dva fizikalno-kemijska
parametra imaju utjecaj na brzinu hidrolize glukozinolata (Verkerk, 2009.). Spontana
fermentacija zavrSava nakon sedam do deset dana. Ako se koriste cjepiva starter bakterija
fermentacija se moze skratiti i do tri dana (Tolonen i sur., 2004.). Nakon toga se
degradacija glukozinolata mozZe nastaviti uz pomo¢ bakterija mlijecne kiseline (Palop i
sur., 1995.). Vrste spojeva koji se oslobadaju tijekom hidrolize glukozinolata ovise o nizu
faktora kao Sto su pH okolisa, prisutnost Fe*® iona, specifiénih proteina ili prisutnosti
askorbinske kiseline (Fenwick, 1983.; Preobrazhenskaya, 1993.). U pogledu literaturnih
podataka, ¢ini se da fermentacija olaksava hidrolizu glukozinolata u smjeru otpustanja

izotiocijanata (Ciska i sur., 2004., Tolonen i sur., 2002.).

Vrlo je vaino istaknuti cCimbenike koji odreduju koli¢inu razgradnih produkata
glukozinolata u fermentiranom kupusu. Kljuéno pitanje za potrosace nije samo koli¢ina
razgradnih produkata glukozinolata nakon fermentacije vec i njihova stabilnost tijekom
skladiStenja fermentiranog kupusa. Ocigledno je da sadriaj pojedinih razgradnih
produkata hidrolize glukozinolata ovisi o pojedinachom sadrzaju glukozinolata u sirovini
za fermentaciju. Ipak, nacin provedbe fermentacije moZe znacajno utjecati na ukupnu
koli¢inu razgradnih produkata u konac¢nom proizvodu. Veé u pocetnoj fazi fermentacije
intenzivnog izlucivanja plinova moZe do¢i do gubitaka, pogotovo hlapljivih produkata kao
Sto je sinigrin i glukonapina. Gubici ovih spojeva ovise o fizikalno-kemijskih parametrima u
tijeku fermentacije. Sadrzaj razgradnih produkata u prirodno fermentiranom kupusu je
nizi od sadrzaja spojeva u fermentaciji koja je inicirana bakterijama ali razlike su statisticke
ne znacajne. Tijekom skladistenja kupusa od 2 do 17 tjedana sadrzaj izotiocijanata se

postepeno smanjuje. Gubici pojedinih spojeva su razli¢iti u rasponu od 15 do 90%. Kod
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cijanata sadrzaj 1-cijano-3-(metiltio)propana poraste dva puta izmedu drugog i Cetvrtog
tjedna. U slucaju alil cijanida i 1-cijano-3-(metilsulfinil)propana nakon pocetnog pada
njihov se sadrzaj u nastavku poveca (Tolonen i sur., 2002.; Ciska i sur. 2004.). Kako bi bili
svjesni dobivanja konacnog proizvoda s visokim udjelom pozeljnih spojeva za ljudsko
zdravlje i s niskim sadrzajem potencijalno toksi¢nih spojeva treba imati kontrolu nad svim
fazama proizvodnje fermentiranog kupusa, od odabira sirove, preko fermentacije,

proizvodnje i skladiStenja konacnog proizvoda (Verkerk, 2009.).

BlansSiranje povrcéa obi¢no se provodi kako bi povrée dobilo njezniju strukturu, kako bi se
smanjila odnosno zaustavila enzimska aktivnost i produZio rok trajanja. BlanSiranje se
obi¢no primjenjuje kao pred tretman prije daljnje obrade sterilizacijom, dehidratacijom i
zamrzavanjem. Kod rezanog kiselog kupusa blanSiranjem pet minuta znatno se smaniji
razina ukupnih glukozinolata od 50 do 74% (Wennberg i sur., 2006.). BlanSiranje je
neophodno prije zamrzavanja, a ono utjece i na nastajanje izotiocijanata. Tretiranje dvije
minute na temperaturi od 93 °C uzrokuje smanjenje sadrzaja sulforafana za 47 - 65%, jer
dolazi do izlaZzenja glukozinolata u vodu Sto dovodi do djelomicne inaktivacije mirozinaze

(Jones i sur., 2006.).

Kuhanje je proces koji ima najvedi utjecaj na sadrzaj glukozinolata i drugih fitokemikalija
jer se tijekom kuhanja u vodi znatno smanjuje razina glukozinolata zbog toga $to su
glukozinolati i neki njihovi razgradni produkti topljivi u vodi i znacajan dio spojeva se
otapa u vodi prilikom kuhanja. Najvazniji procesi koji se odvijaju tijekom kuhanja povrca
su inaktivacija mirozinaze, degradacija glukozinolata i njihovih razgradnih proukata zbog
djelovanja topline, enzimska degradacija glukozinolata, gubitak kofaktora enzima
(akorbinske kiseline, Zeljeza), izlaZzenje glukozinolata i njihovih razgradnih produkata iz
povréa u vodu za kuhanje (Dekker i sur., 2000.). Kuhanjem se smanjuje sadriaj
glukozinolata od 30 do 60%, a ono ovisi o primijenjenoj metodi (konvencionalno kuhanje,
kuhanje pod visokim tlakom, kuhanje mikrovalovima), vrsti povréa, vremenu kuhanja,
omjeru povrée/voda, ali i o vrsti glukozinolata (Verkerk, 2009.). Nakon kuhanja 30 minuta

sadrzaj glukozinolata se smanjio i to 58% kod prokulica, 65% u zelenom kupusu, 75% u
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cvjetaci i 77% u brokuli (Song i Thornalley, 2007.). Bitno je naglasiti ¢injenicu da se
kuhanjem na pari uzrokuje najmanji gubitak glukozinolata jer nema izravnog kontakta
povréa s vodom (McNaughton i Marks, 2003.). U Tablici 4 prikazan je sadrZaj pojedinacnih

glukozinolata u brokuli tijekom tretiranja razli¢itim metodama.

Mikrovalno kuhanje (5 minuta, 1000 W) rezultira znacajnim gubitkom ukupnih
glukozinolata u brokuli, do ¢ak 74% , dok se kod mikrovalnog kuhanja kupusa (8 minuta,
850 W) sadrzaj sinigrina smanjio 8% (Rouzaud i sur., 2004.). Istrazivanja na crvenom
kupusu pokazala su da nakon obrade mikrovalovima sadrzaj glukozinolata je i dalje ostao
visok Sto se mozZe pripisati povecanoj ekstrakciji glukozinolata toplinskom obradom
(promjene u matriksu povréa) (Verkerk i Dekker, 2009.; Song i Thournalley, 2007.). U
Tablici 5 prikazano je kako razli¢iti toplinski tretmani (blansiranje, kuhanje i konzerviranje)

utjecu na postotak glukozinolata u crvenom kupusu.

Tablica 4 Sadrzaj pojedinacnih glukozinolata u borokuli kuhanjem razli¢itim metodama

(Yuanisur., 2009.).

Alifatski glukozinolati Indolni glukozinolati
Tretmani (rmol/g DW) (umol/g DW)

PROG IB RAPH GB 4-mtGB NEO
Sirovo 0,43 2,20 13,6 4,10 0,41 2,23
Kuhano 0,23 1,01 8,30 1,52 0,19 1,03
Kuhano na pari 0,36 1,98 12,80 2,40 0,37 1,49
Kuhano mikrovalovima 0,20 1,15 5,10 1,80 0,20 1,16
Przeno 0,19 1,01 6,10 1,18 0,16 0,91

PROG: progoitrin; IB: glukoiberin; RAPH: glukorafanin; GB: glukobrasicin; 4-mtGB: 4-

metoksiglukobrasicin; NEO: neoglukobrasicin; DW: suha tvar

Tijekom industrijske prerade povréa iz porodice Brassicaceae, termi¢ka obrada bitno
utjeCe na razinu glukozinolata. Dokazano je da do degradacije glukozinolata dolazi na

temperaturi iznad 100 °C. Indolni glukozinolati, 4-hidroksiglukobrasicin i 4-
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metoksiglukobrasicin vrlo su osjetljivi i na temperaturi ispod 100 °C te dolazi do termicke

razgradnje (Verkerk, 2009.).

Tablica 5 Utjecaj razlicitih toplinskih tretmana na udio glukozinolata u crvenom kupusu

(Oerlemans i sur., 2006.)

Pocetna Blansiranje Kuhanje Konzerviranje

koncentracija (3 min, 95 °C) (40 min, 100 °C) (40 min, 100 °C)

(umol/100g) (%) (%) (%)
Glukoiberin 14,8 100 94 18
Progoitrin 23,8 100 93 38
Sinigrin 14,7 100 91 12
Glukorafanin 48,2 100 90 15
Glukonapin 36,9 100 93 53
4-hidroksiglukobrasicin 1,9 93 26 3
Glukobrasicin 8,8 99 72 1
4-metoksiglukobrasicin 1,6 97 48 1
Ukupni alifatski glukozinolati 138,4 100 92 29
Ukupni indolni glukozinolati 12,34 98 62 2
Ukupni glukozinolati 150,8 100 89 27

Kao Sto je vec¢ spomenuto genetski uzgoj, fizioloski parametri, klimatski uvjeti (npr.
zracenje, temperatura) utjeu na sadriaj glukozinolata. Stovise primjena odredenih
kemijskih sredstava takoder moze utjecati na njihov sadrzaj. Svi ovi faktori imaju utjecaja
na sastav i sadrzaj, a time imaju vaznu ulogu u odredivanju konacne razine glukozinolata
prije i tijekom branja. Tijekom ispitivanja interakcija izmedu genotipa i klimatskih uvjeta
na sadrzaj glukozinolata u brokuli i kineskom kupusu dokazano je da je ucinak genotipa
veéi od ucinka klimatskih uvjeta. Zapravo 60% alifatskih glukozinolata je regulirano
genotipom dok se izmedu 21 i 30% ukupnih indolnih glukozinolata moZe objasniti samo
klimatskim uvjetima i genotipom klimatskih uvjeta (Brown i sur., 2002.). Osim toga
ukupna i pojedinac¢na razina glukozinolata u jedanaest sorta brokula u pravilu je veca
izmedu kolovoza i sijeCnja u odnosu na razdoblje izmedu travnja i srpnja (Rosa i sur.,
2001.). Vise razine glukozinolata takoder su nadene pri niZim temperaturama i kod
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brokule i cvjetace (Schonhof i sur., 2004.). Medutim kod kupusa visoke temperature
izazivaju stres prilikom razvoja glavice sto dovodi do povecane razine glukozinolata
(Radovich i sur., 2004.). Stoga mozemo zakljuditi da se biosinteza glukozinolata odvija kao
odgovor na promjene temperatura. Razli¢iti enzimi koji su ukljueni u sintezu
glukozinolata drugacdije reagiraju na razliite temperature i zra¢enja pa su oni odgovorni
za mnogobrojne reakcije izmedu glukozinolata (Verkerk, 2009.). Kod niskih koli¢ina
oborina tijekom vegetacijskog razdoblja, sadrZaj glukozinolata se poveéa u vedini
kupusnjaca kao na primjer kod prokulice, kelja, cvjetade, kupusa i korabe, a smanji se kod
rotkvice. Kao $to je ve¢ spomenuto vrlo je bitna Cinjenica da povrée nakon branja ostaje
svjeze Sto duZe vremena. Dokazano je da su temperatura, vrijeme, vlaga i prisutnost plina
vrlo vaZni parametri za odrZavanje kvalitete nakon branja. U tom pogledu transport,
skladistenje i pakiranje su vrlo vazni koraci od berbe do opskrbe potrosaca. Medutim
uvjeti tijekom transporta su u najviSe sluCajeva podesSeni ka odrzanju vizualnih
parametara svjezine, boje i izgleda, a ne na zadrZavanje visoke razine fitokemikalija
(Verkerk, 2009.). Brokula je vrlo kvarljivo povrée i nakon branja dolazi do starenja biljke
Sto uzrokuje gubitak klorofila, narusavanja stani¢ne strukture, degradaciju makromolekula
i mobilizaciju hranjivih tvari ubrzo nakon berbe (Ciska i sur., 2000.). Skladistenjem na
niskim temperaturama usporavaju se procesi starenja biljke. Opcenito sadriaj
glukozinolata kod brokule se smanjuje nakon berbe i tijekom rukovanja, dok kupus i kelj
pupcar imaju puno duzZi vijek trajanja. Bitno je naglasiti Cinjenicu da je visoka relativna
vlaZnosti presudan faktor u zadrZavanju glukozinolata nakon berbe, pa se preporuca
koristenje od 98 do 100% relativne vlaznosti (Verkerk, 2009.). Hidroliza glukozinolata se
odvija tijekom branja i skladistenja sirovine pa se s ciljem zastite glukozinolata koriste
razliiti postupci skladiStenja povréa. Kontrolirana atmosfera je vrlo efikasna za
zadrzavanje kvalitete brokule i moZe produZiti njihov vijek trajanja za dvostruke duze
(Toivonen i Forney, 2004.). Kako bi se produzio vijek trajanja i smanjio gubitak klorofila i
askorbinske kiseline brokula se c¢esto skladisti u kontroliranoj atmosferi ili se pakira u
razlicite folije (Hansen i sur., 1995.). Upravo su Hansen i sur. (1995.) ispitivali utjecaj
razliCite atmosfere skladiStenja, zraka i kombinacije 0,5% O, i 20% CO, tijekom sedam
dana i utvrdili da je sadrzaj glukozinolata u povréu bio veci za 42% i 21 % , nego u svjezim
brokulama. Idealna atmosfera za zadrzavanje kvalitete brokula kada se one skladiste na

temperaturama od 0 do 5°Cje 1 - 2% O, i 5 - 10% CO; (Jones i sur., 2006.). Kako ne bi
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doslo do nastajanja nepozZeljne i nekarakteristiCne arome vrlo je vazno da sadrzaj kisika ne

padne ispod 1 % (Forney i sur., 1991.).
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2.8. Modeliranje utjecaja procesiranja na glukozinolate
Matematicki modeli za glukozinolate su napravljeni kako bi opisali u¢inak termicke obrade
u vodenom okruZenju poput kuhanja, konzerviranja, blansiranja. Termicka obrada vodi ka
gubitku glukozinolata pa se moraju uzeti u obzir razli¢iti mehanizmi koji utjecu na razinu
glukozinolata tijekom ovih navedenih procesa:

e zagrijavanja vode za obradu,

e prijenos topline iz vode za preradu u povrce,

e termolize biljnih stanica, povecanje ekstrakcije glukozinolata,

e difuzijuiispiranje glukozinolaza iz matriksa povrca,

e difuziju i ispiranje mirozinaze iz matriksa povrc¢a,

e difuzijuiispiranje enzimskih kofaktora iz matriksa povréa,

e enzimsku razgradnju glukozinolata nakon kontakta mirozinaze i glukozinolata,

e termicku razgradnju mirozinaze u povrcu,

e termicku razgradnju mirozinaze u vodi za preradu,

e termicka razgradnja glukozinolata u povréu i

e toplinska razgradnja glukozinolata u vodi za preradu.

Svi ovi pojedinacni mehanizmi mogu se opisati matematickim jednadzbama s
parametrima koji trebaju biti procijenjeni kao i ovisnost temperature. Koli¢ina parametara
je prevelika da bi ih se sve to¢no procijenilo iz eksperimentalnog skupa podataka, osim
ako su dostupni svi eksperimentalni podaci za razliite uvijete. Stoga je potrebno
pojednostaviti model zanemarivanjem odredenih mehanizama za koje se ocekuje da

imaju samo mali uc¢inak u pocetnoj fazi procesa prerade (Verkerk, 2009.).
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3. ZAKLJUCAK

Glukozinolati su spojevi koji podlijezu reakcijama degradacije prilikom djelovanja enzima i
termickog tretiranja, a njihov sadrzaj ovisi o uvjetima pakiranja, skladiStenja kao i o
genetskim ¢imbenicima. Blaga toplinska obrada kao Sto je blanSiranje ne utjeCe znatno na
sadrzaj glukozinolata, dok jaca toplinska obrada poput kuhanja uzrokuje degradaciju samo
indolnih glukozinolata. Tesko je predvidjeti kona¢ni unos glukozinolata u organizam zato
Sto koli¢ina glukozinolata varira ovisno o svim koracima u proizvodnom lancu.
Glukozinolati ¢ine prepoznatljivu skupinu bioaktivnih spojeva koji ¢ine vrlo vazni
obrambeni sustav kod biljaka ali i kod ljudi. Oni su kao i ostali prirodni spojevi vazni u
kontroli patogenih organizama i StetoCina u poljoprivredi, a smatraju se netoksi¢nim i
potpuno biorazgradivim spojevima. No kao najvaznija Cinjenica koja se namece o
glukozinolatima je da oni predstavljaju preventivu jer djeluju kao snaina

kemopreventivna sredstva povecavajuci apoptozu stanica tumora.
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