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Santrauka

Paprastoji jonazolé (lot. Hypericum perforatum L.) kaupia daug antriniy metabolity, kurie suteikia
naudingas antidepresines, antioksidacines, antibakterines ir kitas savybes. Siuolaikingje visuomeng¢je
yra ieSkoma biidy, kaip pakeisti sintetinius junginius j iSgautus nattraliai, turin¢ius tokiy naudingy
savybiy, kaip sintetiniai, o paprastoji jonazolé yra puikus jvairiy naudingy junginiy Saltinis. Vis délto
augalg auginti in vivo ir iSgauti tikslinius junginius yra labai ilgas procesas ir priklausantis nuo
daugelio veiksniy. Kultivavimo in vitro didelis privalumas yra tai, kad aplinkos veiksnius galima
standartizuoti, parinkti optimalias salygas bei pridéti augaly augimo hormony tam, kad bty
gaunamos didelés naudingy junginiy iSeigos, kartu Zenkliai sutrumpinant procesg nuo paséjimo iki
produkto gavimo.

Darbe tirta augaly augimo hormony jtaka jonazolés kultivavimui in vitro vertinant terpése su
skirtingais augaly augimo hormonais kultivuoty kaliaus kultiiry antioksidacinj aktyvuma, fenoliniy
junginiy, fenoliniy riigsciy, flavonoidy, antocianiny, chlorofily bei karotinoidy, baltymy, kai kuriy
antioksidaciniy fermenty koncentracija bei antibakterinj aktyvuma. Tyrimams naudoti trys ekstraktai,
gauti i$ jonazolés kaliaus kulttiry, augusiy MS terp¢je su augaly augimo hormonais: 0,5 mg/l TDZ ir
0,1 mg/l TAR; 0,11 pM kinetino ir 0,9 uM 2,4-D; 0,1 mg/l NAR, 0,2 mg/l BAP ir 0,5 mg/1 2,4-D.

Rekomendacijy dalyje pateikta hipericino gavimo schema, kuriag pramonéje buty galima taikyti,
optimizavus augaly augimo hormony derinius.
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Summary

St. John's wort (Hypericum perforatum L.) accumulates numerous secondary metabolites that provide
beneficial properties such as antidepressant, antioxidant, antibacterial, and others. In modern society,
there is a search for means to replace synthetic compounds with naturally derived ones that possess
similar beneficial qualities, and St. John's wort is an excellent source of various useful compounds.
However, cultivating the plant in vivo and extracting targeted compounds is a long process that
depends on various factors. One significant advantage of in vitro cultivation is the ability to
standardize environmental factors, optimize conditions and plant growth hormones to obtain high
yields of beneficial substances, significantly shortening the process from sowing to product
extraction.

This work investigates the influence of plant growth hormones on the in vitro cultivation of St. John's
wort, evaluating the antioxidant activity, concentrations of phenolic compounds, phenolic acids,
flavonoids, anthocyanins, chlorophylls, as well as carotenoids, proteins, and some antioxidative
enzymes in cultures of St. John's wort induced by plant growth hormones. Three extracts obtained
from St. John's wort cultures grown in MS medium with plant growth hormones were used for the
research: 0.5 mg/l TDZ and 0.1 mg/l IAA; 0.11 pM kinetin and 0.9 uM 2,4-D; 0.1 mg/l NAA, 0.2
mg/l BAP, and 0.5 mg/1 2,4-D.

The recommendation section provides a scheme for obtaining hypericin which could be applied and
optimized in the industry by manipulating the combination of plant growth hormones.
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Santrumpy ir terminy sgrasas
Santrumpos:
ABTS - 2,2'-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfonriigstis;
BAP — 6-benzilaminopurinas;
DTT - ditiotreitolis;
EDTA - etilendiamintetraacto riigstis;
IAR — 3-indolilacto rtigstis;
MDA — malondialdehidas;
MS — Murashige ir Skoog
NAR — I-naftilacto riigstis;
NBT - nitromélynasis tetrazolis;
PMSF — fenilmetilsulfonilfluoridas;
SOD — superoksido dismutazé;
TDZ — 1-fenil-1,2,3-(tidiazol-5-il)karbamidas;

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



Ivadas

Paprastoji jonazolé (lot. Hypericum perforatum L.) pasizymi daugeliu naudingy savybiy:
antidepresinémis, antioksidacinémis, antibakterinémis ir kt. Ji kaupia daug antriniy metabolity, kurie
ir suteikia Sias naudingas savybes [1]. Kadangi Siuolaikiné visuomené stengiasi gyventi tvariau ir
ekologiskau, yra ieskoma biidy, kaip pakeisti sintetinius junginius j iSgautus natiiraliai, turincius tokiy
naudingy savybiy, kaip sintetiniai, o paprastoji jonazol¢ yra puikus jvairiy naudingy junginiy Saltinis.
Taciau augalo, augancio in vivo, antriniy metabolity sintezé priklauso nuo daugelio aplinkos veiksniy
ir yra sunku gauti atsikartojancius antriniy metabolity gryninimo rezultatus. Jonazol¢ auginant in
vitro, aplinkos veiksnius galima standartizuoti, parinkti optimalias salygas bei pridéti augaly augimo
hormony tam, kad biity gaunamos didelés naudingy junginiy iSeigos, kartu zenkliai sutrumpinant
procesg nuo paséjimo iki produkto gavimo.

Darbe tiriama augaly augimo hormony jtaka jonazolés kultivavimui in vitro vertinant terpése su
skirtingais augaly augimo hormonais kultivuoty kaliaus kultiiry antioksidacinj aktyvuma, fenoliniy
junginiy, fenoliniy ruigsciy, flavonoidy, antocianiny, chlorofily bei karotinoidy, baltymy, kai kuriy
antioksidaciniy fermenty koncentracija bei antibakterinj aktyvumg. Rekomendacijy dalyje yra
pateikiama hipericino gavimo schema, kuria pramongje biity galima taikyti, optimizavus augaly
augimo hormony derinius.

Projekto tikslas — jvertinti augaly augimo hormony jtaka jonazolés (lot. Hypericum perforatum L.)
fitocheminiams junginiams susidaryti ir antioksidaciniam aktyvumui.

UZdaviniai:

1. istirti in vivo ir in vitro jonazolés ekstrakty antioksidacinj aktyvuma naudojant redukcinj, FRAP,
ABTS ir DPPH metodus;

2. nustatyti in vivo ir in vitro jonazolés ekstrakty fenoliniy junginiy, fenoliniy rigsciy, flavonoidy,
antocianiny ir chlorofly a ir b bei karotinoidy koncentracijas;

3. nustatyti in vivo ir in vitro jonazolés ekstrakty bendrajg baltymy ir L-prolino koncentracijas;

4. istirti in vivo ir in vitro jonazolés ekstrakty malondialdehido koncentracija, fermenty superoksido
dismutazés ir askorbatperoksidazés aktyvuma;

5. nustatyti in vivo ir in vitro jonazolés ekstrakty antibakterinj aktyvuma;

6. ivertinti jonazolés ekstrakty panaudojimo galimybes.
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1. Literatiiros apZvalga
1.1. Paprastosios jonaZolés charakteristika

Paprastoji jonazolé¢ (lot. Hypericum perforatum L.) yra daugiametis augalas, priskiriamas
Hypericaceae (jonazoliniy) Seimai, Hypericum (jonazoliy) genciai. Jonazolés pavadinimas kilgs nuo
to, kad Sio augalo zydé¢jimo laikotarpis prasideda birZelio 25 diena — Joniniy diena. Jonazolé auga
Europoje, Azijoje ir Siaurés Amerikoje, augalas originaliai kiles i§ Europos, o véliau paplito kitose
vidutinio klimato vietose [2].

Hypericum gentj sudaro apie 400 rasiy zoliniy augaly ir krimy, kurie turi geltonus arba varinés
spalvos ziedus su keturiais arba penkiais ziedlapiais, labai daug kuokeliy bei vieng piestele. Paprastoji
jonazolé (zr. 1.1 pav.) yra besiSakojantis kriminis augalas, jos aukstis paprastai btina nuo 40 iki 80
cm. Jonazolés stiebai ir Sakelés yra tankiai apaugusios pailgais, lygiais krastais lapais, kuriy ilgis
paprastai biina nuo 1 iki 3 cm, o plotis — nuo 0,3 iki 1 cm.

1.1 pav. Paprastoji jonazolé (lot. Hypericum perforatum L.) [2]

Kair¢je paveikslélio puséje (zr. 1.1 pav.) pavaizduota apatiné stiebo dalis ir lapy iSsidéstymas.
Desinéje matoma virSutiné stiebo dalis — stiebas su Ziedais. Kairéje apacioje pavaizduotas ziedas, o
desinéje apacioje — kapsulé, kurioje biina deSimtys mazy tamsiai rudy sékly [2].

Paprastoji jonazolé yra viena i§ labiausiai iStirty zoleliy ir galima sakyti geriausiai Zinoma vaistazolé
$iy dieny rinkoje. Ji yra zinoma dél savo antidepresiniy savybiy, taciau taip pat yra gana naudinga
kaip neuroprotekcinis, antineuralginis ir antivirusinis augalas. In vitro tyrimai parodé, kad paprastoji
jonazolé slopina serotonino, norepinefrino ir dopamino reabsorbcija neuronuose. Ji gali biti naudinga
esant prieSmenstruaciniam sindromui, policistiniy kiausidziy sindromui, perimenopauzei ir
menopauzei, depresijai, egzemai ir psoriazei [1].

Europos medicinos agentliros sudarytoje Hypericum perforatum L. vertinimo ataskaitoje [3]
pateikiama informacija apie Europos sajungoje ir Europos ekonominéje erdvéje parduodamus
medicininius preparatus. Nurodyta, jog paprastosios jonazolés preparatai jvairiomis formomis ir
koncentracijomis yra skiriami Sioms esant Sioms indikacijoms: laikinas psichinis i$sekimas; lengvos
ir vidutinio sunkumo depresinés biisenos, psichovegetaciniai sutrikimai (jtampa, nerimas, jvairios
kilmés nuotaikos svyravimai, virSkinimo sutrikimai, menopauzés sutrikimai); miego sutrikimai;
nerviné jtampa; nedideli odos paZeidimai; lengvas nerimas; stresas; nuovargis; odos uzdegimai,
nedidelés zaizdos; virSkinimo sutrikimai. D¢l kaupiamy bioaktyviyjy junginiy paprastoji jonazolé
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pasizymi antioksidaciniu aktyvumu [4], tuo tarpu produkty, kurie turi antioksidanty, vartojimas
padeda kraujagysliy ir Sirdies ligy, vézio, neurodegeneraciniy ligy prevencijai [5].

D¢l plataus farmakologinio aktyvumo spektro, antidepresinio, antivirusinio ir antibakterinio
poveikio, Hypericum perforatum L. yra vienas i$ labiausiai vartojamy vaistiniy augaly pasaulyje, o
Sio augalo ekstraktai placiai naudojami kaip fitofarmaciniai ir maistiniai preparatai [6].

1.2. Hypericum perforatum L. kaupiami junginiai

Jonazolé, kaip ir kiti augalai, sintetina baltymus. Tyrimy metu buvo nustatyta, kad bendras baltymy
kiekis jonazolés ekstraktuose buvo 3,9-8,4 % [7]. Taip pat kaupiami karotinoidai ir chlorofilai 8],
dalyvaujantys augaly fotosintezéje [9].

Mokslingje literattiroje jonazolés kaupiami bioaktyvieji junginiai yra skirstomi jvairiai. Hypericum
perforatum kaupiamus jvairius bioaktyviuosius junginius galima suskirstyti j S$ias grupes:
naftodiantronai, fenoliniai junginiai, fenolinés rtigstys, flavonoidai.

1.2.1. Naftodiantronai. Hipericinas

Naftodiantronams priskiriami hipericinas ir jo biosintetiniai pirmtakai: pseudohipericinas,
protohipericinas ir protopseudohipericinas. Bitent hipericinas yra vienas i§ svarbiausiy Hypericum
genties junginiy. Pirmg kartg jis buvo iSskirtas i§ H. perforatum, o véliau rastas ir keliose kitose
Hypericum rusyse. Hipericinas turi farmakologiniy savybiy, jskaitant antimikrobines, prieSvézines ir
prieSuzdegimines. Hipericinas yra labai jautrus Sviesai, dél to naudingas fotodinaminéje terapijoje,
kuri yra neinvazinis terapinis metodas, naudojamas gydyti jvairius véZzinius ir nevéZzinius pazeidimus
bei sutrikimus [4]. Taip pat buvo nustatyta, jog kiti Hypericum bioaktyvieji junginiai, pavyzdziui,
kvercetinas, Zymiai susilpnina hiperforino naudingas savybes fotodinamingje terapijoje [10].

Nors hipericinas buvo placiai tiriamas daugiausia dél savo fotodinaminiy ir fotocitotoksiniy savybiy,
jis taip pat pasizymi jvairiu biologiniu aktyvumu ir be junginio aktyvacijos panaudojant Sviesg. Buvo
jrodyta, kad hipericinas turi prieSnavikinj potencialg ir kai néra Sviesos — dé¢l jo antiproliferacinio,
antimetastazinio ir antiangiogeninio poveikio [10].

1.2.2. Fenolinés rugstys

Mokslingje literatiiroje aptinkami kiekybiniai rezultatai yra jvairGs, taciau bendrai sutariama
vertinant, jog tarp Hypericum 1usiy H. perforatum riisies augaluose yra nustatyta didziausia fenoliniy
rigsciy koncentracija. Fenolinés riigstys pasizymi dideliu antioksidaciniu ir antibakteriniu aktyvumu

[6].

Daugybé moksliniy tyrimy yra telkiami j jvairiy fenoliniy rigs¢iy aktyvumga pries vézj ir pagrindinius
ju veikimo mechanizmus, kurie gali daryti teigiama poveiki sveikatai, pavyzdziui: DNR pazeidimams
atstatyti, laisviesiems radikalams paSalinti, fermenty indukcijai, lasteliy proliferacijai ir apoptozei

[11].

In vitro yra nustatyta, kad fenolinés riigStys gali slopinti gaubtinés zarnos vézio lasteliy proliferacija
ir sukelti vézio lasteliy apoptozg. Taciau reikia atlikti papildomus tyrimus siekiant istirti, kurie
mechanizmai yra atsakingi uz apoptozg po gydymo fenolinémis riagstimis [12]. Taip pat yra tyrimy,
kurie rodo, jog fenolinés riigstys gali pagerinti su gliukoze ir lipidais siejamas patologijas, pavyzdziui:
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diabetg bei Sirdies ir kraujagysliy ligas. Mityba, kurioje gausu fenoliniy riigsc¢iy, apsaugo nuo tam
tikry alergijy bei létina Alzheimerio ligos vystymasi [11].

Vis délto, nors kai kurios fenolinés riigstys yra gerai zinomos kaip veiksmingi bioaktyviis mitybos
ingredientai, jy farmakokinetika ir metabolinés savybés dar néra iki galo istirtos. Zinoma, tai riboja
dabartinj jy vartojimg ir terapinj potencialg, todél reikia atlikti tolesnius klinikinius tyrimus, siekiant
pagrijsti ir optimizuoti jy naudojima mitybos ir farmacijos srityse ateityje [11].

Dar viena sritis, kurioje fenolinés riigStys naudojamos dél savo vertingy savybiy, yra maisto pramoné.
Pastaraisiais deSimtmeciais ¢ia vis labiau taikomas nattiraliy fenoliniy antioksidanty naudojimas kaip
veiksmingas biidas, kuris yra skirtas sulétinti maisto gaminiy gedimg dél oksidacijos, taip padedant
ilgiau iSlaikyti patrauklias jy teksttros savybes. Biitent fenolinés riigStys yra natiiral@is junginiai, kurie
dél savo didelio tirpumo ir lipiduose, ir vandenyje gali slopinti oksidacija, pridedant jy i emulsinius
maisto produktus. Iprastai tokiuose produktuose, kai nenaudojami antioksidantai, lipidy oksidacija
vyksta labai greitai. D¢l to fenolinés riigStys — naudingas ir nattralus ingredientas [11], kurj galima
pritaikyti pramonéje.

1.2.3. Flavonoidai

1930 metais iki tol nezinoma medziaga buvo isskirta i§ apelsiny. Tuo metu buvo manoma, kad tai —
naujos vitaminy klasés junginys ir jis buvo jvardintas kaip vitaminas P. Véliau paaiskéjo, kad tai buvo
flavonoidas rutinas ir iki Siol jau yra identifikuota daugiau nei 4000 flavonoidy rsiy [13].

Bendriné flavonoidy struktiira pavaizduota zemiau (zr. 1.2 pav.). StruktiriSkai flavonoidai yra
sudaryti i§ penkiolikos anglies junginiy skeleto, kuris yra sudarytas i$ dviejy benzeno ziedy (zr. 1.2
pav., A ir B), sujungty per heterociklinj pirano zieda (Zr. 1.2 pav., C). Juos galima suskirstyti i klases:
flavonai (pvz., flavonas, apigeninas ir liuteolinas), flavonoliai (pvz., kvercetinas, kempferolis,
miricetinas ir fisetinas), flavanonai (pvz., flavanonas, hesperetinas ir naringeninas) ir kiti [13].

1.2 pav. Bendroji flavonoidy struktiira [13]

Pateiktos flavonoidy poklasius sudaranciy junginiy struktiiros (Zr. 1.3 pav.). Flavonoidai suskirstyti
poklasius: flavanoliai, antocianidinai, flavonoliai, izoflavonai, flavanonai, flavonai [14].

Flavonoidy grupe sudaro polifenoliniai junginiai, kuriy yra visuose augaluose, jie turi benzo- p~pirono
struktiirg. Flavonoidai sintetinami fenilpropanoido biosintezés keliu (angl. pathway). Turimi
duomenys i§ moksliniy tyrimy rodo, kad antriniai fenolio metabolitai, jskaitant ir flavonoidus, yra
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atsakingi uz jvairias farmakologines funkcijas. Flavonoidai yra hidroksilinti fenolio junginiai, kuriuos
sintetina augalai, reaguodami j mikrobing infekcija. Funkcinés flavonoidy hidroksilo grupés uztikrina
ju antioksidacinj poveikj, paSalindamos laisvuosius radikalus ir (arba) sudarydamos chelatinius
metaly jonus. Metaly chelatiniy jony susidarymas gali biiti labai svarbus siekiant riboti radikaly, kurie
pazeidzia tikslines biomolekules, susidarymg. Manoma, kad flavonoidai, kaip maisto komponentai,
turi sveikatg stiprinanciy savybiy dél didelio antioksidacinio pajégumo ir in vivo, ir in vitro sistemose.
Flavonoidai turi savybe ,,suzadinti Zmogaus apsaugines fermenty sistemas. Tyrimai rodo, kad
flavonoidai apsaugo nuo daugelio infekciniy (bakteriniy ir virusiniy) bei degeneraciniy ligy,
pavyzdziui, Sirdies ir kraujagysliy, vézio ar kity su amziumi susijusiy ligy [13].

sPPe
CO, - CC
/ “OH # “on

Antocianidinai

Flavaneliai x

Flavonoliai

~ | Bendroji flavoneidy struktirg

Flavonai Flavanonai lzoflavonai

1.3 pav. Flavonoidy poklasius sudaranc¢iy junginiy bendrinés strukttros [14]

Nustatyta, kad flavonoidams priskiriami miricetinas ir kvercetinas, iSskirti biitent i§ paprastosios
jonazolés, turi prieSnavikinj aktyvuma in vitro, kuris naudojamas gerinti prostatos vézio gydymo
galimybes [15]. Irodyta, kad daugelis flavonoidy turi antioksidacinj aktyvuma, gali Salinti laisvuosius
radikalus, veikia prevenciskai tam tikroms Sirdies ligoms, pasizymi hepatoprotekciniu,
prieSuzdegiminiu ir prieSvéziniu poveikiu, kai kurie i§ jy gali turéti antivirusinj poveikj. Augaly
sistemose flavonoidai padeda kovoti su oksidaciniu stresu ir veikia kaip augimo reguliatoriai.
Kadangi flavonoidai yra fitocheminiai junginiai, jy Zmogus ir gyviinai susintetinti negali. Taigi
flavonoidai, randami gyviinuose, yra augalinés kilmés, o ne biosintetinami in situ. Maiste esantys
flavonoidai paprastai yra atsakingi uz spalva, skonj bei riebaly oksidacijos prevencija [13].

Flavonoidai veikia kaip antriné antioksidaciné gynybos sistema augaly, kurie yra veikiami skirtingy
abiotiniy ir biotiniy stresy, audiniuose. Jie augaluose reguliuoja augimo faktorius [13]. Flavonoidai
atlieka svarby vaidmenj gerinant hipericiny biofarmacines savybes [6]. Flavonoidai yra paplitg
augaluose, jrodyta, kad suteikia apsauginj poveikj nuo UV spinduliy [14].
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1.2.4. Antocianinai

Antocianinai yra nattraltis biologiskai aktyviis vandenyje tirpts fenolio junginiai, tai yra viena i$
pagrindiniy natiiraliy pigmenty (oranzinés, raudonos, violetinés ir mélynos spalvos) grupiy. Gamtoje
buvo identifikuota daugiau nei 700 antocianiniy, kuriuos gamina augalai, norédami pritraukti
vabzdzius prie géliy apdulkinimui, o Zolédzius gyviinus prie vaisiy, kad skleisty s¢klas, taip pat, kad
apsaugoty lgsteles nuo UV spinduliy daromos zalos. Antocianinai yra flavonoidy poklasis [16].

1.3. Hipericino biosintezé

Hipericino biosintezés kelias pateiktas Zemiau (zr. 1.4 pav.).

(o] i (o]
+
H,CJ\SCOA HO™ CH3
Acetilo koA Malinolo koA

SCoA

OH O OH

Emodino antronas Emodinas

Emodino diantronas R=CHj, protohipericinas, R=CH, hipericinas
R=CH20H, protopseudohipericinas R =CH 70H, pseudohipericinas

1.4 pav. Hipericino biosintezés kelias [17]

Pirmame biosintezés kelio etape viena acetilo kofermento A (koA) molekulé kondensuojasi su
septyniomis malonilo koA molekulémis, kad susidaryty oktaketidiné¢ grandine, véliau vyksta jos
cilizacija ir dekarboksilinimas, todé¢l susidaro emodino atronas. Pagrindiniai fermentai yra III tipo
poliketidy sintazés (PKS), kurios katalizuoja reakcijas. Emodino antronas laikomas hipericino
pirmtaku ir teigiama, kad grei¢iausiai dél emodino antrono oksigenazés aktyvumo oksiduojamas j
emoding. Emodino diantronas susidaro po emodino antrono ir emodino kondensacijos, bei po Siy
procesy vykstancios dehidratacijos. Véliau vyksta emodino diantrono fenoliné oksidacija, po kurios
susidaro protohipericinas arba protopseudohipericinas. Visas Sias reakcijas katalizuoja fenolinius
junginius jungiantis baltymas (angl. phenolic coupling protein) Hyp-1. Manoma, kad protohipericino
metilo grupés oksidacijos rezultatas yra hipericinas, o protopseudohipericino — pseudohipericinas.
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Protoformy pavertimas j hipericing ir pseudohipericing gali vykti esant Sviesai ir veikiant fermentui
Hyp-1. Sis biosintezés kelias yra visuotinai priimtas, o cheminé hipericino sintezé buvo i§vystyta
vadovaujantis §iuo keliu ir naudojant emodino antrong kaip pirmtakg [17].

1.4. Augaly streso veiksniai

Augalai gali buti veikiami biotinio ir abiotinio streso savo nattralioje aplinkoje. Daznai pasitaikantys
abiotiniai streso veiksinai yra ekstremalios temperattros, didelis augimo terpés druskingumas, per
daug intensyvi Sviesa bei ultravioletiné spinduliuoté, vandens triikumas, jvaits terSalai (pavyzdziui,
herbicidai), didelé sunkiyjy metaly koncentracija. Esant abiotinio streso veiksniy, augaluose yra
skatinamas laisvyjy radikaly susidarymas ir tai gali pakenkti biomolekuliy: lipidy, baltymy ir
nukleino riig§¢iy gamybai [18].

Laisvieji radikalai yra molekuliy grupiy, kurios vadinamos reaktyviosiomis deguonies, azoto ir sieros
rasimis, dalys — tai yra atomai, molekulés arba jonai, turintys nesuporuoty elektrony, jie yra labai
aktyvis cheminése reakcijose su kitomis molekulémis. Biologinése sistemose laisvieji radikalai yra
gaunami i$ deguonies, azoto ir sieros molekuliy [19].

Dazniausiai pasitaikanti zala, kurig sukelia reaktyviosios deguonies rii§ys, yra membrany lipidy
peroksidacija. Iprastai membrany lipidy peroksidacija augaluose yra nustatoma matuojant
malondialdehido (MDA) koncentracija, kuris yra placiai naudojamas oksidacinio lipidy pazeidimo
zymuo. Yra atlikta daug tyrimy, kuriuose tirtos MDA koncentracijos augaluose skirtingomis streso
salygomis. Duomenys parodé, kad didelis druskingumo lygis gali sukelti Soka ir fotooksidacinj stresa,
dél kurio lapuose kaupiasi MDA. Tyrimai rapsus veikiant herbicidu parodé, kad MDA kiekis tiesiskai
did¢jo priklausomai nuo herbicido kiekio didéjimo. Taigi, MDA gali buti naudojamas kaip
fiziologinés biiklés rodiklis augaly augimo metu [18].

1.5. Augaly antioksidacinis aktyvumas

Augalai turi efektyvias fermentines ir nefermentines antioksidacines apsaugos sistemas, kad i§vengty
toksisko laisvyjy radikaly poveikio. Fermentinéms sistemoms yra priskiriami fermentai: superoksido
dismutazé (SOD), katalazé, glutationo peroksidazé, glutationo reduktazé. Nefermentinéms sistemoms
yra priskiriami mazos molekulinés masés antioksidantai: prolinas, karotenoidai, fenolio rtgstys,
flavonoidai, askorbo rtigstis, glutationas ir kiti [20].

Antioksidantai — molekulés, kurios gali neutralizuoti laisvuosius radikalus, priimdamos arba
atiduodamos elektronus. Antioksidanty molekulés gali tiesiogiai reaguoti su reaktyviais radikalais ir
juos sunaikinti, o patys antioksidantai gali tapti naujais laisvaisiais radikalais, kurie yra maziau
aktyviis ir maziau pavojingi nei tie, kuriuos neutralizavo. Taip pat jie véliau gali biiti neutralizuoti
kity antioksidanty pagalba arba kitais mechanizmais [19].

Augalams patiriant stresg, pastebéta ir padidéjusi superoksido dismutazés (SOD) fermento
koncentracija [18]. Superoksido dismutazés yra metalofermenty grupé, randama visose karalystése.
SOD apsaugo nuo reaktyviyjy deguonies riiSiy. Tai yra fermentai, kurie katalizuoja superoksido
anijony laisvojo radikalo (O2") dismutacijg j molekulinj deguonj ir vandenilio peroksidg (H2O) ir
sumazina O2’, kuris, esant per dideléms jo koncentracijoms, pazeidzia Iasteles [21].

Askorbato peroksidazé yra placiai paplites antioksidantas. Jis skiriasi nuo katalazés ir kity
peroksidaziy tuo, kad redukuoja reaktyvigsias deguonies rusis, pavyzdziui, vandenilio peroksida j

17



vandenj, naudodamas redukuota askorbata kaip elektrony donora. Jo aktyvumo nustatymas padeda
analizuoti oksidacinio streso lygj gyvose sistemose stresinémis salygomis [22].

1.6. Augaly biotechnologija

Aaugaly biotechnologija — tai metody rinkinys, naudojamas augalus pritaikyti konkretiems
poreikiams ar galimybéms. Dirbtiniy sékly, biofarmaciniy preparaty, augalinés kilmés vaisty,
rekombinantiniy ar kity gydomuyjy baltymy, transgeniniy augaly ir augalinés kilmés vakciny ar
antikiiny gamyba yra pastaruoju metu vykdomy augaly audiniy kultliry tiriamyjy darby dalis.
Dabartinéje augaly biotechnologijoje pirmenybé teikiama antriniy metabolity gamybai ir ligoms
atspariy bei naujy veisliy gamybai bei vertingiems augaly genetikos patobulinimams [23].

1.6.1. Kaliaus kultiiros ir jy svarba

Kaliaus kulttiros gali biti placiai naudojamos farmakologijoje ir farmacijoje, taip pat zemés tikyje ir
sodininkystéje. Vaistiniy augaly kaliaus kultiiros, kaip ir in vivo augantys augalai, sintetina
bioaktyvias fitochemines medziagas, kurios gali biti placiai naudojamos. IS jonazolés kaliaus
kultiiros sintetinamy junginiy dazniausiai literatiiroje minimi yra hipericinas ir hiperforinas.

Augalai prisitaiko prie abiotiniy ir biotiniy stresy ir gali sintetinti antrinius metabolitus, kuriuos
aktyvuoja elicitoriai ir tuomet Sie issiskiria kaip gynybinis atsakas. Antriniy metabolity susidaryma
gali sukelti iSoriniai streso signalai (pvz., patogenai, oksidacinis stresas, zaizdos ir kt.). Elicitoriy
poveikis skatina augaly apsaugg arba streso sukeltus atsakus. Abiotiniai elicitoriai veikia kaip fiziniai
veiksniai (pvz., $altis, karstis, UV §viesa ar osmosinis slégis) ir cheminiai veiksniai (pvz., fungicidai,
antibiotikai, druskos ar sunkieji metalai). Elicitoriai reguliuoja geny ekspresija reaguojant j cheminius
ir fizinius dirgiklius, indukuoja fermenty sinteze ir taip skatina daugelio antriniy metabolity,
pavyzdziui, flavonoidy, alkaloidy, terpenoidy, tianiny, polipeptidy, susidaryma. Istirta, jog daugelis
antriniy metabolity ne tik suteikia augalui apsaugines funkcijas, bet ir pasizymi vertingomis Zzmogui
farmacinémis savybémis [24].

Kaliaus lastelés gali biiti auginamos in vitro biotechnologiniais tikslais. Beveik bet kuri augalo dalis
gali biiti naudojama kaliaus kultiiroms formuoti. Daugumoje sausumos augaly Seimy paZzeistos
audiniy vietos yra atnaujinamos nediferencijuotomis kaliaus lgstelémis. Taigi eksplantai, paimti i§
augaly audiniy, 1étai iSauga in vitro i lasteliy mase, kuri gali bati amorfiné ir bespalve, taip pat ir
Sviesiai ruda, jei kaliaus kultliros iSaugintos steriliomis salygomis, i terp¢ nepatenka jokios
mikrobinés infekcijos, bei kultliros auginamos ant standzios terpés, papildytos augaly augimo
hormonais [24].

Reguliariai perkeliant lasteles i nauja terpg (sukuriant naujg persé€jima), kaliaus kultiiros gali augti
neribotg laika in vitro. Vis délto, diferencijuotos augaly lgstelés ir kultivuotos kaliaus lastelés labai
skiriasi — kaliaus kultiiry lastelés yra panasios | nediferencijuotas meristematines lasteles: jos turi tik
mazas vakuoles ir, be keleto kity savybiy, joms triksta chloroplasty fotosintezei. Kaliaus kultiiros
gali rediferencijuoti j augalus, jei jos laikomos atitinkamoje auginimo terpéje. Nors kai kurioms
kaliaus kultiroms reikia augimo salygy tamsoje, kitos auga dienos ir nakties saglygomis (pavyzdziui,
salygos parai: 16 valandy Sviesos, 8 valandy tamsos), kaliaus kultiros dazniausiai auga 25+2 °C
temperattroje. Kultiiras galima i$skirti j dvi grupes: vienos auga gana kompaktiska forma, o kitos yra
puriy formy [24].
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Mokslingje literatiroje nurodomi pagrindiniai lasteliy kultiiry privalumai, lyginant su tradiciniu viso

augalo auginimu [24]:

1. pasirinktas augaly dalis galima sékmingai auginti nepriklausomai nuo iSoriniy veiksniy (pvz.,
dirvozemio sudéties ar klimato);

2. auginamos lastelés apsaugomos nuo mikroorganizmy ar vabzdziy;

3. bet kokio augalo Iasteles, net rety ar nykstanciy augaly, galima lengvai iSsaugoti ir i$ jy gauti
antriniy metabolity;

4. sumazinamos i$laidos ir padidinamas produktyvumas.

Dazniausiai kaliaus kultiiros auginamos kietoje agaro terpéje, papildytoje specifinémis maistinémis
medziagomis, druskomis, vitaminais bei elementais (azotu, fosforu, kaliu ir kt.). Paprastai didelés
amonio jony koncentracijos slopina antriniy metabolity susidarymg, o sumazinus amonio kiekj
antriniy metabolity susidarymas padidéja. Neorganinis fosfatas yra biitinas fotosintezei ir glikolizei.
Didelis fosfaty kiekis daznai skatina Igsteliy augimg ir pirminj metabolizma, o maza fosfaty
koncentracija skatina antriniy metabolity susidaryma. Daugelj antriniy metabolity sudaro fosforilinti
tarpiniai produktai, kurie véliau i$skiria fosfata, pavyzdziui, fenilpropanoidai ir terpenoidai. Tam, kad
biity naudinga komerciskai, antriniy metabolity biosintezé augaly kultiirose turi biti pagerinta —
pirmtaky pridéjimas j mitybing terpe pagerina antriniy metabolity arba tikslinio produkto susidaryma.
Tipinés auginimo terpés yra gerai zinomos ir placiai naudojamos, pavyzdziui, Murashige ir Skoog
(MS) terpé bei White terpé. Daugumos antriniy metabolity biosintezés kelias yra sudarytas i$ keliy
fermenty katalizuojamy grandininiy reakcijy ir bet kuris i§ Siy etapy gali bati stimuliuojamas, taip
siekiant padidinti produkty susidarymo iSeigg — | terpe reikia pridéti specifiniy fitohormony, kad bty
skatinama biosinztezé [24].

Kaliaus kulttiros gali biiti naudojamos tvariai didelés skalés antriniy metabolity gamybai farmacijos,
kosmetikos, maisto bei kitose srityse. Didelis in vitro auginimo privalumas yra tai, kad fitocheminés
medziagos gali biiti tiesiogiai iSgaunamos i§ kaliaus, Siuo biidu néra kenkiama visam augalui, taip
galima padéti iSsaugoti retas bei sparCiai nykstancias augaly rtsis, o in vitro galima pagaminti
pakankamai didelius kiekius antriniy metabolity. Didesnéje skaléje naudojamos vienalgséiy
suspensijy kultiiros, kurios auginamos kolbose ant purtykliy arba biofermentatoriuose, kad susidaryty
pageidaujami antriniai metabolitai. /n vitro auginimas leidzia kontroliuoti sglygas ir panaikinti jvairiy
aplinkos veiksniy, sezoniniy ligy, kenkéjy ir geografiniy apribojimy jtaka. Taigi gali buti nuolat
gaminami aukstos kokybés antriniai metabolitai [24].

Auginimas in vitro naudingas ne tik gauti antriniy metabolity, taciau taip pat augaly audiniy kulttiros
leidzia atrankos biidu in vitro uzauginti mutantus, kurie turi naudingy agronominiy savybiy
(pavyzdziui, atsparis sausrai), jie gali bati atrenkami in vitro ir iSskiriami tolesniam naudojimui. Be
to, kaliaus kultiros svarbios transgeniniems augalams gauti, kurie pasizymi patobulintomis
savybémis, pavyzdziui, atspariis skersvéjui, aukstai temperatirai, mikroorganizmy sukeliamoms
ligoms ir kt. [24].

1.6.2. Kaliaus kultiiry oksidacinis stresas

Kultivacija in vitro salygomis sukelia oksidacinj stresg kaliaus indukcijos ir vystymosi metu. Kad
bty iSvengta oksidaciniy pazeidimy, antioksidaciniai fermentai: katalazé, peroksidazé ir askorbato
peroksidazé nuolat vykdo biocheminius virsmus kaliaus Igstelése, taigi jy aptinkama augaly kaliaus
kulttrose [25].
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1.6.3. JonaZolés kaliaus Kultiirose kaupiami antriniai metabolitai

Mokslingje literatiiroje nurodyta, kad jonazolés kaliaus kultliros sintetina hipericing ir
pseudohipericing naudojant tam tikras bakterijas kaip elicitorius [26]. Taip pat nurodoma, kad
sintetinami fenoliniai junginiai bei flavonoidai [27]. H. perforatum L. kaliaus kulttrose taip aptikta
antocianiny [16].

1.6.4. Fitohormonai

Fitohormonai yra organiniai junginiai, kurie patenka j konkrecias augalo vietas, kur reguliuoja augaly
augimg ir vystymasi, antriniy metabolity sintezg. Auksinai, giberelinai, etilenas, abscizo riigstis ir
citokininai yra pagrindiniai fitohormonai, kurie atsakingi uz jvairias augaly funkcijas. Tarp jy
auksinai ir citokininai yra pagrindiniai mitybinés terpés ingredientai, kurie naudojami augalams
auginti in vitro [28]. Labiausiai auksinai ir citokininai sgveikauja tarpusavyje reguliuvodami daug
augimo ir vystymosi procesy augaluose bei skatindami Siuos procesus [29].

1.6.5. Kaliaus kultiiry terpése naudojami augaly augimo hormonai

IAR (3-indolilacto rtigstis) yra natiiraliai randamas auksinas, plaiai naudojamas augaly audiniy
kultiiroms kultivuoti [28]. Ir IAR, ir sintetiniai auksinai, pavyzdziui, NAR (1-naftilacto raigstis) ir 2,4-
D (2,4-dichlorfenoksiacto riigstis) yra svarbiis augaly morfogenezéje in vitro. IAR ir NAR yra
dazniausiai naudojami jsiSaknijimo hormonai, padedantys Saknims formuotis. Kinetinas bei BAP (6-
benzilaminopurinas) yra vieni i$ pagrindiniy citokininy [28]. Mokslingje literatiroje nurodoma, kad
skirtingos kinetino koncentracijos teigiamai veiké kaliaus formavimasi, ir did¢jant kinetino
koncentracijai pager¢jo kaliaus formavimasis. Panasiai kaip kinetino atveju, naudojant BAP padidéjo
kaliaus susidarymas. Padidinus BAP koncentracija, kaliaus padidéjo 3,97 karto, lyginant su
kontroliniu variantu [30].

Tidiazuronas (TDZ arba 1-fenil-1,2,3-(tidiazol-5-il)karbamidas) taip pat yra naudojamas kaliaus
kultiiroms kultivuoti, jis yra j citokining panaSus junginys, jprastai naudojamas in vitro kultiiry
tyrimams ir jvairiy augaly regeneracijai. Pastaraisiais metais §is junginys vis dazniau naudojamas
dauginti in vitro jvairius augalus, jskaitant vaistinius augalus. Nustatyta, kad TDZ yra veiksmingesnis
kaliaus formavimuisi ir tigliy organogenezei, palyginus su kitais citokininais. Kai kuriose sistemose
sinerginis TDZ poveikis su kitais citokininais ar auksinais, pavyzdziui, NAR, buvo veiksmingesnis
nei naudojant §j vieng junginj [28].

1.6.6. Kaliaus kultiiry terpése naudojami pirmtakai

Pirmtakai taip pat yra naudojami eksperimentuose siekiant padidinti tiksliniy antriniy metabolity
biosinteze¢ [31]. Fenilalaninas yra fenilpropanoidy biosintezés kelio tiksliniy antriniy metabolity
pirmtakas. P. corylifolia kaliaus kultiiry kultivavime fenilalanino pridéjimas j mitybing terpe padidino
izoflavony biosintezés lygj [32]. Taip pat literatiiroje nurodoma, kad mitybinés terpés papildymas
fenilalaninu padidinio antriniy metabolity sintez¢ braskiy kaliaus kulttrose [33].

1.7. Jonazolés ekstrakty panaudojimo galimybés

Kaip jau buvo minéta, jonazolé¢ gerai Zinoma ir taikoma medicinoje dél savo antibakteriniy,
lengvinanc¢iy depresija ir kity naudingy savybiy. Taciau yra duomeny ir apie galima jonazolés
ekstrakty naudojima taip pat ir dermatologiniams tikslams bei zaliajai nanodaleliy sintezei.
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Nanodalelés gali biiti sintetinamos naudojant cheminius, fizinius, biologinius ar hibridinius metodus.
Taciau fiziniais ir cheminiais metodais sintetinant nanodaleles reikia auks$tos temperatiiros ir slégio
bei toksisky cheminiy medziagy. Dél to vis dazniau yra atliekami tyrimai naudojant biologinius arba
,Zaliuosius“ metodus. Sie biologiniai metodai paprastai pagrjsti mikrodumbliy, gryby, bakterijy ir
augaly naudojimu [34]. H. perforatum ekstraktas redukuoja metaly jonus ] nanodaleles ir jas
stabilizuoja. Aukso (III) chlorido hidratas (HAuCl4) redukuojamas iki aukso nanodaleliy. Sidabro
nitratas (AgNO3) redukuojamas iki sidabro nanodaleliy [35]. Yra duomeny, kad augaly kaliaus
kultiirose nanodalelés gali biiti maistiniy medziagy Saltinis ir elicitorius, ir dél jy padidéja jvairiy
antriniy metabolity sintezé augaly kaliaus kulttrose [36].

1.7.1. Naudojimas dermatologijos srityje

Jonazolés preparatai, pavyzdziui, aliejai ar tinktiiros, yra naudojami nedideléms zaizdoms ir
nudegimams, nudegimams sauléje, jbrézimams, mélynéms, sumusimams, opoms gydyti. Junginiai,
kuriuos jonazolé sintetina, tarp jy hipericinas ir hiperforinas, turi naudingy farmakologiniy savybiy:
antioksidaciniy, prieSuzdegiminiy, priesvéziniy ir antimikrobiniy. Vis délto, klinikiniy tyrimy dél
jonazolés preparaty naudojimo dermatologijos srityje vis dar yra nepakankamai. Buvo atlikti
pavieniai zaizdy gijimo, atopinio dermatito, psoriazés ir piislelinés infekcijy tyrimai, naudojant
iSgrynintus jonazolés junginius ir Siuolaikines dermatologines formules [37].

D¢l antimikrobiniy ir prieSuzdegiminiy savybiy, taip pat dél to, kad stimuliuoja fibroblasty judruma,
kolageno gamyba ir keratinocity diferenciacija, jonazolés ekstraktai padeda gyti zaizdoms. Aliejus ir
kiti preparatai, kuriy sudétyje yra hiperforino ir hipericino arba jy dariniy, yra tinkami naudoti ant
jbrézimy, jbrézimy, nudegimy ir opy. Tepalas, pagamintas i§ 5 gramy Svieziy jonazolés ziedy ir 100
gramy alyvuogiy aliejaus, tyrimo metu buvo naudotas nudegimams gydyti. Pirmo lygio nudegimai
pjuvio zaizdos gijimui istirti. Tepalas buvo pagamintas i§ iSdziovinty ir susmulkinty jonazolés ziedy,
vynuogiy sé¢kly aliejaus ir vazelino. Tyrimai patvirtino, kad jonazolés naudojimas turéjo teigiamos
itakos tokio pobtidzio zaizdoms gyti [37].

Dermatito atveju naudingos jonazolés farmakologinés savybés yra prieSuzdegiminis ir antibakterinis
aktyvumas, keratinocity (odos lasteliy, kurios apsaugo nuo mikroorganizmy, ultravioletiniy spinduliy
poveikio ir palaiko drégme odoje) diferenciacijos stimuliavimas, ir niezéjimo lengvinimas, nes
atopinei odai biidingas uzdegimas, padidéjes jautrumas jvairiems dirgikliams, niezulys ir dél to
atsirandantys jbrézimai bei nedideli epidermio pazeidimai; dél vandens praradimo pazeistas odos
barjeras; bakterinés infekcijos. Jonazolés ekstraktai, remiantis moksline literatiira, atrodo tinkami,
kad palengvinty dermatito simptomus, ta¢iau vaistazoliy ekstrakty su daugybe sudedamyjy daliy
naudojimas ant atopinés odos taip pat gali dirginti odg. Tyrimai su hiperforinu parodé, kad jis gali
lengvinti dermatito simptomus nesukeliant odos dirginimo. Buvo atliktas tyrimas su atopiniu
dermatitu serganciais Zmonémis tiriant krema, kuriame buvo 1,5 % hiperforino veikliosios
medziagos, ir lyginta su placebo. Pastebéta, kad kremas su hiperforinu turéjo pranasumag gydant
lengva ar vidutinio sunkumo atopinj dermatitg. Taciau tam, kad biity pilnai jvertintas kremo terapinis
veiksmingumas, reikia atlikti daugiau tyrimy su daugiau pacienty [37].

Taip pat buvo tirtas ir jonazolés veiksmingumas psioriazei gydyti. Nustatyta, kad jonazolés kremas
gali padéti palengvinti psoriazés simptomus, taciau tam, kad biity galima pagrjsti veiksminguma, taip
pat reikia atlikti daugiau tyrimy [37].
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Puslelinei (Herpes simplex viruso sukeliamai ligai) gydyti taip pat yra tiriami ir jonazolés ekstraktai
bei geriami preparatai, sudétyje turintys 900-1800 mg jonazolés ekstrakto. Veiksmingumas
grindziamas hipericino geb¢jimu slopinti proteinkinaze C taip slopinant viruso replikacija, ypac kartu
taikant UV arba regimos Sviesos terapija. Taciau Siy tyrimy rezultatai pateikti tik abstrakciai ir
iSvadoms pateikti reikia platesniy tyrimy [37].

Jonazolés ekstraktai taip pat gali biiti naudojami ir odos véziui gydyti. Tyrimo metu j vézio paveiktus
audinius buvo suleista hipericino injekcijy, o véliau apSvitinta regimaja Sviesa. Atlikti tyrimai parodeé,
kad hipericinas gali buti selektyviai nukreipiamas j navikg nenuzudant nevéziniy lgsteliy, netgi buvo
pastebétas naujo epitelio susidarymas naviko pavirSiuje. Taciau Sio tyrimo metu pastebétos remisijos
po 6-8 savaiCiy. Taip pat yra atlikty tyrimy naudojant jonazoliy ekstrakta odos pavirSiuje ir
apSvitinant raudona Sviesa — §iuo gydymo metodu buvo atvejy, kai pasiektas visiskas véziniy lgsteliy
iSnykimas [37].

Jonazoliy ekstraktai gali biiti naudojami odos priezitiroje ir dél to, kad gali padéti odai neprarasti
drégmeés, sudarant ,,barjerg”. Hiperforinas gali padéti sumazinti vandens praradima [37].

Kaip ir visi preparatai, skirti gydyti ligas ar palengvinti simptomus, jonazolés ekstraktai, naudojami
dermatologijoje, gali turéti Salutiniy poveikiy. Pasitaikantys nepageidaujami poveikiai naudojant
ekstraktg ant odos gali bti dirginimas, padidéjes odos jautrumas Sviesai, ta¢iau nurodoma, kad rizika
yra palyginti maza [37].

1.7.2. Aukso nanodaleliy naudojimo galimybés

Aukso nanodalelés gali biiti naudojamos aplinkosaugos ir energetikos sektoriuose, maisto pramongje,
biomedicinoje. Vis daugiau tyrimy biomedicinos sirtyje yra atliekama ne tik dél jy priesnavikinio,
poveikio, bet ir dél potencialo nustatyti diagnozes ir taikyti terapijas [38].

Aukso nanodalelés gali biiti naudojamos gerinti vaisty ,,pristatymg‘ j tam tikras konkrecias audiniy
vietas taip padidinant $iy vaisty terapinj veiksminguma, kartu ir véZio gydymo veiksmingumag. Yra
naujausiy tyrimy apie aukso nanodaleliy naudojimg plauciy véziui diagnozuoti bei gydyti. Buvo
jrodyta, kad aukso nanodaleliy naudojimas gali aptikti ankstyvos stadijos nesmulkialgsteling plauciy
karcinomg. Aukso nanodaleles galima naudoti diagnozuojant jvairiy tipy vézj: plauciy, krities,
gimdos kaklelio, kepeny, storosios zarnos. Taciau Sioje srityje taip pat reikia nuodugniy tyrimy, kurie
atsakyty i kylancius klausimus dé¢él aukso nanodaleliy naudojimo medicinoje saugumo, galimo
toksisko poveikio, imunologinio organizmo atsako; taip pat jvertinti farmakokinetika [34].

1.7.3. Sidabro nanodaleliy naudojimo galimybés

Sidabro nanodalelés pasiZzyméjo antibakteriniu aktyvumu prie§ Gram teigiamas ir prie§ Gram
neigiamas bakterijas. Palyginti su aukso, platinos, geleZies ir cinko nanodalelémis, sidabro
nanodalelés pasizymi labai dideliu biologiniu aktyvumu ir mazu citotoksiSkumu, gali bati
naudojamos atskirai arba kartu su jvairiais antibiotikais, siekiant sumazinti bakterijy atsparuma
vaistams. Tai yra tiklinga, nes pastaruoju metu padaugéjo antibiotikams atspariy bakterijy padermiy,
daugéja vaistams atspariy naviky lgsteliy ir su oksidaciniu stresu susijusiy sutrikimy. Sidabro
nanodalelés keicia bakterijy lasteliy membrany ir sieneliy struktiira, skatina reaktyviyjy deguonies
rasiy gamyba, DNR pazeidimus ir sukelia bakterijy lasteliy apoptoze. Sidabro nanodalelés taikomos
patogeny aptikimui ir diagnostikai, vietiniam zaizdy gydymui, vaisty ,,pristatymo*  tiksling vieta
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gerinimui. D¢l antibakterinio aktyvumo sidabro nanodalelés naudojamos Sirdies ir kraujagysliy bei
danty implanty sudétyje [35].

1.7.4. Titano nanodaleliy naudojimo galimybés

Naudojant TiO2/perlito nanokompozitg kaip elicitoriy, buvo padidinta antriniy metabolity (hipericino
ir pseudohipericino) sintez¢ ir kaupimasis, nedarant neigiamo poveikio H. perforatum kaliaus kultiry
augimui. TiO/perlito nanokompozitas pagamintas i§ H. perforatum vandens pagrindo ekstrakto,
titano izopropoksido tirpalo ir perlito milteliy.

Kaliaus kultiiros, gautos i§ in vitro auginamy augaly, kuriy mitybiné terpé buvo papildyta perlito
nanodalelémis ir TiO2/perlito nanokompozitu, susintetino daugiau metabolity nei natiiralioje
aplinkoje augusi jonazolé. Ir perlito dalelés, ir TiO2/perlito nanokompozitas gal¢jo skatinti didesng
hipericino ir pseudohipericino sinteze H. perforatum kaliaus kultirose. Mokslinéje literatiiroje
teigiama, kad perlito nanodalelés ir TiO2/perlito nanokompozitas gali biiti vadinami nauja eliciatoriy
klase. Vis délto duomeny apie antriniy metabolity sintezés indukcija reaguojant j nanomedziagas kol
kas néra pakankamai, todé¢l reikia daugiau eksperimenty, kurie suteikty papildomos vertingos
informacijos dél Siy medziagy kaip eilicitoriy naudojimo [36].

1.8. Literatiiros apZvalgos apibendrinimas

D¢l plataus farmakologinio aktyvumo spektro, antidepresinio, antivirusinio ir antibakterinio
poveikio, paprastoji jonazolé yra vienas i§ labiausiai vartojamy vaistiniy augaly pasaulyje, o Sio
augalo ekstraktai pla¢iai naudojami kaip fitofarmaciniai ir maistiniai preparatai. Sis augalas kaupia
daug antriniy metabolity, dél kuriy ir yra ypa¢ naudingas farmaciniams tikslams. Jonazolés ekstraktai
yra naudojami medicinoje ir farmacijoje. Mokslingje literatiiroje yra informacijos apie ekstrakty
naudojimg nanodaleléms gauti zaliosios sintezés budu. Ekstraktai taip pat gali buiti naudojami
dermatologijoje susirgimams, zZaizdoms bei randams gydyti.

Dél to, kad Si jonazolés riiSis — vienas i$ labiausiai vartojamy vaistiniy augaly pasaulyje, yra svarbu
ieskoti budy, kaip efektyviau iSgauti veikliuosius Sio augalo junginius.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

Tyrimy metu naudoti reagentai pateikti 1 priede, jranga pateikta 2 priede. Visi méginiai ruosti trimis

pakartojimais, skaiCiuotas rezultaty vidurkis ir standartinis nuokrypis.

2.1. JonaZolés paruosimas

2.1.1. Mitybiniy terpiu su augimo reguliatoriais paruoSimas

Darbe vykdytas jonazoliy kaliaus kultiiry auginimas Murashige ir Skoog (MS) mitybinése terpése
(MS terpés sudétis pateikta 3 priede) su jvairiais priedais — augaly augimo hormonais. Lenteléje

pateiktas mitybiniy terpiy priedy sarasas (zr. 2.1. lentelg).

2.1 lentelé. Augaly augimo hormonai, kurie buvo pridéti j mitybines terpes

Eil. Nr. Sutrumpinimas Cheminis pavadinimas
1. TDZ 1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il)ur¢ja
2. IAR 3-indolilacto rugstis
3. Kinetinas 6-furfurilaminopurinas
4. 2,4-D 2,4-dichlorfenoksiacto riigstis
5. NAR 1-naftilacto riigstis
6. BAP 6-benzilaminopurinas

Kaliaus kultiiros jprastai yra auginamos kietoje agaro terpéje, papildytoje specifinémis maistinémis
medziagomis, druskomis, vitaminais, mikroelementais bei makroelementais [24], fitohormonais bei
vitaminais [13]. MS terpés yra labai placiai naudojamos dél jvairiy maistiniy medziagy didelio kiekio,
jos tinka jvairioms augaly kultdroms auginti. Si terpé ypatinga tuo, kad joje yra didelés amonio nitrato
ir kalio nitrato koncentracijos. Taip pat sudétyje yra sulfaty, sacharozes, B grupés vitaminy B6 ir B1
[39].

Buvo paruostos mitybinés MS terpés su priedais, | kurias pasodintos jonazoliy séklos. Mitybines
terpes papildanciy augimo hormony koncentracijos ir terpiy trumpiniai, naudojami visame darbe,
pateikti 2.1.3 skyrelyje (zr. 2.3 lentelg). Terpiy pH buvo intervale nuo 5,7 iki 5,8. Mitybinés terpés
sterilintos 15 minuciy autoklave 120 °C temperatiiroje, esant 0,75—1 atm slégiui.

2.1.2. Jonazolés kaliaus kultiry kultivavimas

Prie§ sodinant jonazolés s¢klas | mitybing terpe, jos buvo sterilintos jas palaikius 1 karta 70 %
etanolyje 5 sekundes; 1 kartg 1,5 % natrio hipochlorite 20 sekundZiy ir 3 kartus nuplovus steriliu
distilivotu vandeniu. Sterilinimo salygos pateiktos lenteléje (zr. 2.2 lentele):

2.2 lentelé. Jonazolés sékly sterilinimo sglygos

Eil. Nr. | Tirpalas Trukmé Kartai
1. 70 % C,HsOH 5 sekundés 1
1,5 % NaClO 20 sekundziy 1
3. Sterilus distiliuotas vanduo - 3

Sékly sodinimas j Petri I€ksteles vykdytas steriliomis sglygomis laminare. Laminaras prie$ procesa
sterilintas ultravioletiniais spinduliais bei 70 % etanoliu. Kaliaus kultiry kultivavimo metu buvo
palaikoma optimali 20-22 °C temperatiira, fotoperiodas — 24 valandos. Eksplantai reguliariai kas 3
savaites perkelti ] naujg mitybing terpg.
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2.1.3. JonaZzolés biomasés paruosimas tyrimams

Darbe tirti ekstraktai, gauti i$ jonazoliy, auginty ne tik mitybinése terpése in vitro, taciau taip pat ir
in vivo (zr. 2.3 lentele) — lentel¢je pateiktas sarasas, kuriame yra nurodytos augimo salygos arba
mitybinés terpés ir jy trumpinimai, kurie naudojami toliau darbe.

2.3 lentelé. In vitro mitybiniy terpiy sudétis ir trumpinimai

Eil. Nr. | Augimo salygos/mitybinés terpés sudétis Trumpinimas, naudojamas toliau darbe ir
grafikuose
1. in vivo augusios jonazolés in vivo
2. in vitro: MS + 0,5 mg/l TDZ, 0,1 mg/l IAR in vitro: TDZ + IAR
3. in vitro: MS 0,11 uM kinetinas + 0,9 uM 2,4-D | in vitro: kinetinas + 2,4-D
4. in vitro: MS + 0,1 mg/l NAR, 0,2 mg/l BAP, in vitro: NAR + BAP + 2,4-D
0,5 mg/12,4-D

Lenteléje (zr. 2.3 lentele) 1 numeriu nurodytos in vivo augusios jonazolés augalas buvo sudziovintas,
susmulkintas ir paruo$tas tyrimams; 2—4 terpése in vitro augintos kaliaus kultiros po kultivavimo
buvo surinktos, sudZiovintos, susmulkintos ir paruostos tyrimams.

2.2. Jonazolés in vivo ir in vitro antioksidacinio aktyvumo nustatymas
2.2.1. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiu nustatymas

Eiga. Po 0,1 g kiekvienos i§dziovintos susmulkintos tiriamos medziagos ekstrahuota 5 ml metanolio
45 °C temperatiiroje 30 minuciy. Ekstraktai centrifuguoti 10 min ir naudoti tyrimams.

1 0,5 ml tirio paruostus tiriamus ekstraktus supilta po 1,25 ml 0,2 M natrio fosfatinio buferio ir 1,25
ml 1 % K3[Fe(CN)s]. SumaiSyta ir inkubuota 50 °C temperatiroje 20 minuciy. Po inkubacijos pridéta
1,25 ml 10 % trichloracto riigsties ir sumaiSyta. Centrifuguota 5 minutes 9000 aps./min grei¢iu. 1,25
ml nucentrifuguoty tirpaly sumaisyta su 1,25 ml distiliuoto vandens ir 0,25 ml 0,1 % FeCl; tirpalu.
Meéginiy sugertis iSmatuota 700 nm bangos ilgyje.

Sis redukciniy savybiy nustatymo metodas paremtas tuo, kad junginiai, turintys redukcinj potenciala,
reaguoja su kalio ferincianidu (turin¢iu Fe*" jong) ir susidaro kalio ferocianidas (turintis Fe** jong),
kuris véliau reaguoja su FeCls ir sudaro gelezies-gelezies kompleksa, pasizymintj absorbcija 700 nm
bangos ilgyje. Taigi, didesné Sviesos sugertis reiskia geresnes redukcines savybes [40, 41].

2.2.2. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas pagal FRAP metoda

Kalibraciné kreiveé (zr. 2.1 pav.) antioksidaciniam aktyvumui nustatyti buvo parengta naudojant
skirtingy koncentracijy FeSO4 % 7 H>O tirpalus: 5, 10, 15, 20 ir 25 pmol/l. ReikSmés apskaiciuotos
pagal kalibracing kreive. Tuscias kalibracinés kreivés méginys buvo paruostas i$ 3 ml FRAP reagento
ir 7 ml distiliuoto vandens.
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2.1 pav. FeSO; kalibraciné kreivé antioksidaciniam aktyvumui nustatyti FRAP metodu

Eiga. Po 0,1 g kiekvienos iSdZiovintos medziagos ekstrahuota 5 ml metanolio 45 °C temperattiroje 30
minuciy. Ekstraktai centrifuguoti 10 min 9000 aps./min grei¢iu ir naudoti tyrimams.

FRAP reagentas paruostas i$ 25 ml 300 mM natrio acetato buferinio tirpalo, 2,5 ml 10 mM TPTZ ir
2,5 ml 20 mM FeCl3 x 6 H,0O. Méginiai i$ 20 pl kiekvieno ekstrakto ir 80 pl metanolio sumaisyti su
3 ml FRAP reagentu. Tusc¢ias méginys buvo paruostas i§ 100 pl metanolio ir 3 ml FRAP reagento.
Reakcijos misinys spektrofotometru matuotas 593 nm bangos ilgyje.

Tyrimas yra pagristas antioksidanty redukcine galia. Antioksidantai redukuoja geleZies Fe>" jong j
gelezies Fe** jona, kuris sudaro mélyng kompleksg Fe?*/TPTZ. Dél §io komplekso susidarymo
sugertis 593 nm bangos ilgyje padidéja [42]. Sis absorbcijos pokytis yra tiesiogiai susijes su
elektronus atiduodanciy antioksidanty, kuriy yra reakcijos miSinyje, bendra redukcine galia [43].

2.2.3. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas DPPH metodu

DPPH etaloninis tirpalas paruostas 0,0024 g DPPH radikalo istirpinus metanolyje 100 ml talpos
matavimo kolboje [44].

Eiga. Po 0,2 g kiekvienos iSdZiovintos susmulkintos augalinés zaliavos uzpilta 2 ml metanolio ir
homogenizuota kratytuve 10 minu¢iy. Homogenatas centrifuguotas 9000 aps./min greic¢iu 10 minuciy
ir supernatantas surinktas.

Tiriamieji tirpalai paruosti i mégintuvelj jpylus po 0,077 ml paruosty ekstrakty ir 3 ml DPPH
etaloninio tirpalo. Mégintuvéliy turiniai sumaiSyti, 15 minuciy laikyti tamsoje ir tada matuotas tirpaly
Sviesos sugertis 515 nm bangos ilgyje.

Palyginamasis tirpalas paruostas j mégintuvelj jpylus 0,077 ml metanolio ir 3 ml DPPH etaloninio
tirpalo.

Formul¢ (2.1) naudota apskaic¢iuoti DPPH radikalo slopinimui:

A(palyginamojo)-A(tiriamojo)

Slopinimas, %= x100% (2.1).

A(palyginamojo)

26



Cia:
A(palyginamojo) — palyginamojo tirpalo Sviesos sugertis, absorbcijos vienetai,
A(tiriamojo) — tiriamojo tirpalo $viesos sugertis, absorbcijos vienetai.

Radikalo formoje DPPH pasizymi sugertimi 515 nm bangos ilgyje. Metodas pagrjstas biitent tuo, kad
sugertis Siame bangos ilgyje iSnyksta DPPH redukuojant antiradikaliniais junginiais [45].

2.2.4. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas ABTS metodu

Paruostas 2 mM ABTS (2,2'-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfonriigstis), sumaiSius 2 mM ABTS
su 0,17 mM Kkalio persulfatu, kuris iStirpintas 20 mM fosfatiniame buferiniame tirpale (pH 7.,4) ir
laikytas per naktj.

Eiga. Po 0,1 g i8dZiovinty susmulkinty tiriamyjy medziagy ektrahuota 5 ml metanolio 45 °C
temperattroje 30 minuciy. Ekstraktai centrifuguoti 9000 aps./min grei¢iu 10 minuciy ir naudoti
tyrimams.

10,5 ml ekstrakto jpilta po 1,7 ml 20 mM fosfato buferinio tirpalo ir 0,3 ml ABTS tirpalo. Tuscias
bandinys buvo 20 mM fosfato buferinis tirpalas.

Formulé (2.2) naudota apskaiciuoti ABTS slopinima:

A(praskiesto)-A(tiriamojo)

Slopinimas, %= x100% (2.2).

A(praskiesto)
Cia:

A(praskiesto) — praskiesto ABTS tirpalo Sviesos sugertis, absorbcijos vienetai;
A(tiriamojo) — tiriamojo tirpalo Sviesos sugertis, absorbcijos vienetai.

ABTS paremta analizé yra vienas i§ labiausiai paplitusiy antioksidacinio aktyvumo nustatymo
metody. Sis metodas yra apagrjstas metastabiliojo radikalo ABTS redukavimu dél antioksidaciniy
junginiy buvimo reakcijos miSinyje. ABTS metodu matuojamas santykinis antioksidanty gebéjimas
slopinti vandeninéje fazéje susidariusia ABTS. ABTS susidaro stipriam oksidatoriui (pvz., tyrime
naudotam kalio persulfatui) reaguojant su ABTS druska. Vandenilj atiduodanc¢iy antioksidanty
vykdoma mélynai zalio ABTS radikalo redukcija matuojama pagal sugerties spektro slopinimg 734
nm bangos ilgyje [46].

2.3. Sintetiniy junginiy antioksidacinio aktyvumo nustatymas
2.3.1. Sintetiniy junginiy redukciniy (antioksidaciniuy) savybiy nustatymas

Atlikta analizé, siekiant nustatyti butilato hidroksitolueno, askorbo rugsties bei 3.,4-
dihidroksibenzoinés riigSties redukcines (antioksidacines) savybes. Kiekvienas junginys tirpintas
vandenyje iki 0,02 g/ml koncentracijos. Darbo eiga analogiska nurodytai 2.2.2. skyrelyje.

Tiriamos medziagos yra gerai zinomi antioksidantai. Butilato hidroksitoluenas (2,6-bis(1,1-
dimetiletil)-4-metilfenolis) yra daznai maiste naudojamas antioksidantas. Askorbo riigstis taip pat
antioksidantas, naudojamas apdorotos mésos produktuose [47]. 3,4-dihidroksibenzoiné riigstis taip
pat yra stiprus antioksidantas [48].
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2.4. Antioksidaciniy fermenty nustatymas
2.4.1. Superoksido dismutazés aktyvumo nustatymas

Parengta baltymy koncentracijai nustatyti skirta kalibraciné kreivé pagal albuming (Zr. 2.2 pav.).
Paruostas pradinis tirpalas: 25 mg albumino istirpinta 25 ml distiliuoto vandens. IS Sio tirpalo imti Siy
tiriy méginiai: 0,2 ml, 0,4 ml, 0,6 ml, 0,8 ml, 1,0 ml, 1,2 ml, 1,4 ml, 1,6 ml ir 1,8 ml ir kiekvienas
skiestas distiliuotu vandeniu iki 10 ml tiirio. Gautos skiesty méginiy koncentracijos, atitinkamai: 0,02
mg/ml, 0,04 mg/ml, 0,06 mg/ml, 0,08 mg/ml, 0,10 mg/ml, 0,12 mg/ml, 0,14 mg/ml, 0,16 mg/ml, 0,18
mg/ml. | kontrolinj mégintuvélj jpilta 0,2 ml distiliuoto vandens ir 2 ml Bradfordo reagento, j kitus
mégintuvélius po 0,2 ml kiekvienos koncentracijos albumino tirpalo ir 2 ml Bradfordo reagento.
Méginius sumaisius jy sugertis matuota 595 nm bangos ilgyje.
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2.2 pav. Kalibraciné kreivé baltymy koncentracijai nustatyti

Eiga. Pasverta po 0,1 g kiekvienos tiriamos zaliavos. Tirpiy baltymy ekstrakcija vykdyta 4 ml tiiryje
66 mM natrio fosfato buferinio tirpalo, kurio pH 7,4, kuriame yra 1 mM DTT, 0,5 mM PMSF, (kuris
istirpintas DMSO), 2 mg polivinilpirolidono. Méginys maiSytas kratytuve 10 minuciy 25 °C
temperatiiroje. Tada méginys 10 minuciy centrifuguotas 9000 aps/min greiciu. Po to supernatantas
surinktas ir dar kartg centrifuguotas Eppendorf tipo mégintuvéliuose.

Paruosti 2 ml tiirio reakcijos miSiniai su ekstraktais: 40 pl paruosto supernatanto, 400 pl 200 mM
Tris-HCI buferinio tirpalo, kurio pH 7,8, 200 pl 100 mM L-metionino, 200 pl 540 uM nitromélynojo
tetrazolio (NBT), 500 nl 0,1 % Tritono X-100, 20 pl 300 pM riboflavino bei 640 pl distiliuoto
vandens. Kontrolinis méginys paruostas be ekstrakto. Méginiai 30 minuciy palikti apSvietus
liuminescentinémis lempomis. Sviesos sugertis matuota 560 nm bangos ilgyje.

Fermento aktyvumas apskaiciuotas pagal formule (2.3):

) .

- log2xm
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A — fermento superoksido dismutazés aktyvumas, vnt/mg;

Sk — kontrolinio bandinio §viesos sugertis;

ST — tiriamojo bandinio $viesos sugertis;

m — baltymo koncentracija preparate, mg/ml (apskaiciuota naudojantis kalibracine kreive, pateikta
2.2 pav.).

SOD tyrimo NBT metodas pagrjstas tuo, kad NBT yra redukuojama iki mélynos spalvos diformazano
veikiant superoksido radikalui [49].

2.4.2. Askorbatperoksidazés aktyvumo nustatymas

Po 0,1 g kiekvienos tiriamos zaliavos sumaisSyta su 4 ml atSaldyto kalio fosfato buferinio tirpalo (pH
7), kuriame yra 1 mM DTT ir DMSO istirpinto 0,5 mM PMSF. Méginiai 10 minu¢iy maisyti
termostatuojamame 25 °C temperatiiros kratytuve. Po to méginiai 10 minuciy centrifuguoti 9000
aps./min grei¢iu. Supernatantai nusiurbti ir dar kartg centrifuguoti 5 minutes Eppendorf tipo
mégintuveliuose.

Baltymams nustatyti naudotas Bradfordo reagentas: po 200 pl méginio sumaiSyta su 2 ml reagento ir
iSmatuota Sviesos sugertis 595 nm bangos ilgyje. Baltymy koncentracijai apskaiciuoti naudota
kalibraciné kreivé pagal albuming (Zr. 2.2 pav.).

I mégintuvelius jpilta po 3 ml 0,1 M kalio fosfato buferinio tirpalo, 0,6 ml 0,5 mM askorbo riigsties,
0,06 ml1 0,1 mM EDTA, 0,2 paruosto méginio ir 2,08 ml distiliuoto vandens. Prie§ matuojant Sviesos
sugertj, jpilta 0,06 ml 0,1 mM vandenilio peroksido. Sviesos sugertis matuota 290 nm bangos ilgyje
[22]. Askorbatperoksidazés aktyvumui nustatyti naudotas Sviesos sugerties, matuotos iSkart
prasidéjus reakcijai (pridéjus vandenilio peroksido) ir po reakcijos pradzios pra¢jus 40 minuciy,
skirtumas. Mégintuvéliai Sias 40 minuciy buvo laikomi 30 °C temperatiiroje.

Askorbatperoksidazés aktyvumas apskaiciuotas pagal formule (2.4):

__ ASp90nm X (Vmég. + Vbuf. +Vperoks.)
- kxm

A

(2.4).

Cia:

A — askorbatperoksidazés aktyvumas, mmol/mg;

AS290nm — $viesos sugerties 290 nm bangos ilgyje skirtumas;

Vg — méginio tiris, ml;

Viut, — buferinio tirpalo taris, ml;

Vperoks. — vandenilio peroksido tiiris, ml;

k — molinés ekstinkcijos koeficientas, 2,8 nmol/cm;

m — baltymo masé méginio tiiryje, mg (apskaiciuota naudojantis kalibracine kreive pagal albuming
(zr. 2.2 pav.).

2.5. Malondialdehido koncentracijos nustatymas

Po 100 mg kiekvienos tiriamos tiriamos Zaliavos homogenizuota su 1,5 ml 20 % trichloracto rtigStimi.
Homogenizatas maiSytas 10 minuciy kratytuve 25 °C temperatiiroje ir tuomet 10 minuciy
centrifuguotas 9000 aps./min grei¢iu 4 °C temperatiiroje. Surinktas supernatantas. Po 0,3 ml
supernatanto sumaiSyta su 1,2 ml 0,5 % tiobarbitiirine rtigstimi ir inkubuota 95 °C temperattroje 30
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minuciy. Méginiai atSaldyti ir 15 minuciy centrifuguoti 9000 aps./min greiciu. Absorbcija iSmatuota
532 nm bei 600 nm bangos ilgiuose [50].

MDA koncentracija (Cmpa, pmol/g), apskaiciuota naudojantis formule (2.5):

(As32-Ag00) X VX 2
kX mXx Vi

Cympa (2.5).

Cia:
A —tirpalo Sviesos sugertis (532, 600 — atitinkamame bangos ilgyje, nm);
V — ekstrakto tiris, ml;

Vt — ekstrakto tiiris tyrimui, ml;

k — molinés ekstinkcijos koeficientas (156 mM™! x cm™);

m — Zaliavos masé, g

2.6. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas Folino-Kiokalto metodu

Paruosta tanino riigsties kalibracing kreivé (zr. 2.3 pav.). 25 ml distiliuoto vandens iStirpinta 25 mg
tanino rugsties. Gautas 0,1 mg/ml tanino riigsties standartinis tirpalas. Paimta 20 pl, 40 ul, 60 pl, 80
pl, 100 pl ir 120 pl standartinio tanino riigsties tirpalo j atskirus mégintuvélius. | juos pripilta
distiliuoto vandens, kad mégintuvéliuse biity po 500 pl tirpalo. | Siuos tirpalus pridéta po 250 pl
Folino-Kiokalto reagento ir 1,25 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalo; tai atitinka Sias koncentracijas: 1
mg/l; 2 mg/l; 3 mg/l; 4 mg/l; 5 mg/l; 6 mg/l. Sumaisyta ir inkubuota tamsoje kambario temperattiroje
40 minuciy. Praéjus inkubacijos laikui, matuota Sviesos sugertis 725 nm bangos ilgyje.
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2.3 pav. Tanino riigSties kalibraciné kreivé

Eiga. Po 0,05 g tiriamyjy Zaliavy jberta j 10 ml 70 % acetono tirpalg ir maiSyta kratytuve 20 minuciy
kambario temperatiroje. Tada Sie méginiai centrifuguoti 10 minuc¢iy 9000 aps./min grei¢iu 4 °C
temperatiiroje. Supernatantai surinkti | Eppendorf tipo mégintuvélius ir centrifuguoti 2 minutes.
Supernatantai surinkti ir naudoti tyrimams.

30



Paimta po 30 pl paruosty ekstrakty ir praskiesta vandeniu iki 500 pl. | Siuos praskiestus tirpalus jpilta
po 250 ul Folino-Kiokalto reagento ir 1,25 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalo, sumaisSyta. Tirpalai 40
minuciy laikyti tamsoje. Matuota Sviesos sugertis 725 nm bangos ilgyje Apskaiciuota bendroji
fenoliniy junginiy koncentracija pagal tanino riigsties ekvivalentg (mg/100 g) pagal formule (2.6):

Cf=txVx == (2.6).

Cia:

cr— bendroji fenoliniy junginiy koncentracija, mg/100 g;

t — tanino riigsties koncentracija i$ kalibracinés kreives, mg/l;
V — pradinis ekstrakto tiris, 1;

m — tirlamos Zaliavos masé, g.

Folino-Kiokalto reagentas yra dviejy rugsciy miSinys, kuris reaguoja su fenoliais, sudarydamas
chromogenus. Siuos susidariusius chromogenus galima nustatyti spektrofotometridkai, nes susidare
Sarminémis saglygomis redokso reakcijy metu, jie jgauna mélyng spalva, kurios intensyvumas yra
proporcingas polifenoliy koncentracijai [51].

2.7. Bendrosios fenoliniy riigs¢iy koncentracijos nustatymas

Eiga. Amovo reagentas pagamintas 10 g natrio molibdato ir 10 g natrio nitrito sumaisius su 100 ml
metanolio.

Po 0,1 g kiekvienos iSdZiovintos smulkintos tiriamos Zaliavos homogenizuota sumaisius su 2,5 ml
distiliuoto vandens 25 °C temperatiiros termostatuojame kratytuve 30 minuciy. Centrifuguota 9000
aps./min grei¢iu 10 minuciy. Po centrifugavimo 1 ml ekstrakto praskiesta distiliuotu vandeniu iki 5
ml tirio. 1 ml ekstrakto sumaiSyta su 5 ml distiliuoto vandens, 1 ml HCI, 1 ml Arnovo reagento, 1 ml
NaOH ir praskiesta iki 10 ml distiliuotu vandeniu. Tus¢io bandinio paruosimas: 6 ml distiliuoto
vandens sumaisyta su 1 ml HCI, 1 ml Arnovo reagento, 1 ml NaOH ir praskiesta iki 10 ml distiliuotu
vandeniu. Sviesos sugertis matuota 490 nm bangos ilgyje [52].

Fenoliniy rugsciy koncentracija pagal kavos riigstj (%) apskaiciuota naudojantis formule (2.7):

AX1,7544
C,%= T (2.7).

Cia:
A — Sviesos sugertis,;
m — tirlamos Zaliavos masé, g [53].

2.8. Flavonoidy koncentracijos nustatymas

Paruosta kvercetino kalibraciné kreive (Zr. 2.4 pav.). 6 mg kvercetino istirpinti 6 ml vandens, gautas
1 mg/ml koncentracijos pradinis tirpalas. Paruosti 1 mg/l, 2 mg/l, 3 mg/l, 4 mg/l ir 5 mg/l
koncentracijos kvercetino tirpalai:  mégintuvélius jpilta po 0,01 ml, 0,02 ml, 0,03 ml, 0,04 ml ir 0,05
ml pradinio tirpalo, tada po 0,15 ml aliuminio chlorido tirpalo ir skiesta iki 10 ml ttirio su metanolio.
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2.4 pav. Kvercetino kalibraciné kreivé flavonoidy koncentracijai nustatyti

Eiga. Po 0,5 g kiekvienos iSdZiovintos susmulkintos tiriamos Zaliavos sumaiSyta su 5 ml 80 %
metanolio, laikyta kratytuve vieng para. Praéjus parai misiniai 10 minuciy centrifuguoti 9000 aps./min
greiCiu. Supernatantas surinktas ir naudotas tyrimams.

I kiekvieng 0,1 ml tario tiriamajj méginj jpilta iki 0,9 ml 80 % metanolio ir 1 ml 2 % aliuminio
chlorido. Misinys paliktas stovéti 30 min ir sugertis iSmatuota 415 nm bangos ilgyje.

Flavonoidy koncentracija apskaiciuota pagal kverceting mg/g sausos masés, naudojant formule (2.8):

C= CixV
.8
Cia:

C1 —kvercetino koncentracija pagal kalibracing kreive, mg/ml;
V —pradinis ekstrakto tiiris, ml;

g — zaliavos mas¢, g

(2.8).

Bendra flavonoidy koncentracija augaluose gali buti nustatoma spektrofotometriskai. Vienas is
placiausiai naudojamy nustatymo augaly ekstraktuose metody yra naudojant aliuminio chlorida,
kuriame aliuminis yra trivalentis (Al(III)). Metodas yra pagrjstas Al(IIl)-flavonoidy chelaty
susidarymu, nes dél okso ir hidroksilo grupiy flavonoidai surisa metaly jonus [54].

2.9. Bendrosios antocianiny koncentracijos nustatymas

Eiga. Pasverta po 0,2 g kiekvienos tiriamos Zaliavos ir jpilta po 5 ml 50 % C;HsOH. MiSinys
homogenizuotas 15 minuciy 25 °C temperatiroje. Tada $is miSinys centrifuguotas 10 minuciy 9000
aps./min greic¢iu. Supernatantas naudotas tyrimams. Po 1 ml kiekvieno ekstrakto jpilta j 980 pl KCl
buferinio tirpalo, kurio pH 1 ir j 980 pl NaOAc buferinio tirpalo, kurio pH 4,5. Visy tirpaly $viesos
sugertis matuota 510 nm ir 700 nm bangos ilgiuose. Tus¢ias méginys — 50 % C>HsOH.

Bendroji antocianiny koncentracija (BAK, miligramai cianidin-3-gliukozido ekvivalento 100 g)
apskaiciuota naudojantis formule (2.9) [5]:
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1000

BAK=(A X M X 25) X o—

(2.9).

Cia:

A — absorbcija = (As510 am-A700 nm ) pH 1-(A510 nm-A700 nm) pH 4,5;

M — molekuliné masé (449,2 g/mol);

25 — praskiedimo faktorius;

26900 — cianidin-3-gliukozido molinis adsorbcijos koeficientas, I/mol % cm.

2.10. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos nustatymas

Pasverta po 0,5 g kiekvienos susmulkintos i§dZiovintos augalinés Zaliavos. | ja pridéta po 20 ml 96%
C,HsOH, tada sumaiSyta ir centrifuguota 9000 aps./min grei¢iu 10 minuciy. Supernatanty Sviesos
sugerties matavimai atlikti 662 nm (chlorofilui a nustatyti), 644 nm (chlorofilui b nustatyti) ir 441
nm (karotinoidams nustatyti) bangos ilgiuose. Siuose bangos ilgiuose atitinkamai stebimas sugerties
maksimumas.

Pigmenty koncentracija apskaiciuota pagal formules:

Chlorofilo a koncentracija, mg/l (2.10):

Ca=9,784xA662-0,99x Agaa (2.10);
Chlorofilo b koncentracija, mg/l (2.11):

Cb=21,426%A¢44-4,65% Ass2 (2.11);
Karotinoidy koncentracija, mg/1 (2.12):
Ckarotinoidai=4,695xA441-0,268%(5,134%x As621+20,436% Agas) (2.12);
Cia:

As62, Acas — sugerties 662 arba 644 nm bangos ilgyje reikSmes, gautos tyrimy metu.

Pigmenty koncentracija mg/100g apskaiciuota pagal formulg (2.13):

__ CxVxVv2x100

mxV1x1000 (213)

Cia:

C — pigmenty koncentracija mg/l;

V — pradinis ekstrakto tris;

V1 — pradinis ekstrakto tiiris, ml, paimtas praskiedimui;
V2 — praskiesto ekstrakto tiiris, ml;

m — augalinés zaliavos masé, g [55].

2.11. Baltymy koncentracijos nustatymas

Pasverta po 0,05 g kiekvienos tiriamos medziagos. Kad ekstrahuotysi tirptis baltymai, kiekviena
zaliava uzpilta po 1 ml 0,1 M glicino-HCI tirpalo (pH 2,6), 0,1 M natrio acetato tirpalo (pH 4), Tris-
HCI (pH 8), ir maiSyta vieng valanda, tada 20 minuciy centrifuguota 9000 aps./min greic¢iu 4 °C
temperatiiroje. Po centrifugavimo j 200 pl kiekvieno gauto supernatanto pridéta po 2 ml Bradfordo
reagento. Praéjus 2 minutéms matuota Sviesos sugertis 595 nm bangos ilgyje.

Bendroji baltymy koncentracija, mg/100 g apskaic¢iuota naudojantis formule (2.14):

_axVx100

m

C (2.14).
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Cia:

a — baltymo koncentracija (nustatyta naudojantis kalibracine kreive (zr. 2.2 pav.)), mg/ml;
V — pradinis ekstrakto tliris, ml;

m — tiriamos Zaliavos masé, mg.

Baltymy koncentracijos nustatymas Bradfordo metodu yra pagrjstas reagente esanciy dazy spalvos
pasikeitimu, priklausomai nuo baltymy koncentracijos, kuo didesné baltymy koncentracija, tuo
intensyvesné mélyna spalva yra stebima.

2.12. L-prolino koncentracijos nustatymas

Parengta L-prolino kalibraciné kreivé (zr. 2.5 pav). Pasverta 0,0011 g L-prolino ir jis istirpintas 10
ml tiiryje distiliuoto vandens, gautas 1 mM koncentracijos pradinis tirpalas. Ruosti 0,025 mM, 0,05
mM, 0,075 mM, 0,1 mM, 0,125 mM, 0,15 mM ir 0,175 mM koncentracijos tirpalai. Paimta po 0,025
ml, 0,05 ml, 0,075 ml, 0,1 ml, 0,125 ml, 0,15 ml ir 0,175 ml pradinio tirpalo atitinkamai ruoSiamai
koncentracijai ir skiesta iki 1 ml su distiliuotu vandeniu, jpilta po 1 ml acto riigsties ir 1 ml
ninhidrininio reagento. Mégintuvéliai kaitinti 1 valandg 95 °C vandens vonel¢je ir atSaldZius matuota
tirpaly sugertis 520 nm bangos ilgyje.
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2.5 pav. L-prolino kalibraciné kreivé

Eiga. Po 100 mg kiekvienos tiriamos augalinés zaliavos uZzpilta 4 ml distiliuoto vandens.
Mégintuvéliai su tiriamomis zaliavomis 3 minutes kaitinti 95 °C temperatiiroje ir atvésinti. Procediira
pakartota dar du kartus. Mégintuvéliai centrifuguoti 9000 aps./min greic¢iu 10 minuc¢iy. Supernatantai
nupilti | naujus mégintuvelius ir praskiesti iki 6 ml su distiliuotu vandeniu. V¢l j naujus mégintuvélius
ipilta po 1 ml skiesto supernatanto (ekstrakto), 1 ml acto riigsties, 1 ml ninhidrininio reagento ir
kaitinta 1 valandg vandens vonelgje. | ,,tus¢ia* méginj vietoje ekstrakto jpilta 1 ml distiliuoto vandens.
Sviesos sugertis matuota 520 nm bangos ilgyje.

Prolino koncentracija apskai¢iuota pagal formule (2.15):
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_ AXkXVbendras

Cprolino_ (215)

Vxm
Cia:

Chprolino — prolino koncentracija, umol/g;

A —tirpalo Sviesos sugertis, sugerties vienetai;

k — L-prolino kiekis, gautas pagal kalibracing kreive, umol;
Vbendras — bendras ekstrakto tiiris, ml;

V — paimto ekstrakto tiris, ml;

m — tirlamos Zaliavos kiekis, g.

Sis metodas pagrjstas tuo, kad esant labai Zemam pH ir aukstai temperatiirai i§ prolino ir ninhidrino
susidaro raudonas reakcijos produktas, kai tuo tarpu reakcijy su kitomis aminorligStimis metu
nesusidaro spalvotas reakcijos produktas arba jis biina blankios (neryskios) spalvos [56].

2.13. Tiriamyjy augaly ekstrakty antibakterinio aktyvumo nustatymas

Kietos mitybinés terpés sudétis:
natrio chloridas 10 g/L;
triptonas 10,0 g/L;

mieliy ekstraktas 5,0 g/L;
mikro agaras 10 g/L.

Eiga. Paruosta terpé LB bakterijoms. Terpés pH=7. Terpé supilstyta j Petri 1éksteles ir palaukta, kol
sustings. Ant kiekvienos terpés Petri lekStelése uzpilta po 50 pl E. coli bakterijy suspensijos. Ant
kiekvienos terpés su uZzpilta bakterijy suspensija padéta po 6 popierinius diskelius. Ant kiekvienos
Petri 1¢kstelés tirtas skirtingo jonazolés ekstrakto antibakterinis poveikis, taip pat tirtas antibiotiko
ciprofloksacino 25 pg/ml koncentracijos ekstrakto antibakterinis poveikis. Ant kiekvieno popierinio
diskelio laSinta po 25 pl tiriamojo ekstrakto. Petri 1ékstelés sudétos j 37 °C temperatiiros inkubatoriy
24 valandoms ir atlikta rezultaty analizé.

2.14. Titano oksido nanodaleliy sintezé ir analizé

Darbo metu atlika zalioji titano nanodaleliy sintezé: 5 gramy iSdziovintos ir susmulkintos in vivo
augintos jonazolés zaliavos buvo sumaisyta su 50 ml distiliuoto vandens ir inkubuota 48 valandas
kratytuve, palaikant 25 °C temperatirg. Tuomet miSinys buvo nufiltruotas ir centrifuguotas 10
minuc¢iy 9000 aps./min greiiu. Supernatantas sumaisytas su 3,84 ml titano izopropoksido tirpalo
[36]. Nuosédoms nusédus, buvo nupilta ir analizuota virSutiné tirpalo frakcija.

Buvo uzrasytas tirpalo UV spektras. Mokslinéje literatiiroje apraSyti tyrimai rodo, kad didziausia
absorbcija 300-350 nm bangos ilgiuose atsiranda dél zaliosios sintezuotés biidu gauty titano oksido
nanodaleliy [36].
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Paprastosios jonaZolés kaliaus kulttiry in vitro formavimasis

Paprastosios jonazolés kaliaus kulttiros kultivuotos Petri 1ékstelése. Sudygusios jonazolés séklos (Zr.
3.1 pav.) turi i$sivysciusias Saknis, stiebelius ir lapelius. Eksplantai buvo perkelti j naujg terpe, kur
susiformavo kaliaus kultiiros in vitro (zr. 3.2 pav.).

3.1 pav. Sudygusios paprastosios jonazolés séklos

3.2 pav. Susiformavusios paprastosios jonazolés kaliaus kulttiros
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3.2. Jonazolés in vivo ir in vitro ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimas
3.2.1. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy jvertinimas

Siame tyrime didesné §viesos sugertis reidkia didesnes redukcines savybes (r. 3.3 pav.). In vivo
augusios jonaZolés ekstrakto iSmatuota Sviesos sugertis buvo 0,382 A. In vitro MS su 0,5 mg/l TDZ
ir 0,1 mg/l IAR terpéje augusiy kaliaus kultiiry ekstrakto — 0,188 A, in vitro MS terpéje su kinetinu
(0,11 uM) ir 0,9 pM 2,4-D augusiy kaliaus kulttiry — 0,126 A, o in vitro MS terpéje su 0,1 mg/l NAR
ir 0,2 mg/l BAP bei 0,5 mg/l 2,4-D augusiy kaliaus kulttiry — 0,095 A.

Lyginant MS terpése su skirtingais augaly augimo hormonais kultivuoty kulttiry rezultatus, matoma,
kad MS su TDZ ir IAR augaly augimo hormonais terpé buvo optimali.

Taip pat buvo atliktas Siy junginiy: butilato hidroksitolueno, askorbo rugsties, 3,4-
dihidroksibenzoinés riigSties antioksidacinio aktyvumo matavimas (zr. 3.4 pav.). Butilato
hidroksitolueno §viesos sugertis buvo 3,148 A, askorbo riigsties — 2,961 A, 3,4-dihidroksibenzoinés
rigsties — 2,837 A.

Lyginant su tuo paciu metodu atliktu skirtingose terpése auginty jonazoliy kaliaus kultiiry ekstrakty
antioksidaciniu aktyvumu matoma, kad Sie cheminiai junginiai yra kur kas stipresni antioksidantai.
Taigi, siekiant vietoje cheminiy antioksidanty naudoti nattiralius, i§gaunamus i§ jonazolés kaliaus
kulttiry, svarbu atrasti tinkamas augaly augimo hormony kombinacijas ir koncentracijas.
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3.3 pav. Tiriamyjy augaly ekstrakty antioksidaciniy (redukciniy) savybiy jvertinimas
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3.2.2. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas pagal FRAP metoda

Vertinant antioksidacinj aktyvumg, matuota FRAP metodu (zr. 3.4 pav.), matoma, kad didZiausiu
antioksidaciniu pasizyméjo in vivo augusios jonazolés ekstraktas. Joje nustatyta gelezies jony
koncentracija buvo 71,25 pmol/l. MS su TDZ ir IAR terp¢je augusiy kaliaus kulttry ekstrakte — 33,30
umol/l, MS terpéje su NAR ir BAP bei 2,4-D augusiy kaliaus kultiiry ekstrakte — 23,33 pmol/l ir MS
terp¢je su kinetinu ir 2,4-D — 19,98 pmol/l.

Pagal antioksidacinio aktyvumo FRAP metodu rezultatus matoma, kad didziausiu antioksidaciniu
aktyvumu pasizyméjo in vivo augusios jonazolés ekstraktas. IS visy tirty in vitro terpiy su augaly
augimo hormonais, MS terpéje su TDZ ir IAR augusios kaliaus kultiiros pasizyméjo didziausiu
antioksidaciniu aktyvumu, galima teigti, jog TDZ ir IAR yra naudingiausi augaly augimo hormonai
antioksidaciniam aktyvumui pasireiksti.
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3.4 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas pagal FRAP metoda
3.2.3. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH metodu

DPPH metodu atlikto antioksidacinio aktyvumo matavimo rezultatai (zr. 3.5 pav.) rodo, kad
didziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo jonazolés kaliaus kultiiry, augusiy MS su NAR ir
BAP bei 2,4-D terpéje ekstraktas ir MS terpéje su TDZ ir IAR augusiy jonazolés kaliaus kultiry
ekstraktas — nustatytas DPPH slopinimas Siuose ekstraktuose skyrési labai nezymiai ir atitinkamai
buvo 94,29 % ir 93,54 %. MaZesnis antioksidacinis aktyvumas nustatytas MS terp¢je su kinetinu ir
2,4-D augusiy kaliaus kultiiry ekstrakte — iSmatuotas DPPH slopinimas buvo 91,28 %, o maziausias
— in vivo augusios jonaZolés ekstrakto — 88,85 %.
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3.5 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas pagal DPPH metoda
3.2.4. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ABTS metodu
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3.6 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas pagal ABTS metoda

ABTS metodu atliktos analizés parodé¢ labai tolygius ir neiSsiskirian¢ius antioksidacinio aktyvumo
rezultatus visuose tirtuose ekstraktuose (zr. 3.6 pav.): MS su NAR ir BAP bei 2,4-D terpéje augintos
jonazolés ekstrakto nustatytas slopinimas buvo 99,47 %, MS su TDZ ir IAR terpéje augusiy kaliaus
kultiiry ekstrakto — 99,06 %, MS terpéje su kinetinu ir 2.4-D augusiy kaliaus kultiiry — 98,93 %, o in
vivo augusios jonazolés — 98,70 %.
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3.3. Antioksidaciniy fermenty aktyvumo jvertinimas

3.3.1. Superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas
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3.7 pav. Fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas

Superoksido dismutazés fermento aktyvumas buvo didesnis in vitro augusiy kaliaus kultliry nei in
vivo augusios jonazolés (Zr. 3.7 pav.). Didziausias SOD aktyvumas nustatytas jonazolés kaliaus
kultiiry in vitro, augusiy MS terpéje su kinetinu ir 2,4-D, ekstrakte. Aktyvumas buvo 43,63 vnt./mg.
MS terp¢je su NAR, BAP ir 2,4-D — 35,24 vnt./mg, MS terpéje su TDZ ir IAR — 17,94 vnt./mg, o in
vivo augusios jonaZolés ekstrakte — 6,53 vnt./mg.

3.3.2. Fermento askorbatperoksidazés aktyvumo jvertinimas

Didziausias fermento askorbatperoksidazés aktyvumas nustatytas (zr. 3.8 pav.) jonazolés kaliaus
kultiiry in vitro, augusiy MS terpéje su NAR, BAP ir 2,4-D, ekstrakte. Aktyvumas buvo 4,13
mmol/mg. MS terpéje su kinetinu ir 2,4-D augusiy kaliaus kultiry ekstrakte aktyvumas buvo 3,55
mmol/mg. MS terpéje su TDZ ir AR augusiy kaliaus kultiiry ekstrakte — 1,01 mmol/mg. Maziausias
Sio fermento aktyvumas, kaip ir SOD atveju, nustatytas in vivo augusios jonazolés ekstrakte — jis buvo
tik 0,69 mmol/mg.
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3.8 pav. Fermento askorbatperoksidazés aktyvumo jvertinimas

3.4. Malondialdehido koncentracijos jvertinimas
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3.9 pav. Malondialdehido koncentracijos jvertinimas

DidZiausia malondialdehido koncentracija (zr. 3.9 pav.) buvo nustatyta in vivo augusios jonazolés
ekstrakte — 49,92 umol/g. Tai gali reiksti, kad augalas patyré oksidacinio streso vystymosi ar augimo
laikotarpiu. MS terp¢je su NAR, BAP ir 2,4-D augusiy kaliaus kultury ekstrakte MDA koncentracija
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buvo 30,11 pmol/g, MS su TDZ ir IAR terpéje — 20,60 umol/g, o MS terpéje su kinetinu ir 2,4-D —
15,86 umol/g.

3.5. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas Folino-Kiokalto metodu

Pateikti bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos matavimo Folino-Kiokalto metodu rezultatai
(zr. 3.10 pav.). Didziausia fenoliniy junginiy koncentracija nustatyta in vivo augusios jonazolés
ekstrake — 0,41 mg/100 g. MS terpéje su TZD ir IAR augusiy kaliaus kulttiry ekstrakte koncentracija
buvo 0,20 mg/100 g. Nezymiai skyrési MS su NAR ir BAP bei 2,4-D terpéje augusiy kaliaus kultiiry
ekstrakto rezultatai — Cia nustatyta bendra fenoliniy junginiy koncentracija sieké 0,19 mg/100 g.
Maziausia bendroji fenoliniy junginiy koncentracija nustatyta MS terpéje su kinetinu ir 2,4-D augusiy
kaliaus kultiiry ekstrakte — 0,14 mg/100 g.
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3.10 pav. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas Folino-Kiokalto metodu

Rezultatai rodo, kad daugiausiai fenoliniy junginiy sukaupé¢ in vivo augusi jonazolé. Taciau lyginant
in vitro terpes, fenoliniy junginiy sintezés aktyvavimui ir §iy junginiy kaupimuisi palankiausios buvo
dvi tirtos MS terpés: su TDZ bei IAR ir su NAR, BAP bei 2,4-D.

3.6. Bendrosios fenoliniy riigs¢iy koncentracijos jvertinimas

Bendrosios fenoliniy riig§¢iy koncentracijos nustatymo rezultatai (zr. 3.11 pav.) parodé, kad
didZiausia koncentracija buvo in vivo augusios jonazolés ekstrakte — 6,65 %. MS su TDZ ir AR
terpéje augusiy kaliaus kultiiry ekstrakte Siy riigS¢iy koncentracija sieké 3,42 %, MS su NAR, BAP
ir 2,4-D terpé¢je augusiy kaliaus kultiiry ekstrakte — 1,70 %, MS terpéje su kinetinu ir 2,4-D augusiy
kaliaus kulttiry ekstrakte — 0,99 %.

DidZiausia bendroji fenoliniy riig§¢iy koncentracija nustatyta in vivo augusios jonazolés ekstrakte.
Kaip ir fenoliniy junginiy atveju (Zr. 3.11 pav.), i§ visy tirty in vitro kultivavimo terpiy, fenoliniy
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rigsciy sintezei ir kaupimuisi palankiausia in vitro MS terpé buvo su TDZ ir IAR augaly augimo
hormonais (zr. 3.11 pav.).
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3.11 pav. Bendrosios fenoliniy riig§¢iy koncentracijos jvertinimas
3.7. Flavonoidy koncentracijos jvertinimas
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3.12 pav. Flavonoidy koncentracijos jvertinimas
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Didziausia flavonoidy koncentracija nustatyta taip pat in vivo augusios jonazolés ekstrakte: 27,78
mg/g (zr. 3.12 pav.). Mazesné koncentracija — 19,68 mg/g gauta MS terp¢je su NAR, BAP ir 2,4-D
augusiy kaliaus kultiiry ekstrakte. 15,87 mg/g koncentracija buvo nustatyta istyrus MS su TDZ ir IAR
terpéje augusiy kaliaus kulttiry ekstrakta. Maziausia flavonoidy koncentracija pasizyméjo MS terpéje
su kinetinu ir 2,4-D terpéje augusiy kaliaus kulttry ekstraktas, nustatyta koncentracija buvo 13,84

mg/g.
3.8. Bendrosios antocianiny koncentracijos jvertinimas

Pateiktos bendrosios antocianiny koncentracijos (BAK) (zr. 3.13 pav.). MS su NAR, BAP ir 2,4-D
terpéje augusiy kaliaus kultiry ekstrakte antocianiny nenustatyta ir dél to néra pateikta Sioje
diagramoje. Didziausia antocianiny koncentracija nustatyta in vivo augusios jonazolés esktrakte —
110,63 mg cianidin-3-gliukozido ekvivalento/100 g. MS su TDZ ir IAR terpéje augusiy kaliaus
kultiiry ekstraktai parodé, kad buvo 42,72 mg cianidin-3-gliukozido ekvivalento/100 g. MS su
kinetinu ir 2,4-D terpéje augusiy kaliaus kulttiry ekstrakte koncentracija buvo 12,05 mg cianidin-3-
gliukozido ekvivalento/100 g.
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Tiriami ekstraktai

3.13 pav. Bendrosios antocianiny koncentracijos jvertinimas
3.9. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos jvertinimas

Didziausias chlorofily a ir b bei karotinoidy kiekis (Zr. 3.14 pav.) nustatytas in vivo augusios jonazolés
ekstrakte: 11,44 mg chlorofilo a/100 g, 5,88 mg chlorofilo 5/100 g, 5,33 mg karotinoidy/100 g.
Analizuojant MS su TDZ ir IAR terpéje augusiy kaliaus kultiry rezultatus, matoma, kad buvo 4,06
mg chlorofilo a/100 g, 5,24 mg chlorofilo »/100 g, 2,41 mg karotinoidy/100 g. MS su NAR, BAP ir
2,4-D terpéje augusiy kaliaus kultiiry ekstrakte — 1,82 mg chlorofilo a/100 g, 1,59 mg chlorofilo /100
g, 1,07 mg karotinoidy/100 g. MS terp¢je su kinetinu ir 2,4-D augusiy kaliaus kultiry ekstrakto
rezultatai: 0,75 mg chlorofilo a/100 g, 0,59 mg chlorofilo /100 g, 0,95 mg karotinoidy/100 g.
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Daugiausiai chlorofily ir karotinoidy sukaupé in vivo augusi jonazolé. Taciau lyginant visas tris in
vitro terpes, daugiausia chlorofily « ir b bei karotinoidy buvo MS su TDZ ir IAR terpéje augusiose
kaliaus kultarose.
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in vivo in vitro: TDZ + IAR in vitro: kinetinas + 2,4-D  in vitro: NAR + BAP + 2,4-D

Tiriami ekstraktai

3.14 pav. Chlorofily ir karotinoidy koncentracijos jvertininimas
3.10. Bendros baltymy koncentracijos jvertinimas

Pateiktos skirtingai auginty jonazoliy baltymy koncentracijos, kai ekstrakcijai buvo naudotas tirpalai,
kuriy pH buvo: 2,6 (Zr. pav. 3.15), 4 (Zr. 3.16 pav.) ir 8 (zr. 3.17 pav.).

Didziausia baltymy koncentracija nustatyta in vivo augusios jonazolés ekstrakte — 0,157 mg/100 g,
kai ekstrakcijos tirpalo pH buvo 2,6.

In vitro augusiy jonazolés kaliaus kultliry ekstraktuose didziausia baltymy koncentracija nustatyta,
kai ekstrakcija vykdyta esant pH 8 (zr. 3.17 pav.): MS terp¢je su TDZ ir IAR augusiy kaliaus kulttiry
baltymy koncentracija buvo 0,155 mg/100 g, MS terp¢je su NAR, BAP ir 2,4-D augusiy kaliaus
kulttiry ekstrakte nustatyta 0,141 mg/100 g baltymy koncentracija, o MS terpéje su NAR, BAP ir 2,4-
D -0,141 mg/100 g.

Apibendrinant Siuos rezultatus galima teigti, kad baltymy sintezei palankiausia buvo MS su TDZ ir
IAR terpé ir ekstrakcijos salygos, kai pH buvo 8 (zr. 3.17 pav.).
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3.15 pav. Baltymy koncentracijos jvertinimas, kai ekstrakcijos tirpalo pH 2,6
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Tiriami ekstraktai

3.16 pav. Baltymy koncentracijos jvertinimas, kai ekstrakcijos tirpalo pH 4
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3.17 pav. Baltymy koncentracijos jvertinimas, kai ekstrakcijos tirpalo pH 8
3.11. L-prolino koncentracijos jvertinimas

Nustatyta L-prolino koncentracija (zr. 3.18 pav.) Didziausia $io junginio koncentracija pasizyméjo in
vitro MS su NAR ir BAP bei 2,4-D terpéje augusiy kaliaus kultiiry ekstraktas, nustatyta koncentracija
buvo 6,66 umol/g. In vivo augusios jonazolés ekstrakte koncentracija buvo 3,63 umol/g. MS terpéje
su TDZ ir IAR augusiy kaliaus kultary ekstraktuose — 2,55 umol/g. Maziausia koncentracija gauta
MS terpé¢je su kinetinu ir 2,4-D augusiy kaliaus kultiiry ekstrakte — 1,31 pmol/g.

Galima teigti, jog MS terpés praturtinimas NAR, BAP ir 2,4-D augaly augimo hormonais padidino
L-prolino biosinteze kaliaus kultiirose.

47



L-prolino koncentracija, umol/g

I
3
2
1.31
1
0
in vivo in vitro: TDZ + IAR in vitro: kinetinas + 2,4-D  in vitro: NAR + BAP + 2,4-D

Tiriami ekstraktai

3.18 pav. L-prolino koncentracijos jvertinimas
3.12. Tiriamyjy augaly ekstrakty antibakterinio aktyvumo jvertinimas

Kontroliniame variante (zZr. 3.19 pav.) matomas Escherichia coli bakterijy augimas MS mitybinéje
terpéje nepridéjus papildomy medziagy. Matomas tolygus bakterijy pasiskirstymas Petri 1ékstelés
plote.

3.19 pav. E. coli bakterijy augimas (kontrolinis variantas)

Aplink diskelius, ant kuriy buvo uzpilta tiriamy ekstrakty, matomos bakterijy augimo slopinimo
zonos (zr. 3.20 pav.): A nuotraukoje matomoje Petri 1¢ksteléje buvo naudotas in vivo augusios
jonazolés ekstraktas, B nuotraukoje — MS terpéje su TDZ ir IAR augusiy kaliaus kultiiry ekstraktas;
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C nuotraukoje — MS terpéje su kinetinu ir 2,4-D augusiy kaliaus kultiiry ekstraktas; D nuotraukoje —
MS terpéje su NAR, BAP bei 2.4-D augusiy kaliaus kultiiry ekstraktas.

Antibiotiko ciprofloksacino ekstrakto poveikis E. coli bakterijoms pastebétas didziausias, su
didziausiomis slopinimo zonomis (zr. 3.21 pav.). Apibendrinti rezultatai (zr. 3.22 pav.) rodo
antibiotiko pranasumg prie§ jonazolés ekstraktus. Slopinimo zonos vidurkis, naudojant
ciprofloksacing, buvo 1,73 cm. Lyginant skirtingus ekstraktus, didZiausiu antibakteriniu aktyvumu
pasizyméjo jonazolés in vivo ekstraktas. Kity ekstrakty slopinimo zony vidurkiai nuo in vivo ekstrakto
slopinimo zonos vidurkio skyrési nezymiai, todél galima daryti iSvada, kad jonaZzolé pasizymi
antibakterinémis savybémis, taciau tirty augaly augimo hormony jtaka antibakterinio aktyvumo in
vitro kaliaus kulttirose nepadidino.

Jonazolés kaliaus kulttiry, augusiy in vitro MS terpéje su TDZ ir IAR, ekstrakto slopinimo vidurkis
buvo 1,05 cm. Jonazolés kaliaus kultiiry, augusiy MS terpéje su kinetinu ir 2,4-D, ekstrakto slopinimo
zonos vidurkis buvo 1,03 cm, o kultiiry, augusiy MS terpéje su NAR, BAP ir 2,4-D — 0,95 cm.

onazolés in vitro: kinetinas + 2,

3.20 pav. Skirtingy jonazolés ekstrakty poveikis E. coli bakterijoms
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3.21 pav. Antibiotiko ciprofloksacino (25 pg/ml) poveikis E. coli bakterijoms
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Tiriami ekstraktai
3.22 pav. JonaZolés ekstrakty antibakterinio aktyvumo jvertinimas
3.13. Titano oksido nanodaleliy sintezés jvertinimas

UzraSytame titano oksido nanodaleliy sintezés UV spektre (zr. 3.23 pav.) matoma Zaliosios sintezés
blidu gautoms titano oksido nanodaleléms buidinga absorbcija 300-350 nm bangos ilgiy intervale.
Absorbcija Siame intervale pasieké maksimuma 340,8 nm bangos ilgyje — sugertis sieké 3,368 A.

Galima daryti iSvada, kad Zaliosios sintezés biidu, naudojant jonazolés ekstrakta, buvo susintetinta
titano nanodaleliy.
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4. Rekomendaciju dalis

Pateikta hipercino iSskyrimo i§ bioreaktoriuje augintos jonazolés (lot. Hypericum perforatum L.)
gamybos schema (zr. 4.1 pav.). Schemos Zyméjimai pateikti lenteléje (zr. 4.1 lentelg).

Pirmiausiai atliekant tyrimus turi baiti iSsiaiSkinta, kokie augaly augimo hormony deriniai yra
optimalis, kad biity pasiekta didziausia hipericino koncentracija.

Auginama jonazolés biomasé: jonazolés kaliaus kultiros yra pasodinamos j bioreaktoriy (BR),
kuriame yra MS terpé (MS) ir pasirinkta optimaliis augaly augimo hormony (AAH) deriniai. Priaugus
biomasés, ji siurbliu (S-2) yra perduodama j dziovykle (D-1) ir joje i8dZiovinama. ISdziuvusi biomasé
susmulkinama smulkintuvu (H).

Susmulkinta biomase yra uzpildoma superkritinio anglies dioksido ekstraktoriaus ekstrakcijos
kolona. Skystas CO> yra saugomas talpoje, i$ jos pereina per $ilumokaitj (S-1), kuriame pasiekia -10
°C temperatiirg, taip yra siekiama iSvengti kavitacijos. Tuomet auksSto slégio siurblys (ASP)
suspaudzia CO: iki reikalingo ekstrakcijai slégio. Suspaustas anglies dioksidas pereina pro
Silumokaitj (S-2), kuriame pasiekia ekstrakcijai reikalingg temperatiira. Pragjes ekstrakcijos kolong
(EK), anglies dioksidas kartu su iStirpusiais junginiais keliauja j ekstrakcijos separatoriy (ES). Pragjes
Si cikla anglies dioksidas kondensatoriuje (K) yra suskystinamas ir grjzta | CO> talpa. Ekstrakcijos
separatoriuje (ES) susikaupia ekstrakto ir jis yra pasalinamas per voZtuva (V-4).

Tada yra atlieckamas nereikalingy junginiy: vasky, lipidy pasalinimas Saldant ir filtruojant. Pasaliniy
medziagy pasalinimo zingsnis yra itin svarbus, nes Sie junginiai trukdo tolimesniam tikslinio
produkto atskyrimui. Superkritinio CO» ekstrakcijos metu gautas ekstraktas Silumokaiéiu (S-3)
pasildomas iki 40 ©°C temperatiiros, kad labiau suskystéty. Ekstraktas santykiu 2:1
(etanolis:ekstraktas) sumaiSomas su etanoliu per maiSymo voztuvg (MV-2) j talpg T1. Tuomet Sis
tirpalas talpoje T1 yra atSaldomas iki -20 °C temperatiiros ir inkubuojamas 48 valandas. Praéjus
nurodytam laikui, tirpalas filtruojamas per 20 pum filtrg (F). Atskirti $alutiniai produktai, tarp jy vaskai
gali buti naudojami pakartotinai: elektronikoje ar Zvakiy gamyboje ir kitur.

Filtratas yra surenkamas talpoje T2 ir supilamas j rotacinio garintuvo (RG) kolba. Rotaciniu garintuvu
tirpiklis etanolis i§ gauto miSinio yra paSalinamas. Etanolis gali buti grazinamas j procesg ir
naudojamas pakartotinai, nes yra grynas.

Po tirpiklio iSgarinimo tirpalas supilamas j talpg T3 ir yra vykdoma distiliacija pléveliniu garintuvu
(molekuliné distiliacija). Sistemoje vakuuminio siurblio (VS) pagalba yra palaikomas vakuumas.
Plévelio garintuvo (PG) viduryje yra vidinis kondensatorius bei rotorius, kuris srautg tolygiai
paskirsto ant garintuvo sieneliy, o patj garintuva i$ iSorés gaubia kaitinamas apvalkalas. Sunkesné
frakcija surenkama j F1 frakcijos talpa: ¢ia surenkami lik¢ vaskai, druskos, chlorofilai ir kitos
medziagos. | F2 frakcijos talpa surenkamas distiliatas — hipericinas. Prie§ vakuuminj siurblj yra
gaudyklé (G), kurioje palaikoma neigiama temperatira, joje yra ,,sugaudomi“ lakiis junginiai,
tirpiklio likuciai, kurie patenka j F3 frakcijos talpa.

Distiliatas yra dziovinamas dziovykléje ir gaunamas proceso galutinis produktas — hipericinas.
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4.1 lentelé. Schemos daliy saraSas

Zyméjimas Schemos dalis

BM Jonazolés biomasé

MS Maitinamoji MS terpé
AAH Augaly augimo hormonai
S-1-S-3 Siurbliai

MV-1, MV-2 MaiSymo voztuvai

BR Bioreaktorius

D1, D-2 Dziovykle

H Smulkintuvas

V1-V5 VozZtuvas

EK Ekstrakcijos kolona

K Kondensatorius

S-1-S-3 Silumokaitis

ASP Auksto slégio siurblys
ES Ekstrakcijos separatorius
EtOH Etanolis

T1 Saldoma talpa, -20 °C temperatiira
F Filtras

T2 Filtrato talpa

RG Rotacinis garintuvas

T3 Talpa

PG Plévelinis garintuvas
F1-F3 Frakcijos

G Gaudyklé

VS Vakuuminis siurblys
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ISvados

. Nustatyta, kad didziausig redukcinj antioksidacinj aktyvuma tur¢jo jonazolés kaliaus kultiiros,
uzaugintos MS terpéje su 0,5 mg/l TDZ ir 0,1 mg/l IAR — §viesos sugertis buvo 0,188 redukciniu
metodu ir 33,30 umol/l Fe** koncentracija FRAP metodu. DidZiausias DPPH radikalo slopinimas
buvo jonaZzolés kaliaus kulttiry, auginty MS terpéje su 0,1 mg/l NAR ir 0,2 mg/l BAP bei 0,5 mg/l
2,4-D ekstrakte — 94,29 %.

. Istirta, kad didziausia fenoliniy junginiy koncentracija (0,20 mg/100 g) turéjo jonazolés kaliaus
kultiiros, kurios buvo augintos MS terpéje su 0,5 mg/l TDZ ir 0,1 mg/l IAR. Daugiausia fenoliniy
rigsciy tarp in vitro augusiy kulttry sukaupé MS terpéje su 0,5 mg/l TDZ ir 0,1 mg/l AR augusiy
jonazolés kaliaus kultiiry ekstraktas — 3,42 %. Didziausig flavonoidy koncentracijg (19,68 %)
sukaupé jonazolés kaliaus kultiros, augusios MS terpgje su 0,1 mg/l NAR ir 0,2 mg/l BAP bei
0,5 mg/12,4-D.

. Gauta, kad didziausia baltymy koncentracija (0,155 mg/100 g) buvo jonaZolés kaliaus kulttiry,
augusiy MS su 0,5 mg/l TDZ ir 0,1 mg/l IAR terpéje, ekstrakte, o didziausia L-prolino
kocentracija (6,66 pmol/g) nustatyta MS su 0,1 mg/l NAR, 0,2 mg/l BAP ir 0,5 mg/1 2,4-D terpéje
augusiy kaliaus kultiiry ekstrakte.

. Istirta, kad didZiausias superoksido dismutazés ir askorbatperoksidazés aktyvumas nustatytas in
vitro terpése augusiose kultirose: MS terpéje su 0,11 pM kinetinu ir 0,9 pM 2,4-D ir MS su 0,1
mg/l NAR ir 0,2 mg/l BAP bei 0,5 mg/l 2,4-D. Superoksido dismutazés aktyvumas nustatytas
43,63 vnt/mg ir 35,24 vnt/mg. Askorbatperoksidazés — 3,55 mmol/mg ir 4,13 mmol/mg
atitinkamai.

. Didziausiu antibakteriniu aktyvumu pasizyméjo in vivo jonazolés ekstraktas.

. Zaliosios sintezés biidu i jonaZolés ekstrakto buvo susintetinta titano nanodaleliy, kurios turéjo
sugerties maksimumg biidingame bangos ilgyje — 340,8 nm.
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Priedai

1 priedas. Tyrimy metu naudoti reagentai

Eil. Nr. | Pavadinimas
1. 300 mM natrio acetato buferinis tirpalas, pH 3,6
2. 10 mM 2,4,6-tripiridil-s-triazinas (TPTZ), istirpintas 40 mmol/l HCI
3. 20 mM FeCls x 6 H,O
4. 2000 uM FeSO4 x 7 H,O0.
5. 0,2 M natrio fosfato buferinis tirpalas, pH 6,6
6. 1 % K3[Fe(CN)s]
7. 10 % trichloracto rugstis
8. 0,1 % FeCl3
9. 96 % metanolis
10. DPPH
11. 20 mM fosfatinis buferinis tirpalas, pH 7,4
12. 0,17 mM kalio persulfatas
13. 2 mM ABTS
14. Tanino rigstis
15. 70 % acetonas
16. Folino-Kiokalto reagentas
17. 7,5 % natrio karbonato tirpalas
18. Albuminas
19. Bradfordo reagentas
20. 0,066 M natrio fosfato buferinis tirpalas
21. 1 mM DTT
22. 0,5 mM fenilmetilsufonilfluoridas (PMSF)
23. DMSO
24. 40 mM Tris-HCI buferinis tirpalas
25. 10 mM L-metioninas
26. 540 uM nitromélynasis tetrazolis (NBT)
27. 0,025 % Tritonas X-100
28. 3 uM riboflavinas
29. HCI, koncentracija 18 g/l
30. Arnovo reagentas
31. NaOH, koncentracija 40 g/l
32. 96 % etanolis
33. 80 % metanolis
34. 2 % aliuminio chlorido tirpalas
35. Lediné acto rugstis
36. Ninhidrininis reagentas
37. H3PO4
38. Prolinas
39. 0,1 M glicino tirpalas, tirpinta HCI, pH 2,6
40. Bradfordo reagentas
41. 50 % C:HsOH
42. KCI buferinis tirpalas, pH 1
43, NaOAc buferinis tirpalas, pH 4,5
44, 20 % trichloracto ragstis
45. 0,5 % tiobarbittriné rugstis (iStirpinta 20 % trichloracto riigstyje)
46. 0,1 M natrio acetatas, pH 4
47. Tris-HCI, pH 8
48. Titano izopropoksidas
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1 priedo tesinys

Eil. Nr. | Pavadinimas
49, 0,1 M kalio fosfato buferinis tirpalas, pH 7
50. 1M DTT
51. 0,5 mM PMSF
52. 0,5 mM askorbo riigstis
53. 0,1 mM EDTA
54. 0,1 mM vandenilio peroksidas
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2 priedas. Tyrimy metu naudota jranga

gl: Iranga Pavadinimas

1. Autoklavas ,,CertoClav*

2. Centrifuga ,Universal 320R“, HETTICH

3. Mikrocentrifuga ,»D-6015 Mini Centrifuge®, neoLab

4. Laminaras ,,BV-100 Laminar Flow Cabinet“, Telstar

5. pH-metras ,,WinLab*

6. Spektrofotometras ,,UV-1280 UV-VIS Spectrophotometer®, Shimadzu
7. Svarstyklés »ATX84“, Shimadzu

8. Kratytuvas »ZX3“, VELP Scientific

9. Distiliatorius ,»Elix Type 2 Water Purification Systems®, Merc
10. Termostatuojamas inkubatorius ,.Binder*

11. Termostatuojama vandens vonelé ULTRATHERM ,,BWT-U*, Biosan

12. Termostatuojamas kratytuvas ,,ES — 20, Biosan
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3 priedas. MS terpés sudétis

Reagentas Koncentracija terpéje, mg/l

Makroelementai
NH4NO; 1650
KNO; 1900
CaCl, x 2H,O 440
MgSO4 x 7 H2O 370
KH,PO4 170

Mikroelementai
KI 0,83
H3;BO3 6,2
MnSO;4 x 4H,0 22,3
ZnS04 x TH,O 8,6
Na;MoO4 x 2H,0 0,25
CuSO4 x SH2O 0,025
CoCl, x 6H,O 0,025

Gelezies Saltiniai
FeSO4 x 7TH,O 27,8
Na;EDTA x 2H,O 37,3

Organiniai priedai
Mioinozitolis 100
Nikotino rtigstis 0,5
Piridoksinas-HCl 0,5
Tiaminas-HCl 0,5
Glicinas 2
Sacharozé 30000
Agar-agaras 5
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