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SANTRAUKA

F. Levulio magistro baigiamasis darbas. Mokslinis vadovas prof. habil. dr.VValdimaras Janulis; Lietuvos

sveikatos moksly universiteto, Farmacijos fakulteto, Farmakognozijos katedra — Kaunas.

Raktiniai Zodziai: 'Ligol’, obely lapai, fenoliniai junginiai, flavonoidai, proantocianidinai,

spektrofotometrija, antioksidacinis aktyvumas.
Pavadinimas: fenoliniy junginiy sudéties jvairavimas obely lapuose vegetacijos metu

Tyrimo tikslas: istirti Lietuvoje auginamy ‘Ligol' veislés obely lapy éminiy fenoliniy junginiy kiekinés

sudéties jvairavimg vegetacijos periodo metu ir jvertinti jy ekstrakty antioksidantinj aktyvumg in vitro.

Tyrimo uzdaviniai: 1. Nustatyti ‘'Ligol' veislés obely lapy bendra fenoliniy junginiy kiekinés sudéties
jvairavimg vegetacijos periodo metu 2. Istirti ‘'Ligol' veislés obely lapy flavonoidy kiekinés sudéties
jvairavimg vegetacijos periodo metu 3. ISanalizuoti 'Ligol' veislés obely lapy proantocianidiny kiekine
sudétj bei jos rodikliy kitimo dinamikg vegetacijos periodo metu 4. Jvertinti 'Ligol' veislés obely lapy
antioksidacinj aktyvumg ABTS, DPPH, FRAP ir TFPH UV-VIS spektrofometriniais metodais 5.
Nustatyti obely lapy éminiy fenoliniy junginiy, flavonoidy, proantocianidiny kiekinés sudéties ir jy

ekstrakty antioksidacinio aktyvumo koreliacinius rysius.

Tyrimo objektas ir metodai: 'Ligol' obely lapy éminiai skinti skirtingais fenologiniais tarpsniais 2013
metais birzelio—lapkri¢io ménesiais. Bendras fenoliniy junginiy, flavonoidy ir proantocianidiny kiekis
obely lapy éminiy ekstraktuose nustatytas UV-VIS spektrofotometriniu metodu. Obely lapy éminiy
ekstrakty antioksidantinis aktyvumas nustatytas DPPH, FRAP, ABTS ir TFPH UV-VIS

spektrofotometriniais metodais in vitro.

Rezultatai: Didziausias bendras fenoliniy junginiy kiekis (235,15+10,34 mg/g) nustatytas lapy
vystymosi pradzioje (05-20), maziausias (145,81+7,29 mg/g) — lapy brandos fenologinio tarpsnio
pabaigoje (10-07) skinty obely lapy éminiuose. Vegetacijos pabaigoje (11-04) fenoliniy junginiy kiekis
padidéjo iki 167,91+6,23 mg/g.

Didziausias bendras flavonoidy kiekis (27,37+0,86 mg/g) nustatytas vegetacijos periodo pabaigoje (11-
04) skinty obely lapy éminiuose, maziausias (4,4+0,12 mg/g) — lapy vystymosi fenologinio tarpsnio
metu (06-03) surinkty obely lapy éminiuose.

Didziausias bendras proantocianidiny kiekis (9,18+0,36 mg/g) nustatytas lapy sené&jimo metu (11-04),
maziausias kiekis (1,4140,03 mg/g) — lapy vystymosi pradzioje (05-20) skinty obely lapy éminiuose.
Stipriausias antiradikalinis aktyvumas nustatytas lapy brandos metu (08-09) ir lapy brandos periodo

pabaigoje (11-04) rinkty obely lapy éminiuose (atitinkamai 134,93+5,62 ir 133,93+£8,5 umol TE/g).
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Silpniausias antiradikalinis aktyvumas nustatytas birzelio 17 dieng skinty obely lapy €éminiuose
(43,16£2,03 umol TE/g). Stipriausia teigiama koreliacija (0,619, p<0,05) nustatyta tarp bendrio
fenoliniy junginiy bei bendro flavonoidy kiekio ir FRAP metodu jvertinto redukcinio aktyvumo.

ISvados: Atlikti tyrimai suteikia naujos informacijos apie augalo vegetacijos metu vykstanéius obely
lapy kiekinés sudéties pokycius. Obely lapai kaupia didelius fenoliniy junginiy — natiiraliy antioksidanty
kiekius, todél obely lapai yra perspektyvi zaliava maisto papildy, praturtinty obely lapy ekstraktais

gamybai bei individualiy specifiniu biologiniu poveikiu pasizyminc¢iy junginiy iSskyrimui.



SUMMARY

F. Levulis final master’s thesis. Research supervisor prof. habil. dr. V. Janulis; Lithuanian University of

Health Sciences, Academy of Medicine, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmacognosis —Kaunas.

Keywords: cultivar, apple leaves, 'Ligol’, phenolics, flavonoids, proanthocyanidins, spectrophotometry,

antioxidantactivity.

Title: Quantitative Composition of Phenolic Compounds in Apple Leaves during Vegetation Period

The aim of the research — investigation of quantitative composition variation of phenolic compounds

during vegetation period in apple leaf samples of cultivar 'Ligol' grown in Lithuania and evaluation of

the antioxidant activity of these extracts.

The objectives of the research:

1. Evaluation of quantitative composition variation of phenolic compounds during vegetation period
in extracts of apple leaf samples of cultivar 'Ligol'.

2. Evaluation of quantitative composition variation of flavonoids during vegetation period in extracts
of apple leaf samples of cultivar 'Ligol'.

3. Evaluation of quantitative composition variation of proanthocyanidins during vegetation period in
extracts of apple leaf samples of cultivar ‘Ligol'.

4. Evaluation of the antioxidant activity in extracts of apple leaf samples of cultivar ‘Ligol" using
ABTS, DPPH, FRAP and TFPH UV-VIS spectrophometric methods in vitro.

5. Determinate apple leaves phenolic compounds, flavonoids, proanthocyanidins quantitative
composition and the antioxidant activity correlation.

Research object and methodology: 'Ligol’ apple leaves were harvested at different phenology phases

between June and November 2013. The total phenolic compound, flavonoid and proanthocyanidin

content in the apple leaf extracts was determinated with UV-VIS spectrophotometry. Antioxidant

activity in apple leaf extracts determinated by DPPH, ABTS, FRAP, TFPH, and UV-VIS

spectrophotometric methods in vitro.

Results: the maximum total amount of phenolic compounds (235.15£10.34 mg/g) in apple leaf samples

was established at the beginning of leaf growth (May 20), the smallest (145.814+7.29 mg/g) at the end of

phenology period of leaf maturation (October 7). At the end of vegetation (November 4) the amount of

phenolic compounds increased to 167.91+6.23 mg/g.

The maximum total amount of flavonoids (27.37+0.86 mg/g) in apple leaf samples was established at

the end of the vegetation period (November 4), the minimum (4.4+0.12 mg/g) at the phenology period

of leaf development (June 3).
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The maximum total amount of proanthocyanidins (9.18+0.36 mg/g) in apple leaf samples was
established at the stage of leaf aging (November 4), the smallest amount (1.414+0.03 mg/g) at the
beginning of leaf growth (May 20).

The strongest antiradical activity in apple leaf samples was established during leaf maturation phase
(August 9) and at the end of maturarion period (November 4) (134.93+5.62 and 133.9348.5 umol TE/g
accordingly). The weakest antiradical activity in apple leaf samples was established in June 17 (43.16+
2.03 umol TE/g).

The highest correlation coefficient was determinated between flavonoid content and FRAP reduction
activity. It amounted to 0,619.

Conclusions: Apple leaves contain large amounts of phenolic compounds therefore they are a promising
material for food supplements enriched with apple leaf extracts and for production of individual

compounds with specific biological activity.
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SANTRUMPOS

ABTS - 2,2'-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfono riigstis);
ANOVA — (angl. analysis of variance)- kriterijus rezultaty statistiniam patikimumui jvertinti;

DC - dujy chromatografija (angl. gas chromatography);

DMCA — 4-dimetilaminocinamaldehidas;

DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo laisvasis radikalas;

ESC — efektyvioji skys¢iy chromatografija (angl. high-performance liquid chromatography);
FRAP — trivalentés gelezies jony redukcijos jéga (angl. ferric reducing antioxidant power);

MS — masiy spektrofotometrija;

SSD - sirdies susitraukimy daznis;

TE — trolokso ekvivalentas;

TEAC — trolokso ekvivalento antioksidantiné galia (angl. trolox equivalent antioxidant capacity);
TFPH — trifluorperazinodihidrochlorido radikalo-katijonas;

TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-triazinas;

SGLT — natrio gliukozés kotransporteris (angl. sodium/glucosecotransporter)

UPLC — ultra efektyvioji skys¢iy chromatografija (angl. ultra-performance Liquid Chromatography)

UV — ultravioletiné spinduliuote.
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IVADAS

Ilgus Simtmecius augalai, pasizymintys gydomosiomis savybémis, buvo pagrindiné priemoné
ligoms bei jvairiems negalavimams gydyti. Nors XIX—XX a. atsirado daug naujy sintetiniy preparaty,
biologiskai aktyvius junginius kaupian¢iy augaly naudojimas medicinoje ir farmacijoje nepraranda savo
reikSmés. Augaliniai vaistiniai preparatai pasizymi farmakologinio poveikio jvairove, yra geriau
toleruojami ir reciau sukelia nepageidaujama poveikj nei sintetiniai vaistai. Pastaraisiais metais vis
didéjantis gyventojy, gydytojy ir mokslininky susidoméjimas vaistiniais augalais ir jy teikiamomis
zaliavoms skatina mokslininkus Siuolaikiniais analizés buidais naujai jvertinti jau naudojamy augaliniy
zaliavy sudétj, jy kaupiamy biologiskai aktyviy junginiy poveikj bei ieskoti naujy, perspektyviy augaly,
kuriy teikiamos Zaliavos galéty biiti panaudotos medicinos, farmacijos, maisto pramonés, kosmetikos
reikmémes.

Viena svarbiausiy ir labiausiai mokslininkus dominanc¢iy biologiskai aktyviy junginiy grupiy
yra fenoliniai junginiai [1]. Jie pasizymi pla¢iu biologiniu poveikiu. Fenoliniai junginiai — vieni
stipriausiy natiraliy antioksidanty [1], pasizymi antiuzdegiminiu, prie$véziniu, antimikrobiniu,
priesgrybeliniu poveikiu, teigiamai veikia Sirdies ir kraujagysliy sistema, apsaugo nuo geltonosios démés
degeneracijos.

Obuoliai yra vieni labiausiai vartojamy vaisiy Lietuvoje ir pasaulyje. 2014 mety duomenimis
per metus uzauginama 80,82 milijonai tony obuoliy. I$ jy Lietuvoje 62 tiikstanc¢iai tony [2]. Obuoliy
fenoliniy junginiy kokybiné ir kiekiné sudétis yra placiai tyrinéta jvairiy $aliy uzsienio mokslininky [3,
4].

Obely lapy fenoliniy junginiy sudéties jvairavimas tyrinétas daug maziau. Jy tyrimai buvo
atliekami, norint nustatyti obelinio raupliagrybio jtaka antriniy augalo metabolity biosintezei [5, 6].
Mokslinéje literattiroje nurodoma, kad pagrindiniai obely lapy komponentai yra flavan-3-oliai, fenolinés
rugstys, kvercetino glikozidai ir dihidrochalkonai, maZesni kiekiai monomeriniy ir oligomeriniy flavan-
3-oliy be fenoliniy ragsciy [7, 8].

Duomeny apie biologiskai aktyviy junginiy kaupimosi désningumus obely lapuose mokslinés
literatiiros Saltiniuose rasta nedaug. Obely lapuose kaupiamy biologiskai aktyviy junginiy kokybiné ir
kiekiné sudétis kinta priklausomai nuo klimatiniy salygy, éminiy rinkimo laiko, auginimo technologijos,
obely veislés [4]. Aktualu atlikti obely lapy fenoliniy junginiy kokybinés ir kiekinés sudéties tyrimus,
siekiant nustatyti kada sukaupiamas didZiausias biologiskai aktyviy junginiy kiekis. Siy tyrimy rezultatai
leisty racionaliai planuoti augalinés zaliavos paruosas.

Obely lapy éminiuose kaupiami fenoliniai junginiai — natiiraltis antioksidantai. Jie suriSa
laisvuosius radikalus, slopina aktyviyjy deguonies ir azoto formy susidarymo procesus [9, 10], inhibuoja

fermentus, skatinancius uzdegimus, dél kuriy did¢ja laisvyjy radikaly sintezé, apsaugo kitus
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antioksidantus nuo oksidacinio poveikio ir suardymo, skatina antioksidaciniu veikimu pasizyminciy
fermenty iSsiskyrima.

Svarbu jvertinti obely lapy etanoliniy ekstrakty antiradikalinj ir redukcinj aktyvuma in vitro.
Gauty tyrimy duomenys leisty tiksliau prognozuoti obely lapy ekstrakty bei juose kaupiamy fenoliniy
junginiy antioksidantinj aktyvumg in vivo.

Moksliniai Saltiniai nurodo, kad 90 proc. visy obely lapy fenoliniy junginiy sudaro
dihidrochalkony grupés junginys — floridzinas [11]. Jis pasizymi jvairiapusiu biologiniu poveikiu.
Moksliniai tyrimai patvirtina kad §is junginys veikia vézio lasteles [12], gerina atmintj, yra svarbus kauly
luziy prevencijai [13]. Potencialiai vertingiausias biologinis floridzino poveikis yra antidebetinis
aktyvumas. Floridzinas sumazina gliukozés kiekj kraujyje be hipoglikemijos rizikos ar skysciy
praradimo [14]. D¢l iy poveikiy floridzinas yra labai vertingas antrojo tipo cukrinio debeto prevencijai.
Taip pat jis gali biiti naudojamas antsvorio mazinimui, nes blokuoja gliukozés absorbcijg ir reabsorbcija
raumenyse [15]. Dél Sios priezasties floridzinas ir floridzinu turtingi augaly ekstraktai galéty buti
jtraukiami j preparaty ir maisto papildy, skirty svorio mazinimui, cukrinio debeto prevencijai bei
gydymui sudétj. Kolniak-Ostek ir kt. nurodo, kad obely lapai galéty buti panaudoti obuoliy suléiy
praturtinimui floridzinu ir kvercetino glikozidais [16].

Darbo tikslas — istirti Lietuvoje auginamy 'Ligol' veislés obely lapy fenoliniy junginiy kiekinés
sudéties jvairavimg augalo vegetacijos periodo metu ir jvertinti jy etanoliniy ekstrakty antiradikalinj ir

redukcinj aktyvuma in vitro.
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DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tiklas — istirti Lietuvoje auginamy 'Ligol' veislés obely lapy fenoliniy junginiy kiekinés
sudéties jvairavimg augalo vegetacijos periodo metu ir jvertinti jy etanoliniy ekstrakty antiradikalinj ir
redukcinj aktyvuma in vitro.

Uzdaviniai:

1. Nustatyti ‘Ligol' veislés obely lapy bendrg fenoliniy junginiy kiekinés sudéties jvairavima
vegetacijos periodo metu.

2. Istirti 'Ligol' veislés obely lapy flavonoidy kiekinés sudéties jvairavimg vegetacijos periodo
metu.

3. I8analizuoti 'Ligol' veislés obely lapy proantocianidiny kieking sudétj bei rodikliy kitimo
dinamika vegetacijos periodo metu.

4. lvertinti 'Ligol' veislés obely lapy antioksidacinj aktyvuma ABTS, DPPH, FRAP ir TFPH
spektrofometriniais metodais.

5. Nustatyti fenoliniy junginiy, flavonoidy, proantocianidiny kiekinés sudéties ir ekstrakty

antioksidacinio aktyvumo koreliacinius rySius.
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LITERATUROS APZVALGA
1.1 Obels (Malus L.) genties apibiidinimas

Karalysté: Augalai (Plantae)

Skyrius:  Magnolijiinai (Magnoliophyta)
Klaseé: Magnolijainiai (Magnoliopsida)
Poklasis: Erskéciaziedziai (Rosidae)
Eilé: Erskétieciai (Rosales)

Seima:  Erdkeétiniai (Rosaceae)
Poseimis: Obeliniai (Maloideae)

Gentis:  Obelis (Malus) [17]

Pasaulio mokslininky tarpe vyksta diskusijos dél tikslaus Obels (Malus L.) genties rasiy
skaiCiaus. Dauguma botanikos ir augaly taksonomijos specialisty mano, kad obely rusiy skaicius
svyruoja nuo 30 iki 55 rasiy.

Obels (Malus L.) Seimai priklausantys augalai yra 4-12 m medZiai su tankiomis vir§tinémis,
natiiraliai augantys Siaurés pusrutulyje [18]. Obely vainikas piramidiskas arba rutuliskas, lapai apskriti,
kiausinio arba elipsés formos dantytu arba pjiklisku pavir§iumi. Ziedai rausvi (re¢iau balti, raudoni),
dvily¢iai, susitelke skétiniais ziedynais. Vaisius yra obuolys jvairaus dydzio. Laukiniy risiy vaisiy
skersmuo buina apie 6 cm (M. sylvestris), bet gali buti ir didesni. Naminés obels (Malus domestica
Borkh.) vaisiai (obuoliai) yra zenkliai didesni ir gali siekti net 7-8 cm. Kiekviename obuolyje yra 3-5
lizdai su 2-3 séklomis lizde. Obuoliy odelés pavirSius biina jvairiy spalvy: zalsva, zalsvai gelsva, gelsva,
Sviesiai geltona, auksiné. MinksStimas baltas, kreminis, gelsvas, zalsvas, rausvas arbar raudonas; skonis

- tirpstantis burnoje, sviestinis, Svelnus, purus. ISvesta apie 10 000 veisliy. [19]

1.2 Obely lapy cheminés sudéties tyrimai

Obely lapy cheminé sudéties jvairavimas priklauso nuo jvairiy faktoriy: obels veislés, klimato
salygy, dirvos geocheminés sudéties, medziy amziaus, zaliavos paruos$imo laiko, laikymo salygy [20,
21]. Svarbiausi junginiai kaupiami obely lapuose yra fenoliniai junginiai [22].

Floridzinas yra dominuojantis obely lapy fenolinis junginys. Jis sudaro net 90 proc. visy obely
lapuose identifikuoty fenoliniy junginiy [8]. Floridzino nustatyta ir obely Zzievéje, ir séklose, tik
mazesniais kiekiais. Kitose Rosaceae seimos augaluose - kriausése (Pyrus communis L.), vySniose

(Prunus cerasus L.) - floridzinas nenustatytas [8]. Nedideliais kiekiais floridzino galima rasti braskése


https://lt.wikipedia.org/wiki/Karalyst%C4%97
https://lt.wikipedia.org/wiki/Augalai
https://species.wikimedia.org/wiki/Plantae
https://lt.wikipedia.org/wiki/Skyrius
https://lt.wikipedia.org/wiki/Magnolij%C5%ABnai
https://species.wikimedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://lt.wikipedia.org/wiki/Klas%C4%97_%28biologija%29
https://lt.wikipedia.org/wiki/Magnolijainiai
https://species.wikimedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://lt.wikipedia.org/wiki/Poklasis
https://lt.wikipedia.org/wiki/Er%C5%A1k%C4%97%C4%8Dia%C5%BEied%C5%BEiai
https://species.wikimedia.org/wiki/Rosidae
https://lt.wikipedia.org/wiki/Eil%C4%97
https://lt.wikipedia.org/wiki/Er%C5%A1k%C4%97tie%C4%8Diai
https://species.wikimedia.org/wiki/Rosales
https://lt.wikipedia.org/wiki/%C5%A0eima_%28biologija%29
https://lt.wikipedia.org/wiki/Er%C5%A1k%C4%97tiniai
https://species.wikimedia.org/wiki/Rosaceae
https://lt.wikipedia.org/wiki/Po%C5%A1eimis
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https://species.wikimedia.org/wiki/Maloideae
https://lt.wikipedia.org/wiki/Gentis_%28biologija%29
https://species.wikimedia.org/wiki/Malus
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[23]. Obely lapuose identifikuotas floridzino aglikonas floretinas, chlorogeno, kavos rugstys, (+)-
katechinas bei (—)-epikatechinas (1 pav.) [24].

Obely lapuose nustatyti kvercetino glikozidai: kvercitrinas, hiperozidas, izokvercetinas,
avikuliarinas, rutinas (1 pav.) [25]. Tarp kvercetino glikozidy dominuojantis yra kvercitrinas [21] (8,54
proc.). Nustatytas reinotrinas (2,44 proc.), avikuliarinas (1,39 proc.), hiperozidas (3,40 proc.), rutinas,
izokvercitrinas. Labai mazais kickiais randama apigenino, kemferolio, izoramnetino, apigenino,
kemferolio, izoramnetino, 3-hidroksifloridzino, mirecetino, procianidiny B2, B5 ir E-B5. Obuoliy
lapuose nustatyti triterpenai (ursolo ir oleanolo rigstys), a-tokoferolis, eteriniai aliejai (eukaliptolis,
fitolis ir a-farnesenas), mikroelementai (manganas, cinkas, varis ir gelezis), organinés rugstys (piruvato,
citrato, sukcinato, fumaro ir malato), amino riigStys (asparto, alanino, serino, histidino ir Kitos),

angliavandeniai - krakmolas ir monosachridai (sorbitolis, fruktozé, galaktozé, maltozé, gliukozé ir kiti)

[7].

Ho N OO T) HO\H NP
HO' ﬁ)/'cn NP o o
OH | I
oH O
Floridzinas Floretinas

(H-Katechinas (-Epikatechinas

R=rutinose - rutinas

R=galaktozé - hiperozidas HO.

R=gliukozé - izokvercitrinas

R=arabinozé - avikularinas OH o R

R=ramnozé - kvercitrinas Kvercetino glikozidai

Kavos rugstis &

Chlorogeniné ragstis

1 pav. Struktiurinés formulés pagrindiniy komponenty nustatyty obely lapuose

1.3. Flavonoidy kokybinis ir Kiekinis jvertinimas

Fenoliniy junginiy kokybiné ir kiekiné analizé gali biiti tiriama jvairiais fiziko-cheminés

analizés budais.
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Molekuliné absorbciné spektriné analize, kai tiriamas ultravioletinis ir regimasis spektras —
vadinama spektrofotometrija. Flavonoidai ir fenoliniai junginiai augalinéje zaliavoje gali buti nustatomi
spektrofotometriniu metodu. Analizé pagrjsta ultravioletinés ar regimosios Sviesos spinduliuotés
sugerties principu. Taikant §j fotometrinés analizés metodg, naudojama monochromatiné $viesa su
grieztai apibrézto bangos ilgio absorbcija. Optinis tankis matuojamas tiriamosios medziagos tirpaluose.
Tirpikliai naudojami analizéje turi buti skaidriis nustatomojo spektro dalyje bei patys neabsorbuoti
Sviesos toje spektro dalyje, kurioje atlickama analizé [26].

Spektrofotometrinei analizei naudojami prietaisai — spektrofotometrai. Ultravioletinés spektro
dalies Sviesos Saltinis yra vandeniliné lempa, o matomosios — kaitinimo lempa. Reikiamam bangos ilgiy
intervalui i$skirti i§ iStisinio spektro kaip monochromatorius yra naudojamos kvarco prizmés. Sukant
prizme, galima gauti norimo bangos ilgio monochromatinés Sviesos spindulj. Spindulys, peré¢jes pro
Sviesos filtra, 1§ pradziy eina pro tirpiklj kiuvet¢je ir patenka j fotoelementa. Jame susidaro fotosrove,
todél mikroampermetro rodyklé nukrypsta nuo nulinés padéties. Fotosrovés pokytis proporcingas
Sviesos absorbcijai [26].

Kiekvienas organinis junginys turi tik jam buidingus ultravioletinius spektus, nes Sviesos
absorbcijg lemia tiktai pats chromoforas ir jo artimiausia aplinka. GrafiSkai pavaizduota optinio tankio
priklausomybé nuo bangos ilgio vadinama medziagos spektru. UZraSius nezinomos medziagos spekta,
i§ specialiy lenteliy arba atlasy galima nustatyti medZiagos tapatybe. Siais metodais galima nustatyti
jvairias biologiSkai aktyviy junginiy grupes daugiakomponentése augalinése matricose [26].

UV/VIS spektrofotometrijoje placiai naudojamos kolorimetrinés reakcijos. Jos tinkamos
rutininiam darbui laboratorijoje, nes jy atlikimas yra greitas, pakartojamas, pigus [27]. Fenoliniai
junginiai augaly ekstraktuose reaguoja su redokso reagentu (Folin-Ciocalteu reagentas), susidarant
mélynos spalvos fosfotungstikfosfomolibdeno kompleksui [28]. Jis kiekiskai nustatomas UV-VIS
spektrofotometru. Folin-Ciocalteu metodas aprasytas keliuose Europos farmakopéjos straipsniuose [29,
28]. Chromatoforo absorbcijos maksimumas Sarminiame tirpale lemia fenoliniy junginiy koncentracija
[30].

Proantocianidiny kiekis ekstrakte nustatomas naudojant DMCA reagentg. Tai populiarus,
sudétingos aparatiiros nereikalaujantis, paprastas ir labai greitas proantocianidiny nustatymo metodas.
DMCA metodas pasizymi geresniu atkartojamumu, selektyvumu, greitu atlikimu. Ekstraktas
sumaiSomas su DMCA etanoliniu vandenilio chlorido riigsties tirpalu. Reagentas yra jautrus (+)-
katechino ir (-)-epikatechino oligomerams, polimerams ir monomerams. Spektrofotometriskai
nustatomas absorbcijos dydis.

Obely lapy ekstraktai yra daugiakomponentés matricos, kuriy antioksidacinis aktyvumas
grindziamas daugeliu mechanizmy, taigi antioksidacinis aktyvumas negali biiti adekvaciai nustatomas

vienu metodu. Dél Sios priezasties rekomenduojama naudoti bent du skirtingus antioksidacinio
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nustatymo metodus. Antioksidaciniam obely lapy ekstrakty aktyvumui jvertinti naudojamos DPPH,
ABTS, FRAP, TFPH analizés metodikos. Metodikos turi skirtumy. FRAP metodas nustato elektrony
redukavimo galig, ABTS ir DPPH tyrimo metodai skirti jvertinti molekulés savyb¢ antioksiduoti
laisvuosius ABTS ir DPPH radikalus. ABTS ir DPPH metodai turi keletg skirtumy, kurie lemia
skirtingas TE reikSmes. ABTS radikalo katijonas tirpus vandenyje ir organiniuose tirpikliuose, tai leidzia
nustatyti antiradikalinj aktyvuma hidrofilinése ir lipofilinése junginiuose. DPPH radikalas tirpus tik
organiniuose tirpikliuose, tai trukdo nustatyti antioksidantinj aktyvuma hidrofilinése medziagose. [31]

Flavonoidy analizei pla¢iai naudojami chromatografiniai nustatymo metodai: plonasluoksné
chromatografija (PC) ir efektyvioji skys¢iy chromatografija (ESC) [32].

Flavonoidy kokybinei ir kiekinei analizei dazniausiai naudojama atvikstiniy faziy skysciy
chromatografija. Naudojama kolonélé yra 100-250 mm ilgio, vidinis jos diametras siekia 3,9-4,6 mm.
Dazniausiai naudojama stacionari fazé — silikagelis, sudarytas i§ Cig arba Cg anglies atomy. Gali biiti
naudojamos ir kitokios stacionariosios fazés: Sephadex, silikagelio ir poliamidy miSinys. Flavonoidy
analizei naudojamas izokratinis bei gradientinis eliujavimo metodas. Mobili fazé — acetonitrilo ir/ar
metanolio miSinys su vandeniu. Buferinis tirpalas — skruzdziy ragstis arba acetatas. Reciau naudojami
fosfatiniai buferiai, nes gali sukelti jony Saltinio uZterStumg kai naudojamas masiy spektro (MS)
detektorius [33]. Skyséiy chromatografija atlickama kambario temperatiiroje, taciau kartais
rekomenduojama atlikti skirstyma aukstesnéje nei 40 °C — taip sutrumpinamas analizés laikas. Kolonélés
temperatiirg palaiko termostatas. Placiausiai kokybinei ir kiekinei fenoliniy junginiy ir flavanoidy
analizei naudojama ESC dél trumpo analizés laiko, automatizuotos sistemos, sudétingy miSiniy
skirstymo, galimybeés patogiai keisti sudétines analités dalis. Vieni dazniausiai naudojami ESC judrios
fazés eliuentai yra acetonitrilas (ACN) — vanduo, metanolis — vanduo [34]. Biologiniuose skys¢iuose
(serume, plazmoje ir Slapime) flavonoidai egzistuoja glukuronidy ir sulfaty pavidalu. Medicinoje, maisto
produktuose, augaluose, arbatose jie nustatomi glikozidy, re€iau aglikony pavidale. Pagal tai parenkama
atitinkama tirpikliy sistema bei pritaikoma analizavimo aparatiira [35].

Ultra efektyvioji skysCiy chromatografija — UPLC (Ultra - Performance Liquid
Chromatography). Metodas pagrjstas dideliu eliutento tekéjimo grei¢iu, medziagy atskyrimas vyksta
ypac aukstame slégyje (1000 bar. palyginimui naudojant ESC — maksimalus slégis 400 bar.). Kolonélés
ilgis 1-5 mm, pory dydis - 1-2 pm. Sie efektyviosios skys¢iy chromatografijos patobulinimai sutrumpina
flavonoidy tyrimy analizés laika, padidina atskiriamagjg gebg ir nustatymo jautrj. [36]

Efektyviojoje skys¢iy chromatografijoje svarbiausias yra atskyrimo procesas. Daleliy
skirstymas vyksta analitinéje kolonéléje. Norint gauti tikslius skirstymo rezultatus labai svarbu pasirinkti
tinkama kolonele. Efektyviojoje skys€iy chromatografijoje taikant atvirkStiniy faziy kolonéle

pasickiamas geriausias skirtingy klasiy fenoliniy junginiy atskyrimas. Kolonélé uzpildyta specialiu
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silicio dioksido sorbentu su metalo likuciy kiekiu. Taip pasiekiama geriausia smailiy simetrija
chromatogramoje. [37]

Lenteléje palyginamos flavonoidy kiekinio nustatymo metodikos (1 lentelé).

1 lentelé. Flavonoidy kiekinio nustatymo ESC metodikos

Judrios fazeés

Saltinis Naudota Judri fazé kitimo A
kolonélé . (nm)
gradientas
0-11 min 20—
60 proc. B,
11-12min 60—
Maddalena XTerra MS 100 proc. B,

A: skruzdziy rugstis

Kindtirkt. | CI18250 x 4.6- B: acetonitrilas 12-13min 100 320
2007 [38] mm ' proc. B,
13-14min
100-20 proc.
B
0-5min5
Skerget ir kt. S%/gz)r)rzitrgrfn?, A: fosfatinis buferis (pH 3) proc. B, 35 367
2005 [39] Wat'ers ’ B: metanolis min 100 proc.
B
100 RP 18 A:metanolis/vanduo/triflouracto | 0-20 min 20-
E. Enaud ir . r. (50/50/0.01 (v/viv)) 70 proc. B
Lichrosphere o 280
kt. 2004 [40] 250%4 mm B:metanolis/trifluoracto r. 70 proc.
(100/0.01 (v/Vv)) izokratas
. 0-1min
L'CTZOSC_:? RT A: skruzdziy ragstis izokratas
AnetaWojdylo Purospher RP- B: 80 proc. Acetonitrilas, 20 1-16 min A 280
ir kt. 2007 [41] 18 35 Im) proc. skruzdziy riigstis 100-20 proc.
MerckLabs 17-24 min A
20 — 0 proc.
Isabelle LiChrospher ) ey .
Pontais ir kt. | 100 RP18, 12.5 A skruzdziy Hests i 280
2008 [42] X 4 mm ' proc.
Joanna Cadenza CD
Kolniak-Ostek C18 A: skruzdziy ragstis 0-30min 0-25 280, 320,
. (75 mmx B: Acetonitrilas proc. B 360
ir kt. 2013 [16] 4.6 mm, 5 mm)
5 proc.
M. Mikulic | Fnenomenex 10pTc:2 -BSO
Petkoviek ir |~ Cemini €18 1 A: fosforo ragstis (0,0IM) 4 500" 70 280, 350
(150 x 4.60 B: 100 proc. metanolis
kt. 2009 [43] mm, 3 micron) proc. B
’ ’ 15-25-100
proc. B
. 0-55min - 0-
BelénSuarez ir (l:\llug(:I(Z%sollxli% A: skruzdziy rugstis (2 proc.) 45 proc. B 280, 313,
kt. 2008 [44] mm) ' B: Metanolis (100 proc.) 55-75min — 355

izokratas B
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2 proc. B kol
pasiekia 42
Supelcosil LC- proc B —
L 18 column (25 . S0min,
Picinelli ir kt. ) A acto rugstis 42proc-50 280, 320,
X 46 cm; 5 pm, ) )
1995 [45] B: metanolis proc B — 360
Supelco,Inc., 10min
Bellefonte, PA)
Izokratas 50
proc. — 60-
77min

Flavonoidy aglikonus sudaro du aromatiniai ziedai ir heterociklinis ziedas, kuris sugeria UV
spinduliuotés $viesg. Maksimumas trumpabangéje spektro dalyje (240 — 285 nm) nurodo pirmajj
aromatinj ziedg. Maksimumas ilgabangéje spektro dalyje (300-550 nm) nurodo konjugacijas C
heterocikliniame ziede. Metilo, metoksi ir nediferencijuoty hidroksilo grupiy radikalai neturi didelio
poveikio chromatogramoje ir sukelia tik nedidelius poky¢ius absorbcijos maksimumy padétyje. Kelis
desimtmecius UV spektrofotometrija buvo populiariausias metodas skirtas identifikuoti ir kiekiskai
nustatyti flavonoidy aglikonus. Siuo metu naudojami diody matricos detektoriai (Diode-array detectors).
Diody matricos detektoriai sudaro spektra UV spinduliuotés dalyje (200-400 nm), kuris lyginamas su
etaloniniy junginiy spektru. Taip identifikuojami fenoliniai junginiai [46].

Flavonoidy analizéje fluorescenciné detekcija néra daznai naudojama, nes nedaug flavonoidy
pasizymi savybe fluorescencuoti (izoflavonai, flavonoidai su OH grupe 3-padétyje, pvz., 3-
hidroflavonas ir katechinas [trans-3, 3’, 4', 5, 7-pentahidroflavonas]). Suzadinimo ir emisijos spektrai
dazniausiai patenka j UV diapazona, $i ypatybé yra iSnaudojama analitiky, nes fluorescencija padidina
jautrumg ir sumazina nereikalingus trukdzius - tokiu biidu supaprastinamas bandinio paruoSimas.
Naudojant fluorescencinj detektoriy kartu su UV detektoriumi atsiranda galimybé atskirti

fluorescencuojancius ir nefluorescencuojancius junginius [47].

1.4 Flavonoidy poveikis organizmui

Antioksidacinis poveikis. Grandininés reakcijos, kuriose dalyvauja laisvieji radikalai, gali
sukelti Sirdies ir kraujagysliy ligas, véZzj, katarakta, pagreitinti organizmo senéjima, sukelti raumeny,
jungiamojo ar kity audiniy uzdegimg. Mokslinéje literatiiroje nurodoma, kad flavonoidai yra vieni
svarbiausiy ir labiausiai paplitusiy natoraliy antioksidanty. Jie turi keleta poveikio mechanizmy.
Nustatyta, kad vienas svarbiausiy antioksidacinio poveikio mechanizmy yra S§iy junginiy geba
inaktyvinti laisvuosius radikalus. Laisvyjy radikaly suriSimas vyksta fenoliniams junginiams atiduodant
laisvos hidroksilo grupés vandenilio atomg, dé¢l to paprastai susidaro maziau reaktyvis ir stabilesni
fenoksilo radikalai. Fenoliniai junginiai gali efektyviai sujungti daugelj reaktyviy zmogaus organizme
susidaranc¢iy radikaliniy (superoksido (*Oz),peroksilo (ROO¢), hidroksilo (HO¢), alkoksilo (ROe) ir
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azoto oksido (NOe) laisvieji radikalai) ir neradikaliniy (vandenilio peroksidas (H202), singletinis
deguonis (*O2), peroksinitrilas (NOO") bei hipochlorito riigitis (HOCI) oksidanty, taip apsaugodami
struktiirines organizmo makromolekules nuo pazaidy [48].

Proceso, dél kurio susidaro aktyvios deguonies ir azoto formos, slopinimas. Proceso metu
fenoliniai junginiai inaktyvuoja metaly jonus (Fe?* ir Cu*), kurie dalyvauja reakcijose, kuriy metu
formuojasi reaktyviis hidroksilo radikalai. Fenoliniai junginiai sujungia metaly jonus - mechanizmas
nutriiksta ir taip lastelés apsaugomos nuo oksidacinio streso [49].

Fenoliniai junginiai inhibuoja uzdegima sukelian¢ius fermentus (ksantinooksidazés ir proteino
kinazés C), dél kuriy didéja O;" radikaly, NO sintazés gamyba [50]. Nustatyta, kad kai kurie fenoliniai
junginiai (ypa¢ kvercetinas, rutinas) gali apsaugoti kitus antioksidantus nuo jy suirimo. Mechanizmas
pagristas fenoliniy junginiy gebéjimu sulaikyti vario ir Kitus pereinamuosius metaly jonus, taip vitaminas
C apsaugomas nuo $iy jony katalizuojamos oksidacijos. Fenoliniy junginiy gebéjimas suristi laisvuosius
radikalus taip pat apsaugo vitaming C nuo transformacijos j neaktyvig dehidroaskorbo rtigstj [51].

Fenoliniai junginiai skatina iSsiskyrimg fermenty, pasizyminéiy antioksidaciniu veikimu. Jie
indukuoja genus, koduojanc¢ius antioksidacinius (superoksidodismutazés, katalazés) ir II fazés
detoksifikuojan¢ius  (NAD(P)H-kvinonooksidoreduktazés, glutationo S-transferazés ir UDP-
gliukuronoziltransferazés) fermentus ekspresijg. Taip lastelé saugojama nuo oksidacinio streso [52].

Daugumos flavonoidy antioksidacinis aktyvumas yra gerokai didesnis nei vitaminy C ar E.
Pavyzdziui, epigalokatechinogalato vieno elektrono redukcinis potencialas standartinémis sglygomis yra
550mV, verté maZesné nei glutationo (920 mV) ir mazdaug lygi alfa-tokoferolio (480 mV) reikSmei
[53].

UzZdegimg slopinantis poveikis. Fenoliniai junginiai slopina uzdegima, blokuodami fermentg
ciklooksigenaz¢ (COX) ir slopindami eikozanoidy (prostaglandiny, prostacikliny, tromboksany) sintezg
[54]. Irodyta, kad fenoliniai junginiai slopina fermentus ciklooksigenaze-1 ir ciklooksigenaze-2.
Nustatyta kad ciklooksigenazeé-2 slopinama selektyviau, kas reiSkia, kad sumaz¢ja nepageidaujamy
reakcijy rizika [55].

Flavonoidy prieSvézinis aktyvumas. Vézys - liga kurig gali sukelti daugybé veiksniy. Dieta,
kurioje gausu antioksidacinémis savybémis pasizymin¢iy vaisiy ir darzoviy, maZzina rizikg susirgti véziu.
Antioksidantai veiksmingi slopinant véZio lasteliy augimg. Antioksidanty dieta yra labai
rekomenduojama vézio profilaktikai dél Siy medziagy mazo toksiskumo, gero prieinamumo ir
pasisavinimo. Buvo tiriami fenoliniai junginiai, i§skirti 1§ i§ jvairiy augaly. Pastebéta, kad stabdomas
veézio lgsteliy augimas jvairiose véZio augimo etapuose. Braskiy fenoliniai junginiai (kemferolis,
kvercetinas, procianidinai B1 ir B2) lémé vézio slopinamajj poveikj zmogaus kriities, gaubtinés Zarnos
ir prostatos organuose. Panasiis rezultatai buvo gauti ir anks$ciau atliktuose tyrimuose, kuriuose buvo

tirilamas vyno ekstraktas bei zalioji arbata. Juose gausiai buvo randama polifenoliy: resveratrolio,
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kvercetino, katechino, epikatechino. Flavonoidai i$ citrusiniy vaisiy inhibuoja HL-60 leukemijos lasteliy
augima. Studijos su kaemferoliu parodé, kad §i medziaga sumazina kiausidziy bei kriities véziniy Iasteliy
augima [56].

Flavanoidy jtaka Sirdies ir kraujagysliy sistemai. Tyrimy metu nustatyta, kad kvercetinas
reik§mingai mazina kraujospudj. Tyrime dalyvavo pacientai, kurie turéjo pirmo laipsnio hipertenzija
(n=22) ir pacientai, kurie turéjo polinkj j hipertenzija (n=19). Tyrimas atlickamas atsitiktiniy imciy,
dvigubai aklas, placebu kontroliuojamas. Dozé — 730 mg per dieng. Tyrimo trukmé — 28 dienos. Pirmojo
laipsnio hipertenzija serganciyjy pacienty kraujosptdis tyrimo metu buvo reikSmingai sumazejes (2
pav.). Sistolinis kraujo spaudimas sumazéjo 7 mm Hg, diastolinis — 5 mm Hg. Bendras vidutinis
kraujospuidis buvo sumazéjes lyginant su placebo grupe. Pacientai, kurie gavo placebo - reikSmingo
rezultato nepatyré. Pacientai, kurie turéjo polinkj j hipertenzija reikSmingo poveikio nepajuto. Tyrimo
metu pastebétas kliniSkai reikSmingas poveikis susijes su insultu ir koronarinés Sirdies liga. 14 proc.
pacienty turin¢iy pirmo laipsnio hipertenzija mirtingumas sumazéjo nuo paminéty ligy. Kity tyrimy metu
taip pat buvo nustatyta, kad pacientams neturintiems hipertenzijos kvercetinas neturi reikSmingo

poveikio [57].
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Sistolinis Diastolinis SSD Sistolinis Diastolinis SSD
Polinkis | hipertenzija Pirmo laipsnio hipertenzija
Placebo | | Kvercetinas

2 pav. Kvercetino poveikis Sirdies ir krajagysliy sistemai [57]

Antimikrobinis, prieSvirusinis, antiparazitinis flavonoidu poveikis. Citrusiniy augaly

vaisiuose nustaytas flavonoidas hisperidinas apsprendzia priesvirusinj, antimikrobinj, antiparazitinj
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poveikius. Flavonoidai augaluose atlicka svarby vaidmenj kovojant bakterijas, grybus, virusus. Si
savybé panaudojama maisto bei farmacijos pramonéje kaip nattralus konservantas.

Augaluose randami glikozilinti flavonoidai, jy sudétyje yra cukrus — Sis faktorius lemia
flavonoido biopricinamumg. Flavonoidai pasizymi antimikrobiniu poveikiu, tadiau jy efektyvumas
skiriasi. Tai priklauso nuo flavonoido cheminés struktiiros, molekulés konformacijos, hidrofiliskumo,
tirpumo bei mikroorganizmo risies. Flavonoidy antibakterinio poveikio mechanizmas néra visiskai
aiSkus. Yra manoma, kad flavonoidai veikia DNR sintezg, taip jtakojamas mikroorganizmo judé¢jimas,
bei fermenty veikla [1].

Tyrimas buvo atlieckamas su greipfruty sulCiy ekstraktu. Jame gausu flavanony: naringinas,
hisperidinas. Rezultatai parodé, kad antimikrobinis poveikis pasireiské tiek prie§ gram+, tiek prie§ gram-
bakterijas [58].

Kitas tyrimas jrodé flavonoidy (kvercetino, kverticrino, hisperidino, rutino) antivirusinj
poveikj. Tyrimas atliekamas su zmoniy a-herpes virusu. Kvercetinas ir kvercitrinas Zymiai sumazino
virusinj aktyvuma, tuo tarpu kiti du minétieji flavonoidai antivirusiniu poveikiu nepasizymejo.
Kvercetinas ir kvercitrinas padidino Igstelés viduje esan¢io cAMP lygi, tuo tarpu hisperidinas, rutinas
CAMP lygio nepaveiké. Tai leidzia daryti iSvada kad antivirusinis poveikis susijgs su lasteléje
padidéjusiu cAMP kiekiu [59].

Atlikta daug tyrimy su natiiraliomis augalinémis vaistinémis Zaliavomis pasizymin¢iomis
antiparazitiniu poveikiu. Tyrimai buvo atliekami su zmogaus limfinés sistemos parazitu. Rezultatai
parodé kad flavonoidas hisperidinas turi antiparazitinj poveikj tik in vitro. Atliekant tyrimg in vivo -
antiparazitinis poveikis nepasirei§ké. Tai paaiSkinama tuo, kad hisperidinas patekes | organizma buvo
metabolizuojamas organizmo sistemy ir paverstas neaktyviu metabolitu [60].

I§ citrusiniy vaisiy iSskirti flavonoidai pasizyméjo prieSgrybeliniu poveikiu. Flavonoidai
(kvercetinas, kverticrinas, hisperidinas, rutinas) buvo veikiami Aspergillus parasiticus, Aspergillus
flavus, Fusarium emitectum ir Penicillium expansum gryby Seimy padermémis. Gauti rezultatai
patvirtino, kad flavonoidy misinys veiksmingai naikina gryby lasteles. Flavonoidai gali biiti panaudoti
kaip nattiralis priedai maisto pramonéje [61].

Flavonoidy jtaka imuninei sistemai. Tyrimai buvo atliekami su flavonoidais gausiu maistu
bei gérimais (SvieZios ir konservuotos darzovés, juodasis Sokoladas, raudonasis vynas, pomidory,
multivitaminy, morky sultys) jvairaus amziaus Zmoniy. Tyrimo dalyviai buvo suskirstyti j tris grupes;
sveiki, rizikos grupéje bei sergantys. Rezultatai parodé, kad imunomoduliacinis poveikis sveikiems
zmonéms nepasireiske, rizikos grupéje jis buvo nezymus, sergantiesiems — didelis. Didesne jtaka
flavonoidy gausus maistas turéjo senyviems zmonéms [62].

Antiglikeminis flavonoidy poveikis. Tyrimai buvo atlickami i§ Jatropha gossypifolia L.

augalo isskirtais flavonoidais. Eksperimentas buvo atlickamas naudojant laboratorinés peles. Buvo



22

vertinamas gliukozés pasisavinimas C2C12 raumeny lgstelése ir 3T3-L1 adipocituose. Tyrimy rezultatai
parod¢, kad flavanoidy ekstraktas Zymiai sumazino gliukozes kiekj audiniuose (32 proc.), taciau jokio
pasikeitimo nebuvo pastebéta vertinant kraujo gliukozés kiekj. Nustatyta, kad raumeny lgstelése efektas
buvo didesnis nei adipocituose [63]. Obely lapuose kaupiamas dihidrochalkony grupés junginys
floridzinas yra konkurencinis SGLT1 ir SGLT2 inhibitorius, nes konkuruoja su D-gliukoze dél
prisijungimo prie receptoriy perneséjy; tai sumazina gliukozés transporta inkstuose, dél to sumazéja
gliukozés kiekis kraujyje [64]. Floridzinas yra potencialus farmacijos produktas antrojo tipo cukrinio
debeto gydymui, taciau atsiradus sintetiniams analogams gilesni jo antidiabetinio poveikio tyrimai buvo

nutraukti [65].

1.5. Flavonoidy reik§mé augalams

Flavonoidy glikozidai apsaugo augaly lapus nuo ilgalaikiy regimosios $viesos sukeliamy
oksidaciniy pazeidimy. Kvercetino junginiai gali apsaugoti augalo membraniniame apvalkale
i§sidésciusius chloroplastus nuo regimosios $viesos sukeliamo singletinio deguonies generavimo [66].
Natiiraliy antioksidanty dazniausiai aptinkama sveiky augaly lapy Iastelése. Antioksidacinémis
savybémis pasizyminciy flavonoidy biosintezé padidéja tiek esant zemo lygio, tiek ir auksto lygio
apSvietimui (Sviesos radiacijai), kaip atsakas | azoto iSeikvojimg augaluose [67]. Glikozidy
pasisavinimas padidéja ne tik dél augalo apsvitos UV - B (315 - 280 nm bangos ilgio) spinduliais, bet
gali padidéti ir dél kitokio stresinio aplinkos poveikio, pavyzdziui, Sakny zonos druskingumo padidéjimo
[68]. Fotooksidacinis stresas augaluose pasireiskia dél reaktyviy deguonies formy susidarymo. Natdiralds
antioksidantai geba neutralizuoti neigiama reaktyviy deguonies formy poveikj, sugerdami dalj
ultravioletiniy saulés spinduliy, taip pat sudarydami kompleksus su gelezies ir vario jonais [66].
Flavonoidai, be gebéjimo apsaugoti augaly lapus nuo fotooksidacinio streso, taip pat padeda augalui
1Sgyventi ir veikiant kitokiems stresiniams aplinkos poveikiams, pavyzdziui, sausrai, aukstai aplinkos
temperatiirai, aplinkos tarSai [66, 69, 70]. Apibendrinus, galima teigti, kad flavonoidai yra svarbas,
siekiant pagerinti augaly atsparuma tiek biotiniams, tiek ir abiotiniams stresams.

Flavonoidai atlieka pirmines antioksidacines funkcijas atsakydami j jvairius abiotinius stresus
augaluose. Jie yra veiksmingi endogenininio auksino judéjimo reguliatoriai, todél gali atlikti augaly
vystymosi reguliatoriy vaidmenj [71]. Flavonoidai geba kontroliuoti atskiry augalo organy ir viso augalo
vystymasi. Taip natiiraliis antioksidantai prisideda prie streso sukelty morfogeniniy atsaky augaluose.
Apibendrinus, galima teigti, jog flavonoidai padeda efektyviai kontroliuoti vystymosi procesus

eukariotinése lgstelése.
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1.6 Apibendrinimas

Flavonoidai pasizymi placiu terapinio poveikio spektru. Obely lapai kaupia didelius kiekius
biologiskai aktyviy junginiy. Obely lapy ekstraktu praturtinti preparatai gali buti naudojami ligy
gydymui. Literatiiroje placiai aprasomi obely lapy kokybiniai tyrimai, o kiekin¢ obely lapy sudétis
nagrinéta maziau. Aktualu atlikti kiekinés sudéties tyrimus obely lapuose vegetacijos metu. Tyrimo
rezultatai leisty nustatyti kada obely lapai kaupia didziausig kiekj aktyviy junginiy, tai leisty racionaliai

planuoti vaistinés zaliavos paruosas.
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TYRIMO METODAI

2.1. Reagentai ir medZiagos

Obuoliy ir obely lapy fenoliniy junginiy kokybinés ir kiekinés sudéties tyrimams panaudoti
‘Ligol' veislés obely lapy éminiai, uzauginti Lietuvoje, Babtuose, LAMMC filiale Sodininkystés ir
darzininkystés instituto eksperimentiniame sode. 'Ligol' veislé (zieminé veislé, sukurta Lenkijoje) yra
viena i§ pagrindiniy Lietuvoje kultivuojamy komerciniams tikslams skirty obely veisliy. Tai viena
geriausiy zieminiy obely veisliy intensyviems sodams, vertinama dél gero derliaus ir ilgai iSsilaikanciy,
puikios prekinés kokybés vaisiy. Obely lapy fenoliniy junginiy kiekinés sudéties palyginamiesiems
tyrimams éminiai rinkti 2013 m. Obely lapy éminiai fenoliniy junginiy kiekinés sudéties jvairavimo
tyrimams vegetacijos metu rinkti skirtingais fenologiniais tarpsniais 2013 m. (2 lentel¢).

Reagentai:

Isgrynintas vanduo, etanolis 96,3 proc. v/v (,,Stumbras®, Kaunas, Lietuva), natrio karbonatas
(,,Carl Roth GmbH + Co. KG*, Karlsruhe, Vokietija), vandeninis aliuminio (III) chloridas (,,Fluka®,
Seelze, Vokietija), lediné acto rugstis (,,Fluka®, Seelze, Vokietija), vandeninis heksametilentetraminas
(,,Lachema®, Neratovice, Cekija), natrio acetatas (,,Sigma-Aldrich Chemie GmbH*, Vokietija), Folin-
Ciocalteu reagentas (,,Sigma-Aldrich Chemie GmbH*, Vokietija), TPTZ reagentas (,,Alfa Aesar,
Karlsruhe, Vokietija), DPPH reagentas (,,Alfa Aesar®, Karlsruhe, Vokietija), gelezies (III) chlorido

heksahidratas (,,Mecobenzon®, Copenhagen, Danija). Naudoti reagentai ir tirpikliai yra analitinio

Svarumo.
2 lentelé. Fenologiniai tarpsniai pagal Meier [72]
Data Mety diena Stadija
Geguzes 20 140
Lapy vystymasis (skleidimasis)

BirZelio 3 154
Birzelio 17 168
Liepos 1 182

Liepos 15 196 Pirmieji pllnz‘u V1.551§klelc.1.e; lapa‘l, auga ir

skleidZiasi nauji lapai

Liepos 29 210
Rugpjicio 12 224
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Rugpjtcio 26 238
Rugsejo 9 252 Branda. Lapai pilnai subrende, produktyviis,
Rugséjo 23 266 intensyviai vykdantys fotosinteze
Spalio 7 280
Spalio 21 294
Lapy sen¢jimas
Lapkricio 4 308

2.2. Naudota aparatiira

Ultragarso vonelé ,,Sonorex Digital 10P Bandelin®“ (Berlynas, Vokietija), spektrofotometras
,Beckman DU-70 Spectrophotometer* (Fulertonas, JAV), vakuuminé spinta ,,SPT.200 Vacuum Drier*
(Krokuva, Lenkija), svarstyklés ,,Sartorius CP64-0CE” (Vokietija), filtro popieréliai ,,Filtrak GmbH*
(Niederschlag, Vokietija), pipetés ,,Eppendorf Research* (JAV)

2.3. Tiriamojo pavyzdZio paruoSimas

Surinkti obely lapai dziovinti liofilizatoriuje ,,Zirbus* (,,Zirbus technology GmbH*, Vokietija).
Liofilizavimas vykdytas 0,01 mbar slégyje, kondensoriaus temperattira —85°C. Liofilizuoti obely lapali
homogenizuojami naudojant elektrinj maliing ,,Retsch 200 (,,Retsch GmbH®, Vokietija). Atsveriama
0,25 g. Atsvertus méginius, atitinkamai po kiekvieng uzpilame 10ml 70 proc. etanoliu ir ekstrahuojame
ultagarso voneléje Sonorex Digital 10 P (,,Bandelin electronic GmbH*, Vokietija) 60°C temperatiiroje,
40 min. Ultragarso stipris — 480 W, daznis — 35000 Hz. Gautas ekstraktas centrifuguojamas 7 min.,
naudojant ,,Hermle Z206A* centrifugg (,,Denville Scientific Inc.”, JAV). Centrifugos rotoriaus apsuky

daznis — 7000 apsisukimy per minutg. Po centrifugavimo supernatantas nupilamas nuo nuosédy.

2.4. Bendro fenoliniy junginiy kiekio nustatymas spektrofotometriniu metodu

Bendras fenoliniy junginiy kiekis nustatytas spektrofotometru, naudojant Folin-Ciocalteu
reagenta.

Reagentai:

1) Darbinis Folin-Ciocalteu tirpalo paruosimas: 10 ml Folin-Ciocalteu reagentas

praskiedziamas iki 100ml distiliuotu vandeniu.
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2) 7,5 proc. Na2COg tirpalo paruos$imas: 75g NaCOs istirpinama distiliuotame vandenyje 1000
ml matavimo kolboje.

Tirpalas A. 0,2 ml tiriamojo ekstrakto sumaiSoma su 4 ml 96 proc. (v/v) etanoliu.

Tirpalas B. Paruostas Iml A tirpalas sumaiSomas su 5ml 10proc. Folin-Ciocalteu reagento ir 4
ml 7,5 proc. natrio karbonato tirpalu. Lyginamasis méginys gaminamas vietoje tirpalo A naudojant 0,25
ml i$gryninto vandens. Tirpalas laikomas 1 val tamsoje.

Meéginiy Sviesos absorbcija matuojame bangos ilgiui (A) esant 765nm. Bendras fenoliniy
junginiy kiekis galo riigsties ekvivalentu (mg/ml) pagal kalibracijos lygtj. Galo riigSties koncentracijy
intervalas 0-8 mg/ml

Kalibracijos lygtis: y=0,12x + 0,0173;  R?=0,9988

Bendras fenoliniy junginiy kiekis (X, mg/g) absoliuciai sausoje zaliavoje apskaifiuojamas
pagal formule:

Xy XV

X (mg/g) =

X1 - bendras fenoliniy junginiy kiekis mg/ml;
V - tiriamos zaliavos ekstrakto gamybai naudoto ekstrahento ttris ml;

m - absoliuciai sausos zaliavos masé g.

2.5. Bendro flavonoidy kiekio nustatymas spektrofotometriniu metodu

Bendras flavonoidy kiekis nustatomas spektrofotometru taikant reakcija su aliuminio (1)
chloridu, rugscioje aplinkoje.

Naudojama modifikuota Urbonavicittés ir kt. straipsnyje aprasyta metodika [73].

Tiriamojo méginio paruosimas: 0,2 ml ekstrakto sumaiSoma su 2 ml 96,3 proc. (v/v) etanoliu,
0,1 ml 30 proc. (v/v) vandeninio acto riigsties tirpalo, 0,3 ml 10 proc. (v/v) vandeninio aliuminio chlorido
tirpalo, 2 ml igryninto vandens, 0,4 ml 5 proc. (v/v) vandeninio heksametilentetramino tirpalo.

Lyginamojo méginio paruosimas: 0,2 ml ekstrakto, sumaisoma su 2 ml 96 proc. (v/v) etanolio,
Ipilama 0,1 ml 30 proc. acto rugsties ir 2,7 ml i§gryninto vandens

Tiriamyjy tirpaly $viesos absorbcija matuojama po 30 min (bangos ilgis A=407). Bendras
flavonoidy kiekis iSreiSkiamas rutino ekvivalentu (mg/ml) pagal kalibracijos lygti. Rutino koncentracijy
intervalas 0-0,85 mg/ml.

Kalibracijos lygtis: y=1,0269x + 0,004;  R?=0,9990

Penkiy lygmeny kalibravimo grafikas sudarytas, naudojant koncentracijos etaloninius rutino

tirpalus.

Bendras flavonoidy kiekis (mg/g) absoliuciai sausoje zaliavoje apskai¢iuojamas i§ formulés:
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X, XV

X (mg/g) =

X1 - bendras flavonoidy kiekis mg/ml;
V - tiriamos zaliavos ekstrakto gamybai naudoto ekstrahento tiiris ml;

m - absoliuciai sausos Zaliavos masé g.

2.6. Bendro proantocianidiny kiekio nustatymas spektrofotometriniu metodu

Bendras proantocianidiny kiekis nustatytas spektrofotometru taikant reakcija su DMCA (4-
dimetilaminocinamaldehidas) etanoliniu vandenilio chlorido rugsties tirpalu (9:1 v/v).

Obely lapy ekstraktas (10 pl) sumaiSomas su 3 ml 0,1 proc. DMCA etanoliniu vandenilio
chlorido ragsties tirpalu. Lyginamasis tirpalas: 3 ml 0,1 proc. DMCA tirpalo sumaiSoma su 10 pl
iSgryninto vandens. PO 5 min matuojama Sviesos absorbcija (bangos ilgis A=640). Bendras
proantocianidiny kiekis iSreiSkiamas (—)-epikatechino ekvivalentu (mg/ml) pagal (-)-epikatechino
kalibracijos lygtj. (—)-Epikatechino koncentracijy intervalas 0-1 mg/ml

Kalibracijos lygtis: y=4,6598x + 0,042; R?=0,9997

Bendras proantocianidiny kiekis (mg/g) absoliuciai sausoje zaliavoje apskai¢iuojamas i$
formulés:

X, XV
m

X (mg/g) =

X1 - bendras fenoliniy junginiy kiekis mg/ml;
V - tiriamos Zaliavos ekstrakto gamybai naudoto ekstrahento turis ml;

m - absoliuciai sausos Zaliavos masé g.

2.7. Obely lapy éminiy ekstrakty antiradikalinio aktyvumo nustatymas

spektrofotometriniu ABTS radikaly-katijony suri§imo metodu

Antiradikalinis tiriamyjy obely lapy ekstrakty aktyvumas jvertintas ABTS metodu, naudojant
modifikuotg R. Re ir kt. pasitilyta metodikg [74]. ABTS motininis tirpalas gaminamas i§ ABTS milteliy
(2 mmol/l) juos tirpinant 0,7 mmol/l vandeniniame kalio persulfato tirpale. Gautas tirpalas laikomas 16-
17 val. kambario temperatiiroje, tamsoje vietoje. Per §j laika ABTS ir kalio persulfato tirpalas visiSkai
sureaguoja ir iSlieka stabilus ilgiau nei 2 paras. Darbinio ABTS™" tirpalo gamyba: ABTS™ motininis
tirpalas skiedziamas iSgrynintu vandeniu, kol matuojant 734 nm bangos ilgio Sviesos absorbcijg

nustatomi 0,8+0,03 absorbcijos vienetai.
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Tiriamojo tirpalo gamyba: 1 ul tiriamojo ekstrakto sumaiSoma su 3 ml darbinio ABTS"" tirpalo.
Kaip lyginamasis tirpalas naudojamas iSgrynintas vanduo. Po 60 min. spektrofotometru matuojamas
tirlamojo tirpalo S$viesos absorbcijos sumazéjimas esant 734 nm bangos ilgiui. Antioksidacinis
aktyvumas iSreiSkiamas umol TE/g pagal trolokso kalibracing lygtj. Trolokso koncentracijy intervalas
0-2 mg/ml.

Kalibracijos lygtis: y=0,00008x + 0,0112;  R?=0,9997

2.8. Obely lapuy éminiy ekstrakty antiradikalinio aktyvumo nustatymas

spektrofotometriniu DPPH" radikaly suriSimo metodu

Antiradikalinis obely lapy ekstrakty aktyvumas nustatytas DPPH* laisvojo radikalo suri$imo
metodu, taikant modifikuotg Brand-Williams ir kt. naudota metodika [31]. Darbinis DPPH"* tirpalas
standartizuojamas pagal jo absorbcija 0,8+0,03 (A=517nm). Lyginamasis tirpalas - 96 proc. etanolis. 10
ul tiriamojo ekstrakto sumaisoma su 3 ml darbinio DPPH* tirpalo. Po 30 min. matuojamas tiriamojo tirpalo
Sviesos absorbcijos sumaze¢jimas esant 517 nm bangos ilgiui. Antioksidacinis aktyvumas apskaic¢iuojamas
umol TE/g pagal trolokso kalibracing lygtj. Trolokso koncentracijy intervalas 0—2 mg/ml.

Kalibracijos lygtis: y=0,0002x+0,048;  R?=0,9954.

2.9. Obely lapuy éminiy ekstrakty antiradikalinio aktyvumo nustatymas

spektrofotometriniu TFPH radikaly — katijony suri§imo metodu

100 ml matavimo kolboje 0,5 ml paruosto TFPH tirpalo sumaiSoma su 0,1 ml 100 mM K>S>0g
ir 70 ml 4 M sulfato rugsties. Pripilama 4M sulfato ragsties iki 100 ml. Gautas tirpalas laikomas tamsoje
15-20 min. Spektrofotometru matuojame tirpalo absorbcijos dydj prie A=502nm bangos. ISmatuota
absorbcija turi biti 0,70+0,1. | mégintuvélius pilame 3ml darbinio TFPH™ tirpalo ir po 10ul ekstrakto.
Paliekame stovéti tamsoje 30 min. Matuojame tirpalo absorbcijos dydj. TFPH* radikalo suri$imas
iSreiSkiamas umol TE/g pagal trolokso kalibracing lygtj. Trolokso koncentracijy intervalas 0 — 0,4
mg/ml.

Kalibracijos lygtis: y=0,00004x - 0,0037; R?=0,9992

2.10. Obely lapy éminiy ekstrakty redukcinio aktyvumo nustatymas
spektrofotometriniu FRAP metodu

Redukcinis aktyvumas nustatomas tiriamajj tirpalg veikiant FRAP tirpalu. Paimame natrio
acetato trihidrato, TPTZ ir gelezies chlorido heksahidrato tirpalus ir juos sumaiSome atitinkamai

santykiu 10:1:1, naudojant modifikuota Benzie ir Strain metodika [75].
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Natrio acetato trihidrato gamyba. Gaminamas 300 mM acetatinis buferis: atsveriama 3,1 g
natrio acetato, suberiama j 1000 ml kolba, ipilama 16 ml ledinés acto riigsties ir skiedziama distiliuotu
vandeniu iki zymés (pH=3,6).

TPTZ tirpalo gamyba. 50 ml distiliuoto vandens sumaisoma su 0,1695 ml koncentruota chloro
rugstimi. Gautame 40 mM vandenilio rigsties tirpale tirpinama 0,1562 g TPTZ milteliy. Gaunamas 10
mM TPTZ tirpalas (2,4,6—Tri(2—Pyridyl)1,3,5-triazine 98 proc.).

Gelezies trichloridoheksahidrato tirpalo gamyba. Atsveriama 0,2703 g gelezies (III) chlorido
heksahidrato ir istirpinama 50 ml distiliuvoto vandens. Gaunamas 20 mM gelezies (III) chlorido
heksahidrato tirpalas.

Tiriamasis tirpalas: 10 pl tiriamojo ekstrakto sumaisoma su 3 ml FRAP reagento tirpalo.
Lyginamasis tirpalas: 3 ml FRAP reagento tirpalo sumaiSoma su 10 pl i§gryninto vandens. Po 30 min.
matuojama 593 nm bangos ilgio Sviesos absorbcija

Antioksidacinis aktyvumas iSreiSkiamas umol TE/g pagal trolokso kalibracing lygtj. Trolokso
koncentracijy intervalas 0 — 2 mg/ml.

Kalibracijos lygtis: y=0,0001x + 0,0433 R?=0,9966

2.11. Obely lapuy éminiy ekstrakty antiradikalinio ir redukcinio aktyvumo
apskaiciavimas

Obely lapy éminiy ekstrakty antiradikalinis ir redukcinis aktyvumas apskaiCiuotas pagal
trolokso kalibravimo grafikg ir iSreikStas pmol TE/g absoliuciai sausai zaliavai. TE atitinka trolokso
kiekj (umol), kuris tokiomis pat tyrimo salygomis turi identiska antioksidacinj aktyvuma, kaip 1 g

augalines zaliavos. TE apskai¢iuojamas i§ formulés:

A+b y Vbana.q
ax100  Myana(g

TE (umol/g) =

Cia: A — bandinio §viesos absorbcijos dydis;

a — nuolydis (angl. slope) i$ trolokso kalibracinés kreivés lygties;

b — nuokrypis (angl. y-intercept) i$ trolokso kalibracinés kreivés lygties;
Vhand. — tirlamos augalinés zaliavos ekstrakto bandinio turis (ml);

Mpand. — tirlamos augalinés zaliavos atsvertas (tikslus) kiekis (g).
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2.12. Tyrimy duomeny statistinis jvertinimas

Tyrimy metu gauty rezultaty matematiné statistiné analizé atlikta taikant ,,MS Office 2013"
(,,Microsoft*, JAV) paketa bei "SPSS 20" (,,IBM" JAV) programg. Tekste ir grafikuose duomenys
pateikiami kaip trijy pakartojimy vidurkis+standartinis nuokrypis. StatistiSkai patikimi skirtumai tarp
skirtingu laiku nuskinty obely lapy nustatyti atlikus vienfaktoring dispersing analize (ANOVA) ir taikant
daugkartinio palyginimo Tukey kriterijy. Koreliaciniy rySiy stiprumui jvertinti apskaiciuotas Pirsono
koreliacijos koeficientas. Koreliacijos koeficiento reikSmé gali buiti teigiama arba neigiama, bet ne
didesné uz 1. Didelés Sio koeficiento reikSmés, nepaisant to, ar jos yra teigiamos, ar neigiamos parodo
stiprig koreliacija, 0 mazos reikSmés — silpng koreliacijg. Skirtumai laikyti statistiSkai patikimais, kai
p<0,05 [76, 77].

Pagal koreliacijos koeficiento reikSme nustatomas koreliacijos stiprumas (3 lentelé).

3 lentelé. Koreliacijos stiprumo priklausomybé nuo koeficiento reikimés

KORELIACIJOS KOEFICIENTO
KORELIACIJOS STIPRUMAS

REIKSME
0,2-0,5 SILPNA
0,5-0,7 VIDUTINE
0,7-0,9 STIPRI

0,9-1 LABAI STIPRI
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REZULTATAI

Augalo vegetacijos periodo metu antriniy metabolity kiekiné sudétis kinta. Priklausomai nuo
fenologinio tarpsnio, klimato sglygy Siy junginiy biosintezés procesai vienuose augalo organuose
intensyvéja, kituose — sulétéja. Vertinant obely lapy fitocheming sudétj, svarbu nustatyti jy fenoliniy
junginiy, flavonoidy, proantocianidiny kiekinés sudéties ir antioksidacinio aktyvumo jvairavimg
vegetacijos periodo metu. Tyrimy rezultatai pateiks naujy Ziniy apie obely lapy fenoliniy junginiy
sudéties jvairavimg skirtingais fenologiniais tarpsniais, leis i$siaiskinti, kada sukaupiami didziausi Siy
junginiy kiekiai ir tikslingai planuoti obely lapy — kaip potencialiai vertingos augalinés zaliavos

paruosas.

3.1. Obely lapy fenoliniy junginiy kiekinés sudéties jvairavimas vegetacijos
metu

Fenoliniai junginiai - vieni stipriausiy natiiraliy antioksidanty, pasizymi antiuzdegiminiu,
prieSvéziniu, antimikrobiniu, prieSgrybeliniu poveikiu, teigiamai veikia Sirdies ir kraujagysliy sistema,
apsaugo nuo geltonosios démes degeneracijos. Aktualu atlikti obely lapy fenoliniy junginiy kokybinés
ir kiekinés sudéties tyrimus, siekiant nustatyti, kada sukaupiamas didziausias biologiskai aktyviy

junginiy kiekis. Tyrimy rezultatai leisty racionaliai planuoti augalinés zaliavos paruosas.
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3 pav. Fenoliniy junginiy kiekinés sudéties jvairavimas obely lapy éminiuose vegetacijos periodo metu
*Skirtingos raidés parodo statistiSkai reik§mingus (p<0,05) skirtumus tarp éminiy
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Vegetacijos metu fenoliniy junginiy kiekis jvairavo. Didziausias fenoliniy junginiy kiekis obely
lapuose buvo nustatytas geguzés 20 dieng (235,15+10,34 mg/g) (3 pav.). Rezultatai statistiskai patikimai
skyrési nuo visy kity bandiniy rezultaty (iSskyrus birzelio 3 dieng rinkto bandinio) (212,26+7,35 mg/Q)
(3 pav.). Fenoliniy junginiy kiekis obely lapuose mazéjo iki liepos 1 (147,78+5,67mg/g). Pirmuose pilnai
i§siskleidusiuose lapuose fenoliniy junginiy kiekis didéja ir liepos 29 dieng pasiekia 208,56+10 mg/g (3
pav.) Fenologinio tarpsnio pabaigoje fenoliniy junginiy kiekis mazéja ir rugpjicio 12 dienos éminyje
yra maziausias 146,76+5,65 mg/g (3 pav.) Obely lapy brandos pradzioje fenoliniy junginiy kiekis
padidéja iki 208,76+£9,56 mg/g rugpjiic¢io 26 dienos éminyje, taciau brandos metu minétyjy medziagy
kiekis maZzéja ir pabaigoje siekia 145,81+6,53 mg/g spalio 7 dienos éminyje (3 pav.). Senéjimo stadijoje
Siy junginiy kiekis Siek tiek padidéjo dél Salny poveikio, bet Sis padid¢jimas nebuvo statistisSkai

reik§mingas.
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4 pav. Flavonoidy kiekinés sudéties jvairavimas obely lapy éminiuose vegetacijos periodo metu
*Skirtingos raidés parodo statistiSkai reikSmingus (p<0,05) skirtumus tarp éminiy

Vegetacijos periodo metu obely lapy éminiuose bendras flavonoidy kiekis buvo jvairus.
Maziausias bendras flavonoidy kiekis (4,4+0,12 mg/g) nustatytas lapy skleidimosi fenologinés fazés
pabaigoje (birZelio 3 dieng) surinkty obely lapy éminiy etanoliniuose ekstraktuose. Birzelio 17 dieng
flavonoidy kiekis padidéjo iki 13,69+0,45 mg/g (4 pav.). Nuo birzelio 17 iki iki spalio 21 dienos
flavonoidy kiekis kito nezenkliai ir svyravo nuo 10,284+0,45 mg/g (liepos 15d.) iki 13,70+0,65 mg/g
(spalio 7d.) (4 pav.). Vegetacijos periodo pabaigoje bendras flavonoidy kiekis padidéjo iki 27,37+0,86
mg/g ir buvo statistiSkai patikimai didZiausias 1§ visy tirtyjy éminiy (4 pav.). Tokj rySky bendro
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flavonoidy kiekio padidéjimg galéjo lemti augalo pasiruoSimas ziemai, d¢l Salny pakite metaboliniai
procesai, kai vanduo ar kitos medziagos pernesamos i$ lapy | kitus augalo organus [4].

Obely lapy sen¢jimo stadijoje minétyjy junginiy kiekis stipriai padidéjo. Didziausias flavonoidy
kiekis buvo nustatytas lapkri¢io 4 diena (27,37+0,86 mg/g) (4 pav.). Sio bandinio rezultatai statistiskai

patikimai skyrési nuo visy kity bandiniy rezultaty.
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5 pav. Proantocianidiny kiekinés sudéties jvairavimas obely lapy éminiuose vegetacijos periodo metu
*Skirtingos raidés parodo statistiSkai reikSmingus (p<0,05) skirtumus tarp éminiy

Atlikus proantocianidiny kiekio tyrimus nustatyta, kad obuoliy lapy €éminiy ekstraktuose
bendras proantocianidiny kiekis varijuoja nuo 1,41+0,03 mg/g iki 9,18+0,36 mg/g (5 pav.). DidZiausias
proantocianidiny kiekis (9,18+0,36 mg/g) nustatytas obely lapy ekstraktuose lapy senéjimo fenologinio
tarpsnio pabaigoje (5 pav.). Lapkri¢io 4 dienos méginyje proantocianidiny Kiekis statistiskai patikimai
skyrési nuo visy kity méginiy kiekiy, atlikty kitu metu. Maziausias proantocianidiny kiekis 1,41+0,03
mg/g nustatytas lapy vystymosi stadijoje geguzés 20 éminyje (5 pav.). Siuo metu gauti rezultatai
statistiSkai patikimai skyrési nuo visy kity rezultaty gauty kitu metu. Lapy skleidimosi stadijoje
proantocianidy kiekis didéja ir birzelio 17 pasiekia 3,77+0,12mg/g. SkleidZiantis lapams,
proantocianidiny kiekis didéja ir pasiekus brandg (rugsé€jo 9 diena 7,31+£0,24 mg/g) proantocianidiny
kiekis Siek tiek sumazéja. Lapy sené¢jimo stadijoje jy Zenkliai padidéja ir pasiekia 9,18+0,36 mg/g
lapkricio 4 dieng (5 pav.).
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3.2. Obely lapy etanoliniy ekstrakty antiradikalinio ir redukcinio aktyvumo
nustatymas vegetacijos metu

Norint apsaugoti organizmg nuo laisvyjy radikaly, yra svarbu su maistu gauti pakankamai
antioksidaciniu aktyvumu pasizyminc¢iy medziagy. Obely lapy ekstraktai gali praturtinti maistg
antioksdacininémis medziagomis. Svarbu iSsiaiSkinti, kada obely lapai pasizymi didziausiu
antioksidaciniu aktyvumu. Tyrimai leisty nustatyti, kada geriausia ruosti paruosas ekstrakty gamybai ar

individualiy junginiy i§skyrimui.
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6 pav. ABTS antiradiklainio aktyvumo jvairavimas obely lapy éminiuose vegetacijos periodo metu
*Skirtingos raidés parodo statistiSkai reikSmingus (p<0,05) skirtumus tarp éminiy

Lyginant su FRAP, DPPH, TFPH antioksidacinio aktyvumo nustatymo metodais, ABTS
metodu nustatytas obely lapy ekstrakty antiradikalinis aktyvumas vegetacijos periodo metu svyruoja
nezenkliai. Vegetacijos periodo pradzioje, lapams skleidziantis geguzés 20 dieng, nustatytas
antioksidacinis aktyvumas 315,38+12,32 TE umol/g. Lapy vystymosi stadijoje antioksidantinis
aktyvumas mazéja ir birzelio 17 pasiekia (276,80+£12,65 TE umol/g) (6 pav.). ISsiskleidus lapams ir
augant naujiems, antioksidantinis aktyvumas svyruoja nezenkliai. Maziausias ABTS metodu istirtas
antiradikalinis aktyvumas (263,23+7,58 TE umol/g) nustatytas rugpjtucio 12 dieng surinkty obely lapy
éminiuose (6 pav.). Lapy sen¢jimo fenologinio tarpsnio pabaigoje (lapkri¢io 4d.) obely lapy

antiradikalinis aktyvumas padid¢ja iki 333,29+14,64 TE pmol/g.
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7 pav. DPPH-antiradikalinio aktyvumeo jvairavimas obely lapy éminiuose vegetacijos periodo metu
*Skirtingos raidés parodo statistiSkai reikSmingus (p<0,05) skirtumus tarp éminiy

DPPH-’ antioksidacinis aktyvumas lapy éminiuose priklausomai nuo lapy éminiy rinkimo laiko
varijavo nuo 43,16+2,03 TE umol/g iki 134,93+6,65 TE umol/g (6 pav.) Didziausiu antioksidaciniu
aktyvumu pasizymeéjo rugpjucio 9 surinkty lapy etanoliniai ekstraktai (134,93+6,65 TE umol/g) (7 pav).
Siek tiek mazesniu aktyvumu pasizyméjo lapkri¢io 4 dieng (133,32+5,36 TE pmol/g) ir liepos 1 dieng
(123,46+6,10 TE umol/g) surinkti lapai (7 pav.). Tarp $iy méginiy statistiskai reik§Smingo skirtumo
nebuvo. Lapy vystymosi stadijoje lapy antioksidais aktyvumas mazéjo ir pasiekus pirmyjy pilnai
1$siskleidusiy lapy stadija birzelio 17 dieng buvo maziausias (43,16+2,03 TE pmol/g) ir statistiSkai
patikimai skyrési nuo visy kity bandiniy, i§skyrus birzelio 3 bandinyje (51,10+2,45 TE umol/g) (7 pav.).
Rugsejo 23 dienos meéginyje antioksidacinis aktyvumas buvo sumazgéjes iki 65,65+6,65 TE pumol/g.
Brandos metu jis pamazu didéjo ir lapy senéjimo stadijoje padid¢jo iki 133,32+5,36 TE pmol/g
(lapkricio 3 diena) (7 pav.).



36

350

300 3

250 /®\ 5

c / &c be  bec be b,c b,c
200 — 9 9 W /fz
150 \;(

Antioksidacinis aktyvumas TE pmol/g

100

50

0
TSI I I ISR
& F & Y Y ¢ §F T D

Lapy rinkimo data

8 pav. TFPH+ antiradikalinio aktyvumo jvairavimas obely lapy éminiuose vegetacijos periodo metu
*Skirtingos raidés parodo statistiSkai reik§mingus (p<0,05) skirtumus tarp éminiy

StatistiS8kai patikimai stipriausias (p<0,05) antiradikalinis obely lapy ekstrakty aktyvumas
(279,80+£12,24 umol TE/g) nustatytas obely lapy éminiy, surinkty birzelio 3 dieng, etanoliniuose
ekstraktuose (8 pav.). Pasibaigus lapy skleidimosi tarpsniui, TFPH+ metodu nustatytas antiradikalinis
aktyvumas iSlieka stabilus, kaip ir lapy brandos fenologinio tarpsnio metu. Jis svyruoja nuo 184,62+9,2
TE umol/g (rugséjo 9d.) iki 223,21+10,5 TE umol/g (liepos 29d.) (8 pav.). Antioksidacinis aktyvumas
sumazéja ir pasiekia minimuma lapy senéjimo stadijoje spalio 21 dieng (130,01+5,34 TE umol/g) (8
pav.). Sis bandinys statistiskai patikimai skyrési nuo visy kity éminiy. Lapkri¢io 4 diena nustatytas
antiradikalinis aktyvumas Siek tiek padidéja iki 198,32+6,23 TE pmol/g (8 pav.).
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9 pav. FRAP redukcinio aktyvumo jvairavimas obely lapy éminiuose vegetacijos periodo metu
*Skirtingos raidés parodo statistiSkai reikS§mingus (p<0,05) skirtumus tarp éminiy

Redukcinis aktyvumas obely lapy éminiuose, rinktuose skirtingy fenologiniy tarpsniy metu,
svyravo nuo 72,03+5,02 TE umol/g iki 136,05+5,43 TE umol/g (9 pav.). DidZiausias redukcinis
aktyvumas nustatytas rugpjiicio 26 diena (136,05+5,43 TE pumol/g) obely lapy brandos pradzioje tirtuose
éminiuose (9 pav.). Sis meéginys statistiSkai patikimai skyrési nuo visy kity méginiy. Silpniausias
redukcinis aktyvumas nustatytas lapy senéjimo pradzioje spalio 21d. (70,03+5,02 TE umol/g) (9 pav.).
Jis statistiSkai patikimai skyrési nuo visy kity bandiniy, iSskyrus rugséjo 23 dienos bandinio (80,44+4,01
TE umol/g). Tyrimo metu nustatyta, jog redukcinis aktyvumas nuo obely lapy vystymosi pradzios
(geguzés 20 d.) iki lapy skleidimosi pabaigos (liepos 29d.) mazéja — nuo 109,62+3,45 TE umol/g iki
86,16+3,47 TE umol/g (9 pav.). Didziausias FRAP metodu jvertintas antiradikalinis aktyvumas
(136,05+5,43 TE pmol/g) nustatytas rugpjiacio 26 dieng rinkty obely lapy ekstrakty éminiuose (9 pav.).
Maziausias FRAP metodu jvertintas redukcinis obely lapy ekstrakty aktyvumas (70,03£5,02 TE pmol/g)
nustatytas lapy senéjimo tarpsnio pradZzioje, spalio 21 dieng, rinkty obely lapy éminiy etanoliniuose
ekstraktuose. Vegetacijos periodo pabaigoje (lapkri¢io 4 dieng) redukcinis obely lapy ekstrakty
aktyvumas padidéjo iki 101,47+4,45 TE pmol/g (9 pav). Tai atspindi kitais antioksidaciniais metodais
nustatyta tendencija — vegetacijos periodo pabaigoje obely lapy éminiy ekstrakty antiradikalinis

aktyvumas statistiSkai patikimai padidéja.
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3.3. Obeluy lapu etanoliniy ekstrakty kiekinés sudéties ir antioksidacinio
aktyvumo Kkoreliaciniy rysiu vertinimas

Koreliacinis rysio stiprumas buvo jvertintas pagal Pirsono koreliacijos koeficienta (p < 0,05), kurio

reikSmé jvertina tiesinio rysio tarp dviejy tiriamyjy dydziy stipruma.

4 lentelé. Obely lapy ekstrakty fenoliniy junginiy, flavonoidy kiekio (mg/g), proantocinidiny kiekio
ir antioksidantinio aktyvumo (TE, umol/g) koreliacijos koeficientai

Bendras
Bendras fenoliniy Bendras flavonoidy
TE , pmol/g o proantocianidiny
junginiy Kiekis (mg/g) kiekis (mg/g) o
kiekis (mg/g)
ABTS 0,415* 0,415* 0,21
DPPH -0,151 -0,151 0,545*
TFPH 0,440* 0,440* -0,214
FRAP 0,619* 0,619* -0,005

*StatistiSkai patikimos koreliacijos (p<0,05) paiymétos Ivaigidutémis

Atlikus statisting koreliacing analizg, nustatyta, kad stipriausiai koreliuoja bendras fenoliniy
junginiy bei bendras flavonoidy kiekis ir FRAP metodu jvertintas obely lapy etanoliniy ekstrakty
redukcinis aktyvumas (0,619, p<0,05). Vidutinio stiprumo teigiamos koreliacijos nustatytos tarp bendro
fenoliniy junginiy bei bendro flavonoidy kiekio bei ABTS ir TFPH metodais jvertinto tiriamyjy
ekstrakty antiradikalinio aktyvumo (atitinkamai 0,440 ir 0,415, , p<0,05; 4 lentel¢). Vidutiniskai stipri

teigiama koreliacija nustatyta tarp bendro procianidiny kiekio ir DPPH metodu jvertinto antriradikalinio

3.4 Tyrimo rezultaty apibendrinimas

Apibendrinant atlikty tyrumy rezultaty duomenis galima teigti, kad fenoliniy junginiy, flavonoidy,
proantocianidiny kiekis vegetacijos periodo metu didéja. DidZiausias fenoliniy junginiy kiekis nustatyti
lapy skeidimosi stadijoje. Didziausias flavonoidy ir proantocianidiny kiekis nustatytas brandos ir lapy
sen¢jimo fenologiniuose tarpsniuose. Gauti rezultatai patvirtina literatiiroje rastus duomenis, kad obely
lapuose, jy vegetacijos periodo pabaigoje flavonoidy ir proantocianidiny kiekiai yra didziausi. Galima
teigti, kad fenologiniai tarpsniai yra vienas i§ veiksniy jtakojanciy kiekinés fenoliniy junginiy,
flavonoidy, proantocianidiny sudétj. Nustatyta, kad obely lapai brandos metu pasizyméjo stipriausiu
antioksidaciniu aktyvumu. Jvertinus koreliacinio rysio stiprumg tarp obely lapy ekstrakty sudétyje

esanciy fenoliy junginiy, flavonoidy, proantocianidiny kiekio ir antioksidacinio aktyvumo, nustatyti
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vidutinio stiprumo koreliacija. (p<0,05). Gauti tyrimo rezultatai patvirtina, kad antioksidacinis

aktyvumas priklauso nuo fenoliniy junginiy kiekio.
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ISVADOS

Istirtas bendras fenoliniy junginiy kiekinés sudéties jvairavimas obely lapuose vegetacijos periodo
metu. Didziausias Kiekis fenoliniy junginiy Kiekis (235,15+10,34 mg/g, p<0,05) nustatytas lapy
vystymosi pradzioje (05-20), maziausias (145,81+7,29 mg/g, p<0,05) — lapy brandos fenologinio
tarpsnio pabaigoje (10-07) skinty obely lapy éminiuose. Vegetacijos pabaigoje (11-04) fenoliniy
junginiy kiekis padidéjo iki 167,91+6,23 mg/g.

Ivertintas flavonoidy kiekinés sudéties jvairavimas obely lapuose vegetacijos periodo metu.
Didziausias flavonoidy kiekis (27,37+0,86 mg/g, p<0,05) nustatytas vegetacijos periodo pabaigoje
(11-04) skinty obely lapy éminiuose, maziausias (4,4+0,12 mg/g, p<0,05) — lapy vystymosi
fenologinio tarpsnio metu (06-03) surinkty obely lapy éminiuose.

Ivertintas proantocianidiny kiekinés sudéties jvairavimas obely lapuose vegetacijos periodo metu.
Didziausias bendras proantocianidiny kiekis (9,18+0,36 mg/g, p<0,05) nustatytas lapy senéjimo
metu (11-04), maziausias kiekis (1,41+0,03 mg/g, p<0,05) — lapy vystymosi pradzioje (05-20)
skinty obely lapy éminiuose.

Stipriausias antiradikalinis aktyvumas nustatytas lapy brandos metu (08-09) ir lapy brandos
periodo pabaigoje (11-04) rinkty obely lapy éminiuose (atitinkamai 134,93+5,62 ir 133,93£8,5
umol TE/g, p<0,05). Silpniausias antiradikalinis aktyvumas nustatytas birzelio 17 dieng skinty
obely lapy éminiuose (43,16+2,03 umol, TE/g, p<0,05). Aktyvumui nustatyti buvo naudojami
ABTS, DPPH, FRAP ir TFPH UV-VIS spektrofometriniai metodai.

Stipriausia teigiama koreliacija (0,619, p<0,05) nustatyta tarp bendro fenoliniy junginiy bei bendro
flavonoidy kiekio ir FRAP metodu jvertinto obely lapy etanoliniy ekstrakty redukcinio aktyvumo.
Didziausias koreliacijos koeficientas nustatytas tarp flavonoidy kiekio ir FRAP metodu nustatyto
redukcinio aktyvumao. Jis sieké 0,619. Tokia pati koreliacija buvo pasiekta tarp bendro flavonoidy
kiekio ir FRAP metodu nustatyto redukcinio aktyvumo.
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PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Istyrus Lietuvoje auginamos 'Ligol' veislés obely lapy ekstraktuose esancius fenolinius
junginius, flavonoidus, proantocianidinus ir jy sudéties jvairavimg vegetacijos periodo metu, jvertinus
obely lapy ekstrakty antioksidantinj aktyvumg, rekomenduojame paruoSas ekstrakty gamybai ar
individualiy junginiy iSskyrimui vykdyti jy vystymosi brandos pradzioje, nes Siuo tarpsniu obely lapy
ekstraktuose sukaupiami didziausi antioksidantiniy savybiy turintys junginiai.

Obely lapai yra perspektyvi, pigi ir labai mazai naudojama augaliné zaliava, pasiZyminti
specifiniu biologiniu poveikiu. Obely lapuose dominuojantis junginys floridzinas pasizymi
antidiabetiniu aktyvumu nedidindamas kiino svorio, todél i§ obely lapy gauti augaliniai ekstraktai yra
perspektyvi augaliné zaliava maisto papildy, skirty II tipo cukrinio diabeto profilaktikai.

Atlikty tyrimy rezultatai papildys ir patikslins turimas zinias apie obely lapy kiekinés sudéties
ir antioksidacinio aktyvumo jvairavima jy vegetacijos metu.

Norint i$siaiskinti atskiry veisliy obely lapuose esanciy biologiskai aktyviy junginiy kokybine
ir kieking sudét] vegetacijos metu, tikslinga atlikti tolimesnius tyrimus pritaikant selektyvesnius

nustatymo metodus (efektyviaja skys¢iy chromatografija, kapiliarine elektroforezg).
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Introduction

Phenolic compounds are one of the phytochemical groups which protective properties include antioxidant, antimicrobial, anticancer and cardiovascular protective activities.

Quantitative composition of secondary metabolites varies throughout plant vegetation periods. Depending on phenological phase, climate conditions the biosynthesis processes of these
compounds intensify in some plant organs and lessen in others. When evaluating phytochemical composition of apple leaves it is important to determine quantitative composition of phenolic
compounds and their individual groups — flavonoid, proanthocyanidin and antiradical activity during vegetation period.

Study results provide new information on quantitative variation of phenolic compounds in apple leaves at different phases of phenology, ascertain when highest amounts of these substances
accumulate and specify how to appropriately plan gathering of apple leaves as potentially beneficial herbal raw material.

The objective of this study was to investigate the quantitative composition variation of phenolic compounds during vegetation period in apple leal samples of cultivar 'Ligol' grown in
Lithuania and evaluate the antiradical activity of these extracts.

Materials and methods
‘Ligol' apple leaves were harvested at different phenology phases between June and November 2013. The total phenolic compound, flavonoid and proanthocyanidin content in

the apple leaf extracts was determined with UV-VIS spectrophotometry. Antioxidant activity in apple leaf extracts was determined in vitro with DPPH UV-VIS
spectrophotometric method.
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Results Figure 2. Quantitative composition variation of flavonoids during vegetation
Figure 1. Quantitative composition variation of phenolic compounds during period
vegetation period The maximum total amount of flavonoids (27.37-0.86 mg/g) in apple leaf
The maximum total amount of phenolic compounds (235.15£10.34 mg/g) in apple samples was established at the end of the vegetation period (November 4), the
leaf samples was established at the beginning of leaf growth (May 20), the minimum (4.4:+0.12 mg/g) - at the phenology period of leaf development (June
minimum (145.81-7.29 mg/g) - at the end of phenology period of leaf maturation 3). Figure 2.
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Figure 3. Quantitative composition variation of proantocyanids during Figure 4. Antiradical activity of ethanol extracts during vegetation period
vegetation period The strongest antiradical activity in apple leaf samples was established during
The maximum total amount of proanthocyanidins (9.18+0.36 mg/g) in apple leaf maturation phase (August 8) and at the end of maturation period
leaf samples was established at the stage of leaf aging (November 4), the (November 4) (134.93+5.62 and 133.93=8.5 pmol TE/g accordingly). The
minimum (1.41+0.03 mg/g) - at the beginning of leaf growth (May 20). weakest antiradical activity in apple leaf samples was established on June 17
Figure 3. (43.16+ 2.03 pmol TE/g). Figure 4.
Conclusion

Apple leaves contain large amounts of phenolic compounds therefore they are a promising material for food supplements enriched with apple leaf extracts and for
production of individual compounds with specific biological activity.




