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Glucosinolate in Lebensmitteln

Die Chemie von Glucosinolaten und ihre Reaktionen wdhrend der

Angewandte

Aus dem Inhalt

Lebensmittelverarbeitung sind sehr komplex. Aufgrund ihrer Insta-

bilitit entsteht eine ganze Reihe von Abbau- und Reaktionsprodukten,
die hdiufig ebenfalls reaktiv sind. Obwohl der iibermdflige Genuss von
Kohlsorten lange Zeit mit nachteiligen, vor allem goitrogenen
(kropfbildenden) Wirkungen in Verbindung gebracht wurde, weisen
aktuelle Ergebnisse aus epidemiologischen Studien auch auf potenziell
positive Gesundheitseffekte hin. Insbesondere Gemiise aus der Familie
der Kreuzbliitler (Brassicaceae) wie Broccoli, Rettich oder Kohl sind
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reich an diesen interessanten pflanzlichen Metaboliten. Informationen

zur Bioaktivitit von Glucosinolaten sind aber nur dann von Nutzen,
wenn man weif3, welche Verbindungen bei der Verarbeitung gebildet

4. Zusammenfassung und

Ausblick 11630

und anschlieffend verzehrt werden. Dieser Aufsatz bietet eine umfas-
sende und detaillierte Ubersicht iiber die chemische Reaktivitiit ver-

schiedener Glucosinolate und ihrer Abbauprodukte wihrend der

Lebensmittelzubereitung.

1. Einleitung
1.1. Historisches

Viele Gemiise, die Grundbestandteil der iiblichen Er-
nidhrung sind, gehoren zur Ordnung Brassicales (Kreubliit-
lerartige).!'! Schon vor fast 200 Jahren wurde festgestellt, dass
Pflanzen dieser Ordnung typischerweise Glucosinolate -
schwefelhaltige sekundire Pflanzenmetaboliten — enthalten.
Die ersten Glucosinolate wurden zu Beginn des 19. Jahr-
hunderts isoliert: das weit verbreitete Prop-2-enylglucosino-
lat (Sinigrin, 1) und 4-Hydroxybenzylglucosinolat (Sinalbin,
2) aus den Saaten von Schwarzem Senf (Brassica nigra)® bzw.
WeiBem Senf (Sinapis alba).’! Wenig spiter entdeckte man,
dass sich diese Verbindungen unter der Einwirkung eines
»Myrosin®“ genannten Bestandteils, der heute als Myrosinase
bezeichnet wird, zersetzen. Myrosinase wurde ebenfalls aus
der Saat des Schwarzen Senfs isoliert und kann die fliichtigen
Senfsle bilden.* 1897 schlug Gadamer fiir die Glucosinolate
eine allgemeine gemeinsame Struktur vor.’! Diese erklirte
jedoch nicht das Auftreten von Nitrilen, den Nebenprodukten
der ,,Myrosin“-induzierten Hydrolyse zu Senfolen, die tiber-
wiegend als Isothiocyanate identifiziert wurden. 1956 revi-
dierten Ettlinger und Lundeen die allgemeine Struktur und
schlugen fiir den ,Prototyp der Senfolglucoside”, das
»~Myronat-Ion ... Sinigrin“, eine modifizierte Struktur mit
einer 3-p-Thioglucosegruppe, einer Seitenkette (R) und einer
sulfonierten Oximeinheit vor (Abbildung 1).
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Abbildung 1. Glucosinolatstruktur nach a) Gadamer® und b) Ettlinger
und Lundeen.®”! R' = Seitenkette.
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Diese Struktur wurde 1957 durch
Synthese bestitigt.*” Durch Roént-
genkristallographie wurde schlieflich
fir die C=N-Bindung die anti(Z)-
Konfiguration ermittelt.®! Glucosino-
late werden auch als -p-Thioglucosid-N-hydroxysulfate, (Z)-
(oder cis)-N-Hydroximinosulfatester oder S-Glucopyrano-
sylthiohydroximate bezeichnet. Die Seitenkette R ist struk-
turell vielfiltig, und bisher wurde eine Vielzahl von Gluco-
sinolaten beschrieben.™”

In den vergangenen 50 Jahren sind viele Beitrdge zur
Biochemie von Glucosinolaten und ihren physiologischen
Wirkungen®!% sowie zur Verbreitung von Glucosinolaten in
Pflanzen erschienen.!% Dagegen gibt es bis heute nur eine
begrenzte Zahl von Untersuchungen zur Reaktivitdt dieser
interessanten Gruppe sekundrer Pflanzenmetaboliten,!] die
entscheidend sind fiir die Regulierung der Ookophysiologi-
schen Wechselwirkung zwischen Pflanze und Umgebung
sowie fiir die Induzierung der durch Ernéhrung vermittelten
negativen oder positiven physiologischen Wirkungen.

1.2. Strukturelle Einteilung von Glucosinolaten
Bisher wurden mehr als 200 Glucosinolate in Pflanzen

nachgewiesen, die in der Mehrzahl zur Ordnung Brassicales
gehoren.’! Glucosinolate werden normalerweise als aliphati-
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sche (1, 3-15), aromatische (2, 16, 17) und Indolglucosinolate
(18-21) Klassifiziert (Abbildung 2). Diese Einteilung beruht
auf der variablen Seitenkette in der chemischen Grund-
struktur (Abbildung 1b), die von der Aminosdurevorstufe
herriihrt. Etwa die Hilfte der bisher identifizierten Glucosi-
nolate sind aliphatische Glucosinolate, deren Seitenketten
sehr unterschiedliche Strukturen haben. Diese Gruppe lésst
sich weiter unterteilen in unverzweigt oder verzweigt ali-
phatische, hydroxysubstituierte und Alkenylglucosinolate (1,
3-6) sowie eine groBe Gruppe mit einem weiteren Schwe-
felatom in der Seitenkette. In Abhingigkeit vom Oxida-
tionszustand dieses Schwefelatoms werden sie weiter in Me-
thylsulfanylalkyl- (S™) (7, 8, 12), Methylsulfinylalkyl- (S™) (9—
11, 13) und Methylsulfonylalkylglucosinolate (S*") unterteilt.
Die wichtigsten Strukturen der Glucosinolatseitenkette von
Brassicales-Arten sind in Abbildung 2 aufgefiihrt.

Die Seitenketten der verschiedenen Glucosinolate
konnen sehr komplexe Strukturen haben. AuBlerdem ist auch
die Funktionalisierung an der C2'- oder C6'-Position der 3-b-
Thioglucoseeinheit durch Cinnamoyl-, Sinapoyl- und Ben-
zoesduresalze oder -ester bekannt.'”! Weitere ungewohnliche
aromatische Glucosinolate enthalten O-glycosidisch ver-
kniipfte Zucker wie L-Rhamnose, L-Arabinose oder D-
Apiose am aromatischen Ring der Seitenkette.” AuBerdem
gibt es schwefelhaltige aliphatische Glucosinolate, z.B. das
dimere 4-Mercaptobutylglucosinolat 15 sowie 4-(Glucodisul-
fanyl)butyl- 14 und 4-(Cystein-S-yl)butylglucosinolat.!'¥]

1.3. Glucosinolate in Pflanzen — Biosynthese, Hydrolyse und
Wirkungsweise

In Pflanzen sind Glucosinolate an der pflanzlichen Re-
aktion auf biotischen Stress beteiligt. Nach der Induktion
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durch Pflanzenfresser!"”l oder Pilzbefall'® aktivieren enzy-
matisch gebildete Abbauprodukte von Glucosinolaten das
Verteidigungssystem der Pflanzen und wirken als Abwehr-
mittel. Der Angriff durch Pflanzenfresser fiihrt abhéngig von
der Insektenspezies und dem Pflanzengenotyp!'”! zu einer
Jasmonsdure-vermittelten Konzentrationserhohung an Glu-
cosinolat. Diese ldsst sich auch durch eine UVB-Vorbe-
handlung™® oder Wassermangel bewirken.'”’ Da Glucosino-
late zur natiirlichen Widerstandsfahigkeit von Pflanzen bei-
tragen konnen, indem Angriffe durch Phytopathogene ver-
ringert werden, sind Pflanzen mit hohem Glucosinolatgehalt
potenzielle Biofumigantien in der Landwirtschaft, wenn sie in
zerkleinerter Form in den Boden eingearbeitet werden.*”)

Die Vorstufen fiir ihre Biosynthese sind Aminosduren,
wobei sich aliphatische Glucosinolate hauptsédchlich von
Methionin, Indolglucosinolate von Tryptophan und aromati-
sche Glucosinolate meist von Phenylalanin ableiten. Die
Biosynthese verlduft iiber drei separate Schritte: 1) die Ket-
tenverldngerung ausgewihlter Vorlduferaminosduren (fiir
Glucosinolate, die sich von Methionin und Phenylalanin ab-
leiten), 2) die Bildung der Glucosinolat-Kernstruktur und
3) Modifizierungen der Seitenkette.'™?! Die Glucosinolat-
biosynthese beginnt mit der Umwandlung der Vorldufer-
aminoséduren in die entsprechenden Aldoxime durch Cyto-
chrom-P450-Monooxygenasen aus der CYP79-Familie. Das
Aldoxim wird im Biosyntheseweg der Glucosinolat-Kern-
struktur durch CYP83s oxidiert und an den S-Donor konju-
giert, vermutlich iiber ein dhnliches Enzym wie die Gluta-
thion-S-Transferase.

Danach wird das Thiohydroximat unter Katalyse durch
eine C-S-Lyase zur Thiohydroximinsdure gespalten. Schlie$3-
lich wird das Schwefelatom durch eine S-Glucosyltransferase
mit Glucose zum Desulfoglucosinolat verkniipft, das dann
durch eine Sulfotransferase zum endgiiltigen Glucosinolat

Monika Schreiner erhielt ihren Master fiir
Internationale Agrarentwicklung und ihren
Doktortitel an der Technischen Universitit
Berlin. Nach einem Postdoktorat am Leib-
niz-Institut fiir Agrartechnik in Bornim
wurde sie Leiterin der Abteilung Qualitdit
am Leibniz-Institut fiir Gemiise- und Zier-
pflanzenbau in Grofbeeren/Erfurt und Pro-
fessor an der Leibniz-Universitidt Hannover.
Ihr Forschungschwerpunkt ist die Untersu-
chung von sekundcren Pflanzenmetaboliten,
insbesondere den Glucosinolaten und ihren
Wirkungen.

Sascha Rohn, geboren 1973, ist Professor fiir
Lebensmittelchemie an der Hamburg School
of Food Science, Universitit Hamburg.
Seine Arbeitsgruppe befasst sich mit der
Analyse sekundiirer Pflanzenmetaboliten,
ihrer antioxidativen Aktivitdt und besonders
mit der Reaktivitit und Stabilitdt dieser bio-
aktiven Verbindungen mit dem Ziel, Abbau-
produkte zu identifizieren, die als Marker
wihrend der Lebensmittel-/Futtermittelver-
arbeitung oder als Biomarker in der Ernch-
rungsphysiologie dienen.

Angew. Chem. 2014, 126, 11614—11635


http://www.angewandte.de

Glucosinolate in Lebensmitteln

Hi

R S.

b

OH
OH

N\
= H
0805 Grundstruktur

Glucosinolatgruppe Halbsystematischer

Struktur der Seitenkette R
Name (Trivialname)

Aliphatisch
« Alkenyl

4

» Hydroxyalkenyl

5

6

« Schwefel-haltig

7

10

1"

12

13

14

15

* Aromatisch

16

17

* Indol

18

19

20

21

Abbildung 2. Hauptstrukturen der Glucosinolat-Seitenketten von Bras-

sica-Arten.
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sulfoniert wird. Nachfolgende Modifizierungen aliphatischer
Glucosinolate erfolgen durch Oxygenierung, Hydroxylierung,
Alkenylierung und Benzoylierung, aromatische und Indol-
glucosinolate konnen hydroxyliert und methoxyliert
werden. Glucosinolate kommen zwar in allen Pflanzen-
organen vor,?! jhre Konzentrationen und Zusammensetzung
konnen aber innerhalb der Pflanze enorm variieren, und
ontogenetische Anderungen kénnen in Abhingigkeit vom
Entwicklungsstadium der Pflanze zu verdnderlichen Gluco-
sinolatprofilen fiihren. Normalerweise haben Saaten den
hochsten Glucosinolatgehalt, der sich hauptséchlich aus ali-
phatischen und aromatischen Glucosinolaten zusammen-
setzt.’*?Y Nach der Keimung sinkt der Gesamtglucosinolat-
gehalt, kann aber spéter wieder steigen, wobei auch Indol-
glucosinolate gebildet werden, die besonders im Wurzelge-
webe auftreten.*>! Glucosinolate reichern sich schlieBlich in
den Bliitenstinden und Friichten mit der unreifen Saat
an. 2324

Die Synthese von Glucosinolaten erfolgt nicht nur auf-
grund der Ontogenese, sondern wird auch stark durch 6ko-
physiologische Faktoren wie die Erndhrung der Pflanzen und
die Verfiigbarkeit von Wasser bestimmt. Durch Diingen mit
Schwefel bei mittlerem Stickstoffspiegel steigt der Anteil
aliphatischer, von Methionin abgeleiteter Glucosinolate, da-
gegen kann die Gabe von Stickstoff bei niedrigem Schwefel-
angebot die Indolglucosinolatspiegel erhohen und den Anteil
aliphatischer Glucosinolate sogar senken.” Beide Effekte
beruhen auf dem Aminosdurestoffwechsel und der Glucosi-
nolatbiosynthese, da die Reduktion des schwefelhaltigen
Cysteins zu Methionin stickstoffabhingig ist?”! und die Bio-
synthese von Indolglucosinolat aus L-Tryptophan durch den
Schwefeldonor fiir das Thiohydroximat begrenzt wird.”
Auferdem wirkt sich das Wasserangebot betrachtlich auf den
Glucosinolatgehalt aus, und unter wasserarmen Bedingungen
kann insbesondere der Anteil aliphatischer Glucosinolate
steigen."™?! Dieser Effekt wird durch die Ontogenese, den
Genotyp und die Vegetationszeit beeinflusst.”” Das Trocknen
der obersten Bodenschicht hat sich als modernes Verfahren
erwiesen, den Anteil aliphatischer Glucosinolate ohne Ver-
ringerung der Biomasse zu steigern.’ Auch Temperatur und
Strahlung beeinflussen den Glucosinolatgehalt.®!! Beispiels-
weise nimmt in Freilandbroccoli der Gehalt an aliphatischen
Methylsulfinylglucosinolaten mit sinkender Temperatur und
zunehmender Strahlung ab. Bei mittleren Tagestemperaturen
<12°C und zunchmender Bestrahlung (bis zu
100 molm2d™") gewachsener Broccoli bildete hohe Anteile
an Alkylglucosinolaten.”'!

Die durch Strahlung induzierten Effekte beruhen auf
lichtabhédngigen Flavinmonooxygenasen, die an der Biosyn-
these von Methylsulfinylglucosinolaten beteiligt sind.”?
Zudem kann energiereiche UVB-Strahlung die Bildung von
Glucosinolaten in o©kologisch relevanter Dosis induzie-
ren.['®3%] Dieser Effekt wird vom UVRS8-Rezeptor vermittelt,
der die Signaliibermittlung und die Pflanzenreaktion initi-
iert,* indem er die Glucosinolatbiosynthese durch Signal-
mechanismen auslost, an denen Jasmon- und Salicylsdure
beteiligt sind.®3*%] Dementsprechend fiihrt auch die exter-
ne Anwendung dieser Signalverbindungen zu einer deutli-
chen Zunahme bestimmter Glucosinolate.>
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1.3.1. Enzymatischer Abbau

In der Pflanzenvakuole werden Glucosinolate getrennt
von dem endogenen Glucosinolat-hydrolysierenden Enzym
Myrosinase (eine B-p-Thioglucosidase) gespeichert.”®! Beim
Aufbrechen der Zelle kommt es zum Kontakt zwischen den
Glucosinolaten und Myrosinase, wodurch der enzymatische
Abbau (Schema 1) zu zahlreichen Abbauprodukten initiiert
wird.

Myrosinase/H,0
T
IO
o
(o)
o
I

R S R S
'Y
~0s05 ~0s0oy
Thiohydroximat-O-sulfonat

R R
\ H7 - TFP \
N=C=S # H8O) ——————— s—c=n
Isothiocyanat Thiocyanat
pH 4/ ESP/ ESP/ TFP
l NSP/ TFP
R!
[y ] ' 7,
OH C — Epithionitril
"~y R—=N P
* g Nitril
(o)

R1\<—:Hfs

Oxazolidin-2-thion

Schema 1. Bildung enzymatischer Abbauprodukte von Glucosinolaten.
ESP: Epithio-spezifizierendes Protein; TFP: Thiocyanat-bildendes Pro-
tein; ESM: Epithio-spezifizierendes Modifikatorprotein; NSP: Nitril-
spezifizierende Proteine. R: variable Seitenkette; R': Alkenylseitenkette.

Im ersten Schritt spaltet das Enzym das Glucosinolat zu (3-
D-Glucose (22) und einem instabilen Thiohydroximat-O-sul-
fonat. Dieses Aglucon geht anschlieBend eine so genannte
Lossen-Umlagerung zum Isothiocyanat ein oder zerfillt in
das zugehorige Nitril und molekularen Schwefel (Schema 2).
Niedrige pH-Werte hemmen die Lossen-Umlagerung, daher
werden Isothiocyanate normalerweise bei eher neutralen pH-
Werten gebildet.’”! Einige Pflanzen regulieren diese Um-
wandlung aber durch bestimmte Proteine wie das Epithio-

R\
N=C=$8

~0s0y S04

Schema 2. Lossen-Umlagerung des Thiohydroximat-O-sulfonats zum
Isothiocyanat. R: variable Seitenkette.
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spezifizierende Protein (ESP),*™ die Nitril-spezifizierenden
Proteine (NSPs)®” oder das Thiocyanat-bildende Protein
(TFP),*) die mit dem instabilen Aglucon wechselwirken und
die Bildung von Nitrilen begiinstigen konnen. Eisen(IT) wirkt
sich auf die Aktivitdt von ESP und NSPs aus und kann selbst
die Bildung von Nitrilen induzieren.*¥*#l Zudem fordert
ESP die Bildung von Epithionitril aus ungesittigten alipha-
tischen Glucosinolaten wie 1.°%44 Das Vorhandensein von
TFP kann die Bildung von Thiocyanaten aus 1, Benzylglu-
cosinolat (16) und 4-Methylsulfanylbutylglucosinolat (8) oder
von Nitrilen aus anderen Glucosinolaten begiinstigen.*!
Dagegen blockiert das Epithio-spezifizierende Modifikator-
protein (ESM) die Bildung von Epithionitrilen und Nitrilen
zugunsten der Isothiocyanatbildung.*! Zu weiteren Einzel-
heiten der enzymatischen Glucosinolathydrolyse und der
Wirkungsweise der spezifizierenden Proteine sei der Leser
auf die Ubersichten von Burow und Wittstock verwiesen.!

Einige Glucosinolate bilden instabile Isothiocyanate. 2-
Hydroxyalkenylisothiocyanate cyclisieren zu Oxazolidin-2-
thionen (Schema 1), dagegen zerfallen das 4-Hydroxyben-
zylisothiocyanat 23 und die sehr reaktiven Indolisothiocya-
nate — vermutlich iiber ein Indol-3-ylmethyl-Carbokation —
unter Abspaltung des Thiocyanat-Ions in die entsprechenden
Alkohole."! Das Indol-3-carbinol 24 beispielsweise kann
danach, wahrscheinlich wieder tiber die Bildung des Carbo-
kations, leicht mit Wasser, weiteren Molekiilen 24 oder an-
deren Nucleophilen zu einer Reihe von Oligomeren reagie-
ren (Schema 3).146¢47]

Unter den Hydrolyseprodukten sind vor allem die Iso-
thiocyanate fiir den scharfen Geschmack einiger Brassica-
Gemiise sowie deren antimikrobielle,*®! antimykotische!®”
und antiphytophage Eigenschaften™ verantwortlich. Dar-
iiber hinaus gibt es zunehmend Hinweise darauf, dass sich
diese Glucosinolat-Abbauprodukte positiv auf die menschli-
che Gesundheit auswirken konnten, beispielsweise durch die
Krebsprivention oder die Entziindungshemmung./'%!

1.3.2. Stoffwechsel der Glucosinolate

Beim Kauen roher Brassica-Gemiise und spiter im
Magen werden die pflanzlichen Gewebe zerstort und die
Glucosinolate teilweise hydrolysiert, wobei die nachfolgende
Freisetzung und Absorption von der Lebensmittelmatrix ab-
hingt.” Da die entstandenen Isothiocyanate unpolar sind,
werden sie passiv durch die Enterozytenmembran absorbiert
und danach rasch umgewandelt. Sie werden als Glutathion-
konjugate in den Enterozyten angereichert.”” Die so erhal-
tenen Dithiocarbamate konnen die Isothiocyanate wieder
freisetzen, die dann an andere Thiole oder Proteine binden
konnen!'"9231 oder iiber das Multidrug-resistance-associated
Protein 1 in das Blut oder zuriick in den Darm abgegeben
werden.”*%! Die Glutathionaddukte werden weiter {iber den
Mercaptursdureweg metabolisiert und als N-Acetyl-L-Cy-
steinkonjugat im Urin ausgeschieden.’ Die Bioverfiigbar-
keit freier Isothiocyanate ist vergleichsweise hoch, maximale
Konzentrationen der Metaboliten in menschlichem Plasma
werden eine bis sechs Stunden nach dem Gemiiseverzehr
erreicht.®*7 Die Konzentration einzelner Metaboliten im
Plasma kann 16 um betragen, in den meisten Untersuchungen

Angew. Chem. 2014, 126, 11614—11635
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liegt sie aber bei 1-3 um.*®>7 Zudem werden bis zu 85% des
aufgenommenen Glucosinolats/Isothiocyanats iiber den Urin
ausgeschieden.””

Das weitere Schicksal intakter, nicht hydrolysierter Glu-
cosinolate wird noch kontrovers diskutiert. Damit keine Hy-
drolyse stattfindet, muss zuvor die Myrosinase inaktiviert
werden, was sich durch thermische Behandlung, beispiels-
weise Blanchieren, erreichen ldsst. Ein gewisser Anteil der
Glucosinolate scheint jedoch im Magen hydrolysiert®! oder
dort durch passiven Transport (in protonierter Form) oder im
Diinndarm durch Diffusion aufgenommen zu werden.” Im
Dickdarm gibt es schlieSlich mehrere Bakterienstimme, die
Glucosinolate je nach Art der bakteriellen Myrosinase-dhn-
lichen Aktivitdt zu Isothiocyanaten, Aminen oder Nitrilen
hydrolysieren kénnen.!*! Eine neuere Untersuchung an gno-
tobiotischen (keimfrei gehaltenen) Méiusen ergab zudem,
dass intakte Glucosinolate auch iiber die Faeces ausgeschie-
den werden konnen.’® Nach einer Hydrolyse werden die
Isothiocyanate absorbiert, metabolisiert und iiber den Urin
ausgeschieden.*!

Die Informationen iiber die Aufnahme, den Stoffwechsel
und die Ausscheidung von Nitrilen und Epithionitrilen sind
bisher noch begrenzter. Man nimmt an, dass sie wegen ihrer
Struktur und Molekiilgroe passiv aufgenommen wer-
den.['"%6?1 Von Epithionitrilen ist bekannt, dass sie dhnlich wie
Isothiocyanate an Glutathion konjugiert werden und als
entsprechende Mercaptursduren mit dem Urin ausgeschieden
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werden.®>%! Dagegen werden aliphatische Nitrile in der
Leber verstoffwechselt, wobei ein Aldehyd und das Cyanid-
ion gebildet werden. Dieses entsteht auch bei der Metaboli-
sierung organischer Thiocyanate durch Gluthathion-S-
Transferasen'®! und kann nach der Metabolisierung als
Thiocyanat-Ton iiber den Urin ausgeschieden werden.*

1.3.3. Physiologische Wirkungen von Glucosinolaten und Bedeu-
tung fiir die Gesundheitsvorsorge

In der Vergangenheit wurden Glucosinolate und ihre
Abbauprodukte iiberwiegend als toxisch und goitrogen
(kropfbildend) betrachtet.®*! Insbesondere enzymatisch
erhaltene Oxazolidin-2-thione haben sich in Tierversuchen
als wirksame Goitrogene erwiesen.*”l Die Schilddriisen-
hormonachse wird auflerdem durch eine kompetitive Wir-
kung von Thiocyanat-Ionen und Iod inhibiert, vor allem wenn
eine Todmangelernihrung vorliegt.l®! Allerdings kénnen nur
wenige Glucosinolate hinsichtlich ihrer chemischen Struktur
bevorzugt Oxazolidin-2-thione (Glucosinolate 5 und 6) oder
Thiocyanat-Ionen (Glucosinolate 2, 18-21) bilden. Diese
goitrogenen Verbindungen sind alle Produkte chemisch in-
stabiler Isothiocyanate (Schema 1 und 3), daher hingt ihr
Vorkommen von dem enzymatischen Abbau, den Protein-
Cofaktoren und den Verarbeitungsbedingungen ab (siche
auch Abschnitte 1.3.1 und 2). Da die meisten Gemiise mit
einem hohen Anteil an 2-Hydroxyalkenylglucosinolaten, z. B.
Rosenkohl, vor dem Verzehr gekocht werden, sollte die goi-
trogene Wirkung bei der durchschnittlichen menschlichen
Ernihrung belanglos sein.® Negative Auswirkungen kénnen
aber noch in einigen Teilen der Welt eine Rolle spielen, in
denen die geringe Iodversorgung ein bestimmtes Ausmaf hat.
Zudem wurde die Kropfbildung durch das Einschleppen von
Oxazolidin-2-thionen in Kuhmilch induziert, dieser Exposi-
tionsweg sollte noch beriicksichtigt und iiberwacht werden.”"!
Weiterhin hatten goitrogene Wirkungen in der Tiererndhrung
Bedeutung, als Rapssaat mit einem hohen Anteil an Gluco-
sinolat § verfiittert wurde. Durch Verringern des Glucosino-
latgehalts und Ergénzen von lIod lassen sich Fehlernih-
rungseffekte aber vermeiden.[57"68071]

Auch wenn manche Glucosinolate goitrogenes Potenzial
haben, lassen epidemiologische Untersuchungen und erste
Forschungsergebnisse darauf schliefen, dass Glucosinolate
auch positiv auf die Gesundheit wirken konnen.” Seither
werden negative und positive Gesundheitseffekte von Glu-
cosinolaten in der Wissenschaft kontrovers diskutiert.™

Mehrere epidemiologischen Studien lieen einen umge-
kehrten Zusammenhang zwischen der Aufnahme von Bras-
sicaceae-Gemiise und dem Risiko an verschiedenen Krebs-
arten zu erkranken erkennen.’* Nachdem Zhang et al. 1992
4(R)-4-Methylsulfinylbutylisothiocyanat (Sulforaphan, 26),
ein Abbauprodukt von 4-(Methylsulfinyl)butylglucosinolat
(10), als wesentlichen Bestandteil der krebshemmenden
Wirkungen identifiziert hatten,”™ wurden 26 und andere
Isothiocyanate eingehend auf ihre vorbeugenden Effekte
gegen Krebs untersucht. So wurde nachgewiesen, dass Iso-
thiocyanate bei Ratten und Maiusen die Entstehung von
Krebs in verschiedenen Organen hemmen, darunter in Blase,
Brust, Dickdarm, Lunge, Magen und Leber.™ Auch Kurz-
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zeit-Interventionsstudien unter Verwendung xenobiotischer
Enzymmodulation sowie zytogenetischer Endpunkte, z.B.
Mikronuklei und Induktion von DNA-Schidden, geben erste
Hinweise auf die chemopréventiven Eigenschaften von iso-
thiocyanathaltiger Nahrung beim Menschen. Inzwischen
haben erste klinische Phase-I-Studien die Sicherheit und To-
leranz von Glucosinolaten und Isothiocyanaten in Broccoli-
sprossen nachgewiesen,””! und auf der Basis vielverspre-
chender Ergebnisse aus vorklinischen Studien werden klini-
sche Versuche mit dem Isothiocyanat 26 und Broccolispros-
sen zur Vorbeugung oder Behandlung von Lungen-, Brust-
und Prostatakrebs durchgefiihrt.”!

Zahlreiche Studien zur Identifizierung der Faktoren, die
die Bioaktivitit von Isothiocyanaten bestimmen, gaben Auf-
schluss iiber ihr Reaktionsverhalten in Zellkompartimenten
und Organismen.’”! Im Wesentlichen reagieren Isothiocya-
nate mit elektrophilen Substituenten wie Thiol-, Amino- und
Hydroxygruppen, beispielsweise der Phenolgruppe von Ty-
rosin.””! Dabei verliuft die Reaktion mit Thiolgruppen 10°-
bis 10*-mal schneller als mit Amino- oder Hydroxygruppen.®”
Die Bindung von Isothiocyanaten an kleine Thioleinheiten ist
reversibel, dagegen fiihrt die Reaktion mit Aminogruppen
irreversibel zu Thioharnstoffderivaten. Glutathion ist in der
Zelle die héufigste antioxidative Thiolverbindung, ihre
Kupplungsreaktion und der folgende Austritt aus der Zelle
bilden den ersten Schritt der Inaktivierung von Isothiocya-
naten. Dies fiihrt wiederum zu Anderungen im Redox-
gleichgewicht der Zelle und erfordert Kompensationsme-
chanismen wie die Neusynthese von Glutathion. Bei stei-
genden Isothiocyanatkonzentrationen tritt jedoch ein Gluta-
thionmangel auf, sodass die Reaktion mit anderen Zellpro-
teinen tiiberwiegt und zu kontrolliertem und schlieBlich
unkontrolliertem Zelltod fiihrt.*” Bei einer neueren Pro-
teomanalyse wurden mehr als 30 Proteine des Zytoskeletts,
der Redoxregulierung, des Proteasoms und der Signaltrans-
duktion bei Apoptose als Zielorte fiir intrazellulire Wech-
selwirkungen mit Isothiocyanaten identifiziert.’!! Die Reak-
tivitdt der Isothiocyanate mit Thioleinheiten und damit die
Bioaktivitit variiert sehr stark und hiangt von der Carbonyl-
kettenldnge, den Substituenten, der Molekiilgeometrie und
der chemischen Stabilitéit ab.”!

Der Karzinogeneseprozess lisst sich in die drei Phasen
Initiation, Promotion und Progression unterteilen (Abbil-
dung 3). Die Initiation einer Zelle kann durch Bindung eines
Karzinogens und irreversible DNA-Schidigung erfolgen. In
der Promotionsphase vermehren sich Klone der initiierten
Zellen, weil regulatorische Proteine und zelluldre Kontroll-
punkte, die wichtig fiir Proliferation und Apoptose sind, einen
Funktionsverlust erleiden. Die Progression ist definiert als
das Stadium, in dem sich die Tumorzellen phinotypisch und
genotypisch irreversibel verdndert haben und erhohte
Wachstumsgeschwindigkeit und Invasivitdt aufweisen. In
diesem Modell sind Isothiocyanate als pleiotrop wirkende
Biochemikalien gekennzeichnet, die in alle drei Stufen der
Chemopréavention eingreifen. Zu den am besten untersuchten
Wirkmechanismen einer Blockierung der Initiation gehodren
die aufeinanderfolgenden und zusammenwirkenden Inhibi-
toreffekte von Isothiocyanaten auf Phase-I-Cytochrom-P450-
metabolisierende Enzyme. Diese Wirkung wird vermutlich
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Abbildung 3. Wirkungsweise der durch Isothiocyanate vermittelten
Krebsvorbeugung.

durch eine Kombination aus Enzymsuppression und direkter
Inhibierung ihrer katalytischen Aktivitit vermittelt.’” Da-
durch sinken die Spiegel des in der Zelle gebildeten ultimaten
Karzinogens, und die Wahrscheinlichkeit mutagener Ereig-
nisse, die zur Zellinitiation fithren, verringert sich. Die Ak-
tivierung der Phase-II-Enzymexpression iiber den KEAP1/
Nrf2/ARE-Signalweg ist ein weiterer wichtiger Mechanismus,
der die Zelle durch erhohte Entgiftung karzinogener Ver-
bindungen vor Initiation schiitzt. Fiir die Verbindung 26 lie-
ferten In-vitro-Untersuchungen und Studien an Tieren und
Menschen Hinweise auf eine Induktion von Phase-II-Enzy-
men.® Mechanismen zur Verhinderung der Promotions- und
Progressionsphase umfassen die Inhibierung von Ereignissen,
die durch Kaskaden zelluldrer Signaliibertragungsmolekiile
gesteuert werden. Neben Hormonen und Wachstumsfaktoren
werden Entziindungen als wichtige tumorférdernde Stimuli
angesehen, und die entziindungshemmende Wirkung von
Isothiocyanaten durch Inhibierung des NF-xB-Signalwegs
wurde eindeutig nachgewiesen.®™ Neuere Ergebnisse lassen
darauf schlieen, dass Isothiocyanate aus Brassica-Arten
auch als Regulatoren epigenetischer Mechanismen dienen;
sie konnen Histondeacetylase-Transferasen (HDAC) und die
Methylierung anomaler CpG-Inseln auf verschiedenen
Genen, aber auch kurze nichtkodierende MicroRNAs inhi-
bieren.™!

Isothiocyanate verhindern das Wachstum und Uberleben
von Zellen, deren Entartung bereits vorbestimmt ist. Dabei
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fiihrt eine Behandlung mit Isothiocyanaten zu einer erhohen
Sensibilitdt von Krebszellen fiir einen Wachstumsarrest in der
G1-, S- oder G2M-Phase!® und 16st auch in chemoresistenten
Krebszellen, die hohe Spiegel an antiapoptisch wirkenden
Bcl-2-Proteinen exprimieren, Apoptose (intrinsisch und ex-
trinsisch) aus.®” Dariiber hinaus inhibieren Isothiocyanate
und speziell das Isothiocyanat 26 in verschiedenen Krebs-
zellen das antiapoptotisch wirkende Enzym Telomerase.*!
Auch Hypoxie-induzierte Faktoren (HIF) konnen wichtige
Ziele sein und die antiangiogene Aktivitit von Isothiocya-
naten vermitteln, d.h. die Hemmung der Neubildung von
Blutgefaflen in préneoplastischem Gewebe oder Neoplasien,
fiir die aber auch HIF-unabhingige Mechanismen beschrie-
ben wurden.® Zu diesen gehéren andere Transkriptions-
faktoren wie NF-kB, AP1, MYC und Tubulin. Die entschei-
dende Frage ist, ob die normale Aufnahme von Brassica-
Gemiise mit der Nahrung ausreichende Mengen von Iso-
thiocyanaten liefern konnte, um in vitro/in vivo Ergebnisse
auf den Menschen zu iibertragen, oder ob eine pharmakolo-
gische Anwendung reiner Isothiocyanate erforderlich ist. Wie
oben erwéhnt, wurden einige Mechanismen der Krebsvor-
beugung bereits beim Menschen nach dem Verzehr von
Brassica-Gemiise nachgewiesen. Mit weiteren Untersuchun-
gen miissen jedoch die fiir eine schiitzende Wirkung erfor-
derlichen minimalen Aufnahmemengen wie auch die oberen
Dosisgrenzen ermittelt werden. Isothiocyanate konnen
wegen ihrer Reaktivitdt prinzipiell genotoxisch wirken,
DNA-Addukte bilden und DNA-Mutationen induzieren.
Auch iiber karzinogene Wirkungen wurde berichtet.””!
Metaboliten von Indolglucosinolaten haben andere Wir-
kungsweisen. Das aus dem Glucosinolat 18 gebildete Carbi-
nol 24 wird in wissriger Umgebung und im sauren Magensaft
in zahlreiche Kondensationsprodukte umgewandelt, von
denen das Dimer 3,3-Diindolylmethan das wirksamste Stoff-
wechselprodukt ist.”"! Zudem lassen Studien beim Menschen
darauf schlieBen, dass 24 als Vorstufe des therapeutisch
wirksamen Dimers dient.’” Zahlreiche epidemiologische und
préklinische Studien haben die krebshemmenden Eigen-
schaften der beiden Verbindungen nachgewiesen. Sie sollen
mehrere Signaliibertragungswege modulieren, die DNA-Re-
paraturmechanismen, Entziindungsprozesse, Zellwachstum,
Apoptose und Angiogenese steuern.”'**! Dagegen soll ihre
Wirksamkeit gegen hormonabhingige Krebsarten wie Brust-,
Zervix- und Prostatakrebs auf ihrer Fahigkeit beruhen, den
Ostrogenstoffwechsel zu regulieren. Diese in vitro und in vivo
nachgewiesene Wirkung wurde durch klinische Versuche
beim Menschen bestitigt.”! Beide Verbindungen hemmen
die Signaliibertragung am Ostrogenrezeptor-a. (ERa) und
veridndern den Cytochrom-P450-vermittelten Ostrogenmeta-
bolismus.”™ Fiir das 3,3-Diindolylmethan wurde auch die
ligandenunabhingige Aktivierung von ERf nachgewiesen.!
Die derzeit verfiigbaren klinischen Daten fiir diese Verbin-
dungen ergeben ein gutes Sicherheitsprofil und nur geringe
Nebenwirkungen.””l Allerdings wurde eine Krebspromotion
in Rattenleber nach der Behandlung mit dem Carbinol 24
nachgewiesen.” AuBerdem zeigten Abbauprodukte des
Glucosinolats 21 in Bakterien- und Siugetierzellen genoto-
xische und mutagene Wirkungen.” Dessen duBerst instabiles
Isothiocyanat kann mit der DNA wechselwirken und ein re-
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sonanzstabilisiertes Carbokation bilden, das rasch mit nuc-
leophilen Strukturen reagiert (Schema 3)."'% AuBerdem
kann das zugehorige 1-Methoxyindol-3-carbinol durch die
menschliche Sulfotransferase hRSULT1A1 zum Sulfat aktiviert
werden, das ebenfalls zu dem reaktiven Carbokation zerfallen
kann.””>!% Ob das Glucosinolat 21 aber ein karzinogenes
Risiko fiir Menschen darstellt, ist noch nicht bekannt. Zwei-
fellos haben die genotoxischen Wirkungen von Isothiocya-
naten die klinische Entwicklung reiner Isothiocyanate als
chemopriventive Wirkstoffe erschwert. Allerdings ist bei den
mit der Nahrung aufgenommenen Mengen stabiler Isothio-
cyanate wie 26 unwahrscheinlich, dass diese toxischen Wir-
kungen bei Menschen auftreten. Wenn aber Nahrungsergin-
zungsmittel oder pflanzliche Stoffe mit hoch angereichertem
Isothiocyanat chronisch aufgenommen werden, ist eine
griindlichere toxikologische Untersuchung essentiel, um den
Sicherheitsanforderungen zu geniigen und die Akzeptanz zu
fordern. Im Gegensatz zu den Isothiocyanaten und 24 sind die
Kenntnisse iiber mogliche gesundheitsfordernde Wirkungen
von Nitrilen und Epithionitrilen begrenzt. Einigen Studien
zufolge ist ihre Bedeutung fiir die Krebsvorbeugung durch
Brassica-Arten eher gering,'%” andere berichten hingegen
iiber eine moderate Induktion von Phase-II-Enzymen, bei-
spielsweise durch das Nitril von 2(R)-2-Hydroxybut-3-enyl-
glucosinolat (5).[2¢1%] Djese Untersuchungen fiihrten zu der
Annahme, dass Nitrile in Abhéngigkeit von der chemischen
Struktur ihrer Seitenkette deutlich verschiedene Wirksamkeit
haben.

Der Stoffwechsel von Glucosinolaten héngt demnach
stark davon ab, ob Myrosinase oder &hnliche bakterielle
Enzyme vorhanden sind oder ob vor dem Verzehr weitere
chemische Umwandlungen erfolgen. Allerdings erfolgt der
Verzehr der meisten Brassica-Gemiise nach héuslicher Ver-
arbeitung, z. B. durch Kochen, wobei die Myrosinase inakti-
viert werden kann. Daher miissen die Verdnderungen von
Glucosinolaten wihrend der Lebensmittelverarbeitung
ebenso bestimmt werden wie die Faktoren, die den Glucosi-
nolatabbau und die Bildung von Abbauprodukten beein-
flussen, und auch die Stabilitit dieser Verbindungen ist von
Bedeutung. Ohne diese Kenntnisse scheinen tiefere Einblicke
in die Mechanismen der moglichen physiologischen Wirkung
(eines Gemischs) von Glucosinolaten und ihren Abbaupro-
dukten sowie die zughorige Risiko-Nutzen-Bewertung von
Brassica-Lebensmitteln unmoglich zu sein.

Wir berichten hier iiber Einzelheiten der Reaktivitdt von
Glucosinolaten und ihren Abbauprodukten in Lebensmitteln
unter besonderer Beriicksichtigung der Lebensmittelmatrix.

2. Glucosinolate in Nahrungspflanzen — Umwand-
lungen wihrend der Lebensmittelverarbeitung

Mit einer Produktion von 100 Millionen Tonnen weltweit
im Jahr 2011 sind Brassica-Arten und damit Glucosinolate ein
integraler Bestandteil der menschlichen Ernihrung.'® Die
Verteilung und die Konzentrationen von Glucosinolaten in
hiufig verzehrten Gemiisen der Brassicaceae-Familie sind in
den Hintergrundinformationen erhéltlich. Die durchschnitt-
liche tédgliche Aufnahme von Glucosinolaten in der deutschen
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Bevolkerung betriagt 14.2 mg bei Médnnern und 14.8 mg bei
Frauen, wovon etwa 10% auf das Glucosinolat 10 entfallen.
Broccoli, Rosenkohl, Blumenkohl und Rettich liefern in
Deutschland den groBten Beitrag zur Gesamtaufnahme an
Glucosinolaten.'™ Broccoli ist reich an Glucosinolat 10 [11—
34 mg/100 g Frischgewicht (FW) und 18 (7-17 mg/100 g
FW),l1%:1%1 wihrend Rosenkohl vor allem die Glucosinolate
1 (22-45 mg/100 g FW), 5 (7-14 mg/100 g FW), 9 (6-14 mg/
100 g FW) und 18 (25-44 mg/100 g FW) enthilt.?'*1% In
Blumenkohl kommen ebenfalls hauptsichlich die Glucosi-
nolate 1 (1-6 mg/100 g FW), 9 (0-6 mg/100 g FW) und 18 (5-
19 mg/100 g FW) vor,P'*1%51%] dagegen ist in Rettich der
Anteil des Glucosinolats 12 sehr hoch (50-119 mg/100 g
FW).B121%] Manche dieser Gemiise werden roh gegessen,
beispielsweise Rettich, Rucolasalat, Sprossen, Kresse, Senf
oder Kohlsalate, aber normalerweise erfolgt vor dem Verzehr
ein Verarbeitungsprozess. Diese Lebensmittelverarbeitung
kann sich erheblich auf die Konzentration von Glucosinola-
ten und der zugehorigen Abbauprodukte auswirken.

Uber Vor- und Nacherntefaktoren, die den Glucosino-
latspiegel beeinflussen, verarbeitungsinduzierte Veranderun-
gen und auch iiber genetisch beeinflusste Effekte der Verar-
beitungsmethoden auf die Gemiisequalitét sind vor kurzem
Ubersichten erschienen.'” Daher bilden die chemischen
Anderungen von Glucosinolaten und die damit verkniipften
Mechanismen zusammen mit der Reaktivitit von Abbau-
produkten der Glucosinolate in Lebensmitteln den Schwer-
punkt dieses Aufsatzes.

Durch Lagern sinken die Glucosinolatspiegel normaler-
weise, '™ und das Einfrieren roher Brassica-Gemiise verur-
sacht den enzymatischen Abbau von Glucosinolaten indu-
ziert durch kristallisationsbedingte Zellzerstorung der Pflan-
zenzellen.'”! Dagegen werden die Glucosinolate in blan-
chierten Gemiisen bei der Tiefkiihllagerung nicht angegrif-
fen.'"  Auch das Schneiden fiihrt zum gleichen
enzymatischen Abbaumechanismus und verursacht erhebli-
che Glucosinolatverluste. Allerdings wurde nachgewiesen,
dass der Gehalt an Indolglucosinolat sogar steigen kann,
wenn Gemiise in groBBere Stiicke geschnitten und 48 h gela-
gert werden.""!! Die in Deutschland iibliche Fermentierung
von WeiBkohl (,,Sauerkraut“) umfasst zwei verschiedene
Abbauwege: 1) den enzymatischen Abbau durch Myrosinase,
der durch Aufweichen oder Zerreiflen der Zellwand initiiert
wird, und 2) den mikrobiellen Abbau durch Mikroorganis-
men mit Myrosinase-dhnlichen Enzymen."?l Die wich-
tigsten Abbauprodukte in fermentiertem Wei3kohl sind ali-
phatische Isothiocyanate und Ascorbigen, ein aus 24 und der
nucleophilen Ascorbinsdure gebildetes Reaktionsprodukt
(sieche Schema 3, NuH = Ascorbinsiure).'"? Des Weiteren
wirken sich Warmebehandlungen wie Blanchieren, Kochen
oder das Konservieren in Dosen unterschiedlich auf den en-
zymatischen Abbaumechanismus aus und beeinflussen den
Glucosinolatgehalt und die Bildung von Abbauprodukten.
Beispielsweise bleibt bei milder Wiarmebehandlung die My-
rosinaseaktivitiat erhalten, aber das Protein ESP wird inakti-
viert, wodurch die Bildung von Isothiocyanat zunimmt.['!
Durch ldngeres Erhitzen wird auch die Myrosinase inaktiviert
und folglich der enzymatische Abbau (nahezu) vollstindig
inhibiert."'¥ Durch schonendes Kochen mit Mikrowellen
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oder durch Dampfgaren bleiben die Glucosinolate grof3ten-
teils erhalten,1?113¢1140.1151 qapeoen konnen Blanchieren und
haushaltsiibliches Kochen zu einem Glucosinolatverlust von
mehr als 50 % fithren — ein Vorgang, der hauptséichlich durch
Auslaugen verursacht wird.!%11>-116]

Die Inaktivierung von Myrosinase durch den Kochvor-
gang bedeutet aber nicht unbedingt, dass der Glucosinolat-
abbau beendet ist. Glucosinolate sind keine inerten Verbin-
dungen, sondern werden in Abhéngigkeit von anderen Be-
dingungen, z. B. starker Sidure oder Basen oder verschiedenen
Metallsalzen, abgebaut.®!"'*"l Durch protonenkatalysierte
Hydrolyse entstehen Carbonsduren und der Zucker 22,51
dagegen verlduft die basische Hydrolyse des Glucosinolats
iiber eine Neber-Umlagerung zur Alkylaminosdure und 1-f3-
p-Thioglucose (28; Schema 4)."™ Neben dem Auslaugen
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Schema 4. Basenkatalysierte Neber-Umlagerung des Glucosinolats
1 zu einer Aminosiure und dem Zucker 28. Modifiziert nach
Lit. [117b], R: CH,=CH,.

und dem enzymatischen Abbau konnte daher bei der Le-
bensmittelzubereitung auch ein thermisch induzierter che-
mischer Abbau stattfinden, vor allem bei lingeren Kochzei-
ten und hoheren Temperaturen, wie sie bei der Konservierung
in Dosen (z.B. Broccolisuppe), beim Backen (z.B. Broc-
coligratin), Braten (z.B. pfannengeriihrter Broccoli) oder
Frittieren (z.B. im Teig frittierter Broccoli) auftreten.

2.1. Thermische Stabilitiit einzelner Glucosinolate und thermisch
induzierte Bildung von Abbauprodukten

Bei den meisten Untersuchungen an gekochten Brassica-
Gemiisen lassen sich die Beitrdge durch enzymatischen
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Abbau, Auslaugen und thermisch induzierten Zerfall nicht
exakt trennen. Daher werden in diesem Abschnitt nur Stu-
dien besprochen, die ein Auslaugen oder einen enzymati-
schen Abbau ausschlieBen, sodass der thermische Abbau
eindeutig der wichtigste Faktor ist. Angesichts der struktu-
rellen Diversitdt von Glucosinolaten in Brassica-Arten ist
ihre unterschiedliche Empfindlichkeit gegeniiber Wéirme
nicht tiberraschend. Inzwischen ist allgemein bekannt, dass
Indolglucosinolate bei der Warmebehandlung von Brassica-
Gemiisen thermisch instabiler sind als aliphatische Glucosi-
nolate."” Da Indolglucosinolate resonanzstabilisierte Pro-
dukte bilden konnen, unterscheiden sich ihre Reaktionen si-
gnifikant von denen aliphatischer Glucosinolate. Beim Er-
hitzen von Brassica-Pflanzen unter Bedingungen, die Ver-
luste durch Auslaugen und enzymatischen Abbau ausschlos-
sen, erwies sich 4-Hydroxyindol-3-ylmethylglucosinolat (19)
als am wenigsten stabil.''*¢¢l Dagegen waren 1-Methoxy-
indol-3-ylmethylglucosinolat (21) und 3-Indolylmethylgluco-
sinolat (18) weniger empfindlich**4! wie schon von McDa-
nell et al. 1988 vermutet wurde."™! Slominski und Campbell
berichten 1989 iiber den thermisch induzierten Abbau von
Indolglucosinolaten in Brassica-Arten und identifizierten die
entsprechenden Indol-3-acetonitrile als wichtigste thermische
Abbauprodukte.[?!! Dagegen beobachteten Chevolleau et al.
(1997, 2002) bei einer Untersuchung der thermischen Stabi-
litdt des reinen Glucosinolats 18 nach 60-miniitigem Erhitzen
in Wasser nur 10% Abbau. Zudem konnten sie das Nitril 25
nicht nachweisen, sondern erhielten als einziges Reaktions-
produkt 2-(Indolyl-3'-methyl)indolyl-3-methylglucosino-
lat.1?

Verglichen mit den Indolglucosinolaten sind aliphatische
Glucosinolate stabiler. Hanschen et al. (2012) wiesen durch
Erhitzen gemahlener Broccolisprossen nach, dass die Ab-
baugeschwindigkeit aliphatischer Glucosinolate von ihrer
Struktur bestimmt wird. Bei den schwefelhaltigen aliphati-
schen Glucosinolaten waren die Methylsulfinylalkylglucosi-
nolate stabiler als die entsprechenden Methylsulfanylalkyl-
verbindungen.'""*'%! Dabei wurde 3-(Methylsulfanyl)pro-
pylglucosinolat (7) als das instabilste aliphatische Glucosi-
nolat identifiziert, das nach einstiindigem Kochen bei 100°C
und dem natiirlichen pH-Wert 5.3 zu 59 % abgebaut war.['*!
Auch das ungesittigte 4-(Methylsulfanyl)but-3-enylglucosi-
nolat (12) ist sehr instabil: Durch Dédmpfen frischer Daikon-
Rettichsprossen (Kaiware) bei 121°C im Autoklav wurden
innerhalb von 15 min 22 % des natiirlich vorkommenden FE-
konfigurierten Glucosinolats in das Z-Isomer umgewandelt
und 18 % vollstandig abgebaut. Nach 90 min unter den glei-
chen Bedingungen waren 89 % vollstindig abgebaut.">

In Bezug auf Struktur-Aktivitits-Beziehungen wurde all-
gemein beobachtet, dass Glucosinolate mit einer Hydroxy-
gruppe in der Seitenkette, z.B. 5§ oder 19, labiler sind als die
entsprechenden nicht hydroxylierten Glucosinolate 3 und
18.11%41233] Qerlemans et al. (2006) berichteten iiber eine
dhnliche Stabilititsreihenfolge (unterhalb 110°C). Sie konn-
ten durch kinetische Modellierung aber zeigen, dass sich die
Abbaukinetiken von aliphatischen und Indolglucosinolaten
bei Ausgangstemperaturen iiber 110°C in wéssrigem Medium
angleichen.™ Demnach kann sich die Temperatur ebenfalls
auf die Kinetik des thermischen Abbaus auswirken. Dagegen
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hatten aliphatische und Indolglucosinolate in Broccolispros-
sen bei trockenem Erhitzen (Rosten) sowohl bei 100°C als
auch bei 130°C unterschiedliche thermische Stabilititen.!"'*

Aliphatische Glucosinolate bilden wéhrend eines ther-
misch induzierten Abbauprozesses Isothiocyanate und Nitri-
le. 1970 schlugen MacLeod und MacLeod das Nitril als
Hauptprodukt des thermischen Abbaus von Glucosinolaten
vorl™! und belegten ihre Vermutung spiter durch Erhitzen
der reinen Glucosinolate 1, 16 und 2-Phenylethylglucosinolat
(17) auf einer Gaschromatographiesiule. Dabei zerfielen die
Glucosinolate iiberwiegend zu Nitrilen. Isothiocyanate traten
erst bei hoheren Temperaturen (>150°C) auf.™®! Auch bei
der direkten Behandlung der natiirlichen Pflanzenmatrix
wurden Nitrile als Hauptprodukte des thermisch induzierten
Abbaus beschrieben,'” 2"l und Isothiocyanate wurden nur
bei vergleichsweise ,,niedriger Temperatur (100°C) nach-
gewiesen, bei hoheren Temperaturen dagegen iiberhaupt
nicht.?!

2.2. Weitere Einflussfaktoren des thermisch induzierten Abbaus

Neben der chemischen Struktur des Glucosinolats und
den thermischen Bedingungen bestimmen weitere Faktoren
wie die umgebende Matrix, der Wassergehalt, die Eisenkon-
zentration und der pH-Wert die Bildung chemischer Pro-
dukte im Glucosinolatabbau.

2.2.1. Einfluss des pH-Werts

Beim Kochen von Brassica-Gemiise bei dem natiirlichen
pH-Wert der Pflanze von 5.3 werden Glucosinolate als ver-
gleichsweise stabil beschrieben. Bei hoheren pH-Werten
(pH>8.0) sind aliphatische wie auch Indolglucosinolate
hingegen weniger stabil.'"1%! Unter diesen Bedingungen
war die Wiederfindung der Nitrile — der durch thermisch in-
duzierten Abbau gebildeten Hauptprodukte — niedriger als in
schwach saurer Umgebung, was auf eine thermische Instabi-
litit der Nitrile selbst deutet.'” Demgegeniiber sind reine
Glucosinolate stabiler,'”! und der prozentuale Anteil der
Isothiocyanatabbauprodukte ist hoher.'”*!%8] Gronowitz et al.
(1978) berichteten iiber eine hohere thermische Stabilitéit des
reinen Glucosinolats 5 bei pH 8 gegeniiber pH 5.0 Diese
unterschiedlichen Ergebnisse sind ein klarer Hinweis darauf,
dass sich die Pflanzenmatrix auf die Glucosinolatstabilitét
auswirkt. Auerdem wurde ein starker Einfluss von Puffer-
l6sungen auf die thermischen Modelluntersuchungen be-
schrieben. So wurden Glucosinolate durch Natriumtetrabo-
ratpuffer schon bei Raumtemperatur sehr effektiv abge-
baut.'*)

2.2.2. Einfluss der Lebensmittelmatrix

Dekker et al. wiesen 2009 den ,,Pflanzenmatrixeffekt
durch Kochen von fiinf verschiedenen Brassica-Gemiisen
nach. Sie beobachteten, dass die thermische Empfindlichkeit
von Glucosinolaten innerhalb der Gemiise differierte, die
Stabilititsreihenfolge aber gleich blieb (3 > 18 > 20)."*" Eine
dhnliche Untersuchung durch kinetische Modellierung mit
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vier Brassica-Gemiisen ergab kiirzlich ebenfalls unterschied-
liche thermische Stabilititen im Kochwasser."*"! Weiterhin
berichteten Hennig et al. (2012), dass Glucosinolate in ver-
schiedenen Brassica-Gemiisen, die am gleichen Standort
wihrend derselben Jahreszeit gewachsen waren, die gleiche
thermische Stabilitit hatten; die Stabilitdten von Glucosino-
laten gleicher Gemiise, die zu unterschiedlichen Jahreszeiten
gewachsen waren, unterschieden sich jedoch.!®!l Diese Er-
gebnisse lassen vermuten, dass der thermische Abbau eher
durch die Wachstumsbedingungen als durch den Genotyp des
Gemiises beeinflusst wird. Weitere Untersuchungen durch
die gleiche Arbeitsgruppe ergaben jedoch, dass die thermi-
sche Stabilitdt der Glucosinolate auch genetisch reguliert zu
werden scheint.'*l Bisher sind aber noch keine spezifischen,
an dieser Regulierung beteiligten Gene bekannt.

2.2.3. Einfluss des Wassergehalts im Pflanzenmaterial

Der Wassergehalt des pflanzlichen Materials wirkt sich
ebenfalls auf den thermisch induzierten Abbau von Glucosi-
nolaten aus. In pflanzlichen Proben mit niedrigem Wasser-
gehalt waren Glucosinolate bei 120°C am wenigsten stabil im
Vergleich zu Proben mit hoherem Wassergehalt. Bei 100°C
war dagegen der Abbau in Proben mit niedriger Restfeuchte
geringer.'2128133] Beziiglich der chemischen Struktur hatte
die Kettenldnge von Methylsulfanylalkyl- und Methylsulfi-
nylalkylglucosinolaten zwar keine Auswirkungen auf die
thermische Stabilitidt von Glucosinolaten in Broccolisprossen
unter wassrigen Bedingungen, unter trockenen Bedingungen
dagegen schon.['”!

2.2.4. Einfluss der Eisenkonzentration

Ein weiterer Faktor, der sich auf den thermisch induzier-
ten Abbau auswirkt, ist die Konzentration von Eisenionen in
den Proben. Es ist bekannt, dass Fe" Glucosinolate iiber
einen nicht enzymatischen Mechanismus abbauen kann. So
wiesen Youngs und Perlin 1967 nach, dass das Glucosinolat
1 durch Fe" abgebaut wird. Sie identifizierten die Abbau-
produkte But-3-ennitril (29) und Bis(p-p-glucopyranosyl)di-
sulfid und vermuteten die Bildung eines Glucosinolat-Me-
tallkomplexes aus zwei Glucosinolatmolekiilen und dem Fe'-
Ion vor dem Abbau.™ Diese Annahme basierte auf der
Beschreibung eines stabilen 1:2-Komplexes aus Ni' und
Methylthiohydroxamséure,!'™! das #hnliche Strukturmerk-
male aufweist wie das Glucosinolat. Auf Hydroxyalkenyl-
glucosinolate wirkt sich Fe"" hingegen anders aus, und neben
dem Nitril entsteht das Thionamid als Hauptabbaupro-
dukt.®! Wirme steigert diese Abbaureaktion — ein Phino-
men, das auch bei Indolglucosinolaten beobachtet
wurde.!'?713137] Bej squimolarer Fe'-Konzentration war (S)-
2-Hydroxybut-3-enylglucosinolat  (Epiprogoitrin)  bereits
nach 14 min bei 95°C vollstindig abgebaut.!'*** Auf der Basis
des von Youngs und Perlin (1967) postulierten Komplexes!'>!
schlugen Bellostas et al. (2008) einen Mechanismus fiir diesen
nichtenzymatischen Abbauweg vor (Schema 5).1%

Die Wirkung geringer, aber pflanzenrelevanter Fe'-
Konzentrationen auf den thermischen Abbau von Glucosi-
nolaten wurde untersucht, indem die 1.3-fache Konzentration
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Schema 5. Mechanismen des Fe'-katalysierten nichtenzymatischen
Abbaus von Glucosinolaten. A) Abbau eines 2-Hydroxyalkenylglucosi-
nolats zum Nitril und 28. B) Abbau von 2-Hydroxyalkenylglucosinola-
ten zu Thionamiden und 22. Nach Lit. [138].

16slichen Eisens oder das 1.3-fache der Gesamteisenkonzen-
tration in Broccolisprossen als Fe-Ionen zugegeben wurde.
Dadurch verminderte sich die Stabilitdt der Glucosinolate,
und die Bildung von Nitrilen nahm um das Doppelte oder
sogar Dreifache zu.['” Mithilfe von Modellversuchen wurde
die Wirkung von Fe™ oder Fe™, der Broccolisprossenmatrix
sowie der Zugabe von Vitamin C auf den thermisch indu-
zierten Abbau des reinen Glucosinolats 1 untersucht.!?!
Dabei hatte Fe'" iiberhaupt keinen Einfluss auf den thermisch
induzierten Abbauprozess, Fe"" verringerte dagegen sogar in
sehr geringen Konzentrationen (0.008 Moliquiv. Fe™") die
thermische Stabilitdt des Glucosinolats und beschleunigte die
Nitrilbildung, was gut mit der Bildung des Zuckers 28 anstelle
der Freisetzung von 22 korrelierte.'” Vitamin C kann den
Fe'lkatalysierten Abbau durch Redoxcycling fordern.!'®!
Zudem wurde kiirzlich ein Zusammenhang zwischen anderen
Oxidantien wie Kaempferol- und Quercetinderivaten und der
thermischen Stabilitdt nachgewiesen, und man vermutet, dass
sie ebenfalls iiber Redoxcycling von Fe' zu Fe!' wirken.['?!

Demnach haben neben der Temperatur auch die Pflan-
zenmatrix und damit das Vorliegen von Fe-Ionen erhebli-
chen Einfluss auf die Stabilitdt von Glucosinolaten bei der
thermischen Lebensmittelzubereitung von Brassica-Gemii-
sen. Die Kldrung der Mechanismen im Zusammenhang mit
diesen Faktoren wére daher ein entscheidender Schritt zum
Verstdndnis der (thermischen) Glucosinolatstabilitdt und zur
Vorhersage von Ergebnissen.

2.3. Thermisch induzierte Abbauwege

Eine Untersuchung zum thermisch induzierten Abbau des
Glucosinolats 1 fithrte zum Nachweis weiterer Abbaupro-
dukte.'” So identifizierten Hanschen et al. (2012) nach tro-
ckenem Erhitzen von 1 das Desulfoprop-2-enylglucosinolat
30 als eines der Hauptabbauprodukte.'” Die Autoren ver-
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muteten daher, dass 30 eine wichtige Zwischenstufe des
thermisch induzierten Abbauwegs ist und belegten ihre Hy-
pothese mit dem weiteren Abbau von Desulfoglucosinolaten
zu den entsprechenden Nitrilen. Shahidi und Gabon hatten
1990 die Bildung eines Desulfoglucosinolats durch chemi-
schen Abbau postuliert und Senfsaaten mit hohem Gehalt an
Glucosinolat 1 bei Raumtemperatur mit einem Losungsmit-
telgemisch aus Methanol/Ammoniak/Wasser-Hexan behan-
delt. Dabei wurde das Glucosinolat entfernt und geringe
Mengen des Desulfoglucosinolats 30 nachgewiesen, das als
Zwischenstufe dieses basenkatalysierten Abbaus vermutet
wurde.['"7

Fiir den thermisch induzierten Abbau von Glucosinolaten
sollen drei unabhingige Wege von Bedeutung sein
(Schema 6). Weg A hat Ahnlichkeit mit dem enzymatischen
Abbau und lauft unter wéssrigen Bedingungen ab. Dabei wird
der Zucker 22 unter Bildung des Nitrils 29 oder des thermisch
instabilen Allylisothiocyanats 31 abgespalten. Dieses kann
weiter zu N,N'-1,3-Diallylthioharnstoff (32) abgebaut werden.
Weg B enthilt Schritte des Fe'-katalysierten Abbaus und
beruht auf dem von Bellostas et al. (2008) vorgeschlagenen
Mechanismus,*®! der zum Nitril und dem Zucker 28 fiihrt.
Weg C kann bei trockenem Erhitzen ablaufen und liefert
vorwiegend durch Desulfatation die Verbindung 30, die an-
schlieBend weiter zum Zucker 28 und dem Nitril 29 abgebaut
wird. '

Die Ergebnisse fiir die thermische Stabilitdt von Gluco-
sinolaten und den sie beeinflussenden Faktoren fiihrten zu
niitzlichen Vorschlédgen fiir chemische Mechanismen, die die
Produktbildung durch thermisch induzierten Abbau erklédren.
Eine Interpretation der Mechanismen ist in den Hinter-
grundinformationen enthalten.

Der thermisch induzierte Abbau von Glucosinolaten
wihrend der Verarbeitung hingt folglich stark von der che-
mischen Struktur, dem Wassergehalt und dem pH-Wert sowie
dem Gehalt an Fe" und Vitamin C im Pflanzengewebe ab.

Angewandte

3. Reaktivitdt der Abbauprodukte von Glucosinola-
ten

Glucosinolate werden normalerweise zu Nitrilen und
Isothiocyanaten abgebaut. Nitrile sind vergleichsweise stabile
Verbindungen,'®! die auch beim Erhitzen auf mehr als 100°C
kaum weiter abgebaut werden.'"” Verluste wihrend des
Kochens sind daher iiberwiegend eine Folge ihrer Fliichtig-
keit. Isothiocyanate besitzen dagegen ein sehr elektrophiles
Kohlenstoffatom und reagieren leicht mit Nucleophilen wie
Hydroxy-, Amino- oder Thiolgruppen zu O-Thiocarbamaten,
Thioharnstoffen bzw. Dithiocarbamaten (Schema 7). T
Senfpaste wurde die Reaktion mit Sulfit-Ionen zu Alkylami-
nothiocarbonylsulfonaten nachgewiesen.*!

In pflanzlichen Lebensmitteln konnten vor allem die
Kenntnis von Reaktionen mit Wasser, Aminosduren und
Proteinen sowie weiteren Produkten des thermisch induzier-
ten Abbaus von Isothiocyanaten dazu beitragen, die auf
Glucosinolaten basierende Bioaktivitdt und die Qualitédt von
Lebensmitteln besser zu beurteilen.

R'-SH R2-NH,
H H H
/\/N\H/S‘R*i% Mg s AR

S S
k R—OH

H
/\/N\H/O\R
S
Schema 7. Reaktionen von Isothiocyanaten mit Nucleophilen.

3.1. Reaktionen von Isothiocyanaten unter wdssrigen
Bedingungen

Da Isothiocyanate aus Brassica-Arten normalerweise
unter wassrigen Bedingungen entstehen, ist ihre Reaktion mit
Wasser besonders wichtig, vor allem bei der thermischen
Verarbeitung. Indolisothiocyanate sind sehr labil und zerfal-
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Schema 6. Thermische Abbauwege (A-C) aliphatischer Glucosinolate am Beispiel des Alkenylglucosinolats 1 [nach Hanschen et al. (2012)]."
A) Thermisch induzierter Abbau unter wissrigen Bedingungen. B) Fe'-katalysierter Abbau. C) Thermisch induzierter Abbau unter wasserfreien Be-

dingungen iiber das Desulfoglucosinolat 30.
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len in Wasser sofort unter Bildung eines Alkohols und des
Thiocyanat-Tons.**] Man nimmt an, dass der Zerfall von In-
dolisothiocyanaten iiber ein resonanzstabilisiertes Carbokat-
ion verlauft, das sehr reaktiv ist.”1%1% Beispielsweise rea-
giert das Carbokation des Glucosinolats 21 mit ausgewéhlten
DNA-Basen unter Bildung von DNA-Addukten (vgl
Schema 3 in Abschnitt 1.3).[%100.142]

Einige ortho- oder para-hydroxylierte (oder methoxy-
lierte) Benzylisothiocyanate bilden ebenfalls einen Alkohol
und Thiocyanat als Abbauprodukte."*! Dabei scheint eine
Elekronendonorgruppe in ortho- oder para-Position die Bil-
dung des fiir diesen Reaktionsweg postulierten resonanzsta-
bilisierten Kations zu erleichtern (Schema 8).1*1 Andere

\

\‘S:):@‘): j ‘N=C=§ }

H,O

HSCN

\
O—< >—\
OH

Schema 8. Abbau instabiler aromatischer Isothiocyanate zu einem Al-
kohol und dem Thiocyanat-lon, nach Lit. [143].

aromatische Isothiocyanate, z.B. Benzyl- oder 3-Methoxy-
benzylisothiocyanat, werden ebenso wie aliphatische Iso-
thiocyanate auf anderem Weg abgebaut. Letztere bilden
durch den Angriff von Hydroxid-Ionen oder Wasser eine in-
stabile O-Thiocarbamatséure. Es zerfillt rasch zum Amin und
Carbonylsulfid, das weiter zu Kohlendioxid (siche Schema 9)
und Schwefelwasserstoff abgebaut wird. Das Amin kann mit
noch vorhandenen aromatischen Isothiocyanaten zu den
entsprechenden N,N'-Diarylthioharnstoffen reagieren (siche
auch Schema 9).5%'%! In Gegenwart von Methanol entstehen
in wissrigem Milieu auch von Isothiocyanaten abgeleitete
Methyl-O-carbamate.!'*!

Kawakishi und Namiki (1969) untersuchten den Zerfall
des durch enzymatischen Abbau des Glucosinolats 1 erhalte-
nen Isothiocyanats 31 unter wissrigen Bedingungen.* Nach
10 Tagen bei 37°C und pH 5.2 waren 75 % des Isothiocyanats
31 abgebaut, wobei ein knoblauchdhnlicher Geruch auftrat.
Neben Diallyldithiocarbamat (33), dessen Abbauprodukten
Diallyltetrasulfid (34) und Diallylpentasulfid (35) sowie mo-
lekularem Schwefel wurde auch die Verbindung 32 nachge-
wiesen, die durch Reaktion von Allylamin (36) mit dem Iso-
thiocyanat 31 entsteht.[*!

Ahnlich wie der chemische Abbau von Glucosinolaten
wird auch der Abbau von Isothiocyanaten in wissrigem
Medium durch hohere pH-Werte und Temperaturen gefor-
dert.!*"! So werden Isothiocyanate durch Wirmebehandlung
wie das Kochen rasch in eine Vielzahl von Abbauprodukten
umgewandelt (Schema9). In ihrer thermischen Stabilitit
unterscheiden sich die Isothiocyanate allerdings. So wurde
das Isothiocyanat 31 als relativ instabil beschrieben: Bei
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Schema 9. Thermischer Abbau des Isothiocyanats 31, nach
Lit. [146,147b,148].

100°C und einem pH-Wert von 5.3 oder 7-7.3 sind nach einer
Stunde 57 % bzw. 71 % der Verbindung abgebaut.'***14 Das
Isothiocyanat 26 ist dagegen stabiler, denn unter den gleichen
Bedingungen zerfielen nur 21% (pHS5.3) bzw. 39%
(pH 7.3).141 AuBerdem findet bei hoherer Temperatur eine
Isomerisierung der Isothiocyanate zu den entsprechenden
Thiocyanaten statt, wobei das aliphatische Thiocyanat mit
Isothiocyanaten zu Dithiocarbamaten weiterreagieren
kann.¥81%] Bisher wurden mehrere Abbauprodukte nach-
gewiesen, deren Konzentrationen ebenfalls von den pH-
Werten wihrend der Reaktion abhingen.

Die Zersetzung des Isothiocyanats 31 bei 80°C und pH 4
lieferte das Amin 36, Kohlenstoffdisulfid und Allylthiocyanat
(37) als Hauptabbauprodukte. Bei 80°C und pH 8 war der
Anteil an Amin noch hoher, auerdem entstanden das Di-
thiocarbamat 33 und die Verbindung 32.'4"°! Chen und Ho
(1998) konnten das Diallyldithiocarbamat 33 dagegen nicht
nachweisen, nachdem sie das Isothiocyanat 31 1 h bei 100°C
und verschiedenen pH-Werten erhitzt hatten,'* sondern
identifizierten unter den fliichtigen Hauptabbauprodukten
Diallylsulfid (38), Diallyldisulfid (39) und Diallyltrisulfid (40)
sowie Spuren von Diallyltetrasulfid (41). Das nichtfliichtige
Hauptabbauprodukt war interessanterweise die Verbindung
32. Allylmercaptan (42) konnten Chen und Ho (1998) im
Gegensatz zu Pechacek et al. (1997) nicht direkt nachweisen,
bestimmten aber Spuren seiner Cyclisierungsprodukte 3H-
1,2-Dithiolen (43), 2-Vinyl-4H-1,3-dithiin (44), 4H-1,2,3-
Trithiin (45) und 5-Methyl-1,2,3,4-tetrathian (46; Sche-
ma 9).041%] Verbindungen wie 44 und die verschiedenen
Allylsulfide sind auch Abbauprodukte von Alliin (S-2-Pro-
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penyl-L-cysteinsulfoxid), einer Vorstufe des Knoblaucharo-
mas.'™ Der Nachweis dieser Verbindungen, vor allem des
Disulfids 39,0l erkliart den knoblauchihnlichen Geruch
beim Erhitzen des Isothiocyanats 31 in wéassrigem Medium,
der auch fiir Senfpaste beschrieben wurde.!™>!

Der thermische Abbau des Methylsulfinylisothiocyanats
26 erfolgt zum Teil auf einem anderen Weg als der des Iso-
thiocyanats 31. Wie bei 31 wird der iiberwiegende Teil der
Verbindung 26 zum Amin hydrolysiert, das zu N,N'-Di(me-
thylsulfinyl)butylthioharnstoff ~ weiterreagiert.'**2  Der
vorgeschlagene Mechanismus fiir die Bildung fliichtiger Ab-
bauprodukte unterscheidet sich jedoch signifikant von dem,
der fiir das Isothiocyanat 31 angenommen wurde, und soll Jin
etal. (1999) zufolge iiber Radikale verlaufen.™ Die ver-
mutete Spaltung des Methylsulfinylradikals konnte auch die
Bildung von But-3-enylisothiocyanat aus dem Isothiocyanat
26 im Probeneinlass eines Gaschromatographen erkliren.!'>!

Weiterhin nahmen Jin et al. (1999) an, dass das Sauer-
stoffatom der Methylsulfinylgruppe iiber ein Epoxid ein 4-
Methylsulfanyl-4-hydroxybutylisothiocyanat bilden konnte,
das nach der Abspaltung von Wasser zu 4-Methylsulfanyl-3-
butenylisothiocyanat (47) reagiert. Dieses konnte das Me-
thylsulfanylradikal freisetzen, das zusammen mit dem Me-
thylsulfinylradikal die tibrigen nachgewiesenen Abbaupro-
dukte bilden konnte: Dimethyldisulfid (48), 1,2,4-Trithiolan,
Methyl(methylsulfanyl)methyldisulfid (49), S-Methylmethyl-
sulfanylsulfinat (50) und das entsprechende Sulfonat 51
(Schema 10). Das Isothiocyanat 47 ist das wichtigste aus
Rettich (Raphanus sativus) stammende Isothiocyanat®® und
— wie auch sein oxidiertes Sulfinyl-Analogon — sogar bei
Raumtemperatur sehr instabil.1#**134 Seine Reaktivitit und
die verwandter Verbindungen beruht zweifellos auf der
Doppelbindung in a-Position zur Sulfanylgruppe, die Meso-
merie ermdglicht, sodass das nucleophile C-Atom in (3-Stel-
lung die elektrophile Isothiocyanatgruppe angreifen kann.
Dementsprechend wurden ausgehend von 47 mehrere cycli-
sche Produkte nachgewiesen, darunter 3-(Hydroxy)methy-
len-2-thioxopyrrolidin (52), (Z)-3-(Methylsulfanyl)methylen-
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Schema 10. Bildungsmechanismen fiir die fliichtigen thermischen Ab-
bauprodukte des Isothiocyanats 26, nach Lit. [152].

2-thioxopyrrolidin (53), das zugehorige (E)-Isomer 54, sowie
6-(Methylsulfinyl)methyl-1,3-thiazinan-2-thion 55 ausgehend
vom 4-(Methylsulfinyl)but-3-enylisothiocyanat (Schema 11).
Da die Bildung von 55 durch Addition von Hydrogensulfid-
Ionen initiiert wird, 14sst sich die Stabilitit des ungeséttigten
Sulfinylisothiocyanats durch Metall-Tonen erhéhen.™! Des
Weiteren reagiert das cyclische Produkt 52 leicht mit Tryp-
tophan, Ascorbinsdure und mehreren Dihydroxyphenolver-
bindungen unter Bildung gelber Farbstoffe, die das Gelb-
werden von verarbeitetem Rettich verursachen.'™! Die Bil-
dung von 52 konnte Methanthiol freisetzen, das zu dem
iibelriechenden Sulfid 48 oxidiert wird oder mit dem Iso-
thiocyanat 47 zu dem nachgewiesenen Methyl-(Z)-4-methyl-
sulfanylbut-3-enyldithiocarbamat (56) und dessen (E)-Isomer
57 oder zu Methyl-4-methylsulfanylbutyldithiocarbamat (58)
reagieren kann 142134

Da die Diversitdt der Struktur von Isothiocyanaten aus
Brassica-Arten grof3 ist und nur einige ihrer Abbauwege un-
tersucht sind, ist es sehr wahrscheinlich, dass unter wissrigen
Bedingungen weitere Moglichkeiten existieren, Abbaupro-

H.S
<P s e 2S s 6’/8 E ‘/\(\ﬁ/
SN \,:-"'\/\N HN\H/S o)
47 r H,0 g 55
S
? ||
~, /S\
/S
pH 3-9
pH 3-9
HO
o) NH, pH >6 |

Iz

E§=

N SH
* S
C
=0 47 (\/\u/ \T
_S 56

Schema 11. Reaktionen des Isothiocyanats 47 und dessen Sulﬁnylanalogon unter wissrigen Bedingungen, modifiziert nach Lit. [145b, 154-156].
Verbindung 55 wird aus 4-(Methylsulfinyl)but-3-enylisothiocyanat gebildet, alle anderen Verbindungen leiten sich von 47 ab.
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dukte von Isothiocyanaten zu bilden, die alle das Potenzial
besitzen, zu Aroma und Farbe beizutragen und sogar in
physiologische Prozesse eingreifen zu konnen.

3.2. Reaktivitdt von Isothiocyanaten mit anderen Nucleophilen
in Lebensmitteln

AuBler durch thermisch induzierte Hydrolyse reagieren
Isothiocyanate auch mit anderen Nucleophilen, die in den
meisten Lebensmitteln in Form von Aminosduren, Peptiden
und Proteinen vorkommen. Diese enthalten Amino-, Thiol-
oder Hydroxygruppen, die als Elektronendonoren wirken
konnen. Mehrere kinetische Studien der Reaktion von Iso-
thiocyanaten mit Aminen und Thiolen lieBen erkennen, dass
Isothiocyanate mit der dissoziierten Form von enthaltenen
Amino-, Thiol- oder Hydroxygruppen (freie Basen) reagie-
ren, daher begiinstigt ein hoher pH-Wert diese nucleophilen
Additionen, wobei die Reaktivitit der Reihenfolge Thiol-
gruppe > Aminogruppe > Hydroxygruppe entspricht.®1%7!
Die Kinetik der Reaktion hingt ab von 1) dem pH-Wert, der
sich auf die Reaktion erster Ordnung der Amino- oder
Thiolgruppe zur freien Base auswirkt, 2) der Isothiocyanat-
struktur und 3) dem nucleophilen Substituenten/Reaktions-
partner.

Die Reaktivitit von Amino- oder Thiolverbindungen
gegeniiber Isothiocyanaten steigt mit ihrer Basizitit.!17%158
Sie hédngt auBlerdem von der Struktur der Seitenkette im
Isothiocyanat ab, wobei geringere GroB3e und zunehmende
elektrophile Eigenschaften der Seitenkette die Reaktivitét
steigern. Das bedeutet, dass eine geringere Elektronendichte
am reagierenden Kohlenstoffatom der Isothiocyanatgruppe
die Reaktivitdt fordert, wie Drobnica und Augustin (1965)
nachgewiesen haben. Sie untersuchten die Reaktivitdt ver-
schiedener Arylisothiocyanate mit Thioglycolat und Glycin
und stellten fest, dass elektronenziehende Substituenten die
Reaktivitit erheblich verbessern.”™ Diese Additionsreak-
tionen haben eine Kinetik zweiter Ordnung, die auch von der
Konzentration der Reaktionspartner abhingt.[!572]

In Lebensmitteln reagieren Isothiocyanate mit freien
Aminoséduren, Peptiden und Proteinen bei den dort relevan-
ten pH-Werten (pH 4-8). Wihrend die Bildung von Thio-
harnstoff durch Reaktion mit den Aminogruppen von Ami-
nosduren langsam verlduft und zumindest neutrale Bedin-
gungen erfordert, um von Bedeutung zu sein,'**l entstehen
Thiocarbamate mit Cystein oder Glutathion in saurem
Medium vergleichsweise rasch.!'*!¥ Zudem reagieren Iso-
thiocyanate nicht nur mit freien Thiolen, sondern konnen
auch Disulfidbindungen von Cystin und oxidiertem Gluta-
thion oxidativ spalten,’>! wobei das Dithiocarbamat und eine
Sulfenoverbindung entstehen (Schema 12).

Auch das Thiocyanat 37, das durch Isomerisierung des
zugehorigen Isothiocyanats 31 entsteht, kann die Disulfid-
bindung aufbrechen (Schema 12b). Der Nachweis von 2-
Amino-2-thiazolin-4-carbonsédure (59) fiihrte zu der Annah-
me, dass diese Verbindung durch Cyclisierung und Isomeri-
sierung des Spaltungsprodukts -Thiocyanoalanin (60) ge-
bildet wird."* Die durch Reaktion mit Cystein entstandenen
Dithiocarbamate konnen unter Abspaltung von Wasser zu
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Schema 12. Vorgeschlagener Mechanismus fiir die Reaktion von Cystin
mit dem Isothiocyanat 31, nach Lit. [159a,c]. a) Isothiocyanat-induzier-
te Spaltung. Das Dithiocarbamat cyclisiert danach unter Abspaltung
von a;) Wasser oder a,) Schwefelwasserstoff. b) Thiocyanat-induzierte
Spaltung der Disulfidbindung.

3(3H)-Allyl-5,6-dihydro-5-amino-2(2H)-thioxo-1,3-thiazin-4-
on 61 cyclisieren (Schema 12, a;) oder Schwefelwasserstoff
freisetzen und 2-Allylamino-2-thiazolin-4-carbonséure 62
bilden (Schema 12, a,).l%%

Da die nucleophile Addition jedoch reversibel ist, konnen
die Dithiocarbamate unter Basenkatalyse wieder zu Isothio-
cyanaten und Aminosiuren zerfallen.'® Diese Riickreaktion
lduft auch unter physiologischen Bedingungen (pH 7.3, 37°C)
ab, und Cystein- und Glutathiondithiocarbamate sind als In-
vivo-Transportmittel fiir Isothiocyanate beschrieben.'®!] Eine
detaillierte Untersuchung der Stabilitidt dieser Dithiocarb-
amate durch Conaway et al. (2001) ergab, dass die Cystein-
addukte verschiedener Isothiocyanate weniger stabil sind als
die entsprechenden Glutathionaddukte.’*! AuBerdem wurde
nachgewiesen, dass die Konzentration der Dithiocarbamate
sehr rasch abnimmt, wenn konkurrierende Thiole, die stabi-
lere Dithiocarbamate bilden, oder Aminoverbindungen vor-
handen sind."**'*l Nakamura et al. berichteten 2009 iiber die
Austauschreaktion zwischen dem Addukt 31-N®-Acetyl-L-
cystein und synthetischem N°-Benzoylglycyl-L-lysin und
stellten fest, dass das Thiol nach 24 h fast vollstindig gegen
die Aminogruppe ausgetauscht war. Da die Reaktion unter
anndhernd physiologischen Bedingungen (pH 7.4, 37°C)
durchgefiihrt wurde,'*”! konnte sie auch in Lebensmitteln von
Bedeutung sein. Die Aminogruppen von Aminosduren rea-
gieren zwar langsamer, aber die entstehenden Addukte sind
stabil und konnen auch als Marker zur Bestimmung von
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Isothiocyanat-/Glucosinolatspiegeln in menschlichem Blut-
plasma verwendet werden.!'*?

Ahnlich wie die oben erwihnten Dithiocarbamate
konnen Thioharnstoffderivate, die aus der Reaktion von
Isothiocyanaten mit der Aminogruppe von Peptiden stam-
men, cyclisieren und mit Wasser oder durch N-terminale
Spaltung der Peptidkette 2-Thiohydantoine wie 63 bilden
(Schema 13).115*19%] Djese Reaktion ist bei hoherem pH-Wert

O
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\
k N=C=S

s R S

RB\NHJI\NHJ\[rRZ - RB\NHJJ\NH
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0
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Schema 13. Reaktion von Isothiocyanaten mit Aminosauren oder Pepti-
den unter wissrigen Bedingungen zu den 2-Thiohydantoinen 63, nach

Lit. [163]. R'=Aminosédurerest; R>= N-gebundenes Peptid (Aminosau-

re), O~; R*=Alkylrest.

(pH 8) begiinstigt, 1duft aber auch in saurem Medium (pH 6)
ab.*1%3] Die Bildung von 2-Thiohydantoinen durch Spal-
tung der Peptidkette ist als Edman-Abbau bei der Amino-
siuresequenzierung von Proteinen allgemein bekannt.'*! Die
Reaktivitdt der Aminogruppen von Aminoséduren ist recht
niedrig, wobei Hanschen et al. (2012) mit synthetischen Ly-
sinderivaten nachwiesen, dass die o-Aminogruppe bei
Raumtemperatur und einem pH-Wert von 7.3 mit Isothio-
cyanaten wie 31 oder 26 schneller reagiert als die e-Amino-
gruppe.'™ Demnach scheinen die e-Aminogruppen von
Lysin in Lebensmittelproteinen auf den ersten Blick ein ver-
gleichsweise unattraktives Ziel fiir den Angriff durch Iso-
thiocyanate zu sein. Da die e-Thioharnstoffe aber stabiler sind
als die a-Thioharnstoffe,**! werden die Lysinseitenketten in
Proteinen trotzdem durch Isothiocyanate modifiziert.”*1%)
Als nucleophile Verbindungen in Lebensmitteln sind auch
Proteine ein mogliches Ziel fiir den Angriff durch Isothio-
cyanate. Mehrere Untersuchungen galten daher Proteinen,
die durch Isothiocyanate aus Brassica-Arten modifiziert
waren. Allerdings wurden diese Studien meist an isolierten
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Proteinen oder Proteinfraktionen durchgefiihrt, nur fiir
wenige wurden proteinreiche Lebensmitteln
det.”151%]  Da  Proteine aber invitro!" und auch
in vivol'” % durch den Angriff von Isothiocyanaten modifi-
ziert werden, finden diese Reaktionen sehr wahrscheinlich
auch in Lebensmitteln statt und sollten beriicksichtigt
werden. Der Nachweis bestimmter Aminosidureaddukte oder
Proteinmodifizierungen in komplexen Lebensmittel- oder
physiologischen Matrices ist noch sehr schwierig, doch auch
wenn diesbeziigliche Ansdtze bisher ohne Erfolg waren,
mindern sie nicht die Bedeutung dieser Reaktionen. Zudem
sind sie Ausdruck fiir die Schwierigkeiten, die die Analyse
derart komplexer Reaktionsgemische mit hunderten hetero-
gener Abbau- und Reaktionsprodukte bietet. Wie der Blick
in die Literatur zeigt, wurden die meisten Untersuchungen als
Modellstudien durchgefithrt, um diese Schwierigkeiten
schrittweise zu iiberwinden. Die Bedeutung dieser Additi-
onsreaktionen fiir einzelne Brassica-Lebensmittel und ihre
Wirkung auf die Lebensmittelqualitit erfordert weitere Un-
tersuchungen.

Bjorkman (1973) untersuchte die Wechselwirkungen
zwischen Serumalbumin und Rapssaatproteinen mit mehre-
ren *S-markierten Glucosinolaten nach Zugabe von Myro-
sinase bei verschiedenen pH-Werten. Er beobachtete eine
rasche Zunahme der Radioaktivitdt durch Addition von
Isothiocyanat bei pH > 6, wobei die Isothiocyanate vorwie-
gend mit der niedermolekularen basischen Proteinfraktion
reagierten.!'®”]

Murthy und Rao (1986) berichteten iiber Wechselwirkung
des Isothiocyanats 31 mit der hochmolekularen Proteinfrak-
tion 128 (die wenig Cystein enthilt) von Senf. Bei pH-Werten
oberhalb von 7 war der Gehalt an verfiigbarem Lysin durch
Modifizierung des e-Aminosdurerests zu Thioharnstoff-ahn-
lichen Derivaten vermindert. Auf3erdem war die Abbaubar-
keit durch Trypsin verringert, was die Autoren auf die Mo-
difizierung einiger OH-Gruppen von Tyrosin zuriickfiihr-
ten.””! Uber die verminderte tryptische Verdaubarkeit von
Proteinen infolge einer Modifizierung durch Isothiocyanat
bei pH-Werten zwischen 7.5 und 9 haben auch andere Ar-
beitsgruppen berichtet und sie einer Verdnderung der Sei-
tenketten von Lysin und vermutlich Arginin zugeschrie-
ben. ™17 Dag Stickstoffatom des sekundidren Amins Tryp-
tophan kann ebenfalls durch Isothiocyanate modifiziert
werden, wie Untersuchungen an Myoglobin zeigten, das nur
Amino-, aber keine Thiolgruppen enthilt.'**1"1 Dabei
konnten durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie bis zu 16
Molekiile Benzylisothiocyanat addiert an die Aminogruppen
nur eines Molekiils Myoglobin nachgewiesen werden.!'®”!

Die Thiolgruppen der Seitenketten von Cysteinproteinen
konnen sogar noch empfindlicher gegeniiber einer Veridnde-
rung durch Isothiocyanate sein als Aminogruppen und auch
in saurem Medium reagieren.'’**!7?! Rade-Kukic et al. (2011)
berichteten, dass Isothiocyanate zuerst mit den vorhandenen
Thiolen reagieren und Aminogruppen nur modifiziert
werden, wenn die Isothiocyanate im Uberschuss vorliegen.['””
Als Marker fiir die Bildung von Dithiocarbamat (und dessen
weiteren Abbau) wirkt die Abspaltung von Kohlenstoffdi-
sulfid aus diesen Proteinen, wie mit Eiwei3proteinen und dem
Enzym Bromelain aus Ananas (Ananas comosus) nachge-
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wiesen wurde.'%*17% Des Weiteren untersuchten Kawakishi
und Kaneko (1987) Reaktionen des Isothiocyanats 31 mit
verschiedenen Lebensmittelproteinen bei pH-Werten von 6—
7.5. Sie entdeckten, dass vor allem Rinderserumalbumin, das
vergleichsweise viele Disulfidbindungen enthilt, rasch mit
dem Isothiocyanat reagiert.1"%!

Die Spaltung von Disulfidbindungen durch den Angriff
von Isothiocyanat kann auch zur Polymerisation von Protei-
nen fiihren.'™™! Als Folge dieser Proteinmodifizierung durch
Isothiocyanat wurden eine Verschiebung des isoelektrischen
Bereichs zu niedrigeren pH-Werten, eine verringerte Los-
lichkeit sowie eine Entfaltung und der Verlust der allgemei-
nen Proteinstruktur aufgrund verminderter elektrostatischer
Anziehung und zunehmender hydrophober Eigenschaften
beschrieben.**'"'2] Dadurch #ndern sich die technofunk-
tionellen Eigenschaften oder die Bioaktivitdt der ,,derivati-
sierten® Proteine. Beispielsweise waren die Aggregationsei-
genschaften bei Warmeeinwirkung, das Schiumen und die
Emulgiereigenschaften von f-Lactoglobulin-Isothiocyanat-
Addukten verindert.'”? AuBerdem hatte das proteolytische
Enzym Bromelain seine Enzymaktivitit verloren.'’®! Be-
ziiglich der Erndhrung ergab eine Fiitterungsstudie bei
Ratten in vivo einen Verlust an verfiigbarem Lysin und damit
eine Abnahme der biologischen Nutzbarkeit von Stickstoff,
und auch die Proteinverdaubarkeit war insgesamt niedri-
ger.'” Was die menschliche Ernihrung angeht, kann ein
einfaches Rezept gelten: In einigen Teilen der Welt werden
Eier zusammen mit Senf gegessen. Der Verzehr von einem Ei
(60 g, 12.5% Protein) mit einer normalen Portion Senf (10 g,
126.8 umol Isothiocyanate) entspricht 16.9 umol Isothio-
cyanate als potenzielle Reaktionspartner je Gramm Protein.
Kroll etal. (1994) berichteten, dass eine #hnliche Isothio-
cyanatkonzentration (15.2 umol Benzylisothiocyanat je
Gramm Protein) den verfiigbaren Lysingehalt von Eiweils um
6.6% verringerte.'*®! Demnach treten diese Reaktionen in
schwefel- oder lysinreichen Lebensmitteln in einer Kombi-
nation mit Zutaten/Beilagen aus Pflanzen der Ordnung
Brassicales und beispielsweise Fleisch oder Eiern auf, und es
ist zu erwarten, dass die erndhrungsphysiologische Qualitét
modifizierter Proteine geringer ist. Dagegen konnten die
Reaktionen mit Thiolgruppen von Enzymen und Proteinen
die Ursache fiir die potenzielle gesundheitliche Praventiv-
wirkung von Isothiocyanaten in vivo sein, wie die Induktion
von Phase-II-Enzymen und Apoptose sowie antithromboti-
sche Effekte belegen.[1>:167:174]

Fast alle Untersuchungen zur Reaktivitdt von Isothio-
cyanaten mit Lebensmittelnucleophilen wurden an Modell-
systemen durchgefiihrt, die meisten davon bei basischen pH-
Werten. Lebensmittel haben aber normalerweise saure pH-
Werte (pH 4-6), und nur sehr wenige, z.B. EiweiB3, sind ba-
sisch (pH bis zu 9.50™). Thiolgruppen reagieren mit Iso-
thiocyanaten auch bei sauren pH-Werten,'? und schwefel-
reiche Proteine und Thiole wie Cystein oder Glutathion
werden von Isothiocyanaten in Lebensmitteln angegriffen
und leicht modifiziert.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Die Konzentration von Glucosinolaten und Isothiocya-
naten in Lebensmitteln auf der Basis von Brassica-Arten
variiert sehr viel stdrker als frither angenommen. Beide Ver-
bindungsklassen unterliegen wéihrend der Lebensmittelver-
arbeitung zahlreichen Anderungen. Dazu gehort unter an-
derem der thermische Abbau, der Glucosinolate iiber meh-
rere chemische Mechanismen vorwiegend in Nitrile umwan-
delt. Neben der chemischen Struktur des Glucosinolats haben
Faktoren wie der pH-Wert, die Pflanzenmatrix, Fe™-Ionen,
Vitamin C und andere Oxidantien sowie der Wassergehalt
starke Auswirkungen auf die Empfindlichkeit und den Re-
aktionsweg. Isothiocyanate, denen gesundheitsfordernde
Wirkungen zugeschrieben werden, konnen durch thermische
Behandlung erheblich angegriffen werden und sich zu einer
Vielzahl fliichtiger und nichtfliichtiger Verbindungen zerset-
zen. Dadurch haben sie auch indirekte Auswirkungen auf das
Aroma gekochter Lebensmittel.

Da diese Verbindungen unter lebensmittelrelevanten
Bedingungen mit Aminosduren und Proteinen reagieren, ist
es sehr wahrscheinlich, dass sie die ernédhrungsphysiologische
Qualitdt und die technofunktionellen Eigenschaften von
Proteinen beeinflussen. In der menschlichen Ernéhrung ist
Lysin die limitierende Aminoséure, ihre Konzentration ist in
den meisten pflanzlichen Proteinen sehr viel niedriger als in
tierischen Proteinen."’ In Entwicklungslindern und auch bei
vegetarischer Erndhrung entspricht die tdgliche Aminosé&u-
reaufnahme oft nicht den Empfehlungen der WHO.['>*176
AuBerdem konnte ein hoher Verzehr von Brassica-Gemiisen
die Aminosdureaufnahme verringern, weil Qualitdt und
Verdaubarkeit der Proteine abnehmen. Hierzu sind weitere
Forschungen notwendig, die die Auswirkungen solcher Re-
aktionen auf die Gesamtqualitdt der Nahrung untersuchen.
Da die Analyse von Abbau- und Reaktionsprodukten sehr
schwierig ist, miissen Analysestrategien und analytische Me-
thoden verbessert oder entwickelt werden. Beziiglich der
Reaktionsprodukte von Isothiocyanaten und Proteinen
scheinen sogar die iiblichen Methoden der Proteomik nur
begrenzten Erfolg zu haben. Hier sind innovative Neopro-
teomikstrategien mit chromatographisch-massenspektrome-
trischen Methoden erforderlich.

Dementsprechend ist der Nachweis gesundheitlicher
Priventivwirkungen dieser Verbindungen eine schwierige
Aufgabe, und die Perspektiven fiir die Erndhrungswissen-
schaft scheinen wegen derzeit noch unzureichender Kennt-
nisse erniichternd zu sein. Die hohe Zahl heterogener Abbau-
und Reaktionsprodukte, die zur Bioaktivitit beitragen
konnten, erschwert die Risiko/Nutzen-Abwédgung. Zur
Losung der genannten Schwierigkeiten sollte der Schwer-
punkt kiinftiger Forschungsansétze daher vor allem auf den
chemischen Mechanismen liegen. Die Chemie von Isothio-
cyanaten und Nitrilen muss reaktiviert und in die Glucosi-
nolatforschung integriert werden.

Nach Veroffentlichung dieses Manuskripts in Angewandte Chemie

Early-View wurden Anderungen an Text und Bildmaterial vorge-
nommen. Die Redaktion.
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