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Santrauka

Siekiant jvertinti antocianiny bei kity fenoliniy junginiy kaupimasi ir sudéti vysniose,
2007-2009 m. istirta jy dinamika veislés ‘Lotiné’ vaisiy nokimo metu. [vertintas skirtingo
sunokimo laipsnio antocianiny turtingy vysniy vaisiy ekstrakty poveikis gramteigiamoms bei
gramneigiamoms bakterijoms ir mieliniams grybams.

Nustatyta, kad vysniy vaisiy nokimo metu antocianiny kiekis nuolat didéja, o fenoliniy
junginiy mazéja. DidZiausias antocianiny kiekis (127 mg 100 g') nustatytas persirpusiuose vys-
niy vaisiuose. Vysniy vaisiy ekstraktuose i§ penkiy identifikuoty antocianiny vyravo delfinidin-3-
rutinozidas (53-55 proc.), nokimo metu jo kiekis kito neZymiai. Bendras didziausias fenoliniy
junginiy kiekis (1 056 mg 100 g") vaisiuose nustatytas nokimo pradzioje.

Antocianiny turtingy vySniy veislés ‘Lotiné’ nokimo pradzios ir techninés brandos vaisiy
ekstrakty antimikrobinis aktyvumas nustatytas difuzijos | agara metodu. Tirtiems ekstraktams
jautriausia buvo Staphylococcus aureus bakterijy kultira. Tirtos gramneigiamy bakterijy ir
mieliniy gryby testavimo kultiiros buvo mazai jautrios arba atsparios ekstrakty poveikiui.

ReikSminiai Zodziai: antimikrobinis poveikis, antocianinai, Prunus cerasus L.

Ivadas

Fenoliniai junginiai yra susij¢ su augaly atsparumu ligoms ir antioksidantiniu bei
antimikrobiniu aktyvumu. Antocianinai yra vandenyje tirpiis polifenoliy klasés junginiai,
augalams bei vaisiams suteikiantys mélyna, raudona arba violeting spalva. Tai biolo-
giskai aktyviis junginiai, kurie, Zmoniy suvartoti su maistu, nepakit¢ arba metabolity
pavidalo patenka i visus organus. Didziausia ju koncentracija aptinkama smegenyse,
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plauciuose, inkstuose bei kepenyse /Prior, Wu, 2006/. Fenoliniai junginiai pasizymi
placiu farmakologiniu poveikiu — jie veikia antimikrobiskai, slopina uzdegima, stiprina
imuniteta, mazina laisvyju radikaly kieki, gerina trumpalaikg¢ atminti, stabdo neurodege-
neratyvinius procesus, véziniy lasteliy augima /Seeram et al., 2001; De et al., 2009/.

Didelis kiekis antocianiny aptinkamas vysSnios (Prunus cerasus L.) vaisiuose.
Vyrauja cianidino, delfinidino bei malvidino gliukozidai /Kim et al., 2005/. Vysniose
esantys antocianinai pasizymi antidiabetiniu ir nutukima mazinanciu poveikiu /Mulabagal
et al., 2009/. Nustatyta, kad, eksperimentinius gyviinus Seriant antocianinais praturtintu
pasaru (8 savaites 1 g kg™), ju kepenyse sumazéja lipidy kaupimasis /Jayaprakasam et al.,
2005/. Antocianinai padidino insulino gamyba kasos Langerhanso salelése /Jayaprakasam
et al., 2005; Seymour et al., 2008/. VySniose esantys antocianinai efektyviai neutrali-
zuoja laisvuosius radikalus, mazina lipidy peroksidacija ir apsaugo lasteliy bei sublaste-
liniy organeliy membranas nuo oksidacinio streso sukeliamy pazaidy /Kim et al., 2005/.
Jie efektyviai slopina fermenta ciklooksigenazeg, todél pasizymi prieSuzdegiminémis,
skausma mal§inan¢iomis savybémis /Seeram et al., 2001; Tall, Raja, 2004; Mulabagal
et al., 2009/. Literatiiroje neaptikta duomeny apie vySniose esanciy antocianiny ir kity
fenoliniy junginiy antimikrobini aktyvuma.

Tyrimo tikslas — jvertinti antocianiny ir kity fenoliniy junginiy kaupimasi vysniy
veislés ‘Lotiné’ vaisiy nokimo metu, jvertinti vaisiy ekstrakty antocianiny sudétj ir ju
poveiki gramteigiamoms bei gramneigiamoms bakterijoms ir mieliniams grybams.

Salygos ir metodai

Tirti keturiy sunokimo laipsniy (nokimo pradzios, pusiau sunoke, techninés
brandos ir pernoke¢) vySniy veislés ‘Lotiné’ vaisiai, iSauginti Lietuvos sodininkystés ir
darzininkystés instituto kolekciniame augyne.

Bendras antocianiny kiekis, iSreik$tas cianidin-3-rutinozidu (C-3-R), nustatytas
spektrofotometriskai esant A 544 nm bangos ilgiui /Rubinskiene et al., 2005/. Fenoliniy
junginiy kiekis nustatytas Folino-Ciocalteu metodu /Slinkard, Singleton, 1977/ ir
iSreikstas galo riigSties ekvivalentu.

Antocianiny turtingi vy$niy vaisiy vandeniniai ekstraktai paruosti i§ nokimo
pradzios ir techninés brandos tarpsniy vaisiy. Ekstraktai paruosti sutrintus vy$niy vaisius
16 val. inkubuojant vandeniniame 92 % metanolio tirpale, partgstintame 0,1 N HCI,
+4 °C temperatiiroje tamsoje ir nuolat purtant. Nuo vaisiy liku¢iy ekstraktai atskirti
vakuuminés filtracijos biidu per 0,22 ir 0,12 pm pory skersmens membraninius filtrus
(,Millipore*, JAV) ir i§garinti vakuume +38 °C temperatiiroje /Tian et al., 2006/. Siuose
ekstraktuose antocianinai identifikuoti skysciu efektyviosios chromatografijos metodu
/Durst, Wrolstad, 2001/. Antocianiny detekcijai naudotas chromatografas ,,Agilent 1200
su diody matricos detektoriumi (520 nm bangos ilgis) ir kolonéle ,,Eclipse XDB C18*
(4,6 x 150 mm) (,,Agilent Technologies Inc.“, Vokietija). Antocianinu kokybiné ir
kiekybiné analizé atlikta naudojant standartus (,,Extrasynthese®, Pranciizija, ,,Polyphe-
nols Laboratories AS“, Norvegija).

Antimikrobinis antocianiny ekstrakty tyrimas atliktas su gramteigiamu (Staphy-
lococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus feacalis ATCC 29212) bei gramneigiamy
(Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella
enteritidis ATCC 13076, Shigella flexneri ATCC 12022) bakterijy ir mieliniy grybuy
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(Candida albicans ATCC 60193) kultiiromis difuzijos | agara biidu. Paruostos etaloniniy
mikroorganizmy kultiiry suspensijos po 0,1 ml (atitinkamai 1,5 ir 3 x 10’ kolonijas suda-
ranéiy vienety ml™) buvo i§sétos i 5 % kraujinio agaro (OXOID CM 055) ir Muellerio-
Hinton agaro (OXOID CM 337) terpes. Paséjus mikroorganizmy kultiry suspensijas, ant
terpés pavirSiaus buvo uzpilta po 100 ul ekstrakty, turtingy antocianiny (nokimo
pradzioje — 82 png 100 pl"' C-3-G, esant techninei brandai — 250 pg 100 pl”! C-3-G), arba
10 pl chemiskai gryno etaloninio C-3-G vandeninio tirpalo (50 pg C-3-G). Po 24 val.
bakteriju paséliy inkubavimo +37 °C temperatiiroje jvertintas mikroorganizmy augimas.
Jie laikyti atsparlis antocianinams, jei augo tirpalo lasinimo ir difuzijos i agara zonoje;
mazai jautris, jei augo pavienés mikroorganizmy kolonijos; jautriis antocianinams, jei
neaugo tirpalo uzlasinimo ir difuzijos | agara zonoje.

Antocianiny ir fenoliniy junginiy kaupimosi dinamikos duomenys jvertinti di-
spersinés analizés metodu /Tarakanovas, Raudonius, 2003/, skai¢iuojant naudoti ne ma-
ziau kaip keturiy pakartojimy duomenys 95 % tikimybés lygiu.

Rezultatai ir jy aptarimas

Nokimo metu antocianiny koncentracija vy$niy veislés ‘Lotiné’ vaisiuose paste-
bimai didéjo, o didziausias ju kiekis (126,4 mg 100 g') nustatytas persirpusiuose vai-
siuose (1 lentelé). Tirti vySniu veislés ‘Lotiné’ vaisiai pasiZyméjo santykinai nedideliu
antocianiny kiekiu, nes jy kiekis vy3niy vaisiuose kinta nuo 4 iki 400 mg 100 g"' /Mazza,
Miniati, 1993/. Nokimo metu vyS$niy vaisiuose santykis tarp fenoliniy junginiy ir anto-
cianiny kito: nokimo pradzioje jis sieké 144, o pabaigoje — tik 5.

1 lentelé. Biologiskai aktyviy medziagy kiekio kitimas vySniy veislés ‘Lotiné’ {vairaus
sunokimo vaisiuose

Table 1. Variation of the quantity of biologically active compounds in sour cherry
‘Lotiné’ fruit differing in ripeness

. L Antocianinai Fenoliniai junginiai
Sunokimo laipsnis . henol
Stage of ripeness Anlhocyam{zs Phenols 1
mg 100 g mg 100 g
Nokimo pradzia
Onset of ripening 7,35 1055,85
Pusiau sunoke vaisiai
Half-ripe fruit 39,67 767,65
Techniné branda
Time of harvest 67,96 576,90
Pernoke vaisiai 126.42 593.70
Over-ripe fruit ’ >
Ros / LSDy;s 10,553 29,845

I§ esmés didesnis ir gausus fenoliniy junginiy kiekis (1 055,9 mg 100 g')
vaisiuose nustatytas nokimo pradzioje. Véliau nokimo metu ju kiekis vys$niy vaisiuose
maz¢jo. Techninés brandos ir persirpusiose vysniose fenoliniy junginiy kiekis buvo
maziausias — 576,9 ir 593,7 mg 100 g"'. Augalai, turintys daug fenoliniy junginiy, yra
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potencialus antocianiny Saltinis. [vairtis fenoliniai junginiai nokimo metu gali virsti
antocianinais. Tai patvirtina §io tyrimo duomenys (1 lentelé).

2 lentelé. Antocianiny kiekis vySniy veislés ‘Lotiné’ jvairaus sunokimo vaisiy ekstraktuose
Table 2. Anthocyanin content in the extracts of sour cherry ‘Lotiné’ fruit

Antocianiny sudétis vaisiy ekstraktuose
Anthocyanin composition in fruit extracts

Antocianinai
Aﬁtﬁ(c)lc?l;lliari nokimo pradzia techniné branda
onset of ripening time of harvest
mg ml”! % mg ml”! %
Delfinidin-3-gliukozidas (D-3-G)
Delphynidin-3-glucoside 21,38 £ 0,004 11 53,02 + 0,103 13
Delfinidin-3-rutinozidas (D-3-R)
Delphynidin-3-rutinoside 73,18 + 0,024 55 140,38+0,263 53
Cianidin-3-gliukozidas (C-3-G) 474+ 0.004 4 1.42 £ 0.003 |
Cyanidin-3-glucoside ’ ’ ’ ’
Cianidin-3-rutinozidas (C-3-R) 6.93 + 0.008 ) 3273 4 0.029 5
Cyanidin-3-rutinoside ’ ’ ’ ’
Malvidin-3-gliukozidas (M-3-G)
Malvidin-3-glucoside 2,58 +0,004 ! 3,58 0,007 !
Neidentifikuoti
Unidentified 27 27

Efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu jvertinta vysniy vaisiy ekstrakty
antocianiny sudétis (2 lentelé). Abiejuy sunokimo laipsniy vaisiuose vyravo delfinidin-3-
rutinozidas (D-3-R), kuris sudaré¢ 55 ir 53 proc. bendro antocianiny kiekio, delfinidin-3-
gliukozidas (D-3-G) sudaré atitinkamai 11 ir 13 proc. Cianidin-3-gliukozidas (C-3-G)
sudaré 4 ir 1 proc., cianidin-3-rutinozidas (C-3-R) — 2 ir 5 proc., malvidin-3-gliukozidas
(M-3-G) — 1 ir 1 proc., o 27 proc. bendro antocianiny kiekio neidentifikuota.

Ivertinus kai kuriy antocianiny bendro antocianiny kiekio vandeniniame ekstrak-
te santykinius pokyCius matyti, kad nokimo metu sumazéjo delfinidin-3-rutinozido
(2 proc.) ir cianidin-3-gliukozido (75 proc.); delfinidin-3-gliukozido padaugéjo (2 proc.),
o malvidin-3-gliukozido kiekis nokimo metu praktiskai nekito. Nustatytas F. Blando bei
kt. (2004) ir $iy tyrimy metu rastas cianidin-3-gliukozido kiekis nesiskyré. Todél galima
daryti prielaida, kad tarp neidentifikuoty antocianiny gali biiti cianidin-3-soforozidas bei
cianidin-3-gliukozilrutinozidas, nes Italijoje iSauginty vysniy veisliy ‘Amarena Mattarello’,
“Visciola Ninno’ ir “Visciola Sannicandro’ vaisiuose F. Blando su bendraautoriais (2004),
be §io tyrimo metu identifikuoty antocianiny, aptiko cianidin-3-soforozida bei cianidin-
3-gliukozilrutinozida.

Antimikrobinio aktyvumo tyrimai parod¢, kad abiejuy sunokimo laipsniy vySniy
vaisiy ekstraktams jautriausios buvo Staphylococcus aureus kultiiros (3 lentelé). Pseudo-
monas aeruginosa buvo mazai jautrios, o kitos bakteriju kultiiros — atsparios vysniy
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ekstrakty poveikiui. Sie ekstraktai neveiké ir tirty mieliniy grybeliy Candida albicans
kulttiros.

Etaloninio junginio C-3-G poveikiui jautriausios buvo gramneigiamos patoge-
ninés bakterijos Salmonella enteritidis, ju augimas buvo nuslopintas. Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa ir Staphylococcus aureus buvo mazai jautrios (augo pavienés
mikroorganizmy kolonijos), o Enterococcus faecalis ir Shigella flexneri — atsparios
antimikrobiniam C-3-G poveikiui.

3 lentelé. Vysniy veislés “Lotiné’ antocianiny turtingy vaisiu ekstrakty ir cianidino 3-O-
gliukozido poveikis etaloniniy mikroorganizmy kultiroms

Table 3. The effect of anthocyanin-rich extracts of cherry 'Lotiné’ fruit and cianidin-3-
O-glucoside on cultures of reference micro-organisms

Etaloninés Vysniy vaisiy ekstraktas Ciapidin .3-0—
mikroorganizmy kultiiros .SOW Chef’yfr uit ext.ra.ct ghuko.Zldas
Reference micro-organism cultures nokimo pradgla tephmne branda Cyamdm-.S-O-
onset of ripening  time of harvest glucoside
Staphylococcus aureus ATCC 25923 + + +
Enterococcus feacalis ATCC 29212 - - -
Escherichia coli ATCC 25922 - - +
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 + + +
Salmonella enteritidis ATCC 13076 - - +

Shigella flexneri ATCC 12022 - - -
Candida albicans ATCC 60193 - - -

Pastaba / Note. (—) atspariis antocianinams / resistant to anthocyanins, (£) mazai jautriis
antocianinams / weakly resistant to anthocyanins, (+) jautrlis antocianinams / sensitive to
anthocyanins.

Gramteigiamy bakteriju sienelé, kurios storis — 15-80 nm, yra sudaryta i$ keliy
desiméiy peptidoglikano sluoksniy. Si sienelé néra tanki, todél praleidzia net ir dideles
molekules. Dél to dauguma nattiraliy biologiskai aktyviy medziagy gali lengvai patekti i
gramteigiamy bakterijy lastele ir daryti jtaka jos augimui bei dauginimuisi. Sio tyrimo
rezultatai parodé, jog abieju sunokimo laipsniy vy$niy ekstraktai efektyviai antibak-
teriSkai veiké St. aureus. Nors skirtingo sunokimo laipsnio vy$niy uogose antocianiny
kiekis buvo nevienodas, taciau kai kuriy antocianiny santykis buvo panasus, iSsiskyré tik
C-3-G, o bendras jo kiekis sudaré tik 1-4 proc. Kadangi standartinis antocianino C-3-G
preparatas turéjo mazesni antibakterini poveiki nei tirti ekstraktai, galima daryti
prielaida, kad Siai mikroorganizmy kultiirai galéjo turéti poveiki ir kiti fitocheminiai
junginiai, aptinkami Siuose ekstraktuose. Be to, uogu ekstraktuose esantis antocianiny
misinys veiké sinergetisSkai ir sustiprino antibakterinj ekstrakty poveiki mikroorganizmy
kultiroms. D¢l jvairiy biologiskai aktyviy junginiy sinergetinio antimikrobinio veikimo
maisto pramonéje daznai naudojami biitent ekstraktai, o ne chemiskai grynos medziagos
/Sarkinas ir kt., 2004/.

Tirtos gramneigiamos bakterijos buvo mazai jautrios arba atsparios abiejy
sunokimo laipsniy vy$niu uogy ekstrakty poveikiui. Chemiskai grynas veiklusis junginys
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C-3-G pasizyméjo gramneigiamy bakterijy augima ir dauginimasi slopinanc¢iu poveikiu.
Sis poveikis efektyviausiai pasireiské enteropatogeninéms bakterijoms S. enteritidis.
Maisto produktuose sumazinus Siy bakterijy kieki, sumazéja tikimybé susirgti salmo-
nelioze. Kitos tirtos gramneigiamy bakterijuy kulttros E. coli ir Ps. aeruginosa buvo
maziau jautrios, o Sh. flexneri buvo atspari antibakteriniam C-3-G poveikiui. Gramnei-
giamy bakterijy sienelé turi vieng arba kelis peptidoglikano sluoksnius ir papildomai
iSoring membrana, sudaryta i§ lipopolisacharidy, lipoproteiny bei fosfolipidy. Fiziolo-
ginémis salygomis sienelé turi neigiama kriivi, bakterijos lastele apsaugo nuo fagocito-
zés, fermenty poveikio ir { ja nejleidzia daugelio medziagy /Sarkinas ir kt., 2004; Tortora
et al., 2004/, todél Sios egzogeninés medziagos turi mazesng itaka gramneigiamy
bakteriju augimui ir dauginimuisi nei gramteigiamoms bakterijoms.

Mielinis grybas C. albicans yra priskiriamas normaliai Zmogaus mikroflorai.
Sutrikus jos balansui, prasideda grybelinés infekcijos. Zinoma, kad Candida risies
grybeliai lemia siiriy bei saldziy produkty gedima, skysciu pavirsiuje suformuoja plévelg
ir yra sviesto bei pieno produkty kartumo priezastis. Tyrimy rezultatai parodé, jog nei
tirti ekstraktai, nei chemiskai grynas antocianinas C-3-G nepasiZzyméjo antigrybeliniu
poveikiu.

ISvados

1. Vys$niy vaisiy nokimo metu antocianiny kiekis nuolat didéja, o fenoliniy
junginiy mazéja. Didziausias antocianiny kiekis (127 mg 100 g™) yra persirpusiuose
vysniy vaisiuose, o didziausiais fenoliniu junginiy kiekis (1 056 mg 100 g) — nokimo
pradzioje. Vysniy vaisiy ekstraktuose dominuoja delfinidin-3-rutinozidas (53-55 proc.),
nokimo metu jo kiekis kinta neZymiai.

2. Vysniy veislés ‘Lotiné’ antocianiny turtingi vaisiy ekstraktai (nokimo pra-
dzioje — 82 pg 100 ul' C-3-G, esant techninei brandai — 250 pug 100 pl™' C-3-G) slopino
Staphylococcus aureus augima, mazai slopino Pseudomonas aeruginosa ir neveiké
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Salmonella enteritidis ir Shigella flexneri bei
Candida albicans augimo. Chemiskai grynam etaloniniam cianidino 3-O-gliukozido
tirpalui (50 ug C-3-G) jautriausios buvo Salmonella enteritidis, o atspariausios —
Enterococcus faecalis, Shigella flexneri ir Candida albicans kultiiros.

Padéka

Tyrima parémé Lietuvos valstybinis mokslo ir studiju fondas pagal Pramoninés
biotechnologijos plétros programos projekta ,,Vaisiniai augalai — nattiraliy antocianiny
producentai®.

Gauta 2009 06 10
Pasirasyta spaudai 2009 07 21
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Summary

Accumulation and composition dynamics of anthocyanins and phenols in the fruit of
sour cherry ‘Loting¢’ were estimated during 2007-2009 at ripening stage. The effect of extracts
made from sour cherry fruit of different ripeness on gram-positive and gram-negative bacteria
and yeast was evaluated.

It was established that the amount of anthocyanins steadily increased and the content of
phenols decreased during cherry fruit ripening. The highest amount of anthocyanins (127 mg 100 g™)
was measured in the over-ripe fruit. Delphinidin-3-glucoside was the most abundant anthocyanin
(53-55%) of the five identified in the sour cherry fruit extracts and its quantity varied
inappreciably during ripening. The highest amount of phenols was established in fruit at the onset
of ripening stage.

Antimicrobial activity of the extracts made from anthocyanin — rich sour cherry ‘Lotine’
fruit at ripening and time of harvest stages were investigated using agar diffusion method.
Staphylococcus aureus culture was found to be the most sensitive to the extracts tested. Cultures
of gram-negative bacteria and yeast were weakly susceptible or resistant to the extracts tested.
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