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Gall-nuts of native oak species as a potential tannin raw material

ABSTRACT
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Oak gall-nuts are pathological excrescences on the leaves of oaks (in Poland: Quercus robur 1. and
Q. petraea Liebl.) created by the Cynips quercusfolii L. The potential medical use of these non-wood
forest products should be taken under consideration because of widespread use in folk medicine,
but also because of the presence of gall-nuts of Middle Eastern oak species Quercus infectoria in
the current Farmakopea... [2017]. The aim of this study was the preliminary analyzes of Quercus
robur L. galls in the context of the diversity of the raw material and its possible consequences for
the variability in tannin content, and therefore for the therapeutic value. The galls were collected
in September 2018 from five living trees forming compact mid-field tree plantation in Podkar-
packie Region (SE Poland). To determine the tannin content, hide powder method was used, while
mass spectrometry was used for determining the identity of the raw material. The tannin content
was found to be between 10.02 £0.2% and 15.47 £0.07%. There were no statistical differences
between the tannin content of four weight groups of tested gall-nuts. The analysis of mass spectra
showed the presence of gallic acid and tannin disintegration products. The results indicate that
the tannin content in domestic oak galls is lower than in Quercus infectoria ones, for which less
than 20% is required, however Polish galls are still the richest native tannin raw material. It was
not proved that the content of tannins in oak galls was influenced by their size. A large variation
in tannin content depending on the sample suggests that it might be possible to identify i.e. forest
sites or climatic zones, where the obtained gall-nuts will be characterized by the high tannin
content.
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Wstep

Badania dotyczace jakosci, wartosci uzytkowej oraz zasad uzytkowania lesnych surowcéw lub
produktéw niedrzewnych nabierajg wspétczesnie szczegdlnego znaczenia. Wynika to z szeregu
uwarunkowari. Powszechna dostgpnos¢ takich pozytkéw oraz silnie zakorzenione tradycje ich
pozyskiwania sprzyjaja intensyfikacji uzytkowania [Staniszewski 2013]. To z kolei stuzy idei
rozwoju obszaréw wiejskich, czy tez — szerzej — rozwoju regionalnego: pozyskiwanie tych débr
dla znacznej czesci spoteczeristwa jest waznym, a niekiedy gléwnym Zrédlem dochodéw, a skup
i przetwérstwo tych produktéw oraz prowadzenie plantacji roslin uzytkowych stymulujg rozwéj
lokalnej przedsi¢biorczosci [Staniszewski 2016]. Ponadto wydaje si¢ celowe wzigcie pod uwage
wybranych aspektéw ubocznego (niedrzewnego) uzytkowania lasu w kontekscie dywersyfikacji
przychodéw Laséw Paistwowych [Kaliszewski, Mtynarski 2018]. Nalezy réwniez podkreslié, ze
zainteresowanie spoteczne lesnymi surowcami niedrzewnymi — zwlaszcza leczniczymi i spozyw-
czymi — wzrasta, a wynika to migdzy innymi z obserwowanej mody na zdrowy styl zycia i ,,powr6t
do natury” [Staniszewski, Nowacka 2014; Staniszewski i in. 2016]. Powyzsze argumenty sklaniaja
do propagowania korzystania z lesnych pozytkéw niedrzewnych w ramach zréwnowazonej
gospodarki lesnej [Staniszewski 2011; Oktaba, Staniszewski 2017], a jednym z licznych surow-
céw spelniajgcych powyzsze warunki mogg byé galasy — pozyskiwane z rodzimych gatunkéw
debdw patologiczne narosla powstate wskutek naktucia tkanek przez nicienie, roztocza i owady.
Na lisciach dgbu szyputkowego (Quercus robur L..) i bezszyputkowego (Q. petraea Liebl.) najczg-
$ciej sg spotykane galasy tworzone przez jagodnicg (galaséwke) debianke (Cynips quercusfolii 1.)
[Jankiewicz i in. 2017]. Tworom tym, okreslanym réwniez jako debianki lub dgbowe jabika,
medycyna ludowa przypisywala liczne zastosowania, m.in. w postaci §wiezego soku w chorobach
skornych [Kujawska i in. 2016], a w postaci nalewki jako lek przeciwbiegunkowy [Talko-Hryn-
cewicz 1893], w bélach z¢béw [Kohler 1993] i do przemywania zranieti [Péttorak 1989]. Jednak
pomimo powszechnego stosowania w medycynie ludowej rodzime galasy dgbowe nie staly si¢
nigdy surowcem farmakopealnym.

Propagowanie uzytkowania rodzimych galaséw jako surowca garbnikowego dla celéw lecz-
niczych wymaga nie tylko opracowania zasad ich pozyskiwania, ale takze przeprowadzenia sze-
roko zakrojonych badar, zar6wno pod kgtem sktadu chemicznego determinujacego whasciwosci
lecznicze, jak i bezpieczenistwa stosowania. Droge ku wykorzystaniu galaséw polskich w lecz-
nictwie toruje obecnos¢ w najnowszym wydaniu Farmakopei... [2017] monografii galaséw dgbu
Quercus infectoria Oliver, wraz z okresleniem wymagari co do zawartosci garbnikéw i wskazanych
substancji chemicznych.

Celem badari bylo przeprowadzenie wstepnych analiz galaséw dgbu szyputkowego w kon-
tekscie zréznicowania surowca i ewentualnych jego konsekwencji dla zmiennosci zawartosci
garbnikdéw, a zatem dla wartosci terapeutycznej surowca.

Materiat i metody
Zbioru galaséw zidentyfikowanych jako galasy jagodnicy debianki dokonano z pigciu osobni-
kéw de¢bu szyputkowego (Quercus robur) tworzacych zwarte §rédpolne zadrzewienie w miejsco-
wosci Lukawiec (woj. podkarpackie). Piersnica drzew wynosita od 33 do 46 cm. Galasy pobrano
bezposrednio z lisci 9 wrzesnia 2018 roku, zbierajac je wszystkie do wysokosci 2,5 metra nad
ziemig. Pozyskano w ten sposdb 75 galaséw, a nast¢pnie okreslano ich wysokosé i szerokosé za
pomocg suwmiarki cyfrowej (Magnusson) oraz mas¢ za pomocg wagi elektronicznej (d=0,001 g,
Vibra Shinko Denshi). Wysokos¢ galaséw wynosita od 11,71 do 26,72 mm, z warto$cig $rednig
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19,18 £3,42 mm, zas szerokos¢ od 12,01 do 27,58 mm, z wartoscig Srednig 19,53 +3,8 mm. Masa
galaséw po zbiorze miescita si¢ w zakresie od 0,501 do 5,06 g, przy wartosci sredniej 2,332 +1,1 g
(ryc. 1).

Zebrane galasy wysuszono w temperaturze nieprzekraczajacej 40°C, do uzyskania stalej
masy, po czym ponownie zbadano ich masg oraz obliczono procent suchej masy. Masa galaséw
po wysuszeniu wynosita od 0,109 do 0,969 g, przy wartosci sredniej 0,326 +0,171 g. Uzyskano pro-
centowe warto$ci suchej masy w zakresie od 9,1 do 34,5%, z wartoscig Srednig 14,4 £3,8% (ryc. 2).

Zebrane i wysuszone do statej masy galasy pogrupowano w szesé grup wagowych, tj. poni-
zej 200 mg, od 200 do 299 mg, od 300 do 399 mg, od 400 do 499 mg, od 500 do 599 mg i powyzej
600 mg. Grupy skrajne odrzucono - z powodu niewystarczajacej liczby obserwaciji do przepro-
wadzenia badan laboratoryjnych. W obrgbie kazdej z czterech pozostatych grup wagowych stwo-
rzono trzy prébki laboratoryjne, na ktére ztozyly si¢ trzy galasy. Uzyskanych w ten sposéb 12 prébek
mielono w mtynku analitycznym, przesiewano przez sito nr 180 i dzielono na dwie partie.

W nawigzaniu do wymogdw stawianych przez Farmakopeg... [2017] galasom d¢bu Quercus
infectoria zbadano w galasach rodzimego dgbu szyputkowego zawartosé garbnikéw oraz okreslono
jakosciowo obecno$¢ kwasu galusowego i taniny. W celu oznaczenia zawarto$ci garbnik6w postu-

d [mm]

Rye. 1.
Zaleznos¢ wysokosci (h) i szerokosci (d)
zebranych galaséw debowych wraz z ich
orientacyjng masg po zbiorze (m)
Relationship between width (d) and height
(h) of the collected oak-galls with their
indicative weight after harvesting (m)

my, [g]

Rye. 2.

Zaleznos¢ masy galaséw po zbiorze (mpz)
i po wysuszeniu (mpw) wraz z ich orienta-
: ; . : : ‘ : ' cyjng suchg masg (sm)
f f f f f f f f Relationship between galls weight after
1 2 3 4 harvest (mpz) and after drying (mpw)
m,, [g] with their indicative dry weight (sm)
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zono si¢ metodg analityczng polegajaca na spektrofotometrycznym oznaczeniu ogélnej zawartosci
polifenoli, polifenoli niewigzacych si¢ z proszkiem skérzanym i odniesieniu uzyskanych wynikéw
do spektrofotometrycznego pomiaru roztworu wzorcowego pirogalolu. Do potwierdzenia tozsa-
mosci surowca Galla stosowana jest technika chromatografii cieczowej cienkowarstwowej, ktdrg
stwierdza si¢ obecnosé kwasu galusowego oraz taniny. W niniejszych badaniach do okreslenia
profilu jonéw masowych tych substancji postuzono si¢ technikg spektrometrii mas (potréjny
kwadrupol 6470 Agilent Technologies USA). Jako Zrédto jonizacji zastosowano elektrorozpylanie
ESI 0 ujemnym trybie jonizacji. Wartosci skanowanej masy (m/z) miescity si¢ w zakresie od 100
do 2000. Fragmentor byt réwny 135. Napiecie na kapilarze wynosito 3500 V, a temperatura
uzytego azotu 350°C. Tempo przeptywu gazu ustawiono na 5 I/min. Faz¢ ruchomg stanowita
mieszanina kwasu mréwkowego o stezeniu 0,1% i ACN 80/20% (v/v). Badanie poprzedzito przy-
gotowanie wzorcéw kwasu galusowego i taniny (Sigma), polegajgce na rozpuszczeniu w wodzie
certyfikowanych wzorc6w obu substancji (o stgzeniu odpowiednio 2 i 9 mg/ml). Prébki rzeczy-
wiste przygotowano poprzez zawieszenie okoto 20-30 mg sproszkowanych prébek rzeczywi-
stych w 50 ml wody dejonizowanej, a nast¢pnie przeprowadzono pétgodzinng ekstrakcje we
wrzgcej tazni wodnej. Tak otrzymane ekstrakty poddano analizie MS/MS.

Analiza statystyczna zostala przeprowadzona z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy
wariancji. Jako czynnik réznicujgcy przyjgto grupe wagowsq. Do wyznaczenia statystycznie istot-
nych réznic wykorzystano test post-hoc HSD Tukeya dla préb réwnolicznych. Obliczenia zostaty
wykonane w pakiecie Statistica v.12.0. Réznice zostaly uznane za statystycznie istotne przy
poziomie istotnosci a=0,05.

Wyniki
Najnizszg zawartos¢ garbnikéw uzyskano dla prébki nr 1 w pierwszej grupie wagowej, tj. 10,02
£0,2%, najwyzszg za$ dla prébki nr 7 w trzeciej grupie wagowej, tj. 15,47 £0,07% (tab.). W pierw-
szej grupie wagowej uzyskano $redni wynik 11,2 +1,36%, w grupie drugiej 11,97 +1,56%, w grupie
trzeciej 12,86 £2,27%, zas w grupie czwartej 12,82 £1,58%. Pomi¢dzy czterema grupami bada-
nych galaséw nie stwierdzono réznic statystycznych w procentowej zawartosci garbnikéw (ryc. 3).

Tabela.

Srednia xodchylenie standardowe (M +SD) zawartos¢ [%] garbnikéw w badanych prébkach (1-12) w gru-
pach wagowych galaséw
Mean zstandard deviation (M £SD) tannin content [%] in the tested samples (1-12) within galls weight groups

M +SD (n=3)

10,02 0,20
10,89 0,53
12,68 £0,90
10,80 0,05
11,38 0,25
13,74 +0,47
15,47 20,07
11,67 0,28
11,43 £0,59
13,25 £0,54
14,14 £0,37
11,08 0,52

1. 200-299 mg

2.300-399 mg

3. 400-499 mg

4.500-599 mg
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Dwanascie prébek galaséw poddano takze analizie przy wykorzystaniu spektrometru mas
- potréjnego kwadrupola (QqQ). Uzyskano w ten sposéb (w trybie SCAN) widma masowe po-
szczegblnych wzorcéw i analizowanych prébek rzeczywistych (ryc. 4). Analiza uzyskanych widm
pozwala stwierdzi¢, ze w prébkach rzeczywistych wyst¢pujg jony masowe monomeru, jakim jest
kwas galusowy (m/z=169), oraz produkty rozpadu taniny. Ponadto por6wnanie jakosci jon6éw i ich
masy w widmach prébek rzeczywistych wskazuje na wysoki stopieri podobierstwa sktadu po-
mi¢dzy badanymi prébkami, niezaleznie od ich charakterystyki.

Dyskusja
Wykonane badania byly zgodne z zaleceniami Farmakopei... [2017], ktéra wymaga potwierdze-
nia tozsamosci surowca Galla przy zastosowaniu toksycznych rozpuszczalnikéw, m.in. acetonu,
metanolu i octanu etylu. Najnowsze trendy w chemii analitycznej, m.in. ,,zielona chemia anali-
tyczna”, wskazujg tymczasem, aby w miejsce technik i metodyk analitycznych generujgeych
szkodliwe odpady i stwarzajacych zagrozenie zdrowotne dla analityka wprowadzaé rozwigzania
alternatywne [Namiesnik 2001]. Ponadto rekomendowana technika chromatografii cienkowar-
stwowej wymaga uzycia instrumentarium analitycznego stosowanego przede wszystkim przez
laboratoria kontrolne przemystu farmaceutycznego i inspekcji farmaceutycznej [Gierak i in.
2011]. W niniejszej pracy jako alternatywe dla techniki chromatografii cienkowarstwowej wyko-
rzystano technike spektrometrii mas, niewymagajgcg stosowania toksycznych rozpuszczalnikéw
i coraz powszechniej spotykang w laboratoriach analitycznych o réznym profilu [Stolarczyk,
Kutner 2009]. Uzyskano przy tym wyniki korespondujace z wymogami farmakopealnymi, tj. po-
twierdzenie obecnosci w badanych prébkach jonéw masowych pochodzacych od kwasu galuso-
wego (m/z=125,169) oraz produktéw rozpadu taniny. Kolejnym krokiem w badaniach rodzimych
galaséw dgbowych powinno stac si¢ jednak sprzgzenie techniki spektrometrii mas z chromato-
grafig cieczowg wysokosprawng [Gauri i in. 2012; Salminen 2018], dzi¢ki czemu mozliwe statoby
si¢ nie tylko ilosciowe oszacowanie zawartosci kwasu galusowego i taniny, ale takze okreslenie
sktadu zespotu garbnikéw tego surowca, podobnie jak to wykonano dla innych surowcéw roslin-
nych, np. zielonej herbaty [Clifford i in. 2007] czy lisci kocimigtki nagiej [Aras i in. 2016].

Poza okresleniem tozsamosci surowca Galla Farmakopea... [2017] przewiduje dla galaséw
debu Quercus infectoria oznaczenie zawartosci garbnikéw na poziomie nie mniejszym niz 20%.
Badania przeprowadzone na rodzimym surowcu, przy zastosowaniu rekomendowanej techniki
analitycznej, wykazaly srednig zawartos¢ garbnikéw — w zaleznosci do grupy wagowej w zakre-
sie od 11,2 +1,36% do 12,86 +2,27%. Wskazuje to na potencjalnie nizszg wartos¢ leczniczg rodzi-
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mych galaséw, podkresli¢ jednak nalezy, ze inne rodzime surowce garbnikowe sg ubozsze w te
substancje czynne. Dla korzenia rdestu wezownika wykazano zawarto$¢ garbnikéw od 6,4 do
7,3%, zas dla klaczy i korzenia krwisciggu wigkszego od 5,5 do 6,7% [Malek i in. 2017]. Od kory
debu i ktgcza pigciornika Farmakopea... [2017] wymaga z kolei zawartosci garbnik6w na poziomie
nie mniejszym niz odpowiednio 3 i 7%.

W niniejszych badaniach nie wykazano, aby na zawartos¢ garbnikéw wptywata przynalez-
nos$¢ do grupy wagowej galaséw. Réwnoczesnie stwierdzono, ze zawartos¢ garbnikéw byla dla
badanych prébek zréznicowana w zakresie od 10,02 £0,2% do 15,47 +0,07%. W dotychczas pro-
wadzonych badaniach rozbieznosci w zawartosci garbnikéw byty jednak odnotowywane czgsto,
przyktadowo dla ktgezy i korzeni krwisciggu wickszego wykazywano zawarto$¢ garbnikéw w za-
kresie od 4,22 do 7,54% [Baczek 2014]. Zréznicowanie takie wskazywane jest jako skutek m.in.
réznic w nastonecznieniu stanowisk zbioru, w wysokosci stanowisk zbioru nad poziomem morza,
wilgotnosci czy wreszcie etapu rozwoju rosliny [Jahan i in. 2015]. W kontekscie szacowania przy-
datnosci galaséw rodzimych gatunkéw debu jako potencjalnego surowca garbnikowego zaleznosci
te pozwalajg planowaé dalsze badania, ukierunkowane na poszukiwanie galaséw o najwyzszej
zawartosci garbnikéw w zaleznosci od umiejscowienia na roslinie oraz od wptywu czynnikéw
klimatycznych.

Whnioski

# Rodzime galasy debowe ustepuja pod wzgledem zawartosci garbnik6w galasom dgbu Quercus
infectoria, dla ktérych Farmakopea... [2017] wymaga zawartosci garbnikéw nie mniejszej niz
20%, stanowig jednak najbogatszy rodzimy surowiec garbnikowy.

# Nie wykazano, aby na srednig zawartos¢ garbnikéw w badanych grupach wagowych miata
wplyw masa galaséw po wysuszeniu, jednak duze zréznicowanie badanego parametru, w za-
kresie od 10,02 £0,2% do 15,47 +0,07%, pozwala przypuszczaé, ze mozliwe jest wytypowanie
siedlisk, regionéw przyrodniczo-lesnych czy paséw klimatycznych, w ktérych pozyskiwane
galasy charakteryzowac bedg si¢ wysokg zawartoscig garbnikéw.

# Aby wykaza¢ ewentualne zréznicowanie oraz/lub podobieristwa sktadu jakosciowego i iloscio-
wego zwigzkéw czynnych obecnych w prébkach galaséw (np. kwasu galusowego i taniny), nale-
7atoby polaczy¢ technike spektrometrii mas z rozdzielaniem chromatograficznym (LC-MS/MS).
Datoby to petny obraz sktadu surowca oraz umozliwilo jego charakterystyke.
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