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Tyrimo tikslas - istirti ir nustatyti skirtingos trukmes kietafazés fermentacijos
jtaka fenoliniy ragsciy kitimui gauromedio lapuose. Tirti biodinaminiame aky-
je natdraliai auganciy siauralapiy gauromeciy (Chamerion angustifolium (L.)
Holub) lapai, surinkti 2017 metais. Zaliava i§ jvairiy augimvietés viety atsitik-
tine tvarka surinkta liepos mén. masinio Zydéjimo pradZioje. Vytauto DidZiojo
universiteto Zemés tkio akademijos Zemés ikio ir maisto moksly instituto la-
boratorijoje susmulkinti gauromecio lapai buvo fermentuojami anaerobinémis
salygomis 30 °C temperataroje uzdaroje tamsioje patalpoje 24 arba 48 valandas.
Eksperimentas buvo vykdytas trimis pakartojimais. Po fermentacijos zaliava i$-
dziovinta 40 °C temperatiiroje. Fenoliniy rag$¢iy kiekis nustatytas auksto slégio
skys¢iy chromatografijos (ASSC) metodu. Tyrimy duomenys buvo statistiskai
apdoroti naudojant dispersinés analizés (ANOVA) metodg. Statistinis skirtumy
tarp vidurkiy reik§mingumas jvertintas FiSerio LSD testu (p < 0,05). Gauti tyrimy
rezultatai parodé, kad po 24 val. kietafazés fermentacijos padaugéjo benzoinés ir
p-kumaro rigséiy, o sumazéjo — galo, chlorogeninés ir elago rugsciy kiekiai. Po
48 val. fermentavimo gauti priesingi tyrimy rezultatai, t. y. galo ragsties padau-
géjo, o chlorogeninés, p-kumaro, elago ir benzoinés ragsciy kiekiai — sumazéjo.

Raktazodziai: siauralapis gaurometis, fenolinés riigstys, kietafazé fermentacija

JVADAS

kapir$tés zarnos opai, gastritui, kolitui, jvairiems
vir§kinimo trakto sutrikimams gydyti, prostatos

Vienas i$ augaly, galinciy padeéti i§spresti sveika-
tos ir mitybos problemas, yra siauralapis gauro-
metis (Chamerion angustifolium L. Holub). Tai
vienas geriausiai Zinomy vaistiniy augaly Lietu-
voje ir visame pasaulyje (Lasinskas ir kt., 2018).
Gauromecio lapai naudojami tradicinéje ir liau-
dies medicinoje, pasizymi jvairiais farmakologi-
niais poveikiais: prieSuzdegiminiu, antioksidaci-
niu, analgetiniu, priesvéziniu ir kt. (Vitalone et al.,
2001; Vitalone et al., 2003a; Vitalone et al., 2003b).
Gausu duomeny apie gauromecio lapy arbatos tei-
giamg poveikj migreniniams galvos skausmams,
anemijai, infekcijoms ir persalimo ligoms gydyti.
Gauromecio arbata tinka skrandzio opai, dvyli-

ir Slapimo problemoms mazinti (Prasad et al.,
2018). Siuo metu mokslininkai iesko bidy, kaip
ji panaudoti efektyviy preparaty ir maisto pro-
dukty gamybai. Todél labai svarbu Zinoti gauro-
mecio lapy cheming sudétj. Fenolinés ragstys yra
vienos i$ dazniausiai identifikuojamy biologiskai
aktyviy junginiy gauromecio lapuose. Dominuo-
ja galo rugstis (3,4,5-trihidroksibenzoiné rugs-
tis) ir jos metilo esteris, protokatechino rugstis
(3,4-dihidroksibenzoiné ragstis), elago ragstis, ok-
til galatas, 5-O-kafeoil-kvinino ragstis, 6-O-galoil-
gliukozé, 1,2,6-O-trigaloil-gliukozé ir 1,2,3,4,6-O-
pentagaloil-gliukozé (Kiss et al., 2011; Stolarczyk
et al., 2013; Karakurt et al., 2016).
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Vienas i§ budy pagerinti gauromecio lapy pro-
dukty kokybe ir sukurti fitocheminius sveikati-
nancius profilius, yra kietafazé fermentacija (Pan-
dey, 1992, 1994, 2003; Pandey et al., 2000, 2001).
Taciau tyrimy apie skirtingg kietafazés fermen-
tacijos trukmeés jtaka gauromecio lapy cheminei
sudéciai néra. Sio darbo tikslas — istirti kietafazés
fermentacijos skirtingos trukmeés jtaka i$gauna-
mam fenoliniy ragsciy kiekiui i$ gauromecio lapy.
Remdamiesi $iais tyrimo rezultatais galétume pa-
teikti gamintojams rekomendacijas, kaip gaminti
aukstos kokybés produktus i§ gauromecio lapy.

TYRIMU METODAI IR SALYGOS

Tyrimui pasirinkti Svenéioniy rajone, Dauksiy
kaime, Ausrinés Sémienés biodinaminiame uky-
je nataraliai auganciy siauralapiy gauromediy
(Chamerion angustifolium (L.) Holub) lapai, su-
rinkti 2017 metais. Zaliava i jvairiy augimvietés
viety atsitiktine tvarka buvo surinkta liepos mén.
masinio zydéjimo pradzioje. Jungtinis lapy mégi-
nys sudaré 5,4 kg. Laboratoriniam eksperimentui
jis buvo padalytas | tris dalis: kontrolei - 1,8 kg
(dziovinti nefermentuoti lapai), 3,6 kg - kietosios
tazés fermentacijai, kurios trukmeé 24 val. ir 48 val.
Kontrolei skirti gauromecio lapai nebuvo fermen-
tuojami, bet saugomi numatyta laika.

Anaerobinés kietafazés fermentacijos procesui
vykdyti $vieziy gauromeciy lapai susmulkinti spe-
cialiais plastikiniais peiliais ir gauta zaliava padaly-
ta po 0,600 kg. Fermentacijai paruosta masé buvo
standZiai supresuota j stiklinius indus ir sandariai
uzdengta. Fermentacijos procesas vyko 30 °C tem-
peratiiroje uzdaroje tamsioje patalpoje 24 arba 48
valandas. Eksperimentas buvo vykdytas trimis pa-
kartojimais. Po fermentacijos zaliava iSdziovinta
40 °C temperatiiroje ir buvo saugoma popieriniuo-
se maisuose tamsioje, sausoje, vésioje ir védinamo-
je patalpoje. Visi cheminiai tyrimai buvo atlikti tri-
mis pakartojimais.

Gauromecio lapy cheminé sudétis buvo tirta
Var$uvos gyvybés moksly universiteto Biochemi-
niy tyrimy laboratorijoje. Sausojoje medziagoje
buvo nustatytas polifenoliy atskyrimas ir identifi-
kavimas.

Polifenoliy junginiai buvo iSmatuoti auksto
slégio skysc¢iy chromatografijos (ASSC) metodu,
kurj anksc¢iau iSsamiai aprasé A. Ponderis ir E.
Hallmannas (2019). 100 mg dziovinty augaly lapy

milteliy sumaiSoma su 5 ml 80 % metanolio ir su-
plakama su ,,Micro-Shaker 326“ (,Marki®, Lenki-
ja). Tada visi méginiai buvo ekstrahuojami ultra-
garso vonioje (10 min., 30 °C, 5,5 kHz). Po 15 min.
ekstrahavimo meéginiai buvo centrifuguojami
(10 min., 3780 x g, 5 °C). Supernatantas buvo at-
sargiai surenkamas j $vary plastikinj mégintuvélj
ir vél centrifuguojamas (5 min., 31180 x g, 0 °C).
I$ viso j ASSC buteliuka buvo perpilta 850 pl virs-
nuosédinio skyscio. Polifenoliy junginiams atskirti
ir identifikuoti buvo naudojama ,,Synergi Fusion-
RP 80i Phenomenex”“ kolonélé (250 x 4,60 mm).
Analizé atlikta naudojant ,,Shimadzu® jranga (JAV
Manufacturing Inc, Libanas, IN, JAV: du siurbliai
LC-20AD, valdiklis CBM-20A, kolonélés krosnis
SIL-20AC, spektrometras UV/Vis SPD-20 AV).
Fenoliniai junginiai buvo atskirti gradiento salygo-
mis tékmés grei¢iu 1 mL min~'. Buvo naudojamos
dvi gradiento fazés: 10 % (V:V) acetonitrilo ir ypac
gryno vandens (A fazé); 55 % (V:V) acetonitrilo
ir ypa¢ gryno vandens (B fazé). Fazés partgstina-
mos ortofosforo ragstimi (pH 3,0). Bendras ana-
lizés laikas sieké 38 min. Fazinio laiko programa
buvo tokia: 1,00-22,99 min., 95 % A fazés ir 5 %
B fazés; 23,00-27,99 min., 50 % A fazés ir 50 %
B fazés; 28,00-28,99 min., 80 % A fazés ir 20 %
B fazés; 29,00-38,00 min., 95 % A fazés ir 5 % B
fazés. Bangos ilgis buvo 250 nm flavonoliams ir
370 nm fenolio ragstims. Fenolio junginiai iden-
tifikuoti naudojant 99,9 % grynumo standartus
(Sigma-Aldrich, Szelagowska, Lenkija) ir standar-
ty analizés laika.

Visi duomenys buvo statistiskai apdoroti nau-
dojant dispersinés analizés (ANOVA) metoda i$
programinés jrangos paketo STATISTIKA (Statis-
tica 10; StatSoft, Inc., Tulsa, OK, JAV). Duomenys
buvo isreiksti kaip aritmetiniai vidurkiai. Statisti-
nis skirtumy tarp vidurkiy reik§mingumas jvertin-
tas FiSerio LSD testu (p < 0,05).

TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Kietafazés fermentacijos metu vykstantis mikrobi-
nis metabolizmas ir i§skiriami fermentai turi reiks-
mingg jtaka fermentuoty produkty sudéciai, nes
makromolekuliniai komponentai (polisacharidai,
proteinai, lipidai) suskaldomi j mazesnés moleku-
linés masés junginius (dekstrinus, cukrus, pepti-
dus, amino ragstis, laisvasias riebaly ragstis). Su-
sidaro antriniai metabolizmo produktai - ragstys,
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alkoholiai, esteriai, aldehidai, ketonai, vitaminai ir
kt. (Farnworth, 2008).

Gaurometyje randamos galo, chlorogeniné,
p-kumaro, elago, benzoiné ir kitos fenolinés rags-
tys, kurios gali baiti naudojamos maisto pramonéje.

Bendras fenoliniy ragsc¢iy kiekis abiem atvejais
sumazéjo i§ esmés, palyginti su kontrole: po 24 val.
kietafazés fermentacijos — 24,4 %, o po 48 val. kie-
tafazés fermentacijos — net 56,6 % (lentelé).

Galo ragstis yra trihidroksibenzoiné fenoliné
ragdtis (C.H,(OH),COOH). Ji randama ir kaip
laisvoji, ir kaip hidrolizuojamy taniny dalis. Galo
rugsties funkcinés grupés paprastai yra sujungtos,
kad susidaryty dimerai, tokie kaip elago ragstis.
Hidrolizuojami taninai suskaidomi hidrolizés me-
tu j galo ragstj ir gliukoze arba elago ruagstj ir
gliukoze, atitinkamai vadinami galotaninais ir ela-
gotaninais (Pengelly, 2004).

Galo ruggties kiekis, palyginti su kontrole, i$ es-
més padidéjo (net 50,6 %) po 48 val. kietafazés fer-
mentacijos (lentelé). Tai galima paaiskinti tuo, kad
dél padidéjusio fermenty aktyvumo ir suintensy-
véjusios elago rugsties bei galotaniny mikrobinio

metabolizmo daugiau dimery ir taniny buvo su-
skaidyta j mazesnés molekulinés masés junginius.

Elago rugstis yra heksahidroksidifeno ragsties
dilaktonas (C, ,H.O,). Augalai gamina elago ragstj
hidrolizuodami taninus, tokius kaip elagotaninas
ir geranijinas (Seigler et al., 1998).

I§ pateikty duomeny matome, kad elago rugstis
sudaro didziausig dalj fenoliniy ragsciy, esanciy
siauralapio gauromecio lapuose. Kietafazé fermen-
tacija i$ esmés mazino elago ragsties kiekj tiek po
24 val., tiek po 48 val. fermentacijos (atitinkamai
27 % ir 57,6 %) (lentelé).

Elago rugsties sumazéjimg galima paaiskinti
tuo, kad fermentacijos metu suintensyvéjus mi-
krobiniam metabolizmui bei fermenty veiklai dalis
elago ruagsties suskaidoma iki galo ragsties.

Benzoiné ragstis C H O, natiraliai atsiranda
daugelyje augaly ir yra tarpininkeé kai kuriy antri-
niy metabolity biosintezéje. Kaip ir kiti nitrilai ir
amidai, benzonitrilas ir benzamidas gali bati hid-
rolizuojami iki benzoinés rugsties arba jos konju-
guotos bazés rugstinémis ar Sarminémis salygomis
(Maki, Takeda, 2000).

Lentelé. Fenoliniy rags¢iy kiekiai sausojoje medziagoje mg 100 g-' gauromecio lapuose
Table. Amount of phenolic acids in dry matter (mg 100 g™') in fireweed leaves

Fermentacijos trukmé val.
Fermentation duration, h
BlOlOngkjl.l aktyvios Kontrolé (nefermentuota) Kietafazé fermentacija | Kietafazé fermentacija
medziagos Control 24 val. 48 val.
Biologically active com- Solid-phase fermentation | Solid-phase fermentation
(nonfermented)
pounds 24 h 48 h
Kiekis mg 100 g
Quantity, mg 100 g™*
Bendras fenoliniy rags-
¢iy kiekis “
Amount Oftotalphenolic 2495,72 ab 1886,54 ¢ 1082,75d
acids
Galo rigstis
Gallic acid 6.66 C 3,85d 10,03 b
Chlorogemn.e ragstis 9.36 b 459 d 7,59 ¢
Chlorogenic acid
P-kumaro rigstis 82,03 d 112,60 b 56,02 ¢
P-coumaric acid
Elago ragstis 2376,01 ab 1734,38 ¢ 1006,25 d
Ellagic acid
Benzoiné rugstis 21,66 b 31.12a 2.86

Benzoic acid

Pastaba: reik$més su skirtingomis raidémis skiriasi i$ esmés (P < 0,05).
Note: Values with different letters differ significantly (P < 0.05).
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Benzoinés rugsties kiekj gauromecio lapuo-
se i§ esmés didino 24 val. kietafazé fermentacija
(43,7 %), o 48 val. kietafazé fermentacija $ios feno-
linés rugsties kiekj i$ esmés sumazino (net 86,8 %)
(Ienteleé).

Benzoinés rugsties reik§Smingus pokycius ga-
lima buty paaiskinti tuo, kad anaerobinémis s3-
lygomis vykstantis bakterijy metabolizmas ir ak-
tyvi fermenty veikla fermentacijos pradzioje (per
pirmasias 24 val.) paskatino benzoinés rugsties
susidaryma i$ makromolekuliniy junginiy, taciau
véliau, per kitas 24 val.,, benzoiné ragstis jsijun-
gé i kitus junginius (pvz., padaugéjo galo ragsties
(lentelé)).

Chlorogeniné rugstis yra kofeino ragsties ir
chininés ragsties esteris, veikiantis kaip tarpinis
produktas lignino biosintezés metu. Terminas
»chlorogeninés ragstys“ reiskia giminingg poli-
fenoliy esteriy Seimg, jskaitant hidroksicinami-
niy ragsciy (kofeino ragstis, feruliné ragstis ir
p-kumaro ruagstis) esterius su chinine ragstimi
(Clifford et al., 2003).

Biosintetinis chlorogeninés ragsties pirmtakas
yra 4-kumaroil-CoA, turintis vieng hidroksilo gru-
pe ant arilo ziedo, kuris savo ruoztu yra gamina-
mas i$ cinamono rugsties.

Chlorogeninés rugsties kiekis i§ esmés sumaze-
jo tiek po 24 val,, tiek po 48 val. kietafazés fermen-
tacijos (atitinkamai 50,9 % ir 18,9 %), palyginti su
kontrole (lentelé).

P-kumaro ragstis yra hidroksicinaminé raggtis
(C,H,0,). Tai organinis junginys, kuris yra cina-
mono rigsties hidroksi darinys.

P-kumaro rugsties po 24 val. kietafazés fer-
mentacijos kiekis i§ esmés padidéjo nuo 82 mg
100 g' (kontrolé) iki 113 mg 100 g’', taigi pa-
daugéjo 37,8 %. Taciau fermentuojant toliau, t. y.
po 48 val.,, p-kumaro ragsties kiekis sumazéjo du
kartus (lentelé).

Tarp chlorogeno ir p-kumaro ragsciy yra
glaudus rysys, nes abiejy metabolizme dalyvauja
cinamono ragstis. Vykstant fermentacijai anaero-
binémis salygomis chlorogeno rugsties sumazéjo
po 24 val. (5 pav.), o p-kumaro - padaugéjo
(6 pav.). Toliau vykdant fermentacija po 48 val.
prasidéjo priesingas procesas: chlorogeno ragsties
padaugéjo, bet sumazéjo p-kumaro ragsties.

S. R. Couto ir kt. (2006) teige, kad kietafazés
fermentacijos proceso galutinei tiriamos Zzalia-

vos kokybei jtakos gali turéti ne tik fermentacijos
trukmé, bet ir kiti veiksniai, pavyzdziui, tam tikri
mikroorganizmai: bakterijos, grybai, mielés ir pan.

ISVADOS

Kietafazé fermentacija gali buti naudojama sie-
kiant gauti didesnius tam tikry fenoliniy ragsciy
kiekius: po 24 val. trukmés kietafazés fermentaci-
jos padaugéjo benzoinés ir p-kumaro ragsties, o
po 48 val. — galo rugsties.

Tikslinga ir toliau testi tyrimus, kai modeliuo-
jant jvarius kietafazés fermentacijos proceso para-
metrus bty vertinami ir kiti gauromecio lapuose
esantys biologiSkai aktyvis junginiai, pavyzdziui,
flavonoidai, taninai ir kiti.
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Marius Lasinskas, Elvyra Jariené

THE CONTENT OF PHENOLIC ACIDS IN

THE DIFFERENT DURATION FERMENTED
LEAVES OF FIREWEED (CHAMERION ANGUSTI-
FOLIUM (L.) HOLUB)

Summary
The purpose of this study was to investigate and determine
the effect of different duration of solid-phase fermentation
on the change of phenolic acids in fireweed leaves. The leaves
of fireweed (Chamerion angustifolium (L.) Holub), natu-
rally growing in a biodynamic farm, were studied in 2017.
The aw material was randomly collected from different
places of the site in July, at the beginning of mass flower-
ing. In the aboratory of the Institute of Agriculture and Food
Sciences Agriculture Academy of Vytautas Magnus Univer-
sity crushed fireweed leaves were fermented under anaero-
bic conditions at 3°C in a closed dark room for 24 h or 48 h.
The experiment was done in three replications. After the fer-
mentation, the raw material was dried at 40°C. The amounts
of phenolic acids were measured by high performance lig-
uid chromatography (HPLC). The study data were statisti-
cally processed using the analysis of variance (ANOVA).
The statistical significance of differences between the means
was assessed by Fishers LSD test (p < 0.05). The results of
the study indicate that after 24 h duration of solid-phase
fermentations the mounts of benzoic and p-coumaric acids
increased, but the quantities of gallic, chlorogenic and ellagic
acids decreased. After 48 h the opposite results of solid-phase
fermentation were observed, that is, the amount of gallic acid
increased, while the quantities of chlorogenic, p-coumaric,
ellagic and benzoic acids decreased.

Keywords: fireweed, phenolic acids, solid-phase fer-
mentation



