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Produkty przemian glukozynolanéw obecnych w brokutach, takie jak sulfo-
rafan, wykazujg pozytywne dzialanie fizjologiczne i biochemiczne na organizm
czlowieka, w szczegblnosci hamujgc rozwoj nowotworéw. W pracy opisano
hydrolize glukozynolanéw oraz ekstrakcje i transfer sulforafanu do ziotomiodu.
Otrzymano ziotomiod o stezeniu sulforafanu w zakresie jego aktywnosci biolo-
gicznej.

WSTEP

Glukozynolany, zwigzki glikozydowe zawierajace w czasteczce atom siarki,
wystepujace obficie w ro§linach krzyzowych sa od wielu lat przedmiotem intensywnych
badan ze wzgledu na ich przeciwdziatanie chorobom nowotworowym, jak i dziatanie
profilaktyczne [7, 13, 16, 19].

Badania ostatnich lat dowiodly, ze fizjologiczne i biochemiczne dzialanie na orga-
nizmy zwierzat i cztowieka maja produkty przemian glukozynolanéw. W tkankach
roslin krzyzowych glukozynolany wystepuja obok enzymu tioglukozydazy, zwanej po-
tocznie mirozynaza (EC 3.2.3.1), ktéry nie ma z nimi bezpoSredniego kontaktu, ale
dopiero uszkodzenie tkanki ro§linnej powoduje dziatanie enzymu i szybka hydrolize
glukozynolanéw na wiele produktéw biologicznie czynnych: izotiocyjaniandw, nitryli,
tiocyjanianéw [8]. Enzymatyczna hydroliza glukozynolanu o nazwie glukorafanina pro-
wadzi do powstania biologicznie czynnych pochodnych izotiocyjanianowych m.in. sul-
forafanu (Ryc. 1).

Glukorafanina, w poréwnaniu do innych roslin, wystepuje w wigkszych iloSciach w
roSlinach krzyzowych, a szczegdlnie obficie w brokutach powodujac niezwykta popular-
no$¢ tej rosliny w dietetyce zdrowotnej [5].

" adres korespondencyjny.
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Ryc. 1. Wzér chemiczny sulforafanu — produktu enzymatycznej hydrolizy mirozynazy.
The chemical formula of sulforaphane — the enzymatic hydrolysis product of myrosinase.

Mechanizm hamowania i zapobiegania chorobom nowotworowym przez pochodne
izotiocyjanianowe nie jest w pelni poznany, jednak wiele prac opartych na doswiadcze-
niach ze zwierzgtami i na nowotworowych liniach komérkowych mysich, szczurzych
i czlowieka, sugeruje aktywacje pewnych enzymow powstrzymujacych rozwdj choroby
[6, 15, 17]. Liczni autorzy [14, 15, 17] opisali proces zahamowania choroby raka sutka
u szczuréw pod wpltywem podania sulforafanu izolowanego z brokuléw. Inni autorzy
donosza, ze dieta bogata w warzywa roSlin krzyzowych hamuje wiele choréb nowotwo-
rowych czlowieka [7, 11]. W przypadkach nadmiernego spozywania alkoholu, dicta
obfitujaca w roSliny krzyzowe, a przede wszystkim zawartych w nich pochodnych
izotiocyjanianowych, chroni watrobe alkoholikow przed rozleglymi zmianami patologi-
cznymi, w tym marskoScia tego organu [11].
Jednak konsumpcja roSlin krzyzowych powinna by¢ kontrolowana, aby nadmiar
izotiocyjaniandw nie spowodowat zatrucia organizmu. Ubocznymi efektami dzialania
tych zwiazkéw moze by¢ zahamowanie wchtaniania jodu przez tarczyce i tworzenie si¢
woli, powigkszenie watroby czy nerek [3]. Pozadane efekty dziatania izotiocyjaniandw,
w tym sulforafanu, zawieraja si¢ w waskich granicach stezef, aczkolwiek ostre zatrucia
glukozynolanami i ich pochodnymi sa rzadko obserwowane [10].
Badania zawartosci pochodnych izotiocyjaniandw, obejmujace réwniez sulforafan,
przeprowadzone przez Howarda i wsp. [8] wykazuja, ze ich stezenie w roslinie zalezy
od wielu czynnikéw, a gtéwnie od czasu i sposobu przygotowania. Magazynowanie
brokuléw nawet na okres paru dni powoduje znaczacy spadek sulforafanu. Z kolei
gotowanie $wiezych warzyw obniza poziom sulforafanu o ok. 50% w stosunku do
niegotowanych [13].
Opracowanie sposobu podania sulforafanu w trwatej formie i bezpiecznym stezeniu
jest przedmiotem niniejszej niniejszej pracy. Sposob ten postanowiono zrealizowad
poprzez opracowanie receptury na pozywke zawierajaca ekstrakt brokutowy przezna-
czony do produkcji ziotomiodow. Prace zwigzane z przygotowaniem receptury obejmo-
waly:
a. wybdr optymalnych warunkéw enzymatycznej hydrolizy glukorafaniny zawartej
w brokutach i ekstrakcji powstatego sulforafanu,

b. sprawdzenie wydajnosci transferu sulforafanu z tkanki roSlinnej do ekstraktu,
a w nastepnej do ziotomiodu,

c. opracowania metody wykrywania suforafanu w ziotomiodach

d. zbadanie stopnia trwatosci tego zwiazku w otrzymanych ziotomiodach.
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MATERIALY I METODY

Otrzymywanie brokulowego ekstraktu sulforafanu

Material do otrzymywania brokutowego ekstraktu sulforafanu stanowity brokuly (réze) do-
stepne na rynku, ktére przechowywano w temperaturze —20°C do momentu rozpoczecia prac.
Do oznaczen chromatograficznych uzywano odczynnikdw gradientowej czystosci do chromato-
grafii cieczowej i kolumne firmy Merck, a do ekstrakcji odczynniki P.O.Ch. Gliwice, cz.d.a.

Do ekstrakcji sulforafanu 40 kg réz brokuléw w porcjach 2 kg mielono po rozmrozeniu
i pozostawiano na 1 dobe w temperaturze pokojowej. Z homogenatu uzyskiwano sok przez
wycisniecie tkanki roslinnej za pomoca prasy do owocéw. Pozostalo§¢ zadawano woda, inten-
sywnie wytrzasano i zlewano z poprzednia porcja soku. Cato$¢ zakwaszano roztworem HCl w
celu zwigkszenia wydajnoSci procesu enzymatycznej hydrolizy glukorafaniny i po 30 minutach
w dekantowanym nadsaczu oznaczano poziom aglikonu. Reakcja uwalniania sulforafanu podle-
gata kontroli, i w razie potrzeby, wydluzano czas inkubacji homogenatu. Polaczone ekstrakty
wodne poddawano ekstrakcji chloroformem w rozdzielaczach. Otrzymane ekstrakty partiami
nanoszono w iloSci ok. 25 ml chloroformowego ekstraktu na 250 g cukru i odparowywano
chloroform. W ten sposéb otrzymywano przeznaczony do skarmiania pszczot ekstrakt cukrowy
sulforafanu.

Otrzymywanie ziotomiodu

W okresach letnich, w ktérych jest mato kwitnacych roSlin i wystepuje niedobor nektaru
wykorzystano pszczoly do wytwarzania ziolomiodu. Z przygotowanego cukru wzbogaconego
brokutowym ekstraktem sulforafanu sporzadzono roztwdr o zawartosci 50% wody i wprowadza-
no jako wziatek ziolowy (w iloSci 3 1/dobg/ul) do uli systemu Apipol, opisanego w pracy
Kalisz-Niemyska [9]. Pszczoly traktowaly wziatek jako nektar, wprowadzajac go do wola, dodajac
wlasnych enzyméw, hormonéw i innych sktadnikéw i zageszczajac go w komodrkach do konsy-
stencji miodu pokrywaty produkt warstwa wosku. Ten produkt nazywano ziolomiodem [1]. Cykl
podawania wziatku trwat ok. 2 tygodni. Zasklepione plastry z ziolomiodem poddawano dalszemu
opracowaniu [18].

Analiza sulforafanu w ekstrakcie i w ziolomiodach

Analizg jakoS$ciows i iloSciowa sulforafanu przeprowadzono metodami wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej (HPLC) stosujac jako standard otrzymany chemicznie sulforafan (synteze
syntetycznego sulforafanu przeprowadzono w Instytucie Farmakologii PAN w Krakowie w opar-
ciu o metode Schmidta i Karrera [16]. Tozsamo$¢ i czysto$¢ chemiczna zwiazku zostata zweryfi-
kowana za pomoca metod NMR i UV. Rozdziat prowadzono stosujac metode HPLC na aparacie
firmy Shimadzu LC-10AS z dwukanatowym detektorem UV (detekcja przy 238 nm i 254 nm)
na kolumnie LiChrospher RP18, 25 ¢cm z przedkolumng 1 cm, w programie gradientu stezen
w ukltadzie woda — acetonitryl (Roztwér A acetonitryl 2,5% w H2O, Roztwdr B acetonitryl
100%) z szybkoscia przeplywu 1,0 ml/min. Przy identyfikacji sulforafanu w prébkach poréwny-
wano czasy retencji i stosunek absorbancji mierzonej detektorem aparatu HPLC przy dtugosci
fali 238 nm do absorbancji mierzonej przy 254 nm w drugim torze pomiarowym dla probki
i standardu.

Na kolumn¢ wprowadzano prébki o objetosci 20 pl. Ekstrakty chloroformowe sulforafanu
poddawano wprost analizie HPLC. Pozostale probki do analiz chromatograficznych przygotowy-
wano z brokutowego ekstraktem cukru, przeznaczonego do skarmiania pszczot, lub z ziotomiodu
uzyskanego z podanego pszczotom ekstraktu. Ziotomiéd lub ekstrakt cukrowy o masie 25 g
rozpuszczano w wodnych roztworach etanolu, a nastgpnie z tych roztworéw ekstrahowano chlo-
roformem sulforafan. Roztwory rozdzielano w rozdzielaczu oraz odwirowywano otrzymujac
ekstrakt chloroformowy o objetosci 10 ml, w ktérym oznaczano sulforafan.
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WYNIKI

Na rycinie 2A przedstawiono chromatogram roztworu syntetycznego sulforafanu
w chloroformie o stezeniu 0,26 mM, uzywanego w niniejszej pracy jako wzorzec — czas
retencji wzorca wynosit 38,5 min. Analiza chromatogramu i poréwnanie absorbancji
przy 238 i 254 nm wykazata, ze probka wzorca zawierala 96% sulforafanu.

Chromatogram chloroformowego ekstraktu prébki ziotomiodu zamieszczono na ryc.
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Ryc. 2. Chromatograficzny rozdzial sulforafanu (A-standard) i ziolomiodu (B). Strzatka wska-
zuje szezyt zidentyfikowany jako sulforafan. Czas retencji sulforafanu wynosi 38,5 min.
The chromatographic profiles of sulforaphane (A-standard) and herbal honey (B). The
arrow indicates the peak of sulforaphane. The time retention of sulforaphane is equal
to 38.5 min.
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Ryc. 3. Rozdziat HPLC chloroformowego ekstraktu soku z brokuléw (A) i cukrowego ekstraktu
sulforafanu (B). Strzatka wskazuje szczyt o czasie retencji réwnym 38,5 min zidentyfi-
kowany jako sulforafan.

The HPLC profiles of broccoli (A) and sulforaphane sugar extracts (B). The arrows
indicate the peaks with retention time equal to 38.5 min.

Sulforafan w prdobkach identyfikowano zgodnie z czasem retencji wzorca réwnym
38,5 minuty oraz poprzez poréwnanie wartoSci stosunku absorbancji przy 238 i 254 nm
dla wzorca i analizowanych ekstraktow. Ekstrakty chloroformowe prébek otrzymano
w czterech powtdrzeniach, a analizy HPLC wykonywano w dwoch seriach. Bledy
wzgledne zastosowanej metody analizy nie przekraczaja 6,4%.
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Na rycinie 3 przedstawiono chromatogramy probki chloroformowego ekstraktu
brokutéw (A) i cukrowego ekstraktu brokutowego przeznaczonego do skarmiania
pszczot (B). Srednie stezenie suforafanu w ekstakcie chloroformowym brokutéw wyno-
sito 30,6 pM, a po odpowiednim zmieszaniu z cukrem we frakcji cukrowej — 3,9 uM.
Uzyskane w ziotomiodzie stezenie sulforafanu wynosito 1,2 uM.

DYSKUSJA

Wiele doniesiefi z piSmiennictwa opisuje chemoochronne dziatanie pochodnych izo-
tiocyjanianowych, w tym sulforafanu, poprzez modyfikacje szlakéw metabolizmu kance-
rogenéw (najczesciej cytowanym procesem jest hamowanie enzymow tzw. Fazy I powo-
dujacych w organizmie przeksztalcenie substancji chemicznej w aktywny kancero-
gen) lub/i poprzez indukcje enzyméw Fazy II detoksyfikujacych substancje kancero-
genne [2, 7]. Na podstawie tych badan uwaza sie, ze indukcja i stymulacja enzymdw
Fazy Il - transferazy S-glutationowej (EC 2.5.1.1.18) i reduktazy chinonowej (EC
1.6.99.2) jest podstawowym szlakiem hamujacym niekorzystne dzialanie kancerogenéw
i innych reakgcji stresu chemicznego. W eksperymentach ze zmienionymi nowotworowo
komoérkami hepatocytow Hepa Iclc7 myszy, podanie sulforafanu w stezeniu 0,2 uM
powodowalo podwojenie aktywnosci reduktazy chinonowej (QR) w stosunku do kon-
troli i wzrost aktywnoSci tego enzymu zmienial si¢ liniowo wraz ze wzrostem dawki
sulforafanu do stezenia 10 mM. Powyzej tego stezenia obserwowano cytotoksyczny
efekt dziatania sulforafanu [6]. W tym samym przedziale st¢zefi sulforafanu wykazano
2-krotny wzrost aktywnoSci transferazy S-glutationowej (GST).

Autorzy publikowanych prac uwazaja, ze indukcja i stymulacja enzyméw GST, QR
jak réwniez innych (hydrolazy epoksydowej, wzrost poziomu glutationu, wzrost ak-
tywnosci enzymdw jego redukcji i enzymdw sprzegania toksyn ze zwigzkami glukuro-
nowymi) moze powstrzymac lub zapobiec chorobie nowotworowej u ludzi [2, 6, 7].
W tym kontekscie przeprowadzono badania zwigzane z transferem sulforafanu z wa-
rzyw do ziotomiodu przeznaczonego do konsumpcji zastuguja na szczegdlna uwage ze
wzgledu na jego znaczenie profilaktyczne.

Konstrukcja ula systemu Apipol pozwala na karmienie pszczét w Scisle kontrolowa-
nych warunkach. Podanie ekstraktu zawierajacego sulforafan pozwala pszczotom na
przeprowadzenie go do ziotomiodu. Taki sposob transferu tego aglikonu zapewnia
stezenie sulforafanu w bezpiecznych dla zdrowia cztowieka granicach, a jednoczes$nie,
sadzac po wzroScie aktywno$ci GST indukowanej stezeniem 0,2 uM, umozliwia wpro-
wadzenie tego zwiazku w fizjologicznych dawkach do ziotomiodu. Jak wspomiano we
wprowadzeniu, stosujac takie postepowanie przywigzujemy nadmierna, a nawet prze-
sadna wage do aspektow bezpieczefistwa. Uzyskane stezenie sulforafanu w ziotomio-
dach na poziomie 1,2 pM jest dawka zapewniajaca jego profilaktyczne dzialanie.
W doswiadczeniach na izolowanych mysich komdrkach raka watroby traktowanych
dawkami od 0,4 uM do 12,5 pM sulforafanu, Gerhauser obserwowal 6-krotny wzrost
aktywnosci reduktazy chinonowej QR [6]. Efekt cytotoksycznosci sulforafanu byt ob-
serwowany po 24 h inkubacji komoérek mysiej hepatomy przy st¢zeniu wyzszym od
8 M. Dlatego sadzimy, ze poziom zawartoSci sulforafanu w uzyskanym ziolomiodzie
jest w petni bezpieczny dla zdrowia, a jednocze$nie wydaje si¢ by¢ na tyle wysoki, aby
peni¢ role induktora detoksyfikujacych enzymow Fazy II i inhibitora enzymdéw Fazy 1.
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WNIOSKI

W pracy wykazano mozliwo$¢ przygotowania ziotomiodu zawierajacego sulforafan
z brokutéw, wykazujacy dziatanie chemoochronne. Opracowano metode przygotowania
i wzbogacenia pozywki dla pszczét zawierajacej naturalny ekstrakt sulforafanu. Pozyw-
ka byla pobierana przez pszczoly w ulach zbudowanych w systemie Apipol i sulforafan
byl transferowany do ziotomiodu. Stwierdzono, ze stezenie suforafanu w ziotomiodzie
wynosi 1,2 pM.

Podziekowania. Autorzy wyrazaja podzickowanie Prezesowi Przedsigbiorstwa Pszczelarskiego
ApiPol Panu inz. Ryszardowi Tomaszewskiemu za pomoc w przygotowaniu pracy oraz prof.
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HERBHONEY CONTAINING SULFORAPHANE - AGLICON WITH POTENTIAL
USE IN CANCER PROPHYLAXIS

Summary

Cruciferous vegetables play an important role because of their sulphorafane contents which
are enzymatically released from the glucosinolate known as glucoraphanin. The physiological
properties of the compound exhibit antitumorigenic activity. The work describes the chloroform
extraction method of sulforaphane from the broccoli and the preparation of sulforaphane sugar
extract. The extract was then used to feed bees in a specially constructed bechive so that
sulforaphane could be transformed into herbal honey. The concentration of sulforaphane was
determined in the obtained herbal honey as high as 1.2 pM.
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