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POVZETEK

Cesen je zelo pogost v nasi vsakdanji prehrani, predvsem zaradi svojih pozitivnih u¢inkov
na zdravje. V zadnjih letih so ¢edalje bolj prisotni tudi razlicni pripravki iz Cesna, saj
nimajo tako moc¢nega vonja in okusa, mnogi pa trdijo, da so celo koristnejsi za zdravje.
Eden od njih je ¢rni Cesen, ki je zaradi svojega zanimivega okusa in enostavne priprave
pogost predvsem v kulinariki. Na§ namen je bil optimizirati in spremljati proces priprave
¢rnega Cesna. Spremljali smo snovne spremembe, ki potecejo med pretvorbo cesna, in jih
analizirali. S pomocjo tankoplastne kromatografije smo primerjali vsebnosti sladkorjev
skozi pretvorbo ¢esna. Koncentracije melanoidinov in polifenolov smo analizirali z UV-
VIS spektrofotometrijo, medtem ko smo s tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti

spremljali in potrdili prisotnost 5-hidroksimetilfurfurala v ¢rnem cesnu.

Klju¢ne besede: ¢rni cesen, 5-hidroksimetilfurfural, melanoidini, polifenoli, sladkorji,

HPLC, TLC, UV-VIS spektrofotometrija

ABSTRACT

Garlic is very common in our everyday diet, mainly due to its positive effects on our health.
In recent years different garlic preparations are increasingly present, as they do not have
such strong smell and taste. Many also claim they have more health benefits than regular
garlic, one of these being black garlic, which is common in culinary due to its interesting
flavour and simple preparation. The purpose of our research was to optimise and monitor
the process of black garlic preparation. We monitored and analysed changes in
components, which happen during the ageing process. We compared the content of sugars
in garlic throughout the transformation with thin layer chromatography. We analysed the
concentration of melanoidins and polyphenols with UV-VIS spectroscopy, while
monitoring and confirming the presence of 5- hydroxymethylfurfural in black garlic with

high pressure liquid chromatography.

Key words: black garlic, 5-hydroxymethylfurfural, melanoidins, polyphenols, sugars,

HPLC, TLC, UV-VIS spectroscopy
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1 UVOD

1.1 CESEN (Allium sativum)

1.1.1  ZGODOVINA CESNA

V casu, ko farmacevtska industrija in antibiotiki Se niso bili odkriti, je imel Cesen v
zdravstvu velik pomen zaradi svojih zdravilnih u¢inkov. Nekatera prepricanja o ¢esnovih
zdravilnih ucinkih so se ohranila celo do danes, tako kot tudi nekatera njegova
poimenovanja, na primer ruski penicilin, naravni antibiotik, rastlinski talisman, kacja
trava in podobno (Petrovska & Cekovska, 2010). Ob pojavu epidemij, na primer kolere in
gripe, je bil cesen v preteklosti uporabljen kot preventiva in eno izmed najpomembnejsih
zdravil (Petrovska & Cekovska, 2010). Cesen je stara kulturna rastlina, ki izhaja iz
osrednje Azije. Skupaj s Cebulo so ga zaceli naCrtno gojiti v Egiptu, kjer je postal
pomembna sestavina v prehrani. Cesen je tam veljal za boZji dar, zato ga niso smeli uZivati
sveleniki. Cesen se je razsiril na sever in zahod. Tudi Grki, Rimljani, Germani in Galci so
ga kot prejSnje kulture uporabljali v ve¢ namenov, torej kot za¢imbo, hrano in zdravilo. O
¢esnu so v zgodovini tudi veckrat pisali, npr. nekateri grski zdravniki in srednjeveski
avtorji knjig o zeliS¢ih (A. Vogel, 2024). Grski zdravnik Hipokrat ga je predpisoval proti
zaprtju, kopic¢enju vode v organizmu, gobavosti, vnetju, pri teZavah s prebavo in raku. Med
prvo svetovno vojno so ga ruski vojaki uporabljali za celjenje ran, od tam tudi ime ruski
penicilin. Danes je Cesen razSirjen predvsem po Evropi, Aziji in JuZzni Ameriki (Kocevar,

2024).

1.1.2 OPIS

Cesen (znanstveno Allium sativum L.) skupaj s ¢ebulo, 3alotko, zimskim lukom in
drobnjakom uvr$¢amo v skupino cebulnic in druZino lukovk (Alliaceae) (Vali¢, 2016).
Cesen delimo na dve podvrsti, in sicer Allium sativum sp. ophioscorodon, Ki tvori cvetna
stebla - ima trd vrat, in Allium sativum sp. sativum, ki ima mehak vrat. (Vrt Obilja, brez
datuma). Uspeva v zmernem in toplem podnebju, posebno na lazjih, strukturnih tleh z
blago kislostjo. Znacilno za hranjenje ¢esna je, da ga s posuSenimi listi, povezanimi v kite,

obesimo v zracen, sencen prostor, lahko pa ga vloZimo (Mlinar, 2019).
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1.1.3 ZNANSTVENA KLASIFIKACIJA

Tabela 1: znanstvena klasifikacija ¢esna (Bionity, brez datuma)

DOMENA evkarionti (Eukarya)
KRALJESTVO rastline (Plantae)

DEBLO kritosemenke (Magnoliophyta)
RAZRED enokalicnice (Liliopsida)

RED Asparagales

DRUZINA ¢ebulnice (Alliaceae)

ROD Allium

VRSTA Allium Sativum

1.1.4 OPIS RASTLINE

Podolgovata glavna ¢ebulica in stroki oziroma stranske cebulice, ki so drug ob drugem
razvrSceni okrog glavne cebulice, tvorijo glavico ¢esna. Vsak strok je obdan z belo koZnato
lupino. Na spodnji strani glavice se nahajajo korenine. 1z glavne Cebulice zraste 30-80 cm

visoko steblo, ki nosi zelene liste, na konici pa cvetni kobul. Na eni strani obdaja cvetni

kobul dolg, osiljen ovrsni list (Zivko, 2024).

Slika 1: rastlina ¢esen




Pia Olga Sepec, Eva Urankar, Crni ¢esen

1.1.5 SESTAVA

Cesen je sestavljen iz mnogih Zveplo vsebujocih snovi, ki jih delimo na hlapne in nehlapne
substance. Med hlapne substance sodijo sekundarni produkti aliina, ki jih delimo na
produkte, ki so nastali po encimski poti (alicin, alil propil disulfid, dialil disulfid dialil
trisulfid), in produkte, ki so nastali po neencimski poti (S-alilmerkaptocistein, S-
metilmerkapto-cistein). Nehlapne substance v ¢esnu pa so S-alk(en)il cistein sulfoksidi
(aliin, metiin, propiin), -glutamil peptidi, S-substituirani cisteini in cikloaliin. Cesen poleg
Zveplovih snovi vsebuje tudi surove beljakovine, ogljikove hidrate, malo vode, zelo malo
surovih mascob, metil-alil-disulfid in alil-sulfid. Vsebuje tudi antibioti¢no delujoci alicin,
ki nastane iz aliina. V ¢esnu so prisotni vitamini A, B in C ter minerali (kalij, kalcij, jod,

fosfor, selen, Zelezo) (Valic, 2016).

1.1.5.1 OGLJIKOVI HIDRATI
Ogljikovi hidrati so organske kisikove spojine. V njihovih molekulah sta poleg ogljika tudi

vodik in Kkisik, ki sta vezana v razmerju 2 : 1. Ogljikove hidrate pogosto imenujemo
sladkorji ali saharidi. Delimo jih na monosaharide, ki so preprosti ogljikovi hidrati,
oligosaharide in polisaharide, ki so sestavljeni iz ve¢ enot monosaharidov. Ogljikovi
hidrati nastajajo pri fotosintezi rastlin. Monosaharidi so preprosti ogljikovi hidrati.
Delimo jih na funkcionalno skupino (aldoze in ketoze) oziroma glede na Stevilo ogljikovih
atomov (pentoze, heksoze, itd.). Molekule monosaharidov se lahko nahajajo v acikli¢ni ali
cikli¢ni obliki. Cikli¢ni obliki sta piranoza (Sestclenski obroc¢) in furanoza (petclenski
obroc). V molekulah monosaharidov so centri kiralnosti. Monasaharid se lahko nahaja v
L- in D-konfiguraciji, ki sta enantiomera. Oznaki a- in - oznacujeta konfiguracijo
hidroksilne skupine na anomernem ogljikovem atomu v cikli¢ni obliki monosaharida.
Disaharidi so spojine, v katerih sta dve monosaharidni enoti povezani preko glikozidne
vezi. Med disaharide uvr§¢amo saharozo, laktozo in maltozo. Celuloza, Skrob in glikogen
so polisaharidi, sestavljeni iz velikega Stevila enot D-glukoze. Enote D-glukoze so vezane
na razlicne nacine, zato imajo tudi polisaharidi razli¢ne lastnosti. Skrob in celuloza se

nahajata v rastlinah (Smrdu, 2008).
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1.1.5.2 BELJAKOVINE
V beljakovinah je s peptidnimi vezmi vezano vecje Stevilo aminokislin. Beljakovine se

razlikujejo v Stevilu, vrsti in zaporedju vezanih aminokislin. Glede na sestavo jih delimo
na enostavne beljakovine in sestavljene beljakovine. Beljakovine lahko delimo tudi po
obliki na nitaste (fibrilarne) in kroglaste (globularne). Enostavne beljakovine ali proteini
so zgrajene le iz aminokislinskih enot (peptidne verige). TakSne beljakovine so npr.
kolageni. Sestavljene beljakovine (konjugirane beljakovine) poleg peptidne verige
vsebujejo tudi nebeljakovinski del. Tak$ni beljakovini sta npr. hemoglobin in kazein.
Beljakovine so obcutljive na razli¢ne vplive, ki porusijo njihovo strukturo. S tem se unici
njihova bioloska aktivnost, ki ji recemo tudi denaturacija. Zgradbo beljakovin opisujemo
na Stirih nivojih (strukturah). Primarna struktura opisuje sekvenco aminokislin v
peptidni verigi. Sekundarna struktura opisuje zvijanje posameznih delov peptidne verige.
Terciarna struktura opisuje prostorsko ureditev peptidne verige, kvartarna struktura pa

povezovanje dveh ali ve¢ peptidnih verig v funkcionalno beljakovino (Smrdu, 2008).

1.1.5.3 ALICIN
Alicin (dialil-tiosulfinat ali dialil-disulfid-oksid, CéH100S2) je obrambna organska Zveplova

spojina, ki jo lahko najdemo v ¢esnu (Allium sativum L.) in pri nekaterih vrstah ¢ebule kot
je rdeca cebula (Allium cepa L.). Alicin nastane ob poskodbi tkiva, ko encim aliinaza
preoblikuje aminokislino aliin (S-alil-cistein-sulfoksid). Alicin velja za najpomembnejSo
sestavino ¢esna, ki se uporablja v medicinske namene Ze od anti¢nih ¢asov. Cesnu pa daje
tudi znacilen vonj in okus. Kot tiosulfinat spada alicin v reaktivno skupino z Zveplovimi
spojinami (RSS) in v redoks reakcijo vstopa s tiolnimi skupinami v glutationu ter proteini,
ki so bistvenega pomena za njegovo biolosko aktivnost. V nekaterih virih navajajo, da naj
bi imel blagodejne ucinke na zdravje ljudi. Posebno pozornost pri raziskovanju pa
nekateri znanstveniki posvecajo tudi njegovemu morebitnemu protirakavemu,
antidiabeticnemu, imunomodulatornemu in antikoksidativnemu ucinku. (Bartulovi,

Turkovi¢ Feher, & Cui¢ Mojsovi¢, 2022).
o~
Y
+

NN X

Slika 2: skeletna formula alicina
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1.1.5.4 ALIIN

S-alil-cistein-sulfoksid ali aliin je glavna aktivna sestavina Cesna. (Fabidn, Sahagun,
Carrera, & Roa, 2013) Aliin je derivat aminokisline cisteina, ki ga encim aliinaza med
ZveCenjem, sekljanjem, rezanjem in podobno preoblikuje v alicin. (JOVCHEVSKA, 2022)
Deluje nevro- in kardioprotektivno ter je mocan antioksidant. Pomaga zmanj$ati raven
trigliceridov, secne Kkisline, glukoze in inzulina v krvi, tako kot tudi zmanj$a inzulinsko
rezistenco in raven citokinov. (Fabian, Sahagun, Carrera, & Roa, 2013) Aliin se nahaja v
mezofilnih celicah, medtem ko se aliinaza nahaja v celicah ovojnih snopov (Charron,

Milner, & Novotny, 2016).

O
\/\?+ OH
O~ NH,

Slika 3: skeletna formula aliina

1.1.5.5 VITAMIN A

Vitamin A je pomemben za pravilno delovanje naSega organizma, zato moramo z
uravnoteZeno prehrano ohranjati zadostne nivoje vitamina A v nasem telesu. Vitamin A je
prisoten v zivilih Zivalskega izvora, in sicer v obliki retinola, vendar je le-ta v prosti obliki
kemijsko nestabilen, zato se vitamin A v Zivilih nahaja tudi v obliki retinil palmitata. Bogati
viri vitamina A so ledvice, jetra, mastne ribe, polnomastni mlec¢ni izdelki in obogatene
margarine. V rastlinskih Zivilih se vitamin A nahaja v obliki provitaminov A, to so beta
karoten in ostali karotenoidi. Vendar pa sta absorpcija in izkoristek beta karotena
(oziroma njegova pretvorba v vitamin A) zelo odvisna od posameznikovih razlik v
absorpciji mascob in precej nihata. Karotenoidi so antioksidanti, ki se kopicijo v krvni
plazmi in mascobnem tkivu ter zmanjSujejo tveganje za nastanek dolocenih vrst raka.
Dober vir karotenov sta rumeno, oranzno in rdec¢e obarvana sadje in zelenjava ter zelena
zelenjava, na primer paradiznik, ohrovt, solata, brokoli, Spinaca, paprika, strodji fizol. Ob
prevelikem vnosu je vitamin A strupen, zato moramo biti pazljivi pri jemanju prehranskih
dopolnil z vitaminom A. Vitamin A ima pomembno vlogo pri zagotavljanju dobrega
imunskega sistema in vida ter razvoju celic in tkiv. Ima vlogo pri presnovi Zeleza,

ohranjanju vida, delovanju imunskega sistema, specializaciji celic ter prispeva k
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ohranjanju zdrave koZe in zdravih sluznic (Korosec, brez datuma). Domneva se, da ima
ve¢ kot 254 milijonov ljudi pomanjkanje retinola v krvi, in sicer 69 % ljudi iz jugovzhodne
Azije, 49 % ljudi v Afriki in eden od Stirih oziroma petih v ostalih regijah. Pomanjkanje
vitamina A ostaja glavni razlog za otrosko slepoto v nerazvitih drzavah. Brez zdravljenja
tako dve tretjini otrok umreta v nekaj mesecih od okuZbe zaradi povecane tveganosti za
ostale nalezljive bolezni. Pomanjkanje vitamina A je tako povezano tudi s povecano
umrljivostjo otrok v vsaj 122 drzavah Afrike, juZne in jugovzhodne Azije in nekaterih delih
Latinske Amerike. Nizek nivo retinola v krvi in nocna slepota sta pogosta tudi pri
nosecnicah (Combs Jr. & McClung, 2016).

1.1.5.6 VITAMIN B

B-kompleks sestavlja 8 vitaminov, in sicer B1 (tiamin), ki ima klju¢no vlogo pri nekaterih
presnovnih reakcijah (npr. za nastanek adenozin trifosfata-ATP), B2 (riboflavin), ki je
pomembnem za tvorbo eritrocitov, B3 (niacin), ki pomaga uravnavati Ziv¢ni in prebavni
sistem ter pretvoriti hrano v energijo, B5 (pantotenska kislina), ki razgrajuje ogljikove
hidrate in maScobe in je pomemben za proizvodnjo hormonov, B6 (piridoksin), ki pomaga
pri sintezi Ziv¢nih prenaSalcev in pri sintezi hormonov serotonina in noradrenalina, B7
(biotin), ki je vklju¢en v proizvodnji hormonov, B9 (folna kislina), ki je pomemben pri
razvoju celic, sintezi DNK in spodbujanju rasti eritrocitov ter zmanjSuje tveganje za
okvare ploda, in B12 (kobalamin), ki pomaga uravnavati Ziv¢ni sistem ter ima vlogo pri
nastanku eritrocitov. Dnevno zauZijemo zadostne koli¢ine vitamina B z uravnoteZeno
prehrano, bogato z orescki, Zitaricami, stro¢nicami, listnato zelenjavo, jajci in pustim

mesom (Podjetje Galex d.d., 2024).

1.1.5.7 VITAMIN C

Vitamin C lahko z drugim imenom poimenujemo tudi L-askorbinska kislina in je
ketolakton s Sestimi ogljikovimi atomi. Je nasicen ciklicen ester hidrokarboksilne kisline
in vsebuje dve hidroksilni skupini, ki imata mo¢ne reduktivne lastnosti. Netopen je v
kloroformu in etru, dobro pa je topen v vodi in alkoholu. Vitamin C je tudi skupno ime za
vse spojine, ki kvantitativno kazejo biolosko aktivnost L-askorbinske kisline. Vloga tega
nutrienta v naSem telesu je, da Sc¢iti celice imunskega sistema v obrambi pred prostimi
radikali, kar je klju¢no pri nahodu, gripi, drugih obolenjih in okuZbah ter po operacijah.

Direktno ali posredno sodeluje pri krepitvi imunskega sistema, saj makrofagom in
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nevtrofilcem pomaga uniciti in poiskati viruse, krepi delovanje celic in pomaga pri tvorbi

protiteles v telesu (Stusek, 2013).

Slika 4: skeletna formula vitamina C

1.1.6 UPORABA

Cesen se svez ali kot za¢imba uporablja v vsakdanji prehrani za popestritev okusa. Mnogi
ga uZzivajo kot naravni antibiotik, saj ima poleg svojega znacilnega okusa in vonja Se mnoge

druge zdravilne ucinke.

1.1.6.1 UPORABAV HRANI

Ko je surov, ima Cesen oster, pikanten okus, medtem ko nas kuhan lahko spominja na
ore$cke. Cesnov okus po goréici pa prispevajo Zveplove spojine. Posusen in zdrobljen
Cesen izgubi svoj ostri okus in je tako zelo priljubljena za¢imba, ki se poda k skoraj vsaki
hrani. Svoj mo¢ni okus in aromo spremeni glede na razlicne metode kuhanja, najpogosteje
pa je preprazen skupaj s cebulo. Lahko ga prazimo do mehkega in sladkega ter ga
uporabimo kot namaz, vlijemo v olja, naredimo ¢esnovo maslo, uporabimo kot za¢imbo
ali v solatnih prelivih. Skratka, praZenje ¢esna omeh¢a njegov mocni, pikantni okus. Cesen
pa je v kulinariki uporabljen tudi na drugac¢ne nacine, na primer v Koreji je popularen
postopek staranja ¢esna pri visokih temperaturah, katerega produkt je ¢rni ¢esen, ki ima
slajsi okus. Na Kitajskem je priljubljena zelenjava ¢esnov drobnjak, ki se uporablja v

rezancih, cmokih in umesanih jajcih (MasterClass, 2022).

1.1.6.2 UPORABA V ZDRAVSTVENE NAMENE IN ZDRAVILNI UCINKI

Cesen je bogat vir $tevilnih fitonutrientov, ki so pomemben element t. i. mediteranske
diete. V eni od raziskav so z razpolozljivimi dokazi pokazali, da lahko ¢esen zniZa krvni
tlak pri hipertenzivnih bolnikih in bolnikih z dvignjenim sistoli¢cnim krvnim tlakom,
vendar ne pri normotenzivnih osebah. Med drugim so bili tudi dokazi o ucinkih ¢esna na
lipidne parametre sporni, zato avtorji raziskave ne morejo sprejeti odlocitve, ali je Cesen

dovolj ucinkovit pri zmanjSevanju skupnega holesterola, lipoproteina visoke gostote in
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trigliceridov. Omenjeni so bili tudi pozitivni ucinki glede uzivanja ¢esna in zmanjSanja
tveganja za vse vrste raka in antiglikemic¢nih uc¢inkov. Podobno velja za ucinke ¢esna pri
sr¢éno-Zilnih boleznih in smrtnostjo, vendar je treba dodati, da so trditve avtorjev pri tem
tudi nasprotne (Bayan, Hossain Koulivand, & Gorji, 2014). Znanstveniki sklepajo, da bi
Cesen lahko bil uc¢inkovit na nekaterih podrocjih klini¢cne prakse, zato bi morale biti
nadaljnje raziskave dobro nacrtovane, da se izognejo morebitni pristranskosti (Li, in

drugi, 2013).

1.1.7  NEZELENI UCINKI

Ob uporabi ¢esna se lahko pojavijo stranski ucinki, npr. gore¢ obcutek v ustih in Zelodcu,
bruhanje in diareja. Pri obcutljivejsih lahko sprozi tudi alergije ali celo migrene. Lahko
moti tudi zdravljenje z antikoagulansi in ostalimi zdravili proti strjevanju krvi s
hipoglikemiki ter poveca delovanje nenasi¢enih mascobnih kislin w-3. Zaradi ¢esnovih
stranskih ucinkov mnogi priporocajo njegovo uZivanje v razli¢nih oblikah oziroma

pripravkih (Kocevar, 2024).
1.2 CRNI CESEN

1.2.1 ZGODOVINA

Izvor ¢rnega Cesna ni natan¢no znan, a domneva se, da so ga najprej uzivali v Koreji, na
Japonskem in Tajskem (Ahmed & Wang, 2021). Vzhodni Tajvan in druge drzave so ga
uvedli pred priblizno 10 leti. V zadnjih nekaj letih je ¢rni ¢esen pritegnil Stevilne vrhunske
kuharje, ki ga pogosto uporabljajo za aromatiziranje piS¢anca, rib, juhe in riZote. V
primerjavi s svezim Cesnom ne sprosca neprijetnega okusa in vonja zaradi zmanjsane
vsebnosti alicina, ki se med procesom staranja pretvori v antioksidativne spojine (Cheng,

in drugi, 2017).

Slika 5: ¢rni desen
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1.2.2 OPIS

Crni ¢esen je produkt, ki nastane s staranjem svezega ¢esna (Allium sativum) pri visokih
temperaturah in vlaznosti. Med celotnim procesom dobi ¢esen temno barvo (skoraj ¢rno),
sladek okus, postane Zvecljiv ter zaradi zmanjSane vsebnosti alicina ne oddaja vec
znacilnega mocnega vonja. Tudi ime je dobil po svoji ¢rni barvi. Razlike v temperaturi,
¢asu, vlaznosti in na¢inu pridelave morebiti spremenijo strukturo in sestavo ¢esna. Crni
Cesen je skozi leta postal mnoZicno uporaben na razlicnih podrocjih, na primer v
kulinariki zaradi svojega posebnega okusa in kot prehransko dopolnilo zaradi

domnevnega doprinosa k zdravju (Cheng, in drugi, 2017).

1.2.3 PROCES NASTANKA

Crni ¢esen dobimo iz sveZega ¢esna, in sicer zaradi procesov, ki potecejo v slednjem, ko ga
za dolocen cas pustimo pod nadzorovano temperaturo in vlaznostjo (Ahmed & Wang,
2021). Med toplotno obdelavo nastaja melanoidin, ki da ¢esnu znacilno ¢rno barvo (Kang,
2016). Postopki predelave se razlikujejo glede na regionalne tradicije in lastnosti, ki jih
Zelimo od kon¢nega izdelka. Raziskovalci Se vedno poskuSajo najti optimalne pogoje za
predelavo sveZega Cesna v ¢rnega, najpogosteje pa je to opravljeno pri temperaturah 30-
90 °C, relativni vlaznosti 50-90 % in inkubacijski dobi 10-80 dni. Postopki, izvedeni pred
toplotno obdelavo sveZega Cesna, se imenujejo predhodne obdelave in vplivajo na
lastnosti konc¢nih izdelkov. Nekatere predhodne obdelave ¢esna lahko poskodujejo ali
unic¢ijo njegovo celicno strukturo, kar sproZi takojSnje reakcije med celi¢nimi

komponentami in zunanjimi elementi. Temperatura in relativna vlaZnost med

Staranje

proizvodnjo sta kriti¢ni spremenljivki, ki vplivata na kakovost ¢rnega ¢esna (Ahmed &

Wang, 2021).

— Povecana bioaktivnost z manj neprijetnega vonja

Slika 6: videz Cesna pri staranju
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1.2.3.1 KARAMELIZACIJA
Karamelizacija je proces mnogih kemicnih reakcij, pri katerih ni pristotnih amino skupin.

Gre za reakcije, ki potecejo ob izpostavljanju ogljikovih hidratov visokim temperaturam.
Na proces vplivajo razli¢ni dejavniki, kot so pH, soli in koncentracija saharoze. Slednja s
procesom hidrolize razpade na glukozo in fruktozo. Nadaljnja razgradnja teh produktov
pa je odgovorna za nastanek Se ve¢ produktov, eden izmed njih je tudi 5-
hidroksimetilfurfural oziroma HMF. Reakcija karamelizacije snovi spremeni tudi bravo,
in sicer snov porjavi. Rjavo barvo pripisujejo proizvodnji polimerov med potekom

reakcije (Quintas, Brandao, & Silva, 2007).

1.2.3.2 MAILLARDOVA REAKCIJA
Maillardova reakcija se imenuje po francoskem kemiku Louisu-Camillu Maillardu, ki je

preuceval termicno obdelovanje hrane in leta 1913 odkril, da pri temperaturi nad 100 °C
pride do povezave beljakovin in sladkorja v novo molekulo. Pri tem nastanejo nove arome,
okusi in snovi. Optimalni pogoji za potek Maillardove reakcije so med 110 in 170 °C, saj
se pri viSjih temperaturah zacnejo tvoriti kancerogene snovi (Gurman.eu, 2015).
Maillardova reakcija poteka med suSenjem vseh vrst Zivil. Gre za kemijsko reakcijo
neencimskega porjavenja. Odgovorna je za nastanek mnogih spojin prijetnega okusa in
vonja ter za nastanek arome pri pecenih in praZenih Zivilih. Potece med spojinami z amino
skupino, kot so aminokisline in proteini, ter karbonilno skupino, ki je recimo znacilna za
sladkorje. Najpomembnejsi produkti Maillardove reakcije so cikloten, furaneol ter maltol,
ki imajo vonj po karameli, in alkilpirazini, ki imajo vonj po dimu oziroma pecenem

(Kastelic Svab, 2016).
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Reducirajoci sladkor (RCHO) + amin (R;NH2 / RjR; NH)
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Slika 7: shema Maillardove reakcije

1.2.4 SESTAVA

Crni ¢esen je sestavljen iz mnogih kemijskih spojin. Med spojinami prevladujejo S-alil-L-
cistein, S-alilmerkaptcistein, S-metil-L-cistein, fruktozil-S-alilcistein, y-glutamil-S-
alilcistein, fruktozil-y-glutamil-S-alilcistein,  fruktozil-arginin, fruktozil-fenilalinin,
fruktozil-y-glutamil-S-1-propilcistein, dialil sulfid, dialil disulfid, dialil trisulfid, 5-
hidroksimetil furfural, flavanoli, 1-metil-1,2,3,4-tetrahidro-g-karbonil-3-karboksilna
kislina, 1-metil-1,2,3,4-tetrahidro-f-karbonil-3-dikarboksilna kislina, glukoza, fruktoza,
piruvi¢na Kkislina, p-kumarinska kislina, o-kumarinska kislina, m-kumarinska Kkislina,
melanoidi, dve vrsti saponinov, triptofan, histidin, valin, glicin, arginin in asparaginska
kislina. Vsebuje Se manjSe vrednosti mineralov, lipidov, ogljikovih hidratov, proteinov in

vitaminov, Se sploh vitamina C, B3, B6 (Ahmed & Wang, 2021).

11
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1.2.4.1  VITAMIN B3

Vitamin B3 ali niacin se pojavlja v obliki nikotinamida in nikotinske kisline. Vitamin B3
skupaj z vitaminom B2 sestavlja Stevilne encime, ki sodelujejo pri pretvarjanju energije iz
hranilnih snovi. Ima pomembno vlogo pri delovanju prebavil in Zivcevja, znotraj
posameznih celic skrbi za popravila poSkodovane dedne informacije in sodeluje pri
nastajanju novih celic. Pomanjkanje vitamina B3 lahko povzroci pelagro, ki se povecini
pojavlja med revnejSimi prebivalci, saj njihova prehrana temelji na uZivanju prosa in
koruze. Bolezenski znaki pelagre so diareja, dermatitis in demenca. Med razvitim
prebivalstvom lahko pride do pomanjkanja vitamina B3 zaradi pretiranega uZivanja

alkohola in motenj v presnovi (Gojkosek, 2012).

O

" OH

~

N

Slika 8: skeletna formula vitamina B3

1.2.4.2  VITAMIN B6

Vitamin B6 ali piridoksin sestavljajo tri skupine bioloSko enakovrednih aktivnih oblik; te
so piridoksal, piridoksamin in Ze omenjeni piridoksin. Omenjene tri oblike vitamina se
metabolizirajo do skupnega koencima, ki se imenuje piridoksal fosfat. Ta ima bistveno
vlogo pri metabolizmu, vpliva pa na rast, utrujenost, aktivnost steroidnih hormonov,
kognitivni razvoj, na Ziv¢ni in imunski sistem. BlaZja oblika pomanjkanja povzroca tezave
s ¢revesjem in koZo, zmanjSano odpornost proti razlicnim vnetjem, bolece ustne koticke,
utrujenost in potrtost. V primeru dolgotrajnega pomanjkanja vitamina B6 se pojavijo
tezave v metabolizmu magnezija, fosforja in kalcija, kar vodi do pomanjkanja Zeleza.
Pomanjkanje vitamina B6 se =znacilno hitreje pojavi pri Zenskah, ki jemljejo

kontracepcijske tablete, in pri nosecnicah (Gojkosek, 2012).
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Slika 9: skeletna formula vitamina B6

HO

1.2.5  PRIMERJAVA S SVEZIM CESNOM

SveZ Cesen vsebuje okoli 63 % vode, 28 % ogljikovih hidratov (fruktani), 2,3 % organskih
Zveplovih spojin, 2 % beljakovin (aliinaze), 1,2 % prostih aminokislin (arginin) in 1,5 %
vlaknin. Neobdelan svezZ ¢esen vsebuje tudi visoko koli¢ino y-glutamilcisteinov. Te spojine
se lahko hidrolizirajo in oksidirajo, da nastane aliin, ki se naravno Kkopi¢i med
shranjevanjem cesna pri hladni temperaturi. Po predelavi, kot so rezanje, drobljenje,
ZvecCenje ali dehidracija, aliinaza hitro razgradi citotoksicne cisteinsulfokside (aliin), da
nastane citotoksi¢ni in diSeci alkilalkan-tiosulfinat, kot je alicin. Alicin in drugi tiosulfinati
se takoj razgradijo na druge spojine, kot so dialil sulfid, dialil disulfid in dialiltrisulfid.
Hkrati se y-glutamilcisteini pretvorijo v S-alil-L-cistein, ki prispeva k zdravstvenim
koristim ¢esna. Crni ¢esen vsebuje veliko ve¢ funkcionalnih spojin (kot so S-alil-L-cistein)
kot svezi Cesen. Vsebnost kemic¢nih spojin ¢rnega cesna je odvisna od pogojev med
termi¢no obdelavo. Crni ¢esen vsebuje ve¢ spojin, npr. polifenolov, flavonoidov,
melanoidinov, 5-HMF (5-hidroksimetilfufural), in nekaterih antioksidantov kot sveZi
Cesen. Sicer pa se med termi¢no obdelavo zmanjsSa vsebnost alicina, ki je ena vodilnih
spojin sveZega Cesna (Cheng, in drugi, 2017).
oY

w

Slika 10: sveZi in ¢rni ¢esen
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1.2.5.1 5-HIDROKSIMETILFURFURAL

O

O
H \ / OH

Slika 11: skeletna formula 5-hidroksimetilfurfurala

5-hidroskimetilfurfural (5-HMF) je organska spojina, ki nastane pri Maillardovi reakciji,
in sicer ob segrevanju reducirajocih sladkorjev v kislem okolju. Spojina je zanimiva, saj
ima tako Skodljive kot koristne ucinke na zdravje. Pogosto jo najdemo v toplotno
obdelanih Zivilih (Shapla, Solayman, Alam, Khalil, & Gan, 2018).

5-HMF nastane kot posledica razgradnje sladkorja pri Maillardovi rekaciji, ki se pojavi
med predelavo hrane. Tako je spojina prisotna v Stevilnih toplotno obdelanih
prehrambnih izdelkih, ki vsebujejo sladkor, na primer v kosmicih, kruhu, mlec¢nih
izdelkih, sadnih sokovih ... Razlikuje pa se koncentracija vsebnosti HMF v Zivilih (Shapla,
Solayman, Alam, Khalil, & Gan, 2018).

HMF je heterociklicna organska spojina z aldehidnimi in alkoholnimi funkcionalnimi
skupinami. V naravi obstaja kot trdna rumena snov z nizkim taliS¢em in visoko topnostjo
v vodi (Shapla, Solayman, Alam, Khalil, & Gan, 2018).

5-HMF je Ze dolgo povezan z negativnimi ucinki na zdravje, vklju¢no s citotoksi¢nostjo za
sluznico, koZo in zgornje dihalne poti ter mutagenostjo in potencialno rakotvornostjo pri
ljudeh in Zivalih (Glatt, Schneider, & Liu, 2005), (Lee, Shlyankevich, Jeong, Douglas, & Surh,
1995), (Monien, Engst, Barknowitz, Seidel, & Glatt, 2012). Nedavne Studije pa so pokazale
Stevilne pozitivne uc¢inke HMF. Ti vkljucujejo antioksidativne lastnosti (Zhao, in drugi,
2013), protialergijske ucinke (Yamada, Nemoto, Shigemori, Yokota, & Isoda, 2011),
protivnetne ucinke (Kitts, Chen, & Jing, 2012), antihipoksi¢ne lastnosti (Li, in drugi, 2011)
in antihiperurikemijske uc¢inke (Lin, in drugi, 2012), (Shapla, Solayman, Alam, Khalil, &
Gan, 2018).

Dolocitev varnih ravni uzivanja HMF je zahtevna, saj je hitrost izloCanja HMF iz telesa
odvisna od posameznika in od delovanja posameznega organa, najbrz pa ljudje na dan

zauzijemo od 30 do 150 mg HMF (Shapla, Solayman, Alam, Khalil, & Gan, 2018).

14
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1.2.5.2 MELANOIDINI
Melanoidini so kompleksne rjave spojine, ki so produkt Maillardove reakcije, ki potece pri

toplotni obdelavi hrane. Hrani dajejo znacilen vonj, okus in barvo. Imajo antioksidativne

lastnosti in koristne u€inke na zdravje (Wu, Yan, & Zhang, 2021).

1.2.5.3 POLIFENOLI
Polifenoli so najstevil¢nejsa in najbolj razsirjena skupina bioaktivnih molekul. Delijo se v

dve skupini, in sicer flavonoide in fenolne kisline. Flavonoidi se dalje delijo Se na flavone,
flavonone, flavonole, flavanole in izoflavone, medtem ko se fenolne kisline delijo na
hidroksibenzojske in hidroksicimetove kisline. Polifenoli igrajo vlogo pri preprecevanju
Stevilnih bolezni, na primer pri hiperglikemiji, povecanem holesterolu, hiperlipidemiji in
pri razvoju raka. Pravijo jim tudi fitokemikalije, saj pomagajo $cititi pred kroni¢no
degenerativnimi boleznimi. Polifenoli imajo v jedru fenolni obro¢, ki je osnova za njihovo
razvrstitev v fenolne kisline in fenolne alkohole. Glede na moc¢ fenolnega obroca jih lahko
Se nadalje kategoriziramo. Polifenoli so eni izmed najbolj razsirjenih antioksidantov v nasi
prehrani. Z njimi so bogata Zivila rastlinskega izvora, nahajajo se torej v sadju, zelenjavi

in Zitaricah (Abbas, in drugi, 2017).

1.2.5.4 GALNA KISLINA
Galna kislina je derivat benzojske kisline in enostavna fenolna kislina z enim aromatskim

obrocem. Njeno ime po IUPAC nomenklaturi je 3,4,5-trihidroksibenzojska kislina. V
velikih koli¢inah jo najdemo v c¢aju, grozdju, rastlinskih semenih in nekaterih zelenih
algah. Gre za rumenkasto beli kristal z vreliS¢em 250 °C. Znana je po vplivu na vec
farmakoloskih in biokemi¢nih poti, ima mocne antioksidativne, protivnetne,
antimutagene ter protirakave lastnosti (Verma, Singh, & Mishra, 2013) in gre tako za

bioaktivno molekulo.

O~_OH

HO OH
OH

Slika 12: skeletna formula galne kisline
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1.2.6 UPORABA

1.2.6.1 UPORABA V HRANI
Crni ¢esen je odkrila tudi visoka kulinarika in se v njej mnoZi¢no uporablja. Slovi kot eno

od superzivil. V Sloveniji je Se dokaj nepoznan, vendar je v buti¢nih izdelkih od leta 2015
na voljo na ljubljanski trZnici. Zadnja leta je priljubljena sestavina. Pravijo mu tudi peti
okus in ga uporabljajo tudi v restavracijah, ki imajo Michelinove zvezdice. Aroma ¢rnega
Cesna se dobro poda tako k mesu kot sladicam. Mojstri visoke kulinarike pa se strinjajo,

da najbolj obogati omake (Delo, 2016).

1.2.6.2 UPORABA V ZDRAVSTVENE NAMENE IN ZDRAVILNI UCINKI
Crni ¢esen naj bi v teoriji imel ve¢ zdravilnih uéinkov, pozitiven vpliv naj bi imel proti

rakavem delovanju (Wang, in drugi, 2012), na prekomerno telesno maso (Sunkara &
Verghese, 2014), proti vnetjem (Sunkara & Verghese, 2014), na jetra (Tran, Pham, &
Trinh, 2019) in pa naj bi imel nevroprotektivne ucinke (Tran, Pham, & Trinh, 2019). Kljub
temu, pa zaradi procesa nastanka, ¢rni Cesen izgubi prvotne vsebnosti alicina, ki ga
povezujejo s terapevtskimi uéinki. Stevilne $tudije so dokazale kardioprotektivne u¢inke
¢rnega Cesna, vendar so ti omejeni. Obstaja pa nekaj obetavnih raziskav, ki kaZejo, da ima
lahko ¢rni ¢esen koristne ucinke na srce med ishemijo in reperfuzijo. Tu spet priporocajo
nadaljnje raziskave, ki bodo klju¢ne za razumevanje celotnega spektra terapevtskih

ucinkov ¢rnega €esna na srcéno-zilni sistem (Ryu & Kang, 2017).
1.3 METODE DELA

1.3.1 EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija je kemijska metoda, pri kateri gre za loCevanje aktivnih delov rastline z
uporabo topil po standardnih postopkih. Za ekstrakcijo je pomembna primerna izbira
topil, ki omogocajo ekstrakcije poljubnih analitov. Ekstrakcija ima nekaj pomanjkljivosti,
npr. tezave pri avtomatizaciji, je casovno zahteven proces in uporaba organskih topil (te
spremljata toksicnost in cena). Poznamo vec vrst ekstrakcij. Prva je ekstrakcija iz plinske
faze, ki poteka tako, da plinsko fazo uvajamo v topilo. Topni analiti se v tekoci fazi zadrzijo.
Druga vrsta so ekstrakcije tekocih vzorcev (liquid-liquid - LLE). Za to je potreben pogoj,
da imata topili razlicne polarnosti. Analit se porazdeli med dve fazi, porazdelitveno
ravnoteZje je odvisno od lastnosti topil in temperature. Za ekstrakcije iz trdnih delcev
uporabljamo vec vrste ekstrakcij, npr. ekstrakcijo po Soxletu (konvencionalna ali

avtomatizirana), ultrazvocno ekstrakcija, ekstrakcijo z mikrovalovi, ekstrakcijo pri
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poviSanem tlaku ali pospeSeno ekstrakcijo in superkriticno ekstrakcijo (Fakulteta za
kemijo in kemijsko tehnologijo, 2013). Namen ekstrakcij je lociti topne rastlinske
metabolite od netopnih celi¢nih tropin. Snov se pri ekstrakciji kemi¢no ne spremeni.
Nekateri ekstrakti so uporabni Ze po prvem ekstrahiranju, ostali pa potrebujejo nadaljnjo

obdelavo (Azwanida, 2015).

1.3.1.1 ULTRAZVOCNA EKSTRAKCIJA
Ultrazvocna ekstrakcija (UAE) deluje po principu, da interakcija ultrazvoc¢nih valov z

raztopino povzroca intenzivno mesanje in interakcijo med topilom in analiti. Prednosti te
ekstrakcijo so hitrost (od pol ure do ene ure), uporabimo lahko vecje mase analita in
ekstrakcija je neodvisna od analize osnove. Metoda ima tudi nekaj pomanjkljivosti, te so:
poraba topil, potrebno je ¢iScenje ekstraktov, po ekstrakeciji je pogosto potrebno filtriranje
in odparevanje topila. Za metodo se uporabljajo ultrazvocne kopeli in ultrazvo¢ne sonde

(Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, 2013).

1.3.2 CENTRIFUGIRANJE

Centrifugiranje je postopek loCevanja, pri katerem s hitrim vrtenjem povzrocimo, da se
trdni delci v tekocCini zberejo na dnu posode. S centrifugiranjem torej lo¢ujemo zmesi, ki
se razlikujejo v masi delcev, in sicer se teZji delci naberejo na dnu posode, medtem ko lazji

ostanejo zgoraj (Godec, Grubelnik, GlaZar, JamSek, & Zmazek, 2015).

Slika 13: centrifugiranje
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1.3.3 TANKOPLASTNA KROMATOGRAFIJA TLC

Tankoplastna kromatografija (krajse tudi TLC) je kromatografska tehnika, ki se uporablja
za loCevanje komponent v meSanicah. Tankoplastno kromatografijo izvedemo na plosci,
ki je lahko iz razlicnih materialov (steklo, plastika, aluminijasta folija, papir). Plosca je
prevlecena s tanko plastjo adsorbentega materiala, obicajno je to silikagel, aluminijev
oksid (Al,05) ali celuloza. Slednjo plast absorbenta lahko imenujemo tudi stacionarna
faza. Raztopljeni vzorec nanesemo z mikropipeto kot ¢rtico ali piko na startno linijo, ki je
primerno oddaljena od spodnjega roba plosce, in ga posusSimo. Locitev poteka v zaprti
stekleni kromatografski komori, v kateri je na dnu mobilna faza. PloS¢o postavimo
vertikalno v posodo in topilo za¢ne zaradi kapilarnosti potovati navzgor in z njim potujejo
tudi snovi vzorca. Ko topilo pripotuje v bliZino zgornjega roba, plos¢o osusimo. Spojine po
kromatografski lo¢bi napravimo vidne z oroSanjem z razlicnimi reagenti ali z osvetlitvijo

z UV-svetlobo (Anzelc, 2006).

Tankoplastno kromatografijo lahko uporabimo za identifikacijo komponent, ki so
prisotne v zmesi, ter za dolocanje Cistosti spojine. Bolj polarna komponenta se moc¢neje
veZe na silikagel od nepolarnih komponent. Med kromatografskim procesom prihaja do
adsorpcije in desorpcije molekul, pri ¢emer bolj polarne molekule zaradi pogostejSih in
mocnejSih interakcij s silikagelom po gelu potujejo pocasneje od manj polarnih molekul,
torej so na plosci nizje od manj polarne (Bele & Khale, 2010). Vsaki komponenti lahko
doloCimo retenzijski faktor — Ry. To je hitrost, s katero se dolocena snov giblje po
kromatografski ploS¢i, v primerjavi s hitrostjo, s katero se giblje topilo. Lahko je manjsi od

ena ali pa ima vrednost ena.

Tankoplastna kromatografija sodi med adsorpcijske kromatografije (LSC). Zanje je
znacilna tekoc¢a mobilna faza, stacionarna faza pa je trden adsorbent (Fakulteta za

farmacijo, 2024).

razdalja, ki jo preide snov

R, =
! razdalja, ki jo preide topilo

Enacba 1: enacba za izracun retenzijskega faktorja
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Slika 14: TLC

Metoda je uporabna tudi za dolocanje ogljikovih hidratov v vzorcih ¢esna.
1.3.4 LIOFILIZACIJA

Postopek liofilizacije (ang. freeze-drying ali lyophilization) odstrani vodo iz zamrznjenega
vzorca s sublimacijo in desorpcijo. Postopek lahko opiSemo kot tristopenjski proces, ki je
sestavljen iz zamrzovanja, primarnega suSenja in sekundarnega suSenja. Krioprotektanti
zaScitijo beljakovine pred denaturacijo v zgodnjih fazah, medtem ko so lioprotektanti
potrebni, da preprecujejo inaktivacijo beljakovin med suSenjem (Nath Gupta & Roy,
2010). Liofilizacija hrane in bioloSkih materialov ima tudi prednost, in sicer majhno
izgubo arome in okusa. Postopek zahteva zelo nizek tlak ali vakuum, da se lahko doseZe
zadovoljiva hitrost suSenja bioloSkega materiala. Prva stopnja oziroma zamrzovanje je
kljunega pomena za uspeSnost celotnega postopka liofilizacije (Bruttini & Liapis I,
1995).

1.3.5 HPLC

HPLC oziroma tekocinska kromatografija visoke locljivosti (High Pressure Liquid
Cromatography, HPLC) je postopek za locevanje komponent iz meSanice kemijskih snovi.
Komponente (topljenec) raztopimo in jih nato pod visokim pritiskom potiskamo skozi
kolono, napolnjeno z delci polnila, ki so prekriti s stacionarno fazo, s pomocjo mobilne
faze. Z izbiro ustreznih faz in ostalih pogojev doseZemo separacijo veckomponentne
meSanice v nekaj minutah. Pri HPLC je pomembna izbira stacionarne in mobilne faze

(Fakulteta za farmacijo, 2010).

Metoda je uporabna tudi za dolocanje 5-hidroksimetilfururala v vzorcih ¢esna.
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Retenzijski c¢as je cas, ki ga komponenta potrebuje za potovanje od injektorja do
detektorja skozi kromatografsko kolono in je ob danih kromatografskih pogojih specificen

za doloceno substanco (Grmek, 2011).
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Slika 15: HPLC sistem

Rezervoar mobilne faze (topil) shranjuje zadostno koli¢ino mobilne faze za
neprekinjeno delovanje (Zvab, 2021). Novejsi HPLC sistemi so opremljeni s posebnimi
filtri za zaSc¢ito topila pred zunanjimi vplivi in s sistemom za razplinjevanje. Ta sistem je
pomemben, saj moramo mobilno fazo vedno prej razpliniti, drugace povzroc¢i Sum na
detektorju. V primeru, da tega ni, se za razplinjevanje uporabi ultrazvoc¢na kopel (Zvab,

2021).

Crpalka je poleg mobilne faze najpomembnejsi del HPLC sistema. Njena naloga je, da
neprekinjeno poganja mobilno fazo skozi sistem. Med vec¢ vrstami Crpalk je najbolj
uporabljena batna ¢rpalka. Izokratska elucija je postopek poganjanja mobilne faze skozi
kolono s ¢rpalko, in sicer s konstantno sestavo. Pri gradientni eluciji pa se skozi sistem
Crpata dve ali ve¢ mobilnih faz. Gradientno elucijo se uporablja predvsem za locevanje

komponent z zelo razli¢nimi ¢asi zadrZevanja v koloni (Zvab, 2021).

Injektor uporabljamo za vbrizgavanje doloCene koli¢ine vzorca v mobilno fazo pred
vstopom v kolono. Ker ne smemo vplivati na polnitev, nanesemo vzorec na kolono

naenkrat (Zvab, 2021).
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Kolone so obicajno jeklene cevke, dolge od 15 do 25 centimetrov in z notranjim
premerom 4,6 centimetra. Kolona je glavni del HPLC sistema, v katerem poteka proces
loCevanja. KovinskKi filter v obliki porozne mreZe, ki je na vsaki strani kolone, drzi celice v

koloni in omogoc¢a prehajanje mobilne faze skozi kolono (Zvab, 2021).

Detektor v elektricni signal pretvori zaznano spremembo v fizikalni kolicini preiskovane
snovi. Obicajno uporabljamo pri HPLC pretocne detektorje. Pri detektorjih uporabljamo

celice z manj$im volumnom, da zmanj$amo razsiritev ozkih vrhov (Zvab, 2021).

Sistem za obdelavo podatkov je racunalniski sistem za nadzor vseh parametrov HPLC
inStrumenta. Zbira podatke iz detektorja, ki jih nato s primerim racunalniskim
programom interpretira v kromatogram. Kvalifikacijo in identifikacijo komponenta nam
omogocajo ravno informacije o zadrZevalnem casu ter visini in ploS¢ini vrha, ki jih

najdemo na kromatogramu (Zvab, 2021).

1.3.6 UV-VIS SPEKTROSKOPIJA

UV-VIS spektroskopija oziroma ultravijolicno vidna spektroskopija je podvrsta
spektroskopije, ki temelji na absorpciji ultravijoli¢cne (UV) in vidne (VIS) svetlobe. UV-VIS
spektroskopijo uporabljamo za merjenje kolic¢ine diskretnih valovnih dolzin UV ali vidne
svetlobe, ki jih vzorec absorbira ali prepusca v primerjavi z referenc¢nim vzorcem. Na to
lastnost vpliva sestava vzorca, ki lahko zagotovi informacije o tem, kaj in v kolikSni
koncentraciji je v vzorcu. Dobljene podatke lahko uporabimo za identifikacijo in analizo
funkcionalnih skupin, koncentracije in elektronske ter geometrijske strukture molekule
(Uredniki MN, 2023). Vsaka raztopina je obarvana, ker nekaj valovnih dolZin svetlobe
absorbira, nekaj pa jih prepuséa. Ce vodi dodamo modro barvilo, bo absorbirala ve¢ino
svetlobe, razen modre, ki jo bo prepuscala. Najpogosteje se za spektroskopijo uporablja
merilno obmocje med 180 nm in 750 nm, ki se deli na UV (180 nm-360 nm) in VIS
podrocje (360 nm-750 nm). Pri tem dolo¢amo odvisnost absorpcije energije obeh svetlob
v odvisnosti od valovne dolZine.

Absorpcija je proces, pri katerem kemijske spojine, ki se nahajajo v svetlobo propustnem
mediju, selektivno sprejemajo dolocCene frekvence elektromagnetnega sevanja. Delci
preskocijo iz osnovnega v vzburjeno stanje, in sicer tako, da absorbirajo fotone dolo¢enih

valovnih dolZin in s tem pridobijo energijo. Ta preskok je opazen na izrisanem UV-VIS
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spektru. Bolj koncentrirana raztopina bo absorbirala vec svetlobe kot manj koncentrirana
(na primer: vec barvila bi dodali vodi, temnejsa bi bila videti raztopina).

Z uporabo spektrofotometra lahko kvantitativno izmerimo absorpcijo ter ta podatek
uporabimo pri dolocanju koncentracije absorbirajoCe se molekule. Spektrofotometer
deluje na principu svetlobe, ki izhaja iz svetilke in potuje skozi monokromator, kjer se
razcepi v dve valovni dolzini. Nato skozi nastavljivo odprtino prepus¢amo le eno valovno
dolZino svetlobe, da doseZe nas vzorec. Ta se nahaja v transparentni kiveti, na drugi strani
le-te pa je slikovna elektronka, ki meri koli¢ino svetlobe, ki jo vzorec prepusca.
Spektrofotometer torej meri koliCino svetlobe, ki jo raztopina prepusca. Vecina
spektrofotometrov avtomatsko izracuna absorpcijo brez enote, ob podajanju rezultatov
pa navajamo valovno dolzino maksimalne absorpcije (npr. maksimalna absorpcija pri 260
nm) (Bajec & Tori, 2014).

Metoda je uporabna tudi za doloc¢anje melanoidinov in polifenolov v vzorcih ¢esna.
Koncentracijo skupnih polifenolov dolo¢amo z uporabo Folin-Ciocalteu reagenta. Pri tem
dolocamo koncentracijo -OH skupin v vzorcu s predpostavko, da absorbanca narasc¢a v
skladu z narascanjem Kkoncentracije -OH skupin. Metoda temelji na oksidacijsko-
redukcijski reakciji, v kateri je Folin-Ciocalteu reagent (zmes fosformolibdenove in
fosforvolframove Kkisline) dodan mediju in se z -OH skupinami reducira. To opazimo kot
spremembo barve iz rumene v modro. Intenziteto modre barve proti slepemu vzorcu nato
merimo spektrofotometri¢no pri valovni dolzini 765 nm. Koli¢ino skupnih polifenolov
doloc¢imo s pomocjo predhodne priprave umeritvene krivulje. To pripravimo z uporabo
znanih koncentracij galne kisline. S pomocjo te umeritvene krivulje lahko nato iz
izmerjene absorbance dolo¢imo dejansko vsebnost skupnih polifenolov v vzorcu, podanih
kot mg/L galne kisline. Metoda je relativno hitra in ekonomicna ter zato Siroko uporabna

(Gregoric, 2009).
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Slika 16: : poenostavljena shema UV-VIS spektrofotometrije
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2 NAMEN DELA

Namen nasSega dela je bil pridobiti podatke, ki nam bodo sluzili za optimizacijo procesa
priprave ¢rnega Cesna, in sicer kako hitro pri razli¢nih temperaturah inkubacije ¢esna
potekajo procesi Maillardove reakcije ter nastanka tipi¢nih komponent ¢rnega ¢esna, kot
so na primer melanoidini, polifenoli ter 5-hidroksimetilfurural. Med pretvorbo ¢esna
poteka nekaj snovnih sprememb, ki se jih uspesSno spremlja z uporabo tankoplastne
kromatografije, spektroskopije in tekoCinske kromatografije visoke locljivosti.
Osredotocili smo se predvsem na spremljanje vsebnosti sladkorjev, melanoidinov,

polifenolov in 5-hidroksimetilfurfurala.

2.1 CILJI

Za naSo raziskovalno nalogo smo si zastavili naslednje cilje:
e Preuciti ¢rni ¢esen, njegovo sestavo, njegov nastanek in ga primerjati s sveZim ¢esnom.

e Preuciti produkte Maillardove reakcije, ki potece pri nastanku ¢rnega Cesna iz sveZega
cesna.

e S pomocjo literature preuciti najoptimalnejSe pogoje za predelavo sveZega ¢esna v
¢rnega.

e Spoznati in preizkusiti ¢im ve¢ metod, ki jih lahko uporabimo za preucevanje
organskega materiala.

e Kvalitativno primerjati razlicne vzorce ¢rnega cesna po videzu.

e Kvantitativno in kvalitativno primerjati sestavo vzorcev ¢rnega Cesna pri razli¢nih

temperaturah z ustrezno izbranimi metodami.

2.2 HIPOTEZE

Pri naSi raziskovalni nalogi smo si zastavili tudi nekaj hipotez, in sicer:
H1: Kljucni procesni parametri priprave ¢rnega cesna v laboratorijskem merilu so

ustrezni ter primerljivi s procesnimi parametri priprave ¢rnega ¢esna v ve¢jem merilu.

H2: S svojimi poskusi priprave Cesna lahko doseZzemo primerljive rezultate z rezultati iz
literature, in sicer glede koncentracije sladkorjev, vsebnosti melanoidinov, polifenolov in

5-hidroskimetilfurfural.
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H3: S svojimi analiznimi postopki bomo dobili rezultate, ki bodo osnova za dolocitev
parametrov procesa priprave ¢rnega Cesna, konkretno temperature in trajanja, tudi z

ozirom na specifi¢nost ¢esna, ki smo ga uporabile v svojih poskusih.

2.3 SHEMA DELA

Priprava vzorcev
¢rnega Cesna Priprava vodnih ekstraktov
¢rnega Cesna

Priprava etanolnih
ekstraktov ¢rnega Liofilizacija
cesna

Priprava

. ) maobilne faze
Kvalitativna analiza

vzorcev: barva in
okus Analiza
TLC

rezultatov

Priprava standardov fruktoze,

saharoze, maltoze, glukoze, Y
Priprava . arabinoze Priprava metanolnih
reagentov ekstraktov érnega
¢esna
UV-VIS
spektroskopija Priprava
mobilne faze
Analiza HPLC Priprava
rezultatov standarda

Polifenoli Analiza

rezultatov

Slika 17: shema dela

2.4 NACRT DELA

Proucevali smo staranje Cesna iste sorte (slovenski Cesnek, ki ga dobavlja podjetje
Panorganix, d. o. 0., iz Ljutomera). Cesen bomo dali v zaprte posode, pri katerih je dno
pokrito z vodo. Z dodatkom vode lahko nadzorujemo vlago, ki mora biti 80-90 %. Te

posode bomo dali v suSilnik, in sicer eno na 60 °C, drugo pa na 90 °C. Na doloceno Stevilo
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dni (odvisno od temperature) bomo jemali vzorce glavic ¢esna, dokler slednji ne bo do
konca pocrnel. Enak postopek bomo ponovili Se za temperaturi 70 °C in 80 °C.
Tako bomo pridelali veliko vzorcev ¢rnega cesna, ki bodo potrebni za nasSe nadaljnje

eksperimentalno delo. Vzorce bomo ustrezno oznacili in poimenovali.

3 EKSPERIMENTALNO DELO
3.1 PRIPRAVA VZORCEV CRNEGA CESNA

Vsi vzorci ¢rnega Cesna so bili pripravljeni po istem principu iz iste sorte ¢esna. V posodo
smo nalili toliko vode, da je slednja prekrila dno, in na dno poloZili kovinsko stojalo. Na
vsako stojalo smo dali po 6 glav ¢esna, ki smo jih predhodno stehtali. V posodo s ¢esnom
smo dali vlagomer in jo postavili v suSilnik, ki smo ga predhodno segreli na ustrezno
temperaturo. To smo spremljali tudi s termometrom, ki smo ga vstavili v susilnik. Ce je
vlaga v posodi padla pod 90 %, smo v posodo dolili vodo. Tako smo vzdrZevali konstantno
vlago pri vseh vzorcih. Vzorce smo iz suSilnika odvzemali, ko smo zaznali vidne
spremembe (Crnitev), zato so vzorci, ki so nastajali pri razlicnih temperaturah odvzeti v
razli¢nih ¢asovnih intervalih. Nase serije so navedene v tabeli 2. Po postopku staranja smo
vse vzorce zapakirali v papirnate vrecke in vzorce Stevilsko oznacili z alkoholnim

flomastrom. Svez Cesen je dobil oznako 00.

Tabela 2: priprava vzorceyv crnega ¢esna

T [60 °C] T [70 °C] T [80 °C] T [90 °C]
Zacetek: 11. 4. Zacetek: 9. 5. Zacetek: 18. 5. Zacetek: 11. 4.
Oznaka | Odvzem Oznaka | Odvzem Oznaka | Odvzem Oznaka | Odvzem

vzorca vzorca vzorca vzorca
01 19. 4. 11 12.5. 21 19. 5. 31 13. 4.
2023 2023 2023 2023
8 dni 3 dni 1 dan 2 dni
02 26. 4. 12 15.5. 22 22.5. 32 14. 4.
2023 2023 2023 2023
15 dni 6 dni 4 dni 3 dni
03 3.5.2023 13 16.5. 23 23.5. 33 19. 4.
22 dni 2023 2023 2023
7 dni 5 dni 8 dni
04 18. 5. 14 17.5. 24 24.5.
2023 2023 2023
37 dni 8 dni 6 dni
25 25.5.
2023
7 dni
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Slika 18: priprava vzorcev ¢rnega cesna v solskem susilniku

3.2 MATERIALI
3.2.1 PRIPOMOCKI IN NAPRAVE

o steklena posoda, ki je odporna na visoke temperature s pokrovom (2-krat)
¢ nizko kovinsko stojalo (2-krat)

e termometer (2-krat)

e vlagomer (2-krat)

e alkoholni flomaster

e papirnata vrecka (21-krat)

e 7licka
® noz
e spatula

e terilnica (2-krat)

e pestilo (2-krat)

o velike epruvete za centrifugiranje

e analitska tehtnica (Mettler Toledo)

o TLC-plosce (TLC, silikagelska (60) F254 plosca) (5-krat)
e merilni valj

¢ merilna bucka (6-krat)

e mikro pipeta

e Kkapilare (2 pL, 5 uL)

[ 26 L



Pia Olga Sepec, Eva Urankar, Crni ¢esen

centrifuga (Eppendorf MiniSpin®/ MiniSpin® plus - Mini Centrifuge)

e kromatografska kad

o filter papir (5-krat)

e suSilnik

e susilnik za lase

e liofilizator

¢ merilna bucka (6-krat)

e merilna pipeta (5-krat)

e pipetirna Zogica

e ultrazvocna kopel (S 30 H Elmasonic - Elma)

e membranski filtri Milipore s porami velikosti 0,45 um

e injekcijske brizge za filtracijo in injiciranje vzorcev

e spektrofotometer

e brizgalke

¢ 50 mL centrifugirke

e 15 mL centrifugirke

¢ 1,5 mL centrifugirke

e plosca za spektroskopijo

e pipete (200 pL, 500 pL, 1000 pL)

e celulozni papir

e aparatura za HPLC analizo: ¢rpalka, injektor, DAD detektor (Agilant Technologies,
CA, ZDA, serija 1100)

e kolona Agilent Eclipse XDB-C18, 250 x 4,6 mm, 5 um

e viale s pokrovcki [2 mL] (Agilant Technologies, CA, ZDA)

¢ injekcijske brizge

e filtri 25/0,2 um PTFE (Agilant Technologies, CA, ZDA)

e hladilnik

e analitska tehtnica (KERN)

e tehtalnaladjica

e C(aSe

e mikropipeta [100 pL] (Biohit)

e reagencna steklenica [2 L]
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3.2.2 KEMIKALIJE

¢ milli-Q destilirana voda

e fruktoza (CAS Stevilka: 57-48-7): referencna substanca (R)

e glukoza (dekstroza) (CAS Stevilka: 50-99-7): referen¢na substanca

¢ laktoza monohidrat (CAS Stevilka: 64044-51-5): referenc¢na substanca (R)

e saharoza (sukroza) (CAS Stevilka: 57-50-1): referen¢na substanca (R)

e maltoza

e arabinoza

¢ metanol (Pro Analysis)

e brezvodna ocetna kislina (minimalno 99,6- %, Pro Analysis)

e etanol (96-%, Pro Analysis)

e Zveplova (VI) kislina (95-97- %, Pro Analysis)

e timol (Pro Analysis)

e orosilni reagent (0,5 g timola, raztopljenega v mesanici etanola)

e metanol (70-%, Pro Analysis)

e Folin in Ciocalteu fenol reagent

e natrijev karbonat dekahidrat (Na.COs - H:0)

e galna kislina (C7HeOs)

e standard 5-hidroksimetil furfural, CéHsO3 (Mr =126,11), CAS: 67-47-0, Sigma
Aldrich, ZDA

e metanojska kislina, HCOOH, Sigma Aldrich, ZDA

e CHsCN, LC-MS CHROMASOLYV, 399,9 %, Honeywell, Riedel-de-Haén

e etanol, C2HsOH, Sigma Aldrich, ZDA

e mobilna faza A: HCOOH : H20 = 1:999 (V/V)

e mobilna faza B: HCOOH : CH3CN = 1:999 (V/V)



https://www.sigmaaldrich.com/SI/en/search/67-47-0?focus=products&page=1&perpage=30&sort=relevance&term=67-47-0&type=cas_number
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3.3 POSTOPKI
3.3.1 PRIPRAVA VODNIH EKSTRAKTOV

Od vseh vsakega vzorcev smo odvezi tri stroke in jih stehtali. Vse vzorce smo nato narezali
na majhne koscke in dodali 5 mL destilirane vode ter jih v terilnici s pestilom zmleli do
fine homogene mase. Terilnico smo pred vsakim vzorcem ustrezno ocistili z destilirano
vodo in posuSili. Nato smo s spatulo postrgali zmes iz terilnice in jo prenesli v
centrifuigirkee ter gostejSe vzorce redcili z dodatnimi 5 mL destirlrane vode (Slika 20:
Homogenizirani vzorci ¢rnega Cesna) . V terilnico smo dolili Se 5 mL destilirane vode, da
smo vse temeljito splaknili in ostanek prenesli v centrifugirko. S postopnim dodajanjem
destilirane vode smo dosegli minimalne izgube mase stehtanega vzorca. Na$ organski
materialV vsak vzorec smo torej dodalismo tako raztopili v najmanj 5 do najve¢ 10 mL
destilirane vode. Postopek je bil ponovljen za vse vzorce. Alikvot vsakeg vzorca (n x 1 mL
v mikrocentrifugirkah) smo nato centrifugirali pri 10.000 x G. Vodotopne sestavine v
supernatantu (vodni ekstrakt) smo po centrifugiranju vzorca shranili Vodni ekstrakti so

bili po postopku shranjeni v zamrzovalniku.

Slika 19: tehtanje Slika 20: priprava vodnih ekstraktov
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Slika 22: vodni ekstrakti

3.4 DOLOCANJE SLADKORJEV S POMOCJO TANKOPLASTNE
KROMATOGRAFIJE

e topilo: voda: metanol=2:3 (V/V)
e orosilni reagent: 0,5 g timola v topilu (etanol, 96-% : Zveplova (VI) kislina = 95 : 5);

(v/v)
3.4.1 PRIPRAVA STANDARDOV

Raztopine standardov razli¢nih sladkorjev smo pripravili v 20 mL merilnih buckah, v
katere smo zatehtali po 10 mg posameznega sladkorja in ga raztopili v 70-% etanolu.
Pripravili smo raztopine petih razlicnih sladkorjev: saharoze, fruktoze, maltoze,

arabinoze in glukoznega sirupa.
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3.4.2 PRIPRAVA VZORCEV

Vzorce smo pripravili tako, da smo v manjsSe centrifugirke odtehtali 5,0 g vodnega
ekstrakta. V centrifugirko smo dodali 5 ml 70-% etanola ter dobro premesali. Potem smo
dodali Se 25 mL 70-% etanola in zopet premesali. Vzorce smo 10 minut centrifugirali na
10000 G, bistro tekocino prenesli v 1,5 mL centrifugirke in vsebino uporabili za nanos na
TLC plosce. Najbolj obarvane vzorce (03, 04, 13, 14, 23, 24, 25, 31, 32, 33) smo tudi redcili,
in sicer tako, da smo odmerili 10 pL Ze prej centrifugiranega vzorca in mu dodali Se 40 pL

topila (70-% etanol). Dobili smo torej Se 10 red¢enih vzorcev.

3.4.3 PRIPRAVA MOBILNE FAZE IN KROMATOGRAFSKE KADI

Za mobilno fazo smo uporabili vodo, metanol, brezvodno ocetno kislino in etilenklorid v
slede¢em volumskem razmerju:

voda : metanol : brezvodna ocetna kislina : etilenklorid =20 mL : 30 mL : 50 mL : 100 mL.
Ko smo pripravili mobilno fazo, smo kromatografsko kad obloZili s filter papirjem in vanjo

zlili mobilno fazo. Pustili smo, da se filter papir nasiti z mobilno fazo.

3.4.4 PRIPRAVA TLC PLOSC in RAZVIJANJE KROMATOGRAMOV

Pripravili smo $tiri TLC ploSce, tako da smo 2 cm od spodnjega roba narisali startno linijo,
na katero smo na razdalji 1,3 cm, loCeno v to¢kah, nanesli po 2 pL raztopin standardov in
vzorcev. Na eno plosco smo tako lahko razporedili pet raztopin standardov (saharozo,
glukozni sirup, fruktozo, maltozo in arabinozo), vzorec ¢esna brez obdelave (00) in osem
vzorcev obdelanega, ¢rnega cesna. Predpostavili smo, da se pri neredcenih vzorcih
komponente ne bodo lepo locile, zato smo jih redcili. Odlo¢ili smo se, da ne bomo redcili
vseh vzorcev, temvec samo tiste, ki so bili izrazito temnejSe barve, saj v literaturi piSe, da
ima Cesen, ki je bolj ¢rn oziroma dlje obdelan pri visji temperaturi, vec sladkorjev.

Ko so se vse lise na TLC ploSc¢ah posusile, filter papir pa je bil nasi¢en z mobilno fazo, smo
v kromatografsko kad dali naSe TLC ploSce. Plosce smo pustili v kadi, dokler ni prisla
mobilna faza preko 2/3 plosce (priblizno eno uro). Potem smo ploSce pobrali iz kadi,
oznacili mejo, do katere je priSla mobilna faza, in jih nesli razvit. Najprej je bilo treba
plosco osusiti s fenom, nato pa suho ploS¢o enakomerno orositi z 0,5 grama timola v topilu
(etanol, 96-% : zZveplova (VI) kislina = 95 : 5). in to v suSilniku za TLC ploSce segrevati Se

10 min na 130 °C. PloS¢e smo ocenjevali pri dnevni svetlobi.
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Slika 23: kromatografska kad z mobilno fazo Slika 24: suSenje TLC plosce

Izmerili smo razdaljo, ki jo je prepotovala mobilna faza, prav tako tudi vsi sladkorji v
standardih in vzorcih. S pomoc¢jo meritev smo dolocili retenzijske faktorje in sklepali na

prisotnost posameznih sladkorjev v vzorcih.
3.5 LIOFILIZACIJA

Za 15 vzorcev smo stehtali 3 stroke ¢esna in jih dali v centrifugirke. Vseh 15 odprtih
centrifugirk smo zloZili na pladenj in jih dali v liofilizator. Po 48 urah smo pladenj vzeli
ven in ponovno stehtali maso ¢esna, da smo dobili vrednost, koliko mase je ¢esen izgubil
med procesom liofilizacije. Po teksturi je bil Cesen po 48 urah Se vedno vlazen in lepljiv,
kar nas je presenetilo, saj smo pricakovali suh Cesen, laZji za obdelavo. Liofilizirane stroke

Cesna smo uporabili za spektroskopijo in HPLC.

Rezultati tehtanja in razlike v masi pred liofilizacijo in po njej so predstavljeni v tabeli 3.

Tabela 3: rezultati tehtanja in razlike v masi pred liofilizacijo in po njej
Oznaka Skupna Pred Po liofilizaciji Razlika Razlika v
vzorca masa* [g] |liofilizacijo [g] [g] [g] odstotkih [%]

00 26,4 23,1 12,58 10,52 45,54

01 16,66 4,1 2,84 1,26 30,73

02 25,96 14 12,14 1,86 13,29

03 30,37 20,2 16,55 3,65 18,07

04 26,23 15,5 12,41 3,09 19,94

11 19,48 9,2 5,66 3,54 38,48

12 22,83 11,1 9,01 2,09 18,83

13 22,24 9,6 8,42 1,18 12,29

14 21,71 12,7 7,89 4,81 37,87

21 25,06 13,9 11,24 2,66 19,14
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22 22,79 12,6 8,97 3,63 28,81
23 21,94 11,3 8,12 3,18 28,14
25 21,69 12,2 7,87 4,33 35,49
32 17,91 4,5 4,09 0,41 9,1
33 22,64 9,2 8,82 0,38 4,1

*Skupna masa je masa centrifugirke in ¢esna po liofilizaciji. Od te mase smo odsteli
p ] g p lj

povprecno maso centrifugirk, da smo dobili maso ¢esna po liofilizaciji.

Da smo lahko od skupne mase odSteli maso centrifugirk, smo jih predhodno 7 stehtali in

izracunali njihovo srednjo vrednost.

Rezultati so predstavljeni v tabeli 4.

Tabela 4: povpre¢na masa 50 mL centrifugirk

Povprecna
Mase centrifugacijskih epruvet [g]|Povprecna masa [g]|Razlika mase [g]napaka
13,76 0,06
13,82 0
14,12 0,3
14,05 13,82 0,23 0,15
13,66 0,16
13,67 0,15
13,64 0,18

3.6 DOLOCANJE MELANOIDINOV IN POLIFENOLOV Z UV-VIS
SPEKTROSKOPIJO

3. 6.1 PRIPRAVA METANOLNIH EKSTRAKTOV

Za spektroskopijo smo pripravili metanolne ekstrakte iz liofiliziranega ¢esna. Najprej smo
iz vsake izmed 15 epruvet vzeli po dva liofilizirana stroka Cesna in jih stehtali. Nato smo
stroke ¢esna narezali na izredno majhne koScke in jih dali v 100 mL merilne bucke. Potem
smo z merilno pipeto v vsako bucko dodali 10 mL 70-% raztopine metanola. Zmes smo
najprej dobro premesali ro¢no in kasneje bucke dali za 25 minut v ultrazvocno kopel, da

bi bil proces ekstrakcije hitrejsi.
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Slika 25: ultrazvocna kopel

Volumni metanolnih ekstraktov so napisani v tabeli 5.

Tabela 5: masne bilance metanolnih ekstraktov

Oznaka vzorca Stehtana dva MeOH [mL] |Volumen metanolnih
stroka [g] ekstraktov [mL]
00 2,26 10,0 12,26
01 2,93 10,0 12,93
02 3,89 10,0 13,89
03 6,33 10,0 16,33
04 5,78 10,0 15,78
11 4,20 10,0 14,20
12 3,33 10,0 13,33
13 5,06 10,0 15,06
14 3,12 10,0 13,12
21 4,34 10,0 14,34
22 3,45 10,0 13,45
23 3,05 10,0 13,05
25 4,98 10,0 14,98
32 4,06 10,0 14,06
33 2,25 10,0 12,25
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V prvi fazi smo vzorce s pomocjo brizge in celuloznega papirja na grobo prefiltrirali v 50
mL centrifugirke. Postopek filtriranja smo nadaljevali s filtriranjem vzorcev skozi filtrirne
frite z velikostjo celuloznih por 0,45 um in ekstrakt prefiltrirali v nove centrifugirke. Ta
postopek smo ponovili za vseh 15 ekstraktov. Dobili smo prefiltrirane metanolne

ekstrakte, ki smo jih v nadaljevanju uporabili za doloc¢anje polifenolov in melanoidinov.

Slika 26: filtriranje

3. 6.2 MELANOIDINI

Prisotnost melanoidinov v ¢rnem c¢esnu smo ugotavljali s pomocjo UV-VIS
spektrofotometrije. 1z literature (Nakagawa, Maeda, Yamaya, & Tonosaki, 2020) smo
izvedeli, da ima melanoidin Sirok absorbcijski spekter, in sicer od 200 do 500 nm. Zato
smo posneli absorbanco pri 280, 360 in 420 nm. Predvsem smo se osredotocili na analizo
vzorcev pri 60 °C, saj je iz literature (Ahmed & Wang, 2021) razvidno, da je najvec
primerkov ¢rnega cCesna obdelano pri tej temperaturi, iz ¢esar smo sklepali, da je to

najugodnejsa temperatura za predelavo sveZega ¢esna v ¢rnega.

3.6.3 POLIFENOLI

Metoda merjenja UV-VIS spektroskopija temelji na absorbanci svetlobe, ki jo povzroci
interakcija med polifenoli in elektromagnetnim valovanjem. Za dolocanje vsebnosti
polifenolov smo morali najprej pripraviti razlicno koncentrirane raztopine galne kisline,
s katerimi smo lahko izrisali umeritveno krivuljo. Izbor galne kisline kot umeritvenega
standarda omogoca pridobivanje uporabnih skupnih podatkov o polifenolih. Polifenoli v
metanolnem ekstraktu ¢rnega cesna se dolocajo s pomocjo Folin in Ciocalteu fenol
reagenta. Ko se reagent doda k vzorcu, ki vsebuje fenolne spojine, pride do kemijske
reakcije med polifenoli in reagentom. Fenolne spojine reducirajo kompleks

fosfomolibdenske in fosfovolframova Kkisline, ki sestavlja reagent, pri ¢emer nastane
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modro obarvani kompleks (ISO (the International Organization for Standardization),

2005).

3.6.3.1 PRIPRAVA RAZTOPIN GALNE KISLINE ZA UMERITVENO KRIVUL]JO
V 100 mL bucko smo zatehtali 0,1 g standarda galne kisline in ga raztopili v vodi (1

mg/mL). Galno kislino smo za 30 minut dali v ultrazvo¢no kopel, da se je vsa raztopila. Z
redCenjem tako pripravljene standardne raztopine (tabela 7) smo v 10 mL merilnih
buckah pripravili raztopine standarda z razli¢cnimi masnimi koncentracijami (10, 20, 30,

40, 50, 60, 70, 80,90, 100 pg/mL).

RedCcitve galne kisline so prikazane v tabeli 6.

Tabela 6: redcitvena vrsta galne kisline

Volumen galne kisline Masna koncentracija MnoZinska koncentracija
[mL] standarda [mol/L]
[ng/mL]
0,1 10 588105
0,2 20 1,18 - 104
0,3 30 1,76 - 104
0,4 40 2,35-104
0,5 50 2,94 - 104
0,6 60 3,53-104
0,7 70 4,11 - 104
0,8 30 4,70 - 104
0,9 90 5,29 - 104
1 100 5,88 - 104

Nato smo vzeli 22 1,5 mL centrifugirk in jih razdelili v dve vrsti. V vsako centrifugirko smo
dali po 100 pL pripravljenih raztopin galne kisline (po vrsti, po koncentraciji le-te, v eno
pa smo namesto galne kisline dali vodo) in centrifugirke zaprli ter dobro premesali. Nato
smo vsaki dodali e 500 pL 10 % Folin in Ciocalteu fenol reagenta, ki smo ga pripravili
tako, da smo 5 mL reagenta razredcili s 45 mL vode in premesali, jih zaprli in trikrat
premesali. Navsezadnje smo dodali 400 pL raztopine natrijevega karbonata, ki smo jo
pripravili tako, da smo 37, 50 g trdnega natrijevega karbonata dali v 500 mL ¢aSo. Najpre;j
smo karbonatu dodali toplo vodo do polovice in premesali, da se je natrijev karbonat

raztopil. Nato smo raztopino ohladili na sobno temperaturo, jo razredcili do 500 mL in
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zmeSali. Po dodanem natrijevem karbonatu smo epruvete spet zaprli in trikrat premesali.
Vse skupaj smo pustili inkubirati 45 minut. Potem smo v ploS¢o za spektrofotometrijo
odpipetirali po 300 uL inkubirane zmesi. Meritve smo izvedli za vsako redcitev v dveh
paralelkah. Iz meritev, ki smo jih izmerili pri valovni dolZini 765 nm, smo narisali
umeritveno Kkrivuljo za polifenole. Absorbance smo dobili iz Lambert-Beerovega zakona,
kjer A predstavlja absorbanco, ¢ predstavlja absorpcijsko konstanto snovi, I dolZino poti
svetlobe in ¢ koncentracijo absorbirajocih delcev v raztopini.
A=¢-l-c

Enacha 2: Lambert-Beerov zakon

\8

WELEYLISY

y

'
v

A
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Slika 27: plos$ca s standardnimi raztopinami po uporabi Folin in Ciocalteu fenol reagenta

3.6.3.2 VZORCI
Za merjenje vsebnosti melanoidinov in polifenolov smo naredili 4 red¢itve metanolnih

ekstraktov, da bi nasli optimalno redcitev za vsak vzorec glede na naSo umeritveno
krivuljo. Za prvo redcitev smo vzeli po 200 pl vsakega ekstrakta in vsem dodali po 800 pl
vode. Zmes smo trikrat premesali in standardno vrsto oznacili z E1. Nato smo iz vrste E1
vzeli po 500 pL vsakega ekstrakta in jih razredcili tako, da smo vsakemu ekstraktu dodali
Se 500 pL vode. To redcitveno vrsto smo poimenovali E2. [z reditvene vrste E2 smo vzeli
po 300 pL vzorcev 03, 04, 11, 13, 14, 22 in 23 in jim dodali 300 pL vode, saj so bili ti
vzorci Se prevec temni. To redCitveno vrsto smo poimenovale E3. Za vzorce 25, 32 in 33
pa smo iz redcitvene vrste E2 vzeli po 300 pL vzorca ter dodali 1200 pL vode, saj so bili to
najtemnejsi vzorci. To redcitveno vrsto smo poimenovali E4. [z redCitvene vrste E1 smo
pipetirali 100 pL vsakega ekstrakta v novih 15 majhnih centrifugirk, dodali 500 pL Folin

in Ciocalteu fenol reagenta, narejenega po istem postopku kot za standardne raztopine,

37 L




Pia Olga Sepec, Eva Urankar, Crni ¢esen

trikrat premesali in pustili 10 minut. Nato smo dodali Se 400 pL natrijevega karbonata,

narejenega enako kot pri standardnih raztopinah, centrifugirke spet zaprli, oznacili in

spet trikrat premesali. Zdaj smo zmes pustili 30 minut. Po 30 minutah smo na plosco za

spektofotometrijo odpipetirali po 300 pL vsakega vzorca. Na plo$¢o smo odpipetirali tudi

po 300 pL redcenih vzorcev brez reagenta in vodo z reagenti, ki so predstavljali ozadje

nasih meritev. Postopek smo ponovili Se za redCitvene vrste E2, E3 in E4. PloS¢e smo dali

posneti na 765 nm.

Postavitev na eni izmed plosc, ki smo jo posnell, je predstavljena v tabeli 7.

Tabela 7: vzorci na plos¢i za UV-VIS spektroskopijo

1 2 3 4 5 6 7 38 9 10 11 12

A V+R |00E1 [01E1 [02E1 |03 E1 [04E1 |11 E1 |12E1 (13 E1 |[14E1 |21 E1 22 E1

B 23E1 [25E1 [32E1 |[33E1 [00E1 [01 E1 |02E1 |03 E1 [04E1 [11E1 |[12E1 |13 E1

R R R R R R R R

C 14 E1 21 E1 |22 E1 |23 E1 [25E1 [32E1 |33 E1 |[00E1 [01 E1 [02E1 |03 E1 |04 E1
R R R R R R R R R R R R

D 11E1 12 E1 |13 E1 |14 E1 21 E1 22 E1 |23 E1 [25E1 (32 E1 |33 E1 |00E2 |01 E2
R R R R R R R R R R R R

E 02E2 |03 E2 [04E2 [11E2 [12E2 [13E2 (14 E2 21 E2 [22E2 23 E2 [25E2 (32 E2
R R R R R R R R R R R R

F 33E2 |00E2 01 E2 |02E2 |03 E2 [04E2 |11 E2 [12E2 13 E2 [14E2 |21 E2 22 E2
R R R R R R R R R R R R

G 23 E2 25E2 [32E2 [33E2 [00E2 [01 E2 [02E2 [03E2 [04E2 [11E2 [12E2 (13 E2
R R R R

H 14 E2 21 E2 22 E2 23 E2 25E2 [32E2 33 E2 [01E1 [02E1 [01E2 [02E2 V+R

G G G G
Legenda:
e V-voda

R - reagenti (Folin in Ciocalteu fenol reagent in natrijev karbonat)

E1 - redcitev 1, E2 redcitev 2

G - galna kislina

Stevilo v tabeli - $tevilka vzorca
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Slika 28: vzorci na plosci za spektroskopijo

Postavitev na koncni plosci, katere vrednosti smo uporabili za analizo, predstavlja tabela 8.

Tabela 8: koncna plosca za UV-VIS spektroskopijo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A V+ 00 01 02 03 04 11 12 13 14 21 22
R E2 E2 E2 E3 E3 E3 E2 E3 E3 E2 E3
B 23 25 32 33 00 01 02 03 04 11 12 13
E3 E4 E4 E4 |E2R|E2R | E2R |E3R|E3R | E3R | E2R | E3R
C 14 21 22 23 25 32 33 |00 01 02 03 04
E3R|E2R| E3 |E3R|E4R | E4R | E4R |E2R | E2ZR | E2ZR | E3R | E3R
R
D 11 12 13 14 21 22 23 25 32 33 | V+ /
E3R | E2R | E3R|E3R|E2R| E3 |E3R|E4R |E4R | E4R R
R
Legenda:
e V-voda

Stevilo v tabeli - $tevilka vzorca

E2 - redcéitev 2, E3 - redcitev 3, E4 - redcitev 4

R - reagenti (Folin in Ciocalteu fenol reagent in natrijev karbonat)
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3.7 DOLOCANJE 5-HIDROKSIMETILFURFURALA S HPLC

Za analizo smo uporabili HPLC sistem (Agilant Technologies, CA, ZDA, serija 1100) z DAD

detektorjem, ki je podprt s programsko opremo Chemstation, verzija 9.01.

Slika 29: solski HPLC sistem

Za identifikacijo 5-hidroksimetilfurfurala je v literaturi (Nakagawa, 2020) uporabljena
ACQUITY UPLC HSS T3 kolona (150 mm x 2,1 mm, 1,8 mm, Waters comporation, MA,
USA). Ker v Soli ne razpolagamo s tovrstno kolono, smo za identifikacijo izbrali kolono
Agilent Eclipse XDB-C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm).
Pogoji izvedbe analize:

e temperatura kolone: 25 °C

e avtosampler: 10 °C

e pretok: 0,65 mL/min

e detekcija pril =280 nm

e volumen injiciranja: 1,0 uL

e (as analize: 15 minut

[ 40 [
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Gradientna elucija:

Tabela 9: gradientna elucija

t (min) Mobilna faza A (%) Mobilna faza B (%)
0-1 99 1

1-10 99-70 1-30

10-12 70-35 30-65

12-15 99 1

3.7.1 PRIPRAVA STANDARDA ZA HPLC ANALIZO

Pripravili smo raztopino standarda (So). 15,24 mg standarda 5-hidroksimetil furfurala
smo raztopili v 10 mL metanola. Z red¢enjem standardne raztopine So smo pripravili
raztopine standarda z razlicnimi masnimi koncentracijami.

Pripravljene raztopine standardov smo primerno oznacili (S1, Sz, S3, S4, Ss, Se, S7) in jih
prefiltrirali v 2 mL vialo skozi filter z velikostjo por 0,2 um. Tako pripravljene raztopine

standardov smo uporabili za HPLC analizo.

Tabela 10: masna koncentracija raztopin standardov

Oznaka raztopin standarda | Masna koncentracija [g/L]
S1 0,15240
S2 0,01524
S3 0,04572
Sa 0,03048
Ss 0,01524
Se 0,01524
S7 0,00762

Pri pogojih, ki so navedeni v literaturi (Nakagawa, 2020), smo posneli kromatograme
topila metanola in vseh raztopin standardov. S pomocljo meritev povrSin pod

kromatografskimi piki smo izrisali umeritveno krivuljo.

3.7.2 PRIPRAVA VZORCEV ZA HPLC ANALIZO

Metanolne ekstrakte, ki smo jih pripravili iz liofiliziranega vzorca ¢esna, smo prefiltrirali
v 2 mL vialo skozi filter z velikostjo por 0,2 pm. Tako pripravljenim vzorcem smo posneli
kromatograme in s pomocjo povrsin pod kromatografskimi piki iz umeritvene krivulje

dolo¢ili vsebnost 5-hidroksimetil furfurala.
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4 REZULTATI
4.1 TLC

Slika 30: TLC plos¢a s standardi, vzorcem sveZega cesna (00) in prvimi Sestimi vzorci (01, 02, 03, 03 R, 04, 04 R, 11, 12)

Legenda:

Tabela 11: pozicije vzorcev na plosci TLC 1

Pozicija na plosc¢i Kratica Celotno ime

1 Su saharoza

2 Gl glukozni sirup

3 Fr fruktoza

4 Ma maltoza

5 Ar arabinoza

6 00 vzorec 00

7 01 vzorec 01

8 02 vzorec 02

9 03 vzorec 03

10 03 R vzorec 03 redcen
11 04 vzorec 04

12 04 R vzorec 04 redcen
13 11 vzorec 11

13 12 vzorec 12

a2 L
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Slika 31: TLC plosca s standardi, vzorcem sveZega cesna (00) in naslednjimi petimi vzorci (13, 13 R, 14, 14 R, 21, 22, 23,

Legenda:

Sw

G

' .
.
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. 13
5 1e Ma Ae

Tabela 12: pozicije vzorcev na plos¢i TLC 2
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Pozicija na plosci Kratica Celotno ime

1 Su saharoza

2 Gl glukozni sirup

3 Fr fruktoza

4 Ma maltoza

5 Ar arabinoza

6 00 vzorec 00

7 13 vzorec 13

8 13R vzorec 13 redcen
9 14 vzorec 14

10 14 R vzorec 14 redcen
11 21 vzorec 21

12 22 vzorec 22

13 23 vzorec 23

14 23R vzorec 23 redcen
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Slika 32: TLC plosca s standardi, vzorcem sveZega cesna (00) in vzorci 24, 24 R, 25,25 R, 31, 31 R, 32, 32 R

Legenda:
Tabela 13: pozicije vzorcev na plosci TLC 3
Pozicija na plosci Kratica Celotno ime
1 Su saharoza
2 Gl glukozni sirup
3 Fr fruktoza
4 Ma maltoza
5 Ar arabinoza
6 00 vzorec 00
7 24 vzorec 24
8 24 R vzorec 24 redcen
9 25 vzorec 25
10 25R vzorec 25 redcen
11 31 vzorec 31
12 31R vzorec 31 redcen
13 32 vzorec 32
14 32R vzorec 32 redcen

S primerjavo lis v vzorcu Cesna (oznaka 00) in ostalih vzorcih ¢rnega cesna smo dokazali,
da se prisotnost sladkorjev ne spremeni, spremeni se zgolj njihova koncentracija. To je

razvidno iz intenzitete lis pri dlje ¢asa staranih vzorcih. Za laZjo razpoznavo sladkorjev
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smo nekatere vzorce redcili. Najvisja lisa pri nasih ekstraktih predstavlja fruktozo, tik pod
njo pa je v nekaterih ekstraktih vidna tudi lisa glukoze. Prisotnost glukoze in fruktoze v
Cesnu prikazuje tudi literatura (Yuan, Sun, Chen, & Wang, Journal of FOOD SCIENCE,
2016). Nizja lisa, ki je vidno intenzivnejSa od ostalih, pa predstavlja maltozo, ki je prisotna

v vseh vzorcih.
4.2 UV-VIS SPEKTROSKOPIJA

4.2.1 MELANOIDINI

Pri vseh treh valovnih dolZinah opazimo viSanje absorbance v odvisnosti od ¢asa. To
prikazujejo spodnji grafi, oznaceni z 2, 3, 5, 6, 8, 9. Iz grafov 1, 4 in 7 opazimo tudi, da ima
najnizjo absorbanco navadni Cesen, saj v njem ni potekla Maillardova reakcija, zato je
prisotnost melanoidinov zanemarljiva. S tem so dokazali, da so v ¢rnem Cesnu res prisotni
melanoidini, ki ¢esnu zaradi znacilne barve poviSajo absorbanco, in da pri segrevanju
Cesna poteCe Maillardova reakcija. Absorbanca redcitvene vrste E2 je niZja od absorbance
redCitvene vrste E1, saj so E2 vzorci bolj red¢eni in imajo zato manj intenzivno rjavo
barvo. Pritemperaturah 70, 80 in 90 °C smo zaznali odstopanja nekaterih vrednosti, kar
smo povezali z manj ustreznimi pogoji obdelave ¢esna in morebitna nenatan¢nost med
izvajanjem metode. Vsi grafi prikazujejo meritve materiala, kakrSnega smo v poskusu
pripravili, torej brez uposStevanja redcitev itd. Zato grafi ne prikazujejo dejanskih razmerij

med vsebnostjo melanoidinov.

4.2.1.1 ABSORBANCA PRI 280 nm

Graf 1: prikaz absorbance vzorcev pri valovni dolZini 280 nm

Absorbanca pri 280 nm
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4.2.1.2 ABSORBANCA PRI 60 °C PRI 280 nm

Graf 2: prikaz absorbance redcenih vzorcev ¢rnega cesna v razli¢nih ¢asovnih intervalih obdelanega na 60 °C pri 280

Absorbanca [mAU]
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3,45
3,4
3,35
3,3
3,25
3,2
3,15
31

Absorbanca pri 60 °C pri red¢enih vzorcih pri 280 nm

01E2 02 E2 03 E2 04 E2

Vzorec

4.2.1.3 ABSORBANCA PRI 70, 80, 90°C PRI 280 nm

Graf 3: absorbanca pri 280 nm po dnevih pri redcenih vzorcih
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3,5

2,5

Absorbanca pri 280 nm po dnevih pri red¢enih
vzorcih
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4.2.1.4 ABSORBANCA PRI 360 nm

Graf 4: prikaz absorbance vzorcev pri valovni dolZini 360 nm
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4.2.1.5 ABSORBANCA PRI 60 °C PRI 360 nm

Graf 5: prikaz absorbance redcenih vzorcev ¢rnega cesna v razli¢nih ¢asovnih intervalih obdelanega na 60 °C pri 360 nm
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4.2.1.6 ABSORBANCA PRI 70, 80,90°C PRI 360 nm

Graf 6: absorbanca pri 360 nm po dnevih pri redcenih vzorcih
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4.2.1.7 ABSORBANCA PRI 420 nm

Graf 7: prikaz absorbance vzorcev pri valovni dolZini 420 nm
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4.2.1.8 ABSORBANCA PRI 60 °C PRI 420 nm

Graf 8: prikaz absorbance redcenih vzorcev ¢rnega cesna v razlicnih ¢asovnih intervalih obdelanega na 60 °C pri 420 nm
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4.2.1.9 ABSORBANCA PRI 70, 80, 90 °C PRI 420 nm

Graf 9: absorbanca pri 420 nm po dnevih pri red¢enih vzorcih
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4.2.2 POLIFENOLI

Graf 10: umeritvena premica za galno kislino

Umeritvena premica galne kisline
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Graf 11: prikaz absorbance vzorcev z reagenti pri 765 nm

Absorbanca vzorcev z reagenti pri 765 nm pri zadnji
redcitvi
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S pomocjo umeritvene krivulje za galno kislino in absorbanc redcenih vzorcev E2 smo
izracunali koncentracije polifenolov v vsakem naSem vzorcu po redcitvi, po enacbi:
A—n

k

Enacba 3: enacba za izracun koncentracije polifenolov po redcitvi

Cp =

I
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Pri tej ck predstavlja koncentracijo polifenolov v vzorcu po redcitvi, n zacetno vrednost

umeritvene premice, k strmino umeritvene premice in A absorbanco vzorcev z odstetim

ozadjem. Ozadje predstavlja absorbanca vode z reagenti in absorbanca posameznega

vzorca brez reagentov. Zaradi red¢enja smo morali za izracun koncentracije polifenolov v

zacetnem vzorcu uporabiti enacbo:

Co=Ck - f

Enacba 4: enacba za izralun koncentracije v zacetnem vzorcu

Pri tej co predstavlja koncentracijo polifenolov v zacetnem vzorcu, ck koncentracijo

polifenolov po redcitvi in f faktor redcitve.

Vsi izracuni so predstavljeni v tabeli 15.

Tabela 14: izraluni koncentracij polifenolov

Redcenje | Oznaka | Absorbanca | Absorbanca | Koncentracija | Faktor | Koncentracija
vzorca | + ozadje - ozadje polifenolov po | f polifenolov v
redcitvi - ck zaCetnem
[mol/L] VZOrcu - Co
[mol/L]

E2 00 0,3425 0,2515 2,519 - 104 20 0,005038

E2 01 0,5950 0,5020 4,370 - 104 20 0,008740

E2 02 0,7265 0,6335 5,341- 104 20 0,010682

E3 03 0,5810 0,4900 4,281 - 104 40 0,017124

E3 04 0,9035 0,8105 6,650 - 104 40 0,026600

E3 11 0,4820 0,3920 3,557- 104 40 0,014228

E2 12 0,7310 0,6410 5,400- 104 20 0,010800

E3 13 0,6685 0,5775 4,928 - 104 40 0,019712

E3 14 0,5895 0,4965 4,329 - 104 40 0,017316

E2 21 0,5425 0,4525 4,004 - 104 20 0,008008

E3 22 0,5350 0,4420 3,927 - 104 40 0,015708

E3 23 0,5290 0,4390 3,904 - 104 40 0,015616

E4 25 0,4595 0,3675 3,376 - 104 100 0,033760

E4 32 0,6675 0,5735 4,900 - 104 100 0,049000

E4 33 0,5700 0,4780 4,193 - 104 100 0,041930

[z dobljenih koncentracij co smo izracunali, koliko polifenolov v miligramih se nahaja v

enem gramu cesna.




Pia Olga Sepec, Eva Urankar, Crni ¢esen

Najprej smo po spodnji enacbi izracunali, koliko mg vzorca je bilo v mL naSega

metanolnega ekstrakta:

mg vzorca Cesna masa dveh strokov Cesna

mL metanolnega ekstrakta ~ volumen metanolnega ekstrakta
Enacba 5: enacba za izracun, koliko mg Cesna je v mL metanolnega ekstrakta
Nato smo iz mnoZinskih koncentracij izracunali masne koncentracije polifenolov v nasih
ekstraktih. Enacba je napisana spodaj:

Yo=1¢Co "M

Enacba 6: enacba za izracun masne koncentracije

V enacbi yo predstavlja masno koncentracijo polifenolov v nasih ekstraktih v gramih na

liter, co mnoZinsko koncentracijo polifenolov v ekstraktih in M molsko maso galne kisline.

Dobljeno molsko maso smo delili z vsebnostjo cesna v naSih ekstraktih, ki smo jo
pretvorili na grame in dobili vsebnost polifenolov v gramih na gram ¢esna. Vrednost smo

pomnoZili s 1000, da smo dobili vrednost v miligramih. Enacba je zapisana spoda;j:

= Yo 1000

vsebnost Cesna v metanolnih ekstraktih

m,
Enacba 7: enacba za izracun mase polifenolov na gram cesna

V enacbi mo predstavlja maso polifenolov v miligramih na gram ¢rnega ¢esna, yo pa masno

koncentracijo polifenolov v nasih ekstraktih.

Graf 12: masa polifenolov v vzorcih ¢rnega cesna

Masa polifenolov v vzorcih ¢rnega ¢esna
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Vsi izracuni so predstavljeni v tabeli 16:

Tabela 15: izracuni vsebnosti polifenolov v miligramih na gram cesna

Vzorec Vsebnost Cesna v | Masne koncentracije | Masa polifenolov v
metanolnih ekstraktih | polifenolov-yo [g/L] | vzorcih ¢rnega ¢esna
[mg/mlL] mo [mg/g]

00 184,3 0,4285 2,325

01 226,6 0,7434 3,281

02 280,1 0,9086 3,244

03 387,6 1,457 3,758

04 366,3 2,263 6,177

11 295,8 1,210 4,091

12 249,8 0,9186 3,678

13 336,0 1,677 4,990

14 237,8 1,473 6,194

21 302,6 0,6812 2,250

22 256,5 1,336 5,179

23 233,7 1,328 5,684

25 332,4 2,872 8,639

32 288,8 4,168 14,43

33 183,7 3,567 19,42

4.3 REZULTATI HPLC ANALIZE

Graf 13: kromatogram standarda 5-HMF

Jata File C:\CHEM32\1\DATA\CESEN\CESEN2 20823-86-22 14-20-15\082-0201.D
Sample Name: 5-HMF

Acq. Operator : Branka Seq. Line : 2

Acq. Instrument : Agilent HPLC Location : vial 2
Injection Date : 6/22/2023 2:42:54 PM Inj : 1
Inj Volume : 1.000 pl
Method : C:\CHEM32\1\DATA\CESEN\CESEN2 2023-86-22 14-28-15\CESEN_PIA_EVA.M (Sequence
Method)
Last changed : 6/22/2023 2:07:58 PM by Branka
Method Info 1 5-HMF
DAD1 A, Sig=280,4 Ref=350,50 (CESEN\CESEN2 2023-06-22 14-20-15\002-0201.D)
Norm 2
1750 |
1500 -
1250 -
1000 -
750 4
500
250 [*] - 2
2.9
| § 8% e
0 ";—I"H—WL,
T T T T T T T
25 5 7.5 10 12.5 15 17.5 min
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Tabela 16: izracun povprecnega retenzijskega casa pri posameznem standardu in povrsin pika pri povprecnem
retenzijskem casu

Oznaka raztopin Masna koncentracija | Povprecni retenzijski | Area
standarda [g/L] Cas [min] [mAU =* s]
S1 0,15240 10,97 17774,32
S2 0,04572 10,82 5257,028
S3 0,03048 10,23 3658,392
Sa 0,02286 10,70 2745,657
Ss 0,01524 10,69 1749,786
Se 0,00762 10,71 901,7111

tr(5-HMF)povp = 10,69 min ... povprecni retenzijski cas
Graf 14: umeritvena krivulja A (Area) od koncentracije 5-HMF

Umeritvena krivulja - A (Area) od koncentracije 5-HMF
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Po analizi kromatogramov cesna (01, 02, 03, 04) je opaziti kromatografski vrh pri
retenzijskem casu (10,7 min), ki pripada 5-hidroksimetil furfuralu. Opazimo, da se

vsebnost spreminja in je odvisna od pogojev, v katerih smo pripravili naSe vzorce.
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Praviloma je na vseh kromatogramih zaznati narasc¢anje povrsin dveh pikov ob casu 5,2
min in 10,7 min. Za pik ob retenzijskem c¢asu 10,7 min lahko z gotovostjo trdimo, da

pripada 5-hidroksimetilfurfuralu.

Na kromatogramu vzorca cesna, ki je bil pripravljen iz sveZega vzorca, ni zaznati

kromatografskega vrha ob ¢asu 10,7 min.
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Graf 15: kromatogram vzorca 01

I DAD1A, Sig=280.4 Ref=350,50 (CESEN\CESEN2 2023-06-23 10-39-51\006-0601.D)
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Graf 16: kromatogram vzorca 02
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Graf 17: kromatogram vzorca 03

[__| DAD1A, Sig=280,4 Ref=350,50 (CESEN\CESEN2 2023-06-23 10-39-51\003-0301.D)
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Graf 18: kromatogram vzorca 04

| DAD1A, Sig=280.4 Ref=350,50 (033-1101.D)
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Na kromatogramu vzorca Cesna, ki je bil pripravljen iz sveZega vzorca, ni zaznati
kromatografskega vrha ob ¢asu 10,7 min.
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Graf 19: kromatogram vzorca 00
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V tabeli 18 so zbrane povrsine pikov ob ¢asu 10,70 min. S pomocjo umeritvene Krivulje

smo izracunali masno koncentracijo 5-HMF v metanolnem ekstraktu liofiliziranega
cesna.

Enacba umeritvene Kkrivulje:
A=116419- y + 25,119 A ... Area [mAU*s] ...povrSina pika

Y ... Masna koncentracija 5-HMF [g/L]

Enacba 8: enacba umeritvene krivulje 5-HMF
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Tabela 17: ocena vsebnosti 5-HMF

Oznaka | Area Masna Masa Volumen Ocena
vzorca | [mAU s] | koncentracija liofiliziranega | ekstrakta [L] vsebnosti 5-HMF
[9/L] Cesna [g] mg/g

liofiliziranega
¢esna

00 Ni vrha / 2,260 0,01226 /

01 156,07 0,001124825 2,930 0,01293 4,964 - 103

02 286,07 0,002241481 3,890 0,01389 8,002 103

03 1377,56 0,011617013 6,330 0,01633 2,997 - 102

04 11548,2 0,098979385 5,780 0,01578 2,702 - 101

11 Ni vrha / 4,200 0,01420 /

12 Ni vrha / 3,330 0,01333 /

13 170,14 0,001245682 5,060 0,01506 3,707 - 103

14 290,15 0,002276527 3,120 0,01312 9,573 -103

21 Ni vrha / 4,340 0,01434 /

22 Ni vrha / 3,450 0,01345 /

23 130,67 0,000906648 3,050 0,01305 3,880 - 103

25 180,145 0,001331621 4,980 0,01498 4,006 - 103

32 660,432 0,005457125 4,060 0,01406 1,900 - 10-2

33 13548,2 0,116158711 2,250 0,01225 6,323 - 101

Koli¢ino 5-HMF, ki je nastal v procesu priprave ¢rnega ¢esna, smo izrazilinalg

liofiliziranega Cesna.

m(5-HMF) = y - V(ekstrakta) V.. volumen ekstrakta (naveden v zgornji tabeli)

m(5 — HMF) B Y - V(ekstrakta)
m(liofiliziranega ¢esna)  m(liofiliziranega éesna)

Enacba 9: izracun koli¢ine 5-HMF
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Graf 20: ocena vsebnosti 5-HMF liofiliziranega cesna

Ocena vsebnosti 5-HMF v liofiliziranem cesnu
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5 RAZPRAVA

V raziskovalni nalogi smo pripravili ve¢ serij ¢rnega ¢esna pri razlicnih temperaturah in z
razli¢nim trajanjem inkubacije. Glede na to, da so postopki priprave ¢rnega ¢esna znani in
obsirno opisani v strokovni literaturi, smo se osredotocili predvsem na spremembe, ki se
med procesom dogajajo z nekaterimi sestavinami cesna, kot so ogljikovi hidrati,
polifenoli, melanoidini ter ostali produkti Maillardove reakcije. Poskuse smo pripravili
tako, da koli¢ina ¢esna v samih poskusih ni imela pomembne vloge, saj so bili pogoji
inkubacije primerljivi s pogoji v ve¢jem proizvodnem merilu. Klju¢na procesna parametra
sta bila namrec¢ temperatura in vlaznost, ki smo ju vzdrZevali v dolocenih in kontroliranih

mejah.

Cesen smo vzor¢ili med procesom v razli¢nih intervalih, ki so bili pri vzorcih, inkubiranih
pri 90 °C, pogostejsi, ker je bila tudi dinamika sprememb materiala veliko hitrejsa kot
pri na primer 60 °C.

IzkaZe se, da so najoptimalnejsi pogoji priprave ¢rnega ¢esna pri relativni vlaznosti 90 %
in temperaturi 60 °C, kar smo razbrali tudi iz preucene literature (Aoudeh, in drugi, 2023).

S tem smo potrdili svojo prvo hipotezo: »Klju¢ni procesni parametri priprave ¢rnega
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Cesna v laboratorijskem merilu so ustrezni ter primerljivi s procesnimi parametri

priprave ¢rnega €esna v vec¢jem merilu.«

Glavni izzivi so se pojavili pri pripravi vzorcev za kvalitativne in kvantitativne analize
materiala. Struktura materiala se je namre¢ med posameznimi serijami ¢rnega ¢esna na
racun razli¢ne priprave (viSje/nizZje temperature, krajSe/daljSe trajanje inkubacije) zelo
razlikovala. Najbolj kremasto strukturo so imeli vzorci ob koncu inkubacije (60 °C, 70 °C,
80 °C in 90 °C); te smo homogenizirali najlazje in deleZ delcev vecjih od 1 mm je bil zelo

nizek.

Po drugi strani smo imeli vec¢ dela z vzorci, ki smo jih inkubirali manj ¢asa oziroma pri
niZjih temperaturah. Pri teh vzorcih je bil po homogeniziranju delez delcev, vecjih od 1

mm, vecji.

Ker so bile koli¢ine vzorcev relativno majhne, jih nismo mogli homogenizirati v mlinu ali
s pomocjo ultrazvoka, kar bomo v prihodnjih poskusih upostevali ter v osnovi pripravili

desetkrat vecje kolic¢ine Cesna.

Kljub razlikam v strukturi homogenizatov smo na osnovi rezultatov ugotovili, da je bila
ucinkovitost ekstrakcije vzorcev primerna. Le-to smo sicer pricakovali, ker smo

ekstrakcijo izvajali s pomocjo ultrazvoka v ultrazvoc¢ni kopeli priblizno 30 minut.

Zaradi relativno majhnih alikvotov vzoréenega materiala (¢esna) smo opazili, da bi lahko
bili nekateri vzorci, ki smo jih odvzeli med procesom za Kkontrolo
procesa, nereprezentativni. Ze v samih glavicah smo namre¢ opazili morfologko razli¢ne
stroke. Cesen smo vzor¢ili ¢im bolj reprezentativno, kar pomeni, da so bili vzorci glede na
velikost in Stevilo strokov med seboj primerljivi, vendar pa to v dveh primerih, pri vzorcih

23 in 31, ni bilo izvedljivo.

V naslednjih poskusih bodo zaradi vecdje kolicine materiala vzorci vsekakor

reprezentativni.

Ko smo poskusili ¢esen, ki je bil iz suSilnika vzet po nekaj dneh in ni bil izrazito ¢rne barve,
smo zacutili rahlo grenek okus. Cesen, ki je bil vzet iz susilnika kasneje, je bil temnejsi in
Cedalje slajsi. S tankoplastno kromatografijo smo s primerjavo s standardi kvalitativno
dokazali, da pri inkubaciji Cesna sestavljeni ogljikovi hidrati (maltoza, saharoza,

polisaharidi) hidrolizirajo do monosaharidov. Pri vseh vzorcih ¢rnega Cesna je zaznati
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intenzivnejSe lise na kromatogramu, ki smo jih identificirali kot glukozo in fruktozo, in
manj izrazite lise, ki smo jih identificirali za maltozo, saharozo in polisaharide. V svezem
in ¢rnem c¢esnu so prisotni enaki sladkorji, vendar so bile lise, ki pripadajo
monosaharidom intenzivnejSe pri temnejsih vzorcih. Nas sveZi ¢esen pa je pred obdelavo
Ze kalil, torej je imel Ze od zaCetka manj Skroba, kot bi ga imel ¢esen pred kalitvijo, vendar

so bile razlike v lisah Se vedno opazne. 1z tega sklepamo, da so koncentracije enostavnih

sladkorjev v érnem cesnu viSje kot v sveZem Cesnu, kar je opisano tudi v literaturi (Yuan,

Sun, Chen, & Wang, The Comparison of the Contents of Sugar, Amadori, and Heyns

Compounds in Fresh and Black Garlic, 2016).

Ker so melanoidini klju¢ni za ¢rno barvo ¢esna, smo sklepali, da ¢as inkubacije vpliva na
vsebnost le-teh. Iz literature (National Library of Medicine, 2016) je razbrati, da ima dlje
staran Cesen vecjo vsebnost melanoidinov. Koli¢ino le-teh smo spremljali z UV-VIS
spektrofotometrijo. Temnejsi, kot je ¢esen, viSjo absorbanco ima, kar lahko povezemo s
tem, da ima visjo absorbanco cesen, ki vsebuje ve¢ melanoidinov, saj dajejo melanoidini

¢esnu temno barvo. Kot prikazujejo nasi grafi (poglavje 4.2.1), ima dlje staran Cesen res

viSje absorbance, torej ve¢jo vsebnost melanoidinov. Za analizo smo upoStevali grafe

Cesna pri 60 °C, saj je to optimalna temperatura za nastanek ¢rnega Cesna. Ti grafi so bili

najlaZji za interpretacijo, saj niso vsebovali nobenih odstopanj.

Vsebnosti polifenolov smo dolocili s pomocjo UV-VIS spektrofotometrije. 1z izracunanih

vrednosti, zapisanih v tabeli 16, je razbrati rast koli¢ine polifenolov na gram ¢rnega €esna,

kar je zaznati tudi v literaturi (Kim, Kang, & Gweon, 2013).

Pri HPLC analizi vseh vzorcev, ne glede na pogoje staranja, se izkazuje narasScanje

koncentracije 5-HMF, kar je opisano tudi v literaturi. Iz grafa 20 je razvidna rast koli¢ine

5-hidroksimetilfurfurala v odvisnosti od ¢asa inkubacije. Vzorca 04 in 33 po vsebnosti 5-
HMF zelo odstopata od ostalih vzorcev in na grafu niso predstavljene njune dejanske
vsebnosti te spojine. Vzorec 04 namrec vsebuje 0, 2702 mg 5-HMF na gram liofiliziranega
Cesna, vzorec 33 pa 0, 6323 mg 5-HMF na gram liofiliziranega Cesna. Iz literature (Delgato-
Andrade, Rufian, & Morales, 2009) razberemo, da 5-hidroksimetilmurfural sam po sebi ni
toksicen, vendar se lahko pri posebnih pogojih pretvori v 5-sulfoksimetilfurfural, ki je
kancerogen. Na podlagi pridobljenih podatkov sklepamo, da je inkubiranje cesna
smiselno le do neke mere, saj lahko drugace pride do prevelikih koli¢in komponent, ki so

potencialno Skodljive zdravju.
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Z rezultati analiz lahko potrdimo naSo drugo hipotezo: »S svojimi poskusi priprave
Cesna lahko doseZemo primerljive rezultate z rezultati iz literature, in sicer glede
koncentracije sladkorjev, vsebnosti melanoidinov, polifenolov in 5-

hidroksimetilfurfurala.«

Z rezultati analiz lahko potrdimo tudi naSo tretjo hipotezo: »S svojimi analiznimi
postopki bomo dobili rezultate, ki bodo osnova za dolocitev parametrov procesa
priprave ¢rnega cesna, konkretno temperature in trajanja, tudi z ozirom na

specificnost Cesna, ki smo ga uporabile v svojih poskusih.«
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6 ZAKLJUCEK

Med naSo raziskovalno nalogo smo se naucili veliko o laboratorijskih tehnikah in

metodah, ki se uporabljajo pri delu z organskim materialom.

Izpolnili smo naslednje cilje, ki smo si jih zadali pred zacetkom raziskovalnega dela.
Preucili smo Crni ¢esen, njegovo sestavo in nastanek, ter ga primerjali s sveZim ¢esnom.
Prav tako smo preucili in analizirali produkte Maillardove reakcije, ki potece pri procesu
staranja Cesna. S pomocjo literature smo nasSli najoptimalnejSe pogoje za predelavo
sveZega Cesna v ¢rnega in jih pri samem postopku tudi uporabili. Spoznali in preizkusili
smo veliko metod, ki jih lahko uporabimo za preucevanje organskega materiala.
Kvalitativno smo med seboj primerjali po videzu razli¢ne vzorce ¢rnega Cesna. Sestavo
vzorcev svezega in ¢rnega Cesna smo tako kvalitativno kot tudi kvantitativno primerjali z
ustrezno izbranimi metodami, in sicer s tankoplastno kromatografijo, UV-VIS

spektrofotometrijo in HPLC metodo.

Z dobljenimi rezultati smo potrdili naSe hipoteze. Glede na rezultate analiz lahko z
gotovostjo trdimo, da so najoptimalnejSi pogoji priprave ¢rnega Cesna pri relativni

vlaZnosti 90 % in temperaturi 60 °C.

Pri tekocinski kromatografiji visoke loCljivosti smo poleg vrha 5-HMF zasledili vrh Se ene
komponente ¢rnega Cesna, ki je prisoten pri vseh vzorcih ob retenzijskem ¢asu 5,2 min.
Zaznati je oster in pravilen kromatografski vrh, ki izkazuje narasS¢anje koncentracije snovi
v odvisnosti od Casa staranja Cesna. V nadaljnjih raziskavah bi bilo smotrno preuciti,

katera snov daje ta vrh na kromatogramu.
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