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Sledovanie tvorby a premien aromatickych latok pri spracovani
cesnaku

PETER HRADSKY —PAVEL FARKAS—MILAN KOVAC

Suhrn. V praci sa diskutuje o moznosti izolacie zloziek cesnakovej esencie adsor-
pciou na reverznom sorbente RP C18. Takto izolovanu zmes latok separuje tenkovrstvova
chromatografia a identifikacia jednotlivych zlic¢enin sa dosahuje pomocou plynovochroma-
tografickych merani a kombiniciou GC/MS. Moznost sledovat hlavné zlozky cesnakovej
esencie sa vyuziva ako monitorovacia metoda pri procesoch spracovania cesnaku.

Cesnak nachadza Siroké uplatnenie pri priemyselnej vyrobe potravin najma
pre jeho charakteristick chut a vonu, ale aj konzervaéné ucinky, napr. pri
uprave misa. Charakteristicki chut a vonu dodava cesnaku zmes prchavych
sirnych zlucenin, ktoré sa tvoria po rozruSeni jeho tkaniva enzymatickymi
a chemickymi reakciami [1—3]. V prvom kroku sa i¢inkom enzymu alinazy na
aromainaktivne (4 S)-alk(-en)yl-L-cysteinsulfoxidy, a to (+)-S-alyl-L-cystein-
sulfoxid (tzv. aliin), (4 )-S-metyl-L-cysteinsulfoxid a (+ )-S-propyl-L-cysteinsul-
foxid tvoria prisluSné symetrické a zmieSané alk(en)yltiosulfinaty. Z nich najvy-
znamnejsi pre svoje aromatické vlastnosti a konzervaéné (fytoncid) Gcinky je
alyltiosulfinat (tzv. alicin). Alyltiosulfinat je vSak pomerne nestabilna zli¢enina
a uz pri laboratornej teplote sa rozklada na zmes dialylsulfidu, disulfidu a trisul-
fidu, ktoré s hlavnymi zlozkami cesnakovej esencie [4]. Obdobnym sposobom
sa rozkladaju aj ostatné pritomné alk(-en)yltiosulfinaty. Pri zvySenej teplote sa
alyltiosulfinat rozklada za vzniku izomérnych cyklickych zlucenin 2-vinyl-4 H-
-1,3-ditiinu a 3-vinyl-4H-1,2-ditiinu [4]. Udaje o kinetike rozkladu alyltiosulfi-
natu z réznych pramenov sa vSak znacne lisia [5, 6].

KedZe proces tvorby a premien sirnych zlucenin cesnaku je pomerne zlozity
dej, na ktory vyznamne vplyvaju podmienky, za ktorych prebieha, je aktualna
poziadavka tento dej monitorovat.
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Zamerom predlozenej prace bolo preto vypracovat metodu, ktora by umoz-
nila ziskat informacie o uvedenom procese.

Material a metody

Pouzitt odrodu cesnaku s pracovnym oznacenim KS sme ziskali zo §lachti-
telskej stanice Kralova pri Senci a vzorku cesnakovej pasty sme zakupili v ob-
chodne;j sieti.

a) Priprava cesnakovej Stavy

Cesnakovu Stavu sme pripravili z 10 g olipanych struckov cesnaku rozdrve-
nim na ru¢nom kuchynskom lise a nasledujucim zhomogenizovanim so 40 ml
destilovanej vody v laboratérnom homogenizatore (typ Homogenizer 302,
Mechanika Precyzyjna, Polsko). Stava sa od vlakniny oddelila pretla¢anim cez
niekolko vrstiev gazy. Takto sa ziskalo asi 45 ml $tavy.

b) Izolacia sledovanych latok z cesnakovej Stavy extrakciou na tuhej faze

Na izolaciu latok nachadzajucich sa v cesnakovej §tave sme pouzili izola¢né
kolonky Separcol naplnené modifikovanym silikagelom s oznacenim RP C18
o hmotnosti 500 mg, ktoré vyraba a dodava Ustav polymérov SAV.

Kolonka Separcol sa pred pouzitim kondiciovala preplachnutim 2 ml meta-
nolu (Lachema, pre UV) a potom | ml redestilovanej vody. Cez takto priprave-
nu kolonku sa prefiltrovalo 5 ml cesnakovej $tavy rychlostou 1 ml.min !,
a potom sa premyla | ml redestilovanej vody. Zostatok vody sme ¢iastoc¢ne
odstranili kratkodobym presavanim vzduchu.

Latky zachytené na sorbente sme eluovali 3 x 0,2 ml dichlormetanu (E.
Merck, pre chromatografiu). Eluat sme zachytili v konicky upravenej mikrosku-
mavke a bez dalSej upravy analyzovali.

Postup izolacie znazornuje obr. 1.

c) Priprava cesnakovej esencie destilaciou vodnou parou

45 ml cesnakovej Stavy sa zriedilo destilovanou vodou na objem 250 ml, aby
sa zabranilo nadmernej tvorbe peny, a destilovalo sa vodnou parou. Destilacia
sa skoncila, ked objem destilatu (emulzia vydestilovanych latok vo vode) dosia-
hol 70 ml. Z takto pripraveného destilatu sme odobrali 5 ml a sledované latky
izolovali rovnako ako z cesnakovej Stavy.
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Obr. 1. Izolacia sledovanych latok z cesnakovej Stavy na kolonke Separkol (1) a eluovanie
zachytenych latok dichlormetanom (2).
Fig. 1. Isolation of investigated substances obtained from the garlic juice using the Separkol

column (1) and the eluation of capture substances by dichloromethane (2). (* Garlic juice; ’ Separkol
column; * Vacuum;  Eluate.)

d) Izolacia sledovanych latok z cesnakovej pasty

Z cesnakovej pasty zaktpenej v maloobchode, ktora obsahovala 50 % ku-
chynskej soli, sme odobrali 20 g. Toto mnozstvo sa homogenizovalo so 40 ml
destilovanej vody a z takto pripravenej Stavy sme vzali 5 ml na izolaciu uvede-
nym postupom.

e) Separacia sledovanych latok tenkovrstvovou chromatografiou

Eluaty ziskané uvedenym postupom sme analyzovali metodou TLC za tychto
podmienok:
Pouzita platna: E. Merck, Kiesegel 60 F,s,
1. vyvolanie: n-hexan + toluén (10:1)
2. vyvolanie: n-hexan + etylacetat (4:1)
Vsetky uvedené rozpustadla boli od fy. Lachema, pre UV.
Vyvijacia draha: asi 10 cm
Nanaska: 50 pl eluatu
Detekcia pod UV lampou pri 1 = 254 nm.

f) Identifikacia latok na TLC chromatograme

Okraje skvin na platni sme pod UV lampou oznacili a kazdu z nich samostat-
ne eluovali objemom 100 pl dichlormetanu (E. Merck, pre chromatografiu).
Takto vzniknuté eluaty sme analyzovali metodou GC, resp. GC/MS za podmie-
nok:
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Plynovy chromatograf: HP 5890 II s plamenovo-ionizaénym detektorom
Kolona: sklend kapilarna (20 m x 0,32 mm) s fazou OV-1 imobilizovanou y-Zia-
renim a hrubkou filmu 0,6 pm

Teplotny program: 60°C gradient 5°C/min 180 °C (izotermicky 15 min)
Teplota injektora a detektora: 250°C

Nastrek: 1 pl eluatu technikou ,,split* pri deliacom pomere 1 :40

Nosny plyn: vodik s linearnou prietokovou rychlostou 35 cm/s.

Plynovy chromatograf s hmotnostnym detektorom: HP 5890 II-HP 5971 A
Koléna: HP-Ultra I (25 m x 0,2 mm) s fazou zosietovany metylsilikonovy
elastomér s hrubkou filmu 0,33 um.

Teplotny program: 60°C gradient 5°C/min 180°C (izotermicky 15 min)
Teplota injektora a detektora: 250°C

Teplota i6nového zdroja a separatora: 180°C

Ionizac¢na energia: 70 eV (EI).

Vysledky a diskusia

Na izolaciu sirnych zlucenin nachadzajucich sa v cesnakovej $tave sme
pouzili postup zalozeny na ich adsorpcii na reverznom sorbente uvedenej kvali-
ty. Na tomto sorbente maju tieto latky velmi vysokt retenciu, kedze ide o izola-
ciu z vodného prostredia a o latky nepolarne az stredne polarne. Rozborom
pretecenej Stavy cez izola¢nu kolonku sa potvrdilo prakticky ich uplné zachyte-
nie sa na kolonke. Izolacia sledovanych latok z cesnakovej Stavy na sorbente
v tomto pripade nahradila vSeobecne pouzivany postup extrakcie organickym
rozpustadlom. Oproti extrakcii ma izolacia na sorbente viacero vyhod. Z nich
dolezita je moznost izolovania latok priamo z cesnakovej Stavy. V pripade
extrakcie organickymi rozpustadlami su problémy s tvorbou emulzii a nizkou
extrahovatelnostou, vzhladom na ¢o bolo treba izolovat sledované latky desti-
laciou vodnou parou. Pri tomto postupe izolacie je vSak analyzovany material
vystaveny ucinkom tepelného podsobenia, ¢o vedie k niektorym neziadicim
zmenam vo vzorke. Ostatné vyhody su v§eobecné prednosti tohto postupu, ako
napr. niz$ia materialova a ¢asova narocnost izola¢ného postupu.

Na obr. 2 je chromatogram zmesi sledovanych sirnych zla¢enin nachadzaji-
cich sa v cesnakovej $tave, ktoré sme identifikovali na zaklade analyzy eluatu
kazdej skvrny samostatne metddou GC (obr. 3), pricom sme pouzili elucné
udaje [7], ako aj kombinaciu GC/MS [8, 9]. Neidentifikované skvrny reprezentu-
ju latky, ktoré nemozno za uvedenych podmienok GC analyzovat. Ako vidiet

320



!,;;_‘"_

0 5 1b 1'5 MIN

Obr. 2. Separacia latok izolovanych z cesnakovej $tavy na tenkej vrstve silikagélu. 1 — dialyl-
disulfid, alyl-(1-propenyl)disulfid, dialyltrisulfid, 2 — 3-vinyl-4H-1,2-ditiin, 3 — alyltiosulfinat
(alicin), 4—7 — neidentifikované.

Fig. 2. Separation of substances isolated from garlic juice on thin silicagel layer. 1 — dialylsul-
phide, alyl-(1-propenyl)disulphide, dialyltrisulphide, 2 — 3-vinyl-4H-1,2ditiine, 3 — alylthiosulphi-
nate (alicine), 4—7 — non-identified.

Obr. 3. GC analyza eluatov Skvin (1-—3) z TLC platne (obr. 2), 1 — dialyldisulfid, 2 — alyl-
-(1-propenyl)disulfid, 3 — dialyltrisulfid, 4 — 2-vinyl-4H-1,3-ditiin, 5 — 3-vinyl-4H-1,2-ditiin.
Fig. 3. GC analysis of eluates of spots (1-—3) from TLC plate (Fig. 2). 1 — dialyldisulphide,
2 — alyl-(1-propenyl) disulphide, 3 — dialyltrisulphide, 4 — 2-vinyl-4 H-1,3-ditiine, 5 — 3-vinyl-4 H-
-1,2-ditiine.

na obr. 3, Skvrnu €. 1 tvoria predovsetkym dialyldisulfid, alyl-(1-propenyl)disul-
fid a dialyltrisulfid, ktoré st hlavnymi zlozkami cesnakovej esencie. Skvrnu
¢. 2 tvori 3-vinyl-4 H-1,2-ditiin, ktory je jednym z produktov rozkladu alyltiosul-
finatu [10]. Analyzou eluatu Skvrny €. 3 sa nasli 2-vinyl-4 H-1,3-ditiin a 3-vinyl-
-4H-1,2-ditiin. KedZe vieme, zZe tieto latky st produktmi tepelného rozkladu
alyltiosulfinatu v procese GC analyzy [4], Skvrnu ¢. 3 sme identifikovali ako
alyltiosulfinat. Uvedené poznatky sme vyuzili pri sledovani procesov suvisiacich
so spracovanim cesnaku.
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Obrazok 4 znazornuje kinetiku procesu tvorby prchavych sirnych zlti¢enin
v cesnakovej Stave. Tento priklad ilustruje jednak schopnost metody postrehnit
prebiehajliice zmeny a ukazuje priamu zavislost tvorby prchavych sirnych zluce-
nin na rozpade alyltiosulfinatu. Proces rozpadu alyltiosulfindtu a s tym stivisiaca
tvorba aromatickych latok tvoriacich zaklad cesnakovej esencie je rozhoduju-
cim procesom, ktory prebieha v cesnaku po jeho spracovani.

Cesnakova esencia pre potreby potravinarskeho, ale aj farmaceutického
priemyslu sa vyraba z rozdrveného cesnaku destilaciou vodnou parou. Pocas
destilacie je cesnakova $tava vystavena tepelnému posobeniu a proces rozpadu
alicinu, ako aj tvorba aromatickych latok je tym vyrazne ovplyvnena. Tento
proces prebehne pocas destilacie, teda v ¢ase podstatne kratSom ako v predo-
Slom pripade, ¢o dokazuju chromatogramy na obr. 5. Ako zaroven vidiet,

2 J 1 2 3

Obr. 4. Proces rozpadu alyltiosulfinatu a vznik prchavych sirnych latok cesnakovej esencie.
1 — cesnakova Stava analyzovana 2 h po homogenizacii, 2 — cesnakova §tava analyzovana po 36 h
temperovania pri teplote 30 °C, 3 — cesnakova $tava analyzovana po 150 h temperovania pri teplote

30°C.
Fig. 4. Process of alylthiosulphinate decay and the formation of volatile sulphur substances of
garlic essence. | — garlic juice analysed 2 h after homogenization, 2 — garlic juice analysed after

36 h tempering at the temperature of 30°C, 3 — garlic juice analysed after 150 h tempering at the
temperature of 30°C.

QObr. 5. Sledovanie procesu destilacie cesnakovej $tavy vodnou parou. 1 — &erstva cesnakova
Stava pred destilaciou, 2 — destilat (emulzia prchavych sirnych latok vo vode), 3 — destilaény
zvySok po destilovani cesnakovej $tavy vodnou parou.

Fig. 5. The study of garlic juice distillation using the steam. 1 — fresh garlic juice before the
distillation, 2 — distillate (emulsion of volatile sulphur substances in water), 3 — distillation residue
after garlic juice distillation with the steam.
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mozno na zaklade tohto porovnania ziskat aj predstavu o ucinnosti destilacie
a o celkovej latkovej bilancii.

Obr. 6. Porovnanie obsahu aromatickych sirnych zlicenin v cesnakovej
paste (1) s mnozstvom tychto zlicenin vzniknutych v ekvivalentnom mnoz-
stve cesnaku (2).

Fig. 6. Comparison of contents of aromatic sulphur compounds in gar-
lic paste (1) with the amounts of those compounds formed in equivalent
quantity of fresh garlic (2).

Rozdrvenim cesnaku a zmieSanim s 30 a 50 % kuchynskej soli sa vyraba tzv.
cesnakova pasta [11]. Na obr. 6 st chromatogramy sirnych zlucenin izolovanych
z cesnakovej pasty z obchodnej siete a Cerstvého cesnaku. Pri porovnani chro-
matogramov vidiet podstatny rozdiel v obsahu sirnych zli¢enin v paste a v Stave
pripravenej z ekvivalentného mnozstva cerstvého cesnaku. Uvedena skuto¢nost
sa zhoduje s tym, ze pri zakupenej paste koncila zarucna doba udavana vyrob-
com.
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Onpenesenne 00pa3oBaHus H H3MEHEHH APOMATHYECKHX BellleCTB
npH o0padoTke YecHOKA

Pesome

B paboTe aMckyTHpOBaHA BO3MOKHOCTb M3OJISIMM KOMIIOHEHTOB JCCEHIMM YECHOKA a71cop-
Oumeii na pesepcuBHOM copbente RP C18. DTuM crnoco6om Obijia H30IMPOBAHA CMECh BEILECTB.
CenapupoBaHHAS TOHKOCIOWHOU XpoMaTorpadueii u uIeHTUUKALIMSA OT/IEIbHBIX BELIECTB JOCTHI -
HyTa C MOMOILBIO Fa30XpOMaTOrpauyuecknx u3mepeHuit 1 komGunuposanuem GC/MS.

B03MOXHOCTL Onpe/ieIeHnss OCHOBHBIX KOMIIOHEHT 3CCEHIIMM Y€CHOKA MCIMOJIb30BAHA B Kayec-
TBE METO/Ia MOHUTOPUHTA B Tpolleccax 06paboTKu YecHOKA.

The study of garlic flavouring agents, their formation and conversion during
the garlic processing

Summary

In this paper, the isolation possibility of garlic essence components using adsorption on reversed
sorbent RP C18 is discussed. A mixture of substances which was isolated in mentioned way, was
separated by thin-layer chromatography. The respective compounds were identified by the
gas-chromatographic measurements, as well as by means of GC/MS combination. The investigation
of main garlic essence components is utilized like the monitoring method in garlic processing.
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