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SANTRUMPOS 
 

ABTS  2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfono rūgštis)  
(angl. 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)) 

AKF  Angiotenziną konvertuojantis fermentas 
AR  Aptikimo riba 
AV  Absorbcijos vienetai 
DPPH  2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas  

(angl. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 
DNR  Deoksiribonukleorūgštis 
ESC  Efektyvioji skysčių chromatografija 
FRAP Geležies redukcijos antioksidacinė galia  

(angl. Ferric reducing antioxidant power) 
GRE Galo rūgšties ekvivalentai 
IAA  Indėlis į antioksidacinį aktyvumą 
LAMMC Lietuvos agrarinių ir miškų mokslų centras 
NADH  Nikotinamido adenino dinukleotidas, redukuota forma 
NF-κB  Branduolio transkripcijos faktorius 
PVDF Polivinilidenfluoridas 
RE Rutino ekvivalentai 
RNR  Ribonukleino rūgštis 
TE  Trolokso ekvivalentai 
TNF-α Navikų nekrozės faktorius α 
TPTZ  2,4,6-tripiridil-s-triazinas 
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ĮVADAS 

Pastaraisiais metais biomedicinos specialistų dėmesys skiriamas augalų, 
augalinių žaliavų cheminės įvairovės tyrimams. Tyrimų rezultatai yra svar-
būs vykdant naujų augalinių žaliavų paieškas, kuriant vaistinius preparatus, 
augalinės kilmės maisto papildus, nustatant biologiškai aktyvius junginius 
maisto produktuose. Tai sudaro galimybę maisto produktus su žinoma che-
mine sudėtimi naudoti sveikatinimo tikslams. 

Biologiškai aktyvūs junginiai augalinėse žaliavose bei iš jų pagamin-
tuose preparatuose lemia įvairiapusį biologinį poveikį. Pasaulyje ypač 
didelis dėmesys skiriamas maisto produktų cheminės sudėties tyrimams. 
Maisto produktai, be pagrindinės funkcijos – aprūpinti organizmą reikiamo-
mis maistinėmis ir energinėmis medžiagomis, gali būti naudojami lėtinių 
susirgimų rizikos mažinimui [63, 118]. Gyventojų mityboje obuoliai yra 
svarbus biologiškai aktyvių junginių šaltinis. Juose gausu fenolinių junginių, 
organinių rūgščių, vitaminų, makro- ir mikroelementų, skaidulinių me-
džiagų [139]. 

Vieni svarbiausių obuolių biologiškai aktyvių junginių yra fenoliniai 
junginiai, kurie priskiriami natūraliems antioksidantams. Oksidacinis stresas 
sukelia ląstelės metabolizmo pokyčius, susijusius su DNR ir baltymų pažei-
dimu, lipidų peroksidacija [29, 103]. Jis gali sukelti uždegiminius procesus, 
širdies, kraujagyslių ir kitas ligas [76, 111]. Fenoliniai junginiai neutrali-
zuoja reaktyvias deguonies ir azoto formas [94], todėl yra vertingi daugelio 
ligų profilaktikai ir gydymui. Fenolinius junginius kaupiančių augalinių 
žaliavų kokybinės ir kiekinės sudėties tyrimai yra svarbūs ir aktualūs. 

Obuoliai yra vieni labiausiai vartojamų vaisių Lietuvoje ir pasaulyje. 
2013 m. duomenimis pasaulyje išauginta 80,82 milijonų tonų obuolių, Lie-
tuvoje − apie 62,4 tūkstančių tonų obuolių. Daugiausiai obuolių užauginama 
Kinijoje, JAV, Turkijoje [37]. Obuoliai plačiai naudojami maisto pramonėje 
įvairių produktų ir gėrimų gamyboje. 

Mokslinėje literatūroje nurodoma, kad obelų lapus galima naudoti 
obuolių sultims praturtinti kvercetino glikozidais ir floridzinu [62]. Obelų 
lapuose nustatytas dihidrochalkonų grupės junginys floridzinas pasižymi 
antidiabetiniu poveikiu [50, 93]. Obelų lapų flavonoidų kokybinės ir kieki-
nės sudėties įvairavimo tyrimų duomenys pagrįstų galimybę panaudoti 
Lietuvoje auginamų veislių obelų lapus biologiniu poveikiu pasižymintiems 
junginiams išskirti ir maisto papildams su obelų lapų ekstraktais gaminti. 

Daugelio pasaulio mokslininkų tyrimų rezultatai įrodo, kad obelų vai-
siuose ir lapuose kaupiami fenoliniai junginiai lemia plataus spektro biolo-
ginį poveikį [5, 21, 94]. Aktualu vykdyti naminių obelų (Malus domestica 
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Borkh.) vaisių ir lapų fitocheminės sudėties tyrimus, nustatyti biologiškai 
aktyvių junginių kaupimosi dėsningumus, identifikuoti Lietuvos klimato 
sąlygomis auginamas obelų veisles, kurių vaisiuose ir lapuose sukaupiami 
didžiausi fenolinių junginių – natūralių antioksidantų kiekiai.  

Darbo tikslas − ištirti naminių obelų (Malus domestica Borkh.) vaisių 
ir lapų flavonoidų, fenolinių rūgščių kokybinės ir kiekinės sudėties 
įvairavimą ir nustatyti obuolių ėminių ekstraktų antioksidacinį poveikį in 
vitro. 

Uždaviniai:  
1. Išvystyti ir optimizuoti efektyviosios skysčių chromatografijos 

(ESC) metodiką flavonoidų ir fenolinių rūgščių kokybinės ir kieki-
nės sudėties nustatymui obuolių ir obelų lapų ėminiuose. 

2. Ištirti Lietuvoje auginamų veislių obuolių ir obelų lapų flavonoidų 
ir fenolinių rūgščių kokybinės ir kiekinės sudėties įvairavimą.  

3. Įvertinti fenolinių junginių kokybinės ir kiekinės sudėties 
įvairavimą obuolių luobelių ir minkštimų ėminiuose.  

4. Nustatyti obuolių ir obelų lapų flavonoidų ir fenolinių rūgščių 
kiekinės sudėties įvairavimą augalo vegetacijos periodo metu.  

5. Įvertinti obelų poskiepių įtaką obuolių fenolinių junginių kokybinei 
ir kiekinei sudėčiai.  

6. Ištirti obelų veislių obuolių ėminių flavonoidų ir fenolinių rūgščių 
antioksidacinį aktyvumą in vitro. 

Mokslinio darbo naujumas. Atlikti Lietuvoje auginamų 'Aldas', 
'Auksis', 'Connel Red', 'Ligol', 'Lodel' ir 'Rajka' veislių obuolių ir obelų lapų 
fenolinių junginių kokybinės ir kiekinės sudėties tyrimai. Pirmą kartą ištirtas 
dviejų Lietuvos Respublikoje sukurtų obelų veislių − 'Aldas' ir 'Auksis' 
vaisių ir lapų fenolinių junginių kokybinės ir kiekinės sudėties įvairavimas.  

Tyrimų metu nustatyta, kad 'Aldas' veislės obuoliai išsiskiria dideliu 
fenolinių junginių kiekiu. Šios veislės obuolių ir obelų lapų ėminiuose 
nustatytas didžiausias suminis fenolinių junginių kiekis.  

Flavonoidų ir fenolinių rūgščių kiekinės sudėties kitimo dinamikos 
nustatymas obuolių ir obelų lapų ėminiuose augalo vegetacijos periodo metu 
pateikė naujų žinių apie Lietuvoje auginamų obelų vaisiuose ir lapuose 
vykstančių fenolinių junginių biosintezės ir kaupimosi procesų dėsningu-
mus, leido įvertinti fenologinių tarpsnių įtaką obuolių ir obelų lapų kiekinės 
sudėties įvairavimui.  

Atlikti nykštukinių, žemaūgių ir pusiaužemaūgių obelų poskiepių įtakos 
obuolių fenolinių junginių kokybinei ir kiekinei sudėčiai tyrimai. Nustatyta, 
kad didžiausi fenolinių junginių kiekiai sukaupiami nykštukinių poskiepių P 
61 ir P 22 obuolių ėminiuose.  
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Pirmą kartą atlikti obuolių ekstraktų antioksidacinio aktyvumo tyrimai, 
taikant ESC-ABTS ir ESC-FRAP pokolonėlinius metodus. Nustatyta, kad 
tarp identifikuotų junginių stipriausią antioksidacinį aktyvumą tirtų veislių 
obuolių ekstraktuose lėmė chlorogeno rūgštis, procianidinas B2 ir (−)-epika-
techinas. 

Praktinė ir teorinė reikšmė. Išvystyta, optimizuota ir validuota ESC 
metodika flavonoidų ir fenolinių rūgščių kokybiniam ir kiekiniam 
nustatymui Lietuvoje auginamų įvairių veislių obuolių ir lapų ėminuose. 
Gauti tyrimų rezultatai praturtino mokslines žinias apie Lietuvoje auginamų 
veislių obelų vaisių ir lapų fenolinių junginių kokybinę ir kiekinę sudėtį. 
'Aldas' ir 'Auksis' obelų veislės yra įtrauktos į Augalų nacionalinių genetinių 
išteklių sąrašą [18]. Šių veislių obuolių ir obelų lapų tyrimai nebuvo atlikti. 
Mokslinių tyrimų duomenys vertingi vykdant obelų veislių atranką, suteikia 
galimybę pateikti vartotojui aukštos kokybės, žinomos fenolinių junginių 
sudėties produktus. Didžiausias identifikuotų fenolinių junginių kiekis 
sukaupiamas 'Aldas' veislės obuoliuose, todėl 'Aldas' veislės obelys yra 
perspektyvios auginimui Lietuvos soduose. Remiantis mūsų mokslinių tyri-
mų rezultatais parengtos ir LAMMC pateiktos tvirtinti rekomendacijos apie 
obuolių cheminės sudėties įvairavimą.  

Ištyrus obelų lapų fenolinių junginių kokybinę ir kiekinę sudėtį, nusta-
tyta, kad obelų lapų ėminuose sukaupiami didesni flavonoidų (rutino, 
izokvercitrino, hiperozido, avikuliarino, kvercitrino, floridzino) kiekiai nei 
obuolių ėminiuose. Atlikus išsamius obelų lapų fenolinių junginių poveikio 
tyrimus, ši augalinė žaliava gali būti vertinga papildant maisto produktus 
biologiškai aktyviais junginiais. 

Atlikome obelų poskiepių įtakos fenolinių junginių kiekinės sudėties 
įvairavimui obuoliuose tyrimus. Tyrimų metu nustatyta, kad nykštukiniai 
obelų poskiepiai P 61 ir P 22 turi įtakos didžiausiam fenolinių junginių 
kiekio susikaupimui obuolių ėminiuose. Į šiuos poskiepius įskiepytos obelys 
galėtų būti dažniau auginamos Lietuvos soduose.  

Ištyrus obuolių ekstraktų antiradikalinį ir redukcinį aktyvumą ESC-
pokolonėliniu metodu, nustatyti fenoliniai junginiai, kurie pasižymi stipriu 
antioksidaciniu poveikiu in vitro. Chlorogeno rūgštis, procianidinas B2 ir 
(−)-epikatechinas yra analitiniai žymenys obuolių, iš jų pagamintų produktų 
bei preparatų antioksidacinio aktyvumo vertinimui. Tyrimų metu gauti 
rezultatai yra vertingi prognozuojant obuolių ekstraktų bei juose identifi-
kuotų fenolinių junginių antioksidacinį poveikį in vivo.  

Darbo rezultatų aprobavimas. Tyrimų rezultatai pristatyti 7 moksli-
nėse konferencijose: 7th Baltic Conference on Food Science and Technology 
FOODBALT-2012 „Inovative and Healthy Food for Consumers“ (2012 m. 
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gegužės 17−18 d., Kaunas); Orchard Systems 2012 − Xth International Sym-
posium on Integrating Canopy, Rootstock and Environmental Physiology in 
Orchard Systems (2012 m. gruodžio 3−6 d., Stelenbosas, Pietų Afrika); 
Šeštoji nacionalinė doktorantų mokslinė konferencija „Mokslas – sveikatai“ 
(2013 m. balandžio 5 d., Kaunas); 7th International Scientific Conference 
„The Vital Nature Sign“ (2013 m. gegužės 18 d., Kaunas); „International 
Symposium on Bioactive Compounds in Cereal Grains and Foods“ (2014 m. 
balandžio 24−25 d., Viena, Austrija); The 4th international conference on 
pharmaceutical sciences and pharmacy practice dedicated to the 75th anni-
versary of Lithuanian Pharmacopoeia) (2013 m. lapkričio 23 d., Kaunas); 9th 
Baltic Conference on Food Science and Technology FOODBALT-2014 
„Inovative and Healthy Food for Consumers“ (2014 m. gegužės 8–9 d., 
Jelgava, Latvija); Young Scientists Meeting „Trends in Natural Products 
Research“ (2014 m. birželio 23−25 d., Olomoucas, Čekijos Respublika).  

Tyrimų tematika paskelbtos 5 mokslinės publikacijos. 

Darbo apimtis ir struktūra: disertaciją sudaro įvadas, literatūros 
apžvalga, tyrimo objektas ir metodai, rezultatai ir jų aptarimas, išvados, lite-
ratūros sąrašas (143 šaltiniai), disertacijos tema paskelbtų publikacijų 
sąrašas, mokslinių publikacijų disertacijos tema kopijos, santrauka, gyve-
nimo, mokslinės ir kūrybinės veiklos aprašymas. Darbe pateikta 10 lentelių, 
22 paveikslai. Disertacijos apimtis 137 puslapiai. 
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1. LITERATŪROS APŽVALGA 

1.1. Malus genties augalų taksonominė įvairovė,  
paplitimas ir morfologija 

Obels (Malus Mill.) gentis priklauso erškėtinių (Rosaceae Juss.) šeimai. 
Mokslinių tyrimų duomenys apie šiai genčiai priskiriamų rūšių skaičių yra 
skirtingi. Likhonos išskiria tik 8 Malus genties rūšis [71], Phipps ir kt. − 55 
rūšis [101], o Ponomarenko – net 86 rūšis [105]. „Lietuvos TSR floroje“ 
aprašytos 25 Malus genties rūšys [122]. Rūšių skaičius skiriasi dėl taksonų 
grupavimo įvairovės ir hibridų priskyrimo atskiroms Malus genties rūšims 
[112]. 

Malus genties augalų arealas apima Vidurio, Rytų ir Pietų Europą, 
Centrinę Aziją, Šiaurės Ameriką [55]. Lietuvoje savaime auga viena genties 
rūšis – miškinė obelis (M. sylvestris Mill.). Ji paplitusi visoje Lietuvos 
Respublikos teritorijoje, auga pavieniui ar po kelis medžius mišriuose ar 
lapuočių miškuose, pamiškėse, laukuose [122].  

Naminės obels (M. domestica Borkh.) kilmė tiksliai nėra išsiaiškinta, 
šiuo klausimu tarp mokslininkų tebevyksta diskusija. Taksonomiškai jai 
artimiausios rūšys yra azijinė obelis (M. asiatica Nakai), uoginė obelis (M. 
baccata (L.) Borkh.), vyšniavaisė obelis (M. micromalus Makino), slyvalapė 
obelis (M. prunifolia (Willd.) Borkh.), raudonoji obelis (M. sieversii 
(Ledeb.) M. Roem.), miškinė obelis (M. sylvestris Mill.) [112]. Anksčiau 
buvo teigiama, kad naminė obelis kilusi iš miškinės obels, tačiau pastarai-
siais metais atlikti genomo tyrimai parodė, kad naminė obelis išsivystė iš 
Centrinėje Azijoje natūraliai augančios raudonosios obels [51, 86, 134]. 
Miškinė obelis taksonomiškai artima kultūrinėms obelims, tačiau, manoma, 
kad jos įtaka naminės obels evoliucijai yra nedidelė. Jų genomo panašumai 
gali būti paaiškinami kaip vėlesnės tarprūšinės hibridizacijos ir kryžminimo 
rezultatai [28, 135].  

Naminė obelis yra 3−10 metrų aukščio lapuotis medis. Dažniausiai 
auginama vidutinių platumų klimatinėje zonoje. Lapai pražanginiai, kotuoti, 
su nukrintančiais prielapiais, paprasti, ištisiniai arba skiautėti, dažniausiai 
kiaušiniški arba elipsiški, smailia viršūne, 5–10 cm ilgio ir 2–5 cm pločio. 
Žiedai dvilyčiai, kvapnūs, susitelkę skėtiškuose žiedynuose, vaininklapiai 
baltos arba rožinės spalvos, tamsėjantys į išorę, 3–5 cm skersmens.  

Augalas žydi balandžio–gegužės mėnesiais. Vaisius – obuolys, turintis 
po 2–3 rudas sėklas. Vaisiaus luobelė labai plona, minkštimas sultingas. 
Obuoliai prinoksta liepos–spalio mėnesiais. Nokimo laikas priklauso nuo 
obels veislės. Prinokę obuoliai būna raudoni, geltoni, žalsvi ar įvairiaspal-
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viai, įvairaus dydžio [72, 90, 122]. Pasaulyje žinoma virš 7500 obelų veis-
lių, kurios tarpusavyje skiriasi derlingumu, atsparumu šalnoms ir ligoms, 
derėjimo laiku, vaisių forma, dydžiu, skoniu ir spalva [35, 92]. 

1.2. M. domestica Borkh. vaisių ir lapų cheminės sudėties tyrimai 

Augalinės žaliavos yra daugiakomponentės matricos, kurių poveikį le-
mia biologiškai aktyvių junginių kompleksas. Pritaikius šiuolaikinius anali-
zės metodus, svarbu nustatyti augalinių žaliavų kokybinę ir kiekinę sudėtį, 
užtikrinti jų saugumą ir kokybę, įvertinti įvairių veiksnių įtaką biologiškai 
aktyvių junginių sintezės procesams.  

Obelų vaisiuose ir lapuose kaupiami biologiškai aktyvūs junginiai − 
flavonoidai ir fenolinės rūgštys [40, 127]. Šių augalinių žaliavų tyrimai yra 
aktualūs. Juos atlikus, galima pasiūlyti vartotojui kokybiškus, žinomos feno-
linių junginių sudėties produktus, kurie galėtų būti potencialiai vertingi 
medicinos poreikiams – įvairių ligų prevencijai, funkcinio maisto kūrimui ir 
gamybai.  

1.2.1. Obuolių flavonoidų ir fenolinių rūgščių kokybinės  
ir kiekinės sudėties tyrimai 
Obuoliai užima svarbią vietą kasdienėje žmogaus mityboje – jie įtraukti 

į įvairių maisto produktų sudėtį, vartojami neperdirbti. Siekiant pateikti 
vartotojui kokybiškus, saugius, biologiškai aktyvių junginių turtingus maisto 
produktus, obuolių cheminės sudėties tyrimai tampa vis aktualesni. Tiks-
linga šiuolaikinės analizės metodais įvertinti obuolių biologiškai aktyvių 
junginių fitocheminę sudėtį, jų biosintezės ir kaupimosi dėsningumus, nu-
statyti obelų veisles, kurių vaisiuose sukaupiami didžiausi biologiškai 
aktyvių junginių kiekiai.  

Lenkų mokslininkai nurodo, kad suminis ESC metodu identifikuotų 
fenolinių junginių kiekis obuoliuose įvairuoja nuo 523,02 mg/100 g iki 
2723,96 mg/100 g absoliučiai sausos žaliavos [137]. 

Obuolių ėminiuose identifikuoti fenoliniai junginiai priskiriami dviem 
grupėms: flavonoidams ir fenolinėms rūgštimis. Fenolinių rūgščių grupei 
priklauso galo, protokatecho, alyvų, kavos, ferulo, p-kumaro, trans-cina-
mono, sinapo rūgštys bei jų esteriai su chino, šikimo, vyno rūgštimis [58, 
116]. 

Chlorogeno rūgštis, susidaranti kavos ir chino rūgščių esterifikacijos 
metu, yra viena labiausiai paplitusių fenolinių rūgščių augaluose [42]. Woj-
dyło ir kt. tyrė Lenkijoje auginamų obuolių fenolinių rūgščių kiekinę sudėtį. 
Šie mokslininkai nustatė, kad chlorogeno rūgšties kiekis obuolių ėminiuose 
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varijavo nuo 0,01 iki 2,96 mg/g absoliučiai sausos žaliavos [137]. Chloro-
geno rūgšties kiekis, nustatytas ištyrus obuolių ėminius, įvairavo nuo 
1,44 mg/100 g iki 70,02 mg/100 g šviežių vaisių [24].  

Flavonoidai yra vieni svarbiausių biologiškai aktyvių junginių, le-
miančių obuolių poveikį žmogaus organizmui. Obuoliuose nustatyti įvairių 
grupių flavonoidai: flavonoliai, flavan-3-oliai, dihidrochalkonai ir antocia-
ninai [3, 108]. 

Pagrindiniai flavonolių grupės junginių atstovai, identifikuoti obelų vai-
siuose, yra kvercetino glikozidai: hiperozidas (kvercetin-3-O-galaktozidas), 
izokvercitrinas (kvercetin-3-O-gliukozidas), rutinas (kvercetin-3-O-rutinozi-
das), reinotrinas (kvercetin-3-O-ksilozidas), avikuliarinas (kvercetin-3-O-
arabinozidas) ir kvercitrinas (kvercetin-3-O-ramnozidas) [128, 138]. Panze-
lla ir kt. nustatė, kad kvercetino glikozidų kiekis obuolių ėminiuose įvairuo-
ja nuo 0,02 mg/100 g iki 0,97 mg/100 g šviežių vaisių [95]. Duda-Chodak ir 
kt. nurodo, kad hiperozido kiekis Lenkijoje auginamų obuolių ėminiuose 
įvairuoja nuo 0,31 mg/100 g iki 3,38 mg/100 g, izokvercitrino kiekis vari-
juoja nuo 0,06 mg/100 g iki 1,09 mg/100 g, reinotrino – nuo 0,26 mg/100 g 
iki 1,29 mg/100 g, kvercitrino − nuo 0,26 mg/100 g iki 2,38 mg/100 g, avi-
kuliarino – nuo 0,39 mg/100 g iki 2,57 mg/100 g, rutino – nuo 0,01 mg/100 
g iki 0,23 mg/100 g šviežių vaisių [33]. Nustatyti nedideli izoramnetin-3-O-
galaktozido, izoramnetin-3-O-gliukozido kiekiai, kemferolio ir ramnetino 
glikozidų pėdsakai [3, 57, 117]. 

Obuolių ėminiuose identifikuoti flavan-3-olių grupės junginiai: kate-
chinai (monomeriniai flavan-3-oliai) – (–)-epikatechinas ir (+)-katechinas 
bei įvairaus polimerizacijos laipsnio procianidinai (oligomeriniai flavan-3-
oliai) – B1, B2, B3, B5, C1, E-B5, E4 [128]. Nyderlandų mokslininkai nu-
statė, kad suminis katechinų kiekis tirtuose obuolių ėminiuose įvairuoja nuo 
14,3 mg/100 g iki 19,7 mg/100 g šviežių obuolių [132]. Obuoliuose nusta-
tyti (–)-epikatechino kiekiai ženkliai didesni už (+)-katechino. Van der Sluis 
ir kt. nurodo, kad (–)-epikatechinas sudaro vidutiniškai 93–94 proc. visų 
obelų vaisiuose identifikuotų katechinų grupės junginių [132]. Ceymann ir 
kt. obuolių ėminiuose nustatyti (–)-epikatechino kiekiai varijavo nuo 0,51 
mg/100 g iki 33,92 mg/100 g, o (+)-katechino – nuo 0,21 mg/100 g iki 9,76 
mg/100 g šviežių vaisių [24]. Duda-Chodak ir kt. nurodo, kad procianidino 
B1 kiekis obuolių ėminiuose įvairavo nuo 0,46 mg/100 g iki 1,91 mg/100 g, 
procianidino B2 kiekis kito nuo 3,89 mg/100 g iki 12,50 mg/100 g, o 
procianidino C1 − nuo 1,26 mg/100 g iki 5,43 mg/100 g šviežių vaisių [34].  

Dihidrochalkonų grupės junginiai gamtoje paplitę Malus genties augalų 
vegetatyviniuose ir generatyviniuose organuose, kitų rūšių augaluose jų 
beveik neaptinkama [46]. Obelų organuose nustatyti floretinas ir jo glikozi-
dai: floridzinas (floretin-2’-gliukozidas), floretin-2’-ksilogliukozidas, 3-hidro-
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ksifloridzinas (3-hidroksifloretin-2’-gliukozidas), 3-hidroksifloretin-2’-ksilo-
gliukozidas [3, 127]. 

Wojdyło ir kt. nustatė, kad Lenkijoje užaugintų obuolių ėminiuose 
dihidrochalkonų grupės junginiai sudarė 0,5–4,9 proc. identifikuotų ir kie-
kiškai įvertintų fenolinių junginių kiekio. Šių mokslininkų nurodomi flori-
dzino kiekiai įvairuoja nuo 0,31 mg/100 g iki 30,33 mg/100 g absoliučiai 
sausos žaliavos [137]. Ceymann ir kt. nustatyti floridzino kiekiai varijavo 
nuo 0,38 mg/100 g iki 12,77 mg/100 g šviežių vaisių [24].  

Vienas dažniausiai obuolių ėminiuose nustatomų antocianinų grupės 
junginių yra cianidin-3-galaktozidas. Lenkijoje auginamų obuolių ėminiuose 
jo kiekiai įvairavo nuo 0,07 mg/100 g iki 0,85 mg/100 g šviežių vaisių [33]. 
Graikijos klimato sąlygomis užaugintų obuolių ėminiuose cianidin-3-galak-
tozido kiekiai kito nuo 0,2 mg/100 g iki 2,8 mg/100 g šviežių vaisių [131]. 
Kitų antocianinų grupės junginių kiekiai obuoliuose daug mažesni – nusta-
tyti cianidin-3-O-ksilozido ir cianidin-3-arabinozido kiekiai siekė 0,06 mg/ 
100 g šviežių vaisių [136].  

Obuoliuose nustatyti ir kitų grupių biologiškai aktyvūs junginiai: triter-
penoidai, organinės rūgštys, angliavandeniai, aminorūgštys, riebalų rūgštys, 
vitaminai, mikro- ir makroelementai [38, 125, 139]. 

Apibendrinant mokslinių tyrimų rezultatus, galima teigti, kad obelų 
vaisiai pasižymi didele biologiškai aktyvių junginių įvairove. Lietuvoje 
auginamų obuolių kokybinė ir kiekinė sudėtis yra mažai tyrinėta. Tikslinga 
atlikti išsamius obuolių fenolinių junginių kokybinės ir kiekinės sudėties ty-
rimus. Ištyrus mūsų šalyje auginamų obuolių cheminę sudėtį ir jos įvairavi-
mą, gauti duomenys leis nustatyti perspektyviausias obelų veisles, tinkamas 
auginti Lietuvos klimato sąlygomis.  

1.2.2. Obuolių luobelių ir minkštimų flavonoidų ir fenolinių rūgščių 
kokybinės ir kiekinės sudėties tyrimai 
Obuolių fitocheminė sudėtis nėra homogeniška, nustatyti ženklūs fla-

vonoidų ir fenolinių rūgščių kokybinės ir kiekinės sudėties skirtumai obuo-
lių luobelėse ir minkštimuose [82, 129]. Jų cheminės sudėties įvairavimo 
tyrimai yra reikšmingi. Tai leidžia tikslingai panaudoti obuolių minkštimus 
ir luobeles individualių biologiškai aktyvių junginių išskyrimui, jais pratur-
tintų maisto papildų kūrimui ir gamybai.  

Wolfe ir kt. nurodo, kad obuolių luobelių ėminiuose bendras fenolinių 
junginių kiekis, priklausomai nuo veislės, yra 2–6 kartus didesnis nei obuo-
lių minkštimų ėminiuose [59, 137]. Tsao ir kt. nustatė, kad obuolių luobelių 
ėminiuose bendras fenolinių junginių kiekis kito nuo 78,16 mg GRE/100 g 
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iki 201,15 mg GRE/100 g, o minkštimų ėminiuose varijavo nuo 15,86 mg 
GRE/100 g iki 75,52 mg GRE/100 g šviežios žaliavos [129].  

Atlikti moksliniai tyrimai, nagrinėjant obuolių minkštimų ir luobelių 
fenolinių junginių cheminės sudėties įvairavimą. Jakobek ir kt. nustatė, kad 
fenolinių rūgščių kiekis obuolių luobelių ėminiuose varijuoja nuo 3,5 
mg/100 g iki 119,0 mg/100 g, minkštimų ėminiuose – nuo 25,9 mg/100 g iki 
138,1 mg/100 g šviežios žaliavos [57]. Tsao ir kt. nustatytas chlorogeno 
rūgšties kiekis obuolių luobelių ėminiuose įvairuoja nuo 1,93 iki 23,36 
mg/100 g, o minkštimų ėminiuose – nuo 10,31 mg/100 g iki 30,80 mg/100 g 
šviežios žaliavos. Šie mokslininkai nurodo, kad chlorogeno rūgštis obuolių 
luobelių ėminiuose sudaro 8,5 proc., o minkštimų ėminiuose – net 36,8 
proc. visų identifikuotų ir kiekiškai įvertintų fenolinių junginių kiekio [129].  

Obuolių luobelėse ir minkštimuose nustatytos ir kitos fenolinės rūgš-
tys – protokatecho, ferulo, p-kumaro, p-kumaroilchino. Obuolių luobelių 
ėminiuose nustatytas protokatecho rūgšties kiekis įvairavo nuo 0,01 mg/100 
g iki 0,21 mg/100 g, o minkštimų ėminiuose − nuo 0,01 mg/100 g iki 0,02 
mg/100 g šviežios žaliavos. Kavos rūgšties kiekis obuolių luobelių ėminiuo-
se kito nuo 0,15 iki 3,80 mg/100 g, minkštimų ėminiuose – nuo 0,04 mg/100 
g iki 0,19 mg/100 g šviežios žaliavos [125]. Obuolių luobelių ėminiuose 
nustatytas ferulo rūgšties kiekis buvo 13,67 mg/100 g, o minkštimų ėmi-
niuose – 11,98 mg/100 šviežių vaisių [69]. p-kumaroilchino rūgšties kiekis 
obuolių luobelių ėminiuose kito nuo 0,54 mg/100 g iki 3,36 mg/100 g, o 
minkštimų ėminiuose – nuo 0,38 mg/100 g iki 2,99 mg/100 g šviežios ža-
liavos [128].  

Kvercetino glikozidų grupės junginiai susitelkę obuolių luobelėse, 
minkštimuose nustatyti jų kiekiai ženkliai mažesni [82, 128]. Mokslinių 
tyrimų duomenys nurodo, kad vienas svarbių veiksnių, skatinančių flavo-
nolių grupės junginių biosintezės procesus obuolių luobelėse, yra saulės 
šviesos poveikis [70]. Nustatyta, kad obelų, auginamų gerai apšviestose 
vietose, vaisių luobelėse sukaupiamas didesnis flavonolių kiekis nei pavė-
syje nokstančių obuolių luobelių ėminiuose [39]. Reikšmingi šios grupės 
junginių kiekiniai skirtumai gali atsirasti tarp to paties medžio vaisių ar net-
gi tarp skirtingų vaisiaus pusių, priklausomai nuo saulės šviesos intensy-
vumo [81].  

Šavikin ir kt. nustatė, kad obuolių luobelių ėminiuose bendras flavono-
lių kiekis varijavo nuo 4,09 mg/100 g iki 959,00 mg/100 g, o minkštimų 
ėminiuose kito nuo 0,43 mg/100 g iki 7,17 mg/100 g šviežios žaliavos 
[126]. Jakobek ir kt. nurodo, kad flavonolių kiekis obuolių luobelių ėmi-
niuose įvairavo nuo 8,52 mg/100 g iki 145,58 mg/100 g, o minkštimų ėmi-
niuose – nuo 0,24 mg/100 g iki 0,44 mg/100 g šviežios žaliavos [57].  
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Obuolių luobelėse ir minkštimuose nustatyti flavan-3-olių grupės feno-
liniai junginiai – katechinai ir oligomeriniai procianidinai. Obuolių luobelių 
ėminiuose (–)-epikatechino kiekis įvairavo nuo 78,1 µg/g iki 591,6 µg/g, o 
minkštimų ėminiuose kito nuo 27,6 µg/g iki 142,3 µg/g šviežios žaliavos. 
Obuolių luobelių ėminiuose nustatytas (+)-katechino kiekis varijavo nuo 
38,1 µg/g iki 123,9 µg/g, o minkštimų ėminiuose − nuo 1,1 µg/g iki 55,2 
µg/g šviežios žaliavos. Nustatytas procianidino B1 kiekis obuolių luobelių 
ėminiuose varijavo nuo 46,6 µg/g iki 254,4 µg/g, o procianidino B2 nuo 
73,2 µg/g iki 468,1 µg/g. Obuolių minkštimų ėminiuose procianidino B1 
kiekis įvairavo nuo 31,9 µg/g iki 172,8 µg/g, o procianidino B2 − nuo 81,9 
µg/g iki 212,6 µg/g [129].  

Obuolių luobelių ėminiuose nustatytas dihidrochalkonų grupei priklau-
sančio floridzino kiekis įvairavo nuo 3,76 mg/100 g iki 17,20 mg/100 g, o 
minkštimų ėminiuose kito nuo 0,80 mg/100 g iki 2,46 mg/100 g šviežių 
vaisių [129].  

Antocianinų grupės junginiai susitelkę vaisiaus luobelėje, obuolių 
minkštimuose nustatytas jų kiekis ženkliai mažesnis [82]. Antocianinų kie-
kis Kroatijoje auginamų 8 veislių obuolių luobelių ėminiuose įvairavo nuo 
25,18 mg/100 g iki 76,10 mg/100 g šviežios žaliavos. Šios grupės junginių 
nustatyta tik 'Ljubeničarka' veislės obuolių minkštimuose, jų kiekis siekė 
31,88 mg/100 g šviežios žaliavos [57]. Marks ir kt. tyrė 20 veislių obuolių 
luobelių ir minkštimų ėminius [82]. Šie autoriai nurodo, kad cianidin-3-
galaktozido kiekiai obuolių luobelių ėminiuose varijuoja nuo 0,6 mg/100 g 
iki 49,4 mg/100 g šviežios žaliavos. Obuolių minkštimų ėminiuose cianidin-
3-galaktozido kiekis kito nuo 0,5 mg/100 g iki 1,2 mg/100 g šviežios 
žaliavos, bet šis junginys identifikuotas tik 3 veislių obuolių minkštimų ėmi-
niuose. Nustatyta tiesioginė priklausomybė tarp antocianinų kiekio ir saulės 
šviesios intensyvumo – apdengus obelų vaisius nuo saulės spindulių apsau-
gančia medžiaga, cianidin-3-galaktozido biosintezė nebevyksta [124].  

Išnagrinėjus mokslinių tyrimų rezultatus, galima teigti, kad obuolių 
luobelių ir minkštimų fenolinių junginių kokybinė ir kiekinė sudėtis skiriasi. 
Obuolių luobelėse sukaupiami dideli flavonolių ir antocianinų kiekiai. 
Minkštimų ėminiuose šių grupių junginių kiekiai yra ženkliai mažesni arba 
jų visai neidentifikuojama.  

Atskirų vaisiaus dalių tyrimai yra reikšmingi, jie leidžia geriau suprasti 
biologiškai aktyvių junginių biosintezės dėsningumus. Tikslinga įvertinti 
Lietuvoje auginamų veislių obuolių minkštimų ir luobelių fenolinių junginių 
kokybinės ir kiekinės sudėties įvairavimą, nustatyti obelų veisles, kurių vai-
sių luobelės ir minkštimai sukaupia didžiausius fenolinių junginių kiekius ir 
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kurios yra potencialiai vertingos individualių fenolinių junginių išskyrimui, 
maisto papildų kūrimui ir gamybai.  

1.2.3. Obelų lapų flavonoidų ir fenolinių rūgščių fitocheminės 
sudėties tyrimai 
Augalo organų cheminės sudėties tyrimai leidžia geriau suprasti 

biologiškai aktyvių junginių biosintezės ir kaupimosi dėsningumus. Jie yra 
svarbūs atliekant perspektyvių augalinių žaliavų paiešką. Obelų lapų 
kokybinės ir kiekinės sudėties tyrimai buvo pradėti, norint nustatyti obelinio 
raupliagrybio (Venturia inaequalis (Cooke) Wint.) įtaką fenolinių junginių 
biosintezei [97, 102]. Trūksta tyrimų, įvertinančių obelų lapų antioksidacinį 
aktyvumą, sudarančių galimybę juos panaudoti medicinos praktikoje, far-
macijos ir maisto pramonės srityse.  

Kroatų mokslininkai tyrė įvairiu metu laiku surinktus sveikus ir rauplių 
paveiktus obelų lapų ėminius. Sveikų obelų lapų ėminių etanoliniuose 
ekstraktuose nustatytas bendras fenolinių junginių kiekis svyravo nuo 55,1 
mg iki 133,6 mg GRE/g sausos žaliavos [100].  

Atlikti fenolinių rūgščių kokybinės ir kiekinės sudėties obelų lapuose 
tyrimai. Suminis hidroksicinamono rūgščių kiekis obelų lapų ėminiuose 
įvairuoja nuo 0,17 mg/g iki 2,32 mg/g absoliučiai sausos žaliavos [121]. 
Nustatytas chlorogeno rūgšties kiekio varijavimas nuo 4,2 mg/100 g iki 85,3 
mg/100 g sausos žaliavos [100]. Chlorogeno rūgštis sudarė 55–65 proc. visų 
obelų lapų ėminiuose identifikuotų ir kiekiškai įvertintų hidroksicinamono 
rūgščių kiekio [98]. 

Sveikų obelų lapų ėminiuose kavos rūgšties kiekis varijavo nuo 4,2 
mg/g iki 40,3 mg/100 g, p-kumaro rūšties kiekis kito nuo 5,8 mg/g iki 26,3 
mg/100 g, o ferulo rūgšties kiekis − nuo 5,8 mg/g iki 39,5 mg/100 g sausos 
žaliavos [100]. Benzoinės rūgšties kiekis obelų lapų ėminiuose įvairavo nuo 
0,01 mg/g iki 0,71 mg/g sausos žaliavos [102].  

Kvercetino glikozidai yra gausiausia obelų lapų fenolinių junginių gru-
pė. Obelų lapuose nustatyti šie kvercetino glikozidų grupės junginiai: hiper-
ozidas, izokvercitrinas, reinotrinas, avikuliarinas, kvercitrinas, rutinas. Pet-
kovsek ir kt. nustatė, kad suminis kvercetino glikozidų kiekis obelų lapų 
ėminiuose varijavo nuo 15 mg/g iki 22 mg/g sausos žaliavos [97]. Hiperozi-
das ir kvercitrinas yra vyraujantys obelų lapų kvercetino glikozidų grupės 
junginiai. Mayr ir kt. nustatyti hiperozido kiekiai įvairavo nuo 5,68 mg/g iki 
9,10 mg/g, o kvercitrino − nuo 0,61 mg/g iki 9,01 mg/g. Kitų kvercetino 
grupės glikozidų kiekiai buvo mažesni [79].  

Obelų lapuose identifikuoti flavan-3-olių grupės junginiai: (+)-kate-
chinas, (–)-epikatechinas ir procianidinas B2. Nustatytas (–)-epikatechino 
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kiekis įvairavo nuo 22,3 mg/g iki 137,4 mg/100 g, (+)-katechino – nuo 7,9 
mg/g iki 125,2 mg/100 g [100], procianidino B2 − nuo 0,07 mg/g iki 1,19 
mg/g sausos žaliavos [102]. 

Picinelli ir kt. obelų lapų ėminiuose identifikavo dihidrochalkonų gru-
pės junginius – floridziną ir floretiną. Floridzino kiekis tirtuose ėminiuose 
įvairavo nuo 54,1 mg/g iki 140,0 mg/g, o floretino – nuo 0,3 mg/g iki 10,9 
mg/g sausos žaliavos [102]. Gosch ir kt. nurodo, kad floridzinas sudaro 
daugiau kaip 90 proc. obelų lapuose nustatytų fenolinių junginių [45].  

Apibendrinant obelų lapų cheminės sudėties tyrimų duomenis, galima 
teigti, kad obelų lapuose sukaupiami dideli floridzino ir kvercetino grupės 
glikozidų, ypač hiperozido ir kvercitrino, kiekiai, tačiau duomenys apie 
biologiškai aktyvių junginių kokybinės ir kiekinės sudėties įvairavimą nėra 
išsamūs. Ieškant perspektyvių augalinių žaliavų, vertingų savo chemine 
sudėtimi, kaupiančių didelius biologiškai aktyvių junginių kiekius, tikslinga 
vykdyti augalų fitocheminės įvairovės tyrimus. Aktualu atlikti Lietuvoje 
auginamų veislių obelų lapų fenolinių junginių kokybinės ir kiekinės 
sudėties analizę bei palyginti gautus rezultatus su kitų mokslininkų tyrimų 
duomenimis.  

1.3. Obuolių ir obelų lapų ekstraktų biologinis poveikis 
Mokslinių šaltinių duomenimis obelų vaisių ir lapų biologiškai aktyvių 

junginių kompleksas lemia platų šių augalinių žaliavų biologinio poveikio 
spektrą [20]. Atliktų tyrimų rezultatai patvirtina obuolių ir obelų lapų 
ekstraktų bei juose nustatytų individualių fenolinių junginių teigiamą po-
veikį žmogaus sveikatai [110, 136]. Siekiant moksliškai pagrįsti obuolių ir 
obelų lapų vartojimą sveikatinimo tikslams, svarbu eksperimentiniais tyri-
mais įvertinti šių augalinių žaliavų biologinį poveikį, išsiaiškinti jų ekstraktų 
veikimo mechanizmus.  

Obuolių antioksidacinis poveikis siejamas su fenolinių junginių 
kompleksu [13, 34, 73]. Bai ir kt., tyrę obuolių išspaudų fenolinių junginių 
antioksidacinį aktyvumą, nustatė, kad procianidino B2 antioksidacinis po-
veikis yra stipriausias. Silpnesniu antioksidaciniu aktyvumu pasižymi hiper-
ozidas ir chlorogeno rūgštis, silpniausiu − floridzinas [11]. Lee ir kt. tyrė 
obuolių fenolinių junginių ir askorbo rūgšties įtaką antioksidaciniam akty-
vumui, jie nustatė, kad kvercetinas, (–)-epikatechinas ir procianidinas B2 
yra pagrindiniai biologiškai aktyvūs junginiai, lemiantys obuolių ekstraktų 
antioksidacinį poveikį in vitro [68]. 

Bonarska-Kujawa ir kt. tyrė obelų lapų ekstraktų įtaką izoliuotų kiaulės 
eritrocitų membranų oksidacijai. Tyrimo metu nustatyta, kad obelų lapų 
ekstraktas sukelia stiprų oksidaciją inhibuojantį poveikį, todėl autoriai siūlo 
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jį vartoti kaip natūralų antioksidantą maisto, kosmetikos ir farmacijos pra-
monėje [21]. Tyrimai su žmonėmis parodė, kad senyvo amžiaus tiriamųjų, 
kasdien valgiusių šviežius obuolius, eritrocituose padidėjo antioksidacinių 
fermentų − superoksido dismutazės, glutationo peroksidazės kiekis ir bend-
ras kraujo plazmos antioksidacinis potencialas [6].  

Cholesterolio ir trigliceridų koncentraciją kraujyje mažinantis po-
veikis. Obuoliuose nustatyti biologiškai aktyvūs junginiai pasižymi choles-
terolio ir trigliceridų koncentraciją kraujyje mažinančiu poveikiu. Thilaka-
rathna ir kt. nustatė, kad obuolių luobelių ekstraktas inhibuoja mažo tankio 
lipoproteinų cholesterolio oksidaciją in vitro. Šį poveikį lemia chlorogeno 
rūgštis ir kvercetino grupės glikozidai [126]. Maitinant žiurkes maisto 
papildais, turinčiais liofilizuotų obuolių miltelių, nustatyta, kad cholesterolio 
koncentracija kraujo plazmoje ir kepenyse reikšmingai sumažėjo, o didelio 
tankio lipoproteinų padidėjo [4]. Panašūs tyrimų rezultatai gauti į žiurkių 
maitinimo racioną įtraukiant obuolius (5 g per dieną). Straipsnio autorių 
duomenimis (+)-katechinas, (–)-epikatechinas, procianidinas B1 ir β-karote-
nas yra svarbiausi obuoliuose nustatyti junginiai, lemiantys cholesterolį ma-
žinantį poveikį [119].  

Poveikis širdies ir kraujagyslių sistemai. Balasuriya ir Rupasinghe 
tyrė obuolių luobelių poveikį angiotenziną konvertuojančio fermento (AKF) 
aktyvumui. Tyrimo metu nustatyta, kad obuolių luobelių ekstraktas pasi-
žymi AKF inhibuojančiu poveikiu. Vertinant individualių kvercetino darinių 
įtaką AKF inhibavimui, stipriausiu poveikiu pasižymėjo kvercetin-3-gliu-
kozidas ir kvercetino metabolitas − kvercetin-3-gliukuronidas [12].  

Antivėžinis poveikis. Tirtas obuolių luobelių ekstrakto poveikis vėžio 
ląstelių proliferacijai in vitro. Nustatyta, kad obuolių luobelių ekstraktas 
reikšmingai mažina krūties ir prostatos vėžio ląstelių gyvybingumą ir 
dalijimosi potencialą, stabdo navikų augimą, skatina vėžinių ląstelių angio-
genezę ir metastazavimą slopinančio baltymo maspino ekspresiją [110]. 
Barth ir kt. tyrinėjo obuolių sulčių poveikį žiurkių gaubtinės žarnos karcino-
genezės procesams, sukeltiems naudojant 1,2-dimetilhidraziną. Nustatyta, 
kad obuolių sultys sumažino vėžio žymenų koncentraciją, DNR pažaidų 
skaičių, slopino ląstelių proliferacijos procesus [15]. Maldonado-Celis ir kt. 
nustatė, kad obuolių procianidinai skatina receptorių, atsakingų už apopto-
zės procesus žmogaus gaubtinės žarnos ląstelėse, aktyvumą, todėl obuoliai 
ir jų produktai vertingi vėžinių ligų profilaktikai [80]. Įrodyta priklau-
somybė tarp suvartojamo obuolių kiekio ir susirgimo vėžiu rizikos [41].  

Antimikrobinis poveikis. Atlikti obuolių luobelių ekstrakto poveikio 
Helicobacter pylori padermės bakterijoms tyrimai. Nustatyta, kad ekstraktas 
slopina H. pylori adheziją prie skrandžio gleivinės [96].  
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Tirtas obuolių luobelių ekstraktų antimikrobinis poveikis agaro difuzi-
jos metodu in vitro. Obuolių luobelių acetoninis ekstraktas turėjo stiprų anti-
mikrobinį poveikį Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 27853 ir Staphylococcus aureus ATCC 29213 padermėms. Labiau 
išreikštą antimikrobinį poveikį lėmė didesnį fenolinių junginių kiekį turintys 
ekstraktai [1].  

Antivirusinis poveikis. Atlikti moksliniai tyrimai, įrodantys obuolių fe-
nolinių junginių poveikį Herpes simplex ir gripo virusų padermėms. Suárez 
ir kt. tyrė obuolių išspaudų ekstraktų poveikį Herpes simplex 1 ir 2 tipo 
virusų padermių replikacijai beždžionių inkstų ląstelėse in vitro. Nustatyta, 
kad ekstraktai daugiau nei 50 proc. inhibavo abiejų tipų H. simplex virusų 
padermių replikaciją [123]. He ir kt. tyrė obuolių ekstrakto poveikį gripo vi-
rusu H1N1 paderme užkrėstoms pelėms Atlikti poveikio mechanizmo tyri-
mai parodė, kad obuolių ekstraktas sustiprino imuninės sistemos atsaką – 
padidino B ir T limfocitų skaičių, ląstelinio imuniteto mediatoriaus interleu-
kino-2 sekreciją, netiesiogiai stimuliavo 1 ir 2 tipų interferono gamybą [52].  

Antidiabetinis poveikis. Obelų vaisiuose ir lapuose nustatytas dihidro-
chalkonų grupės junginys – floridzinas, pasižymintis plačiu biologinio po-
veikio spektru. Atlikti moksliniai tyrimai įrodo, kad šis junginys turi poveikį 
vėžinių ląstelių vystymuisi [133], gerina atmintį [19, 141], yra svarbus kaulų 
lūžių prevencijai [107, 120].  

Labiausiai mokslininkus dominantis ir medicinai svarbus yra floridzino 
antidiabetinis poveikis [83, 89]. Floridzinas mažina gliukozės koncentraciją 
plazmoje, blokuodamas gliukozės absorbciją ir resorbciją [61, 142]. Flo-
ridzino geba panaikinti gliukotoksiškumą ir sumažinti gliukozės koncent-
raciją kraujyje, nedidinat kūno svorio, nesukeliant hipoglikemijos ir skysčių 
netekimo rizikos, lemia jo naudą II tipo diabeto profilaktikai [50, 93, 104].  

Kiti poveikiai. Mokslinėje literatūroje aprašyta, kad obuolių sulčių 
fenoliniai junginiai gali būti vertingi Alzheimerio ligos prevencijai. Nustaty-
ta, kad obuolių sulčių koncentratas slopina padidintą presenilino-1 ekspre-
siją [26], mažina reaktyvių deguonies formų kaupimąsi smegenų audinyje ir 
lėtina atminties blogėjimą [113].  

Atlikti obuolių minkštimų ekstrakto poveikio skrandžio epitelio ląste-
lėms in vitro ir in vivo tyrimai. Nustatyta, kad ekstraktas apsaugo skrandžio 
gleivinės ląstelių membranas nuo reaktyvių deguonies formų sukeltų pa-
žaidų ir inhibuoja lipidų peroksidacijos procesus [47]. Carrasco-Pozo ir kt. 
atliko tyrimus su žiurkėmis in vivo ir įrodė, kad obuolių luobelių ekstraktas, 
mažindamas neutrofilų infiltraciją į skrandžio gleivinę, apsaugo ją nuo įvai-
rių vaistų nuo uždegimo sukeliamų mikro- ir makro- pažaidų. Obuolių 
luobelių fenoliniai junginiai gali būti naudojami kaip prevencinė priemonė 
nesteroidinių vaistų nuo uždegimo šalutiniams poveikiams mažinti [23].  
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Bao ir kt., atlikę tyrimus su pelėmis, nustatė, kad obuolių fenoliniai jun-
giniai reikšmingai mažina cigarečių dūmų sukeltus uždegiminius procesus. 
Obuolių fenoliniai junginiai gali būti vertingi apsaugant plaučius nuo ciga-
rečių dūmų sukeliamų pažaidų [14].  

Šiame skyriuje pateikti tyrimų duomenys įrodo, kad obuoliuose ir obelų 
lapuose kaupiami fenoliniai junginiai lemia įvairiapusį biologinį poveikį ir 
gali būti potencialiai vertingi įvairių ligų prevencijai ir gydymui. Atsi-
žvelgiant į tai, tikslinga atlikti Lietuvos klimato sąlygomis auginamų obelų 
vaisių ir lapų fenolinių junginių fitocheminės sudėties ir antioksidacinio po-
veikio tyrimus. Gauti tyrimų rezultatai leistų pasiūlyti vartotojui žinomos 
fenolinių junginių sudėties obuolių ir obelų lapų ekstraktais praturtintus 
maisto papildus, kurie būtų vertingi sprendžiant apie šių augalinių žaliavų 
naudojimą funkcinio maisto kūrimui ir gamybai.  
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2. TYRIMO OBJEKTAS IR METODAI 

2.1. Tyrimo objektas 

Obuolių ir obelų lapų fenolinių junginių kokybinės ir kiekinės sudėties 
tyrimams panaudoti 'Aldas', 'Auksis', 'Connel Red', 'Ligol', 'Lodel', 'Rajka' 
veislių ėminiai, užauginti Lietuvoje, Babtuose, LAMMC filiale Sodininkys-
tės ir daržininkystės instituto eksperimentiniame sode. Obuolių ir lapų 
fenolinių junginių kiekinės sudėties palyginamiesiems tyrimams ėminiai 
rinkti 2012 m. Poskiepių įtakos obuolių fenolinių junginių kokybinės ir 
kiekinės sudėties įvairavimo tyrimui 'Ligol' veislės obuoliai skinti 
2011−2012 m. Tyrimams naudoti obelų poskiepiai: nykštukiniai (P 22, P 59, 
P 61 ir PB.4), žemaūgiai (M.9, P 62, P 66, P 67, B.396) ir pusiaužemaūgis 
M.26 poskiepis. Obuolių ir obelų lapų ėminiai fenolinių junginių kiekinės 
sudėties įvairavimo tyrimams vegetacijos metu rinkti skirtingais fenolo-
giniais tarpsniais 2013 m. (2.1.1 lentelė). Fenologiniai tarpsniai nurodyti 
pagal Meier [85]. 

2.1.1 lentelė. Tyrimo laikotarpio (gegužės−lapkričio mėnesiai) metų dienos 
ir fenologiniai tarpsniai.  

Ėminių rinkimo 
data 

Metų 
diena 

Fenologinis tarpsnis 
Lapai Vaisiai 

Gegužės 21 140 
Lapų vystymasis (skleidimasis) 

− 
Birželio 4 154 − 
Birželio 18 168 

Intensyvus ūglių augimas – 
pirmieji lapai pilnai išsiskleidę, 
auga ir skleidžiasi nauji lapai 

Vaisių vystymasis 

Liepos 2 182 
Liepos 16 196 
Liepos 30 210 
Rugpjūčio 13 224 
Rugpjūčio 27 238 

Branda – pilnai subrendę, 
produktyvūs lapai, intensyviai 

vykdantys fotosintezę. 

Rugsėjo 9 252 
Rugsėjo 16 259 
Rugsėjo 23 266 

Vaisių nokimas 

Rugsėjo 30 273 
Spalio 7 280 
Spalio 14 287 
Spalio 21 294 

Lapų senėjimas 
Lapkričio 4 308 
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2.2. Tyrimo metodai 

Obuolių ėminių paruošimas. Obuoliai supjaustyti į vienodo dydžio 
skilteles (iki 1 cm storio), pašalinant kotelius ir sėklas. Obuolių skiltelės 
užšaldytos –35°C temperatūroje šaldiklyje su oro cirkuliacija ir džiovintos 
liofilizatoriuje „Zirbus“ („Zirbus technology GmbH“, Vokietija). 
Liofilizacija vykdyta 0,01 mbar slėgyje, kondensoriaus temperatūra –85°C. 
Liofilizuotos obuolių skiltelės susmulkintos, naudojant elektrinį malūną 
„Retsch 200“ („Retsch GmbH“ Vokietija). Ėminiai laikyti sandariai 
uždarytuose induose, tamsoje.  

Obuolių luobelių ir minkštimų ėminių paruošimas. Obuolių luobelės 
nuo obuolių minkštimo atskirtos, naudojant obuolių lupimo įrenginį 
„Kronen AS2“ („Kronen GmbH“, Vokietija). Supjaustyti obuolių luobelių ir 
minkštimų ėminiai paruošti analogiškai, kaip ir obuolių ėminiai. 

Obelų lapų ėminių paruošimas. Šviežiai surinkti obelų lapai džiovinti 
liofilizatoriuje „Zirbus“ („Zirbus technology GmbH“, Vokietija) tokiomis 
pačiomis sąlygomis kaip obuolių ėminiai.  

Visų tiriamųjų mėginių nuodžiūvis nustatytas Europos farmakopėjos 
nurodytu metodu [36]. Tyrimų duomenys perskaičiuoti absoliučiai sausai 
liofilizuotai žaliavai.  

Obuolių ėminių ekstraktų paruošimas. Atsveriama 2,5 g (tikslus 
svėrinys) liofilizuotų obuolių miltelių, užpilama 30 ml 70 proc. (v/v) etano-
liu ir ekstrahuojama ultragarso vonelėje „Sonorex Digital 10 P“ („Bandelin 
electronic GmbH“, Vokietija) 20 min. 40°C temperatūroje sandariai 
uždarytuose stikliniuose buteliukuose. Ultragarso stipris – 480 W, dažnis – 
35000 Hz. Gautas ekstraktas filtruojamas per popierinį filtrą, obuolių 
liofilizatas esantis ant filtro du kartus praplaunamas po 10 ml 70 proc. (v/v) 
etanolio į 50 ml matavimo kolbutę ir paskiedžiama 70 proc. (v/v) etanoliu 
iki žymės. Prieš ESC analizę ekstraktai filtruojami per 0,22 µm porų dydžio 
membraninius filtrus („Carl Roth GmbH“, Vokietija). 

Obelų lapų ėminių ekstraktų paruošimas. Atsveriama 0,25 g (tikslus 
svėrinys) liofilizuotų obelų lapų miltelių, užpilama 10 ml 70 proc. (v/v) eta-
noliu ir ekstrahuojama ultragarso vonelėje „Sonorex Digital 10 P“ („Ban-
delin electronic GmbH“, Vokietija) 40 min. 60°C temperatūroje sandariai 
uždarytuose stikliniuose buteliukuose. Ultragarso stipris – 480 W, dažnis – 
35000 Hz. Gautas ekstraktas centrifuguojamas 7 min., naudojant „Hermle 
Z206A“ centrifugą („Denville Scientific Inc.“, JAV). Centrifugavimo greitis 
– 6000 apsisukimų per minutę. Po centrifugavimo supernatantas nupilamas 
nuo nuosėdų. Prieš ESC analizę ekstraktai filtruojami per 0,22 µm porų 
dydžio membraninius filtrus („Carl Roth GmbH“, Vokietija). 
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Bendro flavonoidų kiekio nustatymas. Bendras flavonoidų kiekis nu-
statytas spektrofotometriniu metodu, veikiant tiriamąjį ekstraktą aliuminio 
chlorido tirpalu rūgštinėje terpėje [130]. Tiriamojo tirpalo paruošimas. 
0,2 ml tiriamojo tirpalo 5 ml matavimo kolbutėje sumaišoma su 2 ml 96 proc. 
(v/v) etanolio, 0,1 ml 30 proc. (v/v) acto rūgšties tirpalo, 0,3 ml 10 proc. 
aliuminio chlorido tirpalo. Po 30 min. į kolbutę įpilama 0,4 ml 5 proc. hek-
sametilentetramino tirpalo ir praskiedžiama išgrynintu vandeniu iki žymės. 
Palyginamojo tirpalo paruošimas. 0,2 ml tiriamojo ekstrakto 5 ml kolbu-
tėje sumaišoma su 2 ml 96 proc. (v/v) etanolio, 0,1 ml 30 proc. (v/v) acto 
rūgšties tirpalo ir praskiedžiama išgrynintu vandeniu iki žymės. Absorbcijos 
dydis matuotas UV-Vis spektrofotometru „Genesys-10“ („Thermo Spectro-
nic“, JAV) bangos ilgiui esant 407 nm. Penkių lygmenų kalibravimo grafi-
kas (y=1,0258x+0,008, R2=0,9994) sudarytas, naudojant 0,1−0,85 mg/ml 
koncentracijos etaloninius rutino tirpalus. Bendras flavonoidų kiekis obelų 
vaisių ar lapų ėminiuose išreikštas rutino ekvivalentu mg/g absoliučiai 
sausos žaliavos.  

Efektyviosios skysčių chromatografijos metodika. Fenolinių junginių 
kokybinė ir kiekinė analizė atlikta atvirkščių fazių efektyviosios skysčių 
chromatografijos (ESC) metodu „Waters 2695 Alliance“ chromatografine 
sistema („Waters“, JAV), naudojant diodų matricos detektorių „Waters 
2998“. Chromatografinio skirstymo valdymas, chromatogramų registravi-
mas, duomenų kaupimas ir apdorojimas atliktas naudojantis „Empower® 2 
Chromatography Data Software” („Waters“, JAV) programine įranga. 
Skirstymui naudota kolonėlė „YMC-Pack ODS-A“ (250×4,6 mm, C18, 
dalelių dydis 5 µm) su prieškolone „YMC-Triart“ (10×3,0, C18, dalelių 
dydis 5 µm) („YMC Europe GmbH“, Vokietija). Optimizuotos 
chromatografinės metodikos eliuentų sistema sudaryta iš 2 proc. (v/v) acto 
rūgšties tirpalo vandenyje (eliuentas A) ir 100 proc. (v/v) acetonitrilo 
(eliuentas B). Gradiento kitimas: 0–30 min. 3–15 proc. B, 30–45 min. 15–25 
proc. B, 45–50 min. 25–50 proc. B, 50–55 min. 50–95 proc. B. Judrios fazės 
tėkmės greitis – 1 ml/min., injekcijos tūris – 10 µl. Kolonėlė termostatuota 
25°C temperatūroje. Chromatografinės smailės identifikuotos lyginant 
analičių ir etaloninių junginių sulaikymo laikus ir UV absorbcijos spektrines 
charakteristikas (𝜆=200–400 nm). Identifikuotų junginių tapatybė patvirtinta 
priedo metodu į tiriamąjį ekstraktą pridėjus etaloninio junginio, vertinant 
chromatografinių smailių formos ir spektrinių charakteristikų pokyčius. 
Kiekinis obelų vaisių ir lapų ėminių ekstraktuose identifikuotų junginių 
nustatymas atliktas naudojantis penkių lygmenų kiekvienai analitei 
sudarytais etaloninių junginių kalibravimo grafikais bei remiantis analitės 
chromatografinės smailės ploto priklausomybe nuo analitės koncentracijos 
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analizuojamame ekstrakte. Dihidrochalkonų, monomerinių ir oligomerinių 
flavan-3-olių kiekiai tiriamuosiuose ekstraktuose apskaičiuoti bangos ilgiui 
esant 280 nm, fenolinių rūgščių – 320 nm, flavonolių – 360 nm.  

Antioksidacinio aktyvumo nustatymas. ABTS tirpalo paruošimas. 
2 mM ABTS miltelių ištirpinama 0,7 mM vandeniniame kalio persulfato 
tirpale. Tirpalas laikomas 16–17 val. kambario temperatūroje tamsoje, kol 
pasiekiama reakcijos pusiausvyra. Gautas pradinis ABTS radikalo-katijono 
(ABTS•+) tirpalas skiedžiamas acetatiniu buferiu (0,1 M, pH 4,5) iki darbi-
nės 110 μM ABTS•+ koncentracijos. 

FRAP tirpalo paruošimas. 10 mM 2,4,6-tripiridil-s-triazino (TPTZ) 
miltelių ištirpinama 40 mM vandenilio chlorido rūgšties tirpale. 20 mM gele-
žies (III) chlorido heksahidrato (FeCl3×6H2O) ištirpinama išgrynintame 
vandenyje. Darbinis FRAP tirpalas ruošiamas sumaišius TPTZ, FeCl3×6H2O 
ir acetatinio buferio (300 mM, pH 3,6) tirpalus santykiu 1:1:25. 

ESC-ABTS ir ESC-FRAP pokolonėliniai metodai. Tiriamųjų ekstraktų 
choramtografinis skirstymas atliktas chromatografine „Waters 2695 Alliance“ 
sistema („Waters“, JAV) su diodų matricos detektoriumi „Waters 2998“, 
taikant aukščiau aprašytą ESC skirstymo metodiką. Ekstraktų antiradikalinio 
ir redukcinio aktyvumo nustatymas atliktas, taikant Raudonio ir kt. straipsnyje 
aprašytas ESC-ABTS ir ESC-FRAP metodikas [109]. Po detekcijos eliuatas 
tiesiogiai sumaišomas su ABTS•+ arba FRAP reagentu, kurie į pokolonėlę 
tiekiami chromatografu „Beckman programable solvent module 126“ 
(„Beckman“, JAV) pastoviu 0,5 ml/min. tėkmės greičiu. Reakcija tarp 
analitės ir reagento vykdyta reakcijos kilpoje, pagamintoje iš polietere-
terketono (ilgis 15 m, vidinis skersmuo 0,3 mm), 25oC temperatūroje. 
„Waters 2487“ detektorius naudotas registruoti absorbcijos padidėjimą po 
reakcijos su FRAP (esant 593 nm bangos ilgiui) arba sumažėjimą po reakcijos 
su ABTS•+ (esant 650 nm bangos ilgiui). ABTS kalibravimo grafikas 
(y=10497x+4758,1, R2=0,9987) sudarytas, naudojant 20−200 µM 
koncentracijos etaloninius trolokso tirpalus. FRAP kalibravimo grafiko 
(y=18560x−7573,8, R2=0,9995) sudarymui naudoti 1–100 µM koncentracijos 
etaloniniai trolokso tirpalai.  

Antioksidacinio aktyvumo apskaičiavimas. Obuolių ėminių ekstraktų 
antioksidacinis aktyvumas apskaičiuotas pagal trolokso kalibravimo grafiką 
ir išreikštas TE μmol/g absoliučiai sausai žaliavai. TE atitinka trolokso kiekį 
(μmol), kuris tokiomis pat tyrimo sąlygomis turi identišką antioksidacinį 
aktyvumą, kaip 1 g augalinės žaliavos. TE apskaičiuojamas iš formulės: 

),μmol/g(,
.(g)m
(l)V

a
bATE

band

band.
×

−
=  
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kur: A – antioksidantiškai aktyvios analitės smailės plotas antioksidacinio 
aktyvumo chromatogramoje; a – nuolydis, b – nuokrypis iš trolokso kalib-
ravimo grafiko regresijos lygties; Vband. – tiriamos augalinės žaliavos ekstrak-
to bandinio tūris (l); mband. – tiriamo bandinio atsvertas kiekis (tiksli masė, g). 
Antioksidantinis profilis leidžia įvertinti individualių komponentų įtaką 
antioksidaciniam aktyvumui [16]. Identifikuotų junginių indėlis į antioksi-
dacinį aktyvumą (IAA) apskaičiuotas pagal formulę: 

100,
S

SIAA
bendras

x ×=  

kur: Sx – vertinamos smailės plotas; Sbendras – visų antioksidaciniame profi-
lyje identifikuotų smailių plotų suma. 

Naudoti reagentai. Tyrimų metu naudoti analitinio švarumo reagentai, 
gradientinio švarumo eliuentai ir ESC grynumo etaloniniai junginiai įsigyti 
iš šių gamintojų: „Sigma-Aldrich“ (Šveicarija), „Extrasynthese” (Prancū-
zija), „Chromadex” (JAV), AB „Stumbras“ (Lietuva), „Fluka“ (Šveicarija), 
„Scharlau“ (Ispanija). Išgrynintas dejonizuotas vanduo (18,2 mΩcm-1) 
ruoštas „Crystal E HPLC“ („Adrona“, Latvija) vandens valymo sistema. 

Statistiniai duomenų apdorojimo metodai. Obelų vaisių ir lapų 
ėminių fitocheminių tyrimų metu gauti duomenų įvertinimas atliktas „MS 
Excel“ („Microsoft“, JAV) kompiuterine programa ir „SPSS 20“ („SPSS 
Inc.“, JAV) statistiniu paketu. Duomenys pateikiami kaip trijų pakartojimų 
vidurkis±standartinis nuokrypis. Statistiškai patikimi skirtumai tarp 
skirtingų veislių ėminių nustatyti atlikus vienfaktorinę dispersinę analizę 
(ANOVA) ir taikant daugkartinio palyginimo Tukey kriterijų. 
Kolmogorovo-Smirnovo kriterijus taikytas hipotezei apie kintamojo 
skirstinio normalumą patikrinti. Livyno kriterijus naudotas hipotezės apie 
dispersijų lygybę tikrinimui. Skirtumai laikyti statistiškai patikimais, kai 
p<0,05.  

27 

 



3. REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

3.1. ESC metodikos M. domestica Borkh. vaisių ir lapų fenolinių 
junginių kokybinės ir kiekinės sudėties vertinimui vystymas 

Norint užtikrinti augalinių žaliavų ir jų fitopreparatų efektyvumą ir 
kokybę, būtina taikyti ypatingai atrankius, šiuolaikinius analizės metodus, 
kurie įgalintų efektyviai išskirstyti antrinių metabolitų kompleksus ir atlikti 
biologiškai aktyvių junginių kokybinės ir kiekinės sudėties vertinimą. Tai 
skatina kurti naujas analitines metodikas ir pritaikyti jas augalų teikiamų 
žaliavų cheminės sudėties tyrimams.  

3.1.1. Obuolių ir obelų lapų flavonoidų ekstrakcijos sąlygų 
optimizavimas 
Ekstrahento ir ekstrakcijos sąlygų parinkimas yra reikšmingas analitinis 

žingsnis, vystant augalinių žaliavų biologiškai aktyvių junginių kokybinio ir 
kiekinio nustatymo metodiką. Flavonoidų glikozidams, polinėms 
fenolinėms rūgštims išekstrahuoti dažniausiai naudojami ekstrahentai yra 
metanolis, etanolis, acetonas ir įvairių koncentracijų jų mišiniai su vandeniu 
[49, 60].  

Obelų lapų flavonoidų ekstrakcijos sąlygų optimizavimas. Vertinant 
ekstrahento poliškumo įtaką flavonoidų ekstrakcijai iš obelų lapų ėminių, 
taikytas maceracijos metodas. Flavonoidų ekstrakcijos išeiga tirta ekstra-
huojant ėminius acetono, etanolio ir metanolio mišiniais su vandeniu. Tyri-
mams pasirinktos 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95 proc. (v/v) acetono, eta-
nolio ir metanolio koncentracijos. Obelų lapų ėminių ekstrakcija vykdyta 4 
val, bendrą flavonoidų kiekį nustatant spektrofotometriniu metodu [130]. 
Apibendrinant tyrimų rezultatus, nustatyta, kad didžiausias bendras flavo-
noidų kiekis (20,74±0,36 mg RE/g) gautas obelų lapų ėminius ekstrahuojant 
70 proc. (v/v) etanoliu, todėl šis ekstrahentas pasirinktas tolesniems tyri-
mams (3.1.1.1 pav.).  
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3.1.1.1 pav. Bendras flavonoidų kiekis obelų lapų ėminių ekstraktuose, 

ekstrakcijai naudojant skirtingus įvairių koncentracijų ekstrahentus 

Kitame obelų lapų ėminių ekstrakcijos optimizavimo tyrimų etape 
vertinta ekstrakcijos metodo ir trukmės įtaka flavonoidų išgavai. Flavonoidų 
ekstrakcijos efektyvumo palyginamiesiems tyrimams pasirinkti šie ekstrak-
cijos metodai: maceracija ir ekstrakcija ultragarsu (sonifikacija). Ekstra-
huojant obelų lapų ėminius maceracijos būdu skirtingais laiko intervalais nuo 
0,5 iki 48 val., nustatyta, kad koncentracijų pusiausvyra tarp skystos ir kietos 
fazių pasiekiama po 30 val. ekstrakcijos (3.1.1.2 pav.). Nustatytas bendras 
flavonoidų kiekis siekė 25,34±0,86 mg RE/g. Toliau ilginant ekstrakcijos 
laiką, flavonoidų išeiga statistiškai patikimai (p>0,05) nekito ir po 48 val. 
ekstrakcijos nustatytas flavonoidų kiekis buvo 25,41±0,69 mg RE/g.  

 
3.1.1.2 pav. Bendro flavonoidų kiekio kitimas obelų lapų ėminių 

ekstraktuose, ekstrahuojant maceracijos metodu. 
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Norėdami įvertinti ekstrakcijos ultragarsu metodo įtaką flavonoidų 
išgavai, obelų lapų ėminius ekstrahavome ultragarso vonelėje skirtingais 
laiko intervalais nuo 5 min. iki 90 min. 30, 40, 50 ir 60°C temperatūroje. 
Nustatyta, kad, didinant temperatūrą, laikas, per kurį pasiekiama ekstrak-
cijos pusiausvyra tarp kietafazio bandinio ir skystos fazės, trumpėja. Di-
džiausias bendras flavonoidų kiekis (33,93±1,02 mg RE/g) nustatytas obelų 
lapų ėminius ekstrahavus 40 min. 60°C (3.1.1.3 pav.). Ilginant ekstrakcijos 
ultragarso vonelėje trukmę, statistiškai patikimo skirtumo tarp bendro flavo-
noidų kiekio nenustatyta (p>0,05). Po 90 min ekstrakcijos nustatytas bend-
ras flavonoidų kiekis siekė 33,53±1,21 mg RE/g. Palyginus maceracijos ir 
ekstrakcijos ultragarso vonelėje metodų efektyvumą, nustatyta, kad, tiria-
muosius bandinius veikiant ultragarsu, didesnė ekstrakcijos išeiga pasiekia-
ma per ženkliai trumpesnį laiką nei taikant maceracijos metodą.  

 
3.1.1.3 pav. Bendro flavonoidų kiekio kitimas obelų lapų ėminių 

ekstraktuose ekstrahuojant ultragarso vonelėje. 

Atlikus obelų lapų flavonoidų ekstrakcijos optimizavimo tyrimus, nu-
statyta, kad didžiausias bendras flavonoidų kiekis gautas obelų lapų ėminius 
ekstrahavus 70 proc. (v/v) etanoliu 40 min. 60°C temperatūroje. Šios 
ekstrakcijos sąlygos pasirinktos tolesniems obelų lapų fitocheminės sudėties 
tyrimams.  

Obuolių flavonoidų ekstrakcijos sąlygų optimizavimas. Atlikti ekspe-
rimentiniai tyrimai, optimizuojant flavonoidų ekstrakciją iš obuolių ėminių. 
Gauti tyrimų rezultatai išsamiai išnagrinėti mūsų publikuotame straipsnyje 
„Application of an optimized HPLC method for the detection of various 
phenolic compounds in apples from Lithuanian cultivars“ (žr. Priedai).  

Apibendrinant obuolių ėminių ekstrakcijos optimizavimo tyrimų rezul-
tatus, nustatyta, kad didžiausia flavonoidų išgava pasiekta ekstrahuojant 
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obuolių ėminius 70 proc. (v/v) etanoliu ultragarso vonelėje 20 min. 40°C 
temperatūroje. Šios sąlygos pasirinktos skirtingų veislių obuolių ėminių 
ekstrakcijai vykdyti.  

3.1.2. ESC metodikos obuolių ir obelų lapų fenolinių junginių 
kokybinės ir kiekinės sudėties vertinimui optimizavimas ir 
validavimas 
Kiekinės fenolinių junginių sudėties daugiakomponentėse augalinėse 

matricose įvertinimui plačiausiai naudojami chromatografiniai ir UV-regi-
mojo spektro absorbcinės spektrofotometrijos metodai, rečiau kapiliarinė 
elektroforezė [88, 128]. UV-regimosios šviesos spektrofotometrijos metodas 
taikomas bendram fenolinių junginių ir jų grupių (antocianinų, proanto-
cianidinų ir kt.) kiekiui nustatyti [25]. ESC metodas yra vienas plačiausiai 
taikomų analizės metodų, leidžiančių atlikti kokybinės ir kiekinės biolo-
giškai aktyvių junginių sudėties augalinėse žaliavose ir jų preparatuose ver-
tinimą [56, 88, 135].  

Augalinių ekstraktų fenolinių junginių skirstymui ir kiekiniam nusta-
tymui ESC metodu dažniausiai taikoma atvirkščių fazių efektyvioji skysčių 
chromatografija, naudojant kolonėles su C18, rečiau C8 ar kita įkrova [30, 
31]. Dėl augalinių žaliavų biologinės matricos kompleksiškumo sudėtinga 
pasiekti pakankamą atrankumą ir skiriamąją gebą, todėl pradiniame ESC 
metodikos vystymo etape yra labai svarbu pasirinkti tinkamą kolonėlę, kuri 
užtikrintų analičių atskyrimą.  

Siekiant gauti geriausią skiriamąją gebą ir obuolių bei obelų lapų 
ėminių ekstraktų fenolinių junginių komplekso išskirstymą, buvo įvertintas 
4 skirtingų parametrų chromatografinių kolonėlių atrankumas ir skiriamoji 
geba. Tyrimams naudotos šios kolonėlės: „YMC-Pack ODS-A“ C18 (250× 
4,6 mm, 5 µm), „ACE“ C18 (150 mm×4,6 mm, 3 μm), „ACE“ C18 (250 
mm× 4,6 mm, 5 μm) ir „Phenomenex Luna“ C18 (250 mm×4,6 mm, 5 μm). 
Metodikos vystymo eksperimentų metu nustatyta, kad, chromatografiniam 
skirstymui naudojant kolonėlę „YMC-Pack ODS-A“ C18 (250×4,6 mm, 5 
µm) pasiekiamas geresnis analičių atskyrimas, todėl ši kolonėlė atrinkta 
tolesniems tyrimams.  

Augalinės kilmės ekstraktų analičių skirstymui dažniausiai taikomas 
gradientinis eliuavimas [60]. Moksliniuose straipsnuose nurodoma, kad, 
ESC metodu skirstant fenolinius junginius, eliuentais dažniausiai naudojami 
vanduo ir acetonitrilas arba metanolis [31, 74]. Metodikos vystymo eksperi-
mentų metu nustatėme, kad, chromatografiniam skirstymui taikant kolonėlę 
„YMC-Pack ODS-A“ C18 (250×4,6 mm, 5 µm), ir, kaip judrią fazę 
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naudojant vandens − acetonitrilo mišinį, pasiekiamas geresnis analičių 
atskyrimas nei naudojant mišinį vanduo − metanolis.  

Eliuentų parūgštinimas sumažina fenolinių junginių hidroksilo grupių 
jonizaciją, o tai mažina smailių asimetriją ir pagerina analičių atskyrimą [30, 
88]. Siekiant optimizuoti chromatografinį skirstymą, naudoti šie eliuentai: 
2 proc. (v/v) acto rūgšties tirpalas vandenyje – 100 (v/v) acetonitrilas ir 0,1 
proc. (v/v) trifluoracto rūgšties tirpalas vandenyje – 100 (v/v) acetonitrilas. 
Atlikę eksperimentus, nustatėme, kad geresnė skiriamoji geba pasiekiama 
kaip eliuentą naudojant 2 proc. (v/v) acto rūgšties tirpalą vandenyje − 100 
(v/v) acetonitrilą. Ši judri fazė pasirinkta tolesniems tyrimams. 

Obuolių ir obelų lapų ėminiuose nustatyti įvairių grupių fenoliniai jun-
giniai (kvercetino glikozidai, flavan-3-oliai, fenolinės rūgštys, dihidrochal-
konai). Ėminio matricos kompleksiškumas apsunkina tiriamųjų junginių 
atskyrimą, todėl, siekiant gauti geresnę skiriamąją gebą, optimizuotas gra-
dientinis eliuavimas. Pritaikius 2.2 poskyryje aprašytą gradiento kitimą, pa-
vyko efektyviai išskirstyti obuolių ir obelų lapų flavonoidų ir fenolinių rūgš-
čių kompleksą. Fenolinių junginių standartų mišinio, obuolių bei obelų lapų 
ekstraktų pavyzdžiuose visų tiriamųjų analičių smailių skiriamoji geba buvo 
didesnė nei 2. Obuolių ėminio etanolinio ekstrakto chromatogramos, atsklei-
džiančios fenolinių junginių komplekso skirstymą, pateikiamos 3.1.2.1 pav.  

 
1 – Procianidinas B1, 2 – (+)-katechinas, 3 – chlorogeno rūgštis, 4 – procianidinas B2,  

5 – (–)-epikatechinas, 6 – rutinas, 7 – hiperozidas, 8 – izokvercitrinas, 9 – avikuliarinas,  
10 – kvercitrinas, 11 – floridzinas. 

3.1.2.1 pav. Obuolių ėminio etanolinio ekstrakto ESC chromatogramos 
(veislė 'Aldas', a) λ=280 nm, b) λ=360 nm)  
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ESC metodikos validacija. Metodikos validacijos žingsniai atlikti pagal 
Tarptautinės harmonizacijos Konferencijos rekomendacijas [10]. Vertinti šie 
validacijos parametrai: metodikos atrankumas (specifiškumas), rezultatų 
glaudumas, analičių aptikimo ir kiekinio nustatymo ribos bei tiesiškumas. 
ESC metodikos vystymo ir validacijos tyrimų rezultatai paskelbti straipsnyje 
„Application of an optimized HPLC method for the detection of various 
phenolic compounds in apples from Lithuanian cultivars“ (žr. Priedai).  

Metodikos atrankumo (smailių identifikavimo ir grynumo) vertinimas 
atliktas lyginant analičių sulaikymo laikus ir UV absorbcijos spektrus su 
etaloninių junginių sulaikymo laikais ir spektrinėmis charakteristikomis. 
Identifikuotų junginių tapatybė patvirtinta priedo metodu, į analizuojamąjį 
ekstraktą pridėjus etaloninio junginio, stebint smailės formos ir spektrinių 
charakteristikų pokyčius. Apskaičiuotos tiriamųjų analičių aptikimo ribos 
reikšmės varijavo nuo 0,47 µg/ml iki 0,97 µg/ml, o kiekinio nustatymo ribos 
kito nuo 1,54 µg/ml iki 2,93 µg/ml. Visų analičių kalibravimo grafikų regre-
sijos koeficientai (R2) buvo didesni nei 0,999, tai patvirtina optimizuotos 
ESC metodikos tiesiškumą (3.1.2.1 lentelė). Gauti rezultatai įrodo, kad, 
naudojant šią metodiką, galima atlikti fenolinių junginių kiekinį įvertinimą. 

3.1.2.1 lentelė. Identifikuotų fenolinių junginių kalibracinių grafikų lygtys, 
regresijos koeficientai, nustatymo ir aptikimo ribos 

Junginys Įrodytas 
tiesiškumo 
intervalas, 

µg/ml 

Kalibracinio grafiko lygtis R2a ARb, 
µg/ml 

NRc, 
µg/ml 

Procianidinas B1 6,25–100 Y = 7,33 × 103x + 5,49 × 103 0,9998 0,87 2,64 
(+)-Katechinas 5–80 Y= 7,00 × 103x – 1,87 × 103 0,9999 0,73 2,20 
Chlorogeno 
rūgštis 

6,25–100 Y = 2,68 × 104x – 3,02 × 104 0,9999 0,97 2,93 

Procianidinas B2 6,25–100 Y = 5,58 × 103x + 7,15 × 103 0,9998 0,92 2,86 
Kavos rūgštis 6,25–100 Y = 5,35 × 104x – 4,55 × 104 0,9999 0,93 2,82 
(−)-Epikatechinas 5–80 Y = 7,53 × 103x + 1,19 × 102 0,9999 0,73 2,22 
Rutinas 3,125–50 Y = 1,47 × 104x – 7,66 × 103 0,9998 0,92 2,79 
Hiperozidas 5–80 Y = 2,23 × 104x – 1,01 × 104 0,9999 0,80 2,42 
Izokvercitrinas 3,125–50 Y = 2,66 × 104x – 2,10 × 104 0,9999 0,47 1,54 
Avikuliarinas 3,125–50 Y = 2,32 × 104x – 1,12 × 104 0,9998 0,84 2,56 
Kvercitrinas 2,5–40 Y = 1.77 × 104x – 5,57 × 103 0,9998 0,72 2,19 
Floridzinas 3,125–50 Y = 1,85 × 104x – 7,09 × 103 0,9998 0,79 2,40 
Floretinas 3,125–50 Y = 3,55 × 104x + 4,35 × 104 0,9997 0,84 2,54 

aR2 – Regresijos koeficientas; bAR – aptikimo riba; cNR – nustatymo riba. 
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ESC metodikos glaudumas vertintas pagal du parametrus: pakartoja-
mumą ir tarpinį preciziškumą. Rezultatų pakartojamumui įvertinti atliktos 
šešios trijų skirtingų koncentracijų standartų mišinio analizės. Pagal smailės 
plotą apskaičiuotas metodikos pakartojamumo variacijos koeficientas įvai-
ravo nuo 1,22 proc. (chlorogeno rūgštis) iki 1,52 proc. ((−)-epikatechinas). 
Rezultatų tarpinis preciziškumas apskaičiuotas iš per tris skirtingas dienas 
atliktų analizių rezultatų (šešios vidutinės koncentracijos standartų mišinio 
analizės atliktos per tris skirtingas dienas, iš viso 18 analizių), jo variacijos 
koeficientas kito nuo 1,45 proc. (chlorogeno rūgštis) iki 2,76 proc. (florid-
zinas) smailės plotui. Atlikta liofilizuotų obuolių ir obelų lapų ėminių 
ekstrakcija po ekstrakcijos. Iš to paties liofilizuotų obuolių ar obelų lapų 
ėminio pagaminti šeši etanoliniai ekstraktai, kurie tirti taikant mūsų išvys-
tytą ir optimizuotą ESC metodiką. Obuolių ėminių ekstraktų variacijos 
koeficientas neviršijo 3,92 proc., obelų lapų ekstraktų − 3,87 proc. smailės 
plotui. Gauti rezultatai, apibūdinantys mūsų išvystytos ESC metodikos glau-
dumą, pateikti 3.1.2.2 lentelėje. 

3.1.2.2 lentelė. ESC metodikos glaudumo parametrų reikšmės 

Junginys Variacijos koeficientas (proc.) smailės plotui 
Analizė 

po 
analizėsa 

Diena 
po 

dienosb 

Ekstrakcija po 
ekstrakcijos 

(obuoliai) 

Ekstrakcija  
po ekstrakcijos 

(obelų lapai) 
Procianidinas B1 1,32 2,39 3,77 Nenustatyta 
(+)-Katechinas 1,49 2,26 3,56 3,61 
Chlorogeno rūgštis 1,22 1,45 3,47 3,36 

Procianidinas B2 1,40 2,51 2,42 Nenustatyta 
Kavos rūgštis 1,38 2,08 Nenustatyta 2,53 
(−)-Epikatechinas 1,52 2,35 3,92 3,81 
Rutinas 1,37 2,44 2,71 2,58 
Hiperozidas 1,38 2,61 2,77 2,82 
Izokvercitrinas 1,26 2,07 2,36 2,45 
Avikuliarinas 1,42 2,60 2,52 2,70 
Kvercitrinas 1,46 2,54 3,27 2,96 
Floridzinas 1,48 2,76 3,61 3,87 
Floretinas 1,45 2,56 Nenustatyta 3,42 

aPakartojamumas; btarpinis preciziškumas. 

34 

 



Apibendrinant ESC metodikos optimizavimo ir validacijos rezultatus, 
galima teigti, kad išvystyta metodika yra tinkama Malus domestica Borkh. 
obuolių ir obelų lapų ekstraktų bei iš jų pagamintų fitopreparatų fenolinių 
junginių kokybinės ir kiekinės sudėties analizei atlikti. Gauti validacijos 
parametrų (atrankumo, glaudumo, tiesiškumo) įverčiai patvirtina metodikos 
tinkamumą analizei. Ši metodika taikyta tolesniuose tyrimuose, tiriant Lie-
tuvos klimato sąlygomis auginamų skirtingų veislių obuolių ir obelų lapų 
ekstraktų kokybinę ir kiekinę sudėtį.  

3.2. Fenolinių junginių kokybinės ir kiekinės sudėties Lietuvoje 
auginamų veislių obuoliuose ir obelų lapuose įvairavimas 

Augalų heterogeniškumas labai paplitęs ir naudojamas sodo ir vaistinių 
augalų atrankai bei vaistinių augalinių žaliavų kokybės vertinimui. Dauge-
liui vaistinių augalų, vaismedžių, vaiskrūmių rūšių būdinga tarprūšinė ir 
vidurūšinė cheminė įvairovė, kurios tyrimas ir įvertinimas yra labai svarbus. 
Cheminės įvairovės tyrimai įrodo kokybinės ir kiekinės veikliųjų medžiagų 
sudėties įvairavimą tarp rūšių, veislių, augalo dalių ir tarp tos pačios rūšies 
skirtingų augalų.  

Fitocheminė analizė leidžia nustatyti ir vertinti augalų rūšių ar veislių 
chemotaksonominius žymenis, o tai svarbu taksonominėje klasifikacijoje, 
įteisinant, apibūdinat ir atskiriant kultūrinių augalų veisles, užtikrinant svei-
ko, biologiškai aktyvių junginių turtingo ir saugaus maisto kokybę bei patei-
kimą vartotojui. 

3.2.1. Obuolių fenolinių junginių kokybinės ir kiekinės sudėties 
įvairavimo tyrimai 
Skirtingų veislių obelų vaisių cheminė sudėtis gali labai įvairuoti [24, 

67, 137], todėl svarbu nustatyti Lietuvos klimato sąlygomis auginamų veis-
lių obuolių kokybinę ir kiekinę sudėtį.  

Pritaikę mūsų išvystytą ir validuotą ESC metodiką, atlikome 2012 metų 
derliaus 'Aldas', 'Auksis', 'Connel Red', 'Ligol', 'Lodel' ir 'Rajka' veislių obuo-
lių ėminių analizę. Suminis tirtų veislių obuolių ėminių ekstraktuose nustatytų 
fenolinių junginių kiekis įvairavo nuo 2,209 mg/g (veislė 'Connel Red') iki 
5,817 mg/g (veislė 'Aldas'). Tirtuose ekstraktuose identifikuoti ir kiekiškai 
įvertinti šie skirtingų grupių fenoliniai junginiai: procianidinas B1, (+)-
katechinas, chlorogeno rūgštis, procianidinas B2, (−)-epikatechinas, rutinas, 
hiperozidas, izokvercitrinas, avikuliarinas, kvercitrinas ir floridzinas (sino-
nimas florizinas). Obuolių ėminio chromatograma pateikiama 3.2.1.1 pav.  
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1 – Procianidinas B1, 2 – (+)-katechinas, 3 – chlorogeno rūgštis, 4 – procianidinas B2,  

5 – (–)-epikatechinas, 6 – rutinas, 7 – hiperozidas, 8 – izokvercitrinas, 9 – avikuliarinas,  
10 – kvercitrinas, 11 – floridzinas 

3.2.1.1 pav. Obuolių ėminio etanolinio ekstrakto chromatograma  
(λ=280 nm, veislė 'Lodel') 

Didžiausias suminis kvercetino glikozidų kiekis 0,731±0,015 mg/g nu-
statytas 'Aldas' veislės obuolių ėminiuose. Jis buvo 1,95 karto didesnis už 
mažiausią suminį kvercetino glikozidų kiekį (0,375±0,008 mg/g), nustatytą 
'Auksis' veislės obuolių ėminiuose. Kvercetino glikozidai sudarė 7,99−23,54 
proc. visų nustatytų fenolinių junginių kiekio (3.2.1.2 pav.).  

Hiperozidas buvo vyraujantis kvercetino glikozidų grupės junginys 
'Aldas', 'Auksis', 'Connel Red', 'Ligol' ir 'Lodel' veislių obuolių ėminiuose. 
Jis sudarė 26,10−38,94 proc. visų identifikuotų ir kiekiškai įvertintų kver-
cetino glikozidų grupės junginių kiekio. Van der Sluis ir kt. nurodo panašias 
hiperozido kiekinės sudėties varijavimo tendencijas. Šių autorių tirtų veislių 
ėminiuose hiperozidas sudarė 23−33 proc. visų nustatytų kvercetino glikozi-
dų kiekio [132]. Iš tirtų veislių savo sudėtimi išsiskyrė 'Rajka' veislės obuo-
lių ėminiai, kuriuose dominavo kvercitrinas. Jo kiekis buvo 1,66 karto 
didesnis už šios veislės obuolių ėminiuose nustatytą hiperozido kiekį. Visų 
tirtų veislių obuolių ėminių ekstraktams būdingas kvercetino glikozidų 
rutino-hiperozido-izokvercitrino tripletas, kuriame visada dominuoja hiper-
ozidas, o rutino kiekiai yra mažiausi. Šis dėsningumas nustatytas ir kitų 
mokslininkų darbuose [82, 106, 116]. 

Rutino-hiperozido-izokvercitrino kiekių santykis skirtingų veislių obuo-
lių ėminiuose skiriasi. Jis varijuoja nuo 1:5,1:1,6 (veislė 'Connel Red') iki 
1:11,9:1,2 (veislė 'Lodel'). Obuolių ėminiuose nustatytų kvercetino gliko-
zidų grupės junginių kiekinė sudėtis pateikta 3.2.1.1 lentelėje.  

Obuolių ėminiuose nustatyti katechinų grupės junginiai – (+)-kate-
chinas ir (−)-epikatechinas. Didžiausias suminis identifikuotų katechinų kie-
kis (0,970±0,018 mg/g) nustatytas 'Lodel' veislės obuolių ėminiuose. Jis 
buvo 2,82 karto didesnis už mažiausią jų kiekį (0,344±0,007 mg/g), nusta-
tytą 'Ligol' veislės obuolių ėminiuose. Suminis katechinų kiekis sudarė 
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11,21−21,54 proc. visų tirtų veislių obuolių ėminiuose nustatytų fenolinių 
junginių kiekio (3.2.1.2 pav.). 

Literatūroje nurodoma, kad (−)-epikatechino kiekiai obuoliuose yra di-
desni nei (+)-katechino [33, 58, 95, 139], tai patvirtina ir mūsų atliktų ty-
rimų rezultatai. (−)-epikatechinas sudarė 81,26−95,64 proc. visų nustatytų 
katechinų grupės junginių kiekio. Panašius rezultatus pateikia Van der Sluis 
ir kt. Šie autoriai nurodo, kad (−)-epikatechinas sudaro 93−94 proc. visų 
identifikuotų katechinų grupės junginių kiekio [132]. Skirtingų veislių 
ėminiuose (+)-katechino ir (−)-epikatechino santykis įvairuoja nuo 1:4,3 
(veislė 'Rajka') iki 1:21,9 (veislė 'Lodel'). Lenkijoje auginamų obuolių ėmi-
niuose Wojdyło ir kt. nurodomi (+)-katechino kiekiai įvairuoja nuo 0,010 iki 
0,720 mg/g, o (−)-epikatechino − nuo 0,066 iki 2,760 mg/g [137]. Obuolių 
kiekinės sudėties įvairavimui įtakos turi įvairūs faktoriai: dirvos geocheminė 
sudėtis, geografinė padėtis [9, 32, 33, 84], klimato, meteorologinės [77], 
obelų kultivavimo [87] ir vaisių laikymo sąlygos [54, 132]. 

Obuolių ekstraktuose identifikuoti oligomerinių procianidinų grupės 
junginiai − procianidinas B1 ir procianidinas B2. Didžiausias suminis šių 
junginių kiekis (1,373±0,028 mg/g) nustatytas 'Lodel' veislės obuolių ėmi-
niuose. Jis buvo 2,65 karto didesnis už mažiausią suminį identifikuotų pro-
cianidinų kiekį (0,519±0,009 mg/g), nustatytą 'Connel Red' veislės obuolių 
ėminiuose. Oligomerinių procianidinų grupės junginiai sudarė 17,38−31,03 
proc. kiekiškai įvertintų fenolinių junginių kiekio (3.2.1.2 pav.). Visų tirtų 
veislių obuolių ėminiuose nustatyti procianidino B2 kiekiai buvo didesni už 
procianidino B1. Tokias šių junginių kiekinės sudėties varijavimo tenden-
cijas obuoliuose nurodo ir kiti mokslininkai [34, 129]. Procianidino B1 ir B2 
kiekių santykis skirtingų veislių ėminiuose kito nuo 1:5,4 (veislė 'Aldas') iki 
1:13,8 (veislė 'Connel Red'). 

Dihidrochalkonų grupės junginių kokybinė ir kiekinė analizė yra labai 
svarbi, nes šios grupės junginiai gali būti pasirenkami kaip chemotakso-
nominiai žymenys obelų rūšių taksonomijoje, obuolių produktams identi-
fikuoti, obuolių sulčių ir sidrų kokybei nustatyti [3, 46, 114, 116]. Tirtų 
veislių obuolių ėminiuose nustatyto dihidrochalkono floridzino kiekis įvai-
ravo nuo 0,101 mg/g (veislė 'Rajka') iki 0,268 mg/g (veislė 'Lodel'). Tai su-
darė 2,64−6,13 proc. visų obuolių ėminiuose identifikuotų fenolinių jungi-
nių kiekio. Panašius duomenis pateikia ir kitų autorių skelbiami tyrimų 
rezultatai − obelų vaisiuose nustatytas floridzino kiekis sudaro 2−6 proc. vi-
sų kiekiškai įvertintų fenolinių junginių kiekio [46, 129]. 

Chlorogeno rūgštis vyravo visų tirtų veislių obuoliuose, išskyrus 'Rajka' 
veislės obuolių ėminius. Šios veislės obuolių ėminiuose dominavo procia-
nidinas B2. Didžiausias chlorogeno rūgšties kiekis (3,074±0,068 mg/g) nu-
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statytas 'Aldas' veislės obuolių ėminiuose. Jis buvo 4,99 kartus didesnis už 
mažiausią šios rūgšties kiekį (0,616±0,011 mg/g), nustatytą 'Rajka' veislės 
obuolių ėminiuose. Wojdyło ir kt., tyrę Lenkijoje auginamus obuolių ėmi-
nius, nurodo panašius šios rūgšties kiekius (0,015−2,960 mg/g) [137].  

Svarbu palyginti ne tik identifikuotų fenolinių junginių kiekinę sudėtį, 
bet ir jų kiekių santykį tarp tirtų veislių obuolių ėminių. Šis požymis gali 
būti svarbus rodiklis, siekiant geriau suprasti fenolinių junginių kaupimosi 
dėsningumus, jų varijavimą tarp skirtingų veislių obuolių bei klasifikuojant 
obelų veisles. Įvertinus identifikuotų fenolinių junginių grupių procentinės 
dalies įvairavimą skirtingų veislių obuolių ėminiuose, gauti rezultatai pateiki 
3.2.1.2 pav. Jie patvirtina Ceymann ir kt. iškeltą hipotezę, kad obelų veislės 
gali būti skirstomos, atsižvelgiant į tai, kokių grupių junginiai – fenolinės 
rūgštys ar flavan-3-oliai − dominuoja šių veislių obuolių ėminiuose [24]. 
'Aldas', 'Auksis', 'Ligol' veislių obuolių ėminiuose vyravo chlorogeno rūgš-
tis, o 'Connel Red', 'Lodel' ir 'Rajka' obuolių ėminiuose – flavan-3-olių gru-
pės junginiai.  

 
3.2.1.2 pav. Fenolinių junginių procentinės dalies įvairavimas  

skirtingų veislių obuolių ėminiuose 

Fenolinių junginių kiekinės sudėties varijavimo tarp skirtingų veislių 
obuolių ėminių įvertinimui apskaičiuoti variacijos koeficientai, atspindintys 
kiekvieno junginio variacijos amplitudę. Jie įvairavo nuo 31,10 proc. iki 
59,41 proc. (3.2.1.1 ir 3.2.1.2 lentelės). Didžiausias variacijos koeficientas 
apskaičiuotas chlorogeno rūgščiai, mažiausias – hiperozidui.  
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3.2.1.1 lentelė. Kvercetino glikozidų kiekinės sudėties įvairavimas obuolių ėminiuose 

Junginys Kvercetino glikozidų kiekis  
(mg/g, absoliučiai sausai žaliavai) 

Variacijos 
koeficientas, 

proc. 'Aldas' 'Auksis' 'Connel Red' 'Ligol' 'Lodel' 'Rajka' 
Hiperozidas 0,274±0,005a 0,138±0,002c,d 0,152±0,003c 0,129±0,002d 0,154±0,003c 0,184±0,004b 31,10 
Izokvercitrinas 0,053±0,002a 0,020±0,001c,d 0,047±0,002a,b 0,025±0,001c 0,016±0,001d 0,044±0,002b 45,92 
Rutinas 0,036±0,001a 0,015±0,001b,c 0,030±0,002a 0,022±0,001b 0,013±0,001c 0,035±0,002a 39,69 
Avikuliarinas 0,226±0,005a 0,120±0,002c 0,099±0,001d,e 0,087±0,001e 0,114±0,002c,d 0,139±0,003b 38,15 
Kvercitrinas 0,142±0,003b 0,082±0,001e 0,103±0,002c,d 0,120±0,003c 0,098±0,001d,e 0,305±0,007a 58,30 

Toje pačioje eilutėje esančios skirtingos raidės žymi statistiškai patikimus individualių junginių kiekių skirtumus tarp tirtų veislių obuolių 
ėminių (p<0,05).  

3.2.1.2 lentelė. Katechinų, procianidinų, chlorogeno rūgšties ir floridzino kiekinės sudėties įvairavimas obuolių 
ėminiuose 

Junginys 
Katechinų, procianidinų, chlorogeno rūgšties ir floridzino kiekis  

(mg/g, absoliučiai sausai žaliavai) 
Variacijos 

koeficientas, 
proc. 'Aldas' 'Auksis' 'Connel Red' 'Ligol' 'Lodel' 'Rajka' 

(+)-Katechinas 0,092±0,002b 0,077±0,002c 0,034±0,001d 0,033±0,001d 0,042±0,001d 0,121±0,003a 54,26 
(−)-Epikatechinas 0,720±0,015b 0,448±0,009d 0,315±0,006e 0,311±0,004e 0,928±0,019a 0,525±0,010c 44,86 
Procianidinas B1 0,157±0,003a 0,170±0,004a 0,035±0,001d 0,064±0,001c 0,094±0,002b 0,097±0,002b 50,84 
Procianidinas B2 0,854±0,017c 0,990±0,021b 0,484±0,007e 0,676±0,014d 1,279±0,023a 0,834±0,015c 31,81 
Floridzinas 0,188±0,004b 0,124±0,002d 0,135±0,002d 0,157±0,003c 0,268±0,005a 0,101±0,002e 36,82 
Chlorogeno rūgštis 3,074±0,068a 2,498±0,052b 0,773±0,013e 1,249±0,020d 1,629±0,035c 0,616±0,011e 59,41 

Toje pačioje eilutėje esančios skirtingos raidės žymi statistiškai patikimus individualių junginių kiekių skirtumus tarp tirtų veislių obuolių 
ėminių (p<0,05). 
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Atlikus liofilizuotų obuolių ėminių etanolinių ekstraktų analizę nusta-
tyta, kad fenolinių junginių kiekis skirtingų veislių obuolių ėminiuose vari-
juoja. Tyrimų rezultatai patvirtina kitų mokslininkų teiginius apie veislės 
faktoriaus įtakos svarbą obuolių fenolinių junginių kiekinės sudėties 
įvairavimui [24, 82, 98]. 'Aldas', 'Auksis', 'Connel Red', 'Ligol' ir 'Lodel' 
obuolių ėminiuose tarp identifikuotų fenolinių junginių vyraujantis kompo-
nentas yra chlorogeno rūgštis, 'Rajka' veislės obuolių ėminiuose – procia-
nidinas B2. Tarp identifikuotų kvercetino glikozidų 'Rajka' veislės obuolių 
ėminiuose dominavo kvercitrinas, kitų veislių ėminiuose − hiperozidas. 

3.2.2. Obuolių veislių luobelių ir minkštimų fenolinių junginių 
kokybinės ir kiekinės sudėties įvairavimas 
Literatūros šaltinių duomenimis, obuolių minkštimų ir luobelių fitoche-

minė sudėtis skiriasi [82, 129]. Siekiant nustatyti Lietuvos klimato sąly-
gomis auginamų veislių obuolių cheminės sudėties įvairavimą, tikslinga 
atlikti atskirų vaisiaus dalių − luobelių ir minkštimų − fenolinių junginių 
kokybinę ir kiekinę analizę. Gautos žinios leis plačiau panaudoti obuolių 
luobeles ir minkštimus maisto pramonėje ir sveikatinimo tikslams − maisto 
papildų, arbatų ir kitų preparatų gamybai.  

3.2.2.1. Obuolių luobelių fenolinių junginių kokybinės  
ir kiekinės sudėties įvairavimo tyrimai  
Atlikus 'Aldas', 'Auksis', 'Connel Red', 'Ligol', 'Lodel' ir 'Rajka' veislių 

obuolių luobelių ėminių etanolinių ekstraktų kokybinės ir kiekinės sudėties 
analizę ESC metodu, suminis nustatytų fenolinių junginių kiekis liofilizuotų 
obuolių luobelių ėminiuose įvairavo nuo 2,778 mg/g (veislė 'Ligol') iki 
6,055 mg/g (veislė 'Aldas'). Gausiausią identifikuotų junginių grupę sudarė 
kvercetino glikozidai. Obuolių luobelių ėminiuose suminis jų kiekis įvairavo 
nuo 0,667 mg/g (veislė 'Auksis') iki 1,775 mg/g (veislė 'Aldas'). Tai sudarė 
14,38−42,71 proc. visų ESC metodu nustatytų fenolinių junginių kiekio. Pa-
našios šios grupės junginių įvairavimo tendencijos nustatytos ir kitų moksli-
ninkų. Marks ir kt. nurodo, kad jų tirtų įvairių veislių obuolių luobelių ėmi-
niuose kvercetino glikozidai sudaro 9–42 proc. ESC metodu kiekiškai įver-
tintų fenolinių junginių kiekio [82]. Tsao ir kt. skelbia, kad kvercetino gliko-
zidai sudarė 17,9 proc. visų obuolių luobelių ėminiuose nustatytų junginių 
kiekio [129].  

'Aldas', 'Connel Red', 'Ligol' ir 'Lodel' tirtų veislių obuolių luobelių 
ėminiuose hiperozidas buvo vyraujantis kvercetino glikozidų grupės jun-
ginys. 'Auksis' veislės obuolių luobelių ėminiuose dominavo hiperozidas ir 
avikuliarinas. Panašias kvercetino glikozidų kiekinio įvairavimo tendencijas 
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nurodo ir kiti autoriai [3]. Išimtis buvo 'Rajka' veislės obuolių luobelių 
ėminiai, kuriuose vyravo kvercitrinas. Jis sudarė net 55,13 proc. visų šios 
veislės obuolių luobelių ėminiuose kiekiškai įvertintų kvercetino glikozidų 
kiekio. Didžiausias hiperozido kiekis (0,646±0,012 mg) nustatytas 'Aldas' 
veislės obuolių luobelių ėminiuose ir buvo 2,79 karto didesnis už mažiausią 
jo kiekį (0,231±0,004 mg/g), nustatytą 'Auksis' veislės obuolių luobelių 
ėminiuose. Hiperozidas sudarė nuo 23,25 proc. (veislė 'Rajka') iki 38,22 
proc. (veislė 'Ligol') visų identifikuotų ir kiekiškai įvertintų kvercetino gli-
kozidų kiekio. Rutino-hiperozido-izokvercitrino kiekių santykis tirtų veislių 
obuolių luobelių ėminiuose įvairavo nuo 1,0:5,3:1,3 (veislė 'Connel Red') iki 
1,0:16,0:1,1 (veislė 'Lodel'). Visų obuolių luobelių ėminiuose identifikuotų 
ir kiekiškai įvertintų individualių kvercetino glikozidų kiekinė sudėtis pa-
teikta 3.2.2.1.1 lentelėje.  

Obuolių luobelių ėminiuose nustatytų katechinų grupės junginių − (+)-
katechino ir (−)-epikatechino − suminis kiekis varijavo nuo 0,334 mg/g 
(veislė 'Ligol') iki 0,915 mg/g (veislė 'Aldas'). Awad ir de Jager, tyrusių 
'Jonagold' ir 'Elstar' veislių luobelių ėminius, nurodomi suminiai šios grupės 
junginių kiekiai panašūs į mūsų nustatytus. Šių autorių nustatyti katechinų 
grupės junginių kiekiai įvairuoja nuo 0,35 mg/g iki 0,81 mg/g absoliučiai 
sausos žaliavos [8].  

Tirtų veislių obuolių luobelių ėminiuose katechinų grupės junginiai 
sudarė 12,01−21,51 proc. visų identifikuotų fenolinių junginių kiekio 
(3.2.2.1.1 pav.). Panašius katechinų grupės kiekinės sudėties dėsningumus 
nurodo Tsao ir kt. Šių autorių pateikiamais tyrimų duomenimis katechinai 
sudaro 22,5 proc. visų identifikuotų fenolinių junginių kiekio [129]. 

Obuolių luobelių ėminiuose nustatytas (−)-epikatechino kiekis buvo 
didesnis už (+)-katechino, jis sudarė 85,25−91,04 proc. visų kiekiškai įver-
tintų katechinų grupės junginių kiekio. Didžiausias (−)-epikatechino kiekis 
(0,806±0,018 mg/g) nustatytas 'Aldas' veislės obuolių luobelių ėminiuose. Jis 
buvo 2,84 karto didesnis už (−)-epikatechino kiekį (0,284±0,005 mg/g), 
nustatytą 'Ligol' veislės obuolių luobelių ėminiuose (3.2.2.1.2 lentelė). Prik-
lausomai nuo veislės (+)-katechino ir (−)-epikatechino kiekių santykis 
obuolių luobelių ėminiuose įvairuoja nuo 1,0:5,8 (veislė 'Auksis') iki 1,0:10,2 
(veislė 'Connel Red'). Alonso-Salces ir kt. nurodomi (−)-epikatechino kiekiai 
4−24 kartus didesni už (+)-katechino [3]. 
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3.2.2.1.1 lentelė. Kvercetino glikozidų kiekinės sudėties įvairavimas obuolių luobelių ėminiuose  

Junginys Kvercetino glikozidų kiekis  
(mg/g, absoliučiai sausai žaliavai) 

Variacijos 
koeficientas, 

proc. 'Aldas' 'Auksis' 'Connel Red' 'Ligol' 'Lodel' 'Rajka' 
Hiperozidas 0,646±0,012a 0,231±0,004e 0,560±0,010b 0,428±0,007c 0,395±0,005c,d 0,358±0,008d 33,89 
Izokvercitrinas 0,089±0,002b 0,040±0,001d 0,135±0,003a 0,056±0,002c 0,026±0,001e 0,042±0,001d 62,74 
Rutinas 0,079±0,003b 0,020±0,001e 0,106±0,003a 0,049±0,002c 0,025±0,001d,e 0,034±0,002d 64,90 
Avikuliarinas 0,584±0,012a 0,227±0,005d 0,373±0,008b 0,255±0,005d 0,329±0,006c 0,257±0,004d 39,22 
Kvercitrinas 0,377±0,007b 0,149±0,003d 0,348±0,008b 0,332±0,005b,c 0,289±0,006c 0,849±0,018a 61,03 

Toje pačioje eilutėje esančios skirtingos raidės žymi statistiškai patikimus individualių junginių skirtumus tarp tirtų veislių obuolių luobelių 
ėminių (p<0,05).  

3.2.2.1.2 lentelė. Katechinų, procianidinų, chlorogeno rūgšties ir floridzino sudėties įvairavimas obuolių luobelių 
ėminiuose 

Junginys Katechinų, procianidinų, chlorogeno rūgšties ir floridzino kiekis  
(mg/g, absoliučiai sausai žaliavai) 

Variacijos 
koeficientas, 

proc. 'Aldas' 'Auksis' 'Connel Red' 'Ligol' 'Lodel' 'Rajka' 
(+)-Katechinas 0,109±0,002a 0,097±0,001b 0,062±0,002e 0,049±0,001f 0,073±0,002d 0,085±0,001c 28,16 
(−)-Epikatechinas 0,806±0,018a 0,668±0,014b 0,635±0,012b,c 0,284±0,005d 0,592±0,011c 0,691±0,015b 28,79 
Procianidinas B1 0,120±0,002b 0,222±0,004a 0,053±0,001e 0,030±0,001f 0,082±0,002d 0,105±0,003c 66,08 
Procianidinas B2 0,967±0,021b 1,219±0,027a 0,524±0,010d 0,214±0,004e 0,750±0,015c 0,845±0,017c 46,54 
Floridzinas 0,252±0,004c 0,164±0,003d 0,356±0,007b 0,403±0,008a 0,237±0,005c 0,124±0,002e 33,36 
Chlorogeno rūgštis 2,025±0,038a 1,600±0,029b 0,621±0,013c 0,677±0,011c 0,712±0,016c 0,217±0,003d 70,30 
Toje pačioje eilutėje esančios skirtingos raidės žymi statistiškai patikimus individualių junginių skirtumus tarp tirtų veislių obuolių luobelių 
ėminių (p<0,05).  
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Obuolių luobelių ėminiuose nustatytas floridzino kiekis įvairavo nuo 
0,124 mg/g (veislė 'Rajka') iki 0,403 mg/g (veislė 'Ligol'). Tai sudarė 
3,43−14,52 proc. visų kiekiškai įvertintų fenolinių junginių kiekio (3.2.2.1.1 
pav.). Awad ir de Jager nurodomi floridzino kiekiai didesni už mūsų nusta-
tytus. Jie varijuoja nuo 0,75 iki 1,10 mg/g absoliučiai sausos žaliavos [8]. 
Tsao ir kt. nurodo, kad obuolių luobelių ėminiuose floridzinas sudaro 4,5 
proc. visų nustatytų fenolinių junginių kiekio [127].  

Chlorogeno rūgštis sudarė 6,03−34,50 proc. visų obuolių luobelių 
ėminiuose identifikuotų ir kiekiškai įvertintų fenolinių junginių kiekio 
(3.2.2.1.1 pav.). Nustatyti šios rūgšties kiekiai įvairavo nuo 0,217 mg/g 
('Rajka') iki 2,025 mg/g (veislė 'Aldas'). Awad ir de Jager, tyrę obuolių luo-
belių ėminius, nurodo mažesnius chlorogeno rūgšties kiekius – 0,03–
0,24 mg/g [8].  

Ištyrus obuolių luobelių fenolinių junginių sudėties įvairavimą, nustatyti 
šių junginių kiekinės sudėties skirtumai tarp tirtų veislių obuolių luobelių 
ėminių. Chlorogeno rūgštis dominavo 'Aldas', 'Auksis' ir 'Ligol' veislių 
obuolių luobelių ėminiuose. 'Lodel' veislės obuolių luobelių ėminiuose vyra-
vo procianidinas B2, 'Connel Red' veislės ėminiuose − (−)-epikatechinas ir 
chlorogeno rūgštis, 'Rajka' veislės luobelių ėminiuose – kvercitrinas ir pro-
cianidinas B2.  

 
3.2.2.1.1 pav. Fenolinių junginių procentinės dalies įvairavimas skirtingų 

veislių obuolių luobelių ėminiuose 
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Skirtingų veislių obuolių luobelių ėminiuose nustatytų fenolinių jungi-
nių kiekiai varijavo. Gautų rezultatų sklaidą nurodo apskaičiuoti variacijos 
koeficientai. Didžiausias variacijos koeficientas (70,30 proc.) apskaičiuotas 
chlorogeno rūgščiai, mažiausias (28,16 proc.) − (+)-katechinui. 

3.2.2.2. Obuolių minkštimų fenolinių junginių kokybinės  
ir kiekinės sudėties įvairavimo tyrimai 
Suminis identifikuotų fenolinių junginių kiekis obuolių minkštimų 

ėminiuose varijavo nuo 2,297 mg/g (veislė 'Rajka') iki 4,546 mg/g (veislė 
'Aldas'). Kvercetino glikozidai sudarė tik 1,40−4,24 proc. visų kiekiškai 
įvertintų obuolių minkštimų fenolinių junginių kiekio (3.2.2.2.1 pav.). Su-
minis nustatytų kvercetino glikozidų kiekis įvairavo nuo 0,080 mg/g (veislė 
'Lodel') iki 0,122 mg/g (veislė 'Aldas'). Jis buvo 11,50−17,30 kartų mažesnis 
už obuolių luobelių ėminiuose nustatytą šių junginių kiekį. Mūsų tyrimų re-
zultatai patvirtina kitų mokslininkų tyrimų duomenis, kad obuolių minkšti-
muose sukaupiami ženkliai mažesni kvercetino glikozidų kiekiai nei luobe-
lėse [82, 129]. Tirtų veislių obuolių minkštimų ėminiuose rutinas neidentifi-
kuotas. Visų obuolių minkštimų ėminiuose nustatytų kvercetino glikozidų 
kiekinė sudėtis pateikta 3.2.2.2.1 lentelėje.  

Suminis identifikuotų ir kiekiškai įvertintų katechinų kiekis obuolių 
minkštimų ėminiuose varijavo nuo 0,454 mg/g (veislė 'Ligol') iki 1,086 
mg/g (veislė 'Lodel') (3.2.2.2.2 lentelė). Tai sudarė 12,87−24,05 proc. visų 
identifikuotų fenolinių junginių kiekio (3.2.2.2.1 pav.). Tirtų veislių obuolių 
minkštimų ėminiuose nustatyti (−)-epikatechino kiekiai buvo didesni už (+)-
katechino. Šis katechinų grupės kiekinės sudėties dėsningumas nurodomas 
ir kitų autorių [3, 27, 48, 140]. (+)-Katechino ir (−)-epikatechino kiekių 
santykis priklausomai nuo veislės faktoriaus įvairavo nuo 1,0:2,90 (veislė 
'Auksis') iki 1,0:13,71 (veislė 'Lodel'). Didžiausias (−)-epikatechino kiekis 
(1,012±0,022 mg/g) nustatytas 'Lodel' veislės obuolių minkštimų ėminiuose. 
Jis buvo 2,32 karto didesnis už mažiausią jo kiekį (0,436±0,008 mg/g), 
nustatytą 'Auksis' veislės obuolių minkštimų ėminiuose (3.2.2.2.2 lentelė). 
Alonso-Salces ir kt. obuolių minkštimų ėminiuose nustatyti (−)-epikatechino 
kiekiai įvairavo nuo 0,041 mg/g iki 0,770 mg/g absoliučiai sausos žaliavos 
[3]. 
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3.2.2.2.1 lentelė. Kvercetino glikozidų kiekinės sudėties įvairavimas obuolių minkštimų ėminiuose  

Junginys 
Kvercetino glikozidų kiekis  

(mg/g, absoliučiai sausai žaliavai) 
Variacijos 

koeficientas, 
proc. 'Aldas' 'Auksis' 'Connel Red' 'Ligol' 'Lodel' 'Rajka' 

Hiperozidas 0,038±0,002a 0,013±0,001c 0,035±0,002a 0,015±0,001b,c 0,022±0,001b 0,020±0,001b,c 43,56 
Izokvercitrinas 0,020±0,002a 0,006±0,001c 0,017±0,002a,b 0,007±0,001c 0,012±0,001b,c 0,010±0,001b,c 46,25 
Avikuliarinas 0,035±0,002a 0,020±0,001c 0,031±0,002a,b 0,025±0,001b,c 0,023±0,001b,c 0,028±0,002a,b,c 20,29 
Kvercitrinas 0,028±0,001b,c 0,019±0,001d 0,037±0,002a 0,034±0,002a,b 0,022±0,001c,d 0,031±0,002a,b 24,39 

Toje pačioje eilutėje esančios skirtingos raidės žymi statistiškai patikimus individualių junginių kiekių skirtumus tarp tirtų veislių obuolių 
minkštimų ėminių (p<0,05).  

3.2.2.2.2 lentelė. Katechinų, procianidinų, chlorogeno rūgšties ir floridzino sudėties įvairavimas obuolių minkštimų 
ėminiuose  

Junginys Katechinų, procianidinų, chlorogeno rūgšties ir floridzino kiekis  
(mg/g, absoliučiai sausai žaliavai) 

Variacijos 
koeficientas, 

proc. 'Aldas' 'Auksis' 'Connel Red' 'Ligol' 'Lodel' 'Rajka' 
(+)-Katechinas 0,087±0,002b,c 0,150±0,004a 0,099±0,002b 0,056±0,001e 0,074±0,003c,d 0,065±0,001d,e 38,20 
(−)-Epikatechinas 0,498±0,010b 0,436±0,008b,c 0,390±0,006c 0,398±0,009c 1,012±0,022a 0,487±0,011b 44,14 
Procianidinas B1 0,122±0,003b 0,174±0,004a 0,028±0,001f 0,052±0,001e 0,069±0,002d 0,101±0,003c 57,99 
Procianidinas B2 0,845±0,017b 0,883±0,019b 0,538±0,010d 0,654±0,014c 1,353±0,027a 0,800±0,015b 33,13 
Floridzinas 0,133±0,003d 0,110±0,002e 0,254±0,005b 0,195±0,004c 0,389±0,008a 0,129±0,002d 52,61 
Chlorogeno rūgštis 2,739±0,056a 2,324±0,044b 1,383±0,029d 1,265±0,021d 1,641±0,036c 0,626±0,012e 45,85 

Toje pačioje eilutėje esančios skirtingos raidės žymi statistiškai patikimus individualių junginių kiekių skirtumus tarp tirtų veislių obuolių 
minkštimų ėminių (p<0,05).  
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Oligomerinių procianidinų grupės junginiai − procianidinas B1 ir pro-
cianidinas B2 − sudarė 20,14−39,22 proc. visų obuolių minkštimų ėminiuo-
se identifikuotų ir kiekiškai įvertintų fenolinių junginių (3.2.2.2.1 pav.). 
Suminis jų kiekis įvairavo nuo 0,566 mg/g iki 1,423 mg/g. Nustatyti 
procianidino B2 kiekiai buvo didesni už procianidino B1. Tokios šių jun-
ginių kiekinės sudėties įvairavimo tendencijos nurodomos ir kitų moksli-
ninkų [17, 24, 129]. Zhang ir kt. pateikia skirtingus rezultatus – šių moksli-
ninkų tirtų 'Honeycrisp' veislės prinokusių obuolių minkštimų ėminiuose 
nustatyti procianidino B1 kiekiai didesni už procianidino B2 [140]. Skirtu-
mus galėjo lemti veislės, klimato, meteorologinių sąlygų ir kitų faktorių 
įtaka [77, 82]. Procianidino B1 ir procianidino B2 junginių kiekių santykis 
įvairių veislių obuolių minkštimų ėminiuose įvairavo nuo 1,0:5,1 (veislė 
'Auksis') iki 1,0:19,47 (veislė 'Lodel'). 'Lodel' veislės obuolių luobelių ir 
minkštimų ėminiai išsiskiria iš kitų veislių dideliu flavan-3-olių grupės 
junginių kiekiu.  

Didžiausias floridzino kiekis (0,389±0,008 mg/g) nustatytas 'Lodel' 
veislės obuolių minkštimų ėminiuose. Jis buvo 3,54 karto didesnis už 
mažiausią jo kiekį (0,110±0,002 mg/g), nustatytą 'Auksis' veislės obuolių 
minkštimų ėminiuose (3.2.2.2.2 lentelė). Nustatytas floridzino kiekis sudarė 
2,67−9,02 proc. visų identifikuotų ir kiekiškai įvertintų fenolinių junginių. 
Italų mokslininkai nurodo, kad floridzino kiekis obuolių minkštimuose 
įvairuoja nuo 0,001 mg/g iki 0,263 mg/g absoliučiai sausos žaliavos [17].  

Tirtų veislių obuolių minkštimų ėminiuose chlorogeno rūgštis buvo 
vyraujantis komponentas. Išimtį sudarė 'Rajka' veislės obuolių minkštimų 
ėminiai, kuriuose dominavo procianidinas B2 (3.2.2.2.2 lentelė). Chloro-
geno rūgštis sudarė 27,28−60,11 proc. visų obuolių minkštimų ėminiuose 
identifikuotų ir kiekiškai įvertintų fenolinių junginių kiekio (3.2.2.2.1 pav.). 
Panašius rezultatus nurodo ir kiti mokslininkai [129]. Didžiausias chloro-
geno rūgšties kiekis (2,739±0,056 mg/g), nustatytas 'Aldas' veislės obuolių 
minkštimų ėminiuose. Jis buvo 4,37 karto didesnis nei mažiausias šios rūgš-
ties kiekis (0,626±0,012 mg/g), nustatytas 'Rajka' veislės obuolių minkštimų 
ėminiuose. Belviso ir kt. nurodomi chlorogeno rūgšties kiekiai įvairuoja nuo 
0,130 mg/g iki 2,082 mg/g absoliučiai sausos žaliavos [17]. 
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3.2.2.2.1 pav. Fenolinių junginių procentinės dalies įvairavimas obuolių 

minkštimų ėminiuose 

Apskaičiavus individualių junginių variacijos koeficentus nustatyta, kad 
tarp tirtų veislių obuolių minkštimų ėminių labiausiai varijuoja prociani-
dinas B1 (57,99 proc.), mažiausiai − avikuliarinas (20,29 proc.) (3.2.2.2.1 ir 
3.2.2.2.2 lentelės).  

Apibendrinant atliktų tyrimų duomenis, galima teigti, kad obuolių 
luobelių ir minkštimų fenolinių junginių kiekinė sudėtis yra heterogeniška. 
Obuolių luobelių ėminiuose nustatyti ženkliai didesni kvercetino glikozidų 
kiekiai nei obuolių minkštimuose. Obuolių veislės faktorius turi įtakos 
fenolinių junginių kiekinei sudėčiai, kuri varijuoja plačiose ribose. Didžiausi 
kvercetino glikozidų kiekiai sukaupiami 'Aldas' veislės obuolių luobelėse. 
'Lodel' veislės obuolių minkštimų ėminiuose nustatytas didelis katechinų ir 
oligomerinių procianidinų kiekis.  

3.2.3. Fenolinių junginių kokybinės ir kiekinės sudėties  
įvairavimas obelų lapų ėminiuose 
Ištyrus obuoliuose kaupiamų fenolinių junginių kokybinę ir kiekinę 

sudėtį, svarbu nustatyti ir kitų augalo organų fitocheminės sudėties 
įvairavimą. Fenolinių junginių cheminės sudėties tyrimai svarbūs siekiant 
geriau suprasti biologiškai aktyvių junginių kaupimosi dėsningumus bei 
įvertinti jų kokybės ir kiekio įvairavimą skirtinguose augalo organuose.  

Dauguma iki šiol atliktų obelų lapų kokybinės ir kiekinės sudėties 
tyrimų siejami su obelinio raupliagrybio (Venturia inaequalis (Cooke) 
Wint.) sukeliama infekcija. Svarbu nustatyti Lietuvos klimato sąlygomis 
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auginamų veislių obelų lapų fenolinių junginių kokybinę ir kiekinę sudėtį ir 
įvertinti galimybę panaudoti šią augalinę žaliavą praktinės medicinos 
poreikiams.  

Pritaikę mūsų optimizuotą ir validuotą ESC metodiką, atlikome 'Aldas', 
'Auksis', 'Ligol' ir 'Lodel' veislių obelų lapų ėminių ekstraktų kokybinę ir 
kiekinę analizę. Tirtuose ekstraktuose identifikuoti ir kiekiškai įvertinti šie 
fenoliniai junginiai: (+)-katechinas, chlorogeno rūgštis, kavos rūgštis, (–)-
epikatechinas, rutinas, hiperozidas, izokvercitrinas, avikuliarinas, kvercit-
rinas, floridzinas, floretinas. Obelų lapų ėminio chromatograma pateikiama 
3.2.3.1 pav. 

 
1 – (+)-Katechinas, 2 – chlorogeno rūgštis, 3 – kavos rūgštis, 4 – (–)-epikatechinas,  
5 – rutinas, 6 – hiperozidas, 7 – izokvercitrinas, 8 – avikuliarinas, 9 – kvercitrinas,  

10 – floridzinas, 11 – floretinas. 

3.2.3.1 pav. Obelų lapų ėminio etanolinio ekstrakto ESC chromatograma 
(veislė 'Aldas', λ=280 nm) 

Tirtų veislių obelų lapų ėminiuose nustatytų fenolinių junginių kiekinės 
analizės rezultatai išsamiai išnagrinėti mūsų paskelbtame straipsnyje 
„Phenolic Composition and Antioxidant Activity of Malus domestica Lea-
ves” (žr. Priedai). Apibendrinant gautus rezultatus, galima teigti, kad obelų 
lapų ėminiuose vyrauja floridzinas. Mokslinėje literatūroje aprašytas florid-
zino antidiabetinis poveikis [83, 89], kuris paaiškinamas gliukozės absorb-
cijos ir resorbcijos blokavimu [75]. Floridzinas sudarė 76,9−84,2 proc. visų 
obelų lapų ėminiuose identifikuotų fenolinių junginių kiekio. Didžiausias 
šio junginio kiekis (114,433±4,721 mg/g) nustatytas 'Ligol' veislės obelų 
lapų ėminiuose. Tarp kvercetino glikozidų grupės junginių visų veislių 
obelų lapų ėminiuose dominavo kvercitrinas. Jo kiekiai tirtų veislių ėmi-
niuose įvairavo nuo 7,770 mg/g (veislė 'Ligol') iki 13,364 mg/g (veislė 
'Aldas'). Obelų lapų ėminiuose identifikuotų kvercetino glikozidų ir 
floridzino kiekiai didesni už nustatytus obuolių ėminiuose, chlorogeno rūgš-
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ties − mažesni. Oligomerinių procianidinų grupės junginių − procianidino 
B1 ir procianidino B2 − obelų lapų ėminiuose neidentifikuota.  

Gauti tyrimų rezultatai pateikia naujos informacijos apie Lietuvos 
klimato sąlygomis auginamų obelų lapų fenolinių junginių kokybinę ir 
kiekinę sudėtį. Jie galėtų būti pritaikyti planuojant individualių, savitu biolo-
giniu poveikiu pasižyminčių fenolinių junginių, ypač floridzino, išskyrimą 
iš obelų lapų ėminių. Obelų lapai, floridziną kaupianti augalinė žaliava, 
atlikus išsamesnius mokslinius tyrimus, gali būti naudojama kuriant 
vaistinius preparatus ir maisto papildus. Šie produktai gali būti vertingi 
cukrinio diabeto profilaktikai bei mažinant kūno svorį.  

3.2.4. Fenolinių junginių kokybinės ir kiekinės sudėties  
įvairavimas skirtingų poskiepių obuolių ėminiuose 
Pasauliniuose poskiepių tyrimuose akcentuojama jų svarba vaismedžio 

produktyvumui, derėjimo pradžiai, augumui, vaisių kokybei, derliui ir 
produktyvumui [2, 43, 44].  

Trūksta tyrimų, įvertinančių poskiepio įtaką obuolių biologiškai aktyvių 
junginių kokybinei ir kiekinei sudėčiai. Tikslinga atlikti išsamius Lietuvos 
klimatinėmis sąlygomis auginamų skirtingų poskiepių obuolių kokybinės ir 
kiekinės sudėties tyrimus, nustatyti obelų poskiepius, kurie lemia didžiausią 
fenolinių junginių kiekį obuoliuose. Poskiepių įtakos obuolių kokybinės ir 
kiekinės sudėties palyginamiesiems tyrimams pasirinkti 'Ligol' veislės 
nykštukiniai (P 22, P 59, P 61 ir PB.4), žemaūgiai (M.9, P 62, P 66, P 67, 
B.396) poskiepiai ir pusiaužemaūgis M.26 poskiepis. Rezultatai plačiau 
išnagrinėti mūsų paskelbtame straipsnyje „Rootstock genotype determines 
phenol content in apple fruits” (žr. Priedai).  

Apibendrinant gautus rezultatus, galima teigti, kad tirtų poskiepių 
obuolių ėminiuose tarp identifikuotų ir kiekiškai įvertintų fenolinių junginių 
vyravo chlorogeno rūgštis ir procianidinas B2. Didžiausias skirtumas (apie 
30 proc.) tarp 2011 ir 2012 metų derliaus obuolių suminio fenolinių junginių 
kiekio nustatytas M.9, Pure 1 ir P 66 poskiepių obuolių ėminiuose, mažiau-
sias (mažiau kaip 10 proc.) – M.26 ir P 22 poskiepių obuolių ėminiuose.  

Aiškių skirtumų tarp nykštukinių, žemaūgių ir pusiaužemaūgių po-
skiepių grupių nebuvo nustatyta. Didžiausi individualių fenolinių junginių 
kiekiai nustatyti nykštukinių P 61 ir P 22 poskiepių obuolių ėminiuose. Į 
šiuos poskiepius įskiepytos obelys yra perspektyvios platesniam auginimui 
Lietuvos soduose, siekiant pateikti vartotojui obuolius, kuriuose sukaupiami 
didžiausi fenolinių junginių kiekiai.  

'Auksis' veislės poskiepių M.26, M.9, P 22, P 59, P 61, P 62, P 66, P 67, 
B.9, B.396, PB.4, Pure 1 obuolių ėminių askorbo rūgšties, bendro fenolinių 
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junginių kiekio, antiradikalinio aktyvumo ir titruojamojo rūgštingumo tyri-
mų rezultatai išsamiai išnagrinėti straipsnyje „Rootstocks affects apple fruit 
biochemical content: preliminary results“ (žr. Priedai).  

3.3. Fenolinių junginių kiekinės sudėties įvairavimas M. domestica 
Borkh. vaisiuose ir lapuose vegetacijos periodo metu 

Augalo vegetacijos periodo metu antrinių metabolitų kiekinė sudėtis 
kinta. Priklausomai nuo fenologinio tarpsnio, klimato sąlygų šių junginių 
biosintezės procesai vienuose augalo organuose intensyvėja, kituose – 
sulėtėja. Norint geriau suprasti biologiškai aktyvių junginių kaupimosi dės-
ningumus, tikslinga atlikti augalų organų fitocheminės sudėties tyrimus kei-
čiantis fenologiniams tarpsniams. Svarbu nustatyti optimalų augalinių žalia-
vų rinkimo laiką, išsiaiškinti kada sukaupiami didžiausi antrinių metabolitų 
kiekiai. Tokie tyrimai yra reikšmingi, norint gauti augalinę žaliavą su žino-
ma chemine sudėtimi, turtingą biologiškai aktyvių junginių, ir pateikti 
vartotojui geros kokybės produktus.  

3.3.1. Fenolinių junginių kiekinės sudėties įvairavimas  
obuoliuose vegetacijos periodo metu 
Vystymosi ir nokimo metu obuoliuose vykstantys antrinių metabolitų 

kokybinės ir kiekinės sudėties pokyčiai lemia obuolių organoleptines savy-
bes [140], turi įtakos jų biologiniam poveikiui. Lietuvos klimato sąlygos, 
lyginant su pagrindiniais obuolių auginimo regionais, pasižymi vėsesnėmis 
vasaromis, didesniais dienos ir nakties temperatūrų svyravimais, ankstesnė-
mis rudeninėmis šalnomis. Tai sąlygoja trumpesnį vegetacijos periodą, 
ankstyvesnį ir intensyvesnį obuolių nusispalvinimą [64, 65]. Svarbu ištirti 
Lietuvoje auginamų obuolių fenolinių junginių kiekinės sudėties įvairavimą 
augalo vegetacijos periodo metu, palyginti gautus rezultatus su kitų moksli-
ninkų skelbiamais tyrimų duomenimis, išsiaiškinti, kada obuoliuose sukau-
piami didžiausi flavonoidų ir fenolinių rūgščių kiekiai.  

Atlikome tyrimus, siekdami ištirti fenolinių junginių kiekinės sudėties 
įvairavimą obuolių ėminiuose vaisių vystymosi ir nokimo metu. Obuolių 
ėminiuose identifikuoti kvercetino grupės glikozidai: rutinas, izokvercitri-
nas, hiperozidas, avikuliarinas, kvercitrinas. Didžiausias hiperozido (0,762± 
0,025 mg/g), kvercitrino (1,014±0,043 mg/g) ir avikuliarino (0,739±0,030 
mg/g) kiekis nustatytas obuolių ėminiuose, surinktuose vaisių vystymosi 
tarpsnio pradžioje (168 metų dieną) skintų obuolių ėminiuose. Obuoliams 
vystantis ir nokstant šių junginių kiekis mažėjo. Mažiausias kvercitrino ir 
avikuliarino kiekis nustatytas obuolių nokimo tarpsnio metu (280 metų 
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dieną) skintų obuolių ėminiuose (3.3.1.1 pav.). Vegetacijos periodo pabai-
goje, obuoliams pasiekus vartojimo brandą (308 metų dieną), hiperozido 
kiekis buvo 0,177±0,006 mg/g, kvercitrino kiekis − 0,139±0,006 mg/g, o 
avikuliarino – 0,091±0,004 mg/g (3.3.1.1 pav.). 

 
3.3.1.1 pav. Kvercitrino, hiperozido ir avikuliarino kiekinės sudėties 

įvairavimas obuolių ėminiuose vegetacijos periodo metu 

Obuolių ėminiuose izokvercitrino ir rutino nustatyti mažesni kiekiai nei 
kitų kvercetino glikozidų. Šių junginių kiekinės sudėties įvairavimas vege-
tacijos periodo metu pateikiamas 3.3.1.2 pav. Didžiausias rutino (0,041± 
0,002 mg/g) ir izokvercitrino (0,104±0,004 mg/g) kiekis nustatytas obuolių 
vystymosi fenologinio tarpsnio pradžioje (168 metų dieną). Mažiausias šių 
junginių kiekis nustatytas vaisių nokimo fenologinio tarpsnio metu (280 
metų dieną). Obuoliams pasiekus vartojimo brandą (308 metų dieną) nusta-
tytas rutino kiekis buvo 0,029±0,001 mg/g, o izokvercitrino − 0,033± 
0,001 mg/g (3.3.1.2 pav.). Rutino kiekis buvo mažiausias iš identifikuotų 
kvercetino glikozidų grupės junginių viso vegetacijos periodo metu. Mūsų 
gautus kvercetino glikozidų kiekinės sudėties įvairavimo rezultatus 
patvirtina ir kitų mokslininkų tyrimų duomenys. Sunokusių obuolių ėmi-
niuose nustatyti mažesni kvercetino glikozidų kiekiai nei vaisių vystymosi 
pradžioje [7, 143]. 
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3.3.1.2 pav. Izokvercitrino ir rutino kiekinės sudėties įvairavimas obuolių 

ėminiuose vegetacijos periodo metu 

Obuolių ėminiuose identifikuoti ir kiekiškai įvertinti katechinų grupės 
junginiai – (+)-katechinas ir (–)-epikatechinas. Didžiausi šių junginių kiekiai 
nustatyti vaisiaus vystymosi fenologinio tarpsnio pradžioje (168 metų die-
ną), atitinkamai 0,690±0,027 mg/g ir 1,875±0,078 mg/g (3.3.1.3 pav.). 
Vaisiams vystantis (+)-katechino ir (–)-epikatechino kiekiai mažėjo. Obuo-
lių nokimo fenologinio tarpsnio pradžioje (266 metų diena) nustatytas (+)-
katechino kiekis buvo 19 kartų, o (–)-epikatechino – 8,3 kartus mažesnis už 
jų kiekį, nustatytą vaisių vystymosi tarpsnio pradžioje (168 metų dieną). 
Obuolių nokimo metu (266−308 metų dienos) šių junginių kiekiai kito ne-
ženkliai. Mažiausi (+)-katechino ir (−)-epikatechino kiekiai nustatyti 280 
metų dieną skintų obuolių ėminiuose (3.3.1.3 pav.). Panašius dėsningumus 
nurodo Awad ir kt., tyrę katechinų kiekinės sudėties kitimą obuolių luobelių 
ėminiuose [7]. 
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3.3.1.3 pav. (+)-Katechino ir (–)-epikatechino kiekinės sudėties  

įvairavimas obuolių ėminiuose vegetacijos periodo metu 

Atlikę obuolių ėminių kiekinės sudėties tyrimus, nustatėme, kad pro-
cianidino B1 kiekis vegetacijos periodo metu įvairavo nuo 0,015 mg/g iki 
0,239 mg/g, o procianidino B2 kiekis varijavo nuo 0,335 mg/g iki 1,853 
mg/g (3.3.1.4 pav.). Didžiausi šių junginių kiekiai nustatyti vaisių vystymosi 
fenologinio tarpsnio pradžioje (168 metų dieną) skintų obuolių ėminiuose. 
Mažiausi procianidino B1 ir procianidino B2 kiekiai nustatyti vaisių nokimo 
metu (280 metų dieną) skintų obuolių ėminiuose. Vegetacijos periodo 
pabaigoje, obuoliams pasiekus vartojimo brandą, nustatytas procianidino B1 
kiekis − 0,118±0,005 mg/g, o procianidino B2 – 0,645±0,029 mg/g.  

 
3.3.1.4 pav. Procianidino B1 ir procianidino B2 kiekinės sudėties 

įvairavimas obuolių ėminiuose vegetacijos periodo metu 
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Didžiausias floridzino kiekis (1,916±0,074 mg/g) nustatytas vaisių 
vystymosi periodo pradžioje (168 metų dieną) skintų obuolių ėminiuose. 
Vaisiui vystantis, po obuolių užuomazgų kritimo, 196 metų dieną skintų 
obuolių ėminiuose nustatytas floridzino kiekis (0,334±0,016 mg/g) buvo 
5,74 karto mažesnis už 168 metų dieną nustatytą kiekį. Mažiausi šio jungi-
nio kiekiai nustatyti 273 ir 280 metų dienomis – 0,089±0,003 mg/g. Obuo-
liams pasiekus vartojimo brandą (308 metų dieną), nustatytas floridzino 
kiekis buvo 0,134±0,010 mg/g (3.3.1.5 pav.). 

 
3.3.1.5 pav. Floridzino ir chlorogeno rūgšties kiekinės sudėties  

įvairavimas obuolių ėminiuose vegetacijos periodo metu 

Didžiausias chlorogeno rūgšties kiekis (8,844±0,381 mg/g) nustatytas 
vaisių vystymosi periodo pradžioje (168 metų dieną) skintų obuolių 
ėminiuose. 196 metų dieną, vaisiams vystantis, jis sumažėjo 3,81 karto. Vai-
sių nokimo fenologinio tarpsnio metu nustatytas chlorogeno rūgšties kiekis 
kito neženkliai. Jis varijavo nuo 0,557 mg/g (280 metų diena) iki 0,728 
mg/g (308 metų diena) (3.3.1.5 pav.). Panašius chlorogeno rūgšties kiekinės 
sudėties įvairavimo dėsningumus obuolių luobelių ėminiuose vegetacijos 
periodo metu nustatė Awad ir kt. Šie autoriai nurodo, kad vaisių vystymosi 
pradžioje obuolių luobelių ėminiuose sukaupiamas didžiausias chlorogeno 
rūgšties kiekis [7].  

Apibendrinus obuolių fenolinių junginių kiekinės sudėties įvairavimo 
rezultatus, nustatyta, kad didžiausi visų identifikuotų fenolinių junginių 
kiekiai obuolių ėminiuose sukaupiami vaisių vystymosi fenologinio tarpsnio 
pradžioje. Chlorogeno rūgštis identifikuotų fenolinių junginių komplekse 
vyravo viso vegetacijos periodo metu. Tarp kvercetino grupės junginių 
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obuolių vystymosi pradžioje dominavo kvercitrinas, o obuoliams pasiekus 
vartojimo brandą nustatytas didesnis hiperozido kiekis. Tyrimų rezultatai 
yra reikšmingi, jie leidžia geriau suprasti obuolių vystymosi ir nokimo metu 
vykstančius individualių fenolinių junginių kiekinės sudėties pokyčius. 
Gauti duomenys svarbūs praktiniu požiūriu – jie suteikia galimybę pateikti 
vartotojui žinomos fenolinių junginių sudėties obuolius ir iš jų pagamintus 
maisto produktus.  

3.3.2. Fenolinių junginių kiekinės sudėties įvairavimas obelų 
lapuose vegetacijos periodo metu 
Įvertinus obuolių kokybinę ir kiekinę sudėtį fenologinių tarpsnių kaitoje, 

tikslinga atlikti obelų lapų fitocheminės sudėties analizę. Svarbu ištirti 
fenolinių junginių biosintezės ir kaupimosi dėsningumus vegetacijos periodo 
metu, palyginti obuolių ir obelų lapų kiekinės sudėties įvairavimą, nustatyti 
obelų lapuose kaupiamų individualių fenolinių junginių kiekio priklausomybę 
nuo augalo fenologinių tarpsnių ir klimato sąlygų. Išsamūs mokslinių tyrimų 
duomenys apie fenolinių junginių kokybinę ir kiekinę sudėtį sudarytų sąlygas 
panaudoti obelų lapus kaip fenolinių junginių šaltinį medicinos poreikiams, 
individualių, biologiniu poveikiu pasižyminčių fenolinių junginių išskyrimui.  

Atlikti obelų lapų kiekinės sudėties įvairavimo tyrimai augalo vegeta-
cijos metu. Visuose fenologiniuose tarpsniuose rinktų obelų lapų ėminiuose 
vyravo kvercitrinas. Didžiausias jo kiekis (9,529±0,205 mg/g) nustatytas 
lapų vystymosi fenologinio tarpsnio pradžioje (140 metų dieną), mažiausias 
(6,315±0,104 mg/g) − lapų senėjimo tarpsnio metu (294 metų dieną) 
(3.3.2.1 pav.). Panašius kvercetino kiekinės sudėties varijavimo vegetacijos 
periodo metu dėsningumus nurodo ir kiti mokslininkai, tyrę 'Golden 
Delicious' ir 'Jonagold' obelų lapų ėminius [99].  

Nustatytas kvercitrino kiekis sudarė 44,48−55,88 proc. visų obelų lapų 
ėminiuose identifikuotų kvercetino glikozidų kiekio. Mokslinės informaci-
jos šaltiniuose skelbiami tyrimų duomenys patvirtina mūsų gautus rezulta-
tus – kvercitrinas vyrauja tarp obelų lapuose nustatytų kvercetino glikozidų 
[78, 99].  

Kitų kvercetino glikozidų nustatyti mažesni kiekiai. Didžiausias hiper-
ozido kiekis (4,378±0,110 mg/g) nustatytas vegetacijos periodo pabaigoje 
(308 metų dieną), avikuliarino (4,616±0,189 mg/g) − lapų vystymosi pra-
džioje (140 metų dieną) rinktų obelų lapų ėminiuose. Mažiausias hiperozido 
kiekis (2,267±0,064 mg/g) nustatytas intensyvaus ūglių augimo periodo 
metu (196 metų dieną), avikuliarino (1,290±0,050 mg/g) – lapų senėjimo 
fenologinio tarpsnio metu (294 metų dieną) rinktų obelų lapų ėminiuose 
(3.3.2.1 pav.).  
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3.3.2.1 pav. Avikuliarino, hiperozido ir kvercitrino kiekinės sudėties 

įvairavimas obelų lapų ėminiuose vegetacijos periodo metu 

Mažiausi rutino ir izokvercitrino kiekiai nustatyti lapų vystymosi feno-
loginio tarpsnio pradžioje (140 metų dieną), atitinkamai 0,850±0,035 mg/g 
ir 0,168±0,006 mg/g. Vegetacijos periodo metu šių junginių kiekis didėjo. 
Didžiausias izokvercitrino (2,735±0,215 mg/g) ir rutino (0,801±0,033 mg/g) 
kiekis nustatytas lapų senėjimo fenologinio tarpsnio metu (308 metų dieną), 
lapams gelstant (3.3.2.2 pav.). Vegetacijos periodo metu nustatytas rutino 
kiekis buvo mažiausias tarp visų identifikuotų kvercetino glikozidų. 

 
3.3.2.2 pav. Izokvercitrino ir rutino kiekinės sudėties įvairavimas  

obelų lapų ėminiuose vegetacijos periodo metu 
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Obelų lapų ėminiuose identifikuotų katechinų grupės junginių − (+)-
katechino ir (−)-epikatechino kiekis lapų vystymosi ir ūglių intensyvaus 
augimo fenologinių tarpsnių metu kito neženkliai. Didžiausias (−)-epika-
techino kiekis (0,611±0,026 mg/g) nustatytas lapų brandos fenologinio 
tarpsnio metu, 252 metų dieną, rinktų obelų lapų ėminiuose (3.3.2.3 pav.). 
Didžiausias (+)-katechino kiekis (0,059±0,003 mg/g) nustatytas lapų senėji-
mo fenologinio tarpsnio metu (308 metų dieną). Petkovsek ir kt., tyrę obelų 
lapų fenolinių junginių kiekinę sudėtį vegetacijos periodo metu, nustatė 
didesnius (+)-katechino ir (−)-epikatechino kiekius [99]. Skirtumams įtakos 
galėjo turėti skirtingos obelų veislės, klimato, meterologinės, kultivavimo 
sąlygos ar kiti faktoriai [66, 77, 82].  

 
3.3.2.3 pav. Katechinų kiekinė sudėtis obelų lapų ėminiuose  

vegetacijos periodo metu 

Obelų lapų ėminiuose identifikuoti dihidrochalkonų grupės junginiai – 
floridzinas ir floretinas. Nustatyti floridzino kiekiai buvo didžiausi tarp visų 
identifikuotų obelų lapų fenolinių junginių. Vegetacijos periodo metu nusta-
tytas šio junginio kiekis sudarė 85,07−90,08 proc. visų ESC metodu nustaty-
tų fenolinių junginių kiekio. Šis dėsningumas nurodomas ir kitų mokslinin-
kų – floridzinas obelų lapuose yra vyraujantis komponentas [46, 100, 102]. 

Didžiausias floridzino kiekis (178,973±7,436 mg/g) nustatytas lapų 
vystymosi fenologinio tarpsnio pradžioje 140 metų dieną rinktų obelų lapų 
ėminiuose. Intensyvaus ūglių augimo fenologinio tarpsnio antroje pusėje ir 
lapų brandos tarpsnio metu (182−280 metų dienomis) nustatytas floridzino 
kiekis varijavo neženkliai (116,408−126,427 mg/g). Vegetacijos periodo 
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pabaigoje, lapams gelstant, nustatytas floridzino kiekio padidėjimas iki 
138,808±5,698 mg/g (3.3.2.4 pav.).  

Išanalizavus floretino kiekinės sudėties pokyčius obelų lapų ėminiuose 
vegetacijos periodo metu, nustatyta, kad didžiausias šio junginio kiekis 
(3,108±0,134 mg/g) sukaupiamas lapų brandos fenologinio tarpsnio metu 
(252 metų dieną), mažiausias (0,138±0,010 mg/g) − 154 metų dieną lapų 
vystymosi fenologinio tarpsnio pabaigoje (3.3.2.4 pav.). 

 
3.3.2.4 pav. Dihidrochalkonų kiekinė sudėtis obelų lapų ėminiuose 

vegetacijos periodo metu 

Obelų lapų ėminiuose identifikuotos fenolinės rūgštys − chlorogeno 
rūgštis ir kavos rūgštis. Chlorogeno rūgšties kiekis lapų vystymosi ir inten-
syvaus ūglių augimo fenologinių tarpsnių metu kito neženkliai. Mažiausias 
šios rūgšties kiekis (0,331−0,343 mg/g) nustatytas 182−210 metų dienomis 
rinktų obelų lapų ėminiuose. Chlorogeno rūgšties kiekis pradėjo didėti ūglių 
augimo fenologinio tarpsnio pabaigoje (nuo 224 metų dienos). Didžiausias 
jos kiekis (5,457±0,208 mg/g) nustatytas vegetacijos periodo pabaigoje 
surinktų obelų lapų ėminiuose (3.3.2.5 pav.).  

Mažiausias kavos rūgšties kiekis (0,049±0,002 mg/g) nustatytas lapų 
vystymosi fenologinio tarpsnio metu (154 metų dieną) surinktų obelų lapų 
ėminiuose. Intensyvaus ūgių augimo ir lapų brandos fenologinių tarpsnių 
metu nustatytas kavos rūgšties kiekio didėjimas. Didžiausias šios rūgšties 
kiekis (0,180±0,007 mg/g) nustatytas lapų senėjimo fenologinio tarpsnio 
pabaigoje (308 metų dieną) surinktų obelų lapų ėminiuose. Petkovsek ir kt. 
skelbiami tyrimų duomenys patvirtina mūsų tyrimų rezultatus − kavos 
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rūgšties kiekis obelų lapų ėminiuose augalo vegetacijos periodo metu didėja 
[100]. 

 
3.3.2.5 pav. Fenolinių rūgščių kiekinė sudėtis obelų lapų ėminiuose 

vegetacijos periodo metu 

Apibendrinant gautus tyrimų rezultatus, nustatyta, kad skirtingų fenoli-
nių junginių grupių kiekinė sudėtis augalo vegetacijos periodo metu įvai-
ruoja. Didžiausias fenolinių rūgščių, (+)-katechino, hiperozido, izokvercitri-
no ir rutino kiekis sukaupiamas augalo vegetacijos periodo pabaigoje, 
floridzino, avikuliarino ir kvercitrino – lapų vystymosi fenologinio tarpsnio 
pradžioje, floretino ir (−)-epikatechino – lapų brandos metu.  

Nustatyti skirtumai tarp obuolių ir obelų lapų kiekinės sudėties. Obuolių 
ėminiuose viso vegetacijos periodo metu vyraujantis komponentas buvo 
chlorogeno rūgštis, obelų lapų ėminiuose dominavo floridzinas. Kvercetino 
glikozidų ir floridzino obelų lapų ėminiuose nustatyti kiekiai buvo didesni 
už nustatytus obuolių ėminiuose, chlorogeno rūgšties – mažesni. Skyrėsi ir 
kokybinė obuolių ir obelų lapų sudėtis – obelų lapuose nustatyti floretinas ir 
kavos rūgštis, kurie obuolių ėminiuose neidentifikuoti.  

3.4. Obuolių ėminių ekstraktų antioksidacinio aktyvumo tyrimai 

Fenolinius junginius kaupiančių augalinių žaliavų naudą žmogaus 
sveikatai patvirtina gausūs mokslinių tyrimų duomenys [22, 30, 53]. 
Nustatytas ryšys tarp šių junginių turtingo augalinio maisto vartojimo ir 
sergamumo onkologinėmis, širdies ir kraujagyslių bei neurodegeneracinė-
mis ligomis [94, 115]. Biologiškai aktyvių junginių, pasižyminčių antioksi-
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daciniu poveikiu, identifikavimas yra svarbus. Jis leidžia moksliškai pagrįsti 
augalinių žaliavų ir iš jų pagamintų preparatų naudojimą oksidacinio streso 
sukeltų susirgimų profilaktikai ir gydymui. Tikslinga įvertinti Lietuvoje 
auginamų veislių obuolių antioksidacinį aktyvumą, nustatyti analitinius 
žymenis, kurie galėtų būti panaudojami obelų vaisių, iš jų pagamintų maisto 
papildų antioksidacinio aktyvumo vertinimui bei kokybės kontrolei. 

Atlikome 'Aldas', 'Auksis', 'Connel Red', 'Ligol', 'Lodel' ir 'Rajka' obuo-
lių ėminių ekstraktų antiradikalinio ir redukcinio aktyvumo tyrimus. Obuo-
lių ėminių ekstrakto ESC-ABTS ir ESC-FRAP chromatogramos pateiktos 
3.4.1 pav.  

 
1 – Procianidinas B1, 2 – (+)-katechinas, 3 – chlorogeno rūgštis, 4 – procianidinas B2,  

5 – (−)-epikatechinas, 6 – rutinas, 7 – hiperozidas, 8 – izokvercitrinas, 9 – avikuliarinas,  
10 – kvercitrinas, 11 – floridzinas 

3.4.1 pav. Obuolių ekstrakto ESC-ABTS-FRAP chromatogramos  
(veislė 'Aldas') 

Chlorogeno rūgštis pasižymi labiausiai išreikštu antiradikaliniu ir re-
dukciniu aktyvumu tarp obuolių ekstraktuose identifikuotų fenolinių jungi-
nių. Didžiausios chlorogeno rūgšties TE reikšmės nustatytos ištyrus 'Aldas' 
veislės obuolių ėminių ekstraktus (TEABTS=6,90 µmol/g, TEFRAP=7,27 
µmol/g), mažiausios – ištyrus 'Rajka' veislės obuolių ekstraktus (TEABTS= 
0,89 µmol/g, TEFRAP=0,96 µmol/g) (3.4.1 lentelė). 'Aldas' veislės obuolių 
ėminiuose nustatytas chlorogeno rūgšties kiekis buvo 4,4 karto didesnis už 
jos kiekį, nustatytą 'Rajka' veislės obuolių ėminiuose. Tai sąlygojo šių 
veislių obuolių ekstraktų antioksidacinio aktyvumo skirtumus.  

Chlorogeno rūgštis lėmė 7,92−31,38 proc. suminio antiradikalinio akty-
vumo (3.4.2 pav.) ir 10,43−36,48 proc. redukcinio aktyvumo (3.4.3 pav.). 
Bandonienė ir Murkovic, pritaikę ESC-DPPH pokolonėlinės reakcijos me-
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todą obuolių ekstraktų antiradikalinio aktyvumo tyrimams, pateikia panašius 
rezultatus – chlorogeno rūgštis yra vienas labiausiai obuolių ekstraktų 
antiradikalinį aktyvumą lemiančių fenolinių junginių. Šių autorių nurodo-
mas chlorogeno rūgšties indėlis į suminį obuolių ekstraktų antiradikalinį 
aktyvumą yra 27−40 proc. [13]. 

ESC-ABTS metodu nustatytos identifikuotų oligomerinių procianidinų 
grupės junginių suminio TE reikšmės varijavo nuo 2,28 µmol/g (veislė 
'Rajka') iki 3,74 µmol/g (veislė 'Lodel'). Tai sudarė 14,84−20,24 proc. sumi-
nio antiradikalinio aktyvumo (3.4.2 pav.). ESC-FRAP metodu nustatytos 
identifikuotų procianidinų grupės junginių suminio TE reikšmės įvairavo 
nuo 1,77 µmol/g (veislė 'Ligol') iki 3,31 µmol/g (veislė 'Lodel'). Prociani-
dinų grupės junginiai lėmė 12,65−20,75 proc. suminio redukcinio aktyvumo 
(3.4.3 pav.). 'Lodel' veislės obuolių ėminiai iš tirtų veislių obuolių išsiskyrė 
dideliu procianidino B2 kiekiu. Tuo galima paaiškinti gautus rezultatus – 
stipriausias procianidinų grupės junginių antiradikalinis ir redukcinis 
aktyvumas nustatytas šios veislės obuolių ėminių ekstraktuose. 

Tarp identifikuotų oligomerinių procianidinų grupės junginių didžiausią 
indėlį į antioksidacinį aktyvumą (IAA) turėjo procianidinas B2 (IAAABTS= 
12,03−17,36 proc., IAAFRAP=10,31−17,47 proc.), procianidino B1 indėlis 
buvo mažesnis (IAAABTS=1,02−3,67 proc., IAAFRAP=1,74−3,46 proc.). Šį 
dėsningumą lėmė obuolių ėminių procianidinų grupės junginių kiekinės 
sudėties skirtumai. Obuolių ekstraktuose nustatytas procianidino B2 kiekis 
buvo ženkliai (5,4−13,8 kartų) didesnis už procianidino B1. Bai ir kt., tyrę 
obuolių išspaudų fenolinių junginių antioksidacinį aktyvumą, pateikia 
panašius tyrimų rezultatus. Šie mokslininkai nurodo, kad procianidinas B2 
pasižymi stipriausiu antioksidaciniu aktyvumu iš visų obuolių išspaudų 
ėminiuose nustatytų fenolinių junginių [11].  

Obuolių ėminių ekstraktuose identifikuotų katechinų grupės junginių 
suminio TE reikšmės, nustatytos ESC-ABTS metodu, varijavo nuo 1,65 
µmol/g (veislė 'Ligol') iki 4,05 µmol/g (veislė 'Lodel'), o nustatytos ESC-
FRAP metodu kito nuo 1,13 µmol/g (veislė 'Ligol') iki 3,17 µmol/g (veislė 
'Lodel'). Katechinų grupės junginiai lėmė 13,28−19,97 proc. suminio antira-
dikalinio obuolių ekstraktų aktyvumo (3.4.2 pav.) ir 12,19−19,80 proc. su-
minio ESC-FRAP metodu įvertinto šių ekstraktų redukcinio aktyvumo 
(3.4.3 pav.). Tarp šios grupės junginių didžiausią indėlį į suminį antioksi-
dacinį aktyvumą lėmė (−)-epikatechinas (IAAABTS=11,45−18,24 proc., 
IAAFRAP=8,92−17,87 proc.). (+)-Katechino indėlis į suminį antiradikalinį 
aktyvumą − 1,00−2,87 proc., o indėlis į suminį redukcinį aktyvumą įvairių 
veislių obuolių ekstraktuose įvairavo nuo 1,76 iki 3,27 proc. Gauti rezultatai 
patvirtina Lee ir kt. skelbiamus duomenis, kad (–)-epikatechinas ir procia-
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nidinas B2 yra vieni labiausiai obuolių ekstraktų antioksidacinį aktyvumą 
lemiančių fenolinių junginių [68]. 

Kvercetino glikozidai lėmė nuo 3,16 proc. (veislė 'Auksis') iki 5,42 
proc. (veislė 'Rajka') suminio antiradikalinio (3.4.2 pav.) ir nuo 2,26 proc. 
(veislė 'Lodel') iki 7,23 proc. (veislė 'Rajka') suminio redukcinio aktyvumo 
(3.4.3 pav.). Individualių kvercetino glikozidų indėlis į suminį antio-
ksidacinį aktyvumą skirtingų veislių obuolių ekstraktuose įvairavo. 'Aldas', 
'Auksis', 'Connel Red' ir 'Lodel' veislių obuolių ekstraktuose tarp kvercetino 
grupės junginių didžiausią indėlį į suminį antioksidacinį aktyvumą turėjo 
avikuliarinas (IAAABTS=1,08−1,98 proc., IAAFRAP=0,80−2,14 proc.) ir hi-
perozidas (IAAABTS=0,92−1,57 proc., IAAFRAP=0,96−2,11 proc.). 

Obuolių ėminių ekstraktuose, tirtuose taikant ABTS ir FRAP pokolo-
nėlines sistemas, floridzinas neturėjo antioksidacinio aktyvumo. Bandonienė 
ir Murkovic nurodo panašius tyrimų duomenis − floridzinas vienintelis iš 
šių mokslininkų DPPH pokolonėliniu metodu analizuotų fenolinių junginių 
nepasižymėjo antiradikalinėmis savybėmis [13]. Bai ir kt., tyrę obuolių 
išspaudas, nurodo, kad floridzinas pasižymi silpniausiu antioksidaciniu 
aktyvumu, lyginant su kitų grupių fenoliniais junginiais [11]. Tai siejama su 
dihidrochalkonų grupės junginių struktūra – mažesnis hidroksilo grupių 
skaičius aromatiniuose žieduose lemia silpną floridzino antioksidacinį akty-
vumą [11, 46].  

 
3.4.2 pav. Obuolių ėminių ekstraktuose nustatytų fenolinių junginių indėlio  

į suminį antiradikalinį aktyvumą įvairavimas 
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3.4.1 lentelė. Obuolių ėminių ekstraktuose nustatytų junginių antiradikalinis ir redukcinis aktyvumas (TE, µmol/g) 
Junginys 'Aldas' 'Auksis' 'Connel Red' 'Ligol' 'Lodel' 'Rajka' 

TEABTS TEFRAP TEABTS TEFRAP TEABTS TEFRAP TEABTS TEFRAP TEABTS TEFRAP TEABTS TEFRAP 
Hiperozidas 0,33 0,42 0,17 0,18 0,13 0,15 0,09 0,24 0,29 0,19 0,10 0,17 
Izokvercitrinas 0,06 0,08 0,04 0,03 0,05 0,02 0,08 0,04 0,09 0,01 0,03 0,02 
Rutinas 0,02 0,03 0,02 0,03 0,01 0,02 0,02 0,03 0,03 0,01 0,01 0,03 
Avikuliarinas 0,42 0,43 0,19 0,14 0,16 0,16 0,15 0,15 0,25 0,14 0,06 0,12 
Kvercitrinas 0,21 0,18 0,09 0,07 0,12 0,09 0,20 0,15 0,13 0,10 0,33 0,34 
(+)-Katechinas 0,62 0,52 0,30 0,49 0,28 0,31 0,11 0,16 0,47 0,33 0,15 0,27 
(−)-Epikatechi-
nas 3,01 2,33 3,38 1,33 1,84 2,85 1,54 0,97 3,58 2,84 2,00 1,46 

Procianidinas 
B1  0,60 0,47 0,64 0,51 0,15 0,32 0,21 0,20 0,20 0,31 0,40 0,31 

Procianidinas 
B2 2,63 2,06 2,80 1,95 2,70 2,79 2,18 1,57 3,54 3,00 1,88 1,60 

Chlorogeno 
rūgštis 6,90 7,27 5,24 4,86 2,99 3,12 2,89 2,18 3,77 4,02 0,89 0,96 

Floridzinas – – – – – – – – – – – – 
Neidentifikuoti 
junginiai 6,64 6,19 5,22 5,30 6,92 6,17 4,53 3,52 7,40 6,87 4,81 3,99 

Suminis TE 21,44 19,98 18,09 14,89 15,35 16,00 12,00 9,21 19,75 17,82 10,66 9,27 
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Tirtų veislių obuolių ėminių ekstraktuose nustatytų skirtingų grupių 
fenolinių junginių indėlio į antiradikalinį aktyvumą įvairavimas pateiktas 
3.4.2 pav., o indėlio į redukcinį aktyvumą varijavimas – 3.4.3 pav.  

 

 
3.4.3 pav. Obuolių ėminių ekstraktuose nustatytų fenolinių junginių indėlio  

į suminį redukcinį aktyvumą įvairavimas 

ESC-ABTS pokolonėliniu metodu įvertinus obuolių ėminių ekstraktų 
antiradikalinį aktyvumą nustatytos suminio TE reikšmės varijavo nuo 10,66 
µmol/g iki 21,44 µmol/g (3.4.1 lentelė). ESC-FRAP metodu nustatytos 
obuolių ekstraktų redukcinio aktyvumo TE reikšmės įvairavo nuo 9,21 
µmol/g iki 19,98 µmol/g (3.4.1 lentelė). Stipriausiu laisvųjų radikalų suri-
šimo ir redukciniu aktyvumu pasižymėjo 'Aldas' veislės obuolių ėminių 
ekstraktai. Silpniausias antiradikalinis aktyvumas nustatytas ištyrus 'Rajka' 
veislės obuolių ekstraktus. Silpniausiu redukciniu aktyvumu pasižymėjo 
'Ligol' ir 'Rajka' veislės obuolių ėminių ekstraktai (3.4.1 lentelė). 'Aldas' 
veislės obuoliai ir jų ekstraktai galėtų būti vertingi panaudojimui medicinos 
poreikiams, antioksidaciniu aktyvumu pasižyminčių junginių išskyrimui, 
maisto produktų praturtinimui natūraliais antioksidantais.  
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IŠVADOS 

1. Išvystyta ir optimizuota ESC metodika fenolinių junginių kokybinės ir 
kiekinės sudėties analizei obelų vaisių ir lapų ėminiuose. Gauti vali-
dacijos parametrų − atrankumo, glaudumo, tiesiškumo − įverčiai patvir-
tina metodikos tinkamumą analizei. Metodika panaudota atliekant 
obuolių ir obelų lapų fenolinių junginių kokybinės ir kiekinės sudėties 
tyrimus.  

2. Nustatyta, kad veislės faktorius turi įtakos obuolių ėminių kiekinės 
sudėties įvairavimui. Suminis nustatytų fenolinių junginių kiekis liofili-
zuotų obuolių ėminiuose įvairavo nuo 2,209 mg/g (veislė 'Connel Red') 
iki 5,817 mg/g (veislė 'Aldas'). Obelų lapų ėminiuose fenolinių junginių 
kiekis varijavo nuo 135,021 mg/g (veislė 'Auksis') iki 137,938 mg/g 
(veislė 'Aldas') absoliučiai sausos žaliavos. Nustatyta, kad 'Aldas', 
'Auksis', 'Connel Red', 'Ligol' ir 'Lodel' obuolių ėminiuose vyraujantis 
komponentas yra chlorogeno rūgštis, 'Rajka' veislės obuolių ėminiuose – 
procianidinas B2. Obelų lapų ėminiuose dominavo floridzinas, kuris 
sudarė 76,9−84,2 proc. visų nustatytų fenolinių junginių kiekio.  

3. Atlikus obuolių luobelių ir minkštimų kiekinės sudėties įvairavimo 
tyrimus, suminis identifikuotų kvercetino glikozidų kiekis obuolių 
luobelių ėminiuose buvo 11,50−17,30 kartų didesnis už šių junginių 
kiekį, nustatytą obuolių minkštimuose. Didžiausias suminis identifi-
kuotų kvercetino glikozidų kiekis (1,726±0,037 mg/g) nustatytas 'Aldas' 
veislės obuolių luobelių ėminiuose. Didžiausias identifikuotų katechinų 
(1,086±0,021 mg/g) ir oligomerinių procianidinų (1,423±0,027 mg/g) 
kiekis nustatytas 'Lodel' veislės obuolių minkštimų ėminiuose.  

4. Įvertinus obelų vaisių ir lapų fenolinių junginių įvairavimą augalo vege-
tacijos periodo metu, nustatyta, kad didžiausi jų kiekiai obuolių ėmi-
niuose nustatyti vaisių vystymosi fenologinio tarpsnio pradžioje. Obelų 
lapuose didžiausi chlorogeno ir kavos rūgščių, (+)-katechino, hiper-
ozido, izokvercitrino ir rutino kiekiai sukaupiami augalo vegetacijos 
periodo pabaigoje, floridzino, avikuliarino, kvercitrino – lapų vystymosi 
fenologinio tarpsnio metu, floretino ir (−)-epikatechino – lapų brandos 
metu. 
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5. Nustatyta, kad obels poskiepis turi įtakos obuolių fenolinių junginių 
kiekinės sudėties įvairavimui. Didžiausi individualių fenolinių junginių 
kiekiai nustatyti nykštukinių P 61 ir P 22 poskiepių obuolių ėminiuose, 
mažiausi − žemaūgių M.9 ir P 62 bei pusiaužemaūgio M.26 poskiepio 
obuolių ėminiuose.  

6. Ištyrus obuolių, jų luobelių ir minkštimų ekstraktų antiradikalinį ir re-
dukcinį aktyvumą nustatyta, kad chlorogeno rūgštis, procianidinas B2 ir 
(−)-epikatechinas gali būti pasirenkami kaip analitiniai žymenys obuo-
lių ir jų produktų antioksidacinio aktyvumo vertinimui. 
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PRAKTINĖ REKOMENDACIJA (projektas pateiktas LAMMC 
rengiamam rekomendacijų leidiniui) 

Fenoliniai junginiai obelų vaisiuose ir lapuose  
Maisto produktai be pagrindinės funkcijos – aprūpinti organizmą reikia-

momis maistinėmis ir energinėmis medžiagomis – gali stiprinti imuninę 
sistemą ir mažinti lėtinių susirgimų riziką. Vakarų šalių gyventojų mityboje 
obuoliai yra svarbus biologiškai aktyvių junginių šaltinis. Juose gausu 
fenolinių junginių, organinių rūgščių, vitaminų, makro- ir mikroelementų, 
skaidulinių medžiagų. Vieni svarbiausių obuolių biologiškai aktyvių jungi-
nių, lemiančių jų naudą žmogaus organizmui, yra fenoliniai junginiai, kurie 
priskiriami natūraliems antioksidantams. 

Siekiant ištirti obuolių fenolinių junginių kokybinės ir kiekinės sudėties 
įvairavimą, išvystyta ir validuota efektyviosios skysčių chromatografijos 
(ESC) metodika. Ji pritaikyta 'Aldas', 'Auksis', 'Connel Red', 'Ligol', 'Lodel', 
'Rajka' veislių obuolių, jų luobelių, minkštimų ir 'Aldas', 'Auksis', 'Ligol', 
'Lodel' veislių obelų lapų fenolinių junginių kokybinės ir kiekinės sudėties 
tyrimams. Duomenys pateikti kaip trijų pakartojimų vidurkis±standartinis 
nuokrypis mg/g absoliučiai sausos žaliavos.  

Suminis tirtų veislių obuolių ėminiuose nustatytų fenolinių junginių 
kiekis svyravo nuo 2,21±0,08 mg/g (veislė 'Connel Red') iki 5,82±0,15 mg/g 
(veislė 'Aldas'). Obuolių ėminių ekstraktuose identifikuoti ir kiekiškai įver-
tinti šie skirtingų grupių fenoliniai junginiai: procianidinas B1, (+)-katechi-
nas, chlorogeno rūgštis, procianidinas B2, (−)-epikatechinas, rutinas, hiper-
ozidas, izokvercitrinas, avikuliarinas, kvercitrinas ir floridzinas. Chlorogeno 
rūgštis buvo vyraujantis komponentas 'Aldas', 'Auksis', 'Connel Red', 'Ligol', 
'Lodel' veislių obuolių ėminiuose. 'Rajka' veislės obuolių ėminiuose domi-
navo procianidinas B2.  

Suminis fenolinių junginių kiekis obuolių luobelių ėminiuose įvairavo 
nuo 2,78±0,09 mg/g (veislė 'Ligol') iki 6,06±0,20 mg/g (veislė 'Aldas'). 
Obuolių minkštimų ėminiuose suminis identifikuotų ir kiekiškai įvertintų 
fenolinių junginių kiekis varijavo nuo 2,30±0,07 mg/g (veislė 'Rajka') iki 
4,55±0,17 mg/g (veislė 'Aldas'). Nustatyti skirtumai tarp obuolių luobelių ir 
minkštimų fenolinių junginių kiekinės sudėties. Suminis identifikuotų kver-
cetino glikozidų kiekis obuolių luobelių ėminiuose buvo 11,50−17,30 kartų 
didesnis už šių junginių kiekį, nustatytą obuolių minkštimuose. Didžiausias 
kvercetino glikozidų kiekis (1,73±0,04 mg/g) nustatytas 'Aldas' veislės 
obuolių luobelių ėminiuose. Didžiausias katechinų (1,09±0,02 mg/g) ir 
procianidinų (1,42±0,03 mg/g) kiekis nustatytas 'Lodel' veislės obuolių 
minkštimų ėminiuose. 
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Obelų lapų ėminiuose suminis identifikuotų fenolinių junginių kiekis 
įvairavo nuo 135,02±6,03 mg/g (veislė 'Auksis') iki 137,93±5,26 mg/g 
(veislė 'Aldas'). Obuolių ir obelų lapų ėminių kokybinė ir kiekinė sudėtis 
skyrėsi. Obelų lapų ėminiuose nustatyta kavos rūgštis ir floretinas. Šie jun-
giniai obuolių ėminiuose neidentifikuoti. Skirtingai nei obuolių ėminiuose, 
obelų lapuose vyravo floridzinas, kuris sudarė 76,9−84,2 proc. visų obelų 
lapų ėminiuose identifikuotų junginių kiekio. Obelų lapų ėminiuose nusta-
tyti kvercetino glikozidų kiekiai buvo didesni už nustatytus obuolių ėmi-
niuose, o chlorogeno rūgšties – mažesni.  

Įvertinus obuolių fenolinių junginių įvairavimą augalo vegetacijos pe-
riodo metu, nustatyta, kad didžiausi visų identifikuotų fenolinių junginių 
kiekiai obuolių ėminiuose sukaupiami vaisių vystymosi fenologinio tarpsnio 
pradžioje. Obelų lapų ėminiuose didžiausi chlorogeno ir kavos rūgščių, (+)-
katechino, hiperozido, izokvercitrino ir rutino kiekiai nustatyti augalo vege-
tacijos periodo pabaigoje, floridzino, avikuliarino, kvercitrino – lapų vysty-
mosi fenologinio tarpsnio metu, floretino ir (−)-epikatechino – lapų brandos 
metu.  

Nustatyta, kad obels poskiepis turi įtakos obuolių fenolinių junginių 
kiekinės sudėties įvairavimui. Didžiausi individualių fenolinių junginių 
kiekiai nustatyti nykštukinių P 61 ir P 22 poskiepių obuolių ėminiuose, 
mažiausi − žemaūgių M.9 ir P 62 bei pusiaužemaūgio M.26 poskiepio obuo-
lių ėminiuose.  

Ištyrus obuolių ėminių ekstraktų antiradikalinį ir redukcinį aktyvumą 
ESC-ABTS ir ESC-FRAP pokolonėliniais metodais, nustatyta, kad chloro-
geno rūgštis, procianidinas B2 ir (−)-epikatechinas gali būti pasirenkami 
kaip analitiniai žymenys obuolių ir jų produktų antioksidacinio aktyvumo 
vertinimui. Obelų lapų ėminių ekstraktuose tarp identifikuotų fenolinių jun-
ginių stipriausią antioksidacinį aktyvumą lėmė kvercitrinas ir hiperozidas. 
Palyginus skirtingų veislių obuolių ir obelų lapų ėminių antioksidacinį 
aktyvumą, nustatyta, kad stipriausiomis antiradikalinėmis ir redukcinėmis 
savybėmis pasižymėjo 'Aldas' veislės obuolių ir obelų lapų ekstraktai. Šios 
veislės obuolių ir obelų lapų ėminiuose sukaupiami didžiausi fenolinių jun-
ginių kiekiai, todėl 'Aldas' veislės obelys yra perspektyvios auginimui Lie-
tuvos soduose. 
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SUMMARY 

INTRODUCTION 
In recent years, the attention of the biomedicine researchers has been 

devoted to the investigations of chemical variety of herbal raw materials. 
The results of the scientific studies are very important in establishing new 
research on raw plant materials in creating medicinal preparations and food 
supplements. The research of chemical variety is important in determining 
biologically active compounds in food products as well. The results oba-
tined during the research create the opportunity to use food products with 
known chemical composition for the health purposes. 

Biologically active compounds in raw plant materials and their prepa-
rations determine the multifunctional biological effect. All over the world, 
especially great attention is paid to the research on chemical composition of 
food products. Apart the main function to provide the organism for neces-
sary nutritious and energy supplying substances, food products can act 
preventively, strengthen immune system and reduce the risk of chronic 
diseases [63, 118]. Apples are an important source of biologically active 
compounds in human nutrition. They are rich in phenolic compounds, 
organic acids, vitamins, macro- and microelements, fiber [139]. 

Ones of the most important biologically active compounds of apples, 
determining positive effects on human organism are phenolic compounds 
which are attributed to natural antioxidants. The research of qualitative and 
quantitative composition of raw plant materials accumulating phenolic 
compounds is significant and relevant. 

A domestic apple (Malus domestica Borkh.) is one of the most wide-
spread fruit-trees. According to the statistic data of 2013, 80.82 million tons 
of apples are grown in the world. About 62.4 thousand tons are grown in 
Lithuania [37]. Apples are widely used in food industry in producing va-
rious products and beverages. 

Scientific literature states that apple leaves can be used to enrich apple 
juice with quercetin glycosides and phloridzin [62]. Phloridzin is a dihydro-
chalcone derivative possessing anti-diabetic activity [50, 93]. Variation in 
qualitative and quantitative composition of apple leave flavonoids substan-
tiates the possibility to use the leaves of Lithuanian grown apple cultivars 
for extracting the bioactive compounds and manufacturing of food supple-
ments.  

It is purposeful to carry out research on phytochemical composition of 
fruits and leaves of Malus domestica Borkh. to determine the consistent 
patterns of accumulations of biologically active compounds, under Li-
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thuania's climatic conditions to identify apple cultivars with highest amounts 
of phenolic compounds − natural antioxidants. 

The Aim of the Study − to investigate the variation of qualitative and 
quantitative composition of flavonoids and phenolic acids in apple fruits and 
leaves and determine the antioxidant activity in vitro. 

 Objectives of the Study:  
1. To develop and optimize the HPLC method for analysis of 

qualitative and quantitative composition of flavonoids and phenolic 
acids in the samples of apple leaves and fruits. 

2. To determine the variation of qualitative and quantitative compo-
sition of flavonoids and phenolic acids in fruits and leaf samples of 
Lithuanian grown cultivars. 

3. To determine the qualitative and quantitative composition of phe-
nolic compounds in the samples of apple peel and flesh.  

4. To determine the variation patterns of qualitative and quantitative 
composition of flavonoids and phenolic acids in apple leaf and 
fruits samples during vegetation period.  

5. To determine the impact of rootstock on qualitative and quanti-
tative composition of phenolic compounds in apple fruit samples.  

6. To determine the antioxidant activity of flavonoids and phenolic 
acids in Lithuanian grown cultivars of apple fruits and leaves in 
vitro. 

Scientific Novelty. The research of the qualitative and quantitative 
composition of phenolic compounds of apples and leaves of 'Aldas', 
'Auksis', 'Connel Red', 'Ligol', 'Lodel' and 'Rajka' apple-trees grown in 
Lithuania was performed. For the first time, the qualitative and quantitative 
composition of fruits and leaves phenolic compounds of the Lithuanian 
breaded cultivars of 'Aldas' and 'Auksis', was determined.  

It was determined that the 'Aldas' apples distinguished with the highest 
amounts of phenolic compounds. The highest total amount of phenolic 
compounds was determined in the samples of fruits and leaves of this 
cultivar. 

The determination of alliteration dynamics of quantitative composition 
of flavonoids and phenolic acids in the samples of fruits and leaves of 
apples presented novel knowledge about the regularities of biosynthesis and 
accumulative processes of phenolic compounds in fruits and leaves of 
apples grown in Lithuania during the vegetation period. It also allowed to 
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evaluate the influence of phenological stages to the variation of quantitative 
composition of apple fruits and leaves. 

For the first time, the research of the influence of the rootstocks of 
superdwarf, dwarf and semi-dwarf apple-trees to the qualitative and quanti-
tative composition of the phenolic compounds was carried out. It was deter-
mined that the highest amounts of phenolic compounds were accumulated in 
the apple samples of superdwarf rootstocks P 61 and P 22. 

For the first time, the research of antioxidant activity of apples was 
done applying HPLC-ABTS and HPLC-FRAP post-column assays. It was 
determined that among identified compounds chlorogenic acid, procyanidin 
B2 and (−)-epicatechin possessed the strongest antioxidant activity in the 
apple fruit extracts.  

Practical and Theoretical Significance. The HPLC method was deve-
loped, optimized and validated for the qualitative and quantitative determi-
nation of flavonoids and phenolic acids in the samples of apple fruits and 
leaves of Lithuanian grown cultivars. 

The results obtained during the research enriched the scientific know-
ledge about the qualitative and quantitative composition of phenolic com-
pounds of fruits and leaves of apple cultivars grown in Lithuania. Such a 
research in the Lithuanian Republic was done for the first time. The highest 
amounts of the identified phenolic compounds was accumulated in the 
samples of 'Aldas' apples, therefore this cultivar is perspective for growing 
in Lithuania's orchards. In 2015 the recommendations "Phenolic Com-
pounds in Fruits and Leaves of Apples" were prepared and approved at 
Lithuanian Research Centre for Agriculture and Forestry. 

After the research on the qualitative and quantitative composition of 
phenolic compounds and its variation was performed, it was determined that 
higher amounts of flavonoids (rutin, isoquercitrin, hyperoside, avicularin, 
quercitrin, phloridzin) were detected in the samples of leaves than in the 
samples of fruits. The leaves contain high amounts of quercetin glycosides 
and phloridzin, therefore this raw plant material can be valuable in enriching 
food products and food supplements with biologically active compounds. 

We carried out the investigations of the influence of the apple-tree 
rootstocks to the quantitative composition variation of phenolic compounds 
in apples. During the investigations it was determined that superdwarf 
rootstocks P 61 and P 22 provides the highest accumulation of the amounts 
of phenolic compounds in the apple samples. The engrafted apple-trees by 
these rootstocks could more often be grown in the orchards of Lithuania. 

After investigating radical scavenging and reducing activity of apples 
by post-column assay, phenolic compounds with distinguished antioxidant 
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activity in vitro were determined. Chlorogenic acid, procyanidin B2 and (−)-
epicatechin were determined as analytical markers of apples, and their 
products for evaluation of antioxidant activity. The results obtained during 
the investigations are valuable in prognosticating the antioxidant activity of 
apple extracts and identified phenolic compounds in vivo. 

MATERIALS AND METHODS 
Plant Material. The following apple cultivars were included in the 

study. The samples of 'Aldas', 'Auksis', 'Connel Red', 'Ligol', 'Lodel', 'Rajka' 
apples and leaves were prepared in Lithuania, in Babtai, in Institute of 
Horticulture of Lithuanian Research Centre for Agriculture and Forestry. 

Sample Preparation 
Preparation of Apple Samples. Apples were cut to equally sized lobes 

which were frozen in the freezer under the temperature of -35 degrees C and 
lyophilized in "Zirbus" ("Zirbus technology GmbH", Germany). 
Lyophilized apple lobes were milled with an electrical mill "Retsch 200" 
("Retsch GmbH", Germany). 

Preparation of Samples of Apple Peel and Flesh. Apple peels were 
separated from apple flesh using the apple peeling mechanism "Kronen 
AS2" ("Kronen GmbH", Germany). Cut to pieces samples of apple peels 
and flesh are prepared by analogy with apple samples. 

Preparation of Samples of Leaves of Apple Trees. Freshly collected 
leaves were dried in lyophilizer "Zirbus" ("Zirbus technology GmbH", 
Germany) under the same conditions as apple samples. 

Apple Extraction. An amount of 2.5 g of lyophilized apple powder 
(exact weight) was weighed, added to 30 mL of ethanol (70%, v/v), and 
extracted in a "Sonorex Digital 10 P" ultrasonic bath ("Bandelin Electronic 
GmbH", Germany) for 20 at 40 degrees C. The extract obtained was filtered 
through a paper filter; the apple lyophilizate on the filter was washed twice 
with 10 mL of ethanol (70%, v/v) in a 50 mL flask. The extract was filtered 
through a membrane filter with a pore size of 0.22 µm ("Carl Roth GmbH", 
Germany). 

Apple Leaf Extraction. An amount of 0.25 g of lyophilized apple leaf 
powder (exact weight) was weighed, added to 10 mL of ethanol (70%, v/v), 
and extracted in a "Sonorex Digital 10 P" ultrasonic bath ("Bandelin 
Electronic GmbH", Germany) for 40 minutes at 60 degrees C. The extract 
obtained was centrifuged for 7 minutes with a "Hermle Z206A" centrifuge 
("Denville Scientific Inc.", USA). Centrifugation speed − 6000 revolutions 
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per minute. The extract was collected and filtered through a membrane filter 
with a pore size of 0.22 µm ("Carl Roth GmbH", Germany). 

High Performance Liquid Chromatography Method. A "Waters 
2695" chromatograph equipped with a "Waters 2998" photodiode array 
detector ("Waters", USA) was used for HPLC analysis. Chromatographic 
separations were carried out by using a "YMC-Pack ODS-A" (5 µm, C18, 
250 × 4.6 mm i.d.) column equipped with a "YMC-Triart" (5 µm, C18, 10 × 
3.0 mm i.d.) pre-column ("YMC Europe GmbH", Germany). The column 
was operated at a constant temperature of 25 degrees C. The volume of the 
injection was 10 µL. The flow rate was 1 mL/min, and gradient elution was 
used. The mobile phase consisted of 2% (v/v) acetic acid in water (solvent 
A) and 100% (v/v) acetonitrile (solvent B). The following conditions of 
elution were applied: 0–30 minutes, 3–15% B; 30–45 minutes, 15–25% B; 
45–50 minutes, 25–50% B; and 50–55 minutes, 50–95% B. The 
identification of the chromatographic peaks was achieved by the retention 
times and spectral characteristics (λ=200–400 nm) of the eluting peaks with 
those of the reference compounds. Dihydrochalcones and flavan-3-ols were 
quantified at 280 nm, phenolic acids at 320 nm and flavonols at 360 nm. 

Antioxidant Activity Determination Using HPLC-ABTS and 
HPLC-FRAP Post-column Assays. The chromatographic separation of 
extracts was carried out by "Waters 2695 Alliance" system ("Waters", USA) 
with photodiode array detector "Waters 2998", applying previously 
described method. The antiradical and reductive activity in extracts was 
evaluated using HPLC-ABTS and HPLC-FRAP methods as described by 
Raudonis et al [109]. After detection eluate was directly mixed with radical 
cation ABTS˙+ or FRAP reagent which was supplied to post-column by 
chromatograph "Beckman programmable solvent module 126" ("Beckman", 
USA) at constant 0,5 ml/min. flow rate. The reaction between analyte and 
reagent was carried out at the reaction coil, made out of polyether ether 
ketone (length 15 m, inner diameter 0.3 mm) under the temperature of 25 
degrees C. "Waters 2487" detector was used to register the increase of 
absorption after the reaction with FRAP (593 nm wave length) or decrease 
after the reaction with ABTS˙+ (650 nm wave length). 

The Statistic Methods of Data Processing. All the experiments were 
carried out in triplicate. Means and standard deviations were calculated with 
"SPSS 20.0" ("SPSS Inc.", USA) and "Microsoft Office Excel 2003" 
("Microsoft", USA) softwares. A single factor analysis of variance 
(ANOVA) along with the posthoc Tukey's test was employed for statistical 
analysis. The Kolmogorov – Smirnov test was applied to examine the 
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normality of the distribution. To verify the hypothesis about the equality of 
variances, Levene's test was employed. Differences were considered to be 
significant at p < 0.05. 

RESULTS 
The Study on Variation of Qualitative and Quantitative 
Composition of Phenolic Compounds of the Apple Cultivars Grown 
in Lithuania 
The total amount of phenolic compounds determined in the sample 

extracts of the apple cultivars varied from 2.209 mg/g ('Connel Red') to 
5.817 mg/g ('Aldas'). The highest total amount of identified quercetin 
glycosides 0,731±0,015 mg/g was determined in the 'Aldas' apple samples. 
It was 1.95-fold higher than the smallest total amount of quercetin 
glycosides (0.375±0.008 mg/g) determined in the 'Auksis' apple samples. 
The quercetin glycosides in the apple samples formed 7.99−23.54% of the 
total amount of the determined phenolic compounds. 

The highest amount of (−)-epicatechin (0.928±0.019 mg/g) was deter-
mined in the 'Lodel' apple samples, the smallest − in the 'Connel Red' and 
'Ligol' apple samples (respectively 0.315±0.006 mg/g and 0.311±0.004 
mg/g). The highest amount of (+)-catechin (0.121±0.003 mg/g) was deter-
mined in the 'Rajka' apple samples. The catechin group compounds in the 
apple samples formed 11.2−21.54% of the total identified amount of 
phenolic compounds. 

The highest amount of procyanidin B2 (1.279±0.023 mg/g) was deter-
mined in the 'Lodel' apple samples. It was 2.64 times higher than the amount 
of this compound (0.484±0.007 mg/g) determined in the 'Connel Red' apple 
samples. The determined amounts of procyanidin B1 were smaller. They 
varied from 0.035±0.001 mg/g ('Connel Red') to 0.157±0.003 mg/g 
('Aldas'). The determined procyanidin group compounds formed 17.38− 
31.03% of all identified phenolic compounds. 

The highest amount of chlorogenic acid (3.074±0.068 mg/g) was 
determined in the 'Aldas' apple samples. It was 4.99-fold higher than the 
lowest amount of this acid (0.616±0.011 mg/g) determined in the 'Rajka' 
apple samples. The percentage part of chlorogenic acid in the apple samples 
varied from 20.52% ('Rajka') to 53.37% ('Auksis') of all identified as well as 
quantitatively evaluated amount of phenolic compounds. 

After carrying out the analysis of sample extracts of lyophilized apples, 
it was determined that the amount of phenolic compounds in the samples of 
different cultivars of apples vary. The predominant component in the apple 
samples of 'Aldas', 'Auksis', 'Connel Red', 'Ligol' and 'Lodel' was chloro-
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genic acid. Procyanidin B2 was the predominant component in the 'Rajka' 
apple samples. Among identified quercetin glycosides, quercitrin predomi-
nated in the 'Rajka' apple samples and hyperoside predominated in the 
samples of other cultivars. 

The Variation in Qualitative and Quantitative Composition  
of Phenolic Compounds of Apple Peels and Flesh 
The total amount of phenolic compounds in the samples of apple peels 

varied from 2.778 mg/g ('Ligol') to 6.055 mg/g ('Aldas'). The total amount 
of quercetin glycosides in the samples of apple peels varied from 0.667 
mg/g ('Auksis') to 1.775 mg/g ('Aldas'). That formed 14.38−42.71% of the 
amount of the phenolic compounds determined by HPLC method. The 
highest amounts of (+)-catechin (0.109±0.002 mg/g) and (−)-epicatechin 
(0.806±0.018 mg/g) were determined in the 'Aldas' samples. The determined 
amount of procyanidin B1 varied from 0.030±0.001 mg/g ('Ligol') to 
0.222±0.004 mg/g ('Aldas') and the amount of procyanidin B2 varied from 
0.214±0.004 mg/g ('Ligol') to 1.219±0.027 mg/g ('Auksis'). The highest 
amount of phloridzin (0.403±0.008 mg/g) was determined in the 'Rajka' 
apple peels and the amount of chlorogenic acid (2.025±0.038 mg/g) was 
determined in the 'Aldas' apple peels. The percentage part of chlorogenic 
acid varied from 6.03% to 34.50% in the samples of all apple peels of 
identified phenolic compounds. 

Quercetin glycosides formed only 1.40−4.24% of the amount of 
phenolic compounds of all quantitatively evaluated apple flesh. The total 
amount of determined quercetin glycosides in the apple flesh varied from 
0.080 mg/g ('Lodel') to 0.122 mg/g ('Aldas'). The highest amount of (+)-
catechin (0.150±0.004 mg/g) was determined in the 'Auksis' apple flesh 
samples and the highest amount of (−)-epicatechin (1.012±0.022 mg/g) was 
determined in the 'Lodel' apple flesh samples. The highest amount of 
procyanidin B1 (0.174±0.004 mg/g) was determined in the samples of 
'Auksis' apple flesh and the highest amount of procyanidin B2 (1.353±0.027 
mg/g) was determined in the samples of 'Lodel' apple flesh. The highest 
amount of phloridzin (0.389±0.008 mg/g) was determined in the samples of 
'Lodel' apple flesh. And the highest amount of chlorogenic acid (2.739± 
0.056 mg/g) was determined in the samples of 'Aldas' apple flesh. The 
chlorogenic acid in the samples of apple flesh formed from 27.28% ('Rajka') 
to 60.26% ('Aldas') of all identified phenolic compounds. 
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The Composition of Phenolic Compounds of the Samples  
of Apple Leaves 
The apple leaves of the cultivar 'Aldas' contained the highest total 

amount of the quercetin glycosides identified and quantified. It was 1.7-fold 
higher than their lowest amount found in the apple leaves of the cultivar 
'Ligol'. Phloridzin was the major phenolic compound in the apple leaves. It 
accounted for 76.9% to 84.2% of all phenolic compounds identified and 
quantified in the extracts of apple leaves by the HPLC method. The apple 
leaves of the cultivar 'Ligol' contained the highest amount of phloridzin 
(114.433±4.721 mg/g). Quercitrin was a predominant component among all 
the quercetin glycosides identified and quantified in the ethanol extracts of 
apple leaves. The apple leaves of the cultivar 'Aldas' had the highest amount 
of quercitrin (114.431±4.723 mg/g). The chlorogenic acid in the leaves of 
apples wasn't a predominating compound. Its determined amounts formed 
only 0.3−1.0% of all identified phenolic compounds. The results have been 
comprehensively analyzed in the article "Application of an optimized HPLC 
method for the detection of various phenolic compounds in apples from 
Lithuanian cultivars". 

The Variation in Qualitative and Quantitative Composition of 
Phenolic Compounds in the Samples of Different Apple Rootstocks 
Superdwarf rootstocks P 61 and P 22 determined the highest content of 

all phenolic compounds tested. Dwarf rootstocks M.9 and P 62 and semi-
dwarf rootstock M.26 resulted in lower content of all phenolic compounds 
tested. No clear differences were found between superdwarf, dwarf and 
semi-dwarf rootstock groups. Rootstock impact on the accumulation of total 
phenols was different: less than 10% difference between 2011-2012 years 
was recorded for M.26 and P 22, but around 30% for M.9, Pure 1 and P 66 
rootstocks. The most stable content of all compounds analyzed, except for 
procyanidin B1 and B2, was in fruits from trees on B.396 rootstock. On 
average of two years, the highest variation coefficient was established for 
(+)-catechin, procyanidin B1 and total procyanidins content. Medium 
variation coefficient was recorded for quercitrin, (−)-epicatechin, total cate-
chins, phloridzin, chlorogenic acid and total phenolic compounds. The 
results have been comprehensively analyzed in the article "Rootstock geno-
type determines phenol content in apple fruits".  

133 

 



The Variation in Quantitative Composition of Phenolic Compounds 
in the Apple Fruit Samples during the Vegetation Period 
The highest amounts of all identified phenolic compounds in the apple 

samples were accumulated in the samples of picked apples at the beginning 
of phenological stage of fruit development (on the 168th day of a year), the 
smallest amounts − during fruit ripeness (on the 280th day of a year). Chloro-
genic acid in the complex of identified phenolic compounds varied during 
the whole vegetation period. Its highest amount (8.844±0.381 mg/g) was 
determined in the samples of picked apples at the beginning of fruit deve-
lopment. Among identified quercetin group compounds, at the beginning of 
apple development quercitrin predominated, and higher amount of hypero-
side was determined after apples reached ripeness. 

The Variation in Quantitative Composition of Phenolic Compounds 
in the Samples of Apple Leaves during the Vegetation Period 
Phloridzin predominated in the samples of apple leaves which were 

picked during all phenological stages. The highest amount of this compound 
(178.973±7.436 mg/g) was determined in the samples of leaves on the 140th 

day of a year at the beginning of phenolic stage of leaf development. 
Among identified quercetin glycosides, during vegetation period of 

apple leaves quercetin predominated. Its highest amount (9.529±0.205 
mg/g) was determined at the beginning of phenological stage of leaf deve-
lopment (on the 140th day of a year). The highest amount of hyperoside 
(4.378±0.110 mg/g) was determined at the end of vegetation period (on the 
308th day of a year), that of avicularin (4.616±0.189 mg/g) was determined 
at the beginning of leaf development (on the 140th day of a year) in the leaf 
samples. The highest amounts of isoquercitrin (2.735±0.215 mg/g) and rutin 
(0.801±0.033 mg/g) were determined during phenological stage of leaf 
aging (on the 308th day of a year) when leaves are becoming yellow. The 
highest amounts of chlorogenic (5.457±0.208 mg/g) and caffeic acids 
(0.180±0.007 mg/g) were determined in the samples of picked apple leaves 
at the end of vegetation period. 

The Antioxidant Activity Assessment of Apple Extracts by HPLC 
Post-column Reaction Assay 
The apple extracts of the cultivar 'Aldas' distinguished by the strongest 

radical scavenging and reducing activity (respectively 21.44 µmol/g and 
19.98 µmol/g). The weakest radical scavenging activity was determined of 
the cultivar 'Rajka' (10.66 µmol/g). The apple extracts of the cultivar 'Ligol' 
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distinguished themselves in the weakest reducing activity (9.21 µmol/g). 
Among individual apple samples the identified phenolic compounds, chloro-
genic acid, procyanidin B2 and (−)-epicatechin possessed the strongest radi-
cal scavenging and reducing activity. These compounds could be used as 
analytical markers of apple extracts and preparations made out of them in 
evaluating their antioxidant activity. Summarising the research data, it was 
determined that the highest total amount of phenolic compounds and 
antioxidant activity was determined in the extracts of 'Aldas' apples. The 
apple extracts of this cultivar could be valuable for enriching of food pro-
ducts by natural antioxidants, for developing and producing of food supple-
ments, for picking and using of compounds distinguished by their 
antioxidant activity for medical needs. 

CONCLUSIONS 
1. The HPLC method was developed and optimized for the analysis of 

qualitative and quantitative composition of phenolic compounds in 
the samples of apple fruits and leaves. The obtained values of vali-
dation parameters (selectivity, precision and linearity) confirmed 
the suitability of the method for the analysis. Method was applied 
for the qualitative and quantitative analysis of phenolic compounds 
of apple fruits and leaves. 

2. It was determined that cultivar defines the variation of quantitative 
composition of apple samples. The amounts of total phenolic com-
pounds in lyophilized apple samples varied from 2.209 mg/g (culti-
var 'Connel Red') to 5.817 mg/g (cultivar 'Aldas'). Total phenolic 
content in apple leaves varied from 135.021 mg/g (cultivar 
'Auksis') to 137.938 mg/g (cultivar 'Aldas') for absolute dry weight. 
Chlorogenic acid was determined as predominant compound in 
samples of 'Aldas', 'Auksis', 'Connel Red', 'Ligol' and 'Lodel' 
cultivars and procyanidin B2 was determined as predominant 
compound in samples of 'Rajka' cultivar. Phloridzin was determi-
ned as predominant compound in apple leave samples and 
accounted for 76.9–84.2% of amount of total compounds. 

3. It was determined that total amount of identified quercetin glycosi-
des in apple peel was 11.50–17.30-fold higher than in apple flesh. 
The highest total amount of identified quercetin glycosides in apple 
peel samples of 'Aldas' cultivar (1.726±0.037 mg/g). The highest 
amount of identified catechins (1.086±0.021 mg/g) and oligomeric 
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procyanidins (1.422±0.027 mg/g) were determined in flesh samples 
of 'Lodel' cultivars.  

4. After the analysis of variation of phenolic compounds composition 
of leaves and fruits during vegetation period was performed, it was 
determined that highest amounts of phenolic compounds in apple 
samples were determined at the beginning of fruit ripening phe-
nological stage. The highest amounts of chlorogenic acid, caffeic 
acid, catechin, hyperoside, isoquercitrin and rutin in apple leave 
samples were determined at the end of vegetation period. The 
highest amounts of phoridzin, avicularin, quercitrin in apple leaves 
were determined at leaf development stage; highest amount of 
phloretin and (−)-epicatechin were at full leaf maturation stage. 

5. It was determined that the apple-tree rootstock influences the 
quantitative composition variety of phenolic compounds of apples. 
The highest amounts of individual phenolic compounds were 
determined in the samples of superdwarf apple-tree rootstocks P 61 
and P 22, the lowest − in the apple samples of dwarf M.9 and P 62 
and semi-dwarf M.26 apple-tree rootstocks. 

6. After research on radical scavenging and reducing activity of 
apples, it was determined that chlorogenic acid, procyanidin B2 
and (−)-epicatechin can be chosen as analytical markers of apples 
and their products for the evaluation of antioxidant activity.  
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