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Santrauka

Fitocheminés medziagos ne tik apsaugo augalus nuo biotinio ar abiotino streso, bet ir naudojamos
farmacijos, maisto, zemés ukio pramonéje. Dauguma rinkoje sitilomy vaistiniy preparaty yra
sintetinés natiiraliy medziagy modifikacijos. Pastaruoju metu iSaugus vartotojy susidoméjimui
natiiraliais produktais yra siekiama pagerinti bioaktyviy junginiy gamyba augaluose, tod¢l placiau
tiriamos jvairios strategijos, ieSkoma platesnio ir efektyvesnio $iy medziagy panaudojimo biidy.
Vaistiniame Salavijuje (lot. Salvia officinalis L.) ir pipirmétéje (lot. Mentha piperita L.) sintetinamas
platus spektras fitocheminiy medziagy, lemianéiy jy bioaktyvumga. Siame darbe buvo kiekybiskai
ivertinti pipirmétés (lot. Mentha piperita L.) ir Salavijo (lot. Salvia officinalis L.) antriniai metabolitai
bei vaistiniy augaly ekstrakty bioaktyvumas. In vitro ir in vivo ekstraktuose istirta $iy augaly bendroji
fenoliniy junginiy, flavonoidy, fenoliniy riigsciy, baltymy, aminortigséiy, karotinoidy, askorbo
rigsties, antocianiny koncentracija bei antibakterinis aktyvumas pries Xanthomonas campestris ir
Rhizobium radiobacter bakterijas. Taip pat nustatytas antioksidacinis aktyvumas pagal ABTS,
DPPH, FRAP ir redukcinj metoda bei antioksidaciniy fermenty aktyvumas.

Didziausiu antioksidaciniu potencialu i§ S. officinalis bandiniy pasizyméjo Salavijo lapy kaliaus
kultiiry in vitro, auginty ant MS terpés su NAR (0,1 mg/l), BAP (0,2 mg/l) ir 2,4-D (0,5 mg/l),
ekstraktai, o 1§ M. piperita - pipirmétés lapy ir stieby kaliaus kulttiry in vitro, auginty ant MS terpés
su BAP (1 mg/1), ekstraktas. Gauta, kad Salavijo kaliaus kultirose i$ lapy in vitro, auginty MS terp¢je,
papildytoje NAR (0,1 mg/l), BAP (0,2 mg/l) ir 2,4-D (0,5 mg/l) fitoformonais, ekstrakte rastos
didziausios koncentracijos chlorofilo a ir b, karotinoidy, askorbo riigSties, aminortigsciy,
antioksidaciniy fermenty, fenoliniy junginiy, flavonoidy, be to, rezultatai koreliuoja su istirtu
antioksidaciniu pajégumu. DidZiausios fenoliniy riugs¢iy ir baltymy koncentracijos nustatytos
pipirmétés stieby kaliaus kultiiroms, augintoms MS terp¢je su BAP (1 mg/l), 2,4-D (0,2 mg/l),
ekstrakte, o M. piperita lapy in vivo ekstrakte rasta didZiausia antocianiny koncentracija. IS tiriamyjy
augaly, efektyviausiu antibakteriniu aktyvumu prie§ Xanthomonas campestris ir Rhizobium
radiobacter pasizyméjo Salavijo lapy kaliaus ekstraktas, kurio slopinimo zona sieké 7,67 mm.

Gauti rezultatai leidzia manyti, kad Salvia officinalis L. ir Mentha piperita L. augalai gali biiti
naudojami didelés apimties vaistiniy metabolity gamybai ir biiti antimikrobiniais ar antioksidaciniais
agentais, taciau tam reikalingi tolimesni tyrimai.
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Summary

Phytochemicals not only protect plants from biotic or abiotic stress, but are also used in the
pharmaceutical, food and agricultural industries. Most of the medicines on the market are synthetic
modifications of natural substances. At present, the growing interest of consumers in natural products
is aimed at improving the production of bioactive compounds in plants, so various strategies are being
researched more widely, and more efficient way of using these substances is being sought. Medicinal
sage (Salvia officinalis L.) and peppermint (Mentha piperita L.) synthesize a wide range of
phytochemical substances that determine their bioactivity. In this work, the secondary metabolites of
peppermint (Mentha piperita L.) and sage (Salvia officinalis L.) and the bioactivity of medicinal plant
extracts were quantified. The total concentrations of phenolic compounds, flavonoids, phenolic acids,
proteins, amino acids, carotenoids, ascorbic acid, anthocyanins and antibacterial activity against
Xanthomonas campestris and Rhizobium radiobacter were tested in vitro and in vivo extracts.
Antioxidant activity according to ABTS, DPPH, FRAP and reduction method as well as activity of
antioxidant enzymes were also determined. The highest antioxidant potential of S. officinalis samples
was in sage leaves in vitro cultures grown on MS medium with NAA (0.1 mg/1), BAP (0.2 mg/l) and
2,4-D (0.5 mg/l) and the best extract of M. piperita was peppermint leaves and stems in vitro grown
on MS medium with BAP (1 mg /I). The highest concentrations of chlorophyll @ and b, carotenoids,
ascorbic acid, amino acids, antioxidant enzymes, phenolic compounds, flavonoids were found in the
sage leaves callus culture extracts grown on MS media supplemented with NAA (0.1 mg/1), BAP (0.2
mg/1) and 2,4-D (0.5 mg/1), in addition, the results correlate with the investigated antioxidant capacity.
The highest concentrations of phenolic acids and proteins were found in peppermint stem callus
cultures grown on MS medium with BAP (1 mg/l), 2,4-D (0.2 mg/l) extract, and the highest
concentration of anthocyanin was found in M. piperita leaf in vivo extract. Of the tested plants, the
most effective antibacterial activity against Xanthomonas campestris and Rhizobium radiobacter was
the sage leaf extract with a zone of inhibition —7.67 mm. The results obtained suggest that plants of
Salvia officinalis L. and Mentha piperita L. may be used for the production of large-scale medicinal
metabolites and may be antimicrobial or antioxidant agents, but this requires further investigation.
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Santrumpy sarasas

ABTS - 2,2'-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfonriigstes) radikalas;
BAP — 6-benzilaminopurinas;

DMSO - dimetilsulfoksidas;

DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas;

FRAP — gelezies redukcijos antioksidacine galia;
IAR - indolilacto rugstis;

MDA — malondialdehidas.

MS — Murashige ir Skoog terpé;

NAR — I-naftilacto rugstis;

RDR - reaktyvios deguonies risys;

SOD - superoksido dismutazé;

TDZ — 1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il)uréja;
TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-triazinas;

2,4-D — 2,4-dichlorfenoksiacto rugstis.



Ivadas

Pastaruoju metu vaistazoliy pramoné yra viena i$ intensyviausiai besivystan¢iy pramonés Saky
visame pasaulyje. Vartotojai tampa vis sagmoningesni d¢l gyvenimo biido pasirinkimo, o dé¢l Sios
priezasties did¢ja ir natiiraliy produkty paklausa. Pasaulio sveikatos organizacija apskaiciavo, kad
vidutiniSkai 65% zemyno gyventojy priklauso nuo augalinés kilmeés preparaty [1]. Bitent antriniai
metabolitai lemia vaistiniy augaly bioaktyvuma, todél $iy junginiy tyrimai per pastaruosius 50 mety
labai iSaugo dél Siy produkty butinybés kasdieniniame gyvenime, sveikatos prieziiiroje bei siekiant
surasti platesnes pritaikymo ir efektyvesnio panaudojimo galimybes [2].

Notreliniy Seimos augalai, vaistinis Salavijas (lot. Salvia officinalis L.) ir pipirmété (lot. Mentha
piperita L.) sintetina daugybe fitocheminiy junginiy (flavonoidy, triterpeniniy riig§¢iy, fenoliniy
junginiy, rauginiy medziagy, seskviterpeny), kurie terapiSkai nuo seno pritaikomi, kaip
prieSuzdegiminés medziagos, o kai kurie i§ $iy junginiy pasizymi svarbiu in vitro antibakteriniu
aktyvumu ir antioksidaciniu potencialu, panaSiu j Zinomus nattralius antioksidantus, tokius kaip o-
tokoferolis ar askorbo riigstis. O tai yra aktualu pagrindiniy pasaulio sveikatos problemy, tokiy kaip,
atsparumas antibiotikams ir padidéjusi ligy rizika susijusiy su oksidaciniu stresu, kontekste [3].

Bioaktyviuosius junginius galima iSskirti i§ nattraliai auganciy augaly, taCiau antriniy metabolity
komerciné gamyba yra ribota dél regioniniy ar aplinkos apribojimy. Taip pat, procesas, kol augalas
uzauga ir pasiekia norimo metabolito koncentracijg yra ilgas. Norint patenkinti rinkos paklausa,
alternatyvus, tvarus, didelio masto biidas yra vaistazoliy auginimas bei augaly antriniy metabolity
gamyba in vitro. Efektyvus fitocheminiy junginiy kaupimasis nediferencijuotuose augaly lasteliy
kultiirose vyksta sukuriant optimaly hormony ir mitybos balansg kietoje terpéje. Didziausioje
antriniy metabolity gamybos etape kaliaus kultiiros surenkamos, dZiovinamos ir ekstrahuojamos [2].
In vitro sistemos turi nemazai privalumy, jskaitant augaly dauginimg kontroliuojamomis aplinkos
salygomis be sezoniniy apribojimy bei metabolity gavima pagal gera gamybos praktikg. Be to,
metodas draugiskas natiiralioms nykstanciy ar rety augaly rasiy populiacijoms [4].

Darbo tikslas - jvertinti bioaktyvuma, fitocheminius junginius $alavijo (lot. Salvia officinalis L.) ir
pipirmétés (lot. Mentha piperita L.) augaly in vitro ir in vivo ekstraktuose.

Darbo uzdaviniai:

1. jvertinti antioksidacinj aktyvuma pagal DPPH, FRAP, redukcinj, ABTS metodus;

2. nustatyti fitocheminius junginius (fenolinius junginius, flavonoidus, fenolines rugstis);

3. istirti chlorofilo a ir b, karotinoidy, liuteino, antocianiny, askorbo riigsties, baltymy, L-prolino,
malondialdehido koncentracijas;

4. jvertinti antioksidaciniy fermenty (superoksido dismutazés, prolindehidrogenazés)

aktyvuma;

nustatyti antibakterinj aktyvuma prie§ gramneigiamas bakterijas.

N
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1. Literatiiros apZvalga
1.1. Vaistinio Salavijo charakteristika

Vaistinis Salavijas (lot. Salvia officinalis L.) yra notreliniy (lot. Lamiaceae) Seimos, Nepetoideae
portusio, Mentheae grupés bei Salvia genties aromatingas augalas [5]. Salvia yra didZiausia
Lamiaceae Seimos gentis, apimanti beveik 900 riisiy, i$ kuriy vaistinis Salavijas (lot. Salvia officinalis
L.), i8siskiria didZiausiu eterinio aliejaus kiekiu, taip pat yra Simtmecius pasaulyje komerciskai
auginamas dél gydomuyjy ir maistiniy savybiy [6,7]. Salvia genties augalai auga visame pasaulyje, o
S. officinalis riiis yra kilusi i§ Vidurzemio jiros ir Vidurio Ryty regiony. Siandien jis natiiralizuotas
visame pasaulyje, ypa¢ Siaurés Amerikoje ir Europoje [8]. Tai vidutinio dydZio, diaugiameté, nuolat
zaliuojanti kriimin¢ zolé ar sumedéjes kriimas, prie pagrindo turintis gumburinj ar keturkampj, iStisai
plaukuota stieba su daugybe Saky. Raisis gali uzaugti iki 60 —70 cm auks&io. Zydi vasaros pradzioje,
o ziedai yra violetinés, margai baltos ir mélynos spalvos, iki 3 cm ilgio, susitelk¢ ] menturius po 7—
10 ziedus [7]. Salavijo lapai dazniausiai yra ovaliis ar pailgai lancetigki, 4 —10 cm ilgio ir 1— 4 cm
skersmens, statlis kraStuose, pakraSc¢iai dantyti, purts [9]. PavirSiuje lapas raukslétas, plaukuotas,
apatingje puséje atsikiSusiomis gyslomis, o virSutin¢je — jdubusiomis. Lapams biidinga nuo Sviesiai
zalios iki sidabro pilkos spalva [10]. Pagal mikroskopinius pozymius vaistinio Salavijo lapo virSutinés
epidermio lastelés, zilirint i§ pavirSiaus, turi nedaug zioteliy, Iasteliy sienelés mazai vingiuotos ar
tiesios, o apatinis epidermis, prieSingai, turi daug Zzioteliy bei eterinio aliejaus liauky, o lasteliy
sienelés yra banguotos, mazai rangytos. Ant abiejy pavirSiy biina daugybé liaukiniy ir paprasty
plaukeliy [11]. Apatiniame lapo pavirSiuje gausu paprasty plaukeliy, jie daugialasciai, o Siy virSutiné
lastelé plonasiene, susisukusi, ilga ir dazniausiai smaili, apatiné — storasiené. Liaukiniai plaukeliai
dazniausiai i$sidést¢ lapo pakras¢iuose, prie gysly ir yra dviejy rusiy: a) su vienalgste, nedaznai
dvilgste apskritimo formos galvute ant vienalgstés kojelés; b) turintys vienalgste arba atitinkamai
dvilaste galvute ant dvilastés ar trilastés kojelés [12]. Salavijo augalui bidingas aromatingas kvapas
ir Siek tiek kartus skonis [13]. I8dZiovinti Salavijo lapai naudojami, kaip vaistiné augalin¢ zaliava
sergant nervy Sirdies ir kraujagysliy sistemos bei kvépavimo taky ligomis [14]. Lapai surenkami
augalams zydint ir dZiovinami nattiraliomis saglygomis paveésyje ar patalpose cirkuliuojant $iltu oru
[15].

Vaistinés pipirmétés charakteristika

Pipirmété, botaniSkai Zinoma kaip Mentha piperita L., yra daugiameté aromatiné zolé, priklausanti
Lamiaceae $eimai, kilusi i§ Europos, ta¢iau auginama Kanadoje, Siaurin¢je JAV, Azijoje ir daugelyje
kity pasaulio viety, i$siskirianti ilga, saugaus naudojimo vaistiniuose preparatuose istorija [16]. Tai
yra natliralus, aloheksaploidas hibridas ( 2n = 6x = 72) i§ M. spicate L. (Saltmetés, 2n = 48) ir
M.aquatica L. ( vandens méty, 2n=96). Augalas uzauga nuo 45 iki 80 cm aukscio ir yra labai panasus
1 M. spicata, taciau skiriasi platesniu ziedynu ir palyginti ilgais prieSingai lancetiskais lapais [17].
Iprastai iSsiSakoje¢, keturbriauniai stiebai biina rusvi arba tamsiai violetiniai, taciau kartais jie biina ir
pilkai tomentoziniai [18]. Ziedai yra maZi, tankiai suspausti bei vamzdiniai, §iy spalvy diapazonas
vyrauja nuo rausvos iki alyvinés spalvos [19]. Medicinine Zaliava laikoma pipirmétés lapai, kurie yra
tamsiai arba Sviesiai zali, apie 4,5 ilgio ir 2,3 cm plocio, lancentiSki arba pailgo kiauSinio formos,
dantytais krastais bei smailia vir§tine [20]. Stebint mikroskopiskai, lapo virSutinis epidermis, susideda
i$ pailgy, dideliy epidermio lasteliy, vingiuotomis, vertikaliomis sienelémis, turi mazai stomaty arba
iSvis jy neturi, taip pat jame randama nedaug liauky trichomy. Mezofilg sudaranti palisadiné
parenchima, apima koloniniy lasteliy sluoksnj, kuriame gausu chloroplasty, o kempininé parenchima,
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sudaryta i§ 4-6 sluoksniy netaisyklingos formos chloroplastido turinciy Igsteliy ir tarplasteliniy oro
erdviy [21]. Lapo apatinio pavirSiaus epidermio lastelés labiau nelygiomis, taciau taip pat
vertikaliomis sienelémis su daugybe Zioteliy. Lapy gysly ir vidurio srityje i$sidéste ne liauky ir liauky
trichomai kaip ataugos. Ne liaukiniai trichomai vienariiSiai, papiloziniai sudaryti i§ 1-8 lasteliy, o
liauky trichomose randama 1-2 Igsteliy stiebas ir 1-8 Igsteliy liaukiné galvuté, kurioje yra eterinio
aliejaus ir néra kalcio oksalato kristaly [22]. Terapiniais tikslais naudojami dZiovinti lapai, kuriy
lakiyjy aliejy kiekis yra bent 1 %, o pipirmétés farmakologinés savybés apima anestezinj,
antihelmetinj, prieSgrybelinj, antimikrobinj bei antioksidacinj poveikj [23]. Derliaus nuémimas gali
biti atliekamas du kartus per metus birzelj ir rugséjj, visiSkai subrendus ziedams. DZiovinama turi
biti ne didesnéje nei 35 © C temperatiiroje, kad bty iSvengta lakumo [24]. Biitent dél lakiojo aliejaus
visam augalui biidingas labai astrus méty kvapas [25].

1.2. Augalu kaliaus in vitro ir suspensinés kultiiros augaluy biotechnologijoje

Pastaruoju metu augaly biotechnologijos siiilo patrauklias galimybes auginti in vitro ir suspensines
kultoras, kurios gali biiti naudojamos tvariai bei didelio masto antriniy metabolity gamybai
farmacijos, maisto, kosmetikos ir kitose susijusiose pramonés Sakose [26].

Kaliaus kultiira, tai nediferencijuota augaly lasteliy kultiira, indukuota kietoje gelio terpéje, kurioje
yra santykinai nemaZza augimo hormony koncentracija. Beveik bet kuri augalo dalis gali buti
naudojama Sioms kultiroms kurti, o paimti eksplantai i§ augaly audiniy, létai iSauga in vitro |
lasteliy mase, kuri svyruoja nuo amorfinés ir bespalvés iki rusvos spalvos, jei ji gauta steriliomis
salygomis, saugant nuo mikrobinio uzter§imo [27]. Zinomi penki kaliaus augimo etapai: vélavimo
etapas, kuomet lastelés ruoSiasi dalijimuisi; eksponentinis etapas, kada lasteliy dalijimosi greitis
didziausias; linijinis etapas, kai lasteliy plétimosi greitis toliau didéja, nors lasteliy greitis suletéja;
letéjimo etapas, kuomet Igsteliy pailgéjimo ir dalijimosi greitis maz¢ja toliau; stacionarus etapas, kai
lasteliy dydis bei skaicCius iSlieka pastovus [28]. Biologiskai aktyviomis medziagomis gausios kaliaus
kultiiros, surenkamos konkrecioje augimo ciklo stadijoje, dazniausiai stacionarioje, nes jos metu
antriniy metabolity gamyba biina didZiausia. Zaliava toliau dZiovinama, ekstrahuojama, o ekstraktas
identifikuojamas siekiant kiekybiSkai jvertinami jame esancius norimus, vaistinius junginius,
naudojant spektrofotometrinius ar chromatografinius metodus [29]. Tolimesnis junginio kiekis
didinamas perkeliant kaliaus kultiirag j kolbas bei suspensijas, o veéliau | tinkamai paruosStus
bioreaktorius, siekiant maksimaliai padidinti produkto gamybg (zr.1.1 pav.).

Augaly augimo reguliatoriai
I-:

In vitro kultiiry inicijavimas Kaliaus iniciacija

4

Padidinimas
bioreaktoriuose

Lasteliy suspensija

Plaukuotos Saknys

1.1 pav. Augaly, in vitro kultiry suktirimas, naudojant biotechnologinius metodus [30]
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Biitent mitybinés terpés apriipina kaliaus kulttiras mineralais, vandeniu, augimo reguliatoriais,
hormonais, organiniais junginiais bei kitomis svarbiomis maistinémis medziagomis tolimesniam
kultiiry vystymuisi i nediferencijuota kaliaus mase bei $io augimui. Bene efektyviausia terpé in vitro
kultiroms auginti laikoma Murashige ir Skoog (MS), i8siskirianti didele kalio, nitraty bei amoniako
koncentracija ir ekonomiskumu. Taciau, kai kurios augaly riiSys gerai auga paprastose terpése, i kuriy
sudét] jeina neorganinés maistinés medziagos, augimo reguliatoriai, anglies Saltiniai, kietinanc¢ios
medziagos, o kitoms riiSims papildomai reikia vitaminy ar aminoriigsciy ( zr.1.2 pav.) [28]. Terpése
naudojamus makroelementus apima magnio (Mg), azoto (N), fosforo (P), kalio (K), kalcio (Ca) bei
sieros (S) druskos ir visos jos yra skirtingai svarbios vystymosi procese, pavyzdziui, nukleotidy
sinteze¢ atliecka — N, P, S, Iastelés sienelés sintezg — Ca, baltymy sintezg — S, N, fermenty kofaktoriy
sintez¢ — Mg. Nors mikroelementai reikalingi mazais kiekiais, taciau jie taip pat butini augaly
augimui, o svarbiausi i§ jy yra dvivalenciai metaly katijonai — cinkas, gelezis, varis, manganas [31].
Siekiant optimalaus augimo, terp¢ biitina papildyti vitaminais, nes jie svarbiis medziagy apykaitos
procesuose kaip fermenty dalys ar kofaktoriai. Dél dalyvavimo angliavandeniy medziagy apykaitoje,
nikotino riigstis, tiaminas, pantoteno rugstis, mioinozitolis, piridoksinas yra dazniausiai naudojami
vitaminai. Aminoriig§¢iy pridéjimas padidina azoto tiekima ] terpe, o tai svarbu skatinant lgsteliy
augima [32]. Augaly atsinaujinimui ir augimui yra bitini kompleksiniai augimo reguliatoriai, kurie
yra vitaminy, hormony, riebaly riig§¢iy, aminorugsciy Saltinis. Norint, kad biity uztikrinta pakankama
aeracija, ruoSiant pusiau kietg mitybing terpe, turi biiti naudojamos kietinimo medziagos. Lyginant
su kitomis medziagomis, tokiomis kaip fitagelis ar agaroze dél inertiSkumo yra paminétinas agaras
[28]. Kaliaus kultiiros kultivavimo sékmé dazniausiai priklauso nuo augaly augimo reguliatoriy
suderinamumo, baziniy terpiy naudojimo, eksplanty vystymosi bei atitinkamy aplinkos salygy [33].
Taciau reikSmingiausi veiksniai biotechnologiniy kultiiry augimui, diferenciacijai, regeneracijai bei
metabolity susidarymui in vitro yra augimo reguliatoriy sgveika ir pusiausvyra egzogeniskai ir
endogeniSkai kultivuojamose lastelése [34]. Augimo reguliatoriams priskiriamos natiiralios
hormoninés medziagos (fitohormonai), taip pat jy sintetiniai analogai [35]. Yra penkios pagrindinés
natiiraliai atsirandanciy augaly hormony klasés, biitent, citokininai, auksinai, giberelinai, etilenas ir
abscizo riigstis. Auksino ir citokinino sgveika yra laikoma svarbiausia. Ji paprastai reikalinga
organizuojant augaly organy ir audiniy kultiry vystymasi, augima [36]. Taigi tinkamy mitybos ir
hormony santykio sukiirimas padidina reikiamy metabolity biosinteze¢ augaly in vitro kultiirose ir
taip uztikrina komerciniy tiksly pasiekima. O pagrindiniai pramoniniu lygiu svarbiis Mentha piperita
L. ir Salvia officinalis L. kaliaus kultiirose kaupiami biologiSkai aktyviis junginiai pateikti 1.1
lenteléje.

FarmakologiSkai naudingas, natiiralus produktas iSgaunamas i Salavijy yra rozmarino riigstis, kurio
koncentracija nediferencijuotose augaly kulttiry lapuose daznai buina didesné nei augaluose in vivo.
Sis aktyvus metabolitas standartiniu gavybos metodu iSskiriamas naudojant maceracijos ar
distiliacijos technika, o $iuolaikiniu taikant superkriting CO» ekstrakcija [40, 41]. Salavijuose
gausiausi monoterpenai — a-ir B-tujonas, kamparas ir 1,8-cineolis bei seskviterpenai — viridiflorolis,
a-humulenas, iSskiriami ekstracijos superktritiniais skysc¢iais metu, o Siy bioaktyviy junginiy iSeiga
reikSmingai lemia slégis. Monoterpeny ekstrakcijai optimalus slégis 15-20 MPa ribose,
seskviterpenams esant maziausiam 10 MPa [42]. Didelé¢ tiksliniy junginiy iSeiga pasiekiama iSskiriant
M. piperita kaliaus kultiiry fenolines riigstis (kavos, rozmarino ragsti), flavonus (hesperidina,
apigening) ir hidroksicinamono riigstis natiiraliais giluminiais eutektiniais tirpikliais [43]. Mentolis,
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limonenas, mentonas, cineolis, pulegonas daZniausiai iSgaunami distiliacijos, superkritinés CO>
ekstrakcijos metu, o atskyriami prie§srovine chromatografija [44].

Terpé

[ Maif.tinés ] [ Kompleksonas ] [ Kietil‘limo ]
medZiagos medZiagos

Organinés maistinés Neorganinés maistinés
medZiagos medZiagos

T

1. Augaly augimo reguliatoriai
a. Augaly hormonai [ Makroelementai ] [ Mikroelementai ]

b. Kompleksiniai, organiniai
augimo reguliatoriai
Mieliy ekstraktas
Bulviy ekstraktas
Salyklo ekstraktas
Banany homogenatas
Skys¢iai, kurie maitina
embrionus
e Kokosy pienas/vanduo
e Organiski cukraus papildai
e Organinés rugstys
2. Vitaminai
3. Mioinozitolis

4. Cukraus $altiniai
5. Aminorigstys

1.2 pav. Kaliaus kultiiry pagrindiniai mitybinés terpés komponentai [28]

1.1 lentelé. Mentha piperita L. ir Salvia officinalis L. kaliaus kultiirose in vitro kaupiami biologiskai aktyviis junginiai
[37,38,39]

Limonenas + 3,80
Mentonas +3,24
Mentolis =t 72l
o-Pinenas + 0,63
Mentha piperita L. B-Pinenas +0,43
Metilacetatas +3,11
Pulegonas + 6,46
Cineolis +6,61
o-Pinenas + 1,64
B-Pinenas + 0,46
1,8-Cineolis + 3,10
cis-Tujonas + 3,46
trans-Tujonas =57 30
Rosmarino riigstis +5,1
Kavos riigstis +0,8
Salvia officinalis L. Galo rgitis +7.9
Kamparas + 5,66
Borneolis +2,00
Metileugenolis + 19,80
o-Humulenas +4,04
Apigeninas +0,8

Reikia paminéti, kad suspensinés kultiros yra inicijuojamos i§ kaliaus kultiiry, Siy Iasteles
suspenduojant skystoje terpéje, stiklinése kolbose ir maiSant tam tikru greiciu ant besisukanciy ar
horizontaliy kratytuvy, kad lasteles i§ visy pusiy pasiekty maistiné terpe, kuri galéty apsaugoti
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lasteles nuo agregacijos bei padidinty maistiniy medziagy absorbcija, skatindama lasteliy augima. O
po Sio proceso kultiiras sékmingai galima perkelti | specializuota bioreaktoriy [45]. Suspensijos
kultiiros yra efektyviausias antriniy metabolity gamybos metodas dél greito augimo ir didelio
metabolizmo grei€io su trumpesniais biosintezes ciklais sistemoje bei su tiksliu stebéjimu ir kontrole
[46]. Nes augaly lasteliy suspensiniy kultiiry metodas antriniams metabolitams gaminti pagrjstas
augaly lasteliy biosintetinés totipotencijos koncepcija, kiekviena kultiiros 1astel¢ iSlaiko visa geneting
informacijg reikalingg visame augale esanCiy junginiy gamybai [29].

Patys pagrindiniai augaly suspensiniy kultiiriniy sistemy pranaSumai, lyginant su kity rusiy
kultiromis ir jprastais laukiniais augalais yra Sie: pasirinktus augaly junginius galima iSgauti
nepriklausomai nuo iSoriniy veiksniy, nes kultiros yra maziau linkusios i jvairius aplinkos pokyc¢ius
(pavyzdziui, klimato ar dirvoZemio sudéties); greitas augimas bei reprodukcija; kultirinéms
lasteléms néra vabzdziy ar mikroorganizmy grésmes, taip uztikrinamos stabilios vienaly¢io ir
tolygaus derliaus gamybos platformos; sugeba susintetinti naujus produktus, kuriy jprastai néra
vietiniuose augaluose; bet kurio augalo — net nykstancio ar reto — lastelés gali buti paprastai
palaikomos, kad susidaryty jy bioaktyvios medziagos, be to, robotizuotas antriniy metabolity
gamybos valdymas sumazina ilaidas [47,48,49].

1.3. Biologiskai aktyvis junginiai, fitochemikalai augaluose

Augalai yra jvairiy cheminiy junginiy Saltinis, todél jiems buidinga tam tikra medicininé reikSme [50].
Sie junginiai augaluose sintetinami pirminiais ir antriniais metabolizmo keliais ir daugelis i§ ju,
atsizvelgiant | jy aktyvuma, gali biiti suskirstyti j du tipus: neaktyvigsias ir veikligsias/aktyvigsias
sudedamasias dalis [51]. Neaktyviosios sudedamosios dalys arba pirminiai metabolitai apibiidinami,
kaip junginiai neturintys apibrézty terapiniy verciy, taciau gali biiti naudingi, kaip pagalbinés
medZziagos vaisty formuluotéje ar naudojamos chirurgijoje, pavyzdziui, ligninas naudojamas baltymy
nusodinimui ir emulsijy stabilizavimui ar krakmolas naudojamas, kaip tableciy uZzpildas, risiklis
[52]. Reikia paminéti, kad aktyviosios sudedamosios dalys arba antriniai augaly metabolitai turi §j
poveikj ir yra skirstomi | kitas rasis ( flavonoidai, glikozidai, saponinai, alkaloidai, taninai, jvairis
fenoliniai junginiai, steroidai, terpenai), atsizvelgiant j jy chemines ir fizikines savybes [53]. Sios
medziagos aptinkamos kiekvienoje augalo dalyje — Saknyse, stiebuose, lapuose, zieduose, vaisiuose,
taCiau skirtingais kiekiais [54]. Genetinis poveikis ir abiotinis (Sviesa, dirvozemis, vanduo,
chemikalai, druskos, temperatiira, geografinés variacijos) ir biotinis (virusai, bakterijos, parazitai,
patogeniniai grybai) stresas, salygoja kiekybinius ir kokybinius vaistiniy augaly veikliyjy
sudedamyjy daliy poky¢€ius [55,56]. Daugelis $iy cheminiy medziagy yra placiai naudojamos maisto,
kosmetikos ir farmacijos preparatuose bei yra labai paklausios ir ekonomiSkai vertinamos [57].

1.3.1. Pirminiai metabolitai

Pirminiai metabolitai yra jvairiy riiSiy organiniai junginiai, kuriuos iSskiria augalai, dalyvaujantys
jvairiuose vystymosi, dauginimosi bei augimo procesuose, baltymy ir hormony sintezéje, kvépavime
ir fotosintezéje [58]. Pirminiy metabolity yra beveik visose augaly rasiy dalyse, filogenetinése
grupése. Siy metabolity pavyzdziai yra angliavandeniai - sacharozé, manitolis, fruktozeé, gliukozé,
stachioze, sorbitolis ir ksilitolis; nekrakmolinés medziagos apima ligning; vitamino B komopleksai —
riboflavinas, pantoteno riigstis, tiaminas, niacinas, oleino rugstis; askorbo riigstis; organinés ragstys;
oksalo rugstis; aminortgstys, tokios kaip prolinas, histidinas, lizinas, argininas, leucinas, izoleucinas,
triptofanas; ir nesociosios riebaly riigS§tys — mononesociosios ir polinesociosios [59].
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1.3.2. Karotinoidai ir chlorofilas

Karotinoidy ir chlorofilo pigmentai kartu randami zaliuose augaly audiniuose, ypa¢ augaly lapy
chloroplastuose. Biologiskai karotinoidai saugo chlorofilg ir jo funkcijg fotosintezéje, sugerdami,
zalingg itin didelio intensyvumo Sviesa. Augaluose nustatyta daugiau nei 700 karotinoidy formuy,
kurios yra atsakingos uz raudona, oranzing ir geltong spalva daugelyje augaly, o i§ Siy placiausiai
paplite — liuteinas ir B-karotenas [60,61]. Cheminiu poZzitiriu karotinoidai yra gaunami i§ tetraterpeny,
o tai reiskia, kad jie gaminami i§ astuoniy izopreno molekuliy, kuriose yra 40 anglies atomy [62].
Karotinoidai skirstomi j dvi klases, priklausomai nuo deguonies molekulés buvimo ar nebuvimo jy
cheminése struktiirose: karotenai (neturi deguonies) ir ksantofilai (turi deguon;j). Sie pigmentai taip
pat turi svarbiy antioksidaciniy savybiy, kurios yra tiesioginis jy cheminés struktiiros rezultatas.
Pavyzdziui, ksantofilai atlieka laisvyjy radikaly gaudytojy, veiksmingy RDR slopintojy ir grandines
nutraukian¢iy antioksidanty vaidmenj [63]. Be to, yra naudingi zmoniy sveikatai kaip bioaktyviis
junginiai, turintys provitaming A (B-kriptoksanting ir f-karoteng) [64].

Chlorofilo svarba §viesos energijai sugerti augaly biosintezei yra gerai zinoma. Sis pigmentas saulés
energija vercia chemine energija, fotosintezés metu. Chemiskai chlorofilas yra porfirino pigmentas,
kuriame yra magnio jony. Augaluose jis egzistuoja SeSiais skirtingais tipais, taciau pagrindiniai,
glaudZiai susije yra chlorofilas a ir chlorofilas b. [65]. Sios formos skiriasi pagal metilo grupe
chlorofile a ir formilo grupe chlorofile 5. Pagrindinis fotosintezés pigmentas yra chlorofilas a, kuris
yra pirminis elektrony donoras elektrony transportavimo grandingje. Chlorofilas b yra papildomas
pigmentas, nes jis néra bitinas fotosintezei, o $io pagrindiné reik§mé — iSplésti organizmy absorbcijos
spektra [63]. Visi organizmai, atliekantys fotosintezg, turi chlorofilo a, bet ne visi organizmai turi
chlorofilo b, $is dazniausiai randamas augaluose . Chlorofilo a ir b §viesos sugerties savybés skiriasi,
chlorofilas b sugeria mélyna Sviesa, o chlorofilas a sugeria $viesa i§ violetinés—melynos ir oranzinés—
raudonos spektro sri¢iy. Be to, a ir b santykis augaluose yra apie 3:1 [60]. Chlorofilai, be zalios
spalvos, turi antioksidacinj ir antimutageninj aktyvuma, taip pat apsaugo nuo degeneraciniy ligy [64].

1.3.3. Askorbo rigstis

Askorbo riigstis (vitaminas C) yra gausus augaly komponentas. Jis pasiekia daugiau nei 20 mM
koncentracija chloroplastuose ir randamas visuose lasteliy dalyse, jskaitant lastelés sienele ir
traplasteling erdve [66]. Sio vitamino kiekis labai skiriasi priklausomai nuo augalo riisies [67]. Be to,
vitamino C kiekis skirtinguose organuose ir audiniuose skiriasi: dazniausiai dideli kiekiai biina
lapuose, meristematiniuose audiniuose, zieduose ar jaunuose vaisiuose, o mazi kiekiai randami
nefotosintetinanciuose organuose, tokiose kaip Saknys bei stiebai [68]. Augalai askorbatg de novo
sintetina daugiausia per Smirnoff-Wheeler kelig, dominuojantj fotosintezés audiniuose, kaip pradines
medziagas naudojant d-manozg¢ ir I-galaktoze [69] . Vitaminas C augaluose dalyvauja jvairiuose
procesuose, jskatant fotoapsauga, atsparumga aplinkos poveikiui, fotosinteze, lasteliy sieneliy augima
bei antocianiny, hidroksiprolino sintez¢ [66]. Daugelis biologiniy askorbato savybiy atsiranda dél jo
gebéjimo redukuoti. Nuo Sios savybés priklauso dviejy tipy biocheminis aktyvumas. Pirma, tai yra
veiksmingas antioksidantas laisvyjy radikaly gaudytojas ir antioksidantas, apsaugantis lasteliy
membranas, audinius ir deoksiribonukleoriigsti nuo oksidacinés pazaidos [70,71]. Antra, vitaminas
reikalingas siekiant iSvengti per didelio gelezies oksidacijos nuo 2-oksoglutato priklausomose
dioksigenazése [71].
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1.3.4. Peptidai (aminoragstys)

Augaly lastelése esti nedaug baltymy, lyginant su gyviny Iastelémis, daugiausia dél didelio
angliavandeniy kiekio, kurie ir sudaro didzigja augalo struktiiros dalj. Taciau baltymai ir
aminoriigStys svarbios statybinés struktiiros. Be baltymy sudedamyjy daliy vaidmens, aminoriigStys
taip pat dalyvauja daugybéje lasteliy reakcijy, todél jos veikia daugelj fiziologiniy procesy, tokiy
kaip augaly vystymasi ir augima, tarplastelinio pH kontrole, medziagy apykaitos, energijos arba
redokso galios generavimg ir atsparuma biotiniam ir abiotiniam stresui [72,73]. Aminoriigsciy
katabolizmas rodo reik§mingus skirtumus tarp augaly rusiy, audiniy ir vystymosi stadijy, todél galima
tikétis, kad srautas per aminortig§¢iy katabolinius kelius labai pasikeis per visg augalo gyvavimo
ciklag [74] Taciau reikia atsizvelgti | tai, kad augaluose, taip pat gaminama Simtai aminorigsciy,
nedalyvaujanciy peptidy sintezéje, kai kurios aminoriigStys (pavyzdziui, prolinas serinas, leucinas)
pacios veikia kaip signalinés molekulés, o kitos yra fitohormony ar kity antriniy metabolity, turinciy
signaling funkcija, sintezé€s pirminés medziagos [75]. Be to, Sios aminorligStys naudojamos
gynybinéms funkcijoms, tokioms kaip kenkejy, Zolédziy bei patogeny atgrasymui arba alelopatijai
[76]. Peptidai, kurie sudaryti i§ tirozino, triptofano, prolino, histidino yra stipriis antioksidantai.
Hidrofobinés aminortigstys, esancios peptidy struktiiroje veikia jy antioksidacinj aktyvuma bei
gebéjimg slopinti lipidy peroksidacija, o sieros turin¢ios aminoriigStys reguliuoja redokso reakcijas,
RDR ir ksenobiotiky Salinimg [77]. Prolinas yra aminoriigstis, kuri didelémis koncentracijomis
kaupiasi augaluose jvairiomis streso sglygomis. Prolino kaupimasis yra glaudziai susijes su daugeliu
lasteliy procesy, tokiy kaip maistiniy medziagy prieinamumas, energijos biiklé, osmosinis slégis,
redokso balanso pokyciai ir apsauga nuo patogeny [78]. Prolino biosintezé ir katabolizmas yra
atitinkamai susij¢ su mitochondrijy kvépavimu ir fotosinteze. Prolinas gali veikti kaip signalas,
moduliuojantis geny ekspresijg ir tam tikrus medziagy apykaitos procesus [79]. Keletas tyrimy
priskyre prolinui antioksidacing savybe, o tai rodo, RDR $alinimo aktyvumg ir prolino veikimg kaip
atskirg deguonies slopintoja [80]. Veikimas prolinu gali sumazinti RDR kiekj augaluose, taip
iSvengiant uzprogramuotos lasteliy ziities. Be to, §i aminortigstis gali apsaugoti Zzmogaus lasteles nuo
kancerogeninio oksidacinio streso ir gali sumazinti lipidy peroksidacija lastelése, veikiamose
sunkiyjy metaly [81, 82].

1.3.5. Antriniai metabolitai

Aukstesni augalai sintetina vir§ 200 000, mazos molekulinés masés, specializuoty cheminiy
medziagy, antriniy metabolity [83]. Trys pagrindiniai antriniy metabolity tipai augaluose,
atsizvelgiant 1 jy biosintezés kelig yra fenoliai, terpenai bei azoto/sieros turintys junginiai [84].
Antriniai metabolitai atlieka keleta svarbiy funkcijy: jie padeda apsisaugoti nuo zolédziy ir
mikrobiniy infekcijy, veikia kaip signalai simbiotinéms bakterijoms, apdulkintojams, apsaugo
augalus nuo abiotinio streso, pavyzdziui, ultravioletinés spinduliuotés, yra endogeniniai augaly
augimo reguliatoriai [85]. Sios cheminés medZiagos daznai yra nuodingos, tadiau taip pat naudojamos
zmoniy sveikatai gerinti, kaip maisto papildai, vaistai ir funkcinis maistas [86].

1.3.6. Fenoliniai junginiai

Augaly fenoliniai junginiai yra antriniai metabolitai, apimantys kelias strukturiskai skirtingas
natiiraliy produkty klases, kurios biogenetiskai susintetinamos Sikimato ar fenilpropanoidy keliu
[87]. Fenoliniai junginiai turi bendrg cheming struktiirg, sudaryta i§ aromatinio ziedo su vienu ar
daugiau hidroksilo grupiy, o pagrindinés fenoliniy junginiy grupés yra flavonoidai, taninai, fenolio
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rugstys, lignanai, ir stilbenai [88]. Taip pat, augaluose, svarbis fenoliniai junginiai, priklausantys
flavonoidy $eimai — antocianinai, sudarantys didZiausia vandenyje tirpiy pigmenty grupe [89]. Sie
junginiai yra placiai pasiskirste fitochemikalai, dazniausiai sintetinami augaly vidulasteliniame
endoplazminiame tinkle ir laikomi vakuolése bei epidermio ir poepiderminiy lasteliy sienelése [90].
Be to, augaluose esantys fenoliniai junginiai gali buti skirstomi j konstitucinius arba indukuotus.
Konstituciniai fenoliniai junginiai yra i§ anksto susiformave augaluose, dazniausiai sintetinami Siam
augant ir vystantis, o indukuoti fenoliniai junginiai sintetinami reaguojant j biotinj ir abiotinj stresa
[91]. Salavijy lapuose buvo nustatyta apie 160 polifenoliniy junginiy, kuriuos galima suskirstyti j
fenolines riigstis ir flavonoidus. Sarhan ir kt. [92] nustaté fenolines riigstis, esancias S. officinalis, tai:
rozmarino rugstis, salvianolio riig§tys, chlorogeno riigstis ir cinamono riigstis. O SeSis svarbiausius
flavonoidus sudaro hispidulinas, luteolino 7-O-gliukozidas, apigeninas, cirsimaritinas, kaempferolis
ir kvercetinas [93]. Pagrindiniai pipirméciy fenoliniai junginiai, lemiantys farmakologinj aktyvuma
yra fenolinés rtigstys (ypa¢ rozmarino rugstis) ir flavonoidai (eriodiktilolis, luteolinas, apigeninas ir
Jju glikozidai) [94]. Fenoliniai junginiai yra stipris antioksidantai (hidroksilo grupés yra atsakingos
uz laisvyjy radikaly paSalinimg) ir antimikrobiniai junginiai, pasiZymi estrogeniniu, grybeliniy
toksiny aktyvumu, antikancerogeniniu potencialu, turi prieSuzdegiminiy, imunomoduliuojanciy
savybiy bei apsaugo nuo Sirdies ir kraujagysliy ligy, todé¢l gali biiti naudojami jvairiose srityse,
pavyzdziui, farmacijos ir maisto pramonéje [95].

1.3.7. Terpenai

Terpenai priklauso didziausiai antriniy metabolity klasei ir i§ esmés susideda i§ penkiy anglies
izopreno vienety, kurie tukstanciais budy sujungiami vienas su kitu ir yra gaminami augaly lasteliy
citoplazmoje [96]. Jie skirstomi j Sias klases pagal penkiy juose esanciy anglies izopreno vienety
skaiCiy ir struktiiring organizacija: hemiterpenai (C5), monoterpenai (C10), seskviterpenai (C15),
diterpenai (C20), sesterterpenai (C25), triterpenai (C30) ir karotenoidai. (C40) [97]. Be to, terpenai
sintetinami 1§ universaliy, Sakotyjy, nesociyjy difosfato izopreno vienety: izopentenilpirofosfato ir jo
funkcinio izomero dimetilalilpirofosfato [98]. Augaluose terpenoidy metabolitai naudojami
jvairioms pagrindinéms augimo ir vystymosi funkcijoms, taciau dauguma terpenoidy naudojami
specializuotai cheminei sgveikai ir apsaugai abiotingje ir biotinéje aplinkoje [99]. Vyraujantys
mediciniskai vertingi metabolitai S. officinalis yra monoterpenai - a- ir B- tujonas, borneolis bei 1,8-
cineolis, kuriems buidingas veiksmingas antibakterinis ir priesgrybelinis aktyvumas [100]. Taip pat
daznai randami diterpenai — karnozolis, karnozo rtigstis, metilkarnozatas ir triterpenai — urzolio ir
oleano riigstis. Salavijo antioksidacinis aktyvumas itin priklauso nuo minéty fenoliniy diterpeny,
ypatingai karnozolio ir karnozo riigSties [101]. Pagrindiniai terpeno komponentai randami
pipirmétése yra mentonas, mentolis, limonenas, karvonas, a- ir - pinenas, cineolis, kurie yra aktyviis
stimuliatoriai, antiseptikai, pasizymintys antibakterinémis, antivirusinémis, antioksidacinémis
savybémis bei turi vir§kinima gerinantj bei raminamajj poveikj [102, 103].

1.3.8. Glikozidai

Glikozidai yra molekulés sudarytos i§ dviejy chemiSkai ir funkciskai nepriklausomy daliy — glikono
vieneto, kuris yra hidrofilinis ir aglikono vieneto, kuris yra lipofilinis. Glikozide sacharido dalis yra
sujungta su aglikono dalimi glikozidiniu rysiu, kuris yra jautrus hidrolizei ir nestabilus [104].
Augaluose glikozidai daugiausia gaunami modifikavus antrinius metabolitus, katalizuojamus augaly
fermenty, glikoziltransferaziy [105]. O jie yra saugomi vakuoléje, taciau augalui susidiirus su stresu,
metabolitai iSskiriami bei citoplazmoje esantys fermentai suaktyveja [106]. Daugelis augaly kaupia
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chemines medziagas neaktyviy glikozidy pavidalu, kurie gali biiti suaktyvinti fermento hidrolizés
biidu. D¢l Sios priezasties dauguma glikozidy gali buti laikomi provaistais, nes jie lieka neaktyviis
iki tol, kol yra hidrolizuojami ir i§skiriamas aglikogenas, aktyvioji sudedamoji dalis [107]. Iprastai
glikozidai gali biti klasifikuojami atsizvelgiant j glikono arba aglikono komponentg bei glikoziding
jungtj. Sie junginiai turi dokumentuota medicining verte ir toliau klasifikuojami j Sirdies,
alkoholinius, antrachinono, flavonoidy glikozidus [108]. S. officinalis dazniausiai randami nattraltis
glikozidai, tokie kaip flavonoidiniai glikozidai, kardialiniai glikozidai ir saponinai, o Mentha piperita
L. labiau budingi flavonoidiniai glikozidai (eriocitrinas, hesperidinas, narirutinas, luteolin-7-O-
rutinozidas, rozmarino rigstis, diosminas) [109, 110]. Be to, molekulés turi daugybe svarbiy poveikiy
gyviems organizmams, jskaitant antioksidacinj, antidiabetinj, prieSuzdegiminj, antihipertenzinj
[111].

1.3.9. Eteriniai aliejai

Eterinis aliejus yra sudétingas keliy lakiyjy sudedamyjy daliy, jskaitant monoterpenus,
seskviterpenus, aldehidus, ketonus, alkoholius ir esterius, misinys [112]. Siuos aliejus sintetina bei
i8skiria liauky trichomos bei kitos sekrecijos struktiiros, specializuoti sekretoriniai audiniai,
dazniausiai i$sisklaid¢ ant augaly organy, ypac lapy ar Ziedy pavirSiaus [113]. Lakiyjy aliejy iSeiga
augaluose svyruoja placiame diapazone — 0,05-18,0% [114]. Eteriniai aliejai gali biiti iSgaunami i§
jvairiy tam tikry augaly rasiy ir jy daliy, tokiy kaip lapai, ziedai, stiebai, zieve, Saknys, séklos,
pumpurai, vaisiai, kuriy kiekviena turi specifinj terapinj ir energetinj poveikj [115] Augaliniai
komponentai pries§ ekstrakcija yra tinkamai apdorojami, kad bty gauti eteriniai aliejai, kuriuose
iprastai néra krakmolo, celiuliozes, taniny gliceridy, cukry, mineraly ir drusky [114]. O Siems
aliejams iSgauti plac¢iai naudojami keli skirtingi ekstrahavimo biidai: jprastiniai — distiliavimas garais,
ekstrahavimas tirpikliu bei alternatyviis — ekstrahavimas ultragarsu, mikrobangomis bei superkritiniu
skysciu [116]. Aliejuje, iSgautame iS S. officinalis, randama daugiau kaip 120 komponenty.
Pagrindiniai veiklieji augalo komponentai yra: borneolis, kamparas, kariofilenas, cineolis, elemenas,
humulenas, ledenas, pinenas ir tujonas, be to, kai kuriy i$ $iy medziagy yra be galo mazi kiekiai, todél
cheminiu bidu pagaminti tokj aliejy praktiskai nejmanoma [117]. Vaistinio Salavijo eterinis aliejus
turi platy terapinj poveikj, yra placiai naudojamas gydant medziagy apykaitos ir endokrininés
sistemos, nervy, kvépavimo bei virSkinimo sistemos ligas, Sirdies ir kraujotakos sutrikimus [118].
Taip pat tyrejy ataskaitos apie Mentha piperita L., atskleidé, kad daugumoje aliejy yra daug 1,8-
cineolio, mentolio, mentono, limoneno, pulegono bei karvono, suteikian¢iy Siam eteriniam aliejui,
pagrindinius biologinius poveikius, tokius kaip — tonizuojantj vir§kinima, diuretinj, prieSuzdegiminj,
prieSinfekcinj, antioksidacinj, antispazminj, analgetinj, su stresu susijusiy simptomy mazinimag [119,
120].

1.4. Salvia officinalis ir Mentha piperita antioksidaciné veikla

Reaktyviosios deguonies riiSys (RDR) yra bendras terminas, vartojamas Zymeéti laisvuosius radikalus,
iskaitant hidroksilo radikalg (*OH), superoksido anijony radikalg (O2*—), alkoksilo radikalg (ROv) ir
peroksilo radikalg (ROQO-¢) [121]. Radikalai gali priimti arba atiduoti elektronus kitoms molekuléms,
taip parodydami redukcines/oksidacines savybes [122]. Siuos radikalus fiziologiskai gamina
aerobiniai organizmai, beveik visose tarplastelinése organelése lastel¢je, iskaitant, citozoli,
membrang, branduolj, mitochondrijas, endoplazminj tinkla, peroksisomas, goldzio aparatg [123].
Esant normalioms lasteliy salygoms, metabolizmo metu RDR yra sintetinamos maZomis ar
vidutinémis koncentracijomis ir vykdo daugelj svarbiy lasteliy funkcijy, tokiy kaip augimas, geny
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aktyvinimas, signalinés molekulés bei fiziologiniai procesai, tokie kaip uzdegimas [124]. Tam, kad
buty uztikrintas RDR balansas, organizmai sukiiré¢ antioksidacing sistema susidedancia i§ jvairiy
fermenty (superoksido dismutazés, katalazés, glutationo peroksidazes) ir neenziminiy antioksidanty,
galinCiy iSlaikyti Iasteliy homeostazg. Taciau atsiradus ligai, pataloginéms salygoms ar oksidacinj
stresg sukeliantiems veiksniams (sunkiesiems metalams, ultravioletinei ir jonizuojanciajai
spinduliuotei), RDR lygis did¢ja, yra iSeikvojami antioksidantai ir taip sukeliama iSkreipta
homeostazeé [125]. Nedidelis Sios pusiausvyros poslinkis link oksidacinio streso suaktyvina kelis
signalinius kelius, kurie sukelia DNR pazeidimus, mutageneze¢, padidina lgsteliy proliferacijg ir
sustiprina Warburg metabolinj poveikj, kurj naudoja vézio lastelés [126]. Eigoje pazeidziami
gyvybiskai svarbiis procesai, tokie kaip replikacija, tranckripcija, transliacija, padaznéja mutacijos,
lasteliy zutis, ivairiis patologiniai procesai bei greitéja senéjimo procesai [ 127]. Biitent antioksidantai
yra junginiai galintys netiesiogiai arba tiesiogiai veikti lasteliy redokso balansg [128]. Pavyzdziui,
antioksidacinés, augaluose esanciy flavonoidy ir fenoliy savybés yra susijusios su jy radikaly Salinimo
gebéjimu, metaly redukavimo aktyvumu ir metaly chelatinimu, kurie dalyvauja formuojant
reaktyvius hidroksilo radikalus. Sios savybés atsiranda dél polifenolinés cheminés struktiiros, kuria
sudaro C6-C3-C6 ziedy sistema [129]. Be to, antioksidacinés savybés priklauso nuo hidroksilo
grupiy padéties bei skaiciaus struktiiroje, nes kai kurie radikalai redukuojami dél protony perdavimo
per homolizinj katecholinés grupés (3'-OH ir 4'-OH), esancios kai kuriose flavonoidinése
struktiirose, skilimg [130]. Taciau, nors katecholio dalis yra svarbus antioksidacinio aktyvumo
reikalavimas, kai kurie flavonoidai, neturintys katecholiniy grupiy, taip pat pasiZymi puikiomis
radikaly Salinimo savybémis dél gebéjimo perkelti vandenilio atomus arba vienu metu vykstancio
vandenilio/elektrony perdavimo arba nuoseklaus elektrony perdavimo su protony praradimu. [131].
Antioksidaciniam pajégumui jtakos turi ir augaluose esantys fermentai, pavyzdziui superoksido
dismutaz¢ vercia superoksido anijony radikalus i O> ir H2O, , glutationo reduktaze, katalazé
neutralizuoja H,O» i vandenj ir deguon;j [132].

Taigi, Kammoun [133] jvertino Salavijo lapy antiradikalinj aktyvuma lyginant su vitaminu C ir
atskleidé, kad tirtas meéginys veiksmingai paSalina DPPH laisvuosius radikalus, kuriy puse
didZiausios slopinancios koncentracijos verté 8,31 + 0,55 mg /I, panasi j gryno junginio vitamino C
—4,68 + 0,12 mg /1. O Sis svarbus augalo antioksidacinis aktyvumas siejamas su dideliu 1,8-cineolio
kiekiu bei kity reikSmingy komponenty — a-pineno, linalolio, Zinomy dél stipriy laisvyjy radikaly
inaktyvavimo savybiy. Kita mokslininky grupé susiejo Salavijo kaliaus antioksidacing veiklg su
rozmarino ir kavos riigities buvimu. Sios riigitys parodé stiprig laisvyjy radikaly $alinimo veiklg
DPPH ir superoksido anijony radikalams (rozmarino rtgstis DPPH (ECso) — 0,21; SOD (vnt/mg) —
230; kavos rugstis — DPPH (ECso) — 0,24; SOD (vnt/mg) — 260) [134]. Atliktame FRAP tyrime Salvia
officinalis lapy metanolio-acetono ekstraktas parodé puikias savybes veikiant prie§ oksidacinj stresa
— FRAP (mM Fe?*/1) 300 & 26 . Tyrime démesys kreiptas ir j derliaus nuémimo laika, todél padaryta
iSvada, kad liepos ménesj augale randama didziausia polifenoliniy junginiy koncentracija [135]. Be
to, Abdelkaderis [136] baigé savo tyrimus, jrodydamas, kad didelé polifenolio koncentracija S.
officinalis lapy ekstraktuose yra atsakinga uz stiprig antioksidacing veikla, lyginant su standartiniy
junginiy, tokiy kaip askorbo rugstis ir butilinto hidroksitolueno poveikiu. Taip pat in vitro
antioksidacinio aktyvumo tyrimai buvo atlikti siekiant jvertinti septyniy augaly ekstrakty gebéjima
neutralizuoti laisvuosius radikalus, jskaitant DPPH radikala bei gebéjimus redukuoti gelezj. Salavijy
lapams buvo nustatytas geriausias antioksidacinis pajégumas, naudojant DPPH (92,91 % ICso) ir
FRAP redukcinés galios (458,26 umol/L) tyrimus, reikia paminéti, kad pipirméciy ekstraktas
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pasizymejo silpnesniu DPPH radikaly Salinimo gebéjimu (90,05 %ICso) ir gelezies redukcine galia
(184,22 umol/L) [137].

Pipirmétés antioksidacinis aktyvumas, taip pat teigiamai koreliuoja su fenoliniy junginiy kiekiu.
Ivertinus skirtingy pipirmétés lapy ekstrakty antioksidacinj aktyvuma naudojant DPPH tyrima, buvo
pastebéta, kad chloroformo ekstrakto aktyvumas buvo didziausias (~91,8 %), o vandeninio ekstrakto
— maziausias (~70 %) [138]. Pipirmété atskleidé antioksidacinj aktyvuma, kuris galéjo atsirasti dél
didelio deguonies prisotinto monoterpeno kiekio, daugiausia 1,8-cineolio, mentolio, mentofurano ir
pulegono [139]. Pipirmétés antioksidacini aktyvumg patvitino ir Kaur [140] iStyrgs pipirmétés
eterinio aliejaus ABTS ir DPPH radikaly pasalinimo aktyvuma, esant skirtingoms koncentracijoms,
o rezultaty vertés svyravo nuo 17,24 iki 49,07% ABTS ir nuo 35,16 iki 60,70% tiriamojo DPPH.

1.5. Antimikrobinis M. piperita ir S. officinalis poveikis

Siuo metu antibiotikai yra dazniausiai vartojami vaistai nuo bakteriniy infekcijy, ta¢iau keliy tipy
bakterijos gali sukurti atsparuma $iai priemonei, be to preparatai turi Salutiniy poveikiy ir yra brangiis
dél Siy priezasciy svarbu ieskoti naujy, alternatyviy ir saugesniy natiiraliy antimikrobiniy medziagy
[141]. Augaly bioaktyviis junginiai veikia ne tik kaip nattiralios priemonés jvairioms ligoms gydyti,
bet ir gali buti prototipas kuriant naujus, efektyvesnius ir saugesnius vaistus [95]. IStirtas augaliniy
ekstrakty bioaktyviy junginiy, dalyvaujanc¢iy jy antimikrobiniame poveikyje, veikimo mechanizmas
apima: bakterijos lgstelés sienelés sintezés slopinimg, jos irima, plazminés membranos pazeidima,
veikimg prie§ membranos baltymus, tarplastelinio turinio i§skyrimg, protony varomosios jégos
iSeikvojimg [142]. Svarbu atsizvelgti | bakterijy lasteliy pavirSiaus struktiiras, nes gramteigiamose
bakterijose lasteliy sienel¢je yra daugiau peptidoglikano, dél to Siy mikroorganizmy sienelés yra
standesnés ir storesnés nei gramneigiamy analogy. Taciau gramteigiamos bakterijos neturi svarbios
iSorinés lipidinés membranos, kurig turi gramneigiamos bakterijos, Siom suteikiancios didesnj
atsparumg antibiotikams ar bioaktyviems junginiams [143]. Pavyzdziui, fenoliniai junginiai
pasiZymintys antimikrobinémis savybémis prie§ jvairius mikroorganizmus stipriau veikia
gramteigiamas bakterijas, taciau pakaity tipas, skaicius bei padétis fenolio junginiy benzeno ziede ir
Soniniy grandiniy ilgis turi itakos, jy bioaktyvumui [142]. Rashid [144] atliktame agaro disko
difuzijos tyrime nustaté, kad pipirmétes lapy ekstrakto antibakterinis potencialas skyrési priklausomai
nuo naudojamo tirpiklio, nes heksano ekstraktas efektyviausiai slopino E. coli (14 +0.29 mm),
chloroformo — X. campestris ( 11+ 0.16), butanolio — S§. aureus (14+0.25 mm) bakterijas.
Rezultatuose patvirtintas augalo antimikrobinis aktyvumas ir manoma, kad antibakterinis pipirmeétés
aktyvumas susije¢s su didele mentolio, fenoliy ir flavonoidy koncentracija, taciau negalima atmesti ir
kity pipirmétés ekstrakty sudedamyjy daliy sinerginio poveikio. Taip pat pipirmeciy aliejaus Sulinéliy
difuzijos metodu patvirtinta, kad abi tirtos gramteigiamy bakterijy rusys ( S. pyogenes ir S. aureus)
buvo jautrios M. piperita eteriniam aliejui su slopinimo zonomis atitinkamai 13,1 mm ir 17,2 mm, o
gramneigiamy ( Escherchia coli ir Klebsiella pneumonia) bakterijy slopinimo zona svyruoja nuo 5,1
iki 12,4 mm. Taigi eterinis aliejus yra veiksmingas tiek prie§ gramteigiamas, tiek prie§ gramneigiamas
bakterijas, taCiau efektyvesnis prie§ gramteigiamus organizmus. Be to, tvirtinama, kad
lipopolisacharidai esantys gramneigiamy bakterijy iSorinéje membranoje gali biiti atsakingi uz jy
padidéjusj atsparumg antibakterinéms medziagoms [145]. Salavijy eterinio aliejaus ir jo emulsiniy
formy poveikis, svarbiy patogeny augimui, buvo istirtas Yazgan [146]. Aliejus buvo itin veiksmingas
K. pneumoniae ir P. damselae, kuriy slopinimo zony reikSmés buvo didelés — 17,25 ir 19,00 mm.
Nanoemulsija buvo veiksminga S. aureus, S. paratyphi A ir P. mirabilis, kuriy slopinimo zony
skersmuo buvo 12,63, 12,00 ir 12,25 mm. Be to, dabartiniuose tyrimuose buvo pastebéta, kad Salavijy
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eterinis aliejus yra Siek tiek veiksmingesnis tirtiems mikroorganizmams nei jo nanoemulsijos forma
diskinés difuzijos metodu. Taciau taikant mikro praskiedimo metoda, tieck nanoemulsijos forma, tiek
eterinis aliejus turéjo panady poveikj patogeny bakterijy augimui. Sj skirtuma galéjo lemti létesnis
poliniy junginiy, kuriy auginimo terpé¢je yra maziau, plitimas. Ghzelbash [147] disko difuzijos
metodu atliktu bandymu patvirtino, kad Salvia officinalis augalas gali buiti naudojamas kaip natiiralus
antimikrobinis produktas. Bandyme, acetono ir etanolio (70%) ekstraktai sukiiré slopinimo zonas
pries gramteigiamas B. anthracis ( 12-25mm), B. cereus (7-14mm) ir S. aureus (7-17mm), taip pat
prie§ gramneigiamas bakterijas E. coli (7-11 mm), o Salavijo lapy acetono ekstraktai pasizyméjo
stipriausiu antibakteriniu aktyvumu.

1.6. Vaistinio Salavijo panaudojimas medicinoje

Keletas farmakologiniy tyrimy parodé¢, kad vaistinis Salavijas turi skirtingg biologinj poveikj, kurj
lemia jy aktyviis komponentai, tokie kaip fenoliai, flavonoidai, terpenoidai ir yra pritaikomas
medicininiais tikslais [148]. Atsizvelgiant | farmakologini S. officinalis poveikj centrinei nervy
sistemai, jskaitant, neuroprotekcinj ir atmintj gerinantj, pagrista, kad Sios ruSies augalai pasizymi
teigiamu poveikiu smegeny iSemijai, depresijai bei atminties gerinimui [149]. Salavijas §imtmeg&ius
buvo rekomenduojamas kaip susilpnéjusiy ar prarasty psichikos funkcijy atkiirimo priemone,
pavyzdziui, sergant Alzheimerio liga dé¢l savo sudétyje turimy flavonoidy ir fenoliniy junginiy,
laikomy stipriy acetilcholino inhibitoriy [150, 151]. Sio augalo ekstrakto veiksmingumas ir saugumas
pacientams, sergantiems lengva ar vidutinio sunkumo Alzheimerio liga, placebu kontroliuojamo
klinikinio tyimo metu, buvo vertintas keturiy ménesiy laikotarpiu naudojant fiksuota doz¢. Rezultatai
parod¢, kad pragjus suplanuotam tyrimo laikotarpiui S. officinalis ekstraktas naudojamas 60 lasy per
para suteike Zymiai geresnius kognityvinés funkcijos rezultatus nei placebas klinikinés demensijos
vertinimo skal¢je [152]. Alzheimerio ligos atveju fermentas acetilcholinesterazé veikia acetilcholino,
neuromediatoriy, medziagos dalyvaujancios perduodant signalg tarp sinapsiy, inaktyvavimg ir
skaidyma, o acetilcholino inhibitoriai daro poveiki neutralizuodami Sios medziagos trikumg ir
didinant jos kiekj smegenyse. Nustatyta, kad vaistinio Salavijo 0,5 mg/ml koncentracijos eterinis
aliejus efektyviai slopina 46% acetilcholino aktyvumo ir yra veiksmingas inhibitorius [153]. S.
officinalis vartojimas, kaip antidiabetinés medZziagos taip pat yra pagrjstas ir Sio augalo ekstraktai
pasizymi nuo dozés priklausomu aktyvumu, kuris yra panasus ] standartinj vaista nuo diabeto -
glibenklamida. Tyrime 14 dieny vartojant 0,2 ir 0,4 g/kg kiino masés Salavijo ekstrakto, jis
reik§Smingai sumazino gliukozeés, bendro cholesterolio, trigliceridy, kreatino, §lapimo rtgsties kiekius
ir padidino insulino kiekj plazmoje [154]. Augale esantys bioaktyviis junginiai veikia insulino
receptorius, peroksisomy proliferatoriaus aktyvuoto gama receptoriy, baltymy tirozino fosfatazes ir
adenozino monofosfato aktyvuotos baltymy kinazes, be to palaiko gliukozés metabolizmo kepenyse
reguliavimg, angliavandeniy virSkinima, insulino sekrecija, gliukozés isisavinimg bei B-lasteliy
proliferacija ir apoptoze¢ [155]. Teigiamas Salavijo ekstrakto tableciy veiksmingumas pastebétas ir
mazinant tipiSkus simptomus moterims menopauzés laikotarpiu. Keturiy savaiciy trukmés bandyme
atliktame su 80 motery, 45—65 mety , Sioms skiriant. Menosan® tabletes (3400 mg Svieziai nuskintos
Salvia officinalis L., etanolio ekstrakto) arba placeba, preparatas 39,2% sumazino karS¢io bangy
sunkumus bei 55,3% naktinj prakaitavima, o Salvia veiksmingumo rySys siejamas su pakitusiomis
smegeny bangomis, kaip rodo spektrinés galios tankio intensyvumas [156]. Taip pat, S. officinalis
turi reikSmingg antinociceptinj ir prieSuzdegiminj poveikj cheminiams elgesio modeliams
susijusiems su opioidy mechanizmu. Pelés buvo gydomos hidroalkoholiniu Salavijo lapy ekstraktu
sukeliant nocicepcinj atsaka cheminiais agentais, taip pat eksperimente iSmatuotas bendras leukocity
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kiekis ir plazmos ekstravazacija, sukelta acto rtgsties. Ekstrakto vartojimas sumazino acto rtigsties
sukeltg raukS$liy skaiCiy, plazmos ekstravazacija ir bendra leukocity skaiCiy, uzdegiming ir
neurogening faz¢. Manoma, kad augale esancios oleanolio ir ursolio rigstys prisideda prie ekstrakto
antinociceptiniy savybiy dél moduliuojancio poveikio laikino receptoriy potencialy katijony kanalui
[157].

1.7. Vaistinés pipirmétés panaudojimas medicinoje

Siuo metu pipirmééiy eterinis aliejus gali biti laikomas jvairiy, zmoniy ligy gydymo agentu. Mentha
piperita daugel] mety yra naudojama virSkinamojo trakto sutrikimams gydyti. Metilo salicilatas ir
mentolis, pagrindinés veikliosios medziagos, kurios veikia antispazmiSkai, ramina skrandj ir
virSkinamajj trakta. Fiziologinj poveikj, mazinant lygiyjy raumeny susitraukimg ir atpalaiduojant,
lemia mentolio, kaip kalcio kanaly blokatoriaus, poveikis lygiyjy raumeny lgsteléms [158]. Be to,
buvo pranesta, kad M. piperita turi poveiki serotonino, histamino bei virSkinimo trakto
cholinerginiams receptoriams, kurie taip pat gali lemti kai kuriuos jo antiemetinius poveikius [159].
IStyrus 190 pacienty, serganciy dirgliosios Zarnos sindromu, kurie vartojo 182 mg per parg nuo pH
priklausanc¢io, Zarnyne tirpinan¢io pipirméciy aliejaus preparato arba placebo, 64% vartojusiy
pipirmeéciy aliejy pajuto pilvo skausmy sumazéjima, lyginant su 22% vartojusiy placeba [160].
Pipirméciy aliejus taip pat gali biiti naudojamas vietiSkai galvos skausmui mazinti. Dvigubai aklu,
placebu kontroliuojamu kryzminiu tyrimu, kuriame dalyvavo 40 pacienty, M. piperita aliejus tepamas
ant smilkiniy ir kaktos buvo toks pat veiksmingas kaip 1g geriamojo acetaminofeno malSinant galvos
skausma, o jy derinys buvo zZymiai stipresnis nei bet kuris gydymas atskirai [161]. I§ atlikto tyrimo
su nikotinamidu ir streptozotocinu sukeltoms diabetinéms ziurkéms, kurioms buvo skiriama 40 ir 80
mg/kg kiino masés vaistinés pipirmétés eterinio aliejaus ir gauty rezultaty daroma iSvada, kad
pipirméciy eterinis aliejus pasizymi antidiabetiniu poveikiu. Tai patvirtino sumazéjas gliukozes
kiekis kraujyje, padididéjes C-peptido, insulino kiekis, pageréjusi [ Iagsteliy struktiira bei
hematologiniai, diabetiniy Ziurkiy, parametrai. Manoma, kad $is efektas gali biiti siejamas su eterinio
aliejaus antioksidaciniu aktyvumu, kuris, kaip buvo pastebéta, Salina laisvuosius radikalus, kartu
padidina antioksidaciniy fermenty kiekj [162]. Be to, pipirméciy eterinis aliejus yra perspektyvus
kandidatas naudoti odos prieziiiros priemonése, turinciose prieSuzdegiminiy ir zaizdas gydanciy
savybiy. Histologinio steb&jimo metu buvo patvirtinta, kad Mentha piperita slopina odos uzdegiminj
atsaka, o vietinis pipirméciy kremo vartojimas parode Zymiai sumazéjusj negydytos zaizdos ploto
greitj tarp 6-osios ( 1,67 + 0,14 mm?) ir 9-osios (0,49 + 0,22 mm?) gydymo dienos, palyginti su
nesikliu (2,32 + 0,77 mm?; p <0,05 ) ir ,,Madecassol* 0,1% kremu (2,23 + 0,35 mm?; p <0,05) [163].
Tyrimy duomenys jrodé¢ Mentha piperita prieStumorinj poveikj. Ji slopina daugelio navikiniy Iasteliy
dauginimasi veikdama mitochondrijy disfunkcijas, apoptozés indukcijg ir autofagijos procesus [164].
Pooperaciniam vémimui bei pykinimui, taip pat rekomenduojama naudoti M. piperita eterinio
aliejaus inhaliacijas, kaip veiksmingg ir prieinamg priemong. Po atliktos vainikiniy arterijy Suntavimo
operacijos, 1§ viso 85,7% pacienty buvo nustatyti reikSmingi skirtumai pagal kontrolinés ir
intervencinés grupés pykinimo daznj, sunkumg ir trukme bei vémimo epizody daznj per pirmas
keturias valandas po operacijos. Pipirmétéje yra spazmolitinio mentolio, kuris mazina stemplés
sfinkterio tonusg, palengvina rauge¢jimg bei tulzies nutekéjimg dél kurio galiausiai sumazéja
vémimas, pykinimas [165]. Atsizvelgiant | lipofilinj pipirméciy aliejaus pobidj, leidziant] jam
prasiskverbti per oda, irodyta, kad $is gali buti tinkamas agentas vietiniam gydymui sergant
pasikartojancia herpeso infekcija. Virusy suspensijos tyrimuose M. piperita aliejus atitinkamai parodé
82% ir 92% virucidinj aktyvumg prie§ pirmo ir antro tipo herpes virusg [166].
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1.8. Literatiiros apZvalgos apibendrinimas

Vaistinis Salavijas (lot. Salvia officinalis L.) ir pipirmété (lot. Mentha piperita L.) yra du svarbis
notreliniy Seimos augalai, turintys didele komercing, maisting bei gydomaja verte. Augaluose gausu
natiiraliy fitocheminiy junginiy, sintetinamy pirminiais ir antriniais metabolizmo keliais bei
lemianéiy apibrézta jy terapinj aktyvuma. Sios bioaktyvios medziagos, skirtingais kiekiais,
kaupiamos visose augaly dalyse. Be to, kokybinius bei kiekybinius vaistiniy augaly sudedamyjy
komponenty poky¢ius lemia biotinis, abiotinis stresas ir genetiniai veiksniai. Salavijuje ir pipirmétéje
esancios aktyvios medziagos (flavonoidai, fenoliai junginiai, terpenai) veikia prieSuzdegimisSkai,
pasizymi dideliu antidiabetiniu, prieS§véziniu, antioksidaciniu bei antimikrobiniu potencialu. Per
pastaruosius tris deSimtmecius iSaugus susidomejimui vaistiniais augalais dél jy naudos, saugumo
sveikatai, padaznéjo Siy antriniy metabolity tyrimai. Bioaktyviy junginiy gamyba in vitro tapo
pagrindiniu, tvariu btdu pasiekti vis didéjancia rinkos paklausa. In vitro kultiras organiniais
junginiais, hormonais, mineralais, augimo reguliatoriais ir kitomis reikalingomis medZiagomis
apriipina mitybinés terpés, tod¢l optimalaus hormony ir organiniy medZziagy balanso sukiirimas
paspartina reikiamy fitocheminiy junginiy biosintez¢ vaistiniy augaly kaliaus kultiirose.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Reagentai

NH4NO3; KNO3; CaClz‘szo; MgSO4'7H20; KH2P04; KJ, H3BO3; MnSO4-4 Hzo; ZI’ISO4'7H20;
NasMo0O4-2H,0; CuSO4-5H;0; CoCly-6H20; FeSO4-7H>O; NaEDTA:-2H,0; mioinozitolis;
nikotininé rugstis; piridoksinas-HCI; tiaminas-HCI; glicinas; sacharozé; Agar-agaras; 2.,4-
dichlorfenoksiacto rtgstis, 3-indolilacto riigStis; 1-naftilacto rugstis; 6-benzilaminopurinas;
NaClO (10 %); etanolis (70 %); sterilus vanduo; distiliuotas vanduo; metanolis; natrio fosfatinis
buferis 0,2 M (pH 6,6); 1 % K3[Fe(CN)s]; trichloracto riigstis (10 %); FeCls (0,1 %); 300 mM acetato
buferis (pH 3,6); 10 mmol 2,4,6-tripiridil-s-triazinas (TPTZ) istirpintas 40 mmol/l HCI; FeCls x 6H,O
(20 mmol/l); 2000 umol/L FeSO4 x 7 H,O; DPPH etaloninios tirpalas; 20 mM fosfatinis buferis
(pH7,4); 2 mM ABTS; 0,17 mM kalio persulfatas; 20 mM fosfatinis buferis (pH 7,4); acetonas (70
%); Folino-Kiokalto reagentas; natrio karbonato tirpalas (7,5 %); tanino riigstis; albuminas;
Bradfordo reagentas; 0,1 M Glicinas — HCI1 (pH 2,6); 0,1 M Natrio acetatas (pH 4,0); lediné acto
rigstis; ninhidrininis reagentas; H3POs; L-prolinas; C;HsOH (96%); CaCOs; kvercetinas; 2 %
aliuminio chloridas; 0,066 M K/Na fosfatinis buferis (pH=7,4); 1 mM ditiotritolis (DTT); 0,5 mM
fenilmetilsufonilfluoridas; DMSO; polivinilpirolidonas; 40 mM Tris-HCI buferis; 10 mM L-
metioninas; 54 pM nitromélynasis tetrazolis; Tritonas X- 100 (0,025%); 3 uM riboflavinas; natrio
chloridas; askorbo rtigstis; butilintas hidroksitoluenas.

2.2. Darbo priemonés ir aparatiira

— horizontalaus srauto laminaras;
pH-metras;
autoklavas;

— kei¢iamo tiirio automatinés pipetes;
— analitinés svarstyklés;

— termostatas;

—  spektrofotometras;

— centrifuga;

— Ependorf centrifuga;

— termostatuojamas kratytuvas;

— laboratoriné grustuve su piestele;
— laboratoring liepsna;

— mégintuvéliai,

—  Petri 1ékstelés;

— skalpeliai;

—  pincetai;

— matavimo kolbos

— filtravimo popierius.

2.3. S. officinalis ir M. piperita sékly sterilinimas

Siekiant nuo sékly pavirSiaus pasalinti galimus virusus, grybelius bei bakterinius patogenus vaistinio
Salavijo séklos 1 min sterilinamos 70% C,HsOH ir 10 min — 0,01% HgCl tirpalu, o po $io proceso
praplaunamos 3 kartus steriliu distiliuotu vandeniu. Pipirmétés séklos atitinkamai 1 min laikomos
70% C:HsOH, 10 min — AgNOs tirpale ir 4 kartus praplaunamos steriliu distiliuotu vandeniu.
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Aseptinémis salygomis, laminare, séklos sodinamos i mégintuvélius ir Petri 1éksteles. Laminaras
sterilinamas 70% C>HsOH ir ultravioletiniais spinduliais.

2.4. Vaistiniy augaly lasteliy mitybinés terpés paruoSimas

Salavijo ir pipirmétés lasteliy kultivavimui privaloma mitybiné terpé bei iSoriniai aplinkos veiksniai,
tokie kaip temperatiira, Sviesa. Augaly lasteliy kultivavimui in vitro jprasta maitinamoji terpé
sudaroma naudojant mikroelementus, makroelementus, anglies $altinj, augimo hormonus, organinius
priedus. Viena dazniausiai naudojamy terpiy audiniy kultiroms kultivuoti yra Murashige & Skoog
terpe, pasizyminti didele amonio drusky, nitraty ir kalio koncentracija, o i $ios sudétj jeina nikotininé
rugstis, tiamino hidrochloridas, mioinozitolis, piridoksino hidrochloridas ( zr.2.1 lentelé.).

2.1 lentelé. Mitybinés Murashige & Skoog terpés sudétis

Reagentai Koncentracija tirpale mg/l Koncentracija terpéje mg/l |
Makroelementai
NH4NOs 33000 1650
KNO; 38000 1900
CaCl, 2H,O 8800 440
MgS04-7 H.O 7400 370
KH,PO4 3400 170
Mikroelementai®
KI 166 0,83
H;BO:; 1240 6,2
MnSO;-4H,0 4460 22,3
ZnS04-7 H,O 1720 8,6
Na,MoOs-2 H,O 50 0,25
CuS04 -5 H,O 5 0,025
CoCl; -:6H.O 5 0,025
Gelezies Saltinis®
FeSO4-7TH,O 5560 27.8
Na;EDTA -2H,O 7460 37.3
Organiniai priedai®
Mioinozitolis 20000 100
Nikotino rigstis 100 0,5
Piridoksinas-HCl 100 0,5
Tiaminas-HCI 100 0,5
Glicinas 400 2
Sacharozé 30000
Agar-agaras 5

b - 50 ml tirpalo pilame j terpg;

¢ — 5 ml tirpalo i terpg;

Eksperimento metu MS terpés reagenty kiekiai ( zr.2.1 pav.) paimti i§ pradiniy tirpaly bei maisSyti su
800 ml distiliuoto vandens, pridedant sacharozg¢ ir sureguliuojant pH 5,7. Terpés ruoSimas testas
pridedant agaro, naudojamy augimo hormony, 200 ml sterilaus distiliuoto vandens ir viskas maiSyta,
kol agaras pilnai iStirpsta. Terpé autoklavuota 120 ‘C temperatiiroje, esant 0,75—1 atm. slégiui, 15
min ir iSpilstyta | suzymétas Petri 1¢ksteles taip, kad uzpildyty trecdalj indeliy. Siekiant iSvengti
patogeny, mikroby, grybeliy trukdymo lasteliy dauginimuisi ir biity padidinta sékmingos in vitro
kultiiros tikimybé, maistinés terpés paliktos sterilioje aplinkoje. Optimali kultivavimo temperatiira
yra 20-22 °C. Reguliariai kas 2 savaites kultivuojami eksplantai perkelti j nauja mitybing terpg.
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Maitinamosios terpés
paruo$imas

Visi §ie reagentai, iSskyrus
i~ sacharoze ir agarg, sumaiSomi N l:':::::ol:éa
800 ml distiliuotu vandeniu irmaifoma
1 L mitybinés terpés paruoimui uZpildytame matavimo cilindre
e Makro druskos: 50 ml; ‘
e Mikro druskos: 5 ml; Terpés
e Fe-EDTA:5ml; papildymas Pridedamas Sureguliuojamas
e Sacharozé:30g; augimo - agaras B pH ties 5,7
e Agaras:5g; hormonais
e Organiniai priedai: Sml;
e pH:5,758; ‘
e Sterilus distilivotas vanduo: 1 L.
Terpé
autoklavuojama Mai¥oma, kol Pridedama 200 ml
120 °C, 0,75-1 [»| agarasvisiSkai > gistiliuoto
atm., 15 min. istirps vandens
v
Terpé iSpilstoma j Petri IékSteles ir paliekama sterilioje
aplinkoje 13steliy kultivavimui

2.1 pav. Maitinamosios terpés paruo$imo schema
2.5. Augimo hormony paruoSimas

Tyrimo metu, skirtingomis koncentracijomis, naudoti 3 auksinai: 1-naftilacto riig§tis (NAR), 2,4-
dichlorfenoksiacto rugstis (2,4-D), 3-indolilacto riigstis (IAR) ir 2 citokininai: 6-benzilaminopurinas
(BAP), 1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il)ur¢ja (TDZ). Pagrindinés tiriamosios medziagos tirpalo (0,1
mg/ml) paruoS$imui, ] matavimo kolba, pasverta ir suberta 10 mg tiriamojo junginio bei jpilta 2—5 ml
distiliuvoto vandens. Tiriamajam junginiui pilnai iStirpus, papildomai jpiltas dvigubas kiekis
distiliuoto vandens ir viskas iSmaiSyta. ParuoSimo pabaigoje, distiliuoto vandens pripilta iki 100 ml.
Pagal formule (1) apskaic¢iuojamas reikalingas paimti tiriamyjy medziagy tirpalo tiris i§ pradinio
tirpalo:

_AxB
C

X

(1)

X —reikalingas paimti tirpalo tiiris i§ pradinio paruosto tirpalo su tiriamaja medZziaga, ml;
A —reikalinga gauti galutin¢ koncentracija, mg/l;

B — praskiedimo tiiris, 1;

C — pradinio tirpalo, paruosto su tiriamaja medziaga, koncentracija (mg/ml).

27



Sis tiiris praskiedziamas iki 100 ml, kad gauti reikiama koncentracija (mg/1).

norima fitohormono L.
.. X terpés turis, 1 o
koncentracija, mg/l reikalingas

turima fitohormono koncentracija, mg/ml ~ fitohormono kiekis, ml

2.6. Augaliniy Zaliavy paruoSimas tyrimams

Uzaugintas vaistinis Salavijas ir pipirmété buvo dziovinti kambario temperattiroje, 48 val, kad biity
sumazintas oksidacinis nuostolis, prie§ medziaga susmulkinant. Vaistiniai augalai sutrinti 100 ml
porcelianingje griistuvéje su piestele iki smulkiy milteliy ir naudoti kiekybiniams, bioaktyvumo
tyrimams.

2.7. Antioksidaciniai tyrimai
2.7.1. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas DPPH metodu

Vaistinés pipirmétés ir $alavijo antioksidacinés savybés buvo patikrintos DPPH- tyrimu. Sio tyrimo
metu fenoliniai junginiai pasiZymintys antioksidaciniu aktyvumu reaguoja su laisvuoju radikalu
DPPHe, o S§] inaktyvavus atsiranda molekulés spalvos pasikeitimas, kuris iSmatojamas
spektrofotometriskai 515 nm bangos ilgyje. I mégintuvélius buvo idéta 0,2 g susmulkinta ir
i8dziovinta augaliné Zzaliava, uzpilta 2 ml metanoliu ir 10 min homogenizuota, o po to 10 min
centrifuguota 9000 aps/min grei¢iu. 100 ml talpos matavimo kolboje tirpinant 0,0024 g DPPH
radikalo metanolyje buvo paruostas etaloninis DPPH tirpalas. 0,077 ml paruoSto ekstrakto
meégintuvelivose sumaiSytas su 3 ml DPPH etaloniniu radikaly tirpalu. AnalogiSkai paruostas
kontrolinis méginys, kuriame vietoj augalinio ekstrakto buvo identiSkas kiekis metanolio. Gauti
miSiniai palikti kambario temperatiiroje, tamsoje 15 min. Méginiy absorbcija iSmatuota 515 nm
bangos ilgyje, o DPPH radikaly inaktyvinimo procentas buvo apskai¢iuotas pagal lygti (2):

% slopinimas = [(Ag— Aa)/Ag ] x 100 2)

Ag — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis.
Aa — tirlamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis.

2.7.2. 8. officinalis ir M. piperita antioksidacinis aktyvumas pagal FRAP metoda, naudojant
2,4,6-tripiridil-s-triazing (TPTZ)

Tiriamyjy augaly ekstrakty gebéjimas redukuoti bespalvj Fe3*- TPTZ kompleksg iki mélynos spalvos
Fe**- TPTZ, esant rugstiniam pH atliktas naudojant redukuojancios geleZies antioksidacinj tyrima.
Ekstraktas ruostas 0,1 g iSdziovinta augaline Zaliavg 30 min ekstrahuojant 5 ml metanolyje 45°C
temperatiiroje ir misinj centrifuguojant. | praskiestus ekstrakty méginius (80 pL metanolio ir 20 pL
méginio) buvo jdéta 3 ml FRAP. Sis reagentas buvo paruoitas sumaisius 2,5 ml 10 mmol TPTZ, 25
ml 300 mM acetato buferio ir 2,5 ml FeClz x 6H,0O (20 mmol/l). Spektrofotometriskai matuota
tirlamojo komplekso absorbcija 593 nm bangos ilgyje. Rezultatai buvo apskai€iuoti naudojant
umol/L Fe(II)/L kalibracine kreive. Si parengta naudojant FeSO4x 7 H>O (5, 10, 15, 20; 25 pmol/L).
Tus¢ias meginys kalibracinei kreivei — 3 ml FRAP, 7 ml H20.
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2.7.3. Salavijo ir pipirmétés redukciniy savybiy nustatymas

Tyrimams reikalingo ekstrakto paruoSimas vykdytas naudojant iSdziovinta ir susmulkinta 0,1 g
augaline Zaliavg ekstrahuojant 5 ml metanolyje 30 min 45°C temperatiiroje. Bandiniai centrifuguoti
10 min. Antioksidaciniy savybiy nustatymui, ] paimtus 0,5 ml skiritingy koncentracijy ekstrakty
bandinius jpilta 1,25 ml 1% K3[Fe(CN)s] ir 1,25 ml 0,2 M fosfatinis buferis. ISmaiSyti méginiai
inkubuoti 20 min 50 °C temperatiiroje. Tada jpilta 1,25 ml 10 % trichloracto riigsties, o gautas miSinys
centrifuguotas 5 min. Centrifuguoto tirpalo (1,25 ml) sumaisyta su 25 ml 0,1 % FeClz ir 1,25 ml
distilivotu vandeniu. Méginiy Sviesos sugertis iSmatuota spektrofotometru 700 nm bangos ilgyje.
Kaip tus¢ias méginys naudotas — 1,0 ml 1% K3[Fe(CN)s] ir 1 ml 0,2 M fosfatinis buferis. Tiriamy
meéginiy redukcinj aktyvumg tiesiogiai atspindi Sviesos absorbcija, kuo §i didesné, tuo didesnés
tirlamojo junginio redukcines savybeés.

2.7.4. Pipirmétés ir Salavijo antioksidacinio aktyvumo nustatymas ABTS metodu

ABTS tyrimas remiasi santykiniu antioksidanty gebéjimu slopinti vandeninéje faze¢je susidariusj
radikalo anijong. ABTS susidaro reaguojant su stipriu oksidatoriumi, pavyzdziui, misy tyrime
naudotu kalio persulfatu. Mélynai - Zalio ABTS radikalo sumazinimas antioksidantais, matuojamas
pagal jam biidingo ilgyjy bangy sugerties spektro slopinimg. Tiriamasis vaistiniy augaly ekstraktas
paruostas 0,1 g augaline Zaliavg ekstrahuojant 5 ml metanolyje 30 min 45 °C temperatiiroje, o gauta
misinj 10 min centrifuguojant 9000 aps./min. Po to, 0,5 ml ekstrakto kiekis sumaiSytas su 0,3 ml
praskiestu ABTS tirpalu ir 1,7 ml fosfato buferiu (20 mM). Kontrolinis bandinys naudotas 20 mM
fosfato buferis. ABTS radikalo Sviesos sugertis fiksuota 734 nm bangos ilgyje ir procentinis radikalo
anijono slopinimas nustatymas pagal formule (2).

2.8. Augaly bioaktyviy metabolity nustatymas
2.8.1. Bendros fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas Folino-Kiokalto metodu

Sio metodo principas yra Folino-Kiokalto reagento redukcija esant fenoliams, todél susidaro
molibdeno-volframo melyna spalva, kuri spektrofotometriskai matuojama 725 nm bangos ilgyje, o
intensyvumas didéja tiesiSkai didéjant fenoliniy junginiy koncentracijai reakcijos terpéje. Ekstrakto
paruosSimui pasverta 0,05g augaliné medziaga suberta 1 10 ml 70 % acetono tirpalg ir maiSyta 20 min
ant purtyklés, kambario temperatiiroje. Tesiant bandinio parengima, jis centrifuguotas 10 min 9000
aps/min 4’ C ir 2 min Eppendorf mégintuvéliuose. 30 ul ekstrakto supernatanto praskiesta distiliuotu
vandeniu iki 500 pl ir sumaisyta su Folino-Kiokalto reagentu, 1,25 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalu.
Augalinj ekstraktg kei€iant standartiniu tanino riigsties tirpalu, taciau skirtingais kiekiais - 0,0; 20;
40; 60; 80; 100, 120 pl, analogiSkai paruosti méginiai kalibravimo kreivéi sudaryti. ISmaiSyty méginio
absorbcija, po 40 min inkubacijos tamsoje, matuota spektrofotometru 725 nm bangos ilgyje. Bendra
fenoliniy junginiy koncentracija pagal tanino rugsties ekvivalenta (mg/100 g) apskaifiuota pagal
formule (3):

x =aV x100/n €)
a — tanino riigsties koncentracija i§ kalibravimo kreivés, mg/l;

V — pradinis ekstrakto tiiris 1;
n — augaliné mase, g
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2.8.2. Flavonoiduy koncentracijos nustatymas pipirmétéje ir Salavijuje

Placiai taikomas kiekybinio flavonoidy nustatymo metodas yra pagristas jo reagavimu su aliuminio
chloridu ir susidariusio komplekso spektrofotometriniu nustatymu, kuris suteikia hiperchrominj
efekta ir batochrominj poveikj. Analizei atlikti augaliné medziaga (0,5g) buvo ekstrahuota 5 ml 80 %
metanoliu parg laiko termostatuojamame kratytuve 150 rpm grei¢iu. Po 10 min homogenato
centrifugavimo 9000 rpm, surinktas supernantas naudotas eksperimente. Flavonoidy koncentracijos
jvertinimas po 30 min tiriamojo bandinio (0,1 ml) veikimo 1 ml 80 % metanoliu ir 1 ml 2 % aliuminio
chloridu atliktas iSmatuojant Sio miSinio absorbcijg 415 nm bangos ilgyje, spektrofotometru.
Vaiztazoliy zaliavos rezultatai apskaiciuoti pagal kverceting mg/g, naudojant lygtj (4):

XV
9

4

Ci — kvercetino koncentracija mg/ml pagal kalibracing kreive;
V — ekstrakto pradinis tiiris, ml
g —augaliné mase, g

Kalibracing¢ kreive paruosta 1 mg/ml kvercetino istirpinant metanolyje. 10 mg/l; 20 mg/1; 30 mg/1; 40
mg/l; 50 mg/l tirpalo koncentracijos iSgautos 1 5 mégintuvélius ipilant atitinkamg kiekj kvercetino
tirpalo (0,1 ml; 0,2 ml; 0,3 ml; 0,4 ml; 0,5 ml) ir 0,15 ml 2 % aliuminio chlorido. Kiekvienas bandinys
praskiestas metanoliu iki 10 ml, Sviesos sugertis iSmatuota 415 nm bangos ilgyje. Kaip kontrolé
naudotas metanolis.

2.8.3. Fenoliniy ragsciy nustatymas pipirmétéje ir Salavijuje

Vandeninis augalinés zaliavos ekstraktas buvo gautas 30 min homogenizuojant 0,1 g augalinés
medZziagos su 2 ml distiliuotu vandeniu termostatuojamame kratytuve 25 °C. Ekstraktas 10 min
centrifuguotas ir praskietas distiliuotu vandeniu iki 5 ml. ] 1 ml turimo ekstrakto jpilta 5 ml distiliuoto
vandens, 1 ml Arnovo reagento, I ml HCl ir 1 ml NaOH. Tirpalas iki 10 ml praskiestas distiliuotu
vandeniu. Spektrofotometrinis matavimas 490 nm bangos ilgyje atliktas, siekiant nustatyti Sviesos
sugert] ir pagal formule (5) apskaiciuota fenoliniu riigS¢iy koncentracija pagal kavos riigst] %:
0 = A X1.7544 (5)
m

A — §viesos sugerties reikSmé

m — augaliné masé,g

1,7544 — koficientas (pagal kavos riigstj)

2.8.4. Pipirmétés ir Salavijo pigmenty koncentracijos nustatymas

Chlorofilo a ir b bei karotinoidy tyrimas augaly audiniuose paremtas spektrofotometriniu §viesos
absorbcijos nustatymu atitinkamuose bangos ilgiuose (chlorofilo a — 662 nm, chlorofilo » — 644 nm,
karotinoidy — 441 nm). Junginiy nustatymui smulkinti augaliniai méginiai tiksliai pasverti iki 1 g,
iStirpinti 20 ml 96% etanolyje ant kratytuvo ir filtruoti j cilindra. Gauti ekstraktai praskiesti etanoliu,
tiek, kad biity gaunamos 0,1-0,8 Sviesos absorbcijos reikSmés. Filtrato absorbcija spektrofotometru
iSmatuota bangos ilgiuose chlorofilo a — 662 nm, chlorofilo b — 644 nm ir karotinoidy — 441 nm.

Pigmentu koncentracija nustatoma pagal formules (6),(7),(8), (9), (10):
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Chlorofilo a koncentracija (mg I'"): Ca= 9,784 Des2— 0,99Dg44; (6)

Chlorofilo b koncentracija (mg 1'!): Cp = 21,426Ds44- 4,65Ds62; (7)
CatCvr=5,134D¢621+20,436Dg44; (8)
Karotinoidy koncentracija (mg 1'!): Ciarotinoidai = 4,695D441-0,268 (Ca+Cp); 9

Pigmenty koncentracija mg/100g apskai¢iuojamas:
X =CVV2x 100/nV; x 1000 (10)

C- pigmenty koncentracija mg/l;

V- pradinis ekstrakto tiris;

V- pradinis ekstrakto tiiris, ml, paimtas praskiedimui;
Vo— praskiesto ekstrakto tiiris, ml ;

n— augaliné mase, g .

2.8.5. Liuteino koncentracija S. officinalis ir M. piperita augaluose

Siekiant nustatyti junginio koncentracija tiriamojoje medziagoje, Svieziai sumaltas méginys (100 mg)
esktrahuotas 20 ml acetonu ir maiSytas kratytuve 250 rpm greiciu 240 min. Gautai suspensijai leista
stovéti 5 min, o po to ji centrifuguota 9000 aps/min greiciu, 10 min. [ iSsiskyrusias nuosédas pridéta
10 ml acetono ir 60 min Svelniai maiSyta bei 15 min centrifuguota 9000 aps/min grei¢iu. Liuteino
koncentracija vaistiniuose augaluose nustatytas i§ formulés (11), pries tai iSmatavus méginiy Sviesos
sugertj 446 nm bangos ilgyje pagal acetona.

A 1 7 m k
X=— 36 x(—) X 568.88 X — X x 10329 x 9 (11)
(14.45 x 10%) b M  103ml g 103g

X—mg/g liuteino koncentracija;

Aus6—meginio Sviesos absorcija;

b —bangos ilgis (1 cm);

V — ekstrakto tiiris, ml;

M - augaliné zaliava, kg;

14,45 x 10* — molinés ekstincijos koficientas ( Lmol'cm™).

2.8.6. Salavijo ir pipirmétés bendrosios antocianiny koncentracijos nustatymas

Antocianinai i§ augalinés zaliavos (0,2g) buvo ekstrahuoti etanoliu (5ml) ir 15 min homogenizuoti
25 °C. Homogenatai 10 min centrifuguoti 9000 aps/min grei¢iu. Tada i vaistiniy augaly ekstrakty
méginius (1ml) atskirai jpilti 980ul NaOAc (pH 4,5) ir 980ul KCI1 (pH 1) buferiai. Abiejy tirpaly
absorbcija iSmatuota spektrofotometru 510 nm ir 700 nm bangos ilgiuose. Kontrolinis méginys
naudotas 50% etanolis. Bendroji antocianiny koncentracija nustatyta i§ formulés (12):

1000
BAK = (A'M"PF) -—— (12)

BAK - bendroji antocianiny koncentracija miligramai cianidin-3-gliukozido ekvivalento 100g;
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A — absorbcija = (Asionm - A700 nm) pHI1 - (Asionm - A700 nm) pH 4,5;
M — molekuliné masé (449,2 g/mol);
PF — praskiedimo faktorius;

&— cianidin-3-gliukozido (C-3-GE) molinis absorbcijos koficientas (26900 I/mol cm).
2.8.7. Askorbo rugsties kiekybinis nustatymas

Sio metodo principas yra titravimas 2,6-dichlorofenolindofenolio natrio druskos hidratu. Askorbo
rigstis reaguoja su hidratu pakeisdama spalva i§ mélynos i bespalve. Tyrimui naudota susmulkinta,
dziovinta medziaga uzpilta 10 ml druskos rugsties tirpalu, iSmaiSyta ir papildomai jpilta dar 40 ml
rugsties. MiSinys (10 ml) filtruotas ir toliau naudotas titravimui su 2,6-dichlorofenolindofenolio
natrio druskos hidratu, 50 ml tiirio kosinusinéje kolboje, kol bandinys nusidazo skaisciai rausva
spalva. Titravimo procesas kartotas tris kartus ir apskaiCiuotas vidurkis. Askorbo riigsties
koncentracija 100 gramy, mg% nustatyta pagal proporcija:

lg—1,76 mg X=176 mg%
100g —x mg

2.8.8. Baltymu koncentracijos nustatymas S. officinalis ir M. piperita augaluose

Bradfordo metodas, pagrijstas susidarusio komplekso matavimu, sagveikaujant baltymams su Kumasi
briliantiniu méliu, taikant spektroskoping analize 595 nm bangos ilgyje. IS sausos augalinés zaliavos
(0,05 g) baltymai iSekstrahuoti panaudojant atskirus buferius ( 0,1 M Glicinas — HCI; pH 2,6 ir 0,1
M Natrio acetatas (pH 4,0)), juos supylus i skirtingus mégintuvelius po 1ml. Po vienos valandos
maiSymo ir 20 min centrifiigavimo 4 °C temperatiroje, j gautg ekstrakta (200 pl) pridéta Bradfordo
reagento (2 ml). Pra¢jus 2 min matuota bandinio Sviesos sugertis 595 nm bangos ilgyje ir apskaiciuota
bendra baltymy koncentracija X (mg/100 mg) pagal lygtj (13):

n

a — baltymo koncentracija i§ kalibravimo kreivés, mg/ml;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;
n — augaliné masé, mg.

Kalibracinei kreivei reikalingas albumino tirpalas paruoStas 25 ml vandens iStirpinant 25 mg
albumino. Sis tirpalas supilstytas i atskirus mégintuvélius 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4; 1,6, 1,8 ml
turiais ir skiestas distiliuotu vandeniu iki 10 ml, po to pridedant 2 ml Bradfordo reagento. ISmaiSius
meéginius, jy absorbcija esant 595 nm bangos ilgiui, iSmatuota spektrofotometru.

2.8.9. L-Prolino nustatymas vaistiniuose augaluose

L-Prolino aminoriigSties nustatymas yra labai naudingas norint jvertinti augaly fiziologing bikle ir
suprasti jy atsparumg stresui. Didelio nasumo laisvojo prolino koncentracijai nustatyti naudotas
spektrofotometrinis metodas 520 nm bangos ilgyje. RuoSiant tiriamajj augalinj ekstrakta,
mégintuvélyje 100 mg susmulkintos augalinés medziagos uzpilta 4 ml distiliuotu vandeniu ir 3 min
kaitinta 95 °C temperatiiroje. Po to, mégintuvelis atSaldytas ir procesas papildomai kartotas tris kartus.
Paruostas ekstraktas centrifuguotas 9000 aps/min. grei¢iu 10 min. Surinktas supernantas, naujame
mégintuvélyje, praskiestas iki 6 ml. Analizei paimta 1 ml ekstrakto sumaiSyta su 1 ml ninhidridiniu
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reagentu, 1 ml acto riigS§timi ir Sildyta 60 min vandens vonel¢je. Tuscias méginys paruostas
analogiskai, 1 ml augalinio ekstrakto kei¢iant 1 ml distiliuoto vandens. 520 nm bangos ilgyje
iSmatuotas bandinio optinis tankis, o prolino koncentracija, esanti augaliniame ekstrakte, nustatyta
naudojantis L-prolino kalibravimo kreive pagal lygtj (14):

EXkX Vbendras
OV

paimta

Cx (14)

Xm

Cx — L-prolino koncentracija pmol/g;

E — tirpalo $viesos sugertis;

k — L-prolino koncentracija, gautas pagal kalibravimo kreive (umol)
V bendras — bendras ekstrakto tiiris, ml;

V paimta — paimto ekstrakto tiiris, ml;

m — vaistinés augalinés zaliavos kiekis, g.

L-Prolino kalibravimo kreivei reikalingas aminoriigsties tirpalas paruostas 10 ml distiliuoto vandens
iStirpinant 0,0011 g L-prolino. | 8 mégintuvelius jpilti skirtingi kiekiai L-prolino tirpalo (0,025; 0,05;
0,075; 0,1; 0,125; 0,15; 0,175 mM)), jie praskiesti iki 1 ml distiliuotu vandeniu ir papildomai jdéta 1
ml ninhidrininio reagento,] ml acto rugsties. Kontroliniui méginiui paruo$ti L-prolino tirpalas
kei¢iamas 1 ml distiliuotu vandeniu, papildomi reagentai ir jy kiekai iSliko tie patys. Visi bandiniai
60 min kaitinti 95 ° C temperatiiroje vandens vonel¢je. Jiems atvésus Sviesos absorbcija iSmatuota
520 nm bangos ilgyje.

2.8.10. Malondialdehido (MDA) koncentracijos nustatymas

Malondialdehidas kiekybiskai vertinamas kaip stiprus Sviesg sugeriantis ir fluorescuojantis aduktas
po reakcijos su tiobarbitiiro rigStimi iSmatuojamas 532 ir 600 nm bangos ilgiuose. Augaliné medziaga
(100 mg) 10 min homogenizuota su 1,5 ml 20% trichloracto riig§timi, toliau 10 min centrifuguota
9000 aps/min 4 °C ir 2 min Eppendorf mégintuvéliuose. Supernantas (0,3 ml) sumaiSytas su 1,3 ml
0,5% tiobarbitiirine rugstimi. Misinys 30 min inkubuotas 95 °C temperatiiroje, atSaldytas ir 10 min
centrifuguotas 9000 aps/min. MDA koncentracija nustatyta pagal formule (15), o Sviesos absorbcija
fiksuota 532, 600 nm bangos ilgiuose.

_ (Es32—Eg00) Ve'2

Cx k-m-V,

(15)

Cx— MDA koncentracija pmol/g;

E — tirpalo $viesos sugertis;

V. — ekstrakto tiris, ml;

Va—ckstrakto tiiris analizei, ml;

k — molekulinés ekstincijos koeficientas 156 Mm™! x cm’!;
ms— bandinio masé, ekstrakcijai, g.

2.9. Antioksidaciniai fermentai
2.9.1. Fermento superoksido dismutazés aktyvumo nustatymas augaluose

Superoksido dismutazés aktyvumas nustatomas kaip chromageno slopinimas arba mazinimas 560 nm
bangos ilgyje. Vaistinis augalinis ekstraktas buvo paruostas homogenizuojant smulkinta augaline
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zaliava (0,1 g) 0,066 M K/Na fosfatiniame buferyje (pH 7,4) 4 ml turyje. Buferiné terpé turi iStirpinto
DMSO, 1-3 mg polivinilpirolidono, 1 mM ditiotreitolio, 0,5 mM fenilmetilsufonilfluorido. Tas pats
augalo méginys maiSytas 10 min kratytuve 25 °C ir 10 min centrifuguotas 9000 aps/min. Supernantas
surinktas ir dar centrifuguotas Eppendorf mégintuveéliuose. 200 pl méginio paimta baltymy
nustatymui ir sumaiSyta su 2 ml Bradfordo reagento. Spektrofotometru iSmatuota Sviesos sugertis
595 nm bangos ilgyje ir nubraizyta baltymy kalibravimo kreivé pagal albuming. 2 ml reakcijos
misinyje buvo 640 pl distiliuoto vandens, 200 pul 100 mM L-metionino, 500 pl 0,1% Tritono X-100,
400 pl 200 mM Tris-HCI buferio (pH 7,8), 540 uM nitromélynojo tetrazolio, 20 ul 300 pM
riboflavino, ir 40 pl fermentinio preparato. Kontrolin¢ reakcija atlikta be fermentinio miSinio.
Fermento superoksido dismutazés reakcija jvykdyta veikiant reakcijos miSinj liuminescencinémis
lempomis. Po 30 min inkubacijos uZfiksuota meginiy Sviesos absorbcija 560 nm bangos ilgyje ir
apskaiciuotas fermento aktyvumas (16):

log (g—’;)

1 = 1
log2 X m (16)

A — SOD aktyvumas vnt/mg;

E k — Sviesos sugertis kontrolinio bandinio;

E 1t — Sviesos sugertis tiriamojo bandinio;

m — baltymo masé preparato tiiryje, mg/ml (Baltymo kiekis apskaiCiuojamas pagal Bradfordo
metoda).

2.9.2. Prolindehidrogenazés aktyvumo jvertinimas S. officinalis ir M. piperita augaluose

Prolindehidrogenzés aktyvumas nustatomas spektrofotometrisSkai, kambario temperatiiroje, stebint
Sviesos sugerties didéjima 340 nm bangos ilgyje. Ekstrakcijai atlikti 0,1 g medziagos 10 min maiSyta
su 4ml buferiu (pH 7,8) i kurio sudéti jeina 1 mM EDTA; 0,05 M Tris-HCI (pH 7,8), 0,5% Tritono
X-100. 10 min ekstraktas centrifuguotas 9000 aps/min, o surinktas supernatantas 3 min Eppendorf
meégintuvelivose. Baltymo fiksavimui reakcijos miSinys parengtas su 200 pl méginio ir 2 ml
Bradfordo reagento. MiSinio Sviesos sugertis iSmatuota 595 nm bangos ilgyje ir nubraizyta baltymy
kalibraciné kreivé pagal albuming. Méginys paruostas jpilant 1800 ul 0,02 M L-prolino, 1800 pl
karbonatinio buferio, 400 pl fermentinio preparato ir prie§ pat spektrofotometrinj matavima 100 pl
100 M NAD. Sviesos absorbcija fiksuota pradzioje ir po 3 min 340 nm bangos ilgyje ir fermento
aktyvumas nustatytas pagal formule (17):

1000 XAE XV
A= EEETve— (17)
A — prolindehidrogenazés aktyvumas pmol NAD/mg baltymo x min;
AE— Sviesos sugerites pokytis po 3 min ir pradzioje;
V — bendras miSinio tiris, ml;
k — molinés ekstincijos koeficientas 6,22 umol'x cm!;
m — baltymo masé preparato turyje, mg.
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2.10. Antibakterinis aktyvumas

2.10.1. Tiriamyjy augaly ekstrakty antibakterinis jvertinimas prie§ Xanthomonas campestris;
Rhizobium radiobacter bakterijas

Antibakterinis aktyvumas iStirtas remiantis bakterijy suspensijy, Xanthomonas campestris;
Rhizobium radiobacter auginimu Petri lékstelése, Sias slopinant Ciprofloksacino antibiotiku bei
vaistiniy augaly ekstraktais. 0,5 g augalinés medziagos ekstrahuota 5 ml DMSO tirpalu ir 10 min
centrifuguota 9000 aps/min. Paruosta Luria-Bertani terpé (pH 7) i1 kurios sudétj jeina 10,0 g/L
triptono; 10,0 g/L natrio chlorido, 5,0 g/L mieliy ekstrakto ir 10 g/L mikro agaro. Bandymui naudotas
Ciprofloksacino antibiotikas (darbin¢ koncentracija - 50 pug/ml), ji iStirpinant 10 mg/ml DMSO
tirpale. Steriliai laminare vykdytas bakterijy séjimas 1 Petri 1éksteles pripildytas paruosta kieta
mitybine terpe, uzpilant 50 pl Rhizobium radiobacter, Xanthomonas campestris bakterijy
suspensijomis. LeksStelese uzdéti 6 popieriniai diskai, ant kuriy uzlasinta 25 pl augalinio ekstrakto.
Kontroliniai méginiai paruosti ant popieriniy disky uzlasinant 25 pl antibiotiko. Petri l€kstelés 48 val.
termostatuotos 37 “C temperatiiroje ir fiksuotas antibakterinis augaliniy ekstrakty ir Ciprofloksacino
aktyvumas, matuojant susidariusias slopinimo zonas.

@ Mikroorganizmu

augimas

‘ @ Slopinimo zona

2.2 pav. Bakterijy slopinimas Petri l€kstelése augaliniais ekstraktais
2.11. Statistiné analizé

Visi vaistiniy augaly ekstrakty fitocheminiy medziagy, antimikrobinio, antioksidacinio aktyvumo
matavimai buvo atlikti trimis egzemplioriais, o bioaktyviyjy junginiy kiekio ir antioksidacinio,
antimikrobinio aktyvumo rezultatai pateikiami kaip vidurkis + standartinis nuokrypis. Gauti tyrimy
rezultatai buvo analizuojami ,,Microsoft Excel" kompiuterinés programos pagalba, apskai¢iuojant
rezultaty vidurkius, junginiy kiekius ir koncentracijas, braizant stulpelinio tipo grafikus bei
kalibracines kreives.
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3. Tyrimuy rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Tiriamuju augaly ekstrakty antioksidacinis aktyvumo jvertinimas

Salavijo ir pipirmétés ekstrakty antioksidacinis aktyvumas buvo jvertintas in vitro metodais, jskaitant
gebéjima slopinti ar neutralizuoti stabilius laisvuosius radikalus, tokius kaip ABTSe (2,2'-azino-bis-
(3-etilbenztiazolin-6-sulfonriig§tes) radikalg), DPPHe (2,2-difenil-1-pikrilhidrazilg), taip pat dél
gebéjimo redukuoti metaly jonus, atliktas redukciniy savybiy nustatymas (RP) ir gelezies redukcinio,
antioksidacinio poveikio tyrimas (FRAP).

3.1.1. Tiriamyjy augaly ekstrakty antioksidacinis aktyvumas DPPH metodu
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3.1 pav. S. officinalis ekstrakty antioksidacinis aktyvumas naudojant DPPH metoda

IS gauty duomeny pateikty (zr. 3.1 pav) matome, kad fenoliniai junginiai esantys Salavijo skirtingo
augalo dalyse, demonstruoja gana stipry laisvyjy radikaly inaktyvinimg lyginant su antioksidantais —
askorbo rigStimi ar butilintu hidroksitoluenu. Stipriausiu antioksidaciniu poveikiu pasizyméjo
Salavijo lapy kaliaus ekstraktas (95,00%), mazesniu — Salavijo Sakny kaliaus ekstraktas (77,76%). O,
Salavijo ziedy ir stieby miSinio in vivo ekstraktui buvo budingas silpniausias antioksidacinis poveikis
(75,64%).

Hassan ir kt. [167] atliktame DPPH tyrime nustaté efektyviausia vaistinio $alavijo ekstrakto in vivo
koncentracija kaip kontrole naudojant sintetinj antioksidantg — butilintg hidroksianizolj. Salavijo
etanolio ir vandens ekstraktai parodé¢ stiprig koreliacija tarp jy koncentracijos ir antioksidacinio
aktyvumo. Didziausiu radikaly Salinimo aktyvumu pasizymeéjo 200 pg/ml koncentracijos, etanolio
ekstraktas (89,34+1,3%), lyginant su kitais ekstraktais. Misy atliktame tyrime Salavijo in vivo kaliaus
ir stieby ir ziedy miSinys bei Salavijo Sakny kalius pasiZzyméjo panasiu rezultatu (90,72%), taciau in
vitro lapy kultiira demonstravimo didesnj antioksidacinj aktyvumga (75,64-77,76%). Grzegorczyk ir
kt. [168] gavo priesingus rezultatus tiriant metanolio S. officinalis ekstraktus, nes in vitro pasizyméjo
mazesniu DPPH inaktyvinimo efektyvumu (72,3+2,2) nei in vivo ekstraktas (81,4+0,8).
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3.2 pav. M. piperita ekstrakty antioksidacinis aktyvumas naudojant DPPH metoda

Po jvykusio elektrony perdavimo tyrimo, pastebéta (3.2 pav), kad pipirmétés ekstraktuose esantys
fenoliniai junginiai parodé stipresni antioksidacinj aktyvumg nei Salavijy ekstrakte. Taip pat
pipirmétes lapy ir stieby in vitro kultiiros ekstraktai su BAP augimo reguliatoriumi (88,95%), stieby
( 87,92%) ir stieby bei lapy kaliaus kulttros su TDZ; IAR (85,33%) ekstraktai neutralizavo didesnj
DPPH radikalo kiekj nei pipirmétés stieby ir lapy kultiiros in vivo (atitinkamai 86,81% ir 87,12%).

M. piperita in vivo gauti rezultatai atitinka kity mokslininky tyrimus, kuriuose iStyrus antioksidacing
augalo veiklay DPPH metodu, veiksmingiausi buvo pipirméciy lapy chloroformo ekstraktas ir
pipirméciy eterinis aliejus parode ~90% antioksidacinj poveikj kaip ir miisy tyrimo in vivo pipirmétés
lapy bei stieby méginiai. Mokslininkai tyrime patvirtino teigiamg koreliacija su fenoliniy junginiy
koncentracija ir augalo antioksidaciniu aktyvumu [169].

3.1.2. Vaistinio Salavijo ekstrakty antioksidacinis aktyvumas DPPH metodu su skiedimu
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3.3pav. S. officinalis su skirtingomis ekstrakty koncentracijomis antioksidacinis aktyvumas naudojant DPPH
metoda
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IS atlikto DPPH metodo (zr. 3.3 pav.) su skirtingomis Salavijy in vivo ekstrakty koncentracijomis,
matome akivaizdziai didesnj antioksidacini pajéguma S. officinalis lapy ekstraktuose nei ziedy ir
stieby ekstraktuose visose koncentracijose. Taip pat pastebéta maz¢jancio antioksidacinio aktyvumo
tendencija, mazéjant ekstrakto koncentracijai. Taigi, didziausia radikalo neutralizavimo geba
nustatyta Salavijo lapy 0,1 g/ml ekstrakte (94,00%), panasSiu aktyvumu pasizyméjo Salavijo ekstrakto
aktyvumas siejamas su Salavijo ziedy ir stieby 0,025 g/ml ir 0,0125 g/ml koncentracijomis (
atitinkamai 38,82% ir 17,43%).

3.1.3. Antioksidacinis aktyvumas augaluose pagal FRAP metoda, naudojant 2,4,6-triptidil-s-
triazing
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3.4 pav. Kalibraciné kreivé pagal FeSO, x 7H,0
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3.5 pav. S. officinalis ekstrakty antioksidacinis aktyvumas pagal FRAP metoda
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Nustacius Salavijo ir pipirmétés redukuojancias savybes, pastebéta (zr. 3.5 pav.), kad intensyviausiu
antioksidaciniu pajégumu issiskyre Salavijo lapy in vitro ekstraktas (345,39 umol/l), taciau silpnesniu
nei antioksidantas — askorbo rigstis (512, 71 umol/l). Vidutiniu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo
Salavijo Sakny in vitro ekstraktas (135,88 pumol/l), o maziausiu ziedy ir stieby ekstraktas (82,46
umol/l).

Didesnis veiksmingumas (123,2+1,02 umol/l) pasiektas Hemmati ir kt. [170] darbe naudojant
optimalig Salavijo lapy méginj su 0,5 mg/l 2,4-D+ 0,5 BAP mg/l augimo reguliatoriais. Artimos
FRAP tyrimy reikSmeés gautos kity tyréjy darbe lyginant Salavijo ir rozmarino lapy ekstraktus,
skirtingose koncentracijose 20—150 pg/ml in vivo. Stipresniu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo
Salavijo lapy ekstraktas, kurio antioksidacinis aktyvumas tiesiogiai priklaus¢ nuo ekstrakto
koncentracijos ir svyravo 12,32-77,82 umol/l ribose. Miisy tyrime Salavijy lapy ekstraktas in vitro
pasizymejo didesniu 87,09 pmol/l aktyvumu, in vivo ziedy ir stieby méginys (11,24 pmol/l) panasus
1 maZziausig Salavijo lapy ekstrakto verte [171].
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3.6 pav. M. piperita ekstrakty antioksidacinis aktyvumas pagal FRAP metoda

Pagal gautus rezultatus (zr. 3.6 pav), pipirméciy ekstraktas pasizymeéjo didesniu antioksidaciniu
aktyvumu pagal FRAP metoda nei Salavijy ekstraktas. Taip pat didesniu redukuojanciu poveikiu
pasizymejo M. piperita kaliaus kultiry ekstraktas nei in vivo sglygomis augintos zaliavos ekstraktas.
Pipirmétés stieby kaliaus (411,49 pmol/l) ir stieby ir lapy miSiniui su BAP augimo reguliatoriumi
(406,61 umol/l) ekstraktui nustatytos didziausios koncentracijos. Maziausia — pipirmétés stieby in
vivo ekstrakte (126,37 pmol/l).

Mahfuz ir kt. [176] tyré skirtingas pipirmétés rusis ir Siy FRAP radikaly Salinimo efektyvuma . M.
piperita 18 trijy rusiy pasizymeéjo didziausiu FRAP aktyvumu. Minimalus ir maksimalus M. piperita
FRAP aktyvumas buvo 317,6 ir 558,33 pmol/l. O miisy tyrime naudoto augalo dalys kito mazesniame
aktyvumo diapazone 126,37 ir 411,49 umol/l. Remiantis §io tyrimo rezultatais, FRAP aktyvumo
skirtumai Mentha méginiuose buvo susije su bendra fenoliniy junginiy koncentracija.
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3.1.4. Antioksidacinis aktyvumas augaluose pagal FRAP metoda, naudojant 2,4,6-triptidil-s-
triazing su skiedimu
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3.7 pav. S. officinalis su mazesnémis ekstrakto koncentracijomis antioksidacinis aktyvumas pagal FRAP
metoda

Pakartojus tyrima (zr. 3.7 pav.) su mazesnémis ekstrakty koncentracijomis buvo gautos optimalios
Sviesos absorbcijos reikSmés, taciau rezultaty désningumas analogiSkas tyrimams atliktiems be
skiedimo. Didziausia koncentracija gauta pipirmétés stieby kaliaus ekstrakte (128,81 umol/l), po to
pipirmétes stieby ir lapy misinio su BAP (1mg/l) augimo reguliatoriumi (101, 98 umol/l) bei Salavijo
lapy in vitro (87,09 umol/l) ekstraktuose, tac¢iau nei viena i§ reikSmiy neparodeé, geresniy
antioksidaciniy savybiy uz askorbo rugsti (507,09 umol/l). Pipirmétés stieby in vivo (23,44 pmol/l),
Salavijo ziedy ir stieby miSinio in vitro ( 11, 24 pmol/l) ekstraktai pasizymejo silpniausiu redukciniu
poveikiu.
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3.8 pav. M. piperita su skirtingomis ekstrakty koncentracijomis antioksidacinis aktyvumas pagal FRAP
metoda
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3.1.5. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy nustatymas augaluose
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3.9 pav. S. officinalis ekstrakty redukciniy savybiy jvertinimas
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3.10 pav. M. piperita ekstrakty redukciniy savybiy jvertinimas

ISmatavus meéginiy Sviesos sugertis (zr. 3.9-3.10 pav.), didesnes reikSmes pademonstravo vaistinés
pipirmétés kaliaus kultiiros augaly ekstraktai, taciau jos buvo mazesnés nei antioksidanty butilinto
hidroksitolueno (2,48) ir askorbo riigities (3,30). Salavijo lapy kaliaus ekstrakto $viesos absorbcija
buvo didziausia (1,18), o maziausia stieby ir ziedy misinio in vitro (0,39) ekstrakte. Pipirmétés stieby
ir lapy kaliaus ekstrakte su BAP (1 mg/l) didZiausia reikSmé sieké (1,00), o maziausia iSmatuota
pipirmétés stieby in vivo ekstrakte (0,49).
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Panasus rezultatati gauti in vivo ekstraktuose, kuriuose pipirmétés lapy bandiniy Sviesos absorbcija
700 nm bangos ilgyje sieké 0,9+0,3 [169].

3.1.6. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy nustatymas augaluose su skiedimu
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3.12 pav. M. piperita su skirtingomis ekstrakty koncentracijomis redukciniy savybiy jvertinimas

Naudojant skirtingas ekstrakty koncentracijas (zr. 3.11-3.12 pav.), stipriausios redukcinés savybés
isliko ty pac¢iy augaly ekstraktuose. Sviesos sugerties dydis (0,58) uzfiksuotas 3alavijo lapy ekstrakte,
o 0,37 pipirmétes stieby ir lapy ekstrakte su BAP (1 mg/l). Maziausios reikSmés Salavijo ziedy ir
stieby misinio (0,18) ir pipirmétés stieby in vivo (0,15) ekstraktuose.
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3.1.7. Vaistinis augaly ekstrakty antioksidacinio aktyvumo nustatymas ABTS metodu
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3.13 pav. S. officinalis ir M. piperita ekstrakty antioksidacinio potencialo jvertinimas ABTS tyrimu

Pateiktuose rezultatuose (3.13pav.), galime matyti, kad naudojant ABTS metoda, didziausiu
antioksidaciniu aktyvumu pasizZyméjo vaistinio Salavijy kaliaus kultiiry i§ lapy, auginty ant MS terpés
su NAR (0,1 mg/l), BAP (0,2 mg/l) ir 2,4-D (0,5 mg/l) terpés, ekstraktas (99,27%), o maziausiu —
Salavijo ziedy ir stieby in vivo ekstraktas (97,54%). Apzvelgiant M. piperita aktyvuma, pastebéta, kad

geresniu slopinimu pasizymejo pipirmetés kaliaus kultiiry ekstraktai nei in vivo salygomis auginty

augaly ekstraktai. DidZiausias antioksidacinis aktyvumas fiksuotas pipirmétés stieby ir lapy kaliaus
kultiiry, auginty mitybinéje terpéje su BAP (1 mg/ml) augimo reguliatorimi, ekstrakte (98,77%).
Mazesniu aktyvumu pasizyméjo kaliaus stieby kulttury, auginty ant BAP (1 mg/ml) ; 2,4-D (0,2 mg/1)
terpés, ekstraktas bei stieby ir lapy, auginty ant TDZ (0,5 mg/l) IAR (0,1 mg/l) terpés, ekstraktas
(atitinkamai 98,63% ir 98,12%), 0 maziausiu — stieby, auginty in vivo salygomis, ekstraktas (97,33%).

3.2. Bioaktyviy metabolity tyrimai

3.2.1. Bendras fenoliniy junginiy jvertinimas Folino-Kiokalto metodu

S725nm

0.7
0.6
0.5
0.4

0.3

0.2 o

0.1 . D

0 e
0 1 2

y=0.0951x +0.0082 o®
R2=0.9977 .
R 3
X
-
Lo
o ®
3 4 5 6

Tanino rugsties koncentracija, pg/ml

3. 14 pav. Tanino riigsties kalibraciné kreivé

43



W
W
J

w
1

N
W
1

[\
1

—_
W
1

1.1

Bendra fenoliniy junginiy koncentracija, mg/100mg
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mg/1) mg/l) mg/1)
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Vaistinis augalas

3.15 pav. Bendra fenoliniy junginiy koncentracija (mg/100mg) S. officinalis ir M. piperita vaistiniy augaly
ekstraktuose

Po atliktos fenoliniy junginiy analizés Folino-Kiokalto metodu (zr. 3.15 pav), didziausia $iy junginiy
koncentracija pasizymeéjo Salavijo lapy kaliaus ekstraktas — 3,17 mg/100 mg. Aukstos reikSmés gautos
ir pipirmétés stieby ir lapy kaliaus kultiiry, auginty MS terpéje su BAP, ekstrakte — 3,03 mg/100mg
bei pipirmétés stieby kaliaus, auginto MS terpéje su BAP; 2,4-D, ekstrakte — 2,96 mg/100mg.
Pipirmétés lapy in vivo, stieby ir lapy kaliaus kulttiry, auginty su TDZ; IAR, ekstrakte bei stieby in
vivo ekstrakty koncentracijos sieké 1,05-2,70 mg/100 mg. Salavijo $akny kaliaus, taip pat Ziedy ir
stieby miSinio in vitro ekstraktuose ir pipirmétés stiebuose in vivo buvo maziausios fenoliniy junginiy
koncentracijos (atitinkamai 1,05, 1,64 ir 0,52 mg/100mg).

Bendra fenoliniy junginiy koncentracija in vivo pagal jvairiy Salavijy ekstrakty absorbcijos vertes,
reaguojant su Folino-Kiokalto reagentu buvo tirta Hassan ir kt. [167]. Didziausig koncentracija
fenoliniy junginiy tyréjai nustaté Salavijo etanolio ekstrakte — 0,94+0,01 mg/100mg, o maziausia
uzfiksavo $alavijo eteriniame aliejuje — 0,07+0,003 mg/100 mg. Siuos rezultatus, lyginant su misy
atliktais, Salavijo in vivo kultiira pasizyméjo mazesne fenoliniy junginiy koncentracija 0, 52 mg/100
mg, taCiau lapy kaliaus kultira su augimo reguliatoriais, tris kartus virSijo didziausig aptikta kity
tyréjy koncentracijg ir sieké 3,17 mg/100 mg. Pipirmétés ekstrakto bendra fenoliniy junginiy
koncentracija taip pat buvo tris kartus didesné, lyginant su kity mokslininky darbu in vivo [173].
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3.2.2. Flavonoidy koncentracijos jvertinimas
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Vaistinis augalas

3.17 pav. Flavonoidy koncentracija mg/g S. officinalis ir M. piperita ekstraktuose

IS gauty tyrimy rezultaty galime pastebéti (zr. 3.17 pav.), kad didziausia bendra flavonoidy
koncentracija sukaupta augaly lapy, Salavijo kaliaus kultiry ekstraktuose sieké — 0,556 mg/g, o
pipirmétés lapy ir misinio BAP — 0,427 mg/g. Siek tiek maZesnémis reikimémis pasizyméjo
pipirmétés lapy in vivo bei stieby ir lapy misinio TDZ; AR (atitinkamai 0,354 ir 0,307 mg/g)
ekstraktai. Salavijo $akny kaliaus kultiiry ekstraktas parodé maZiausig §iy antriniy metabolity
koncentracijg — 0,072 mg/g.

Choukairi ir kt. [171] gauti rezultatai parod¢, kad Salavijo lapy eksplantai, auginami MS terpéje su
(0,5 mg/ 1) 2,4-D ir (0,5 mg/l) BAP, tur¢jo 65% didesn¢ bendra flavonoidy koncentracija nei miisy
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pasiekto geriausio rezultato méginys naudojant BAP (1 mg/l). Mier ir kt. [173] flavonoidy
koncentracijos tyrimuose su nattraliai auginta pipirmete, aptiko analogiskas reikSmes, lyginant su
miisy bandiniais, kuriuose naudoti augimo reguliatoriai (0,379+0,037mg/g), taciau 12% mazesnes
lyginant su méginiais in vivo.

3.2.3. Bendras fenoliniy riigiciy koncentracijos jvertinimas augalinéje Zaliavoje
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Vaistinis augalas

3. 18 pav. Fenoliniy rugs¢iy koncentracija mg/g S. officinalis ir M. piperita ekstraktuose

Pateikti duomenys (zr. 3.18 pav.) parod¢, kad bendra fenoliniy riig8¢iy koncentracija pagal kavos
rugsti ivairiose augaly dalyse skyrési. Fenoliniy riig§¢iy koncentracija pagal kavos riig§ti buvo
didziausia salavijo lapy kaliaus kultiry, auginty MS terp¢je su NAR (0,1 mg/l), BAP (0,2 mg/l), 2,4-
D (0,5 mg/l), ekstrakte (49,12%). Be to, didelés fenoliniy riigs¢iy koncnetracijos buvo rastos
pipirmétés lapy ir stieby miSiniuose in vitro ir pipirmétés lapuose in vivo ( atitinkamai 37,19 ir
30,00%) ekstraktuose. Maziausias rezultatas buvo fiksuotas Salavijo Sakny kaliaus kultiiros in vitro
ekstrakte (1,92%).

3.2.4. Chlorofilo a ir b bei karotinoidu nustatymas vaistiniuose augaluose
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S. officinalis M. piperita
3. 19 pav. Chlorofilo a koncentracija mg/100g S. officinalis ir M. piperita ekstraktuose
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Chlorofilo a koncentracija jvertinta (zr. 3.19 pav.) matuojant spektrofotometrines charakteristikas.
Didziausia chlorofilo a verté 4,37 mg/100g atitinkamai buvo rasta Salavijo lapy kaliaus kultiiry
ekstrakte. Dvigubai mazesnés vertés iSmatuotos pipirmétés kaliaus stieby ir stieby ir lapy miSinyje su
BAP, 2,4-D augimo reguliatoriais (atitinkamai 0,93 ir 1,81 mg/100g) ekstrakte. MaZziausia pigmenty
koncentracija fiksuota Salavijo zZiedy ir stieby in vitro misinio — 0,60 mg/100g ekstrakte.
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Vaistinis augalas

3.20 pav. Chlorofilo b koncentracija mg/100g S. officinalis ir M. piperita ekstraktuose

Pagal gautus rezultatus (zr. 3.20 pav.), chlorofilo b didziausia koncentracija buvo aptikta Salavijo lapy
kaliaus (2,43 mg/100g) ir pipirmétés stieby ir lapy su augimo reguliatoriumi BAP (2,32 mg/100g)
ekstraktuose. Maziausios reikSmeés 0,66 ir 0,56 mg/100g atitinkamai gautos Salavijo zZiedy ir stieby
misiniui in vitro bei Salavijo Sakny in vitro ekstraktuose.
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Vaistinis augalas

3.21 pav. Karotinoidy koncentracija mg/100g S. officinalis ir M. piperita ekstraktuose
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Pagal gautus rezultatus (zr. 3.21 pav.), didziausia koncentracija 0,67 mg/100g buvo gauta Salavijy
lapy kaliaus ekstrakte. Artimos reikSmes rastos pipirmétés stieby ir lapy su TDZ; IAR ir BAP (
atitinkamai — 0,29 ir 0,36, mg/100g) ekstrakte. Maziausia reikSmé pipirmétés stieby in vivo 0,06
mg/100g, o salavijo ziedy ir stieby miSinyje in vitro 0,05 mg/100g ekstraktuose.

Mokslininkai atlike karotinoidy ir chlorofilo ekstrahavimg klasikiniu btidu gavo panasius rezultatus
(chlorofilas a 1,45+0,23; chlorofilas b 2,58+0,04 mg/100g), taciau pakeite ekstrahavimo technika
reik§mingai paveiké bendra fitocheminiy junginiy koncentracija. Ultragarsu ekstrahuojant pipirmetés
lapus chlorofilo a koncentracija buvo net 62%, o chlorofilo b 54% didesnis, lyginant su maceracijos
budu ekstrahuotais méginiais [174]. Kity tyréju darbe Salavijo bandiniuose ekstrahuotuose jprastu
budu gautos artimos chlorofilo a vertés (0,6-3,95 mg/100g) ir maZesnés chlorofilo b (0,28-0,97
mg/100g) [175].

3.2.5. Liuteino koncentracijos jvertinimas augaluose
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3.22 pav. Liuteino koncentracija mg/g S. officinalis ir M. piperita

Ivykdzius liuteino koncentracijos nustatymg augaluose, matome (Zr. 3.22 pav), kad teorija pasitvirtina
ir didziausios liuteino koncentracijos buvo salavijo lapy kaliaus (0,097 mg/g) ir pipirmétés lapy in
vivo ( 0,054 mg/g) ekstraktuose. Nepriklausomai nuo augimo reguliatoriy, artima liuteino
koncentracija rasta pipirmétés stieby ir lapy misinio ekstraktuose ir svyruoja 0,052-0,053 mg/g ribose.
Mazos koncentracijos aptiktos Salavijo ziedy ir stieby miSinio bei Sakny kaliaus ekstraktuose
(atitinkamai — 0,041 ir 0,037 mg/g), o maziausia koncentracija uzfiksuota pipirmétés stiebuose kaliaus
BAP, 2,4-D ekstrakte - 0,031 mg/g.

3.2.6. Bendrosios antocianiny koncentracijos jvertinimas pipirmétéje ir Salavijuje
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3.23 pav. Bendroji antocianiny koncentracija mg/100g S. officinalis ir M. piperita vaistiniy augaly

ekstraktuose

IS gauty rezultaty nustatyta (zr. 3.23 pav.), kad M. piperita lapy in vivo ekstrakte buvo gauta didziausa
antocianiny koncentracija — 39,058 mg/100g. Vaistinio Salavijo ziedy ir stieby miSinio ekstraktas taip
pat turéjo didele antocianiny koncentracija — 35,734 mg/100g. Siy junginiy koncentracija $alavijo
lapy kaliaus ekstrakte buvo — 32, 410 mg/100g, o pipirmétés stieby in vivo — 31,578 mg/100g
ekstrakte. MaZziausia koncentracija buvo pipirmétés kaliaus stieby, auginty MS terpéje su BAP ir 2,4-
D - 1,662 mg/100g, ekstrakte.

3.2.7. Askorbo riigsties kiekybinis jvertinimas augaluose
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3.24 pav. Askorbo rugsties koncentracija 100g/mg% S. officinalis ir M.piperita ekstraktuose
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IS rezultaty pastebima tendencija (zr. 3. 24 pav.) , kad didziausia askorbo rugsties koncentracija
kaupési tiriamyjy augaly lapy ekstraktuose. Salavijo ekstrakte gauta askorbo riigsties koncentracija -
64,68 100g/mg, o pipirmétés — 44, 00 100g/mg. Pipirmétés stieby bei lapy ir stieby miSiniy kaliaus
kultiiry ekstraktuose koncentracijos svyruoja 26,40 - 32,27 100g/mg ribose. Maziausia askorbo
rugsties koncentracija fiksuota Salavijo Sakny kaliaus ekstrakte - 17,60 100g/mg.

3.2.8. Baltymuy koncentracijos jvertinimas augalinéje Zaliavoje.
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Vaistinis augalas

3.26 pav. Baltymy koncentracija mg/100mg S. officinalis ir M. piperita ekstraktuose, naudojant natrio
acetato buferj

Atlikus spektroskoping analizg (zr. 3.26 pav.), baltymy koncentracijai tirpaluose matuoti, didziausi
rezultatai matomas pipirmétés stieby kaliaus kultiirose, augintose MS terpéje su BAP (1 mg/l); 2,4-
D (0,218 mg/100mg ) ir $alavijo lapy in vitro (0,212 mg/100mg ) ekstraktuose. Salavijo $akny kaliaus,
pipirmétes stieby ir lapy kalius misinio TDZ; IAR ir BAP ekstraktuose reik§més svyravo 0,178- 0,188
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mg/100mg diapozone. O maziausios reikSmés pipirmétés stieby in vivo (0,138 mg/100mg) bei
Salavijo ziedy ir stieby miSinio in vitro (0,136 mg/100mg) ekstraktuose.
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Vaistinis augalas

3.27 pav. Baltymy koncentracija mg/100mg S. officinalis ir M. piperita ekstraktuose, naudojant natrio borato
buferj

Po baltymy koncentracijos nustatymo vykdyto su natrio borato buferiu pastebéta, kad didziausios
koncentracijos aptiktos pipirmétés kaliaus kultiiry, stieby, lapy ir stieby miSiniuose augintuose su
skirtingais augimo reguliatoriais, ekstraktuose ir svyravo nuo 0,286 iki 0,310 mg/100mg. 0,216
mg/100mg ir 0,214 mg/100mg atitinkamai buvo dvi maziausios koncentracijos Salavijo Sakny ir ziedy
bei stieby misinio in vivo ekstraktuose.

3.2.9. L-prolino koncentracijos jvertinimas
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3.29 pav. L-prolino koncentracijos (umol/g) ivertinimas S. officinalis ir M. piperita ekstraktuose

IS pateikty rezultaty galime matyti (Zzr. 3.29 pav.), kad didziausios L-prolino koncentracijos
kaupiamos augaly lapy, tiek in vitro, tiek in vivo ekstraktuose. Vaistinio Salavijo ekstrakte L-prolino
rasta 3850,67 umol/g, o pipirmétés — 3159,25 pmol/g. Mazesnés koncentracijos aptiktos pipirmétés
lapy ir stieby miSinio kaliaus BAP; BAP ir 2,4-D ekstrakte bei lapy ir stieby miSinio TDZ; IAR
(atitinkamai 1097,80; 1028,85; 806,90 pmol/g) ekstraktuose. Salavijo Sakny kaliaus kultiry

ekstraktams buidinga maZziausia L-prolino

koncentracija — 102,40 umol/g.

3.2.10. Malondialdehido (MDA) koncentracijos nustatymas
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3.30 pav. S. officinalis ir M.piperita ekstrakty malondialdehido koncentracijos nustatymas

Pagal gautus tyrimy rezultatus (zr. 3.30 pav.) matome, kad didesnes malondialdehido koncentracijas
kaupé $alavijo ekstraktai. Sakny kaliaus ekstrakte MDA koncentracija sieké 0,636 umol/g. Pipirmétés
stieby ekstrakte MDA koncentracija dvigubai mazesné nei Salavijo lapy ekstrakte — 0,375 pmol/g.
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Pipirmétés kaliaus kultiiros, stieby, stieby ir lapy miSiniy, auginty MS terpéje su BAP ir TDZ, IAR,
ekstrakty koncentracija sieké 0,197 -0,270 umol/g. O maziausia MDA koncentracija kaupé¢ salavijo
lapy kaliaus ekstraktas — 0,135 umol/g.

3.3. Antioksidaciniy fermenty nustatymas

3.3.1. Fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas
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3.32 pav. S. officinalis ir M.piperita ekstrakty fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas

Tyrimy rezultatai (zr. 3.32 pav.) parode, kad fermento superoksido dismutazés aktyvumas buvo
apylygis nepriklausomai nuo augalo ar jo dalies. DidZiausias §io fermento aktyvumas buvo Salavijo
lapy ekstrakte — 0,174 vnt/mg. Vienodas fermento aktyvumas pasiektas pipirmétés stieby, auginty
MS terpéje su BAP, ir lapy ir stieby miSinio ekstraktuose — 0,171 vnt/mg. Salavijo $akny, pipirmétés
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lapy, stieby ir lapy miSinio TDZ; IAR ekstrakty fermenty aktyvumas svyravo 0,153-0,167 vnt/mg
diapazone. Salavijo Ziedy ir stieby miSinio ekstrakte aktyvumas buvo maziausias — (0,129 vnt/mg).

3.3.2. Prolindehidrogenazés aktyvumo jvertinimas
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3.33 pav. Prolindehidrogenazés aktyvumo jvertinimas S. officinalis ir M. piperita ekstraktuose

Gauti rezultatai parodé (zr. 3.33 pav.), kad prolindehidrogenazés didesnis aktyvumas pastebétas
Salavijo nei pipirmétés augaly ekstraktuose. Salavijo lapy ekstraktuose $io fermento aktyvumas sieké
770,47 pmol NAD/mg, o tai yra dvigubai daugiau nei pipirmétés ar kituose augalo daliy ekstraktuose.
Mazesnis aktyvumas buvo Salavijo ziedy ir stieby miSinio in vivo ekstrakte — 328,00 umol NAD/mg.
Maziausi prolindehidrogenazés aktyvumai fiksuoti pipirmeétés in vivo kulttry, stieby — 62,121 umol
NAD/mg ir lapy 44,359 pmol NAD/mg ekstraktuose.

Gauti fermentiniy tyrimy rezultatai sutampa su Sharafzadeh ir kt. [176] pasteb¢jusiy, kad analizuoty
antioksidaciniy fermenty aktyvumas S. officinalis it Mentha piperita, buvo didesnis augaluose
augintuose mitybinése terpése su augimo reguliatoriais. Autoriai jrodé¢, kad citokinino naudojimas
paskatina eterinio aliejaus kaupimasi dél tiesioginio poveikio monoterpenoidy metabolizmui.

3.4. Tiriamuju augaly ekstrakty antibakterinis aktyvumas

3.4.1. Tiriamyjy augaly ekstrakty antibakterini jvertinimas prie§ Xanthomonas campestris;
Rhizobium radiobacter bakterijas
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3.34 pav. Tiriamyjy augaly ekstrakty antibakterinis aktyvumas prie$ Xanthomonas campestris bakterijas

Tyrimy rezultatai atskleidé (zr. 3.34 pav.), kad stipriausig antibakterinj poveikj atskleidé tiriamyjy
vaistiniy augaly lapy ekstraktai. Salavijo lapy kaliaus ekstrakto slopinimo zona prie§ Xanthomonas
campestris buvo 7,67 mm, o pipirmétés lapy in vivo ekstrakto — 7,17 mm. Antibiotikas
ciprofloksacinas (16,00 mm) bakterijas X. campestris slopino dvigubai intensyviau nei augaliniai
ekstraktai. Tokia pati didelé slopinimo zona buvo Salavijo ziedy ir stieby miSinio in vitro bei Salavijy
stieby in vivo ekstrakty — 7 mm. Silpniausias antibakterinis poveikis rastas pipirmétés stieby ir lapy,
auginty MS terpéje su BAP ir TDZ; IAR, ekstrakte — 6,00 mm.
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3.35 pav. Tiriamyjy augaly ekstrakty antibakterinis aktyvumas prie$ Rhizobium radiobacter bakterijas
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Tyrimy rezultatai (zr. 3.35 pav.) parodé, kad Salavijo lapy kaliaus ekstraktas i tiriamyjy augaly
pasizymejo didziausia slopinimo zona — 7,67 mm. Vaistiniy augaly lapy ekstraktas Rhizobium
radiobacter slopino taip pat kaip X. campestris, slopinimo zonos sické 7,17 mm. Salavijo $akny
kaliaus ir pipirmétés stieby ir lapy miSinio kaliaus, auginty MS terp¢je su BAP ir TZD; IAR,
slopinimo zonos buvo — 6,00 mm.

Tyréjai jrodo, kad S. officinalis ir M. piperita yra veiksmingi prie§ gramneigiamas ir gramteigiamas
bakterijas. Ghezelbash ir kt. [147] darbe Salavijo etanolio ir acetono ekstraktai parodé slopinimo
zonas prie§ gramteigiamas — S. aureus, B. anthracis, B. cereus, taip pat prie§ gramneigiamas
bakterijas — E. coli. Tarp kuriy tyrimai parod¢, kad gramneigiami mikroorganizmai buvo jautresni
ekstraktams nei miisy ir slopinimo zonos sieké (7—11 mm).

Pipirmétés ekstrakto gramneigiamy bakterijy slopinimo zonos kinta platesniame diapazone nei misy
bandiniy — nuo 5,1 iki 12,4 mm. Tyréjai nustaté, kad ekstraktas efektyvesnis prie§ gramteigiamus
organizmus, lyginant su gramneigiamais [169].
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Rekomendacijos

Daugeli vertingy bioaktyviy metabolity galima iSgauti i§ S. officinalis ir M. piperita augaly in vitro
kultiiry. Dabartiniai rezultatai rodo, kad augimo reguliatoriy naudojimas teigiamai veikia kaliaus
kultiiras padidinant bioaktyviy junginiy gamyba. S. officinalis NAR (0,1 mg/l); BAP (0,2 mg/l); 2,4-
D (0,5 mg/l) ir M. piperita BAP (1mg/l) ir BAP (1mg/l); 2,4-D (0,2 mg/l) kultiirose augimo
reguliatoriy naudojimas reikSmingai padidino karotinoidy, baltymy, koncentracijas, redukcinj bei
antioksidaciniy fermenty aktyvuma in vitro.

Pastebéta, kad S. officinalis lapy ir M. piperita lapy bei stieby ekstraktai turi reikSmingy
antioksidaciniy savybiy galin¢iy padéti pasalinti laisvuosius radikalus ir reaktyvias molekules,
dalyvaujancias daugelyje fiziologiniy procesy susijusiy su rimtomis ligomis, tokiomis kaip Sirdies ir
kraujagysliy ligos, vézys, prieslaikinis senéjimas. Sie vaistiniai augalai taip pat pasizymi ir
antimikrobiniu potencialu prie§ gramneigiamas bakterijas. Taciau reikalingi tolesni antimikrobinio,
antioksidacinio aktyvumo, skirtingy antioksidaciniy mechanizmy ir antriniy metabolity tyrimai.

Ateityje siekiant jtvirtinti vaistinio Salavijo ir pipirmétés komercinj antriniy metabolity gamybos
potencialg ir iSnaudoti antioksidacines, antimikrobines savybes, rekomenduotina:

— atlikti tyrimus su didesniy koncentracijy ir jvairesniais augimo reguliatoriais, siekiant
maksimalios bioaktyviy junginiy gamybos bei atlikti papildomus tyrimus, kad biity
patvirtintas $iy koncentracijy augimo reguliatoriy saugumas vartoti Zmonéms;

— iSbandyti zaligsias ekstrahavimo technikas, nes Sios gali tiiréti reikSmingg poveikj
bioaktyviyjy junginiy kiekiui;

— pasirenkant optimalius ekstraktus atlikti intrglastelinius antioksidacinio aktyvumo tyrimus (su
lasteliy kulttiromis);

— pries tyrimus identifikuoti ir kiekybiSkai jvertinti vaistinius augalus auksto slégio skysciy
chromatografijos metodu siekiant iSsiaiSkinti kokie augalo junginiai gali turéti didZiausig jtakg
antioksidacinéms ir antimikrobinéms savybéms;

— atlikti bandymus su gramteigiamomis bakterijomis;

— antriniy metabolity koncentracijas didinti sukuriant racionalias metabolizmy keliy strategijas
bendradarbiaujant su biochemijos inzinerijos, farmakognozijos, molekulinés biologijos
ekspertais.
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ISvados

. Antioksidaciniy tyrimy rezultatai parodé, kad tiek vaistiniui Salavijui (lot. Salvia officinalis L.),
tiek pipirmétei (lot. Mentha piperita L.) budingas antioksidacinis aktyvumas. Efektyvesniu
antioksidaciniu poveikiu pasizyméjo Salavijo lapy kaliaus kulttiry in vitro, auginty ant MS terpés
su NAR (0,1 mg/l), BAP (0,2 mg/l) ir 2,4-D (0,5 mg/l), o pipirmétes lapy ir stieby kaliaus kultiiry,
auginty ant MS terpés su BAP (1 mg/l), ekstraktai.

. Antioksidaciniy tyrimy rezultatai siejosi tarpusavyje su fenoliniy junginiy koncentracija
augaluose. Didziausios $iy junginiy koncentracijos rastos vaistinio Salavijo lapy kaliaus kultiry,
auginty ant MS terpés su NAR (0,1 mg/l), BAP (0,2 mg/l) ir 2,4-D (0,5 mg/l) ir pipirmétés lapy
ir stieby kaliaus kultiirose, augintose MS terpéje su BAP (1 mg/l), ekstraktuose.

. Didziausios askorbo rtigsties, chlorofilo a ir b, karotinoidy, aminoriig§¢iy koncentracijos aptiktos
Salavijo lapy ekstrakte. Didziausios baltymy, fenoliniy riig§¢iy koncentracijos buvo pipirmétés
stiecby kaliaus kultiry, auginty MS terpéje su BAP (1 mg/l), 2,4-D (0,2 mg/l), ekstrakte.
Didziausia antocianiny koncentracija rasta 39,058 mg/100g M. piperita lapy in vivo ekstrakte.

. Ivertinus antioksidacinius fermentus Salavijo (lot. Salvia officinalis L.) ir pipirmétés (lot. Mentha
piperita L.) ekstraktuose stipriausias superoksido dismutazés, prolindehidrogenazés aktyvumas
fiksuotas Salavijo kaliaus kulttiry in vitro i§ lapy ekstraktuose, o oksidacinio streso biomarkerio
malondialdehido koncentracija - Salavijo Sakny kaliuje in vitro.

. Nustacius vaistiniy augaly antibakterinj aktyvuma prie§ Rhizobium radiobacter ir Xanthomonas
campestris, Salavijo lapy kaliaus ekstraktas i§ tiriamyjy augaly pasiZyméjo didziausia slopinimo
zona — 7,67 mm, taciau nebuvo toks efektyvus, lyginant su antibiotiku ciprofloksacinu —16 mm.
IS tirty Salavijo ir pipirmeétes ekstrakty, daugumoje tyrimy efektyviausias buvo Salavijo lapy
kaliaus kulttury, auginty MS terpéje su NAR (0,1 mg/l), BAP (0,2 mg/l) ir 2,4-D (0,5 mg/l), o
pipirmetés — M. piperita stieby ir lapy kaliaus kulttry, auginty MS terp¢je su BAP (1 mg/l),
ekstraktai.
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Priedai

1 priedas. Tiriamyjy augaly ekstrakty antioksidacinis aktyvumas DPPH metodu

Eil.Nr 515 515 515
Zaliava nm nm nm Vidurkis | %slopinimas
(1) 2 (€)
0 Palyginamasis tirpalas 0,681 | 0,689 | 0,614 | 0,661 -
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/1); BAP (0,2 0,035 | 0,033 | 0,032 95,007
mg/l); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,033
2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 0,161 | 0,165 | 0,158 75,642
0,161
3 Salavijo §akny kalius NAR (0,1 mg/l); BAP (0,2 | 0,148 | 0,148 | 0,145 77,760
mg/1); 2,4-D (0,5 mg/l) 0,147
4 Pipirmétés stieby kalius BAP (1mg/1); 2,4-D (0,2 | 0,109 | 0,075 | 0,069 87,292
mg/l) 0,084
5 Pipirmétés stieby + lapy kalius BAP (1 mg/ml) 0,075 | 0,075 | 0,068 | 0,073 88,956
6 Pipirmétés stieby + lapy kalius TDZ (0,5mg/1); 0,094 | 0,097 | 0,101 85,325
IAR (0,1 mg/1) 0,097
7 Pipirmétés stiebai in vivo 0,085 | 0,087 | 0,088 | 0,087 86,838
8 Pipirmétés lapai in vivo 0,080 | 0,081 | 0,081 | 0,084 87,292
9 Askorbo r. 0,016 | 0,019 | 0,018 | 0,017 97,428
10 Butilintas hidroksitoluenas 0,010 | 0,018 | 0,019 | 0,019 97,126

2 priedas. Tiriamyjy augaly ekstrakty antioksidacinis aktyvumas DPPH metodu su

skiedimais.
Eil. 515 515nm | 515
Nr. Zaliava nm 2) nm Vidurkis % slopinimas
(1) 3)
0 Kontrolé 0,722 0,729 0,751 0,734 -
1 galavijas lapai in vivo 0,1 g/ml 0,047 0,043 0,044 0,044 94,005
2 galavijas lapai in vivo 0,05 g/ml 0,050 0,046 0,047 93,460
0,048
3 galavijas lapai in vivo 0,025 g/ml 0,049 0,050 0,049 0,049 93,324
4 Salavijas lapai in vivo 0,0125 g/ml 0,177 0,167 0,165 76,975
0,169
5 Salavijas Ziedai ir stiebai in vivo 0,1 0,049 0,054 0,053 92,916
g/ml 0,052
6 Salavijas Ziedai ir stiebai in vivo 0,05 | 0,226 0,192 0,178 72,888
g/ml 0,199
7 galavijas ziedai ir stiebai in vivo 0,448 0,463 0,437 38,828
0,025 g/ml 0,449
8 Salavijas Ziedai ir stiebai in vivo 0,616 0,591 0,612 17,439
0,0125 g/ml 0,606

72



EilLN 515 515 515 nm % slopinimas
L. Zaliava nm nm 3) Vidurkis
(1) (2)

1 Pipirmeté stiebai kaliaus 0,020 0,028 0,021 96,867
BAP Img/l 2,4-D 0,1 g/ml 0,023

2 Pipirmeté stiebai kaliaus 0,037 0,036 0,036 95,096
BAP 1mg/l 2,4-D 0,05g/ml 0,036

3 Pipirmeté stiebai kaliaus 0,081 0,052 0,050 91,690
BAP Img/l 2,4-D 0,025 g/ml 0,061

4 Pipirmeté stiebai kaliaus 0,144 0,134 0,127 81,608
BAP Img/l 2,4-D 0,0125 g/ml 0,135

5 Pipirmeté stiebai + lapai kaliaus 0,032 0,035 0,035 95,368
BAP 1 mg/ml 0,1 g/ml 0,034

6 Pipirmeté stiebai + lapai kaliaus 0,038 0,037 0,037 94,960
BAP 1 mg/ml 0,05 g/ml 0,037

7 Pipirmeté stiebai + lapai kaliaus 0,218 0,209 0,199 71,526
BAP 1 mg/ml 0,025 g/ml 0,209

8 Pipirmeté stiebai + lapai kaliaus 0,391 0,388 0,383 47275
BAP 1 mg/ml 0,0125 g/ml 0,387

9 Pipirmeté stiebai + lapai 0,030 0,032 0,032 95,777
TDZ 0,5 TAR 0,1 kaliaus 0,1 g/ml 0,031

10 Pipirmeté stiebai + lapai 0,048 0,037 0,036 94,550
TDZ 0,5 TAR 0,1 kaliaus 0,05 g/ml 0,040

11 Pipirmeté stiebai + lapai 0,083 0,111 0,087 87,193
TDZ 0,5 IAR 0,1 kaliaus 0,025 g/ml 0,094

12 Pipirmeté stiebai + lapai 0,193 0,186 0,167 75,204
TDZ 0,5 TAR 0,1 kaliaus 0,0125g/ml 0,182

13 Pipirmeté stiebai in vivo 0,1 g/ml 0,030 0,034 0,023 0,029 96,049

14 Pipirmeté stiebai in vivo 0,05 g/ml 0,194 0,187 0,176 0,186 74,659

15 Pipirmeté stiebai in vivo 0,025 g/ml 0,370 0,363 0,349 0,361 50,817

16 Pipirmeté stiebai in vivo 0,0125 g/ml 0,495 0,488 0,483 0,489 33,379

17 Pipirmeté lapai in vivo 0,1 g/ ml 0,035 0,035 0,034 0,035 95,232

18 Pipirmeté lapai in vivo 0,05 g/ ml 0,039 0,038 0,037 0,038 94,822

19 Pipirmeté lapai in vivo 0,025 g/ ml 0,139 0,121 0,110 0,123 83,243

20 Pipirmeté lapai in vivo 0,0125 g/ ml 0,376 0,382 0,370 0,376 48,774

3 priedas. Antioksidacinis aktyvumas augaluose pagal FRAP metoda, naudojant 2,4,6-
triptidil-s-triazina.

Eil.
Nr.

Zaliava

593
nm

)

593
nm

2

593
nm

®)

Vidurkis

konc
pmol/L
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1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/1); BAP 1,529 1,328 1,425 345,390
(0,2 mg/); 2,4-D (0,5 mg/1) 1,427

2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 0,307 0,370 0,371 0,349 82,463

3 Salavijo §akny kalius NAR (0,1 mg/l); BAP 0,561 0,568 0,574 135,878
(0,2 mg/); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,568

4 Pipirmétés stieby kalius BAP (1mg/1); 2,4-D 1,569 1,754 1,771 411,487
(0,2 mg/1) 1,698

5 Pipirmétés stieby + lapy kalius BAP (1 1,605 1,681 1,748 406,610
mg/ml) 1,678

6 Pipirmétés stieby + lapy kalius TDZ 1,247 1,318 1,339 314,659
(0,5mg/1); IAR (0,1 mg/1) 1,301

7 Pipirmétés stiebai in vivo 0,436 0,596 0,555 0,529 126,366

8 Pipirmétés lapai in vivo 1,220 1,320 1,324 1,288 311,488

9 Askorbo r. 2,090 2,124 2,126 2,113 512,708

10 Butilintas hidroksitoluenas 0,910 0,990 0,966 0,955 230,268

4 priedas. Antioksidacinis aktyvumas augaluose pagal FRAP metoda, naudojant 2,4,6-
triptidil-s-triazina su skiedimais.

Eil. 593 593 593 konc
Nr. Zaliava nm nm nm Vidurkis umol/L
(1) 2) 3)
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/1); 0,341 0,372 0,391 87,096
BAP (0,2 mg/1); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,368
2 Salavij o ziedai ir stiebai in vivo 0,044 0,061 0,067 0,057 11,244
3 Salavijo §akny kalius NAR (0,1 mg/l); | 0,125 0,122 0,118 26,854
BAP (0,2 mg/l); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,121
4 Pipirmétés stieby kalius BAP (1mg/1); | 0,524 0,506 0,588 128,805
2,4-D (0,2 mg/1) 0,539
5 Pipirmétes stieby + lapy kalius BAP (1 | 0,421 0,390 0,475 101,976
mg/ml) 0,429
6 Pipirmétés stieby + lapy kalius TDZ 0,279 0,264 0,271 63,439
(0,5mg/1); IAR (0,1 mg/1) 0,271
7 Pipirmétés stiebai in vivo 0,101 0,097 0,122 0,107 23,439
8 Pipirmétés lapai in vivo 0,243 0,179 0,252 0,225 52,219
9 Askorbo riigstis 2,113 2,060 2,096 2,090 507,098
10 Butilintas hidroksitoluenas 0,728 0,712 0,710 0,717 172,219
S priedas. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiu nustatymas augaluose.
Eil. 700 700 700
Nr. Zaliava nm nm nm Vidurkis
(1) (2) 3)
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/l); BAP (0,2 mg/l); 1,172 1,193 1,179
2,4-D (0,5 mg/1) 1,181
2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 0,374 0,400 0,389 0,388
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3 galavijo Sakny kalius NAR (0,1 mg/l); BAP (0,2 0,597 0,596 0,533

mg/l); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,575
4 Pipirmétés stieby kalius BAP (1mg/1); 2,4-D (0,2 1,148 0,824 0,979

mg/l) 0,984
5 Pipirmeétes stieby + lapy kalius BAP (1 mg/ml) 0,996 1,005 1,003 1.001
6 Pipirmétés stieby + lapy kalius TDZ (0,5mg/1); IAR 0,950 1,011 0,980 0,980

(0,1 mg/)
7 Pipirmétés stiebai in vivo 0,500 0,463 0,516 0,493
8 Pipirmétés lapai in vivo 0,834 0,860 0,852 0,849
9 Askorbo riigstis 3,317 3,294 3,299 3,303
10 Butilintas hidroksitoluenas 2,485 2,535 2,434 2,485

priedas. Redukciniy (antioksidaciniu) savybiy nustatymas augaluose su skiedimais.

Eil. 700 700 700
Nr. Zaliava nm nm nm Vidurkis
€] @ A3)

1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/1); BAP 0,580 0,578 0,595

(0,2 mg/1); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,584
2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 0,188 0,140 0,198 0,175
3 Salavijo $akny kalius NAR (0,1 mg/l); BAP | 0,233 0,251 0,239

(0,2 mg/); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,241
4 Pipirmétés stieby kalius BAP (1mg/l); 2,4-D | 0,359 0,375 0,369

(0,2 mg/l)

0,368

5 Pipirmétés stieby + lapy kalius BAP (1 0,367 0,386 0,378

mg/ml)

0,377

6 Pipirmétes stieby + lapy kalius TDZ 0,296 0,305 0,311 0,304

(0,5mg/1); IAR (0,1 mg/1)
7 Pipirmétés stiebai in vivo 0,151 0,153 0,159 0,154
8 Pipirmétés lapai in vivo 0,237 0,336 0,248 0,274
9 Askorbo riigstis 2,131 2,189 2,181 2,167
10 Butilintas hidroksitoluenas 2,109 2,131 2,104 2,115

priedas. Vaistinis augaly ekstrakty antioksidacinio aktyvumo nustatymas ABTS metodu.

Eil. | Zaliava 734 734 734 %
Nr. nm nm nm Vidurkis | Slopinimas
1) @) ©))

1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/1); BAP (0,2 0,013 0,009 0,008 99,278
mg/l); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,010

2 Salavij o ziedai ir stiebai in vivo 0,025 0,016 0,023 0,021 98,485

3 Salavijo $akny kalius NAR (0,1 mg/l); BAP (0,2 | 0,034 | 0,036 | 0,031 97,546
mg/l); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,034

75




4 Pipirmétés stieby kalius BAP (1mg/l); 2,4-D (0,2 | 0,018 0,021 0,019 98,629
mg/1) 0,019

5 Pipirmeétes stieby + lapy kalius BAP (1 mg/ml) 0,017 | 0,020 | 0,015 0.017 98,773

6 Pipirmétés stieby + lapy kalius TDZ (0,5mg/1); 0,028 | 0,022 | 0,027 98,124
IAR (0,1 mg/l) 0,026

7 Pipirmétés stiebai in vivo 0,042 | 0,035 | 0,034 | 0,037 97,330

8 Pipirmétés lapai in vivo 0,025 0,020 0,022 0,022 98,413

priedas. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas Folino-Kiokalto.

Eil. Bendra
Nr. | 7aliava 725 725 725 Vidurkis | a; ug fenoliniy
junginiy
nm nm nm .
kocentracija
(D @) ) mg/100mg
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 0,462 | 0,463 | 0,457 4,761 3,174
mg/l); BAP (0,2 mg/l); 2,4-D (0,5
mg/l) 0,461
2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 0,247 | 0,271 | 0,249 0,156 1,554 1,518
3 Salavijo $akny kalius NAR (0,1 0,281 | 0,205 | 0,284 1,912 1,637
mg/l); BAP (0,2 mg/l); 2,4-D (0,5
mg/l) 0,190
4 Pipirmétés stieby kalius BAP 0,442 | 0,413 | 0,435 4,435 2,957
(1mg/1); 2,4-D (0,2 mg/1) 0,430
5 Pipirmétés stieby + lapy kalius 0,442 | 0,440 | 0,440 4,551 3,034
BAP (1 mg/ml) 0,441
6 Pipirmétés stieby + lapy kalius 0,314 | 0,328 | 0,322 3,289 2,193
TDZ (0,5mg/1); IAR (0,1 mg/l) 0,321
7 Pipirmétés stiebai in vivo 0,164 | 0,161 | 0,148 0,158 1,575 1,050
8 Pipirmétés lapai in vivo 0,394 | 0,390 | 0,399 0,394 4,057 2,705
Eil. | Tanino rugsties pradinio Iki 500 pl skiesto tirpalo Sviesos sugertis, kai bangos
Nr. tirpalo taris, pl koncentracija pg/ml ilgis 725 nm
1 10 0,5 0,051
2 20 1,0 0,115
3 30 1,5 0,154
4 40 2,0 0,203
5 50 2,5 0,252
6 60 3,0 0,274
7 70 3,5 0,340
8 80 4,0 0,402
9 90 4,5 0,439
10 100 5,0 0,474
11 110 5,5 0,527
12 120 6,0 0,591
13 130 6,5 0,619
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9 priedas. Flavonoidy koncentracijos jvertinimas

Eil. 415 | 415 | 415 ci Flavonoidy koncentracija
Nr. Zaliava nm nm | nm | Vidurkis mg/ml | pagal kverceting mg/g
O 1@ 3
1 Salavijo lapy kalius 3,12 | 3,1 3,1 55,573 | 0,556
NAR (0,1 mg/l); 4 46 46
BAP (0,2 mg/l); 2,4-
D (0,5 mg/l) 3,139
2 Salavijo Ziedai ir 1,38 | 1,3 | 1,3 23,000 | 0,230
stiebai in vivo 2 01 79 1,354
3 galavijo Sakny kalius | 0,47 | 04 |04 7,161 0,072
NAR (0,1 mg/l); 6 92 90
BAP (0,2 mg/l); 2,4-
D (0,5 mg/l) 0,486
4 Pipirmétés sticby L1I2 | 1,1 | L1 19,150 | 0,192
kalius BAP (1mg/l); 54 51
2,4-D (0,2 mg/1) 1,143
5 Pipirmétés stieby + 233 |24 |24 42,745 | 0,427
lapy kalius BAP (1 2 91 86
mg/ml) 2,436
6 Pipirmétés stieby + 1,66 |19 | 1,6 30,682 | 0,307
lapy kalius TDZ 6 97 62
(0,5mg/1); IAR (0,1
mg/1) 1,775
7 Pipirmétés stiebaiin | 0,97 | 0,9 | 0,9 15,627 | 0,156
vivo 0 13 66 0,950
8 Pipirmétés lapai in 1,97 12,0 |20 35,427 | 0,354
vivo 3 65 67 2,035
Paruosto kvercetino koncentracija, 415 415 415 Vidurkis
mg/l nm nm nm
1) (2) 3
10 0,669 0,740 | 0,673 0,694
20 1,262 1,277 | 1,269 1,269
30 1,726 1,763 | 1,730 1,740
40 2,319 2,236 | 2,329 2,295
50 2,661 2,833 | 2,844 2,779

10 priedas. Bendras fenoliniy ragsciy koncentracijos jvertinimas augalinéje Zaliavoje.

Eil. 490 490 490 Fenoliniy rugsciy
Nr. | Zaliava nm nm nm Vidurkis | konc %
(1) (2) 3)
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/l); BAP (0,2
m/l); 2,4-D (0,5 mg/l) 2,786 | 2,818 | 2,796 | 2,8 49,12
2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 0,473 | 0,460 | 0,471 0.47 8,24
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3 Salavijo $akny kalius NAR (0,1 mg/l); BAP 0,100 | 0,116 | 0,111 1,92
(0,2 mg/); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,11
4 Pipirmétes stieby kalius BAP (1mg/l); 2,4-D
(0,2 mg/l) 2,146 | 2,095 | 2,131 37,19
2,12
5 Pipirmétes stieby + lapy kalius BAP (1 mg/ml) | 1,416 | 1,384 | 1,381 24,39
1,39
6 Pipirmétés stieby + lapy kalius TDZ (0,5mg/1);
IAR (0,1 mg/l) 0,49 | 0,482 | 0,488 | 0,49 8,59
7 Pipirmétes stiebai in vivo 0,801 | 0,874 | 0,873 0.85 14,91
8 Pipirmétés lapai in vivo 1,738 | 1,697 | 1,696 171 30,00
11 priedas. Chlorofilo @ koncentracijos jvertinimas augaluose.
Eil. 662 662 662
Nr. | Zaliava nm nm nm Vidurkis | a bkonc | Cat Co
H | @] 0 kone
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 0,470 0,468 | 0,467 4,366 | 2,430 6,796
mg/l); BAP (0,2 mg/l); 2,4-D (0,5
mg/l) 0,468
2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 0,068 0,066 | 0,065 0,066 0,601 | 0,657 1,258
3 Salavijo $akny kalius NAR (0,1 0,066 0,066 | 0,068 0,615 | 0,567 1,182
mg/l); BAP (0,2 mg/l); 2,4-D (0,5
mg/l) 0,067
4 Pipirmétes stieby kalius BAP 0,107 0,106 | 0,103 0,931 | 1,590 2,521
(1mg/); 2,4-D (0,2 mg/l) 0,105
5 Pipirmétes stieby + lapy kalius BAP | 0,219 0,220 | 0,222 1,998 | 2,319 4,317
(1 mg/ml) 0,220
6 Pipirmétes stieby + lapy kalius TDZ | 0,199 0,196 | 0,198 1,814 | 1,736 3,551
(0,5mg/1); IAR (0,1 mg/1) 0,198
7 Pipirmétes stiebai in vivo 0,170 0,169 | 0,167 0,169 1,539 | 1,678 3,218
8 Pipirmétés lapai in vivo 0,153 0,152 | 0,158 0,154 1,424 | 1,084 2,507
12 priedas.Chlorofilo 5 koncentracijos jvertinimas augaluose
Eil. | Zaliava 644 644 644 Vidurkis | a b Cat+ Gy
Nr. nm nm nm konc | konc
@) (2) 3)
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 0,212 0,215 0,217 4366 | 2,430 | 6,796
mg/l); BAP (0,2 mg/l); 2,4-D (0,5
mg/l) 0,215
2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 0,044 0,048 0,044 0.045 0,601 | 0,657 | 1,258
3 Salavijo $akny kalius NAR (0,1 0,046 0,040 0,036 0,615 | 0,567 | 1,182
mg/l); BAP (0,2 mg/l); 2,4-D (0,5
mg/l) 0,041
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4 Pipirmétes stieby kalius BAP 0,093 0,097 0,101 0,931 | 1,590 | 2,521
(1mg/1); 2,4-D (0,2 mg/1)
0,097
5 Pipirmétés stieby + lapy kalius BAP | 0,156 0,154 0,158 1,998 | 2,319 | 4,317
(1 mg/ml)
0,156
6 Pipirmétes stieby + lapy kalius TDZ | 0,125 0,124 0,124 1,814 | 1,736 | 3,551
(0,5mg/1); IAR (0,1 mg/1)
0,124
7 Pipirmétes stiebai in vivo 0,113 0,117 0,116 | o115 1,539 | 1,678 | 3,218
8 Pipirmétés lapai in vivo 0,086 0,083 0,082 0.084 1,424 | 1,084 | 2,507
13 priedas. Chlorofilo karotinoidu koncentracijos jvertinimas augaluose
Eil. 441 441 441 Karotino | Pigment
Nr. | Zaliava nm nm nm Vidurkis idy ll“)lnc E
mg 1° oncentr
m | @ | e acis
mg/100g
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/1); 0,530 0,529 0,530 0,667 6,337
BAP (0,2 mg/1); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,530
2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 0,083 0,082 | 0,085 | 0,083 0,053 0,498
3 Salavijo $akny kalius NAR (0,1 mg/l); 0,094 0,110 | 0,112 0,176 1,672
BAP (0,2 mg/1); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,105
4 Pipirmétes stieby kalius BAP (1mg/1); 0,162 0,161 0,161 0,080 0,725
2,4-D (0,2 mg/1) 0,161
5 Pipirmétés stieby + lapy kalius BAP (1 0.28 0.278 0.279 0.279 0.358 3.3652
mg/ml)
6 Pipirmétes stieby + lapy kalius TDZ 0,301 0,308 | 0,314 0,289 2,629
(0,5mg/1); IAR (0,1 mg/1) 0,308
7 Pipirmétes stiebai in vivo 0,198 0,195 | 0,196 | 0,196 0,058 0,532
8 Pipirmétés lapai in vivo 0,198 0,199 0,198 0,198 0,257 2,313
14 priedas. Liuteino koncentracijos jvertinimas augaluose.
Eil. 446 446 446 Liuteino
Nr. | Zaliava nm nm nm Vidurkis kor;centracua
m
om @ |0 e
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/l); BAP (0,2 0,492 | 0,491 | 0,492 0,097
mg/l); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,492
2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 0,209 | 0,207 | 0,206 0,207 0,041
3 Salavijo $akny kalius NAR (0,1 mg/l); BAP (0,2 0,190 | 0,189 | 0,187 0,037
mg/l); 2,4-D (0,5 mg/l) 0,189
4 Pipirmétés stieby kalius BAP (1mg/1); 2,4-D (0,2 | 0,156 | 0,155 | 0,156 0,031
mg/l)
0,156
5 Pipirmétes stieby + lapy kalius BAP (1 mg/ml) 0,277 | 0,278 | 0,273 0,053
0,276
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6 Pipirmétés stieby + lapy kalius TDZ (0,5mg/1); 0,261 | 0,269 | 0,261 0,052
IAR (0,1 mg/l)
0,264
7 Pipirmétés stiebai in vivo 0,184 | 0,182 | 0,185 0,184 0,036
8 Pipirmétés lapai in vivo 0,275 | 0,274 | 0,275 0.275 0,054
15 priedas. Bendrosios antocianiny koncentracijos jvertinimas augaluose.
pH1
Eil. 510 510 510
Nr. Zaliava nm nm nm Vidurkis A BAK
(1) (2) 3)
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 0,331 0,339 0,341 32,410
mg/l); BAP (0,2 mg/l); 2,4-D (0,5
mg/l) 0,337 0,078
2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 0,317 0,303 0,301 0,307 0,086 35,734
3 galavijo Sakny kalius NAR (0,1 0,120 0,119 0,116 6,233
mg/l); BAP (0,2 mg/l); 2,4-D (0,5
mg/l) 0,118 0,015
4 Pipirmétés stieby kalius BAP 0,159 0,157 0,153 1,662
(1mg/); 2,4-D (0,2 mg/l) 0,156 0,004
5 Pipirmétés stieby + lapy kalius 0,180 0,185 0,188 10,158
BAP (1 mg/ml) 0,184 0,022
6 Pipirmétés stieby + lapy kalius 0,169 0,165 0,166 3,739
TDZ (0,5mg/1); IAR (0,1 mg/l) 0,167 0,009
7 Pipirmétés stiebai in vivo 0,165 0,172 0,163 0,167 0,076 31,578
8 Pipirmétés lapai in vivo 0,188 0,184 0,186 0,186 0,094 39,058
pH 4,5;
Eil.Nr. 510 510 510
Zaliava nm nm nm Vidurkis
(1) (2) 3)
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/l); BAP 0,209 0,208 0,211
(0,2 mg/); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,209
2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 0,170 1,161 0,154 0,495
3 galavijo Sakny kalius NAR (0,1 mg/l1); BAP | 0,098 0,102 0,108
(0,2 mg/1); 2,4-D (0,5 mg/l) 0,102
4 Pipirmétés stieby kalius BAP (1mg/1); 2,4-D | 0,176 0,173 0,169
(0,2 mg/l) 0,173
5 Pipirmétés stieby + lapy kalius BAP (1 0,156 0,157 0,152
mg/ml) 0,155
6 Pipirmétes stieby + lapy kalius TDZ 0,148 0,148 0,149
(0,5mg/1); IAR (0,1 mg/1) 0,148
7 Pipirmétés stiebai in vivo 0,091 0,088 0,080 0,086
8 Pipirmétés lapai in vivo 0,087 0,084 0,082 0,084
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pH 1;

Eil. 700 700 700
Nr. Zaliava nm nm nm Vidurkis
(1) (2) 3)
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/l); BAP 0,131 0,129 0,130
(0,2 mg/); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,130
2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 0,152 0,148 0,142 0,147
3 Salavijo §akny kalius NAR (0,1 mg/l); BAP | 0,045 0,033 0,035
(0,2 mg/); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,037
4 Pipirmétés stieby kalius BAP (1mg/l); 2,4-D | 0,042 0,042 0,040
(0,2 mg/l) 0,041
5 Pipirmétés stieby + lapy kalius BAP (1 0,071 0,073 0,062
mg/ml) 0,068
6 Pipirmétés stieby + lapy kalius TDZ 0,069 0,071 0,069
(0,5mg/1); IAR (0,1 mg/1) 0,070
7 Pipirmétés stiebai in vivo 0,043 0,031 0,032 0,035
8 Pipirmétés lapai in vivo 0,031 0,040 0,043 0,038
pH 4,5;
Eil.Nr. 700 700 700
Zaliava nm nm nm Vidurkis
(1) (2) 3)
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/1); BAP 0,078 0,079 0,077
(0,2 mg/); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,08
2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 0,085 0,086 0,082 0,08
3 galavijo Sakny kalius NAR (0,1 mg/l); BAP 0,037 0,036 0,037
(0,2 mg/); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,036
4 Pipirmétés stieby kalius BAP (1mg/1); 2,4-D | 0,062 0,061 0,057
(0,2 mg/l) 0,06
5 Pipirmétés stieby + lapy kalius BAP (1 0,061 0,063 0,059
mg/ml) 0,061
6 Pipirmétés stieby + lapy kalius TDZ 0,058 0,056 0,056
(0,5mg/1); IAR (0,1 mg/1) 0,06
7 Pipirmétés stiebai in vivo 0,026 0,025 0,027 0,03
8 Pipirmétés lapai in vivo 0,035 0,033 0,036 0,03
16 priedas. Askorbo rigsties kiekybinis jvertinimas
Eil.Nr. Vidurkis C
Zaliava (x1) pl 2)pul | x3)ul | ul koncentracij
a
100 gramy
mg%
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/l); | 160 120 160 64,680
BAP (0,2 mg/l); 2,4-D (0,5 mg/1) 146,667
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2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 80 40 40 53,333 23,320
3 Salavijo $akny kalius NAR (0,1 40 40 40 17,600
mg/l); BAP (0,2 mg/l); 2,4-D (0,5
mg/1) 40,000
4 Pipirmétes stieby kalius BAP 60 60 60 26,400
(1mg/1); 2,4-D (0,2 mg/1) 60,000
5 Pipirmétes stieby + lapy kalius BAP | 80 80 40 29,333
(1 mg/ml) 66,667
6 Pipirmétés stieby + lapy kalius TDZ 80 60 80 32,267
(0,5mg/1); IAR (0,1 mg/1) 73,333
7 Pipirmétes stiebai in vivo 40 40 60 20,533
46,667
8 Pipirmétés lapai in vivo 80 120 100 100,000 44,000
17 priedas. Baltymuy koncentracijos jvertinimas augalinéje Zaliavoje.
Kontrolé su natrio acetatu
Eil. 595 595 595 Bendra baltymy
Nr. | Zaliava nm nm nm Vidurkis a l)(((zncejllt(r)e(l)cua)
m, m,
(1) @ |6 e
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 | 0,851 0,826 0,803 0,106 | 0,212
mg/l); BAP (0,2 mg/l); 2,4-D
(0,5 mg/l) 0,827
2 Salavijo Ziedai ir stiebai in 0,542 0,539 0,536 0,068 | 0,136
Vivo 0,539
3 Salavijo $akny kalius NAR 0,710 0,703 0,701 0,089 | 0,178
(0,1 mg/l); BAP (0,2 mg/l);
2,4-D (0,5 mg/1) 0,704
4 Pipirmétes stieby kalius BAP 0,883 0,848 0,834 0,109 | 0,218
(1mg/1); 2,4-D (0,2 mg/l) 0,855
5 Pipirmétes stieby + lapy kalius | 0,760 0,745 0,721 0,094 | 0,188
BAP (1 mg/ml) 0,742
6 Pipirmétes stieby + lapy kalius | 0,749 0,713 0,700 0,092 | 0,184
TDZ (0,5mg/1); IAR (0,1 mg/l) 0,721
7 Pipirmétes stiebai in vivo 0,561 0,550 0,540 | 0,550 0,069 | 0,138
8 Pipirmétés lapai in vivo 0,733 0,713 0,677 | 0,708 0,090 | 0,180
Kontrolé su boratu
Eil. 595 595 595 Bendra baltymy
Nr. | Zaliava nm nm nm Vidurkis | a l)(((zncejllt(r)e(l)cua)
m, m,
(1) @ | 6 g
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 1,011 1,004 0,980 0,128 | 0,256
mg/l); BAP (0,2 mg/l); 2,4-D (0,5
mg/1) 0,998
2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 0,839 0,840 0,839 | 0,839 0,107 | 0,214
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3 Salavijo §akny kalius NAR (0,1 0,854 0,831 0,848 0,108 | 0,216
mg/l); BAP (0,2 mg/l); 2,4-D (0,5
mg/l) 0,844

4 Pipirmétés stieby kalius BAP 1,185 1,153 1,119 0,148 | 0,296
(1mg/1); 2,4-D (0,2 mg/1) 1,152

5 Pipirmétes stieby + lapy kalius 1,128 1,122 1,091 0,143 | 0,286
BAP (1 mg/ml) 1,114

6 Pipirmétés stieby + lapy kalius 1,226 1,214 1,194 0,155 ] 0,310
TDZ (0,5mg/1); IAR (0,1 mg/1) 1,211

7 Pipirmétés stiebai in vivo 0,936 0,937 0,912 | 0,928 0,119 | 0,238

8 Pipirmétés lapai in vivo 0,966 0,947 0,921 0,945 0,121 0,242

18 priedas. L-prolino koncentracijos jvertinimas.

Eil. 520 520 520 k Cx
Nr. Zaliava nm nm nm Vidurkis pmol pmol/g
(1 2 A3)

1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/1); 0,995 0,989 0,999 96,848 3850,676
BAP (0,2 mg/l); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,994

2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 0,312 | 0,274 0,279 | 0,288 28,576 329,196

3 Salavijo $akny kalius NAR (0,1 mg/l); 0,155 0,165 0,156 16,101 102,402
BAP (0,2 mg/1); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,159

4 Pipirmétes stieby kalius BAP (1mg/1); 0,518 0,508 0,509 50,237 1028,854
2,4-D (0,2 mg/1) 0,512

5 Pipirmétes stieby + lapy kalius BAP (1 0,519 | 0,535 0,532 51,881 1097,802
mg/ml) 0,529

6 Pipirmeétes stieby + lapy kalius TDZ 0,441 0,483 0,436 44,531 806,902
(0,5mg/1); IAR (0,1 mg/1) 0,453

7 Pipirmétes stiebai in vivo 0,342 | 0,340 0,322 | 0,335 33,121 443,821

8 Pipirmétes lapai in vivo 0,910 | 0,899 0,891 0,900 87,757 3159,252

L - prolino koncentracija, mM 520 520 520 Vidurkis

nm nm nm
(1 2 A3)

0,025 0,208 0,248 0,206 0,221

0,05 0,491 0,,490 0,486 0,489

0,075 0,711 0,810 0,759 0,760

0,1 1,029 1,109 1,067 1,068

0,125 1,346 1,398 1,371 1,372

0,15 1,354 1,508 1,666 1,509

0,175 1,797 1,756 1,728 1,760

19 priedas. Malondialdehido (MDA) koncentracijos nustatymas.

Eil. | Zaliava 532 532 532 Vidurkis | MDA
Nr. nm nm am koncentracija
om ol |6 hmol/g
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1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/1); BAP (0,2 0,304 | 0,300 | 0,301 0,135
mg/l); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,302

2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 0,523 | 0,521 | 0,522 | 0,522 0,226

3 Salavijo $akny kalius NAR (0,1 mg/l); BAP (0,2 0,636
mg/l): 2.4-D (0.5 mg/l) 1,145 | 1,126 | 1,151 | 1,141

4 Pipirmétés stieby kalius BAP (1mg/1); 2,4-D (0,2 | 0,457 | 0,473 | 0,465 0,192
mg/l) 0,465

5 Pipirmeétes stieby + lapy kalius BAP (1 mg/ml) 0,493 | 0,480 | 0,463 | 479 0,197

6 Pipirmétés stieby + lapy kalius TDZ (0,5mg/1); 0,688 | 0,683 | 0,682 0,270
IAR (0,1 mg/1) 0,684

7 Pipirmétés stiebai in vivo 0,974 | 0,799 | 0,976 | 0,916 0,375

8 Pipirmétés lapai in vivo 0,618 | 0,595 | 0,607 | 0,607 0,283

Eil. | Zaliava 600 600 600 Vidurkis MDA

Nr. am am am koncentracija

O @ |6 nmol/g

1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/1); BAP (0,2 0,091 | 0,094 | 0,092 0,135
mg/l); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,092

2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 0,178 | 0,160 | 0,168 | 0,169 0,226

3 Salavijo $akny kalius NAR (0,1 mg/l); BAP (0,2 0,636
mg/l); 2,4-D (0,5 mg/l) 0,154 | 0,136 | 0,158 | 0,149

4 Pipirmétés stieby kalius BAP (1mg/l); 2,4-D (0,2 | 0,170 | 0,162 | 0,165 0,192
mg/l) 0,166

5 Pipirmeétes stieby + lapy kalius BAP (1 mg/ml) 0,156 | 0,188 | 0,172 0.172 0,197

6 Pipirmétés stieby + lapy kalius TDZ (0,5mg/1); 0,260 | 0,251 | 0,278 0,270
IAR (0,1 mg/1) 0,263

7 Pipirmétés stiebai in vivo 0,331 | 0,316 | 0,346 | 0,331 0,375

8 Pipirmétés lapai in vivo 0,171 | 0,160 | 0,165 | 0,165 0,283

20 priedas. Fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas
EilLN 595 595 595 konc
L. Zaliava nm nm nm Vidurkis vnt/mg
(1) 2) 3)

1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/l); | 1,367 1,352 1,335 0,174
BAP (0,2 mg/1); 2,4-D (0,5 mg/1) 1,351

2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 1,012 1,010 1,005 1,009 0,129

3 Salavijo §akny kalius NAR (0,1 1,295 1,300 1,296 0,167
mg/l); BAP (0,2 mg/l); 2,4-D (0,5
mg/l) 1,297

4 Pipirmétés stieby kalius BAP 1,385 1,315 1,293 0,171
(1mg/1); 2,4-D (0,2 mg/1) 1,331

5 Pipirmétés stieby + lapy kalius BAP 1,363 1,330 1,298 0,171
(1 mg/ml) 1,330

6 Pipirmeétes stieby + lapy kalius TDZ 1,320 1,292 1,255 0,166
(0,5mg/1); IAR (0,1 mg/1) 1,289
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7 Pipirmétés stiebai in vivo 1,205 1,193 1,184 1,194 0,153
8 Pipirmétés lapai in vivo 1,219 1,215 1,201 1,212 0,156
Eil. | Albumino tirpalo Iki 10 ml skiesto tirpalo 595 595 595 Vidurkis
Nr. | tdris, ml koncentracija mg/ml am am am
(1) 2) G)
1 0,2 0,02 0,130 0,135 | 0,139 | 0,135
2 0,4 0,04 0,345 0,347 | 0,341 | 0,344
3 0,6 0,06 0,478 0,486 | 0,473 | 0,479
4 0,8 0,08 0,610 0,607 | 0,610 | 0,609
5 1,0 0,1 0,854 0,831 | 0,862 | 0,849
6 1,2 0,12 0,993 0,990 | 0,991 | 0,991
7 1,4 0,14 1,073 1,076 | 1,066 1,072
8 1,6 0,16 1,173 1,277 | 1,270 1,273
9 1,8 0,18 1,329 1,321 1,345 1,332
21 priedas. Prolindehidrogenazés aktyvumo jvertinimas
Eil.N 595 595 595 konc
L. Zaliava nm nm nm Vidurkis mg/ml
) 2 ®)
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/l); 0,213 0,211 0,173 0,024
BAP (0,2 mg/l); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,199
2 Salavij o0 ziedai ir stiebai in vivo 0,044 0,047 0,045 0,045 0,004
3 Salavijo $akny kalius NAR (0,1 mg/l); | 0,032 0,031 0,034 0,002
BAP (0,2 mg/l); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,032
4 Pipirmétés stieby kalius BAP (1mg/l); 0,472 0,442 0,413 0,059
2,4-D (0,2 mg/1) 0,442
5 Pipirmeétes stieby + lapy kalius BAP (1 | 0,097 0,087 0,076 0,009
mg/ml) 0,087
6 Pipirmétes stieby + lapy kalius TDZ 0,710 0,703 0,694 0,089
(0,5mg/1); IAR (0,1 mg/1) 0.702
7 Pipirmétés stiebai in vivo 0,105 0,094 0,085 0,095 0,010
8 Pipirmétés lapai in vivo 0,826 0,813 0,810 0,816 0,104
Eil.Nr 340 340 340 Vidurkis
Zaliava nm nm nm pradzioje
) 2 G)
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/l); BAP | 0,537 0,545 0,550
(0,2 mg/l); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,544
2 Salavij o ziedai ir stiebai in vivo 0,223 0,220 0,218 0,220
3 Salavijo $akny kalius NAR (0,1 mg/l); 0,138 0,134 0,134
BAP (0,2 mg/1); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,135
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4 Pipirmétés stieby kalius BAP (1mg/1); 2,4- | 0,703 0,711 0,712
D (0,2 mg/1) 0,709
5 Pipirmétés stieby + lapy kalius BAP (1 0,343 0,331 0,334
mg/ml) 0,336
6 Pipirmétes stieby + lapy kalius TDZ 0,487 0,492 0,494
(0,5mg/1); IAR (0,1 mg/1) 0,491
7 Pipirmétes stiebai in vivo 0,295 0,297 0,296 0,296
8 Pipirmétés lapai in vivo 0,670 0,675 0,677 0,674
po 3 min
Eil.N 340 340 340 Vidurkis pumol
L. Zaliava nm nm nm po 3 min NAD/mg
(1 2 A3)
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/1); 0,566 0,573 0,576 770,470
BAP (0,2 mg/1); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,572
2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 0,221 0,223 0,221 0,222 328,000
3 Salavijo $akny kalius NAR (0,1 mg/l); | 0,143 0,144 0,146 307,510
BAP (0,2 mg/1); 2,4-D (0,5 mg/1) 0,144
4 Pipirmeétes stieby kalius BAP (1mg/l); | 0,733 0,737 0,744 321,351
2,4-D (0,2 mg/1) 0.738
5 Pipirmeétes stieby + lapy kalius BAP (1 | 0,353 0,333 0,335 298,182
mg/ml) 0,340
6 Pipirmeétes stieby + lapy kalius TDZ 0,520 0,524 0,529 244,665
0,5mg/1); IAR (0,1 mg/l
(0,5mg/1); IAR (0,1 mg/1) 0.524
7 Pipirmétés stiebai in vivo 0,299 0,297 0,296 0,297 62,121
8 Pipirmétés lapai in vivo 0,682 0,683 0,677 0,681 44,359

22 priedas. Tiriamyjy augaly ekstrakty antibakterinis jvertinimas prie§ Xanthomonas
campestris; Rhizobium radiobacter bakterijas.

Xanthomonas campestris

EilN (x1) (x2) (x3) (x4) (x5) (x6) Vidurki
L. Zaliava mm mm mm mm mm mm §, mm
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 8,00 7,00 08,00 7,00 9,00 7,00

mg/l); BAP (0,2 mg/l); 2,4-D

(0,5 mg/l) 7,67
2 Salavijo ziedai ir stiebai in vivo | 8,00 8,00 7,00 7,00 6,00 6,00 7,00
3 Salavijo §akny kalius NAR (0,1 7,00 6,00 6,00 6,00 6,00 7,00

mg/l); BAP (0,2 mg/l); 2,4-D

(0,5 mg/l) 6,33
4 Pipirmétés stieby kalius BAP 6,00 7,00 6,00 6,00 6,00 6,00

(1mg/1); 2,4-D (0,2 mg/1) 6,17
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5 Pipirmétés stieby + lapy kalius 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
BAP (1 mg/ml) 6,00
6 Pipirmétés stieby + lapy kalius 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
TDZ (0,5mg/1); IAR (0,1 mg/l) 6,00
7 Pipirmétés stiebai in vivo 8,00 8,00 7,00 6,00 6,00 7,00 7,00
8 Pipirmétés lapai in vivo 8,00 7,00 8,00 7,00 7,00 6,00 7,17
9 Kontrolé Ciprofloksacinas 14,00 15,00 26,00 13,00 16,00 12,00 16,00
Rhizobium radiobacter
EilLN | Zaliava x1) | (x2) | (x3) (x4) (x5) (x6) Vidurki
L. mm \mm | mm mm mm mm s
1 Salavijo lapy kalius NAR (0,1 mg/l); | 9,00 | 8,00 | 8,00 7,00 7,00 7,00
BAP (0,2 mg/1); 2,4-D (0,5 mg/1) 7,67
2 Salavijo Ziedai ir stiebai in vivo 8,00 | 7,00 | 7,00 7,00 8,00 6,00 7,17
3 Salavijo §akny kalius NAR (0,1 6,00 | 6,00 | 6,00 6,00 6,00 6,00
mg/l); BAP (0,2 mg/l); 2,4-D (0,5
mg/1) 6,00
4 Pipirmétés stieby kalius BAP 7,00 | 6,00 | 6,00 6,00 6,00 6,00
(1mg/1); 2,4-D (0,2 mg/1) 6,17
5 Pipirmétés stieby + lapy kalius BAP | 6,00 | 6,00 | 6,00 6,00 6,00 6,00
(1 mg/ml) 6,00
6 Pipirmétés stieby + lapy kalius TDZ | 6,00 | 6,00 | 6,00 6,00 6,00 6,00
(0,5mg/1); IAR (0,1 mg/1) 6,00
7 Pipirmétés stiebai in vivo 8,00 | 7,00 | 7,00 7,00 7,00 6,00 7,00
8 Pipirmétés lapai in vivo 9,00 | 8,00 | 7,00 6,00 6,00 7,00 7,17
9 Kontrolé Ciprofloksacinas 17,0 12,0 | 17,00 19,00 15,00 13,00
0 0 15,50
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