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Wykaz stosowanych skrótów 

AEDA analiza wielokrotnych rozcieńczeń (ang. aroma extract dilution analysis) 

DB-5 faza stacjonarna: 5% difenylo / 95% dimetylopolisiloksan 

(ang. 5% diphenyl / 95% dimethylpolysiloxan) 

FD rozcieńczenie zapachu (ang. flavor dilution) 

FFAP faza stacjonarna: 2-nitrotereftalan glikolu polietylenowego 

(ang. free fatty acid phase) 

FPA analiza profilu smakowo-zapachowego (ang. flavor profile analysis) 

GC chromatografia gazowa (ang. gas chromatography) 

GC × GC kompleksowa dwuwymiarowa chromatografia gazowa 

(ang. comprehensive two-dimensional gas chromatography) 

GC-MS chromatografia gazowa - spektrometria mas (ang. gas chromatography - 

mass spectrometry) 

GC-O chromatografia gazowa - olfaktometria (ang. gas chromatography - 

olfactometry) 

OAV wartość aktywności zapachowej (ang. odor activity value) 

OTC stężenie progowe zapachu (ang. odor threshold concentration) 

RI indeks retencji (ang. retention index) 

SAFE zagęszczanie aromatu w obecności rozpuszczalnika (ang. solvent 

assisted flavor evaporation) 

SIDA analiza rozcieńczeń stabilnych izotopów (ang. stable isotope dilution 

analysis) 

SPME mikroekstrakcja do fazy stałej (ang. solid phase microextraction) 

TIC   całkowity prąd jonowy (ang. total ion current)  
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Streszczenie 

Aromat żywności stanowi jedną z najważniejszych cech sensorycznych żywności, która 

świadczy o wysokiej jakości produktu i determinuje wybór konsumentów. Według 

najnowszych wytycznych żywieniowych spożywanie warzyw i owoców stanowi zaraz po 

aktywności fizycznej trzon piramidy żywienia, przy czym ważne są również proporcje. 

Warzywa i owoce powinny stanowić aż połowę spożywanej żywności, z czego około 75% 

powinny stanowić warzywa. Poza substancjami odżywczymi zawierają one również liczne 

związki bioaktywne, które wykazują szerokie działanie prozdrowotne. Spożywanie warzyw 

kapustowatych niesie za sobą szereg korzystnych właściwości, m.in.: wykazują one działanie 

przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, przeciwbakteryjne, przeciwutleniające, 

kardioprotekcyjne, przeciwdziałają otyłości czy schorzeniom żołądka. Wykazano, że 

pozytywny wpływ na zdrowie człowieka związany jest z działaniem produktów rozpadu 

glukozynolanów. 

Lotne produkty rozpadu glukozynolanów pod kątem sensorycznym wciąż stanowią mało 

poznaną grupę związków chemicznych. Główne cele niniejszej rozprawy doktorskiej 

obejmowały: przegląd literaturowy pod kątem związków lotnych siarki, uzupełnienie danych 

sensorycznych dla izotiocyjanianów, znalazienie metody inaktywacji mirozynazy do celów 

analizy związków lotnych oraz identyfikacja i kwantyfikacja kluczowych związków lotnych 

i aktywnych zapachowo, które są odpowiedzialne za aromat kalarepy surowej i gotowanej. 

Przegląd literatury dotyczący związków lotnych siarki, o aktywności zapachowej 

w warzywach kapustowatych został rozszerzony o warzywa cebulowe oraz trufle i grzyby 

shiitake ze uwagi na podobieństwa w drogach ich powstawania. Zaraz po estrach związki siarki 

stanowią drugą, najliczniejszą grupę lotnych związków organicznych występujących 

w żywności. Dodatkowo tworzą one dominującą grupę związków identyfikowanych jako 

kluczowe związki odpowiedzialne za aromat żywności w tym również warzyw kapustowatych, 

cebulowych, trufli i grzybów shiitake. Związki lotne, zawierające siarkę powstają głównie 

w procesach enzymatycznych ale również podczas ich degradacji termicznej z prekursorów 

takich jak aminokwasy siarkowe, a także z glukozynolanów. Ograniczona stabilność, podatność 

na utlenianie oraz niskie progi detekcji powodują, że analiza jakościowa i ilościowa lotnych 

związków siarki jest wyzwaniem. 

Analiza sensoryczna (FPA) 19 izotiocyjanianów dostarczyła informacji na temat 

charakteru zapachów i stężeń progowych zapachu dla poszczególnych związków. Wyznaczono 
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także współczynniki podziału gaz/ciecz dla powietrza i czterech matryc ciekłych – wody, 

buforu ślinowego, sztucznej śliny oraz śliny ludzkiej. Zebrane dane pozwalają na ocenę 

migracji do fazy nadpowierzchniowej izotiocyjanianów w czasie spożywania/przeżuwania 

warzyw kapustowatych. 

Aktywność mirozynazy – enzymu katalizującego reakcję hydrolizy glukozynolanów 

w procesie przygotowania próby do analizy związków lotnych i zapachowych powinna być 

zahamowana. Z uwagi na trudności w hamowaniu aktywności mirozynazy pod kątem analizy 

związków zapachowych za pomocą metod opartych na działaniu temperatury podjęto w pracy 

badanie przydatności do tego celu soli nieorganicznych. Oceniono działanie wybranych soli 

nieorganicznych (kationów Cu2+, Fe2+, Fe3+, Ag+, Mn2+, Ca2+, Na+) na ilość powstawania 

lotnych produktów rozpadu glukozynolanów w układzie modelowym oraz w tkance kalarepy. 

Jako optymalny inhibitor mirozynazy spośród badanych czynników wybrano bezwodny 

siarczan(VI) sodu, który zastosowano przy realizacji kolejnego zadania badawczego. 

Skład związków lotnych występujących w kalarepie był już wcześniej znany, jednakże 

nie podjęto próby wyznaczenia kluczowych związków aktywnych zapachowo, 

odpowiedzialnych za aromat tego warzywa. W celu wyizolowania związków przygotowano 

ekstrakt z surowej i gotowanej kalarepy, który następnie zagęszczono. Tak przygotowaną próbę 

poddano analizie GC-O, dzięki zastosowaniu analizy wielokrotnych rozcieńczeń wyznaczono 

55 związków aktywnych zapachowo w kalarepie surowej i gotowanej. Wykorzystanie analizy 

GC-O umożliwiło zidentyfikowanie 6 związków lotnych i aktywnych zapachowo, których 

obecność w kalarepie nie była wcześniej znana. Analiza ekstraktu 

z dodatkiem standardów znakowanych izotopami umożliwiła wyznaczenie stężeń analitów 

w badanej próbie kalarepy i wyznaczenie OAV. Określenie OAV pozwoliło na wyznaczenie 

ośmiu kluczowych związków odpowiedzialnych za aromat surowej i gotowanej kalarepy, 

wśród których znajdowały się 3 izotiocyjaniany. W większości obliczone OAV były wyższe 

dla próby kalarepy surowej i niższe dla kalarepy gotowanej ze względu na utratę związków 

lotnych podczas gotowania. 
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Summary 

The aroma of food is one of the most important sensory features of food, which proves 

the product's high quality and determines the consumers' choice. According to the latest 

nutritional guidelines, consuming vegetables and fruits is the backbone of the nutrition pyramid 

right after physical activity nevertheless, proportions are also substantial. Vegetables and fruits 

should constitute at least half of the food eaten of which about 75% should be vegetables. In 

addition to nutrients, they also contain numerous bioactive compounds that have a wide range 

of health benefits. Consumption of Brassica vegetables brings a number of health-promoting 

effects, including anti-cancer, anti-inflammatory, antibacterial, antioxidant, cardioprotective, 

anti-obesity, and stomach diseases properties. It has been shown that the positive impact on 

human health is associated with the activity of glucosinolate breakdown products. 

Volatile products of the decomposition of glucosinolates in sensory terms are still a little-

known class of chemical compounds. The main objectives of this doctoral dissertation included: 

a literature review for volatile sulfur compounds, enhancement of the sensory data for 

isothiocyanates, finding a method for quenching myrosinase activity for the analysis of volatile 

compounds and identification and quantification of key volatile and odor-active compounds 

that are responsible for the aroma of raw and cooked kohlrabi. 

The review of the literature on volatile odor-active sulfur compounds in Brassica 

vegetables was extended to Allium vegetables, truffles, and shiitake mushrooms due to the 

similarities in the pathways of their formation. After esters, sulfur compounds are the second 

most numerous class of volatile organic compounds found in food. In addition, they form the 

dominant group of compounds identified as key odor-active compounds in food including 

Brassica vegetables, Allium vegetables, truffles, and shiitake mushrooms. Volatile sulfur-

containing compounds are formed mainly in enzymatic processes, but also during their thermal 

degradation from precursors such as sulfur amino acids, as well as from glucosinolates. Limited 

stability, susceptibility to oxidation, as well as low detection thresholds makes the qualitative 

and quantitative analysis of volatile sulfur compounds a challenge. 

Sensory analysis (FPA) of 19 isothiocyanates provided information on the nature of the 

odor-active compounds and the odor threshold concentrations for the individual compounds. 

Gas/liquid partition coefficients were also determined for air and four liquid matrices - water, 

saliva buffer, artificial saliva, and human saliva. The collected data allow evaluation of the 
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migration to the headspace of isothiocyanates during the consumption/mastication of Brassica 

vegetables. 

The activity of myrosinase - an enzyme catalyzing the reaction of glucosinolate 

hydrolysis in the process of sample preparation for the analysis of volatile and odor-active 

compounds should be inhibited. Due to the difficulties in inhibiting the activity of myrosinase 

in terms of the analysis of odor-active compounds using methods based on thermal treatment, 

the study of the suitability of inorganic salts for this purpose was undertaken. The effect of 

selected cations of inorganic salts (Cu2+, Fe2+, Fe3+, Ag+, Mn2+, Ca2+, Na+) on the amount of 

formation of volatile glucosinolate breakdown products in the model system and in green 

kohlrabi tissue was evaluated. Anhydrous sodium sulfate was selected as the optimal 

myrosinase inhibitor from among the tested agents, which was used in the subsequent research 

task. 

The composition of the volatile compounds found in kohlrabi was already tested, but no 

attempt was made to determine the key odor-active compounds responsible for the odor of this 

vegetable. In order to isolate the compounds, an extract of raw and cooked kohlrabi was 

prepared and concentrated. The sample prepared in this way was subjected to 

GC-O analysis and due to aroma extract dilution analysis, 55 aroma-active compounds were 

determined in raw and cooked kohlrabi. The application of GC-O analysis enabled the 

identification of 6 volatile and odor-active compounds whose presence in kohlrabi was 

previously unknown. The analysis of the extract with the addition of isotope-labeled standards 

allowed the determination of analyte concentrations in the kohlrabi sample and the calculation 

of the OAVs. Determination of the OAVs was crucial in the determination of eight key 

compounds responsible for the aroma of raw and cooked kohlrabi, including 3 isothiocyanates. 

For the most part, the calculated OAVs were higher for the raw kohlrabi sample and lower for 

the cooked kohlrabi due to the loss of volatile compounds during cooking. 
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Wstęp 

Aktywność fizyczna oraz spożywanie warzyw i owoców stanowią trzon zasad 

prawidłowego żywienia i w konsekwencji prowadzą do zdrowego stylu życia [1, 2]. Biorąc pod 

uwagę aspekt żywieniowy, warzywa i owoce odgrywają kluczową rolę w diecie człowieka, ze 

względu na wysoką wartość odżywczą, natomiast zawarte w roślinach fitozwiązki, makro 

i mikroelementy są odpowiedzialne za utrzymywanie prawidłowej homeostazy organizmu 

człowieka [3, 4]. Produkty pochodzenia roślinnego stanowią również cenne źródło związków 

biologicznie aktywnych, które wykazują szereg prozdrowotnych funkcji, jednak do 

najważniejszych należą: obniżanie stanu zapalnego i potencjalne działanie zapobiegawcze 

w różnych przewlekłych stanach chorobowych takich jak otyłość, cukrzyca typu 2, choroby 

układu krążenia i niektóre rodzaje chorób nowotworowych [5]. 

Zgodnie z zaleceniami Światowej Organizacji Zdrowia oraz Międzynarodowej Agencji 

Badań nad Rakiem dzienne spożycie warzyw i owoców powinno być nie mniejsze niż 400 

gramów, jednakże nawet w wielu europejskich państwach takich jak: Holandia, Niemcy, 

Szwecja, Dania, Norwegia dzienne spożycie warzyw i owoców jest niższe [6, 7]. Według 

danych Głównego Urzędu Statystycznego w Polsce na przestrzeni ostatnich czterech lat 

obserwuje się nieznaczne zmniejszenie spożycia warzyw. Natomiast dzienne spożycie warzyw 

i owoców jest bliskie 400 gramów na dzień, w szczególności dla osób mieszkających w mieście. 

Zestawienie danych zaprezentowano na poniższym wykresie: 

 

Rys. 1 Przeciętne dzienne spożycie warzyw i owoców w Polsce na 1 osobę w gospodarstwach domowych w latach 2018 

– 2021 (na podstawie danych Głównego Urzędu Statystycznego 2018-2021) 
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Z roku na rok naukowcy z całego świata próbują odkryć nowe lub potwierdzić istniejące 

przesłanki dotyczące prozdrowotnych funkcji żywności pochodzenia roślinnego [8]. 

Dodatkowo wiele badań skupia się wokół sprawdzenia wpływu różnych czynników, np.: 

stadium wzrostu rośliny, jakości środowiska, w którym roślina wzrasta, warunków 

przechowywania, sposobu przetwarzania na finalną ilość związków bioaktywnych [9–11]. 

Z ekonomicznego punktu widzenia walory prozdrowotne nie są jednakże jedynymi, które 

przyciągają potencjalnych klientów, dla których żywność musi być przede wszystkim 

atrakcyjna pod względem wyglądu, tekstury, a ponadto smaczna i aromatyczna [12, 13]. 

W związku z tym producenci żywności, w interesie także konsumentów, zainteresowani są 

wykorzystaniem różnych wariantów analizy sensorycznej i technik instrumentalnych w celu 

rutynowej kontroli jakości surowców lub finalnego produktu [14–16]. 

Spośród warzyw dostępnych na rynku, istotną grupę stanowią warzywa kapustowate, 

które obejmują wiele ważnych gospodarczo gatunków uprawianych na całym świecie. Od 

czasów starożytności do współczesności warzywa te stanowiły ważny element diety człowieka 

i były spożywane głównie w formie surowej lub przetworzonej. Warzywa kapustowate 

reprezentują grupę monofiletyczną rozprzestrzenioną na całym świecie, z wyjątkiem 

Antarktydy i obejmują około 338 rodzajów i 3709 gatunków [17]. Do warzyw kapustowatych 

należy szeroka grupa surowców roślinnych takich jak: kapusta, brokuł, kalafior, kalarepa, 

jarmuż, gorczyca, a także rzepak i wiele innych [18]. Dodatkową zaletą jest fakt, że warzywa 

te są powszechnie dostępne przez cały rok [19]. 

Pod kątem żywieniowym warzywa kapustowate charakteryzują się niską zawartością 

tłuszczu, można je sklasyfikować jako żywność niskokaloryczną [20]. Poniżej przedstawiono 

wykres kaloryczności wybranych warzyw kapustowatych (rys 2.). 

 

Rys. 2. Wartość odżywcza wybranych warzyw kapustowatych [kcal / 100 g warzywa] (na podstawie [21]) 
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Spośród związków chemicznych wchodzących w skład warzyw, największy udział ma 

woda (której zawartość mieści się w zakresie 89 – 92%), natomiast pozostałe składniki 

odżywcze stanowią: węglowodany, błonnik, białka, tłuszcze, a także makroelementy takie jak 

wapń i magnez, mikroelementy, karotenoidy, tokoferole, witamina C i kwas foliowy [21]. 

Udział składników odżywczych w różnych gatunkach warzyw kapustowatych jest do siebie 

zbliżony. Poniżej zaprezentowano profile głównych składników wybranych warzyw 

kapustowatych takich jak: brokuł, kalafior, kapusta biała, kapusta włoska, rzepa i jarmuż 

(rys.3). 

  

  

  

Rys. 3 Profil składników odżywczych wybranych warzywach kapustowatych (na podstawie [21]) 
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Dodatkowo warzywa kapustowate są źródłem różnorodnych wyspecjalizowanych 

metabolitów, z czego największą rolę odgrywają glukozynolany i produkty ich rozpadu. 

Aktywność biologiczną wykazują również inne grupy związków chemicznych, które są obecne 

w tych warzywach między innymi: związki fenolowe (flawonoidy, kwasy fenolowe, proste 

fenole, kwasy hydroksycynamonowe), tokoferole, karotenoidy, terpeny [21]. W ostatnich 

latach skład chemiczny warzyw kapustowatych był przedmiotem intensywnych badań, ze 

względu na obecność cennych metabolitów, które spełniają szereg korzystnych funkcji 

biologicznych, co przedstawiono na rys. 4. 

 

Rys. 4 Główne funkcje biologiczne warzyw kapustowatych oraz występujące w nich związki bioaktywne ( na podstawie 

[21]) 

Spośród licznych funkcji biologicznych metabolitów występujących w warzywach 

kapustowatych największe zainteresowanie skupiają związki, które spełniają funkcje 

prozdrowotne takie jak: ograniczenie stresu oksydacyjnego, właściwości przeciwutleniające 

i przeciwzapalne, indukcja enzymów detoksykacyjnych, stymulacja układu odpornościowego, 

działanie przeciwcukrzycowe, obniżanie poziomu cholesterolu, redukcja proliferacji komórek 

nowotworowych, a także zahamowanie mutacji rakotwórczych [22, 23]. Glukozynolany 

i produkty ich rozpadu, głównie izotiocyjaniany pełnią kluczową rolę w chemoprewencji wielu 

nowotworów, między innymi: płuc [24], żołądka [25], jelita grubego [26], piersi [27], 

endometrium [28], szyjki macicy [29], pęcherza moczowego [30], prostaty [31] oraz wątroby 

[32]. W rezultacie warzywa kapustowate mogą zostać wykorzystane jako potencjalne składniki 

w profilaktycznych dietach przeciwnowotworowych [33]. 
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Pomimo licznych walorów prozdrowotnych, spożycie warzyw kapustowatych powinni 

ograniczyć i kontrolować pacjenci z niedoczynnością tarczycy. Duże stężenia glukozynolanów 

i produktów ich degradacji takich jak izotiocyjaniany, tiocyjaniany i oksazolidyno-2-tiony 

mogą wykazywać działanie antyodżywcze i goitrogenne (wolotwórcze). Związki powstające 

podczas hydrolizy tioglikozydów hamują szlak metaboliczny odpowiedzialny za transport jodu 

i wbudowywanie go w białka hormonalne – tyreoglobuliny. W konsekwencji prowadzi to do 

zwiększenia proliferacji komórek tarczycy i pobudzenia wydzielania hormonu tyreotropowego 

(TSH) [20, 22, 34]. Według Narodowego Centrum Edukacji Żywieniowej pacjenci cierpiący 

na niedoczynność tarczycy nie powinni całkowicie eliminować warzyw kapustowatych 

z codziennej diety, jednakże konieczne jest ograniczenie w ich spożywaniu oraz odpowiednie 

przetworzenie. Warto zwrócić uwagę, że zmniejszeniu zawartości związków antyodżywczych 

o 30 – 40% w tych warzywach sprzyja gotowanie w dużej ilości wody bez przykrycia [35]. 

Goitrogenne działanie związków obecnych w warzywach kapustowatych jest ściśle zależne od 

podaży jodu w diecie, dlatego może być łagodzone poprzez zwiększenie spożywania żywności 

bogatej w jod [36, 37]. 

Aspekt zdrowotny nie jest jedynym, który wpływa na preferencje żywieniowe 

konsumentów. Wybory żywieniowe zależą od wcześniejszych doświadczeń, środowiska 

żywieniowego, a także czynników biologicznych, które są częściowo uwarunkowane 

genetycznie. Warzywa kapustowate powodują awersję u niektórych konsumentów ze względu 

na ich charakterystyczny aromat, na który składa się smak i zapach. Celem wykształcenia się 

u człowieka zmysłu smaku było przede wszystkim odróżnienie pokarmu od potencjalnie 

trujących substancji. W konsekwencji przyjemne odczucia takie jak smak słodki i umami 

wskazywały na obecność w żywności cukrów i węglowodanów. Za zapewnienie homeostazy 

wodno-elektrolitowej organizmu odpowiadał smak słony, natomiast smak gorzki i kwaśny 

umożliwiały wykrycie potencjalnie szkodliwych związków chemicznych w żywności takich 

jak wyspecjalizowane metabolity czy toksyny mikrobiologiczne [38, 39]. 

Glukozynolany i produkty ich enzymatycznej hydrolizy – izotiocyjaniany nadają 

warzywom kapustowatym charakterystyczny ostry i gorzki smak, który przyczynia się do 

ograniczenia lub wyeliminowania tych produktów z codziennej diety [40, 41]. Dla przykładu 

dla synigryny, która jest glukozynolanem o gorzkim smaku, próg detekcji w wodzie wynosi 

106 mg/kg [42]. Badania sensoryczne glukozynolanów i izotiocyjanianów stanowią wyzwanie, 

ze względu na szereg aspektów, które należy mieć na uwadze. Po pierwsze panel sensoryczny 

składa się z odpowiednio wytrenowanych osób w ocenie zapachu czy smaku, jednak każda 
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z nich posiada inne, indywidualne predyspozycje do oceny sensorycznej próbek [43], 

a percepcja smaku gorzkiego uwarunkowana jest genetycznie [44]. Jeden z 25 receptorów 

reagujących na smak gorzki – hTAS2R38 do aktywacji wymaga fragmentu cząsteczki −N=C=S 

[45]. Co więcej, ze względu na występowanie tych związków w złożonej matrycy tkanki 

roślinnej, badania nad smakiem wymagają użycia wzorców o wysokiej czystości, które są 

trudno dostępne lub całkowicie niedostępne. Wysoki koszt standardów glukozynolanów, 

akceptowalny przy wykorzystaniu ich jako wzorców chromatograficznych, na potrzeby analizy 

sensorycznej, gdzie wymagane są znacznie większe ilości wzorca, sprawia, że dane 

literaturowe na temat ich właściwości sensorycznych są szczątkowe. Dostępność 

izotiocyjanianów jest większa, natomiast brak w literaturze danych na temat ich właściwości 

smakowych, zwłaszcza takich, które wykonane zostały w tych samych warunkach dla dużej 

grupy związków. Przyczyny te sprawiają, że wiedza na temat smaku większości 

izotiocyjanianów i glukozynolanów, które występują w warzywach kapustowatych jest 

niedostępna lub w znacznym stopniu ograniczona. Na wykresie 5 zestawiono, które 

z glukozynolanów zostały zaklasyfikowane jako gorzkie [46, 47]. 

 

Rys. 5 Smak glukozynolanów (na podstawie [46, 47]) 

Również pod względem aromatu warzywa kapustowate stanowią interesujący przedmiot 

badań, ze względu na charakterystyczny, siarkowy, ostry i drażniący zapach, który najczęściej 

przypisywany jest lotnym produktom hydrolizy enzymatycznej glukozynolanów, które 

zawierają atom siarki w swojej budowie (głównie izotiocyjaniany i siarczki) [47–49]. Odczucia 

sensoryczne, których dostarczają warzywa w postaci surowej lub po ugotowaniu dla niektórych 

konsumentów są nieakceptowalne w takim stopniu, że stanowią wystarczający argument do 

pomijania ich w codziennej diecie [40]. Przez ostatnie dekady dokonano wielu analiz 

jakościowych i ilościowych pod kątem związków lotnych występujących w warzywach 
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kapustowatych. Przegląd literaturowy pod kątem identyfikacji i kwantyfikacji związków 

lotnych dostarcza wielu informacji na temat zróżnicowania metabolitów i związków lotnych 

w tych warzywach, jednakże nie wyjaśnia, które z nich są bezpośrednio odpowiedzialne za ich 

charakterystyczny zapach. Zastosowanie wyłącznie metod instrumentalnych lub 

elektronicznych nosów pomimo ich wielu zalet, nadal nie jest metodą powszechnie 

wykorzystywaną do analiz zapachu, ze względu na istniejące ograniczenia [50]. 

Wyznaczenie kluczowych związków aktywnych zapachowo (ang. key odorants) 

w próbkach żywności jest procesem złożonym i pracochłonnym. Złotym standardem w analizie 

kluczowych związków aktywnych zapachowo jest połączenie analizy sensorycznej 

(olfaktometrii) z instrumentalną – tzw. sensomika (ang. sensomics), która obejmuje następujące 

etapy: 

1. izolacja i zagęszczanie aromatu w obecności rozpuszczalnika (SAFE) (rys. 6) i analiza 

sensoryczna uzyskanego ekstraktu; 

2. analiza ekstraktu przy użyciu chromatografii gazowej sprzężonej z olfaktometrią 

(GC-O) na kolumnach różniących się polarnością; 

3. analiza wielokrotnych rozcieńczeń (AEDA) – wyznaczenie aktywnych fragmentów 

chromatogramu nawet przy wielokrotnych rozcieńczeniach wyjściowego ekstraktu; 

4. identyfikacja związków odpowiedzialnych za aktywne zapachowo fragmenty 

chromatogramu przy użyciu baz danych, standardów, analiz GC-O oraz GC-MS 

lub GC × GC-MS; 

5. wykonanie analizy GC-MS lub GC × GC-MS dla serii rozcieńczeń standardów oraz 

przygotowanie krzywych kalibracyjnych; 

6. przygotowanie ekstraktu SAFE wraz z dodatkiem standardów znakowanych izotopami; 

7. analiza danych chromatograficznych ekstraktu i wyznaczenie stężeń poszczególnych 

analitów odpowiedzialnych za zapach danej próby (SIDA); 

8. przeprowadzenie analizy sensorycznej kluczowych związków aktywnych zapachowo 

w celu uzyskania stężeń progowych zapachu w wodzie lub znalezienie odpowiednich 

danych literaturowych; 

9. wyznaczenie wartości aktywności zapachowej (OAV) dla każdego związku, któremu 

można przypisać charakterystyczny zapach [51]. 
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Rys. 6 Przygotowanie ekstraktu do analizy chromatograficznej; a – homogenizacja i ekstrakcja rozpuszczalnikiem 

organicznym; b – SAFE; c – zagęszczanie ekstraktu do finalnej objętości 1 cm3 

Mając na uwadze analitykę żywności, analiza związków lotnych żywności jest szeroko 

eksploatowana. Baza danych Web of Science (WoS) dla hasła FOOD – and – VOLATILES 

daje 8633 dokumenty, FOOD – and – AROMA ACTIVE COMPOUNDS daje 592 dokumenty, 

natomiast hasło FOOD – and – SENSOMICS daje 29 wyników. Sam termin sensomics w WoS 

ukazuje 130 publikacji (dane z 06.06.2023), aczkolwiek prac z użyciem tego podejścia jest 

więcej. Głównym powodem relatywnie małej popularności tego podejścia analitycznego jest 

stopień złożoności opisanych analiz i wymagania metodyczne dotyczące identyfikacji oraz 

przede wszystkim analizy ilościowej badanych związków. Sensomika była wykorzystana do 

analizy związków zapachowych występujących w szerokiej kategorii produktów, takich jak: 

napoje alkoholowe, produkty mięsne, ryby i owoce morza, produkty zbożowe i piekarnicze, 

produkty mleczne, tłuszcze i nasiona oleiste, owoce, warzywa, grzyby, przyprawy i zioła, kakao 

i czekolada, kawa, herbata, i kilka innych, w tym sos sojowy, ocet balsamiczny, miód, karmel 

i popcorn [52]. Najważniejsze zastosowania sensomiki to profilowanie kluczowych związków 

odpowiedzialnych za aromat danej żywności, weryfikowanie jej jakości podczas procesów 

przetwórczych i przechowywania [15, 53, 54], a także optymalizacja procesów 

biotechnologicznych, między innymi fermentacji [55, 56]. 

W przyszłości potencjał analizy olfaktometrycznej do identyfikacji kluczowych 

związków może przyczynić się do zwiększenia jej roli jako techniki analitycznej zwłaszcza 

w doskonaleniu upraw hodowlanych odmian interesujących pod kątem aromatu, kontroli 

autentyczności żywności, czy potencjału wykorzystania biotechnologii w tworzeniu związków 

zapachowych na drodze enzymatycznej [52]. 
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Dalsze rozwijanie wiedzy oparte na chromatografii gazowej i olfaktometrii w przyszłości 

może umożliwić otrzymanie rekombinantów zapachowych, które potencjalnie mogą służyć 

np. do celów leczniczych takich jak: rehabilitacja pacjentów z hiperestezją węchową, terapia 

pacjentów z niedoborem odporności lub chorobą nowotworową, którzy często cierpią z powodu 

znacznego ograniczenia przyjmowania pokarmu w następstwie upośledzonych zdolności 

chemosensorycznych lub w celu sensorycznie indukowanej regulacji apetytu [52]. 

W literaturze naukowej dopiero na przestrzeni ostatnich kilku lat zaczęły powstawać 

prace, których celem było badanie związków odpowiedzialnych za kreowanie aromatu warzyw 

kapustowatych. Do chwili obecnej kluczowe związki lotne i aktywnie sensorycznie 

wyznaczono jedynie dla kilku warzyw kapustowatych takich jak: brokuł [57], kalafior [58], 

kapusta właściwa [59], rzepak [60, 61], gorczyca [61] czy kimchi, którego głównym 

składnikiem jest kapusta pekińska lub kapusta chińska [62]. Biblioteki danych sensorycznych, 

zawierających indeksy retencji na kolumnie polarnej i niepolarnej, progi wyczuwalności 

sensorycznej, deskryptor jakości zapachu a także występowanie w danej matrycy żywności tym 

samym wzbogaciły się o nieznane wcześniej związki takie jak: izotiocyjaniany, nitryle, siarczki 

i inne związki lotne. Niektóre związki chemiczne były wcześniej znane jako związki aktywne 

zapachowo, ale zostały zidentyfikowane w roślinie innego gatunku lub całkowicie innym 

produkcie żywnościowym [63, 64]. 

Z punktu widzenia chemii analitycznej warzywa kapustowate stanowią wymagającą 

próbę ze względu na liczne metabolity, które nierzadko występują w śladowych ilościach [65]. 

Dla przykładu stężenia niektórych związków lotnych i aktywnych zapachowo nie osiągają 

wartości progu detekcji dla różnych metod analitycznych, jednocześnie są na tyle wysokie, że 

ich OAV umożliwia swobodną detekcję przez ludzki nos [66]. Problemem w analizie tkanek 

roślinnych są również aktywne enzymy, które przyczyniają się do uzyskiwania wysokich 

odchyleń standardowych nawet w przypadku prób pobranych z tego samego warzywa [67]. 

Konieczne jest zatem znalezienie optymalnej metody w celu inaktywacji działania enzymów 

endogennych. Co więcej, podczas analizy związków lotnych i aktywnych zapachowo należy 

mieć na uwadze związki termolabilne, które mogą tworzyć artefakty i utrudniać 

przeprowadzenie ostatecznej klasyfikacji związków lotnych i aktywnych zapachowo 

odpowiedzialnych za aromat konkretnej żywności [68]. 

Warzywa kapustowate stanowią niewątpliwie interesującą matrycę, która interesuje 

naukowców z różnorodnych dyscyplin naukowych. Z tej przyczyny istnieje obecnie wiele prac 
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naukowych, w których wykorzystuje się te warzywa, badając je pod rozmaitym kątem. Mimo 

licznego zainteresowania, szczególnie w aspekcie aktywności biologicznej i prozdrowotnej, 

w literaturze naukowej wciąż brakuje podstawowych informacji sensorycznych zarówno na 

temat metabolitów aktywnych zapachowo oraz związków, które odpowiadają za 

charakterystyczny smak tych warzyw. Co więcej w zależności od metody przeprowadzania 

testów sensorycznych, uzyskiwane dane na temat jakości zapachu czy OTC mogą się znacznie 

różnić pomiędzy laboratoriami. Dla przykładu zakres dostępnych w literaturze danych OTC 

wyznaczonego w wodzie dla izotiocyjanianu allilu mieści się w zakresie od 0,046 do 3,8 mg/kg 

[69].  

Przedstawione dane dowodzą, że badania nad związkami odpowiedzialnymi za aromat 

warzyw kapustowatych w porównaniu do bardzo dużej liczby publikacji dotyczących różnych 

aspektów związków bioaktywnych tych warzyw (głównie glukozynolanów) stanowią 

marginalny odsetek prac, biorąc pod uwagę popularność i rozpowszechnienie tych warzyw 

wśród konsumentów.  
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Hipoteza i cel pracy 
W oparciu o dane literaturowe postawiono hipotezę badawczą, że na aromat warzyw 

kapustowatych w znacznym stopniu wpływają lotne produkty degradacji glukozynolanów, 

głównie izotiocyjaniany. Jako warzywo modelowe w badaniach wykorzystano kalarepę 

(Brassica oleracea var. gongylodes L.).  

Cele niniejszej rozprawy doktorskiej były następujące: 

 przegląd literaturowy dotyczący związków sensorycznie aktywnych 

w warzywach ze szczególnym uwzględnieniem prekursorów, biosyntezy oraz 

sposobu przetwarzania; 

 zbadanie cech sensorycznych wybranych izotiocyjanianów (stężenia progowe 

zapachu, jakość zapachu) oraz współczynników podziału gaz/ciecz 

warunkujących ich progi wyczuwalności sensorycznej i uwalnianie w odniesieniu 

do różnych matryc (woda, bufor ślinowy, sztuczna ślina, ślina ludzka); 

 optymalizacja procesu blokowania aktywności tioglukozydazy (mirozynazy) dla 

celów analitycznych poprzez zastosowywanie soli nieorganicznych; 

 izolacja, identyfikacja, oznaczenie ilościowe i charakterystyka związków lotnych 

i aktywnych zapachowo powstających w kalarepie surowej oraz gotowanej 

w wodzie. 
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Omówienie wyników pracy przeglądowej i badań 

Wykaz artykułów wchodzących w skład rozprawy doktorskiej 

 Marcinkowska, M.; Jeleń, H.H. Role of Sulfur Compounds in Vegetable and 

Mushroom Aroma. Molecules 2022, 27, doi:10.3390/molecules27186116. 

IF = 4.927 

 Marcinkowska, M.; Jeleń, H.H. Determination of the odor threshold 

concentrations and partition coefficients of isothiocyanates from Brassica 

vegetables in aqueous solution. LWT 2020, 131, doi:10.1016/j.lwt.2020.109793. 

IF = 6.056 

 Marcinkowska, M.; Jeleń, H.H. Inactivation of thioglucosidase from Sinapis 

alba (white mustard) seed by metal salts. Molecules 2020, 25, 

doi:10.3390/molecules25194363. IF = 4.927 

 Marcinkowska, M.; Frank, S.; Steinhaus, M.; Jeleń, H.H. Key Odorants of Raw 

and Cooked Green Kohlrabi (Brassica oleracea var. gongylodes L.). J. Agric. 

Food Chem. 2021, 69, 12270–12277, doi:10.1021/acs.jafc.1c04339. IF = 5.895 

W ramach niniejszej pracy doktorskiej przygotowano trzy publikacje eksperymentalne 

oraz jedną pracę przeglądową. Omówienie najważniejszych aspektów poszczególnych prac 

przedstawiono w następujących podrozdziałach – każdy z nich odnosi się do odrębnie 

opublikowanych wyników badań: 

 Rola związków siarki w kreowaniu aromatu warzyw; 

 Zbadanie cech sensorycznych wybranych izotiocyjanianów; 

 Blokowanie natywnego enzymu poprzez zastosowanie soli metali ciężkich; 

 Kluczowe związki aktywne zapachowo odpowiedzialne za aromat surowej 

i gotowanej kalarepy (Brassica oleracea var. gongylodes L.). 

Na podstawie wyszczególnionych prac sformułowano i zestawiono wnioski, które 

podsumowują najważniejsze wyniki przeprowadzonych badań. Wszystkie publikacje 

wchodzące w skład niniejszej rozprawy doktorskiej zostały załączone w całości z zachowanym 

formatowaniem czasopisma w części „Kopie publikacji naukowych wchodzących w zakres 

rozprawy doktorskiej”. 
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Rola związków siarki w kreowaniu aromatu warzyw [Publikacja 1] 

Siarka jest ważnym pierwiastkiem, który tworzy wiele różnorodnych związków 

nieorganicznych i organicznych. Najważniejsze funkcje budulcowe odgrywają aminokwasy 

siarkowe - metionina i cysteina, które dodatkowo stanowią ważne źródło siarki w diecie 

człowieka [70]. Występujące w żywności związki siarki stanowią (zaraz po estrach) największą 

grupę lotnych związków organicznych. Nie wszystkie związki lotne siarki są aktywne 

zapachowo, jednakże w ujęciu kluczowych związków odpowiedzialnych za aromat żywności 

stanowią największą grupę (rys. 7). 

 

Rys. 7 Kluczowe związki lotne i aktywne zapachowo wykryte w żywności (na podstawie [52]) 

Związki zawierające siarkę są szeroko dostępne w warzywach kapustowatych, 

cebulowych a także w grzybach shiitake czy truflach. Celem pracy przeglądowej było zebranie 

i podsumowanie informacji na temat podstawowych funkcji związków siarki oraz 

przedstawienia ich udziału w tworzeniu ogólnego aromatu żywności w odniesieniu do warzyw 

i grzybów. Pierwotnie cel pracy nie obejmował grzybów, jednakże ze względu na wiele 

podobieństw pod względem szlaków biosyntezy związków zawierających siarkę i ich 

właściwości sensorycznych do wyszczególnionych wyżej warzyw, zostały one dodatkowo 

włączone do pracy przeglądowej. Dodatkowo omówiono również wpływ przetwarzania 

żywności na związki siarki oraz drogi powstawania związków aktywnych sensorycznie.  

Prekursorami lotnych związków siarki są aminokwasy i glukozynolany. Spośród 

dwudziestu aminokwasów białkowych tylko cysteina i metionina zawierają w swojej budowie 
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atom siarki [71]. Główną rolą cysteiny w roślinach jest utrzymywanie poziomu siarki 

nieorganicznej pozyskiwanej z środowiska. Aminokwas ten jest jedynym donorem siarczków 

potrzebnym do biosyntezy kluczowych biomolekuł, w szczególności przeciwutleniaczy 

(glutationu), kofaktorów, witamin czy związków obronnych – glukozynolanów, tionin, 

fitoaleksyn. Metionina warunkuje rozwój i potencjalnie odpowiada za biosyntezę substancji 

regulujących wzrost (auksyny, brassinosteroidy, cytokininy). Jest również ważnym 

prekursorem biosyntezy karnityny, cysteiny, lecytyny, tauryny i fosfolipidów [72]. 

Glukozynolany to wyspecjalizowane metabolity roślinne, których cząsteczka składa się 

z β-D-glukozy, sulfonowanego oksymu oraz łańcucha bocznego, który determinuje klasę 

glukozynolanu (alifatyczny, aromatyczny, indolowy). Glukozynolany w warzywach odgrywają 

rolę naturalnych pestycydów, które zostają uaktywnione w momencie, gdy tkanka roślinna 

ulega zniszczeniu i w konsekwencji degradują enzymatycznie do związków lotnych [73]. 

Biosynteza siarkowych związków lotnych zachodzi przy udziale enzymów w warzywach 

kapustowatych i cebulowych. Degradacja enzymatyczna glukozynolanów jest zależna od 

warunków, w jakich jest prowadzona i może prowadzić odpowiednio do różnych związków 

lotnych takich jak: izotiocyjaniany, nitryle, tiocyjaniany, epitionitryle (rys. 8) [74, 75].  

 

Rys. 8 Powstawanie głównych, lotnych produktów rozpadu glukozynolanów w zależności od warunków prowadzenia 

hydrolizy enzymatycznej; ESP – białko epitiospecyficzne; ESM – modyfikujące białko epitiospecyficzne związane 

z mirozynazą; NSP – nitrylospecyficzne białko; TFP – białko tworzące tiocyjaniany; R – łańcuch boczny glukozynolanu 

pochodzący od aminokwasu (na podstawie [74, 75]) 

Natomiast w warzywach cebulowych bezzapachowe i nielotne prekursory stanowią 

pochodne cysteiny: sulfotlenki (+)-S-alk(en)ylo cysteiny i peptyd γ-glutamylowy [76]. Za 

wytwarzanie charakterystycznego zapachu cebuli podczas zniszczenia tkanki warzywa 
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odpowiadają głównie sulfotlenki, które tak jak np. alliina może przekształcać się pod wpływem 

allinazy w allicynę, która jest niestabilna i ulega dalszej degradacji do kwasów 

alkenylosulfenowych lub bezpośrednio do siarczków allilu. Szlak metaboliczny powstawania 

związków lotnych w warzywach cebulowych zaprezentowano na rys. 9 [77]. 

 

Rys. 9 Tworzenie związków lotnych i aktywnych zapachowo w reakcjach enzymatycznych warzyw cebulowych (na 

podstawie [78–81]) 
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Podczas degradacji prekursorów powstają lotne związki zawierające w swojej budowie 

siarkę, które wykazują się obiecującymi właściwościami chemicznymi. Do tej grupy związków 

należą: izotiocyjaniany, nitryle, epitionitryle, siarczki, polisiarczki, tiole i inne np. metional czy 

związki heterocykliczne zawierające siarkę, które występują w truflach i grzybach shiitake. 

Izotiocyjaniany od lat zyskują zainteresowanie ze względu na ich liczne właściwości, które 

pozytywnie wpływają na zdrowie człowieka (działanie antyzapalne, prewencyjne 

i terapeutyczne) jak również pomagają ochronić plony czy zabezpieczyć żywność przed 

zepsuciem. Pod kątem sensorycznym izotiocyjaniany stanowią wciąż niedostatecznie poznaną 

grupę związków, jednakże dotychczasowe prace opisują, że ich główne noty zapachowe 

skupiają się wokół zapachu siarki, ostrego, drażniącego, charakterystycznego dla zapachu 

czosnku czy kapusty [64, 82]. 

W porównaniu do izotiocyjanianów o funkcjach bioaktywnych i cechach sensorycznych 

nitryli i epitonitryli wiadomo niewiele. Według źródeł literaturowych ekspozycja na nitryle jest 

niekorzystna dla człowieka i wiąże się z wieloma zaburzeniami zdrowotnymi, jednakże 

obecność nitryli w spożywanej żywności może wywoływać efekt prozdrowotny, ale mniejszy 

niż w przypadku izotiocyjanianów. Nitryle mają podobny zapach w odniesieniu do ich 

odpowiednich aldehydów. Występujące w warzywach nitryle i epitionitryle wykazywały 

różnorodny zapach od przyjemnych zapachów świeżo skoszonej trawy, ziół, bulionu 

warzywnego do nieprzyjemnych nut opisujących zapach jako: ostry, drażniący, 

przypominający siarkę lub zapach potu [83]. 

Ważną klasą lotnych związków siarki stanowią siarczki i polisiarczki, chociaż ich 

obecność jest związana zazwyczaj z nieprzyjemnym i nieakceptowanym zapachem. Siarczki 

odgrywają jednak kluczową rolę w tworzeniu aromatu żywności, co potwierdza fakt, że wiele 

z nich jest stosowanych jako dodatki do żywności wchodzących w skład kompozycji smakowo-

zapachowych [84]. Czasami obecność siarczków w żywności jest niespodziewana 

i nieakceptowalna (np. w wodzie pitnej, napojach alkoholowych, sokach), związana 

z niepożądanymi cechami sensorycznymi w danym produkcie [85–87]. Warzywa zawierające 

wysokie stężenia siarczków organicznych charakteryzują się silnymi właściwościami 

przeciwutleniającymi oraz wykazują funkcje antybakteryjne. W ujęciu sensorycznym siarczki 

mają do siebie podobny, ostry drażniący zapach i ostry smak [64, 88]. 

Spośród lotnych produktów rozpadu glukozynolanów tiole stanowią ważną grupę 

w ujęciu sensorycznym, ponieważ stanowią kluczowe związki zapachowe odpowiedzialne np. 
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za aromat surowego brokuła. Dodatkowo tiole mogą być utlenione do odpowiednich siarczków 

[57]. Zarówno w wyniku enzymatycznego i nieenzymatycznego procesu powstawania 

związków lotnych zawierających w swojej strukturze atom siarki można również znaleźć 

w truflach i grzybach shiitake. Powstające heterocykliczne, lotne związki posiadają 

charakterystyczny zapach siarki [89]. Lotnym związkiem siarki, który również zasługuje na 

uwagę ze względu na powszechne występowanie w żywności jest metional, którego biosynteza 

rozpoczyna się od aminokwasu – metioniny. Metional charakteryzuje się niskim progiem 

wyczuwalności sensorycznej oraz przyjemnym zapachem, który przypomina gotowane 

ziemniaki [64]. 

Procesy przetwarzania żywności stanowią ważny etap w produkcji żywności, ponieważ 

bezpośrednio wpływają na zachowanie jakości, przedłużenie trwałości lub ograniczenie masy 

w celu redukcji kosztów transportu [90]. W pracy przeglądowej wyróżniono i opisano szereg 

procesów przetwarzania warzyw i grzybów (suszenie, blanszowanie, gotowanie, gotowanie na 

parze, smażenie, mrożenie, fermentacja) oraz ich wpływ na profil związków lotnych siarki. 

Procesy przetwórcze żywności (w szczególności wykorzystujących obróbkę termiczną lub 

fermentację) wiążą się ze zmianą parametrów sensorycznych żywności wraz z wytworzeniem 

wielu związków lotnych zawierających atom siarki w swojej budowie. Wysoka temperatura 

stanowi ważny czynnik, który nie tylko powoduje wytworzenie związków lotnych 

zawierających siarkę, ale również decyduje o stabilności tych związków. Labilność termiczna 

wielu związków siarki przyczynia się do dynamiki zmiany wzajemnych proporcji związków 

lotnych i w konsekwencji przyczynia się do zmiany finalnego aromatu końcowego produktu 

[35]. 

Ze względu na niskie progi wyczuwalności sensorycznej związki siarki stanowią często 

kluczowe związki odpowiedzialne za charakterystyczny zapach żywności. Analiza ilościowa 

związków siarki w warzywach lub grzybach stanowi duże wyzwanie analityczne z uwagi na 

dynamiczne zmiany podczas wytwarzania tych związków w żywych tkankach oraz degradację 

związków siarki w podwyższonej temperaturze. Dodatkowo związki siarki są termolabilne, 

dlatego istnieje możliwość tworzenia artefaktów w wysokiej temperaturze panującej w porcie 

nastrzykowym GC. Wiele związków lotnych siarki tworzonych jest podczas procesów 

przetwórczych żywności w których wykorzystuje się podwyższoną temperaturę [91]. 

Podsumowanie wpływu obróbki termicznej na degradację związków zawierających siarkę 

występujących w warzywach i grzybach zestawiono na rys. 10. 
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Rys. 10 Degradacja termiczna związków siarki w warzywach i grzybach (na podstawie [92–98]) 
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Zbadanie cech sensorycznych wybranych izotiocyjanianów [Publikacja 2] 

Spożywanie warzyw kapustowatych niesie za sobą wiele ważnych korzyści 

prozdrowotnych, które w dużej mierze zawdzięczamy glukozynolanom i produktom ich 

przemian [99], jednakże produkty degradacji glukozynolanów stanowią wciąż niedostatecznie 

zbadaną grupę związków w ujęciu sensorycznym. Według literatury izotiocyjaniany 

charakteryzują się ostrym, drażniącym zapachem [100], który może odgrywać kluczową rolę 

w kreowaniu aromatu tych warzyw. W celu potwierdzenia tej hipotezy należy przeprowadzić 

szereg analiz sensorycznych, które pozwolą wyznaczyć stężenie progowe zapachu (OTC) oraz 

jakość zapachu. 

Przegląd literatury dotyczący progów wyczuwalności sensorycznej związków 

powstających podczas rozpadu glukozynolanów dowiódł, że dane pomiędzy poszczególnymi 

pracami różnią się od siebie, podobnie jak metody których użyto do ich wyznaczenia. Obecnie 

nie istnieją sposoby pomiaru progów wyczuwalności sensorycznej, które nie angażują udziału 

człowieka, ponieważ nadal ludzki nos stanowi najczulszy detektor wrażliwy na niezwykle małe 

stężenia (ng/L) [66]. Celem pracy było uzupełnienie biblioteki danych sensorycznych 

(deskryptora zapachu, progu wyczuwalności sensorycznej w wodzie) w odniesieniu do 

dziewiętnastu izotiocyjanianów metodą analizy profilu smakowo-zapachowego (FPA) [101]. 

Wzory chemiczne badanych izotiocyjanianów przedstawiono poniżej. 

 

Rys. 11 Wzory chemiczne izotiocyjanianów wykorzystanych w badaniach 
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Zgoda Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola 

Marcinkowskiego w Poznaniu uzyskana 6 września 2018 roku zapoczątkowała tworzenie 

i trening panelu sensorycznego, w skład którego wchodzili głównie pracownicy, doktoranci 

i studenci Wydziału Nauk o Żywności i Żywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. 

Ich zadaniem była ocena jakości zapachu (lub jego braku) oraz jego intensywności (w skali od 

zera do dwunastu punktów) w sekwencji wodnych roztworów izotiocyjanianów ułożonych 

zgodnie ze wzrastającym stężeniem. W sekwencjach znajdowały się również próby bez 

dodatku izotiocyjanianów. 

Następnie, osobno dla każdego z dziewiętnastu badanych izotiocyjanianów 

zarejestrowane wartości intensywności dla danej sekwencji próbek zostały uśrednione, 

natomiast odpowiednie deskryptory policzone. Z uzyskanych danych dla każdego 

izotiocyjanianu wyznaczono krzywą Webera-Fechnera (wykres zależności średniej 

intensywności zapachu od logarytmu stężenia). Jako przykład poniżej przedstawiono wykres 

dla izotiocyjanianu 3-butenylu (rys. 12). 

 

Rys. 12 Wykres Webera-Fechnera do wyznaczenia progu wyczuwalności dla izotiocyjanianu 3-butenylu (n = 10) 

Na podstawie liniowej zależności wyznaczano równanie Webera-Fechnera, na podstawie 

którego obliczono próg wyczuwalności sensorycznej w roztworze wodnym (temperatura 

pomiarów 45°C) dla każdego z badanych związków chemicznych. Izotiocyjaniany zostały 

podzielone na kategorie pod względem ich budowy chemicznej. Wyróżniono izotiocyjaniany 

n-alifatyczne, rozgałęzione, alifatyczne nienasycone, cykliczne, aromatyczne oraz inne 

(w której znalazły się izotiocyjaniany, które nie pasowały do grup wcześniej wymienionych). 

W tabeli zestawiono również deskryptory zapachu, które najczęściej wymieniały osoby 
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oceniające próby wodnych roztworów, które zostały uporządkowane zgodnie ze stężeniami 

izotiocyjanianów w analizowanych próbach (tabela 1.). 

Tab. 1 Progi wyczuwalności sensorycznej izotiocyjanianów w wodzie w temperaturze 45°C 

L.p.a 
Klasa 

izotiocyjanianub 
Nazwa 

Stężenie progowe 

zapachu [g/L] 

Równanie Webera-Fechnera 

I = a · log c + b 
Jakość zapachu, 

najczęstsze 

deskryptoryc 
a b R2 

1 A 
izotiocyjanian 

metylu 
0,04 × 10-3 ± 0,21 × 10-3 4,8 22 0,992 

kapusta, gotowana 
brukselka, brokuł, 

siarkowodór 

2 A 
izotiocyjanian 

etylu 
0,2 × 10-3 ± 0,6 × 10-3 7,0 27 0,973 

czosnek, kapusta, 

brokuł, 
siarkowodór 

3 A 
izotiocyjanian 

propylu 
0,03 × 10-3 ± 0,40 × 10-3 5,0 23 0,990 

rzeżucha, siarka, 

czosnek, chrzan 

4 A 
izotiocyjanian 

butylu 
0,01 × 10-3 ± 0,05 × 10-3 7,2 37 0,985 

kapusta, suszony 
czosnek, kiszony 

ogórek 

5 A 
izotiocyjanian 

heksylu 
0,007 × 10-3 ± 0,052 × 

10-3 
4,3 23 0,974 

grzyby, kwiaty, 
rzepa, kalarepa 

6 A 
izotiocyjanian 

oktylu 

0,005 × 10-3 ± 0,030 × 

10-3 
3,6 21 0,946 

słodki, kwiatowy, 

owocowy, kolendra 

7 B 
izotiocyjanian 

izopropylu 

0,02 × 10-3 ± 0,08 × 10-3 

 
5,6 27 0,979 

bulion, kapusta, 
czosnek, 

chemiczny 

8 B 
izotiocyjanian 

izobutylu 
0,009 × 10-3 ± 0,085 × 

10-3 
5,1 27 0,984 

musztarda, 

czosnek, siarka, 
chemiczny, farba 

olejna 

9 B&AU 
izotiocyjanian 

metallilu 
0,03 × 10-3 ± 0,16 × 10-3 6,3 30 0,987 

siarka, czosnek, 
rzeżucha, ostry i 

drażniący 

10 AU 
izotiocyjanian 

allilu 
0,09 × 10-3 ± 0,22 × 10-3 9,1 38 0,980 

siarka, czosnek, 

chrzan 

11 AU 
izotiocyjanian 

3-butenylu 
0,01 × 10-3 ± 0,07 × 10-3 5,6 29 0,984 

siarka, czosnek, 

chrzan 

12 C 
izotiocyjanian 

cyklopropylu 
0,01 × 10-3 ± 0,08 × 10-3 5,2 26 0,983 

bulion, 

szczypiorek, por, 
czosnek 

13 C 
izotiocyjanian 
cyklopentylu 

0,02 × 10-3 ± 0,10 × 10-3 5,1 25 0,980 

czosnek, farba 

olejna, metaliczny, 
kalarepa, czarna 

rzepa 

14 C 
izotiocyjanian 

cykloheksylu 
0,03 × 10-3 ± 0,19 × 10-3 6,0 29 0,980 

słodki, tworzywo 
sztuczne, mięta, 

farba olejna, anyż 

15 AR 
izotiocyjanian 

fenylu 
0,05 × 10-3 ± 0,22 × 10-3 7,4 33 0,982 

siarka, tworzywo 

sztuczne, zioła, 
koper włoski 

16 AR 
izotiocyjanian 

benzylu 
0,06 × 10-3 ± 0,22 × 10-3 7,8 34 0,965 

czosnek, rzeżucha, 

por, kiełki brokuła 

17 AR 
izotiocyjanian 2-

fenyloetylu 
0,01 × 10-3 ± 0,05 × 10-3 6,3 32 0,992 

siarka, szczypiorek, 
rzeżucha 

18 M 
izotiocyjanian 2-

metoksyetylu 
0,07 × 10-3 ± 0,32 × 10-3 5,3 23 0,978 

siarka, czosnek, 

siarkowodór, ostry 
i drażniący 

19 M 
izotiocyjanian 3-
(metyltio)propylu 

0,006 × 10-3 ± 0,058 × 
10-3 

4,3 23 0,996 

siarka, tworzywo 

sztuczne, ryba, 

bulion, chrzan 
a – numery odnoszą się do wzorów izotiocyjanianów przedstawionych na rys. 11. b – A – n-alifatyczny; 

B – rozgałęziony; AU – alifatyczny nienasycony; C – cykliczny; AR – aromatyczny; M – inny. c – odczuwana 

jakość zapachu – deskryptory zostały uporządkowane zgodnie ze wzrostem stężenia izotiocyjanianu. 
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Dane uzyskane podczas przeprowadzonych analiz sensorycznych zostały również 

opracowane pod kątem częstości występowania konkretnych deskryptorów zapachu 

w odniesieniu do wszystkich badanych izotiocyjanianów. Osoby oceniające jakość zapachu 

wodnych roztworów izotiocyjanianów najczęściej określały je jako przypominający: czosnek, 

siarkę, siarkowodór, kapustę lub rzeżuchę, co potwierdza że izotiocyjaniany mogą być 

odpowiedzialne za ostry zapach warzyw. Co ciekawe, wraz ze zmianą stężenia ten sam związek 

chemiczny może pachnieć nieco inaczej, co jest niezwykle istotne podczas innych analiz 

angażujących zmysł węchu takich jak np. GC-O. Poniżej przedstawiono wykres, który 

odzwierciedla częstość użycia danego deskryptora zapachu – pole powierzchni jest 

proporcjonalne do częstości użycia (rys. 13). 

 

Rys. 13 Noty zapachowe związane z percepcją izotiocyjanianów, pole powierzchni odzwierciedla częstość odczuwanego 

zapachu 

Dodatkowo dla dziewiętnastu izotiocyjanianów wykonano pomiary współczynników 

podziału, które będą mogły zostać wykorzystane np. w badaniach chemosensorycznych. W celu 

zbadania zachowania izotiocyjanianów w układzie faz gaz/ciecz wyznaczono współczynniki 

podziału dla różnych matryc (woda, bufor ślinowy, sztuczna ślina, ludzka ślina), przy czym 

fazę gazową stanowiło powietrze. Zebrane dane są przydatne do oceny, czy izotiocyjaniany 

jako produkty degradacji glukozynolanów mają większe powinowactwo do matrycy śliny, czy 

podczas przeżuwania w jamie ustnej – w większym stopniu będą dążyły do przedostawania się 

do fazy gazowej. 
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Tab. 2 Współczynniki podziału gaz/ciecz (K) określone dla izotiocyjanianów w różnych matrycach (woda, bufor 

ślinowy, sztuczna ślina ślina ludzka 

L.p.a Nazwa 

Rt 

[min.]b 

Kwoda Kbufor ślinowy Ksztuczna ślina Kślina ludzka wartość pc 

1 izotiocyjanian metylu 6,792 0,08 ± 0,03 0,108 ± 0,007 0,18 ± 0,09 0,17 ± 0,02 0,02 

2 izotiocyjanian etylu 6,890 0,13 ± 0,04 0,17 ± 0,01 0,3 ± 0,1 0,38 ± 0,04 0,0005 

3 izotiocyjanian propylu 7,448 0,18 ± 0,05 0,24 ± 0,01 0,3 ± 0,1 0,65 ± 0,09 0,00003 

4 izotiocyjanian butylu 8,422 0,24 ± 0,07 0,32 ± 0,02 0,4 ± 0,2 0,9 ± 0,2 0,00001 

5 izotiocyjanian heksylu 10,382 0,36 ± 0,09 0,46 ± 0,04 0,5 ± 0,2 3,0 ± 0,6 0,0000001 

6 izotiocyjanian oktylu 12,018 0,45 ± 0,06 0,36 ± 0,03 0,2 ± 0,1 4,0 ± 0,7 0,000000007 

7 izotiocyjanian izopropylu 6,419 0,20 ± 0,06 0,27 ± 0,01 0,4 ± 0,2 0,9 ± 0,1 0,000002 

8 izotiocyjanian izobutylu 7,661 0,25 ± 0,07 0,33 ± 0,01 0,4 ± 0,2 1,1 ± 0,2 0,000002 

9 izotiocyjanian metallilu 8,622 0,17 ± 0,06 0,23 ± 0,02 0,4 ± 0,2 0,12 ± 0,03 0,02 

10 izotiocyjanian allilu 8,072 0,13 ± 0,04 0,17 ± 0,01 0,3 ± 0,1 0,06 ± 0,01 0,003 

11 
izotiocyjanian 

3-butenylu 

9,109 0,18 ± 0,05 0,25 ± 0,02 0,4 ± 0,2 0,41 ± 0,06 0,01 

12 izotiocyjanian cyklopropylu 8,371 0,14 ± 0,04 0,19 ± 0,01 0,3 ± 0,1 0,02 ± 0,02 0,007 

13 izotiocyjanian cyklopropylu 10,195 0,23 ± 0,06 0,31 ± 0,02 0,4 ± 0,2 1,2 ± 0,2 0,00004 

14 izotiocyjanian cykloheksylu 11,239 0,28 ± 0,06 0,36 ± 0,03 0,5 ± 0,2 2,0 ± 0,4 0,0000003 

15 izotiocyjanian fenylu 11,696 0,23 ± 0,05 0,30 ± 0,04 0,4 ± 0,2 0,1 ± 0,09 0,01 

16 izotiocyjanian benzylu 14,021 0,19 ± 0,03 0,24 ± 0,03 0,4 ± 0,2 0,04 ± 0,04 0,001 

17 izotiocyjanian 2-fenyloetylu 14,911 0,18 ± 0,03 0,21 ± 0,05 0,4 ± 0,1 0,43 ± 0,07 0,002 

18 izotiocyjanian 2-metoksyetylu 10,302 0,08 ± 0,02 0,11 ± 0,01 0,2 ± 0,1 0,13 ± 0,06 0,02 

19 izotiocyjanian 3-(metyltio)propylu 13,274 0,12 ± 0,02 0,15 ± 0,02 0,3 ± 0,1 0,20 ± 0,02 0,02 

a – numery odnoszą się do wzorów izotiocyjanianów przedstawionych na rys. 11 oraz tab. 1. b – Rt – czas retencji. 

c – wartość p – porównanie śliny ludzkiej z pozostałymi matrycami. 
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Niskie wartości progów detekcji rzędu µg/L uzyskane w roztworze wodnym 

potwierdzają, że lotne i aktywne zapachowo produkty hydrolizy glukozynolanów mogą mieć 

znaczący wpływ na tworzenie aromatu warzyw kapustowatych. FPA oraz wykresy Webera-

Fechnera wykazały tendencję, że wraz ze wzrostem łańcucha nienasyconego izotiocyjanianu 

n-alifatycznego jego OTC maleje (poza izotiocyjanianem etylu). Najwyższe wartości 

współczynników podziału wyznaczono dla izotiocyjanianu oktylu (4,0 ± 0,7) i izotiocyjanianu 

heksylu (3,0 ± 0,6) co sugeruje, że te związki najmniej oddziałują z fazą ciekłą. Najniższe 

wartości uzyskano natomiast dla izotiocyjanianu cyklopropylu (0,02 ± 0,02) i izotiocyjanianu 

benzylu (0,04 ± 0,04), co może wskazywać na występujące oddziaływania pomiędzy nimi 

a białkami obecnymi w ślinie ludzkiej. 

Współczynniki podziału gaz/ślina ludzka różnią się od wyników uzyskiwanych 

w pozostałych badanych matrycach, co wykazano dla izotiocyjanianów po raz pierwszy. Ma to 

szczególne znaczenie dla percepcji tych związków zapachowych. Dostępne dane, na podstawie 

których wnioskujemy o uwalnianiu związku do fazy nadpowierzchniowej dotyczą prostych 

matryc, najczęściej wody. Percepcja aromatu ortonazalna wiąże się z wąchaniem produktu 

i związki zapachowe docierają do nabłonka węchowego od strony nosa. Sytuacja zmienia się 

diametralnie w sytuacji spożywania produktu (percepcja retronazalna), gdy związki zapachowe 

danego produktu wchodzą w interakcję ze śliną, z niej są uwalniane do fazy 

nadpowierzchniowej i docierają od strony jamy gębowej do nabłonka węchowego. Pomimo 

tego, że ślina w 99% składa się ona z wody, to zachowanie związków lotnych w tej matrycy 

znacznie różni się od zachowania w wodzie, co związane jest najprawdopodobniej 

z interakcjami badanych związków z białkami występującymi w ślinie. Będzie to skutkowało 

także zróżnicowanymi progami wyczuwalności sensorycznej określanej w sposób orto 

i retronazalny. Z uwagi na konieczność rozprowadzenia roztworów izotiocyjanianów w jamie 

ustnej członków panelu sensorycznego (często o nieznanej toksyczności) nie określano 

retronazalnych progów wyczuwalności sensorycznej dla tych związków.  
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Blokowanie natywnego enzymu poprzez zastosowanie soli metali ciężkich [Publikacja 3] 

W ujęciu chemii analitycznej warzywa stanowią złożoną matrycę głównie ze względu na 

zmienną zawartość związków chemicznych, które niekiedy są również specyficzne dla danego 

gatunku, odmiany, warunków środowiskowych, części rośliny, sposobu uprawy, regionu 

uprawy, stadium wzrostu, pory roku, przechowywania i sposobu przetwarzania [102]. 

Dodatkowo obecność natywnych enzymów w tkankach roślin przyczynia się do uzyskiwania 

wysokich odchyleń standardowych między poszczególnymi pomiarami zarejestrowanymi 

nawet dla tego samego warzywa, z uwagi na dynamiczne zmiany zachodzące w próbie 

wynikające z trudności hamowania procesów enzymatycznych na etapie przygotowania prób. 

W konsekwencji prowadzi to do trudności w analizie i opracowaniu uzyskanych wyników. 

W okresie pracy nad publikacją istniało jedynie kilka prac, które skupiały swoją uwagę 

na metodach blokowania aktywności enzymatycznej mirozynazy (zmiana odczynu środowiska, 

metoda termiczna, zastosowanie ciśnienia lub połączenie tych technik). Zastosowanie 

procesów z wykorzystaniem podwyższonej temperatury (np. gotowanie w kuchence 

mikrofalowej, gotowanie na parze, gotowanie w wodzie) prowadziło do termicznej denaturacji 

enzymu [103], jednakże jak wspomniano wcześniej, nie było korzystne mając na uwadze 

kolejny etap badań, tj. analizę związków lotnych i aktywnych zapachowo (wykluczenie 

możliwości analizy związków termolabilnych). Zastosowanie ciśnienia wymagało użycia 

specjalnej aparatury [104], która nie była dostępna w laboratorium. Metody oparte na 

stosowaniu niskiej temperatury (ciekły azot) nie są wystarczające do hamowania aktywności 

mirozynazy [105]. Ze względu na białkową budowę enzymu, postanowiono sprawdzić inne 

czynniki powodujące jego denaturację – zastosowanie soli bezwodnych w celu usunięcia 

środowiska wodnego lub soli metali ciężkich w celu denaturacji enzymu. W konsekwencji 

celem omawianej pracy było zbadanie wpływu nieorganicznych soli metali na blokowanie 

aktywności mirozynazy (natywnej oraz dodawanej sztucznie do wody lub tkanki warzywa) 

poprzez badanie jakościowe i ilościowe związków lotnych powstałych podczas rozpadu 

glukozynolanów. 

Wstępne badania polegały na zastosowaniu układu modelowego, w którym do 

jednakowej ilości i objętości wodnego roztworu enzymu dodawano badaną sól lub jej wodny 

roztwór i kolejno w ustalonym czasie dodawano określoną ilość wodnego roztworu 

glukozynolanu (synigryna i glukotropeaolina). Reakcje prowadzono w ściśle określonym 

czasie, w szklanych, szczelnie zamkniętych fiolkach do analizy GC. Następnie frakcję gazową 

próby analizowano przy użyciu GC-MS. Wyniki zestawiono w postaci dwóch wykresów 
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reprezentujących główne lotne produkty rozpadu glukozynolanów takie jak izotiocyjaniany 

(rys. 14a) oraz nitryle (rys. 14b). 

 

(a) 

 

(b) 

Rys. 14. Lotne produkty rozpadu glukozynolanów w potencjalnych czynnikach blokujących aktywność enzymu; 

r-r – roztwór; a, b, c, d, e – wynik analizy statystycznej (jednokierunkowa ANOVA test Duncana jako post-hoc, wartości 

oznaczone tą samą literą w grupie Duncana, nie różnią się istotnie, numer indeksu dolnego i kolor liter odpowiadają 

legendzie wykresu (α = 0,05); (n = 3); (a) Izotiocyjaniany (izotiocyjanianometylobenzen pochodzący z glukotropeoliny 

i 3-izotiocyjanianoprop-1-en produkt rozpadu synigryny); (b) Nitryle (2-fenyloacetonitryl z glukotropeoliny 

i but-3-enonitryl z sinigryny) 

Badania wstępne na układzie modelowym dostarczyły informacji, że zastosowanie soli 

z jonami żelaza(II), żelaza(III), srebra(I), nasyconego roztworu chlorku wapnia oraz 

bezwodnego siarczanu(VI) sodu powodują skuteczne zablokowanie reakcji enzymatycznej 
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w kierunku tworzenia izotiocyjanianów. Jednakże użycie soli z jonami żelaza(II) czy 

nasyconego roztworu chlorku wapnia (powszechnie stosowanego w analizie związków lotnych 

i zapachowych w zróżnicowanych matrycach) powodowały degradację glukozynolanów 

w kierunku nitryli. Zwiększoną ilość nitryli zaobserwowano również podczas użycia soli 

z jonami miedzi(II) i nasyconego roztworu chlorku wapnia, co nie było wcześniej zbadane 

i opisane w literaturze naukowej. Dodatkowo przeprowadzono eksperyment modelowy, 

w którym zaobserwowano, że w przypadku jonów żelaza(II), miedzi(II) oraz nasyconego 

roztworu chlorku wapnia mirozynaza nie musi być obecna w układzie, żeby zaobserwować 

powstawanie nitryli w środowisku wodnym. 

Tkanka roślinna stanowi złożoną matrycę, której skład chemiczny determinuje 

degradację glukozynolanów do izotiocyjanianów [106]. Kolejny etap badań polegał na 

sprawdzeniu skuteczności w blokowaniu natywnego enzymu występującego w kalarepie 

poprzez detekcję i identyfikację związków lotnych za pomocą GC-MS. W tym celu do 

określonej ilości próby zblendowanej kalarepy dodano czynnik blokujący, a następnie 

określoną objętość roztworu glukozynolanu, który naturalnie nie występował w warzywie. 

Każde powtórzenie i etap eksperymentu wykonano w ściśle określonym czasie. Zielona 

kalarepa zawiera natywne glukozynolany: glukoerucynę, glukoiberwerynę oraz glukorafaninę 

[107]. Mogą się one przekształcić w odpowiednie lotne produkty degradacji – izotiocyjaniany 

oraz nitryle (kolejno 4-metylosulfanylobutanonitryl, 1-izotiocyjaniano-3-

metylosulfanylopropan, 1-izotiocyjaniano-4-metylosulfanylbutan). Sztucznie dodane 

glukozynolany do próby kalarepy to synigryna i glukotropeaolina, natomiast w zależności od 

potencjalnego czynnika blokującego reakcję enzymatyczną produktami mogły być 

izotiocyjaniany (odpowiednio 3-izotiocyjanianoprop-1-en i izotiocyjanianometylobenzen) 

i nitryle (but-3-enonitryl i 2-fenyloacetonitryl). W badaniach uwzględniono również wpływ 

czynnika blokującego na lipooksygenazę, która jest enzymem katalizującym utlenianie 

wielonienasyconych kwasów tłuszczowych (wyniki zestawiono w publikacji).  

Glukozynolany są podatne na hydrolizę enzymatyczną, która zależy od środowiska 

prowadzenia reakcji np.: odczynu pH, dostępności jonów żelaza(II), obecności specyficznych 

białek [74]. Warunki panujące wewnątrz tkanek warzyw kapustowatych faworyzują 

powstawanie izotiocyjanianów. Spośród szeregu eksperymentów modelowych prowadzonych 

początkowo w środowisku wodnym i kolejno w tkance kalarepy stwierdzono, że najsilniejszym 

czynnikiem ograniczającym tworzenie izotiocyjanianów były jony: żelaza(II), żelaza(III), 

srebra(I), roztwór nasyconego roztworu chlorku wapnia oraz zastosowanie bezwodnego 
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siarczanu(VI) sodu. Niestety użycie soli zawierających jony żelaza(II) lub nasyconego 

roztworu chlorku wapnia powodowały znaczącą zmianę ścieżki degradacji w kierunku 

tworzenia nitryli. Natomiast jony żelaza(III) obecne w tkance warzywa przyczyniały się do 

znaczącego wzrostu związków lotnych pochodzących z utlenienia tłuszczów. W konsekwencji 

sole żelaza(III) zostały wykluczone z dalszych rozważań. Z kolei jony srebra(I) są toksyczne 

dla środowiska, powodowały ciemnienie tkanki warzywa i stwarzały trudności związane 

z utylizacją próbek pozostałych po analizie. W związku z tym za optymalny czynnik blokujący 

uznano bezwodny siarczan(VI) sodu, który finalnie zastosowano w dalszych badaniach 

związków lotnych odpowiedzialnych za aromat kalarepy. 
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Kluczowe związki aktywne zapachowo odpowiedzialne za aromat surowej i gotowanej 

kalarepy (Brassica oleracea var. gongylodes L.) [Publikacja 4] 

Zielona kalarepa to dwuletnie warzywo należące do rodziny warzyw Brassicaceae 

i początkowo uprawiana była w północno-zachodniej Europie, rozprzestrzeniając się dalej na 

całą Europę i świat. Bulwa kalarepy jest wykorzystywana w sałatkach i zupach, ale może być 

również spożywana w wersji surowej, pieczonej lub smażonej. Jej liście i łodygi są również 

jadalne i mogą zostać ugotowane, podobnie jak kapusta zielona. Kalarepa zawiera 

wyspecjalizowane metabolity takie jak: glukozynolany, antocyjany, karotenoidy 

i fenylopropanoidy. Dodatkowo zawiera także duże ilości węglowodanów, aminokwasów, 

kwasów organicznych, witamin i minerałów [108, 109]. 

Glukozynolany stanowią ważną grupę metabolitów, ponieważ pod wpływem natywnego 

enzymu mirozynazy mogą zostać przekształcone w związki charakteryzujące się aktywnością 

sensoryczną takie jak: izotiocyjaniany, nitryle, siarczki. Mając na uwadze zapach, 

izotiocyjaniany najczęściej charakteryzowane są jako zapachy nieprzyjemne, ostre, drażniące. 

Jednakże niektóre z nich wykazują przyjemniejsze noty zapachowe takie jak zapach: grzybów, 

cebuli, zielonych warzyw lub rosołu [82, 110]. 

W literaturze naukowej istnieją prace gdzie zidentyfikowano i oznaczono ilościowo 

związki lotne występujące w kalarepie, jednakże brak w nich podejścia sensorycznego, które 

tłumaczy jakie związki są odpowiedzialne za aromat kalarepy. Ponadto należy pamiętać, że nie 

wszystkie związki lotne są aktywne zapachowo, natomiast niektóre z nich mają niskie progi 

wyczuwalności sensorycznej (np. związki zawierające siarkę czy pirazyny) ale występują 

w warzywie w ilościach śladowych, co utrudnia ich oznaczenie. Poniżej przedstawiono 

najważniejsze wyniki uzyskane podczas poszczególnych etapów mających na celu 

wyznaczenie kluczowych związków sensorycznie aktywnych odpowiedzialnych za aromat 

w dwóch wariantach kalarepy surowej i gotowanej. 

Związki lotne z kalarepy wyizolowano w wyniku homogenizacji próby surowej 

i gotowanej z dodatkiem bezwodnej soli siarczanu(VI) sodu oraz rozpuszczalnika organicznego 

(dichlorometanu). Następnie wykorzystano metodę SAFE w celu oddzielenia związków 

lotnych od nielotnych oraz zagęszczenie ekstraktu do finalnej objętości 1 cm3. Podczas izolacji 

związków lotnych jakość zapachu prób była na bieżąco kontrolowana sensorycznie za pomocą 

pasków bibuły. Po odparowaniu rozpuszczalnika zarówno dla ekstraktów jak i destylatów 

zapach był charakterystyczny dla surowej i gotowanej kalarepy.  
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Tab. 3. Związki aktywne zapachowo zidentyfikowane spośród związków lotnych wyizolowanych z kalarepy surowej 

i gotowanej 

lp. nazwa zapacha 

RIb  współczynnik FD 

FFAP DB-5  surowa gotowana 

1 5-(metanosulfinylo)pentanonitryl rosołu, cebuli, siarki 943 1563  256 256 

2 pentan-1-tiol palony, gumy 1022 850  1 < 1 

3 disiarczek dimetylu kapusty, siarki 1094 803  < 1 8 

4 (3Z)-heks-3-enal zielonej trawy 1141 802  16 < 1 

5 but-3-enonitryl ostry, musztardowy 1191 900  4 32 

6 2-pentylofuran warzywny 1243 1015  256 < 1 

7 okt-1-en-3-on grzybowy 1287 974  64 32 

8 2-acetylo-1-pirolina popcornu 1330 904  256 64 

9 trisiarczek dimetylu siarki, kapusty 1352 963  16 128 

10 (3E)-heks-3-en-1-ol zielonej trawy 1395 814  < 1 1 

11 2-izopropylo-3-metoksypirazyna zielonego groszku, ziemisty 1418 1096  512 128 

12 kwas octowy octu 1450 631  16 16 

13 izotiocyjanian 3-butenylu ostry, czosnku 1453 981  16 8 

14 (2E,4E)-hepta-2,4-dienal tłusty 1487 1158  < 1 1 

15 4-(metylosulfanylo)butan-2-on ziemisty 1514 989  8 < 1 

16 oktan-1-ol cytrusów 1545 981  32 4 

17 (1S)- 1-fenyloetano-1-tiol spalenizny 1626 1122  2 < 1 

18 2-acetylotiazol pieczony 1635 1015  32 16 

19 disiarczek 2-metylo-3-furylu metylu mięsny, kapusty 1645 1187  64 4 

20 γ-heksalakton owocowy, słodki 1655 1052  1 64 

21 tiofen-2-karbaldehyd pieczony 1685 981  64 < 1 

22 2-fenyloetano-1-tiol grumy 1690 1167  32 < 1 

23 3-hydroksy-4-metylo-2H-furan-5-on warzywny, cebulowy 1695 985  32 64 

24 3-metylosulfanylopropan-1-ol gotowanych ziemniaków 1715 963  4 32 

25 4-(metylosulfanylo)butanonitryl rosołu, czosnku, siarki 1721 1063  128 64 

26 kwas heksanowy potu 1805 1015  64 < 1 

27 5-(metylosulfanylo)pentanonitryl gotowanego brokuła, kapusty 1845 1193  256 128 

28 4-(metylosulfanylo)butan-1-ol kapusty, czosnku 1858 965  64 < 1 

29 12-metylotridekanal wołowiny 1863 1015  16 < 1 

30 p-cymen-8-ol stęchły, benzyny 1863 1208  < 1 512 

31 1,3-benzotiazol gumy, kapusty 1900 1245  8 16 
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Tab. 3. Związki aktywne zapachowo zidentyfikowane spośród związków lotnych wyizolowanych z kalarepy surowej 

i gotowanej c.d. 

lp. nazwa zapacha 

RIb  współczynnik FD 

FFAP DB-5  surowa gotowana 

32 sulfon dimetylowy siarki, tłusty 1918 959  < 1 4 

33 fenyloacetonitryl grzybów 1922 1107  128 < 1 

34 kwas heptanowy potu, jełki 1939 1089  4 < 1 

35 2-fenyloetan-1-ol kwiatów, miodu 1940 1112  < 1 32 

36 3-hydroksy-2-metylopiran-4-on (maltol) karmelu 1950 1245  32 16 

37 1-izotiocyjaniano-3-(metylosulfanylo)propan siarki, czosnku, grzybów 1972 1231  128 4 

38 trans-4,5-epoksy-(E)-2-dekenal metaliczny, słodki 1989 1379  256 64 

39 γ-nonalakton słodki, kokosowy 2022 1387  8 32 

40 4-metoksybenzaldehyd (aldehydanyżowy) anyżu 2033 1257  < 1 1024 

41 3-fenylopropanonitryl kwaśny, tłusty 2047 1241  512 8 

42 pirolidyn-2-on mysi, kwaśny 2065 1052  16 8 

43 izotiocyjanian benzylu ziołowy, potu, ostry 2076 1363  256 256 

44 tiocyjanian benzylu rosołu, maślany, rzeżuchy 2113 1352  128 < 1 

45 1-izotiocyjaniano-4-(metylosulfanylo)butan grzybowy, rosołu 2141 1404  256 16 

46 bis(2-metylo-3-furylo)disiarczek mięsny 2138 1540  16 < 1 

47 2-metoksy-4-winylofenol goździków, dymu 2150 1300  32 32 

48 2-fenoksyetanol kwiatowy 2156 1240  1 < 1 

49 4-hydroksy-2,3-dimetylo-2H-furan-5-on (sotolon) lubczyku, przypraw 2210 1107  128 1024 

50 2-izotiocyjanianoetylobenzen rosołu, warzywny 2220 1430  256 64 

51 etano-1,2-ditiol czosnku, kapusty 2225 817  8 16 

52 nieznany potu, gumy 2244 1021  1 16 

53 4-metylo-5-tiazoleetanol rosołu, siarki, orzechowy 2320 1269  256 512 

54 kwas fenylooctowy miodowy 2555 1252  128 32 

55 4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd (wanilina) słodki, waniliowy 2576 1395  512 32 

aPotwierdzenie struktury oparto o jakość zapachu, wartości RI (DB-FFAP, DB-5) i widma masowe; dane 

porównano z danymi uzyskanymi dla związków odniesienia analizowanych w tych samych warunkach. bWartości 

RI obliczono na podstawie czasu retencji związku aktywnego sensorycznie i czasu retencji sąsiednich n-alkanów 

metodą interpolacji liniowej. 

Zastosowanie analizy GC-O oraz AEDA wykazało 55 związków aktywnych zapachowo 

w kalarepie surowej i gotowanej (tabela 3). Współczynniki FD dla kalarepy surowej mieściły 
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się w zakresie od 1 do 512, natomiast dla kalarepy gotowanej od 1 do 1024, jednakże dla 

większości związków aktywnych zapachowo większe wartości FD wyznaczono dla próby 

z kalarepy surowej. Biorąc pod uwagę wartości FD w próbie otrzymanej z kalarepy surowej 

dominowały noty takie jak: zapach zielonego groszku, ziemisty, kwaśny, oleisty, słodki, 

waniliowy, natomiast w kalarepie gotowanej dominującymi były zapachy: skoszonej trawy, 

anyżu, lubczyku, przypraw, stęchły, benzyny, rosołu, siarki czy orzechów. 

Dla wszystkich aktywnych sensorycznie regionów chromatogramu (rys. 15) obliczono 

wartości RI na kolumnach różniących się polarnością: DB-FFAP (polarna) i DB-5 (niepolarna). 

W tym celu wykorzystano czasy retencji mieszaniny n-alkanów, uprzednio nastrzykniętej na 

ten sam system GC-O. Wstępna próba identyfikacji struktury związków aktywnych zapachowo 

opierała się o przegląd baz danych (the Leibniz-LSB@TUM Odorant Database [64]) i literatury 

pod kątem RI oraz jakości zapachu. 

 

Rys. 15. Aromagramy FD związków aktywnych zapachowo izolowanych z surowej i gotowanej kalarepy z ich 

współczynnikami FD i wskaźnikami retencji (RI) na kolumnie DB-FFAP, numeracja zgodna z tabelą 3 
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Tożsame RI oraz jakość zapachu zostały potwierdzone przy użyciu GC-O (kolumny 

DB-FFAP i DB-5) oraz odpowiednich związków odniesienia, które zostały nastrzyknięte 

w stężeniu zbliżonym do badanego ekstraktu. Struktura związków aktywnych zapachowo 

została ostatecznie potwierdzona poprzez analizy chromatograficzne: GC-MS lub 

GC × GC-MS. Związki aktywne zapachowo występujące w surowej i gotowanej kalarepie wraz 

z deskryptorem zapachu, wartościami RI obliczonymi na kolumnach różniących się 

polarnością, a także współczynniki FD zostały przedstawione w tabeli 3. 

Mając na uwadze prekursory oraz mechanizm powstawania związki aktywne zapachowo 

występujące w kalarepie można podzielić na kilka grup, które głównie są związane ze szlakiem 

metabolicznym lipidów i aminokwasów. Wcześniejsze badania dowiodły, że dominującymi 

związkami lotnymi w kalarepie są: izotiocyjaniany, nitryle, siarczki oraz nienasycone aldehydy 

[68]. W literaturze naukowej raportowano również obecność związków lotnych należących do: 

alkoholi, ketonów zawierających siarkę, tiazoli, pirazyn, i pochodnych furanu [111]. 

Zastosowanie analiz GC-O umożliwiło zidentyfikowanie związków lotnych aktywnych 

zapachowo, których obecność w kalarepie nie była wcześniej znana, np.: okt-1-en-3-on (7), 

2-izopropylo-3-metoksypirazyna (11), disiarczek 2-metylo-3-furylu metylu (19), kwas 

heksanowy (26), trans-4,5-epoksy-(E)-2-dekenal (38) i 3-hydroksy-4,5-dimetylofuran-2(5H)-

on (sotolon) (49). 

AEDA została przeprowadzona w celu ustalenia, które ze związków aktywnych 

zapachowo mają największy udział w tworzeniu aromatu kalarepy. Wyznaczono 28 związków 

aktywnych zapachowo, które charakteryzowały się wysokimi współczynnikami FD (≥ 64) 

i oznaczono je ilościowo wykorzystując nowoczesne techniki analityczne (GC-MS, 

GC × GC-MS, 2D-GC-HRMS z jonizacją elektronową i chemiczną). Następnie dzieląc wartość 

stężenia otrzymanego w próbie przez OTC otrzymano OAV dla każdego z badanych związków 

aktywnych zapachowo, które odzwierciedlają udział poszczególnych analitów w ogólnym 

aromacie kalarepy. 

Związki takie jak: okt-1-en-3-on (7), 2-izopropylo-3-metoksypirazyna (11), 

1-izotiocyjaniano-3-(metylosulfanylo)propan (37), izotiocyjanian benzylu (43), trisiarczek 

dimetylu (9), disiarczek 2-metylo-3-furylu metylu (19), trans-4,5-epoksy-(E)-2-dekenal (38) 

i 1-izotiocyjaniano-4-(metylosulfanylo)butan (45) opisane wysokimi OAV mają największy 

udział w tworzeniu ogólnego aromatu kalarepy zarówno surowej jak i gotowanej, co 

przedstawiono na poniższym schemacie: 



 

 

44 

 

Rys. 16. Związki aktywne zapachowo scharakteryzowane przez najwyższe wartości OAV w kalarepie, w nawiasie podano 

oznaczenie zgodne z numeracją w tabeli 3 i zapach 

Ze względu na niskie OAV nitryle mają niewielki wpływ na aromat kalarepy, pomimo 

wysokich wartości FD dla tych związków. AEDA została przeprowadzona jako metoda 

przesiewowa, która umożliwiła wyodrębnienie kluczowych związków odpowiedzialnych za 

aromat kalarepy. Natomiast izotiocyjaniany stanowią główny produkt degradacji 

glukozynolanów, występują w surowym oraz gotowanym warzywie w wysokich stężeniach 

i osiągają wysokie OAV. Co więcej, wzrost stężenia izotiocyjanianów po ugotowaniu warzywa 

był już wcześniej opisywany [112]. Trisiarczek dimetylu stanowi ważny produkt termicznej 

degradacji izotiocyjanianów i stanowi jeden z kluczowych związków odpowiedzialnych za 

aromat kalarepy. 

Aromat kalarepy zmienia się po ugotowaniu warzywa. Przede wszystkim wartości OAV 

dla związków kluczowych (7, 9, 11, 19, 38, 43) oraz dla innych związków aktywnych 

zapachowo, które mają mniejszy udział w tworzeniu ogólnego aromatu (8, 26, 44, 49) są 

wyraźnie wyższe dla próby otrzymanej z surowego warzywa. Jest to związane z procesem 

gotowania, który prowadzi do uwalniania związków chemicznych do wody i utraty związków 

lotnych. Dodatkowo, jedynie trzy związki aktywne zapachowo, których OAV > 1 (37, 45, 50) 

wykazywały zbliżony wkład w całościowy aromat kalarepy surowej i gotowanej. Związkiem 

aktywnym zapachowo, którego OAV wzrosła wskutek gotowania, jest 

3-fenylopropanonitryl (41), co może być związane z inaktywacją tioglukozydazy podczas 

gotowania kalarepy. 
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Wnioski 

Poniżej przedstawiono wnioski, które sformułowano na podstawie dokonanego przeglądu 

literatury, oraz przeprowadzonych badań, które szczegółowo opisano w publikacjach 

wchodzących w skład niniejszej rozprawy doktorskiej. 

1) Przegląd literaturowy pod kątem lotnych i aktywnych zapachowo związków 

siarki dowiódł, że stanowią one kluczowe związki, odpowiedzialne za 

charakterystyczny aromat warzyw kapustowatych, cebulowych, a także 

niektórych grzybów (shiitake i trufli). Liczba badań nad profilem związków 

aktywnych zapachowo dla warzyw kapustowatych jest bardzo mała. Związki 

lotne zawierające siarkę powstają głównie podczas procesów enzymatycznych, 

a ich ograniczona stabilność termiczna, podatność na utlenianie, niskie progi 

detekcji powodują, że ich analiza jakościowa i ilościowa jest problematyczna. 

2) Wyznaczone stężenia progowe zapachu dla 19 izotiocyjanianów zawierają się 

w przedziale od 0,005 · 10-3 do 0,2 · 10-3 g/L, co może predysponować je jako 

potencjalne związki wpływające na aromat warzyw kapustowatych. Wyznaczone 

współczynniki podziału dla różnych matryc, w tym wody i śliny wykazują bardzo 

zróżnicowane wartości dla danego związku i będą determinowały ich aktywność 

sensoryczną w procesie konsumpcji warzyw kapustowatych. Uzyskane wyniki 

pozwalają na ocenę roli tych związków w percepcji orto- i retronazalnej. Biorąc 

pod uwagę ślinę ludzką, największe powinowactwo do fazy ciekłej mają: 

izotiocyjanian cyklopropylu i izotiocyjanian benzylu, natomiast do fazy gazowej 

w pierwszej kolejności będą przechodziły: izotiocyjanian oktylu i izotiocyjanian 

heksylu. 

3) Spośród wybranych nieorganicznych soli metali największą skuteczność inhibicji 

w matrycy tkanki roślinnej w stosunku do mirozynazy i lipooksygenazy 

wykazywały: jony srebra(I) i bezwodny siarczan(VI) sodu. Jako optymalny 

inhibitor wybrano bezwodny siarczan(VI) sodu, uwzględniając zasady zielonej 

chemii (związane głównie z trudnością utylizacji próbek zawierających jony 

srebra(I)) oraz zadowalającą skuteczność i łatwość wykorzystania w kolejnym 

etapie pracy badawczej. 

4) Wyznaczono 55 związków aktywnych zapachowo w kalarepie w dwóch 

wariantach: surowej i gotowanej. Zastosowanie połączenia chromatografii 

gazowej i olfaktometrii (GC-O) umożliwiło zidentyfikowanie 6 związków 
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lotnych i aktywnych zapachowo, których obecność w kalarepie nie była wcześniej 

znana. Porównanie OAV umożliwiło wyznaczenie ośmiu kluczowych związków 

odpowiedzialnych za aromat surowego i gotowanego warzywa. Trzy z tych 

związków to izotiocyjaniany, a jeden to produkt ich degradacji. W większości 

obliczone OAV są wyższe dla próby kalarepy surowej i niższe dla kalarepy 

gotowanej ze względu na utratę związków lotnych podczas gotowania. 
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technologicznych, Narodowe Centrum Nauki, 

nr grantu 548 2015/18/M/NZ9/00372 – wykonawca. 

 OPUS 18, Redefiniowana analiza związków zapachowych i lotnych żywności. 

Co kryje się za volatilomiką żywności?, Narodowe Centrum Nauki, 

nr grantu 2019/35/B/NZ9/01582 – wykonawca. 
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