Ktu

1922

Kauno technologijos universitetas

Cheminés technologijos fakultetas

Fitocheminio, antioksidacinio ir antibakterinio aktyvumo
jvertinimas bei palyginimas astriniy Seimos augaluy lasteliy
kultiirose in vitro ir augaly in vivo ekstraktuose

Baigiamasis magistro projektas

Akvilé Valvonyté

Projekto autoré

Doc. dr. Ilona Jonuskiené
Vadové

Kaunas, 2023



Ktu

1922

Kauno technologijos universitetas

Cheminés technologijos fakultetas

Fitocheminio, antioksidacinio ir antibakterinio aktyvumo
jvertinimas bei palyginimas astriniy Seimos augaluy lasteliy
kultiirose in vitro ir augaly in vivo ekstraktuose

Baigiamasis magistro projektas
Pramoniné biotechnologija (6211FX010)

Akvilé Valvonyté

Projekto autoré

Doc. dr. Ilona Jonuskiené

Vadové

Doc. dr. Vilija Kederiené

Recenzenté

Kaunas, 2023



Ktu

1922

Kauno technologijos universitetas
Cheminés technologijos fakultetas

Akvil¢ Valvonyte

Fitocheminio, antioksidacinio ir antibakterinio aktyvumo
jvertinimas bei palyginimas astriniy Seimos augaluy lasteliy
kultiirose in vitro ir augaly in vivo ekstraktuose

Akademinio sgziningumo deklaracija

Patvirtinu, kad:

1. baigiamajj projekta parengiau savarankiskai ir sgziningai, nepazeisdama kity asmeny autoriaus ar
kity teisiy, laikydamasi Lietuvos Respublikos autoriy teisiy ir gretutiniy teisiy jstatymo nuostaty,
Kauno technologijos universiteto (toliau — Universitetas) intelektinés nuosavybés valdymo ir
perdavimo nuostaty bei Universiteto akademinés etikos kodekse nustatyty etikos reikalavimy;

2. baigiamajame projekte visi pateikti duomenys ir tyrimy rezultatai yra teisingi ir gauti teisétai, nei
viena Sio projekto dalis néra plagijuota nuo jokiy spausdintiniy ar elektroniniy Saltiniy, visos
baigiamojo projekto tekste pateiktos citatos ir nuorodos yra nurodytos literatiiros sarase;

3. jstatymy nenumatyty piniginiy sumy uz baigiamajj projekta ar jo dalis nickam nesu mokéjusi;

4. suprantu, kad iSaiSkéjus nesaziningumo ar kity asmeny teisiy pazeidimo faktui, man bus taikomos
akademinés nuobaudos pagal Universitete galiojancig tvarka ir biisiu pasalinta i§ Universiteto, o
baigiamasis projektas gali buti pateiktas Akademinés etikos ir procediiry kontrolieriaus tarnybai
nagrinéjant galima akademinés etikos pazeidima.

Akvilé Valvonyte

Patvirtinta elektroniniu bidu



Valvonyté, Akvilé. Fitocheminio, antioksidacinio ir antibakterinio aktyvumo jvertinimas bei
palyginimas astriniy Seimos augaly lgsteliy kultGrose in vitro ir augaly in vivo ekstraktuose. Magistro
krypties studijy baigiamasis projektas / vadové doc. dr. llona Jonuskiené; Kauno technologijos
universitetas, Cheminés technologijos fakultetas.

Studijy kryptis ir sritis (studijy kryp¢iy grupé): Biotechnologijos, Technologijy mokslai.

ReikSminiai zodZiai: astriniai augalai, antioksidacinis, antibakterinis, sidabro nanodalelés, in vitro, in
vivo.

Kaunas, 2023. 73 p.
Santrauka

Astriniy (lot. Asteraceae) Seimos augalai — vaistiné medetka (lot. Calendula officinalis L.), vaistinis
kietis (lot. Artemisia dracunculus L.) ir rausvaziedé eziuolé (lot. Echinacea purpurea L.) — jau nuo
seno yra vieni 1§ populiariausiy vaistiniy augaly, kurie placiai naudojami farmacijos, kosmetikos ir
maisto pramonéje. Sie augalai pasizymi antioksidacinémis, antibakterinémis ir prie§vézinémis
savybémis. Sias naudingas vaistiniy augaly biologines savybes nulemia jy sintetinami antriniai
metabolitai. Dél astriniuose augaly ekstraktuose esanéiy bioaktyviyjy junginiy, Sie augalai gali bati
naudojami Zaliosios sintezés biidu sintetinti sidabro nanodaleles. Siekiant padidinti bioaktyviy
medziagy sinteze vaistinés medetkos, vaistinio kie¢io ir rausvaziedés eziuolés kaliaus kulttirose in
vitro, buvo praturtinta mitybiné terpé augimo reguliatoriais. Pagrindinis §io tyrimo tikslas buvo
jvertinti pasirinkty augimo reguliatoriy poveikj astriniy augaly kaliaus kultiiry in vitro ekstrakty
antioksidaciniam, antibakteriniam ir fitocheminiam aktyvumui.

Projekto metu buvo suformuota vaistinés medetkos, vaistinio kiecio ir rausvaziedés eziuolés kaliaus
kulttros in vitro, kurios augintos MS terpéje papildytoje augimo hormonais. Didziausiu
antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo vaistinio kie¢io in vitro, auginto su BAP (2,5 mg/l) ir NAR
(0,5 mg/l) augimo hormonais, ekstraktas. Tyrimo metu nustatyta, kad pasirinkti augimo hormonai
efektyviai padidino prolindehidrogenazés aktyvuma vaistinio kiec¢io (53,1 %), rausvaziedés eziuolés
(27,1 %) 1r vaistinés medetkos (67 %) kaliaus kultiirose bei kity antioksidaciniy fermenty aktyvuma.
Didziausios chlorofilo a (13,11 mg/100 mg), chlorofilo b (18,92 mg/100 mg), karotinoidy (6,17
mg/100 mg) ir baltymy (0,53 mg/100 mg) koncentracijos nustatytos rausvaziedés eziuolés in vitro
ekstrakte. Pasirinkti augimo hormonai neigiamai veiké antocianiny ir flavonoidy sintez¢ vaistinés
medetkos ir rausvaziedés eziuolés kaliaus kulttrose in vitro. Mitybinés terpés papildymas efektyviai
padidino fenoliniy junginiy sinteze vaistinio kiecio (44,2 %), rausvaziedés eziuolés (62,3 %) ir
vaistinés medetkos (48,24 %) kaliaus kultiirose in vitro. Didziausia L-prolino (25,17 mmol/g) ir
fenoliniy ragséiy (5,02 %) koncentracija nustatyta vaistinio kie¢io in vitro ekstrakte. DidZiausiu
antibakteriniu aktyvumu prie§ Escherichia coli pasizyméjo rausvaziedés eziuolés kaliaus in vitro
ekstraktas (19,67 mm), o prie§s Bacillus subtilis vaistinés medetkos in vitro ekstraktas (15,17 mm).
Sidabro nanodaleliy daugiausia susintetinta i§ vaistinio kieCio in vitro ekstrakto. Geriausiomis
antioksidacinémis savybémis pagal DPPH metoda (31,76 %) pasizyméjo vaistinés medetkos in vitro,
0 pagal redukciniy savybiy jvertinimg rausvaziedés eziuolés (0,32 A) in vitro koloidiniai tirpalai su
sidabro nanodalelémis. Didziausiu antibakteriniu aktyvumu prie§ Escherichia coli pasizyméjo
vaistinio kie¢io in vitro (22,80 mm), o prie§ Bacillus subtilis vaistinés medetkos in vitro (18,50 mm)
koloidiniai tirpalai su sidabro nanodelelémis.
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Summary

Plants of the Asteraceae family — marigold (Calendula officinalis L.), tarragon (Artemisia
dracunculus L.) and echinacea (Echinacea purpurea L.) — have long been among the most popular
medicinal plants that are widely used in the pharmaceutical, cosmetic and food industries. These
plants have antioxidant, antibacterial and anticancer properties. These beneficial biological properties
of medicinal plants are determined by their synthesized secondary metabolites. Due to the bioactive
compounds present in astral plant extracts, these plants can be used to synthesize silver nanoparticles
by green synthesis. In order to increase the synthesis of bioactive substances in callus cultures of
calendula, sedum and echinacea in vitro, the nutrient medium was enriched with growth regulators.
The main objective of this study was to evaluate the effect of selected growth regulators on the
antioxidant, antibacterial and phytochemical activity of in vitro extracts of callus cultures of aster
plants.

During the project, in vitro callus cultures of marigold, tarragon and echinacea were formed, which
were grown in MS medium supplemented with growth hormones. The extract of medicinal tarragon
in vitro grown with BAP (2.5 mg/l) and NAA (0.5 mg/l) growth hormones showed the highest
antioxidant activity. During the study, it was found that the selected growth hormones effectively
increased the activity of proline dehydrogenase in callus cultures of tarragon (53.1%), echinacea
(27.1%) and marigold (67%) and the activity of other antioxidant enzymes. The highest
concentrations of chlorophyll a (13.11 mg/100 mg), chlorophyll b (18.92 mg/100 mg), carotenoids
(6.17 mg/100 mg) and proteins (0.53 mg/100 mg) were found in echinacea in vitro extract. Selected
growth hormones negatively affected the synthesis of anthocyanins and flavonoids in marigold and
echinacea callus cultures in vitro. Nutrient medium supplementation effectively increased the
synthesis of phenolic compounds in callus cultures of tarragon (44.2%), echinacea (62.3%) and
marigold (48.24%) in vitro. The highest concentration of L-proline (25.17 mmol/g) and phenolic acids
(5.02%) was determined in the in vitro extract of medicinal tarragon. The highest antibacterial activity
against Escherichia coli was demonstrated by the in vitro extract of echinacea callus cultures (19.67
mm), and against Bacillus subtilis by the in vitro extract of marigold (15.17 mm). Silver nanoparticles
were mainly synthesized from the in vitro extract of the medicinal tarragon. Marigold in vitro showed
the best antioxidant properties according to the DPPH method (31.76%), and colloidal solutions with
silver nanoparticles in vitro of echinacea (0.32 A) according to the reduction properties evaluation.
Colloidal solutions with silver nanoparticles showed the highest antibacterial activity against
Escherichia coli in vitro of tarragon (22.80 mm), and against Bacillus subtilis in vitro of marigold
(18.50 mm).
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Santrumpy ir terminy sgrasas

Santrumpos:

AgND - sidabro nanodalelés;

BAP — 6-benzilaminopurinas;

DMSO - dimetilsulfoksidas;

DNR — deoksiribonukleortigstis;

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

DTT — ditiotreitolis;

EZ-AgND — sidabro nanodalelés, susintetintos i$ rausvaziedés eziuolés;
FRAP — gelezZies redukcijos antioksidacinés jégos metodas;

IAR — 3-indolilacto riigsties;

KT-AgND - sidabro nanodalelés, susintetintos i§ vaistinio kiecio;
LB — Luria Bertani;

MDA — malondialdehidas;

MD-AgND - sidabro nanodalelés, susintetintos i§ vaistinés medetkos;
MS — Murashige-Skoog;

NAD — nikotinamidadenindinukleotidas;

NAR — l-naftilacto riugstis;

ND — nanodalelés;

PMSF — fenilmetilsulfonilfluoridas;

ROR - reaktyviosios deguonies risys;

SOD - superoksido dismutaze;

TDZ — tidiazuronas (1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il-uréja);

TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-triazinas;

UV spinduliuoté — ultravioletiné spinduliuoté.



Ivadas

Augalai farmacijoje yra svarbiis dél gebéjimo sintetinti antrinius metabolitus, turin¢ius potencialiai
reikSmingg biologinj aktyvumg. Tradicinéje medicinoje augalai naudojami skirtingais biidais
jvairiems negalavimams gydyti. Pasaulio sveikatos organizacijos duomenimis, daugiau nei 80 %
pasaulio gyventojy naudoja augalinius vaistinius preparatus gydymo tikslais. Augaly pagrindu
pagaminti preparatai daznai yra pigesni nei jprasti vaistai, yra lengvai prieinami ir turi maziau
Salutiniy poveikiy nei jy sintetinés alternatyvos. D¢l Sios priezasties svarbu tirti vaistiniy augaly
biologines savybes, nustatyti jy fitocheming sudétj [1].

Dauguma astriniy (lot. Asteraceae) Seimos augaly turi terapinj pritaikyma ir ilgg istorijg tradicingje
medicinoje: kai kurios ruSys auginamos daugiau nei 3000 mety mitybos ir medicinos tikslais.
Astriniai  Seimos augalai pasiZymi prieSuzdegiminémis, antibakterinémis, antioksidacinémis,
prie$vézinémis bei hepatoprotekcinémis savybémis. Sis farmakologinis aktyvumas siejamas su
augaluose sintetinamais antriniais metabolitais. Astriniai augalai taip pat naudojami kaip biologiskai
aktyviy junginiy 3altiniai kosmetikos ir maisto srityse. Siuo metu susidoméjimas fitoantioksidantais
nuolat auga dél sintetiniy antioksidanty paSalinio poveikio, o patogeniniy bakterijy atsparumas
antibiotikams yra viena didziausiy visuomenés sveikatos problemy. D¢l Sios priezasties didelis
démesys yra skiriamas astriniy $eimos augaly antioksidacinéms ir antibakterinémis savybéms [2].
Vaistiné medetka (lot. Calendula officinalis L.), vaistinis kietis (lot. Artemisia dracunculus L.) ir
rausvaziedé eziuolé (lot. Echinacea purpurea L.) priklauso astriniy augaly Seimai.

Didele vaistiniy augaly paklausa, ypac besivystanciose Salyse (daugiau nei 80 %), lémé daugelio
vaisty gamyboje svarbiy augaly perteklinj iSnaudojimg. Dél keliy chiraliniy centry ir medicininiu
poziiriu sudétingos svarbiy antriniy metabolity struktiiros jy cheminé sintezé yra brangi ir
komerciskai neperspektyvi. Sie veiksniai paskatino tiesioginj antriniy metabolity i§skyrima i§ augaly
ir tai sukelé grésme iSnykti svarbioms augaly riiSims. Siekiant padidinti antriniy metabolity
produktyvumg pritaikomos biotechnologinés strategijos. Kaliaus kultiiry in vitro formavimas leidzia
susintetinti didesne¢ koncentracijg antriniy metabolity, kuriuos galima lengvai i$skirti, i§gryninti ir
pritaikyti jvairiose pramonés srityse. Mitybinés terpés praturtinimas augimo reguliatoriais padidina
antriniy metabolity gamybg kaliaus kulttrose in vitro.

Augaly ekstrakty panaudojimas sidabro nanodaleliy sintezei sulauké susidoméjimo dél greito,
ekologisko ir ekonomisko gamybos proceso. D¢l astriniy Seimos augaly ekstraktuose esanciy
bioaktyviyjy junginiy (alkaloidy, flavonoidy, taniny, terpenoidy ir glikozidy) jie gali biiti naudojami
zaliajam sidabro nanodaleliy sintezés metodui. Todé¢l svarbu optimizuoti sidabro nanodaleliy
biosintezes procesg i$ vaistiniy augaly ekstrakty. Tai padidinty astriniy augaly ekstrakty panaudojimo

galimybes.

Tyrimo tikslas — jvertinti ir palyginti pasirinkty augimo hormony poveikj vaistinés medetkos (lot.
Calendula officinalis L.), vaistinio kiecio (lot. Artemisia dracunculus L.) ir rausvaziedés eziuolés (lot.
Echinacea purpurea L.) in vivo bei in vitro kultary fitocheminiams junginiams susidaryti ir
antioksidaciniam bei antibakteriniam aktyvumui. Taip pat susintetinti sidabro nanodaleles i$ augaly
ekstrakto ir nustatyti jy savybes.

Tyrimo uzdaviniai:
1. jvertinti ir palyginti astriniy Seimos augaly in vivo ir kaliaus kulttry in vitro ekstrakty
antioksidacinj aktyvuma;



jvertinti antioksidaciniy fermenty aktyvuma astriniy Seimos augaly in vivo ir kaliaus kulttiry
in vitro ekstraktuose;

nustatyti in vivo ir kaliaus kultry in vitro astriniy Seimos augaly ekstraktuose
malondialdehido koncentracija,

nustatyti ir palyginti biologiskai aktyviyjy junginiy koncentracijas astriniy $eimos augaly in
vivo ir kaliaus kulttiry in vitro ekstraktuose;

jvertinti astriniy Seimos augaly in vivo ir kaliaus kultiry in vitro ekstrakty antibakterinj
aktyvuma;

optimizuoti sidabro nanodaleliy i§ augaly ekstrakto sinteze ir nustatyti savybes.
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1. Literatiiros apZvalga
1.1. Astriniai augalai

Astriniy Seimos (lot. Asteraceae) augalai yra viena didziausiy zydinCiy augaly Seimy, apimanti
daugiau nei 1 600 genciy ir 25 000 rasiy visame pasaulyje [3]. Jai priklauso nemazai gerai Zinomy
rusiy, pavyzdziui, jurginai, saulégrazos, cikorijos ir ramunés, taip pat nemazai vaistiniy augaly, tokiy
kaip medetkos, eziuolés, kieciai, pelynai, ramunélés ir kraujazolés. Astriniy augaly Seima yra placiai
paplitusi visame pasaulyje jvairiose ekologinése buveinése, iSskyrus Antarktidg [1]. Daugelis
Asteraceae rusiy pasizymi jvairiu farmakologiniu aktyvumu, kuris yra priskirtas jy fitocheminiams
komponentams, jskaitant eterinius aliejus, lignanus, saponinus, polifenolinius junginius, fenolines
rugstis, sterolius ir polisacharidus [4]. Dél priesvéziniy, prieSgrybeliniy, prieSuzdegiminiy,
antivirusiniy, antibakteriniy ir antioksidaciniy savybiy, astriniai augalai gali biiti naudojami jvairioms
ligoms gydyti [5]. Per pastaruosius kelerius metus pastebimai iSaugo susidoméjimas fitocheminiais
ir farmakologiniais tyrimais, susijusiais su jvairiomis Asteraceae Seimos rasimis [6].

1.1.1. Vaistinés medetkos (lot. Calendula officinalis L.) apibiidinimas ir panaudojimas

Vaistiné medetka — astriniy (lot. Asteraceae) seimos, medetky (lot. Calendula) genties augalas.
Calendula officinalis yra gerai Zinomas vienmetis augalas, paplitgs Centrinéje ir Piety Europoje, taip
pat Artimuosiuose Rytuose. Sis augalas gerai auga bet kokio tipo dirvoje, gausiausiai Zydi saulés
atokaitoje. Vaistiné medetka turi didele ekonoming verte kaip augalinis vaistas, taip pat, Jungtinése
Amerikos Valstijose (JAV) neseniai buvo patvirtintas $io augalo naudojimo tinkamumas maisto
pramonéje. Paminétina, kad jis yra jtrauktas j Maisto ir vaisty administracijos (FDA) visuotinai
pripazinty saugiy (GRAS) medziagy sgrasg [7]. Atlikus fitocheminius tyrimus nustatyta, kad
pagrindinés biologiskai aktyvios medziagos, kaupiamos vaistinése medetkose, yra terpenoidali,
flavonoidai, kumarinai, chinonai, lakieji aliejai, karotinoidai ir aminortigstys. Sios bioaktyvios
medZziagos turi jvairiy farmakologiniy poZzymiy, siejamy su prieSuzdegiminiu, antibakteriniu,
antivirusiniu, antioksidaciniu ir regeneraciniu poveikiu [8].

Pagal farmakologinius tyrimus, C. officinalis pasizymi pla¢iu biologiniy savybiy spektru, kai kurios
i3 juy yra ypa¢ perspektyvios ateityje kuriant vaistazoliy pagrindu pagamintus vaistus [9]. Si vaistazolé
nuo seno naudojama kaip antiseptiniai, antispazminiai, prakaitavimg ir kar$¢iavimg mazinantys
vaistai. Medetky ekstraktas medicinoje naudojamas zaizdoms gydyti [10, 11]. Tyrimais nustatyta,
kad kasdienis 2 % medetky gelio naudojimas palengvina ir sutrumpina Zaizdy gijima, padidina
zaizdos angiogeneze, epitelizacija ir glikoproteiny bei kolageno metabolizma, todél pageréja vieting
medziagy apykaita ir pazeisto audinio regeneracija. Gydymas vaistinés medetkos geliu buvo
veiksmingesnis uz kitus tepalus, nes sumazino diskomforta keiGiant tvarstj. Sios vaistazolés tepalo
naudojimas taip pat skatina Achilo sausgyslés gijimg, pagerindamas kolageninio baltymo sinteze
[12]. Kosmetikos gaminiuose medetkos yra naudojamos jautriai odai skirtuose preparatuose ir
raminamajj poveikj turinCiuose produktuose (pvz., gaminiuose, kurie skirti naudojimui po
deginimosi), jskaitant akims ir plaukams skirtus produktus, kuriy naudojimas yra pripaZintas saugiu
[13]. Kosmetikos gaminiuose dazniausiai naudojamas medetky Ziedy ekstraktas [14]. Medetkos
preparatai taip pat veiksmingai gydo virskinamojo trakto sutrikimus. Sios vaistinés savybés yra
susijusios su ekstrakte esanciais saponinais, kurie apsaugo virSkinamojo trakto gleiving ir slopina
skrandzio pazeidimus. Medetkos yra viena i§ homeopatiniy vaisty sudedamyjy daliy, kurie naudojami
skausmui mazinti ir edemoms, susijusioms su Gminiais raumeny ir kauly sistemos pazeidimais,
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Salinti. Vaistazoliy ausy lasai, kuriy sudétyje yra medetky ziedy, naudingi gydant ausy skausma
vaikams, sergantiems iminiu vidurinés ausies uzdegimu. Sio augalo ekstraktas gali sulétinti
periodonto ligos progresavima, nes sumazina hepatocity augimo veiksnio sukelta kolageno skaidyma
ir metaloproteinaziy aktyvuma [9]. Vaistiné medetka pasizymi antivirusiniu poveikiu prie§ Zzmogaus
imunodeficito virusg. Daugybé klinikiniy tyrimy atskleidé, kad vaistinés medetkos ekstraktai gali buti
naudingi gydant vézinius susirgimus. In vivo tyrimais nustatytas $io augalo nuoviro slopinamasis
poveikis jvairioms navikiniy lasteliy linijjoms, gautoms i§ krities, gimdos kaklelio, prostatos, kasos
ir plau¢iy. Burnos skalavimo skyséiai, kuriy sudétj jeina medetky ekstraktas, naudojami siekiant
palengvinti ir gydyti vézio gydymo sukelta burnos mukozita, taip pat burnos ertmés opines
patologijas. Sis preparatas rekomenduojamas visiems, pradéjusiems radiologinj gydyma ar
chemoterapijg. Taigi, dél didelio vaistinés medetkos ir jos sudedamyjy daliy biologinio aktyvumo
butina atkreipti démesj j §j augalg ir plésti jo panaudojima [10].

1.1.2. Vaistinio kie¢io (lot. Artemisia dracunculus L.) apibiidinimas ir panaudojimas

Per pastaruosius kelerius metus pastebimai iSaugo susidoméjimas fitocheminiais ir farmakologiniais
tyrimais, susijusiais su jvairiomis Artemisia L. genties rasimis [15]. Tokj susidoméjimg neabejotinai
lemia tai, kad 2015 m. Nobelio fiziologijos medicinos premija buvo skirta uz artemisinino —
seskviterpenoidinio laktono atradimg Artemisia annua (vienmetéje dumbléje) ir jo veiksmingumo
gydant maliarijg jrodyma [16]. Tarp tiriamyjy — vaistinis Kietis (Artemisia dracunculus L.). Artemisia
dracunculus L. yra daugiametis aromatinis augalas, priklausantis Asteraceae Seimai. Europoje tai yra
viena i§ 20 dazniausiai auginamy vaistazoliy [17]. Svarbus sékmingo kie¢io auginimo aspektas yra
tas, kad jis gerai auga bet kokiame dirvozemyje, néra jautrus temperatiiros bei apSvietimo
svyravimams. Tadiau, jeigu nepakanka Sviesos, sumazéja cterinio aliejaus koncentracija, todél
sumaz¢ja ir aromatingumas. Pagrindinés biologiSkai aktyvios medziagos, kaupiamos vaistiniame
kietyje yra eterinis aliejus, kumarinai, flavonoidai ir fenolinés riigstys [18]. Sios medZiagos lemia, A.
dracunculus biologinj aktyvuma ir galimg jo panaudojima kaip augalinés kilmés farmaciniy cheminiy
junginiy Saltinj. Vaistiniame kietyje aptinkamos bioaktyvios medziagos turi jvairiy farmakologiniy
savybiy, siejamy su antioksidaciniu, neuroprotekciniu, antibakteriniu, antivirusiniu,
hepatoprotekciniu ir prie§véziniu aktyvumu [18-21].

Vaistinio kieCio ekstraktai, nuovirai ir uzpilai nuo seno buvo naudojami jvairiems negalavimams
gydyti. Si vaistazolé naudojama tigk virskinimo trakto ligoms gydyti, tiek kaip anestetikas,
antidepresinis ir antiepilepsinis preparatas. Daugelis rekomenduoja kietj kaip veiksminga uzdegima
ir kar§¢iavimg slopinantj preparatg. Alkoholiné tinktira turi raminamajj ir priestraukulinj poveikj
nervy sistemai; A. dracunculus vartojamas sergant epilepsija ir neurozémis. Sios vaistazolés poveikis
nervy sistemai yra susijes su azoto baziy (alkaloidy ir benzodiazepiny dariniy) terapiSkai
reik§mingomis koncentracijomis. Vaistinio kieCio ekstraktai pasizymi priesuzdegiminiu poveikiu,
kuris skatina Zaizdy ir opy gijima, yra naudingas gydyti burnos ligas (stomatitg, danteny uzdegima ir
kt.), nudegimus ir sanariy ligas (artrita, reumatita, radikulita). Siuolaikiné farmakologija atskleidzia,
kad dél kaupiamy jvairiy fenoliniy junginiy, tokiy kaip chlorogeno riigstis, kavos riigstis, liuteolinas
ir kvercetinas, Artemisia dracunculus ekstraktai veiksmingi gydant depresija [19]. Daugybé
klinikiniy tyrimy ir metaanaliziy parodé, kad vaistinio kieCio ekstraktai taip pat pasizymi
hepatoprotekciniu aktyvumu. In vivo tyrimuose jvertintos §io augalo ekstrakto hepatoprotekcinés
savybés su ziurkémis, kurioms tetrachlormetanu buvo sukelti kepeny lasteliy pazeidimai. Pastebéta,
kad Sio augalo 70 % etanolinis ekstraktas reikSmingai sumazino nekrozés procesa (maziausiai 30 %).
Be to, po A. dracunculus ekstrakty jvedimo ziurkéms, kepeny parenchimos segmentuose buvo aptikta

12



daugiau hepatocitiniy lasteliy be jokiy distrofijos pozymiy. Tyrimais nustatyta, kad vaistinio kiecio
ekstraktai stiprina lasteliy membranas bei hepatocity kompensacinius mechanizmus, taigi, padidina
atsparuma streso veiksniams. Kitas tyrimas, patvirtinantis hepatoprotekcinj vaistinio kiecio ekstrakto
poveikj, buvo atliktas su ziurkémis, kurioms buvo duodama 50, 100 arba 200 mg/kg ekstrakto 15
dieny. Atliktas histopatologinis tyrimas patvirtino mazesnj kepeny pazeidimg toms ziurkéms,
kurioms buvo duodamas kieCio ekstraktas [20]. Maisto ir vaisty administracija jvardija A.
dracunculus ir i§ Sios rusies gautus aliejus bei ekstraktus kaip saugius naudoti.

Si vaistazolé naudojama kosmetikos srityje kaip odos priezitiros produkty, kvapiyjy medziagy ir
maskuojamyjy medziagy sudedamoji dalis. Kosmetologijoje vaistinis kietis naudojamas
drékinamiesiems kremams, Sampiinams, losjonams ir valomiesiems pieneliams gaminti. Eterinis
aliejus, gaunamas distiliuojant garais, placiai naudojamas kaip kvepaly komponentas.

Kietis turi konservuojanc¢iy savybiy, todel yra aktyviai naudojamas kaip nattiralus konservantas
maisto srityje [21]. Jo taip pat dedama j gaiviuosius ir nealkoholinius gérimus. D¢l didelés aromatiniy
komponenty koncentracijos, maisto pramon¢je jprasta kiet] naudoti dziovinta, kad suteikty maistui
kvapa ir skonj [22]. Dziovintame vaistiniame kietyje yra 24 % baltymy, 45 % angliavandeniy, 7 %
riebaly ir 7 % skaiduly. Jame taip pat yra jvairiy mineraly, nedidelis kiekis vitamino A ir kai kuriy B
grupés vitaminy [23]. Svarbus A. dracunculus eterinio aliejaus panaudojimas yra valgomy
antibakteriniy pléveliy gamyba, kurios naudojamos maisto gedimo prevencijai. Socaciu kartu su
bendraautoriais atliktas tyrimas patvirtino antibakterinj ir antioksidacinj kieCio eterinio aliejaus
aktyvumg. Eksperimento metu buvo jvertinta ir aliejaus jtaka valgomos antibakterinés plévelés
savybéms. Rezultatai rodo, kad eterinio aliejaus panaudojimas plévelés formavimo tirpale pagerino
tirpumg vandenyje, apsaugg nuo regimosios Sviesos, taip pat pagerino atsparumg mechaniniams
pazeidimams, plévelés elastingumg ir skaidrumg bei padidino jos drégmeés kiekj. Tod¢l vaistinio
kieCio aliejus gali bati laikomas alternatyva sintetiniams junginiams maisto pakuotése [24].

1.1.3. Rausvaziedés eZiuolés (lot. Echinacea purpurea L.) apibiidinimas ir panaudojimas

Rausvaziedé eziuolé (Echinacea purpurea L.) yra daugiametis Zydintis augalas, priklausantis
Asteraceae Seimai. Tai vaistinis augalas, kiles i§ Siaurés Amerikos. Siais laikais jo panaudojimas
eksponentiSkai didéja, ypac kaip vaisto. Rausvaziedés eziuolés ruSies tyrimai atskleidé daugybe
biologiskai aktyviy junginiy, kurie pasizymi farmakologiniu aktyvumu [25]. Svarbiausi rausvaziedés
eziuolés komponentai yra alkilamidai, polisacharidai, glikoproteinai, flavonoidai ir fenoliniai
junginiai [26, 27]. Sis augalas yra fitocheminiy medziagy 3altinis, kuris gali biiti naudojamas
daugeliui ligy gydyti. Antioksidacinés, imunomoduliatorinés, priesuzdegiminés, antibakterinés,
antivirusinés ir antiosteoporozinés savybés — tai tik keletas teigiamy biologiniy poveikiy, rodanciy
Sios riiSies svarbg ekosistemoje [25].

Echinacea purpurea ekstraktai, tradiciskai naudoti Siaurés Amerikoje jvairiy risiy infekcijoms ir
zaizdoms gydyti, tapo labai populiariis vaistazoliy preparatai visame pasaulyje. Polisacharido
frakcijos (echinacino B) buvimas, gaminant hialurono rugsties ir polisacharido kompleksa, skatina
7aizdy gijima, slopina hialuronidaze ir skatina fibroblasty augimag. Sios rii§ies vaistinis augalas
tradiciskai buvo naudojamas danties ir zarnyno skausmams, gyvatés jkandimui, odos ligoms,
traukuliams, létiniam artritui ir véZiui gydyti. Atlikty tyrimy duomenimis, alkamidai yra susij¢ su
eziuolés ekstrakty imunomoduliacinémis savybémis in vitro ir in vivo. Polisacharidai vaidina svarby
vaidmenj eziuolés preparaty prieSuzdegiminiam poveikiui [28]. Naujausi tyrimai atskleidé, kad tam
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tikri standartizuoti eziuolés preparatai turi stipry ir selektyvy antivirusinj ir antimikrobinj poveik]j.
Rausvaziedés eziuolés preparatai — naudojami persalimo, gripo tipo infekcijy ir panasiy virSutiniy
kvépavimo taky ligy simptomams palengvinti. Be to, jie pasizymi jvairiomis imuninés sistemos
moduliavimo veiklomis, apiman¢iomis tam tikry imuniniy funkcijy, tokiy kaip makrofagy fagocitinis
aktyvumas, stimuliavimg ir epitelio lgsteliy prieSuzdegiminiy reakcijy j virusus ir bakterijas
slopinima, kuris pasireiskia kaip jvairiy citokiny ir chemokiny sekrecijos poky¢iai. Sios imuninés
moduliacijos atsiranda dél atitinkamy geny ir jy transkripcijos veiksniy padidinto arba sumazéjusio
reguliavimo. Visas $is biologinis aktyvumas gali biti jrodytas esant necitotoksinéms ekstrakto
koncentracijoms ir, atrodo, atsiranda dél keliy komponenty, o ne dél atskiry cheminiy junginiy,
biidingy eziuolés ekstraktams [29].

1.2. Antriniai metabolitai

Augalai natiiraliai gamina jvairius skirtingos fitocheminés prigimties junginius, kurie naudojami jy
augimui ir vystymuisi. Pirminiai metabolitai reikalingi tokiems procesams, Kkaip fotosintezé,
kvépavimas, tirpiy medziagy perneSimas, baltymy sintezé, maistiniy medziagy asimiliacija ir
angliavandeniy, baltymy ir lipidy diferenciacija arba susidarymas [30]. Produktai, gauti i§ pirminiy
metabolity, tiesiogiai nedalyvaujanciy augime ir vystymesi, laikomi antriniais metabolitais. Paprastai
antriniai metabolitai yra pirminiy metabolity produktai ir susidaro dél biosintezés modifikacijy,
iskaitant metilinima, glikozilinimg ir hidroksilinimg. Antriniai metabolitai néra btini augalo augimui
ir vystymuisi, bet vaidina svarby vaidmen;j jy iSlikimui ir prisitaikymui prie kintan¢ios aplinkos
sglygy. Augaly metabolity cheminé prigimtis ir sudétis jvairiose rasyse skiriasi [31].

1.2.1. Fenoliniai junginiali

Fenoliniams junginiams priskiriama daugiau nei 8000 junginiy, placiai paplitusiy visoje augaly
karalystéje. Fenoliniai junginiai yra antriniai metabolitai, kurie atsakingi uz augalo struktiiros
palaikymg ir apsauging funkcijg nuo biotinio ir abiotinio streso. Fenoliniai junginiai sintetinami
augaluose per $ikimo riigstji. Siy junginiy koncentracija augale priklauso nuo aplinkos salygy ir
geografinés padéties. Bendras bruozas, kuris biidingas visiems fenoliniams junginiams — fenoliné
grupé, t.y., aromatinis Ziedas su prisijungusiu bent vienu hidroksilo radikalu [32]. Hidroksilo grupé
gali buti laisva arba prisijungusi kitg funkcing grup¢ (esterius, eterius, glikozidus). Fenoliniai
junginiai skirstomi ] Sias grupes: fenolinés riigstys, flavonoidai, kumarinai, taninai bei ligninai [33].

1.2.2. Fenolinés rugstys

Fenolinés rugstys, be pagrindinés fenolio struktiiros, turi karboksirligSties grupe. Augaluose jos
dazniausiai biina esterintos ir glikozilintos, laisvos formos aptinkamos retai. ISskiriamos dvi
svarbiausios fenoliniy riigs§¢iy grupés: hidroksicinamono riigsties dariniai, kuriems priklauso ferulo,
kavos, p-kumaro ir chlorogeninés rugstys, bei hidroksibenzenkarboksi riigsties dariniai, kuriy
pagrindinés atstoves yra galo, vanilino, salicilo ir protokatecho riigStys. Mokslingje literatiiroje
pateikiami duomenys, kad fenolinés riigStys pasizymi antibakterinémis, prieSuzdegiminémis,
prie§vézinémis ir antioksidacinémis savybémis [34].

Daugybé in vivo ir in vitro moksliniy tyrimy atskleidé, kad fenolinés rugstys atlieka jvairias
biologines funkcijas. Kavos rugstis ir chlorogeno riigstis yra svarbiis astriniy augaly komponentai,
pasizymintys natiiraliomis antioksidacinémis ir prie§vézinémis savybémis [35]. Sios riigstys pasizymi
kraujospiidj mazinan¢iomis savybémis ir sumazina pagrindiniy fermenty, susijusiy su ciklosporino
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sukelty ziurkiy hipertenzijos patogeneze, aktyvuma. Nustatyta, kad galo rugstis specifiskai veikia
riebalinj audinj, slopina lipogeneze, gerina signaly perdavimg insulinui ir kartu mazina uzdegiminius
procesus ir perteklinj lipidy kaupimasi [36]. Tarp $iy savybiy iSskiriamas antihepatokarcinominis
fenoliniy riig§¢iy aktyvumas, nes hepatokarcinoma yra viena i§ pagrindiniy mirtingumo nuo vézio
priezasCiy pasaulyje. Antikancerogeninis kavos riigSties poveikis daugiausia susijgs su
antioksidacinémis savybémis, o tai siejama su jo chemine struktiira. Pirma, laisvyjy fenolio hidroksily
(orto-dihidroksilo) buvimas leidzia sumazinti OH-jungties disociacijos entalpija ir padidinti H atomy
perdavimo greit] peroksilo radikalams, taip pat jy skaiCiy ir padétj fenilo ziede. Be to, dviguba jungtis
anglies grandinéje padidina fenolio radikalo stabilumg. Sie cheminiai veiksniai, susij¢ su kavos
rugsties molekule, leidzia paSalinti laisvuosius radikalus, uzkerta kelig reaktyviyjy deguonies risiy
gamybai, taip pat galimybei sukelti jvairiy véziniy lasteliy DNR oksidacija. Vanilino riigstis taip pat
yra veiksmingas hipoksijos sukeliamo veiksnio (HIF-1) inhibitorius ir gali reikSmingai slopinti
naviko augimg ksenografinio naviko modelyje [37].

Svarbiausi rausvaziedés eziuolés komponentai yra fenolinés ragsties dariniai. Dazniausiali
aptinkamos fenolinés riigStys yra cikoro riigstis, echinakozidas, chlorogeno riigstis, kaftaro rtigstis,
kavos ragstis ir galo ragstis, kuriy koncentracijos skiriasi priklausomai nuo augalo daliy. Pagal
rausvaziedés gydomasias savybes svarbiausia laikoma cikoro riigstis. Nustatyta, kad cikoro rugstis
turi imunostimuliatoriy ir antivirusinj poveikj, nes slopina Zmogaus imunodeficito viruso integrazes
fermenta, skatina fagocity aktyvumga. Be to, kaip antihialuronidazg, ji apsaugo kolageng ir pasiZymi
dideliu laisvyjy radikaly Salinimo aktyvumu, todél turi apsauginj ir gydomgjj poveikj nuo UV
spinduliy daromos zalos odai. Cikoro rtgstis pasizymi efektyviu 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH)
radikaly Salinimo aktyvumu, pana$iu j flavonoidy ir rozmarino rugstis [28]. Taip pat §i ragstis gali
susilpninti oksiduoty mazo tankio lipoproteiny sukeltus apoptotinius pozymius, pavyzdziui, vélesnj
mitochondrijy transmembraninio potencialo suskaidymag. Nustatyta, kad Sis bioaktyvus junginys
apsaugo nuo sisteminio uzdegimo sukelto atminties sutrikimo ir amiloidogenezés, inaktyvuodamas
NF-kB. Cikoro ragstis turi teigiamg poveikj jvairiy létiniy sisteminiy ligy valdymui [38]. Taip pat
buvo istirta, kad i§ rausvaziedés eziuolés iSskirta chlorogeno riigstis pasizymi antikancerogeninémis
savybémis, mazindama N-nitrozo junginiy sukeliamg kancerogeninj poveikj [39].

1.2.3. Flavonoidai

Flavonoidai yra antriniai metabolitai, kuriy labai gausu augaluose. Iki §iol buvo nustatyta daugiau nei
4000 skirtingy augalinés kilmés flavonoidy. Dauguma flavonoidy augaluose randami glikozidy
pavidalu. Augaluose flavonoidai gaunami dviem biosintezés budais — fenilpropanoido, kuris gamina
fenilpropanoido skeletg (Cs-Cz), ir poliketido, kuris gamina polimeriniy Cz vienety blokus. Fermentas
chalkono sintazé katalizuoja 2'-hidroksichalkono karkaso susidaryma i$ p-kumaroilo CoA ir malonilo
CoA, kurie véliau naudojami keliuose fermentiniuose etapuose kitiems flavonoidams sintetinti.
Keletas veiksniy, tokiy kaip aplinkos salygos (pvz., Sviesa, vandens prieinamumas ir temperatiira),
hormonai (pvz., jazmono rugstis) ir fiziniai veiksniai, turi jtakos flavonoidy Dbiosintezéje
dalyvaujan¢iy geny ekspresijai, todél keiciasi jy prieinamumas [40].

Augaluose flavonoidai atlieka daug funkcijy, pavyzdziui, reguliuoja lasteliy augimg, pritraukia
vabzdzius apdulkintojus bei apsaugo nuo biotinio ir abiotinio streso. Sie junginiai gali veikti kaip
signalinés molekulés, UV spinduliy filtrai, reaktyviyjy deguonies riiSiy (RDR) Salintojai ir atlikti
keleta svarbiy funkcijy, susijusiy su augaly atsparumu sausrai, kar§¢iui ir Sal¢iui [41]. Flavonoidai
turi pagrindinj penkiolikos angliy flavono skeleta, kuris yra sudarytas i§ dviejy benzeno ziedy (A ir
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B), sujungty per heterociklinj pirano zieda (C) [42]. Remiantis flavonoidy struktiira, juos galima
suskirstyti j SeSias pagrindines klases: flavan-3-olius, flavonus, flavonolius, flavanonus, izoflavonus
ir antocianinus [32].

1.1 pav. Bendra flavonoidy struktiira

Moksliniy tyrimy duomenimis, flavonoidai yra naudingi Zmoniy sveikatai, o mityba, kurioje gausu
S$1y junginiy, gali padeéti iSvengti kai kuriy létiniy ligy. Flavonoidai turi keletg farmakologiniy savybiy,
taCiau neabejotinai svarbiausia yra ta, kuri susijusi su gebéjimu pasalinti laisvuosius radikalus ir veikti
kaip antioksidantas. Flavonoidy klasése antioksidacinis pajégumas skiriasi priklausomai nuo
funkcinés grupés tipo ir jos iSsidéstymo aplink branduoling struktiirg. Hidroksi grupiy skaicius ir
padétis katecholio B Ziede turi jtakos laisvyjy radikaly pasalinimo gebéjimui. Funkcinés hidroksi
grupés flavonoidai gali biiti elektrony donorais ir taip stabilizuoti laisvuosius radikalus [43].
Flavonoidai, tokie kaip kvercetinas ir kampferolis, aptinkami vaistin¢je medetkoje, vaistiniame
kietyje ir rausvaziedéje eZiuoléje, kurie, kaip jrodyta, pasizymi stipriu antioksidaciniu aktyvumu. Sie
junginiai gali apsaugoti nuo DNR pazeidimo, sumazinti uzdegima ir sustiprinti imunin¢ funkcija [8,
18, 28].

Be antioksidaciniy, flavonoidai pasizymi prieSuzdegiminémis, prieSvézinémis, senéjima
stabdanc¢iomis, neuroprotekcinémis, antidiabetinémis, antibakterinémis ir antivirusinémis savybémis
[43].

1.3. Antioksidacinés savybés

Reaktyviosios deguonies riisys (RDR) — superoksido anijonas, vandenilio peroksidas, hidroksilo
radikalas — labai reaktyvios molekulés, pernesancios nesuporuotas elektrony poras, kurios suardo
baltymus, lipidus bei DNR ir sukelia oksidacinj stresa. Oksidacinis stresas yra susijes su patologiniais
sutrikimais, kurie sukelia $ias ligas: vézj, Sirdies ir kraujagysliy ligas, ateroskleroze, hipertenzija,
cukrinj diabeta, paspartina senéjimo procesa. Antioksidantai yra medziagos, kurios neleidzia
susidaryti laisviesiems radikalams zmogaus organizme, taip uzkirsdami kelig oksidaciniam stresui ir
su juo susijusiomis ligomis. Jie gali buiti suskirstyti j kelias kategorijas. Pagal jy aktyvuma jie gali
buti suskirstyti j fermentinius ir nefermentinius antioksidantus [44]. Fermentiniai antioksidantai
veikia skaidydami ir pasalindami laisvuosius radikalus. Antioksidaciniai fermentai pavojingus
oksidacinius produktus pavercia vandenilio peroksidu (H203), o po to vandeniu, vykstant keliy etapy
procesui, dalyvaujant kofaktoriams, tokiems kaip varis, cinkas, manganas ir gelezis [45]. Siai
antioksidanty grupei priskiriami fermentai — superoksido dismutazé, katalaz¢, glutationo peroksidazé.
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Nefermentiniai antioksidantai veikia nutraukdami laisvyjy radikaly grandinines reakcijas [46].
Keletas nefermentiniy antioksidanty pavyzdziy yra vitaminas C, vitaminas E, augaliniai flavonoidai,
karotinoidai ir glutationas [47].

Antioksidantai veikia arba slopindami laisvyjy alkilo radikaly susidaryma inicijavimo etape arba
pertraukdami laisvyjy radikaly grandinés plitima. Oksidacinio slopinimo mechanizme, antioksidantai
veikia kaip vandenilio donorai. Antioksidacinis radikalas stabilizuojamas, kai jo elektronai
delokalizuojami, todél antioksidaciniai laisvieji radikalai nesukelia kity laisvyjy radikaly. Jie netgi
reaguoja su lipidy laisvaisiais radikalais, sudarydami stabilius ir sudétingus junginius.
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1.2 pav. ROR susidarymo ir fermentiniy bei nefermentiniy antioksidanty ROR neutralizavimo schema

Siuo metu jvairiy medZiagy, jskaitant natiiralias, antioksidacinés savybés yra plaéiai tiriamos, siekiant
nustatyti naujus junginius i$ nattraliy Saltiniy. Vaistiniai augalai gali biti perspektyvis antioksidanty
Saltiniai. Daugelis augaly sudedamyjy daliy gali prisidéti prie jy antioksidaciniy ir kity apsauginiy
savybiy. Atlikty tyrimy metu nustatyta, kad vaistinés medetkos, vaistinio kie€io ir rausvaziedés
eziuolés ekstraktai pasizymi antioksidacinémis savybémis. Siy vaistazoliy antioksidacinis aktyvumas
siejamas su didele fenoliniy junginiy, tokiy kaip flavonoidai ir fenolinés riigstys, koncentracija.

Flavonoidy antioksidacinio veikimo mechanizmai gali biti: tiesioginis ROR paSalinimas, ROR
susidarymo slopinimas per mikroelementy chelatg (pvz., kvercetinas turi gelezies kompleksy
sudarymo ir gelezj stabilizuojanéiy savybiy) arba fermenty, dalyvaujanc¢iy gaminant laisvuosius
radikalus (pvz., glutationo S-transferazés, NADH oksidazés ir ksantino oksidazés), slopinimas ir
antioksidacinés gynybos aktyvinimas (pvz., antioksidaciniy fermenty, turin¢iy radikaly slopinimo
gebeéjimy, reguliavimas). Taip pat gali atsirasti kai kuriy §iy mechanizmy derinys — laisvyjy radikaly
Salinimas ir kai kuriy fermenty funkcijy slopinimas [40].

Tiriant fenolinius antioksidantus, nustatyta, kad jy antioksidacinés savybés yra susijusios su fenoliniy
grupiy, uzimanciy 1, 2 arba 1, 4 pozicijas aromatiniame ziede, skai¢iumi, taip pat su Ziedo pakaity
tiriu ir elektroninémis savybémis [47,48]. Antioksidantiniy junginiy rasis ir koncentracija skiriasi
priklausomai nuo augalo riisies, aplinkos salygy, subrendimo laipsnio ir auginimo biido. Augaliniuose
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preparatuose (ekstraktuose, nuoviruose) antioksidanty koncentracija ir sudétis taip pat priklauso nuo
ekstrahavimo technikos, jos salygy (ekstrahavimo laiko ir temperatiiros), tirpikliy. Fenoliniams
junginiams i§ augaliniy medziagy ekstrahuoti daznai naudojami tirpikliai, tokie kaip metanolis,
etanolis, vanduo, acetonas ir jy deriniai [48]. Siuose augaluose aptinkami karotinoidai ir procianidinai
taip pat vaidina svarby vaidmenj antioksidaciniame aktyvume [49].

1.4. Antibakterinés savybés

Antibiotikams atspariy patogeny plitimas per §j Simtmet] tapo pasauline sveikatos problema.
Bakterijy atsparumas antibiotikams ir biocidams atsiranda dél plataus antibiotiky vartojimo, kuris yra
pagrindinis veiksnys, lemiantis geny kaupimasi bakterijose, koduojanciuose atsparumg konkrec¢iam
agentui. Veiksmingy biologiniy sprendimy, skirty antibiotiky atspariems patogenams slopinti
trikumas, kartu su Vyriausybés direktyvomis, iSdéstytomis dabartiniame ES reglamente 2019/6,
skatina ieskoti alternatyviy priemoniy [50]. Viena i§ alternatyvy — vaistiniy augaly panaudojimas
antibakteriniams preparatams karti. Siy augaly antibakterinis poveikis gali pasireiksti daugybéje
mechanizmy, tokiy kaip citoplazminés membranos pazeidimai, lasteliy sieneliy sintezés, baltymy bei
nukleorig§¢iy sintezés slopinimas arba medziagy apykaitos slopinimas [51, 52].

Vaistiné medetka naudojama jvairiuose antibakteriniuose preparatuose dél ekstrakte esanciy
fitocheminiy junginiy antibakterinio poveikio. Calendula officinalis ziedlapiy metanolinio ir
etanolinio ekstrakty antimikrobinis aktyvumas buvo istirtas prie$ klinikinius patogenus, jskaitant
bakterijas ir grybelius. Nustatyta, kad metanolinis ekstraktas pries dauguma tirty bakterijy pasizyméjo
geresniu antibakteriniu aktyvumu nei etanolinis ekstraktas. Moksliniy tyrimy duomenimis, vaistinés
medetkos ziedy metanolinis ekstraktas pasizyméjo antibakteriniu poveikiu prie§ anaerobiniy ir
fakultatyviniy anaerobiniy periodonto bakterijy kamienus (Porphyromonos gingivalis,
Furobacterium nucleatum, Vegilonella parvulycesa, Vegilonellantomycesa) [53]. Vaistinés medetkos
eterinis alicjus taip pat pasizymi antibakterinémis savybémis ir slopina Staphylococcus aureus,
Escherichia coli bei Bacillus cereus augimg. Calendula officinalis kaliaus in vitro ekstrakty
antibakterinis aktyvumas buvo tiriamas naudojant disko difuzijos j agara metoda. Siy augaly etanoliai
ir chloroforminiai ekstraktai buvo tiriami prie$ keturias bakterijy rasis (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus cereus ir Kocuria rhizophila). Palyginimui buvo
naudojami antibiotikai: penicilinas, novobiocinas, ampicilinas, chloramfenikolis ir eritromicinas.
Vaistinés medetkos kaliaus etanolinis ekstraktas parodé 38 mm slopinimo zong prie§ S. aureus, 0
chloroforminis ekstraktas — 32 mm slopinimo zong prie$ B. cereus. Slopinamasis poveikis buvo labai
panasus j tiriamy antibiotiky slopinimg [54].

Vaistinis kietis, moksliniy tyrimy duomenimis, taip pat pasizymi antibakteriniu poveikiu. A.
dracunculus eterinis aliejus pasizyméjo antibakteriniu aktyvumu slopindamas Staphylococcus
aureus, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Streptococcus
pyogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumonianer, Shipgella pneumonianer, Pseudomonas
aeruginosa ir Salmonella spp. bakterijy augimg, ypac¢ Staphylococcus epidermidis (21,5 mm). Kitame
tyrime jvertintas vaistinio kie€io etanolinio ekstrakto slopinamasis poveikis prie§ Siuos bakterijy
kamienus: Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes. Didziausig slopinamajj poveikj etanolinis
ekstraktas parodé pries S. pyogenes (18 mm), o maziausig — P. aeruginosa (9 mm) [55].
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Rausvaziedés eziuolés ekstraktai veikia bakterijy dauginimasi ir slopina jy iSskiriamy medziagy
aktyvumg. Moksliniy tyrimy duomenimis, etanolinis E. purpurea ekstraktas pasizymejo
antibakteriniu poveikiu prie§ visus tirtus bakterijy kamienus (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis ir Staphylococcus aureus). Didziausias etanolinio ekstrakto
slopinamasis poveikis nustatytas prie§s Escherichia coli (slopinimo zona — 11 mm) [56]. Rausvaziedés
eziuolés antibakterinis aktyvumas siejamas su ekstrakte aptinkamais fenoliniais junginiais, tokiais
kaip limonenas ir p-cimenas, p-kumaro ir kavos riigstis, kurie pasizymi jvairiomis biologinémis
savybémis. Limonenas ir p-cimenas veikia citoplazminés membranos pralaidumg ir negriztamai
sunaikina lipidy dvisluoksnj, suardydami membranos vientisuma. Taip pat didelé p-kumaro ir kavos
rugsties koncentracija sukelia negrjztamus pralaidumo pokycCius bakterijy Igstelés membranoje ir gali
prisijungti prie DNR, sukeldama struktiiros pokycius. Kavos riigstis slopina lgsteliy antioksidaciniy
fermenty aktyvumag, didina reaktyviyjy deguonies riiSiy reakcijas oksidacijos biudu ir veikia
baktericidiskai [57].

Aptariamy astriniy augaly ekstraktai ir eteriniai aliejai pasizymejo slopinamuoju poveikiu daugelio
bakterijy augimui, todél jie galéty buti gera bakteriniy ligy prevencijos ir gydymo alternatyva.

1.5. Sidabro nanodalelés

Nanodalelé (ND) — mikroskopiné dalelé, kurios bent vienas matmuo mazesnis nei 100 nm [58]. ND
pasizymi naujomis arba patobulintomis savybémis, atsizvelgiant j konkrecias charakteristikas,
pavyzdziui: dydj (1-100 nm), formag ir struktiirg. NanomedZziagos dé¢l fizikiniy ir cheminiy savybiy
per pastaruosius kelis de§imtmedius sulauké didelio démesio. Sios dalelés pasizymi dideliu pavir§iaus
plotu, o tai lemia didesnj biochemin;j reaktyvuma, katalizinj veikimg ir atomine elgseng, palyginti su
didelémis dalelémis, kurios turi identiS$kg cheming konfigtiracijg [59, 60].

Siuo metu sidabro nanodalelés sulaukia didelio démesio dél biologinés veiklos ir unikaliy cheminiy,
optiniy ir magnetiniy savybiy. Sios nanodalelés naudojamos farmacijos, medicininés diagnostikos,
jutikliy, maisto konservavimo, zaizdy gydymo, vandens valymo ir kosmetikos srityse [58]. Sidabro
nanodalelés néra toksiSskos eukariotiniams organizmams, jskaitant Zmones, tafiau turi didelj
toksiskumg prokariotinéms lgsteléms, tokioms kaip bakterijos, virusai ir grybeliai [61].

Sidabro nanodaleles (AgND) galima lengvai sintetinti naudojant jvairius metodus. Dazniausiai
naudojami nanodaleliy suformavimo budai yra cheminé ir fizikiné¢ sintezés, taciau Sie metodai
reikalauja aukstos temperatiros ir slégio salygy, jiems daugiausia naudojami toksiski ir pavojingi
reagentai ir pradinés medziagos. Neseniai biologiné (zalioji) metaly nanodaleliy sintez¢, naudojant
aplinkai nekenksmingus metodus, padéjo Sias problemas iSspresti. Vienas i§ tokiy perspektyviy
metody yra nanodaleliy sintezé naudojant augaly ekstraktus [62].

1.6. Sidabro nanodaleliy sintezé iS augaly (Zalioji sintezé)

Augaly panaudojimas sidabro nanodaleliy gamybai sulauké didelio susidoméjimo del ekologisko,
greito, nepatogeniSko ir ekonomisko proceso [63]. Sidabro nanodaleliy sintezé naudojant augaly
ekstraktus turi daugiau privalumy ne tik uz cheminius ir fizikinius metodus, taiau ir uz kitus
biologinés sintezés metodus (naudojant bakterijas, mieles arba grybus), susijusius su labai
sudétingomis procediiromis, reikalaujanciomis auksty aseptikos salygy, mikroorganizmy kultiry
palaikymo ir ilgo inkubavimo laikotarpio. Be to, augaly antriniy metabolity redukcinés savybés
siejamos su didesniu potencialiu gebéjimu sintetinti nanodaleles [64]. Svarbiausias augaly ekstrakty
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naudojimo nanodaleliy sintezéje privalumas — galimybé sukurti biokonjugatus su naujomis
unikaliomis biologinémis savybémis, sujungianciomis AgND ir augaly bioaktyviyjy junginiy
savybes. Didziausias démesys skiriamas vaistiniams augalams, nes juose gausu sudétingy
fitocheminiy medziagy ir antioksidanty. Vaistiniai augalai pasizymi jvairiu prieSuzdegiminiu,
antibakteriniu, antivirusiniu, senéjima stabdanciu ir prieSvézinio poveikio spektru, todél atlickama
daug tyrimy, skirty nanodaleléms pritaikyti farmacijos srityje, biomedicinoje, audiniy inZinerijoje,
maisto ir kosmetikos pramonéje [58].

AgND sintezé yra dviejy pakopy procesas. Pirmiausia vyksta Ag* jony redukcija iki Ag®, o pasibaigus
aglomeracijos ir stabilizacijos procesui, sintezé apima koloidiniy AgND oligomeriniy grupiy kiirima.
Nanostruktiriniy medziagy sintez€, naudojant augaly ekstraktus, yra saugi aplinkai, todél ji
priskiriama zaliosios sintezés metodui. Kaip aplinkai nekenksmingas tirpiklis, zaliosios nanodaleliy
sintezés metu, paprastai naudojamas vanduo [65]. AgND sintezei gali bati naudojamos jvairios
augalo dalys: saknys, stiebas, ziedai, vaisiai, lapai ir kaliaus kultiira. Biologiskai aktyviis junginiai
randami augaly ekstraktuose, ND sintezés proceso metu atlicka dviguba funkcija, pirmiausia jie
veikia kaip reduktorius ir, antra, kaip stabilizatorius [66]. Pagrindiniai junginiai, turintys jtakos
nanodaleliy redukcijai, yra biomolekulés, tokios kaip flavonoidai, taninai, fenolinés rugstys,
terpenoidai, polisacharidai, alkaloidai, baltymai, aminortigstys ir karboksirtigstys. Atliktais tyrimais
nustatyta, kad taninai yra svarbus stabilizuojant sidabro nanodaleles, o kiti, vandenyje tirpiis antriniai
metabolitai, daugiausia yra atsakingi uz sidabro nanodaleliy biosintez¢ [62]. Sidabro nanodaleliy
sintezéje taip pat dalyvauja augaly ekstraktuose aptinkami reduktazés fermentai [58].
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1.3 pav. Bendras sidabro nanodaleliy susidarymo i$ augalo ekstrakto mechanizmas

Zalioji sidabro nanodaleliy sintezé priklauso nuo keliy parametry. Pagrindiniai fiziniai ir cheminiai
parametrai, turintys jtakos sidabro nanodaleliy sintezei, yra reakcijos temperatiira, metalo jony
koncentracija, ekstrakto fitocheminé sudétis, reakcijos misinio pH, reakcijos trukmé ir maiSymas.
Tokie parametrai kaip metalo jony koncentracija, ekstrakto fitocheminé sudétis ir reakcijos
laikotarpis labai veikia AgND dydj, forma ir morfologija. Sidabro nanodaleliy sintezei didelés jtakos
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turi temperatiira. Dazniausiai AgND sintez¢ atlickama kambario temperatiiroje kaip paprastas
metodas, taciau norint sutrumpinti sintezés laikg ir padidinti Ag* konversija j Ag®, sintezé gali biiti
vykdoma ir aukstesnéje temperatiiroje Atliktais mokslininky tyrimais nustatyta, kad temperattiros
pakilimas (30 °C — 90 °C) padidino sidabro nanodaleliy sintezés greitj, taip pat paskatino mazesnio
dydzio AgND sintezg [65]. Reakcijos laikas taip pat yra svarbus veiksnys nanodaleliy susidarymui ir
turi jtakos jy formai, dydziui ir stabilumui. Reakcijos laikas kinta priklausomai nuo sintezés salygy,
tokiy kaip augaly ekstrakty koncentracija ir sudétis, reakcijos temperatiira ir pH. Nustatyta, kad
nanodalelés per tam tikrg laikg didéja. Iprastai reakcija jvyksta greitai, tirpalas nusidazo raudona
spalva i§ karto po Ag® jony sumaiSymo su augaly ekstraktais, rodanciais nanodaleliy susidaryma.
Taciau kai kurie mokslininkai tyrimy metu nustaté, kad norint iki galo Ag* paversti ir nanodaleles
stabilizuoti, reikia keliy pary [58] .

1.6.1. Sidabro nanodaleliy, susintetinty i§ augaly ekstrakto, charakteristika

Sidabro nanodaleliy daleliy formai, dydziui, pavirsiui ir sklaidai nustatyti, galima naudoti jvairius
metodus. Jprastai naudojami metodai yra ultravioletiniy spinduliy (UV-Vis) spektrofotometrija,
Furj¢ transformacijos infraraudonyjy spinduliy (FTIR) spektroskopija, transmisiniy elektrony
mikroskopija (TEM) [65].

Ultravioletiniy spinduliy spektroskopija — nesudétingas ir efektyvus metodas, leidZiantis greitai
identifikuoti ir charakterizuoti sidabro nanodaleles. Taikant S§ig spektroskopija, UV-Vis Sviesa
praleidziama per méginj ir matuojamas Sviesos laidumas. Absorbcijos spektrai gali patvirtinti
biosintetinty AgND susidarymg tirpale. Paprastai nanodaleliy buvimui nustatyti naudojami bangos
ilgiai nuo 400 iki 800 nm. AgND absorbuoja stiprig absorbcijos juosta, vadinamg pavirSiaus
plazmoniniu rezonansu (PPR), 400-500 nm diapazone dél $viesos ir judriy sidabro nanodaleliy
pavirSiaus. MazZesnés ir didesnés didZiausio bangos ilgio (Amax) reik§més atitinkamai yra susijusios
su mazesniu ir vidutiniu AgND dydziu bei didesne koncentracija. Be to, pla¢ios ir siauros smailés,
esant didesniems ir trumpesniems bangy ilgiams, atitinkamai rodo sidabro nanodaleliy dydzio
padidéjima ir sumaz¢jimg. Susintetinty nanodaleliy kokybe galima iliustruoti pavir§iaus plazminio
rezonanso smailés intensyvumu ir padétimi, kuri atsiranda bangos ilgiuose nuo 380 iki 450 nm. Siaura
ir mazo bangos ilgio absorbcijos smailé reiskia mazg nanodaleliy dydj, o plati smailé, esant dideliam
bangos ilgiui, dideles arba agreguotas nanodaleles [67]. Taigi, UV-Vis spektroskopija yra naudingas
buidas apibuidinti susintetintas AGND.

1.6.2. Sidabro nanodaleliy antibakterinés savybés

Sidabras nuo seno buvo placiai naudojamas kaip antibakteriné¢ priemon¢, tode¢l prie§ pradedant
gydymg antibiotikais, sidabras naudotas kaip antiseptikas nudegimams ir Zzaizdoms gydyti.
Antimikrobinis sidabro poveikis yra gerai Zinomas, bet atsiradus sidabro nanodaleléms, jo poveikis
ir jtaka gerokai iSaugo. Tai paaiskinama naujomis fizinémis ir cheminémis AgND savybémis. Sios
dalelés turi didesn] pavirSiaus ir tiirio santykj, o tai leidZia geriau sgveikauti su mikroby pavir§iumi ir
pasizymeti geresniu slopinamuoju poveikiu. Sidabro nanodalelés, susintetintos naudojant augaly
ekstraktus, pasizymi geresnémis antibakterinémis savybémis, palyginant su gautomis naudojant
cheminj ar fizikinj sintezés metoda [68]. Siuo biidu gautos AgND laikomos perspektyvia alternatyva
antibiotikams ir naujos klasés antibakteriniy medziagy gamybai, tai padéty iSspresti bakterijy
atsparumo antibiotikams problema [66]. Nors sidabro nanodaleliy antibakterinés savybés yra placiai
aprasytos literatiiroje, taciau jy veikimo mechanizmas néra tiksliai zinomas. Stipraus ir plataus

21



spektro antibakterinis poveikis prie§ morfologiskai ir metaboliskai skirtingus mikroorganizmus yra
susijes su skirtingais mechanizmais [69]. Siuo metu literatiiroje aptinkami trys galimi AgND
antibakterinio veikimo mechanizmai, kurie gali veikti kartu arba atskirai:

1) AgND tiesiogiai ardo lasteliy sieneles. Sios dalelés gali prasiskverbti pro i$oring membrana
ir kauptis vidinéje membranoje, taip sukeldamos strukttirinius membranos poky¢ius, kurie
padidina bakterijy lastelés membranos pralaiduma, todél nekontroliuojamas molekuliy
transportavimas per citoplazming membrang sukelia lgsteliy mirtj. Taip pat jrodyta, kad
AgND gali saveikauti su sieros turinCiais baltymais bakterijy lgsteliy sienecléje, sukelti
baltymy denatiiracijg ir suardyti lastelés sienelg [70].

2) Sidabro nanodalelés gali patekti j lgstelés vidy ir sgveikauti su sieros ir fosforo grupémis,
esancCiomis tarplgstelinéje medziagoje, pavyzdziui, dezoksiribonukleino ragstimi (DNR) ir
baltymais, keisti jy struktiirg ir funkcijas. Lygiai taip pat jos gali pakeisti kvépavimo granding
vidinéje membranoje, sgveikaudamos su tiolio grupémis fermentuose ir generuodamos
reaktyviyjy deguonies formy bei laisvyjy radikaly susidaryma. Reaktyvios deguonies formos
— laikomos pagrindine daugumos lagsteliy mirties priezastimi, nes inaktyvuoja DNR
replikacija bei sutrikdo adenozino trifosfato (ATP) iSskyrimg, o tai sukelia zalg
tarplasteliniams mechanizmams ir suaktyvina apoptozés kelig [71].

3) Treciasis mechanizmas, kuris atsiranda lygiagreciai su kitais dviem mechanizmais, yra
laisvyjy sidabro jony antibakterinis poveikis. Ag* jonai, dél savo dydzio ir kriivio, gali
sgveikauti su lgsteliy komponentais, pakeisdami medziagy apykaitos kelius, membranos
struktiirg ir net geneting medziaga [72].
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1.4 pav. Sidabro nanodaleliy antibakterinis mechanizmas

Sidabro nanodaleliy antibakterinis aktyvumas priklauso nuo jvairiy veiksniy, jskaitant daleliy dydj,
forma, pH, temperatiirg, bakterijy tipg ir AGQNO3 koncentracijag. AgND antibakterinis aktyvumas
gramneigiamoms ir gramteigiamoms bakterijoms skiriasi. Atliktais tyrimais nustatyta, kad
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gramneigiami bakterijy kamienai yra jautresni AgND, lyginant su gramteigiamy bakterijy kamienais.
Jautrumo sidabro nanodaleléms skirtumai tarp gramteigiamy ir gramneigiamy bakterijy susij¢ su jy
lasteliy pavirSiaus savybiy ir struktiiry skirtumais [73]. Gramteigiamos bakterijos turi storg lastelés
sienelg, sudarytg i§ jvairiy peptidoglikano sluoksniy, kuri apsunkina AgND prasiskverbimag per
citoplazmines membranas. PrieSingai gramteigiamoms, gramneigiamos turi plong sienelg, kuri
dazniausiai sudaryta tik i§ vieno peptidoglikano sluoksnio, todél sidabro nanodalelés lengvai patenka
] citoplazma ir sukelia lgsteliy liz¢ [50]. Skirtingas sidabro nanodaleliy antibakterinis poveikis
gramneigiamoms ir gramteigiamoms bakterijoms parodo, kad sidabro nanodaleliy jsisavinimas yra
svarbus antibakteriniam poveikiui. Didelés jtakos antibakteriniam aktyvumui turi AgND dydis.
Maz¢jant daleliy dydziui, savitasis pavirSiaus plotas didéja, todél pavirSiuje yra daugiau atomy, kurie
yra prieinami redoksinéms, fotocheminéms ir biocheminéms reakcijoms bei fizikinei ir cheminei
sgveikal su lgstelémis. Mazesnés nei 10 nm dydzio sidabro nanodalelés gali tiesiogiai pakeisti lasteliy
laiduma, patekti j bakterijy lasteles ir pazeisti jas. Biosintetintos AgND, tarpininkaujant augaly
ekstraktams, gali jgyti augaly biologinj aktyvuma ir taip praplésti taikymo srit] gydant patologiniy
bakterijy sukeltas ligas [72].

Sidabro nanodalelés, kurios susintetintos naudojant vaistiniy augaly ekstrakta, pasiZzymi geresnémis
antibakterinémis savybémis, lyginant su augalo ekstraktu. Susintetinty sidabro nanodaleliy
antibakterinis aktyvumas vandeniniame vaistinés medetkos ekstrakte buvo jvertintas in vitro
naudojant disko difuzijos j agarg metoda. Antibakterinés savybés buvo tiriamos prie§ gramteigiamy
(Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, B-streptococcus ir Bacillus cereus) ir gramneigiamy
(Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Escherichia coli) bakterijy kamienus bei palygintos su
vaistinés medetkos ekstraktu. Gauti rezultatai parodé, kad susintetintos sidabro nanodalelés aktyviai
sgveikauja su bakterijy membrana ir sutrikdo jy funkcijas. Ekstraktuose susintetintos AgND — stabilts
tirpalai su dideliu antibakteriniu aktyvumu, turéjo antimikrobinj poveikj visy rasiy tirty bakterijy
kamienams, o slopinimo zonos skersmuo buvo 7—-18 mm. Vandeninis medetky ekstraktas pasizyméjo
antimikrobiniu aktyvumu, taciau tik pries keleta bakterijy — Staphylococcus aureus, 3-streptococcus
ir Staphylococcus epidermidis. Ekstraktas su susintetintomis AgND pasizyméjo geresniu
gramneigiamy bakterijy antibakteriniu poveikiu. Jautrumo sidabro nanodaleléms skirtumai tarp
gramteigiamy ir gramneigiamy bakterijy buvo susije su jy lasteliy pavirSiaus savybiy ir struktiiry
skirtumais [50].

1.7.  Augaly kaliaus kultairos in vitro

Augaly audiniy kulttira in vitro — vienas i§ biotechnologiniy metody, naudojamas augalams auginti ir
dauginti kontroliuojamomis ir steriliomis salygomis. Sis metodas labai svarbus pramonéje, Zemés
iikyje ir augaly selekcijoje, nes suteikia galimybe mikrodauginti augalus, i§saugoti gemalo plazma
bei transformuoti augalus ir gaminti komercinés vertés antrinius metabolitus. Kaliaus kulttiros gali
biiti embriogeninés arba neembriogeninés. Embriogeninése kaliaus kultirose yra diferencijuoty
embriogeniskai kompetentingy lasteliy, kurios regeneruoja istisus augalus [74]. Neembriogeniniuose
yra vienaly¢iy, nediferencijuoty lasteliy, kurios naudojamos antriniy metabolity gamybai. Kaliaus
kultiiros vystosi ne i§ izoliuoty atskiry lasteliy, o i$ nevienaly¢iy struktiiriniy audiniy, taciau jos yra
pakankamai homogeniskos, kad bty galima mikrodauginti ir sukurti identiSkas norimy savybiy
augaly kopijas [75]. In vitro kultiiroje kalius gaunamas i§ augalo eksplanto pasodinto ant kietos
mitybinés terpés. I§ augaly audiniy paimti eksplantai 1étai auga in vitro j lasteliy masg, kuri biina nuo
bespalvés ir zalsvos iki §viesiai rudos spalvos. Sioms kultiroms formuoti galima naudoti beveik bet
kurig augalo dalj [76], taciau rekomenduojama — jauny augaly, kadangi audiniai geriau formuoja
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strukttiras in vitro, juos lengviau dezinfekuoti ir gauti sterilig kultlira. Augima palaikancios ir sterilios
salygos yra biitinos augimui palaikyti bei vystytis. Kaliaus kultliry auginimo ir palaikymo salygos
skiriasi, priklausomai nuo rasies, bei turi biti optimizuotos kiekvienu atskiru atveju. ISoriniai
veiksniai, tokie kaip temperatiira, $viesa, terpés pH ir kultliry aeracija, veikia antriniy metabolity
biosintezg [77]. Paprastai kaliaus kultiiros palaikomos kietoje mitybinéje terpéje, papildytoje
specifinémis maistinémis medziagomis, mineralinémis druskomis, vitaminais ir makroelementais
(pvz., azotu, fosforu ir kaliu). Jprastai didelés amonio jony koncentracijos slopina antriniy metabolity
susidaryma, todél reikalingos nedidelés koncentracijos. Daznu atveju, didelés fosfaty koncentracijos
skatina lasteliy augima ir pirminj metabolizma, o maza koncentracija pagerina antriniy metabolity
susidarymg. Murashige ir Skoog (MS), White ir sumedéjusiy augaly mitybinés terpés placiausiai
naudojamos audiniy kultGiroms auginti [77]. Egzogeniskai tiekiami augimo reguliatoriai, esantys
mitybinéje terpéje, lemia kaliaus susidaryma.

1.7.1. Augaly augimo reguliatoriai

Augimo reguliatoriai yra organiniai junginiai, natiiraliai Sintetinami aukstesniuosiuose augaluose,
kurie turi jtakos jy augimui, diferenciacijai ir antriniy metabolity susidarymui. Siekiant sutrumpinti
augaly augimo laika, pagausinti derliy, pagerinti augaly savybes bei padidinti sintetinamy ir
kaupiamy bioaktyviyjy medziagy koncCentracija — naudojami augaly augimo reguliatoriai. Augimo
reguliatoriai pla¢iai naudojami dauginant augalus i§ jvairiy eksplanty in vitro saglygomis. Penkios
pagrindinés fitohormony klasés, kurios yra naudojamos in vitro, yra Sios: citokininai, auksinali,
giberelinai, etilenas ir abscizo ragstis. Augimg ir morfogeneze in vitro reguliuoja terpéje tickiamy
augimo reguliatoriy ir endogenis$kai gaminamy augimo medZziagy sgveika ir pusiausvyra. In vitro
kultiiroje svarbu suderinti auksiny ir citokininy santykj, kuris atsakingas uz tigliy ir Sakny formavima.
Didelé auksino koncentracija, palyginti su citokininu, skatina Sakny formavimasi, o didelé citokinino
koncentracija, palyginti su auksinu, skatina tgliy susidarymg [78]. Augimo reguliatoriy pusiausvyra
priklauso nuo auginimo in vitro tikslo ir nuo mikrodauginimo fazés (iniciacijos, dauginimosi arba
jsiSaknijimo). Dauginimosi fazéje citokininy kiekis paprastai turéty buti didesnis nei auksiny, taciau
jsiSaknijimo fazéje citokinino naudojimas néra biitinas, o auginimo terpéje gali biiti papildyta didesne
auksiny koncentracija. Citokininai yra sintetinami i§ adenino (aminopurino) ir atlieka svarby
vaidmenj manipuliuojant augaly lastelémis ir audiniais in vitro. Sie augimo reguliatoriai skatina
augaly lasteliy dalijimasi, yra jrodyta, kad jie veikia daugel; kity fiziologiniy ir vystymosi procesy.
Sie poveikiai apima maistiniy medZiagy mobilizacija, chloroplasty brendima, sené¢jimo stabdymg ir
morfogenezés kontrole. Dazniausiai mitybinése terpése naudojami citokininai — 2iP (N6-(2-
izopentil)adenino), BAP (6-benzilaminopurinas) ir Kinetinas (6-furfurilaminopurinas). Kaliaus
kulttiroje dazniausiai naudojamas auksinas — 3-indolilacto rtigstis (IAR), NAR (1-naftilacto ragstis)
bei IBR (3-indolilbutano ragstis) [79].

1.7.2. Vaistinés medetkos ( lot. Calendula officinalis L.) kaliaus kultiiry susidarymas in vitro

Audiniy kultiiros metodai buvo placiai naudojami norint greitai gaminti vienodus, be patogeny ir
aukstos kokybés augalus komerciniu mastu. Vaistiniy medetky dauginimas in vitro yra svarbus
zingsnis tenkinant tokiy augaly paklausa. Sios vaistazolés kaliaus formavimasis priklauso nuo jvairiy
veiksniy, jskaitant genotipa, eksplanto tipa, auginimo terpe ir egzogeninius augimo hormonus. Sie
veiksniai turi jtakos ne tik kaliaus formavimui, bet ir kaliaus augimo parametrams, morfogenetiniam
pajégumui ir gamybos potencialui. Anksciau buvo jrodyta, kad C. officinalis vystymasis terpéje be
hormony sukelia létg Sakny formavimagsi ir augaly augimo greitj [80]. IS tiesy, visiSka augaly
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regeneracija i§ kaliaus kultiiry labai priklauso nuo citokininy ir auksiny sgveikos, nes Sie augaly
augimo hormonai skatina augaly lasteliy augima ir diferenciacija. Sudétinga nustatyti tinkama
hormony pusiausvyra, kad tam tikra rasis biity sékmingai iSauginta auginimo terpéje [81]. Vaistinés
medetkos kaliaus kultiros buvo suformuotos MS terpéje su skirtingomis auksino (2,4-
dichlorfenoksiacto riigsties (2,4-D) arba 3-indolilacto riigsties (IAR) ir citokinino (kinetino arba N6-
(2-izopentil)adenino (2iP)) koncentracijomis. I§ visy terpéje naudojamy hormony deriniy
veiksmingiausiai kaliaus vystymasi skatino du: 0,4 mg/l 2,4-D ir 0,4 mg/l kinetinas arba 0,1 mg/I 2,4-
D ir 0,5 mg/I 2iP. Suspensijos kultiiros buvo palaikomos §viesiomis arba tamsiomis salygomis. Sviesa
stimuliavo lgsteliy agregacija kultiirose. Abiejose kultiirose lastelés buvo nediferencijuotos tamsoje,
o $viesoje Vyko rizogenezeé.

1.7.3. Vaistinio kie¢io (lot. Artemisia dracunculus L.) kaliaus kultiiry susidarymas in vitro

De¢l plataus vaistinio kie¢io naudojimo maisto pramonéje, dideliy nuostoliy, patiriamy naudojant
tradicinius auginimo badus, vegetatyvinio dauginimosi sunkumy, atlickami alternatyviy,
biotechnologiniy A. dracunculus dauginimo budy tyrimai. Vaistinio kiec¢io kaliaus kultiirg galima
suformuoti i§ jvairiy augalo eksplanty — Sakny, stieby ar lapy. Artemisia dracunculus L. kaliaus
kulttros auginamos MS (Murashige ir Skoog), B5 (Gamborg) ir SH (Schenk & Hildebrandt)
mitybinése terpése, papildytose skirtingy koncentracijy augimo reguliatoriy — citokininy arba
auksiny. Vaistinio kiecio kaliaus kultiiros formavimg skatina tiek auksinai, tiek citokininai, taciau
veiksmingesni augimo hormonai — auksinai. Nepaisant to, formuojant ir auginant kaliaus kultiirg
reikalingi abu Sie fitohormonai, nes mitybinése terpése, kuriose yra tik auksinai ar citokininai, kaliaus
genezé nevyksta. Atliktais tyrimais nustatyta, kad mitybinés terpés, papildytos skirtingais augimo
reguliatoriais, turéjo reikSmingg poveik] kaliaus savybéms, antriniams metabolitams ir augaly
eteriniam aliejui bei jo sudéciai. MS mitybiné terpe, papildyta auksiny (BAP) ir citokininy (NAR)
deriniu, sukele didZiausig regeneracijos procentg (35,5 %), Saknies ilgj (1,28 cm), fenoliniy junginiy
ir eterinio aliejaus (2,42 %) koncentracijg [82].

1.7.4. Rausvaziedés eZiuolés (lot. Echinacea purpurea L.) kaliaus Kultiiry susidarymas in vitro

Kaliaus kultiiry susidarymas skiriasi, priklausomai nuo genotipo, eksplanto rusies ir augalo augimo
reguliatoriaus koncentracijos. Siekiant sukurti veiksmingg Echinacea purpurea kaliaus kultiiry
formavimosi sistemg in vitro, naudoti skirtingi augalo eksplantai ir augimo hormonai. Atlikta
dispersin¢ analiz¢, naudojant lapy, lapkociy, skilCialapiy ir Sakny eksplanty susidarymo procentus.
Kaliaus kulttras formavo visi tirti E. purpurea eksplantai. Didziausias kaliaus kulttiry susidarymo
procentas (90 %) gautas naudojant $iuos augimo reguliatoriy derinius: 1,0 mg/l 2,4-D + 0,2 mg/l BAP
lapuose; 0,5 mg/l IAR + 0,2 mg/l BAP lapkotyje; 2,0 mg/l NAR + 0,5 mg/l TDZ skiléialapyje; 0,2
mg/I NAR + 2,0 mg/l KIN, 0,5 mg/l AR + 0,5 mg/l BAP $aknyse. Zebarjadi ir kt. pasieké auks$ciausiag
skilGialapio eksplanto kaliaus indukcija — 100 %, kuri apémé skirtingus NAR ir TDZ derinius. TDZ
yra sintetinis augimo reguliatorius, turintis auksino ir citokinino poveikj, kuris, priklausomai nuo
naudojamos koncentracijos, gali sukelti didel¢ regeneracija ir kaliaus susidaryma. Taip pat, buvo
nustatyta skirtingy augimo reguliatoriy jtaka fenoliniy riig§¢iy koncentracijai, tiriant jvairius augalo
eksplantus. DidZiausios kaftaro rugsties (4,11 mg/g), chlorogeno riigsties (8,83 mg/g) ir cikoro
rugsties (57,89 mg/g) koncentracijos gautos kaliaus kultiirose, suformuotose i§ lapkocCio ir Sakny
eksplanty. Tyrimo rezultatai rodo, kad augalo genotipas, eksplanto riiSis, augimo reguliatoriaus
koncentracija ir terpés sudétis, yra svarbiis kaliaus kultiiroms suformuoti [83].
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1.7.5. Antriniai metabolitai kaliaus kultiirose

Kaliaus kultiiros naudojamos antriniy metabolity sintezei gamybos, farmacijos ir maisto pramonéje.
I§ vaistiniy augaly gaunamos bioaktyvios medziagos, kurios naudojamos jvairiy ligy gydymui,
pavyzdziui, véziui, infekcinéms, Sirdies ir kraujagysliy, neurodegeneracinéms. Taip pat antriniai
metabolitai gali biiti tiesiogiai iSgaunami i$ kaliaus kultiiry, nepakenkiant visam augalai, todél kaliaus
kulttiry technologija gali i§saugoti retas ir nykstanéias augaly rtsis [77]. Kadangi Sios kult@iros auga
kontroliuojamomis salygomis: be aplinkos veiksniy, sezoniniy mikrobiniy ligy, geografiniy
apribojimy ir kenkejy jtakos, gali biiti sintetinami aukstos kokybés antriniai metabolitai. Augaly
totipotencijos savybé leidzia i§ augalo lgstelés regeneruoti augalg. Palyginti su gyviiny audiniais,
augaly audiniy kultiros gali gaminti daugiau ir greiciau tiksliniy metabolity dél savo totipotencinés
ypatybés. Be iSvardinty privalumy, audiniy kultiiros technologijos taip pat suteikia galimybe
manipuliuoti augaly lgsteliy biosintezés biidais, kad biity gaminami patobulinty savybiy antriniai
metabolitai.

Artemisia augaluose, jskaitant vaistinj kietj, yra antriniy metabolity, vadinamy artemisininu, kurie
medicinoje labai svarbiis dél veikimo spektro. Artemisininas ir jo analogai yra veiksmingiausi
natiiraliis antimaliariniai fitocheminiai junginiai. Sie junginiai taip pat turi reikiminga poveikj
jvairioms veézio lagsteléms ir kai kurioms virusinéms ligoms. Atliktais tyrimais nustatyta, kad
artemisinino metabolitas, seskviterpeno laktonas, yra veiksmingi gydant jvairiy formy vézj, jskaitant
kriities, storosios Zarnos, plauciy ir leukemijg. Viena i§ strategijy, leidZzianc¢iy gaminti dideles
koncentracijas antriniy metabolity, tokiy kaip artemisininas, kurj mediciniSkai svarbu ir brangu
gaminti tiek nattraliai, tieck cheminés sintezés budu, yra kaliaus kulttiros, kurios padidina metabolity
gamybg [84]. Augaly kaliaus kultiirose jprastai antriniy metabolity biosintezés iSeiga nedidelé, todél
turi buti pagerinta, siekiant pasiekti komerciniy tiksly jgyvendinimo [74]. Stimuliatoriy (pvz., augaly
hormony, stresg signalizuojan¢iy molekuliy ir biotiniy bei abiotiniy junginiy, taip pat fiziniy veiksniy)
naudojimas yra perspektyvus skatinti antriniy metabolity gamybg.

Produkto susidarymg padidina mitybinés terpés praturtinimas pirmtaky molekulémis bei augimo
reguliatoriais. Daugumos antriniy metabolity biosintezé susideda i§ keliy fermenty daugiapakopiy
reakcijy. Bet kuris fermentinés biosintezés reakcijy etapas gali biiti stimuliuojamas, siekiant padidinti
produkty susidaryma. Norint optimizuoti antrinio metabolito gamybg, naudojamas dviejy terpiy
metodas: viena terpé optimaliam lasteliy augimui, kita papildyta augimo reguliatoriais — antriniams
metabolitams susidaryti [77].

Kaliaus kultiirose naudojamy biotiniy ir abiotiniy elicitoriy riisis bei koncentracija yra pagrindiniai
veiksniai, turintys jtakos antriniy metabolity sintezei ir kaupimuisi. Atliktuose tyrimuose jvertinta
skirtingy koncentracijy chitozano ir UV Sviesos jtaka vaistinio kiecio kaliaus kulttirose, kaip biotiniy
ir abiotiniy elicitoriy. Pagrindinis tikslas buvo padidinti artemisinino, kvercetino, kavos rtgsties ir
eteriniy aliejy kaupimasi. Tyrimy duomenimis, didziausias kaliaus kultliry suformavimas, masé ir
skersmuo, buvo pastebéti UV spinduliais paveiktose kultiirose. AuksStos kokybés skysCiy
chromatografijos analizés parodé didelj artemisinino (1,9 pg/g), kvercetino (4,2 pg/g) ir kavos
rugsties (2,9 pg/g) kaupimasi UV spinduliais paveiktuose méginiuose. Abiotinis veiksnys — UV
Sviesa — gali buti veiksmingai naudojama kiecio kaliaus kultiiroje, siekiant padidinti farmakologiskai
aktyvius junginius pramoninéje gamyboje [85].
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Taigi, antriniy metabolity gamyba kaliaus kulttrose in vitro galima padidinti mitybine terpe papildant
augimo reguliatoriais, naudojant biotinius ir abiotinius elicitorius, o astriniy Seimos augaly kultiiros
in vitro gali biiti naudojamos kaip $altinis intensyviai ir padidéjusiai antriniy metabolity gamybai.

1.8. Literatiiros apZvalgos apibendrinimas

Astriniai augalai yra puikus fitocheminiy junginiy Saltinis. Vaistinéje medetkoje (lot. Calendula
officinalis L.), vaistininiame kietyje (lot. Artemisia dracunculus L.) ir rausvaziedéje eziuoléje (lot.
Echinacea purpurea L.) kaupiami bioaktyviis junginiai ne tik prisideda prie augalo apsaugos
sistemos, padédami prisitaikyti prie kintan¢iy nepalankiy aplinkos salygy, bet ir pasizymi jvairiomis
biologinémis (antioksidacinémis, antibakterinémis, prieSuzdegiminémis, prieSvéZinémis ir kt.)
savybémis, kurios suteikia naudg Zmogui ir jo sveikatai. Astriniy augaly kaupiami fitocheminiai
junginiai placiai naudojami jvairiose pramongs srityse: farmacijos, kosmetikos, parfumerijos, maisto
papildy produkty gamyboje.

Pramoniniam naudojimui bioaktyviis junginiai daznai iSgaunami i§ natiiraliomis sglygomis auganciy
augaly, taCiau dél to susiduriama su tam tikromis problemomis. Natliraliomis sglygomis augantys
augalai pasizymi létu augimu, létesne antriniy metabolity biosinteze, augdami jie susiduria su
nepalankiomis ir nekontroliuojamomis aplinkos sglygomis, dél ko gali kisti $iy fitocheminiy junginiy
koncentracija augalingje zaliavoje.

Magistro baigiamajame darbe fitocheminiy junginiy panaudojimui sitloma pritaikyti
biotechnologines strategijas: suformuoti kaliaus kulttiras in vitro ir praturtinti $ias kultiiras didesnés
pridétinés vertés bioaktyviais junginiais, pritaikius mitybiniy terpiy praturtinimg augimo
reguliatoriais. Tyrimo tikslas — jvertinti pasirinkty augimo reguliatoriy poveikj vaistinio kiecio,
vaistinés medetkos ir rausvaziedés eziuolés kaliaus kultiry in vitro antioksidaciniam, antibakteriniam
ir fitocheminiam aktyvumui ir palyginti su tiriamyjy augaly in vivo kultiiromis. Siekiant praplésti
astriniy augaly taikymo sritj biotechnologijoje, i§ vaistinio kiecio, vaistinés medetkos ir rausvaziedés
eziuolés in vivo ir in vitro ekstrakty taip pat biosintetintos sidabro nanodalelés.

Taigi, Siuolaikinéje visuomenéje sparciai augant natiiraliy antioksidanty, antibakteriniy preparaty bei
fitocheminiy junginiy paklausai, reikalinga technologija, uztikrinanti nuolating ir didele sukaupty
antriniy metabolity koncentracija tiksliniuose augaluose ar jy kultiirose.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Tiriamoji medzZiaga

Apzvelgus moksling literatiira, kaip tiriamieji objektai buvo pasirinkti astriniai (lot. Asteraceae)
Seimos augalai. Baigiamojo tiriamojo projekto metu tirti Sie astriniai augalai: vaistinis kietis in vivo,
vaistinio kie¢io kaliaus kultira BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l), rausvaziedé¢ eziuolé in vivo,
rausvaziedés eziuolés kaliaus kultiira BAP (3 mg/l) + IAR (0,5 mg/1), vaistinés medetkos ziedai in
vivo, vaistinés medetkos kaliaus kulttra IAR (0,1mg/1) + TDZ (0,5 mg/1), siekiant jvertinti iy augaly
fitocheminj sudétj, antioksidacinj ir antibakterinj aktyvumg. Tiriamasis mokslinis darbas buvo
atliktas Kauno technologijos universiteto, Cheminés technologijos fakulteto, Biotechnologijos
laboratorijoje.

2.2. Tyrimy eiga

Rengiant tiriamgjj projekta, iSsikeltas tikslas ir uzdaviniai buvo jgyvendinami pagal Zemiau pateiktg
schema:

Astriniy augaly sékly
sterilinimas
Astriniy augaly <« Mitybinés terpés
kultivavimas in vitro paruoSimas

. ) Mitybinés terpés
Astriniy augaly kaliaus |¢— papildytos augimo
kulttros formavimas hormonais

.
v ' v ;

Antioksidacinio Antibakterinio Fitocheminés Sidabro
aktyvumo aktyvumo sudéties nanodaleliy
jvertinimas jvertinimas nustatymas sintezé
Antioksidaciniy Antibakteriniy
L savybiy jvertinimas savybiy jvertinimas
DPPH, FRAP ir Antioksidaciniy
redUkm,mu fermenty Fenoliniy junginiy, flavonoidy,
savybiy aktyvumo e s -
fenoliniy rtgsciy, chlorofilo a ir
nustatymas nustatymas

b, karotinoidy, antiocianiny ir
baltymy nustatymas

2.1pav. Tiriamojo projekto tyrimy atlikimo schema
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2.3. Reagentai

Baigiamojo tiriamojo projekto metu naudoti reagentai: metanolis (CH3OH), etanolis (C2HsOH),
NaClO, DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas), FRAP reagentas, acetato buferinis tirpalas, TPTZ
(2,4,6-tripiridil-s-triazinas), FeCls-6H.0, FeSO4-7H20, natrio fosfatinis buferinis tirpalas,
Ks[Fe(CN)s], kalio persulfatas, trichloracto rugstis, FeCls, K/Na fosfatinis buferinis tirpalas, DMSO,
ditiotreitolis (DTT), PMSF (fenilmetilsufonilfluoridas), EDTA, NAD, vandenilio peroksidas (H20>),
polivinilpirolidonas, Tris-HCI buferinis tirpalas, L-metioninas, nitromélynasis tetrazolis, Tritonas X-
100, riboflavinas, tiobarbittiriné rigstis, acetonas, Folino-Kiokalto reagentas, Na,COs, tanino ragstis,
lediné acto rtigstis, ninhidrinas, HsPO4, L-prolinas, albuminas, Bradfordo reagentas, AlClz, NaOAc
buferinis tirpalas, KCI, Arnovo reagentas, AQNO3.

2.4. Tyrimy metu naudota jranga

Baigiamojo tiriamojo projekto metu naudotos jrangos sgrasas:
e autoklavas ,,CertoClav*;
centrifuga ,,Universal 320R“, HETTICH;
e mikrocentrifuga ,,D-6015 Mini Centrifuge*, neoLab;
e laminaras ,,BV-100 Laminar Flow Cabinet®, Telstar;
e pH-metras, ,WinLab*;
e spektrofotometras ,,UV-1280 UV-VIS Spectrophotometer, Shimadzu;
e svarstykleés, ,,ATX84%, Shimadzu;
e kratytuvas ,,ZX3“, VELP Scientific;
e distiliatorius ,,Elix Type 2 Water Purification Systems®, Merc;
e termostatas ,,Binder<;
e termostatas ,,Memmert IN55;
e termostatuojama vandens vonel¢ ULTRATHERM ,.BWT-U*, Biosan;
e termostatuojamas kratytuvas Environmental Shaker-Incubator ,,ES — 20%, Biosan®.

2.5. Augaly sékly sterilinimas

Labai svarbu augalg steriliai uzauginti in vitro sglygomis, kad j maitinamgjg terpe nepatekty
nepageidaujamy mikroorganizmy ir infekcijy. Astriniy augaly sékly sterilinimo metodai suraSyti 2.1
lenteléje. Visi Sie veiksmai atlikti laminare, kuriame UV spinduliuote sterilinta darbo vieta bei atlikta
papildoma pavirSiy dezinfekcija 70 % etanolio tirpalu.

2.1 lentelé. Augaly sékly sterilinimo metodai

Séklos Sékly sterilinimo etapai

Vaistinio kie¢io 70% etanolis — 1 min;
0,01% HgCl, — 2 min;
3 kartus perplauti distiliuotu H,O.

Vaistinés medetkos 70% etanolis — 1 min;
1,5% NaClO — 10 min;
3 kartus perplauti distiliuotu H,0.

Rausvaziedés eziuolés 70% etanolis — 1 min;
1,5% NaClO — 10 min;
3 kartus perplauti distiliuotu H,0.
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2.6. Augaly lasteliy mitybinés terpés paruoSimas

Augaly lasteliy kultGroms kultivuoti biitina maitinamoji terpé ir iSorinés aplinkos veiksniai (Sviesa,
temperatiira). Kultivuoti augaly lasteles in vitro mitybiné terpé sudaroma i§ §iy komponenty:
makroelementy, mikroelementy, gelezies Saltinio, organiniy priedy, anglies Saltinio, augimo
hormony. Murashige & Skoog (MS) terpé — viena i$ intensyviausiai naudojamy audiniy kultiroms
skirty maitinamyjy terpiy. Svarbus Sios terpés bruozas yra aukstos nitraty, kalio ir amonio jony
koncentracijos. | Sios mitybinés terpés sudétj jeina nikotino riig§tis, mioinozitolis, piridoksino
hidrochloridas (Bs) ir tiamino hidrochloridas (B1). I§sami Sios terpés sudétis pavaizduota 2.2 lenteléje.

2.2 lentelé. Mitybinés Murashige & Skoog (MS) terpés sudétis

Reagentai Koncentracija tirpale mg/1 Koncentracija terpéje mg/1

Makroelementai

NH4NO3 33000 1650
KNOs 38000 1900
CaCl, 2H,0 8800 440
MgSO,-7 H,0 7400 370
KH2PO4 3400 170
Mikroelementai

KJ 166 0,83
H3BO3 1240 6,2
MnSQ4-4H,0 4460 22,3
ZnS04-7 H20 1720 8,6
Na;Mo004-2 H,0 50 0,25
CuS04 -5 H.0 5 0,025
CoCl; -6H,0 5 0,025
Gelezies $altinis

FeSO4-7H,0 5560 27,8
Na,EDTA -2H,0 7460 37,3
Organiniai priedai

Mioinozitolis 20000 100
Nikotino ruigstis 100 0,5
Piridoksinas-HCI 100 0,5
Tiaminas-HCl 100 0,5
Glicinas 400 2
Sacharozé 30000
Augaly agaras 5

Ruostos skirtingos mitybinés terpés kaliaus kultiroms suformuoti. | tuséias talpas supilti makro ir
mikroelementai, gelezies Saltinis, organiniai priedai, skirtingi fitohormonai ir suberta sacharozé.
Tyrimams naudoty fitohormony sarasas iSvardintas 2.3 lenteléje. Visi Sie elementai sumaisyti ir
iStirpinti vandenyje. ISmatuota terpés pH naudojant pH-metra. Augaly kultiroms pH turi biti lygus
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5,7. Prireikus, terpiy rigStingumas ir Sarmingumas atitinkamai kei¢iamas naudojant 0,1 N NaOH ir
0,01 N H2SOa4 tirpalus. Atlikus Siuos zingsnius — j terpes subertas ir gerai iStirpintas agaras.

2.3 lentelé. Fitohormonai, naudoti skirtingoms MS terpéms

Rasis Cheminis pavadinimas Sutrumpinimas
Auksinas 3-indolilacto riigstis IAR

Auksinas 1-naftilacto rtgstis NAR
Citokininas 6-benzilaminopurinas BAP
Citokininas 1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il-uréja) | TDZ

Paruostos mitybinés terpés sterilintos autoklave 120 °C, 0,75 — 1 atm slégyje, 15 min. Po
autoklavavimo paruosta MS mitybiné terpé iSpilstyta j Petri Iéksteles laminare steriliomis sglygomis
ir paliktos sustingti. Reagenty kiekiai, reikalingi 300 ml MS terpés paruosimui, iSvardinti 2.4
lenteléje.

2.4 lentelé. MS terpés reagenty kiekis, paimamas i§ pradiniy tirpaly

Reagentai Reagenty kiekis 300 ml terpei paruosti
Makro druskos 15 ml

Mikro druskos 1,5ml

Fe-EDTA 1,5ml

Sacharozé 9¢

Agaras 159

Organiniai priedai 1,5ml

2.6.1. Augimo fitohormony tirpaly paruoSimas

Pradinio tiriamosios medziagos tirpalo (0,1 mg/ml) paruoSimas. Pasverta 10 mg tiriamojo junginio ir
suberta ] matavimo kolbg. Ipilta 5 ml distiliuoto vandens, kad iStirpty milteliai. Visiskai iStirpusiame
tiriamajame junginyje, jpiltas dvigubas kiekis distiliuoto vandens. Tirpalg iSmaiSius, pripilta
distiliuoto vandens iki reikiamo lygio, t. y. iki 100 ml. Reikalingas paimti tiriamyjy medziagy tirpalo
tiiris 1§ pradinio tirpalo apskai¢iuojamas pagal 2.1 formule:

_AxB
C
¢ia X — reikalingas paimti tirpalo tiiris i§ pradinio paruosto tirpalo su tiriamaja medziaga, ml;

X (2.2);

A —reikalinga gauti galutiné koncentracija, mg/l;
B — praskiedimo tiiris, [;
C — pradinio tirpalo, paruosto su tiriamaja medZiaga, koncentracija (mg/ml).

2.6.2. Augaly kaliaus kultiiry formavimas

Tiriamy augaly kaliaus kultiros pradétos formuoti atvésus bei sustingus mitybinei terpei. Sterilios
augaly séklos buvo pasétos j Petri Iéksteles, laminare, darbo vieta dezinfekavus 70 % etanoliu ir
naudojant sterily pincetg bei spiriting lempute aseptinéms sglygoms palaikyti. MS terpéje uzaugus
augaly daigams, jie steriliu skalpeliu buvo suskaidyti j Sakny, stieby ir lapy eksplantus, kurie buvo
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perkelti § MS terpes, papildytas skirtingais augimo fitohormonais, varijuojant jy deriniais ir
koncentracijomis. Petri lékstelés laikytos kambario temperatiiroje (20-22 °C), iSlaikant 24 valandy
fotoperiodg. Eksplantai kas tris savaites perkélinéti j Sviezig terpe. Susiformavus augaly kaliaus
kulttiroms, jos buvo dziovintos bei smulkintos ir naudotos tyrimams.

2.7. Augaly ekstrakty antioksidacinio aktyvumo nustatymas
2.7.1. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas DPPH metodu

0,2 g i8dziovinta augaliné medziaga uzpilta 2 ml metanolio ir homogenizuota 10 min. Homogenatas
centrifuguotas 9000 aps./min greiciu, 10 min, 4 °C.

Tiriamieji tirpalai paruosti } mégintuvélius jpilant 0,077 ml paruosty augaly ekstrakty, 3 ml DPPH
etaloninio tirpalo, kuris buvo ruoStas iStirpinant 0,0024 g DPPH radikalo metanolyje, 100 ml talpos
matavimo kolboje. Palyginamasis tirpalas paruostas j mégintuvélj jpilant 0,077 ml metanolio 3 ml
DPPH etaloninio tirpalo. Tirpalai i§maisyti ir laikyti tamsoje 15 min. Praéjus nustatytam laikui,
spektrofotometru iSmatuota tirpaly Sviesos sugertis 515 nm bangos ilgyje.

Antioksidacinis aktyvumas jvertintas pagal 2.2 formule, iSmatavus ir apskaiciavus, kiek procenty
stabilaus DPPH radikalo neutralizavo augalinéje medziagoje esantys fenoliniai junginiai:

% slopinimas = [@] - 100 (2.2);
B

¢ia Ag — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis;
A — tiriamojo tirpalo $viesos sugerties dydis [86].

2.7.2. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy nustatymas augaluose

0,1 g isdziovinta augaliné medziaga ekstrahuota 5 ml metanolyje ir vandens voneléje, 45 °C
temperattroje, 30 min. Metanolinis augaly ekstraktas centrifuguotas 9000 aps./min grei¢iu, 10 min,
palaikant 4 °C temperatiira.

I 0,5 ml ekstrakty méginius jpilta 1,25 ml 0,2 M fosfatinio buferinio tirpalo bei 1,25 ml 1 %
Ks[Fe(CN)s]. Tirpalai sumaiSyti ir inkubuoti 50 °C temperatiiroje, 20 min. Po inkubacijos pridéta
1,25 ml 10 % trichloracto rugsties, tirpalai sumaisyti ir centrifuguoti 5 min 9000 aps./min greiciu.
1,25 ml nucentrifuguoty tirpaly sumaisyta su 1,25 ml distilivotu vandeniu ir 0,25 ml 0,1 % FeCl3
tirpalu. Tus¢ias méginys — 1 ml 0,2 M fosfatinio buferinio tirpalo ir 1,0 ml 1 % Ka[Fe(CN)e]. Méginiai
i¥matuoti spektrofotometru 700 nm bangos ilgyje. Sviesos sugertis tiesiogiai atspindi tiriamosios
medziagos redukcinj aktyvumga.

2.7.3. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas pagal FRAP metoda

0,1 g isdziovintos augalinés Zaliavos ekstrahuota 5 ml metanolyje ir inkubuota vandens voneléje, 45
°C temperatiiroje, 30 min. Metanoliniai augaly ekstraktai centrifuguoti 9000 aps./min grei¢iu, 10 min,
palaikant 4 °C temperatiirg ir naudoti tyrimams.

Meéginiai (20 pl paruosto ekstrakto ir 80 pl metanolio) sumaisyti su 3 ml FRAP reagentu. Tuscias
meginys — 100 pl metanolis ir 3 ml FRAP reagentas. Reakcijos miSinys spektrofotometriskai
matuotas 593 nm bangos ilgyje.
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Kalibracinés kreivés paruosimas: skirtingy koncentracijy FeSO4 .7 H2O tirpalai (5, 10, 15, 20, 25
umol/l) sumaiSyti su 3 ml FRAP reagentu ir praskiesti vandeniu iki 10 ml. Reik§mé apskai¢iuota
pagal kalibracing kreive pmol/l Fe(II). Tusc¢ias méginys — 3 ml FRAP ir 7 ml distiliuotas vanduo.
Tirpalai iSmatuoti spektrofotometru 593 nm bangos ilgyje [86].

2.8. Augaly ekstrakty antioksidantiniy fermenty aktyvumo jvertinimas
2.8.1. Fermento superoksido dismutazés aktyvumo nustatymas

0,1 g i8dziovintos ir susmulkintos augalinés Zaliavos uzpilta 4 ml 066 M K/Na fosfatinio buferinio
tirpalo, turin¢io 1 mM DTT, 0,5 mM PMSF, istirpinto DMSO ir 2 mg polivinilpirolidono. Méginiai
maisyti kratytuve 10 min, 25 °C temperatiiroje. Homogenatai centrifuguoti 9000 aps./min greiciu, 10
min, 4 °C temperatiiroje. Supernatantas pakartotinai centrifuguotas Eppendorf tipo mégintuvéliuose.

40 ul paruosto supernatanto sumaiSyta su 400 pl 200 mM Tris-HCI buferiniu tirpalu, 200 pul 10 mM
L-metioninu, 200 pul 540 mM nitromélynuoju tetrazoliu, 500 ul 0,1 % Tritonu X-100, 20 pl 300 mM
riboflavinu ir 620 ul distiliuoto vandens. Kontrolinis méginys ruostas taip pat tik be ekstrakto.
Meéginiai 30 min ap§viesti liuminescencinémis lempomis. Sviesos sugertis i§matuota 560 nm bangos
ilgyje. Fermento SOD aktyvumas apskai¢iuojamas pagal 2.3 formule:

E
gz

= Togzm (2.3);

¢ia A — SOD aktyvumas vnt/mg;

E k — kontrolinio bandinio $viesos sugertis;

E t —tirilamojo bandinio $viesos sugertis;

m — baltymo masé preparato tiiryje, mg/ml (baltymo kiekis apskai¢iuojamas pagal Bradfordo
metodg).

Baltymams nustatyti paimta 200 pl méginio ir jpilta 2 ml Bradfordo reagento. Tus¢ias méginys — 200
ul 0,1 M fosfatinio buferinio tirpalo ir 2 ml Bradfordo reagento. Sviesos sugertis i$matuota
spektofotometru 595 nm bangos ilgyje.

2.5 lentelé. Albumino kalibracinés kreivés sudarymas

Eil. Nr. Albumino pradinio tirpalo tiiris Iki 10 ml skiesto tirpalo koncentracija mg/ml
1 0,2 0,02
2 0,4 0,04
3 0,6 0,06
4 0,8 0,08
5 1,0 0,1
6 1,2 0,12
7 1,4 0,14
8 1,6 0,16
9 1,8 0,18

Paruosta baltymy koncentracijos nustatymo kalibraciné kreivé pagal albuming: 25 mg albumino
iStirpinta 25 ml distiliuoto vandens. I§ Sio paruosto tirpalo imti Zinomo ttirio (ml) pradinio tirpalo
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meéginiai (zitiréti 2.5 lentel¢je) ir skiesti distiliuotu vandeniu iki 10 ml Zymos. | pirmajj (kontrolinj)
mégintuvelj jpilta 0,2 ml distiliuoto vandens ir 2 ml Bradfordo reagento, j kitus likusius mégintuvélius
— po 0,2 ml kiekvienos koncentracijos albumino tirpalo ir 2 ml Bradfordo reagento. Méginiai
sumaiSyti ir spektrofotometru iSmatuota jy Sviesos sugertis 595 nm bangoje. Nubraizyta kalibraciné
kreivé, pagal kurig apskaiciuota baltymo masé ekstrakto taryje [87].

2.8.2. Prolindehidrogenazés aktyvumo nustatymas

0,1 g augalinés zaliavos susmulkinta ir vykdyta ekstrakcija ekstrakcijos buferiniame tirpale (pH-7,8)
4 ml taryje, turin¢iame 0,05M tris-HCI; 1mM EDTA; 0,5 % tritonas X-100. Méginiai maisyti
termostatuojamame kratytuve 10 min, 25 °C temperatiroje. Homogenatai nucentrifuguoti 10 min
9000 aps./min grei¢iu. Supernatantas pakartotinai centrifuguotas Eppendorf tipo mégintuvéliuose.

Baltymams nustatyti paimta 200 ul méginio ir jpilta 2 ml Bradfordo reagento. ISmatuota Sviesos
sugertis 595 nm bangos ilgyje. Gauta baltymy kiekio kalibraciné kreive pagal albuming (zr. 2.7.1.
Fermento superoksido dismutazés aktyvumo nustatymas), pagal kurig apskai¢iuota baltymo mase
ekstrakto taryje.

I kita mégintuvelj jpilta 400 ul fermentinio preparato, 1800 ul karbonatinio buferinio tirpalo; 1800 pul
0,02 M L-prolino. Prie§ matavima j reakcijos miginj jpilta 100 pl 100 mM NAD. Sviesos sugerties
matavimo dinamika registruota pradzioje ir po 3 min 340 nm bangos ilgyje. Fermento
prolindehidrogenazés aktyvumas apskaiciuotas pagal 2.4 formulg:
A = L000VAE 2.4):
k'm
¢ia A — prolindehidrogenazeés aktyvumas, pmol NAD/mg baltymo per 1 min;
AE — Sviesos sugerties pokytis;
V — bendras miSinio tiiris;
k — molinis ekstrakcijos koeficientas 6,22 pmol™* - cm™ ;
m — baltymo masé preparato tiiryje, mg (baltymo kiekis apskaiCiuotas pagal kalibracing kreive) [88].

2.8.3. Askorbatperoksidazés aktyvumo nustatymas

0,1 g isdziovintos augalinés zaliavos uzpilta atSaldytu 4 ml 0,1 M fosfatiniu buferiniu tirpalu (pH=7),
kuris turi 1 mM ditiotreitolio (DTT), 0,5 mM fenilmetilsufonilfluorido (PMSF), iStirpinto DMSO.
Meéginiai maiSyti termostatuojamame kratytuve 10 min, palaikant 25 °C temperatiirg. Nucentrifuguota
9000 aps./min greiciu, 10 min, 4 °C temperatiiroje. Supernatantas (400 pl) pakartotinai centrifuguotas
Eppendorf tipo mégintuvéliuose 5 min.

0,2 ml fermentinio preparato (supernatanto) sumaiSyta su 3 ml 0,1 M fosfatinio buferinio tirpalo
(pH=7), 0,6 ml 0,5 mM askorbo riigsties, 0,06 ml1 0,1 mM EDTA, ir 2,08 ml distiliuoto vandens. Prie§
matuojant Sviesos sugert] j reakcijos misinj jpilta 0,06 ml 0,1 mM vandenilio peroksido. Reakcija
prasideda pridéjus vandenilio peroksido. Matuota Sviesos sugertis 290 nm bangos ilgyje pradzioje ir
po 40 min. TusCias méginys — be vandenilio peroksido ir fermentinio preparato.
Askorbatperoksidazés aktyvumas apskaiciuotas pagal 2.5 formule:

|4
AEmin® (m"'vbuf. +Vp eroks.)

A= (2.5);

k'm
¢ia A — askorbatperoksidazés aktyvumas, mmol/mg;
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Emin— tiriamojo tirpalo $viesos sugertis 290 nm bangos ilgyje;
V — tiriamojo tirpalo taris, pl;

Vus. — buferinio tirpalo taris, ml;

Vperoks. — vandenilio peroksido turis, ml,

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

m — baltymo koncentracija preparato turyje, mg/ml.

Baltymams nustatyti paimta 200 pl supernatanto ir jpilta 2 ml Bradfordo reagento. [Smatuota Sviesos
sugertis 595 nm bangos ilgyje. Tuséias méginys — 200 pl 0,1 M fosfatinio buferinio tirpalo ir 2 ml
Bradfordo reagento. Panaudota baltymy koncentracijos nustatymui kalibraciné kreivé pagal
albuming. (Zr. 2.7.1. Fermento superoksido dismutazés aktyvumo nustatymas), pagal kurig
apskaiciuota baltymo masé ekstrakto taryje [89].

2.8.4. Katalazés aktyvumo nustatymas

0,1 g augalinés zaliavos susmulkinta ir tirpiy baltymy ekstrakcija vykdyta 0,05 M K/Na fosfatiniame
buferiniame tirpale (pH=7,8) 4 ml taryje, turin¢iame 1 mM ditiotreitolio (DTT), 0,5 mM
fenilmetilsufonilfluorido (PMSF), istirpinto DMSO, 1-3 mg polivinilpirolidono. Tiriamieji méginiai
maiSyti termostatuojamame kratytuve 10 min, 25°C temperatiiroje. Méginiai centrifuguoti 9000
aps./min, 10 min ir supernatantas dar kartg centrifuguotas Eppendorf mégintuvéliuose 5 min.

200 pl méginio ir jpilta 2 ml Brafordo reagento bei iSmatuota Sviesos sugertis 595 nm bangos ilgyje.
Baltymy koncentracijai nustatyti panaudota kalibraciné kreivé pagal albuming (Zr. 2.7.1. Fermento
superoksido dismutazés aktyvumo nustatymas). Pagal kalibracing kreive taip pat apskaiCiuota
baltymo masé¢ ekstrakto turyje.

100 pl fermentinio preparato (supernatanto) sumaisyta su 3900 pl 0,05 M K/Na fosfatinio buferinio
tirpalo. Prie$ matavima j reakcijos misinj jpilta 0,01 M 0,2 ml vandenilio peroksido. ISmatuota $viesos
sugertis pradzioje ir po 40 min 30 °C 240 nm bangos ilgyje. Katalazés aktyvumas apskaiciuotas pagal
2.6 formule:
A= AE-1000-V (2.6):
k'm
Cia A — katalazés aktyvumas, vnt/mg;
E — tiriamojo tirpalo $viesos sugertis 240 nm bangos ilgyje;
V — tiriamojo tirpalo taris, ml;
k — molinés ekstinkcijos koeficientas 32,57
m — baltymo koncentracija preparato ttryje, mg [87].

2.9. Sintetiniy junginiy antioksidacinio aktyvumo nustatymas
2.9.1. Sintetiniy junginiy antioksidacinio aktyvumo nustatymas DPPH metodu

Atlikta analiz¢, siekiant nustatyti butilato hidroksitolueno (BHT) ir askorbo riigsties antioksidacinj
aktyvumg DPPH metodu. Kiekvienas junginys iStirpintas vandenyje iki 0,02 g/ml koncentracijos.
Darbo eiga analogiska tai, kuri nurodyta 2.6.1. skyrelyje.
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2.9.2. Sintetiniy junginiy redukciniy (antioksidaciniy) savybiy nustatymas

Atlikta analizeé, siekiant nustatyti butilato hidroksitolueno (BHT) ir askorbo riigsties redukcines
(antioksidacines) savybes. Kiekvienas junginys istirpintas vandenyje iki 0,02 g/ml koncentracijos.
Darbo eiga analogiska nurodyta 2.6.2. skyrelyje.

2.10. Metodai charakterizuojantys oksidacinj stresq augaluose
2.10.1. Malondialdehido koncentracijos nustatymas

0,1 g i8dziovintos augalinés zaliavos homogenizuotas su 1,5 ml 20 % trichloracto riig§timi.
Homogenizatas maiSytas 10 min termostatiniame kratytuve 25 °C temperatiiroje ir centrifuguotas
9000 aps./min grei¢iu, 10 min, 4 'C temperatiiroje. Surinktas supernatantas pakartotinai
centrifuguotas Eppendorf tipo mégintuvéliuose 2 min. 0,3 ml supernatanto sumaisyta su 1,2 ml 0,5
% tiobarbitiirine riigstimi (istirpinta 20 % trichloracto riigstyje) ir inkubuota 95 °C temperatiiroje 30
min. Méginiai at3aldyti ir centrifuguoti 10 min 9000 aps/min grei¢iu. Sviesos sugertis imatuota 532
nm bei 600 nm bangos ilgyje. Malondialdehido (MDA) koncentracija apskai¢iuota pagal 2.7 formule:

Aszz—As00) Ve
Corpa = (As32—Ag00) Ve'2 @.7);

kmgV,

¢ia Cvpa — MDA koncentracija, pmol/g;

A — tirpalo $viesos sugertis (532, 600 — atitinkamame bangos ilgyje, nm);
Ve — ekstrakto tiris, ml;

V., — ekstrakto tiris analizei, ml;

k — molinés ekstinkcijos koeficientas 156 Mm™ x cm ?;

ms— Zaliavos masé, ekstrakcijai, g [90].

2.11. Biologiskai aktyviyju junginiy koncentracijos nustatymas
2.11.1. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy nustatymas augaluose

Karotinoidy, chlorofilo a ir b nustatymas vaistiniy augaly audiniuose paremtas $viesos sugerties
nustatymu spektrofotometru bangos ilgiuose:

e Chlorofilui a (662 nm);
e Chlorofilui b (644 nm);
e Karotinoidams (441 nm).

Pasverta 0,1 g augalinés zaliavos ir uzpilta 10 ml 96 % metanolio. Homogenizatas sumaisytas ir
centrifuguotas 10 min 9000 aps./min grei¢iu, 4 'C temperatiiroje. Supernatanty $viesos sugertis
iSmatuota spektrofotometru 662 nm (chlorofilo a), 644 nm (chlorofilo b) ir 441 nm (karotinoidy)
bangose. Pigmenty koncentracijos apskaiciuotos pagal Sias formules:

C (chlorofilas a (mg 1)) = 9,784 - D662 — 0,99 - D644 (2.8);
C (chlorofilas b (mg 1)) = 21,426 - D644 — 4,65 - D622 (2.9);
C (chlorofilas a + chlorofilas b) = 5,134 - D662 + 20,436 - D644 (2.10);

C (karotinoidai (mg 1)) = 4,695 - D441 — 0,268 - C (chlorofilas a + chlorofilas b) (2.11);
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Pigmenty koncentracija mg/100 g apskai¢iuojama pagal 2.12 formule:

_ CV15-100

n-V;-1000 (2.12);

¢ia X — pigmenty koncentracija, mg/100 g;

C — pigmenty koncentracija, mg/l;

V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;

V1 — pradinis ekstrakto tiiris, ml, paimtas praskiedimui;
V> — praskiesto ekstrakto tiris, ml;

n —augalinés zaliavos masé, g [91].

2.11.2. Bendrosios antocianiny koncentracijos nustatymas

0,2 g i8dziovintos augalinés zaliavos uZzpilta 5ml etanolio ir miSinys homogenizuotas 15 min.
termostatuojamame kratytuve 25 °C temperatiroje. Homogenatas centrifuguotas 10 min 9000
aps./min greiciu ir naudotas tyrimams.

Bendra antocianiny koncentracija nustatyta naudojant pH diferencinj metoda. Po 1 ml kiekvieno
ekstrakto jpilta ;1 980 ul KCI buferin;j tirpalg (pH 1) ir NaOAc buferinj tirpalg (pH 4,5). Visy tirpaly
Sviesos sugertis matuota 510 nm ir 700 nm bangos ilgiuose. Tus¢ias méginys — 50 % etanolis, kuris
buvo inkubuotas 15 min kambario temperatiiroje. Bendra méginiy antocianiny koncentracija buvo
apskaiciuota naudojant 2.13 formulg:

BAK = (A- M - PF) - %"0 2.13):

¢ia BAK — bendra antocianiny koncentracija, miligramai cianidin-3-gliukozido ekvivalento 100 g;
A — absorbcija = (Asio nm — Azgo Nm) pH 1 — (Asio Nm — A7zgo NM) pH 4,5;

M — molekuliné masé (449,2 g/mol);

PF — praskiedimo faktorius;

€ — cianidin-3-gliukozido (C-3-GE) molinis absorbcijos koeficientas (26900 I/mol cm) [92].

2.11.3. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas Folino-Kiokalto metodu

Pasverta 0,05 g susmulkintos augalinés Zaliavos ir uZpilta 10 ml 70 % acetono tirpalu. Méginiai
maisyti termostatuojamame kratytuve 20 min, 25 °C temperatiiroje. Tada centrifuguoti 9000 aps./min
grei¢iu, 10 min, 4 °C temperatiiroje. Méginiai pakartotinai centrifuguoti Eppendorf tipo
megintuveliuose 2 min. Supernatantas surinktas ir toliau naudotas tyrimams.

Bendrai fenoliniy junginiy koncentracijai nustatyti: paimta 30 pl paruosto ekstrakto ir praskiesta
vandeniu iki 500 pl. Pridéta 250 pl Folino-Kiokalto reagento ir 1,25 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalo.
Meéginiai sumaiSyti ir inkubuoti 40 min tamsoje, kambario temperatiiroje. Pra¢jus inkubacijos
periodui, méginiy absorbcija iSmatuota 725 nm bangos ilgyje. Apskaiciuota bendroji fenoliniy

junginiy koncentracija pagal 2.14 formule:
‘V-100
x="1 (2.14);

Tl'V1

¢ia X — bendra fenoliniy junginiy koncentracija, mg/100 mg;
a — tanino riigsties koncentracija i§ kalibracinés kreives, mg/ml;
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V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;
V1— pradinis ekstrakto tiiris, ml, paimtas praskiedimui;
n — augalinés Zaliavos masé, mg.

Tanino rtgsties kalibracinés kreivés parengimas: 25 ml distiliuoto vandens istirpinta 25 mg tanino
rigsties ir gautas 0,1 mg/ml tanino riigsties standartinis tirpalas. | atskirus mégintuvélius jpilta 20;
40; 60; 80; 100 ir 120 pl standartinio tanino ragsties tirpalo. Tada j visus mégintuvélius jpilta
distiliuoto vandens iki 500 ul Zymos. [ $iuos tirpalus pridéta po 250 ul Folino-Kiokalto reagento ir
1,25 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalo. Méginiai sumaiSyti ir inkubuoti tamsoje, kambario

temperattiroje 40 min. Praéjus inkubacijos laikui, iSmatuota Sviesos sugertis 725 nm bangos ilgyje
[93].

2.11.4. L-Prolino nustatymas

0,1 g vaistinés augalinés zaliavos susmulkinta ir uzpilta 4 ml distiliuoto vandens. Mégintuvéliai su
tiriama augaline Zaliava 3 min kaitinti 95 °C temperatiiroje ir atSaldyti. Procediira pakartota tris kartus.
Meégintuvéliai centrifuguoti 10 min 9000 aps./min greiciu.

Supernatantai nupilti j naujus mégintuvélius ir praskiesti iki 6 ml distiliuotu vandeniu. Dar j Kitus
mégintuvelius jpilta po 1 ml skiesto supernatanto (ekstrakto), 1 ml acto ragsties, 1 ml ninhidrininio
reagento ir kaitinta 1 val. vandens vonel¢je. | kontrolinj méginj vietoj ekstrakto jpilta 1 ml distiliuoto
vandens. Sviesos sugertis i§matuota 520 nm bangos ilgyje. L-prolino koncentracija apskai¢iuota
naudojant L-prolino kalibracing kreive, pagal 2.15 formulg:

E-kV
Cx — bendras (2'15);

Vpaimtam
¢ia Cx — L-prolino koncentracija, pmol/g;
E — tirpalo Sviesos sugertis;
k — L-prolino koncentracija, gauta pagal kalibravimo kreive, umol,
V bendras — bendras ekstrakto turis, ml;
V paimta — paimto ekstrakto turis, ml;
m — augalinés zaliavos mase, g.

L-prolino kalibracinés kreivés paruoSimas: 0,0011 g L-prolino iStirpinta 10 ml distiliuoto vandens,
gautas 1 mM koncentracijos pradinis tirpalas. Paimti 0,0; 25; 50; 75; 100; 125; 150; 175 pl pradiniai
L-prolino tirpalai, praskiesta iki 1 ml su distiliuotu vandeniu, jpilta 1 ml acto rugsties ir 1 ml
ninhidrininio reagento. ISmatuota §viesos sugertis 520 nm bangos ilgyje [94].

2.11.5. Flavonoidy nustatymas augaluose

0,2 g i8dZiovinta susmulkinta augalin¢ Zaliava sumaiSyta su 2 ml 80 % metanolio ir méginiai
inkubuoti 24 val. termostatiniame kratytuve. Homogenatas centrifuguotas 10 min. 9000 aps./min
greiciu.

Bendra flavonoidy koncentracija nustatyta su aliuminio chloridu. | kiekvieng 0,1 ml tiriamaji méginj
jpilta 0,9 ml 80 % metanolio ir 1 ml 2 % aliuminio chlorido. Misinys paliktas stovéti 30 min ir
absorbcija isSmatuota 415 nm bangos ilgyje. Flavonoidy koncentracija apskai¢iuota pagal kverceting
naudojant 2.16 formulg:
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LV
Cc ==

(2.16);

¢ia C — flavonoidy koncentracija, mg/g;

C1 — kvercetino koncentracija, mg/ml pagal kalibracine kreive;

V — ekstrakto pradinis tiris, ml;

g — augalinés zaliavos mase¢, g.

Paruosta kvercetino kalibraciné kreivé: 10 mg kvercetinas istirpintas 10 ml metanolio ir gautas 1
mg/ml koncentracijos pradinis tirpalas. Paruosti 10 mg/ml, 20 mg/ml, 30 mg/ml, 40 mg/ml ir 50
mg/ml kvercetino koncentracijos tirpalai: j mégintuvélius jpilta po 0,1 ml, 0,2 ml, 0,3 ml, 0,4 ml ir
0,5 ml pradinio tirpalo, tada po 0,15 ml 2 % aliuminio chlorido tirpalo ir praskiesta iki 10 ml su 80
% metanoliu. Tus¢ias méginys — metanolis. ISmatuota Sviesos sugertis 415 nm bangos ilgyje [95].

2.11.6. Bendrosios fenoliniuy riigs¢iu koncentracijos nustatymas augalinéje Zaliavoje

0,1 g dziovintos tiriamos augalinés zaliavos homogenizuota 2,5 ml distiliuotu vandeniu
termostatuojamame kratytuve 25 °C temperatiroje 30 min. Homogenatas centrifuguotas. 9000
aps./min grei¢iu 10 min. Po centrifugavimo 1 ml ekstrakto praskiestas distiliuotu vandeniu iki 5 ml
tario.

Bendroji fenoliniy riigdciy koncentracija nustatyta spektrofotometriskai. 1 ml ekstrakto sumaiSytas
su 5 ml distiliuotu vandeniu, 1 ml HCI (18 g/I), 1 ml Arnovo reagentu (10 g natrio molibdato ir 10 g
natrio nitrato sumaiSyta su metanolio 100 ml), 1 ml natrio Sarmo (40 g/I) ir praskiesta iki 10 ml
distiliuotu vandeniu. Sviesos sugertis matuota 490 nm bangos ilgyje. Bendroji fenoliniy rugiéiy
koncentracija pagal kavos riigstj apskaiciuota naudojant 2.17 formule:

A1,7544
X =

(2.17);

¢ia X — bendroji fenoliniy rigséiy koncentracija pagal kavos rtgstj, %;
A — Sviesos sugerties reikSmé;
m — augalinés Zaliavos mas¢, g [96].

2.11.7. Baltymuy koncentracijos nustatymas

Pasverta po 0,05 g Kiekvienos iSdziovintos susmulkintos tiriamos medziagos ir, panaudojant
buferinius tirpalus, isekstrahuoti baltymai. Augaliné medziaga uzpilta atskirais buferiniais tirpalais (1
M Glicinas — HCI; (pH 2,6); 0,1 M Natrio acetatas (pH 4,0); 0,1 M Tris — HCI (pH 8,0)) i atskirus
mégintuvélius po 1 ml ir maisyti 1 val. Tada centrifuguoti 20 min 9000 aps./min grei¢iu. Po
centrifugavimo j 200 pl Kiekvieno gauto ekstrakto pridéta 2 ml Bradfordo reagento. Po 2 minuciy
matuotas optinis tankis 595 nm bangos ilgyje. Bendroji baltymy koncentracija, mg/100 g
apskai¢iuota, naudojantis 2.18 formule:

av-100
X =

(2.18):

Cia a — baltymo koncentracija, mg/ml;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;
n — augalinés Zaliavos masé, mg.

Naudota baltymy koncentracijai nustatyti kalibraciné kreivé pagal albuming (zr. 2.7.1. Fermento
superoksido dismutazés aktyvumo nustatymas), apskaiciuota baltymo masé ekstrakto taryje [97].
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2.12. Antibakterinio aktyvumo nustatymo metodai
2.13. Augaly ekstrakty antibakterinio aktyvumo nustatymas agaro difuziniu metodu

Augalinés Zaliavos paruoSimas. 0,5 g augalinés zaliavos uzpilta 5 ml DMSO tirpalu ir centrifuguota
10 min, 9000 aps./min greiciu.

Antibiotiky paruosimas. 50 mg ciprofloksacinas buvo istirpintas 5 ml DMSO tirpalu (koncentracija
10 mg/ml).

Terpés paruoSimas. Gaminta Luria-Bertani (LB) terpé (2.6 lentel¢), kurios pH 7,2. Terpés pH
reguliuota naudojant 1 N NaOH ir 1 N H2SOsa.

2.6 lentelé. LB terpés reagenty kiekiai

Reagentai Reagenty kiekiai g, reikalingi 11 terpés
NaCl 10
Triptonas 10
Agaras 15
Mieliy ekstraktas 5

Ant LB terpés jlasinta 50 ul bakterijy (Escherichia coli, Bacillus subtilis) suspensijos, iSsklaidyta po
Petri lékstele ir uzdéti 6 popieriniai diskeliai, ant kuriy uzlasinta 25 pl paruosto augaly ekstrakto. Taip
pat tyrimams naudotas antibiotikas — ciprofloksacinas (darbiné koncentracija — 50 pg/ml). Kontrolinis
bandinys atliktas siekiant jvertinti, ar naudojamoje terpéje augo ectaloniné bakterijy kultra. Petri
lekstelés su bakterijomis inkubuotos termostate 24 val., 37 ‘C temperatiiroje. Po inkubacijos matuotas
atstumas nuo diskeliy iki bakterijy prieaugio [98].

2.14. Sidabro nanodaleliy sintezé i§ augaly ekstrakto ir savybiy nustatymas

0,05 g susmulkintos augalinés Zaliavos uzpilta 25 ml distiliuotu vandeniu ir inkubuota vandens
voneléje, 80 °C temperatiroje 40 min. Ekstraktas centrifuguotas 10 min 9000 aps./min grei¢iu, 4 °C
temperatiiroje.

AgND sintezé. | 1 ml ekstrakto jpilta 20 ml vandeninio 2 mM AgNOs tirpalo. Méginiai intensyviai
maiSyti 25 °C, kol tirpalas nusidazé raudona spalva. Galiausiai buvo gautas raudonos spalvos AgND
tirpalas, kai nanodalelés buvo pakartotinai disperguotos distiliuotame vandenyje. Sviesos sugertis
iSmatuota pradzioje ir po 24 val. 300—700 nm bangos ilgyje [99].

Antioksidacinis aktyvumas nustatytas DPPH (zr. 2.6.1 Antioksidacinio aktyvumo DPPH metodu
nustatymas) ir redukciniu (zr. 2.6.2 Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy nustatymas augaluose)
metodais.

Antibakterinis aktyvumas pries Escherichia coli ir Bacillus subtilis nustatytas naudojant difuzijos
] agarg metoda (zr. 2.10.1 Antibakterinio aktyvumo nustatymas difuzijos j agara metodu). Taip pat
tyrimams naudotas 2 mM AgNO:s tirpalas.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Baigiamojo projekto metu suformuotos vaistinés medetkos, vaistinio kie€io ir rausvaziedés eziuolés
kaliaus kultiiros mitybinéje terpéje in vitro, papildytoje augimo fitohormonais. Taip pat Sio tyrimo
metu buvo istirta vaistinio kie€io in vivo, vaistinio kie¢io kaliaus kultiros BAP (2,5 mg/l ) + NAR
(0,5 mg/1), rausvaziedés eziuolés in vivo, rausvaziedés eziuolés kaliaus kultiiros BAP (3 mg/l) + AR
(0,5 mg/1), vaistinés medetkos Ziedy in vivo, vaistinés medetkos kaliaus kultaros IAR (0,1 mg/l) +
TDZ (0,5 mg/1) fitocheminé sudétis ir biologinés savybés. Atlikti tyrimai astriniy augaly biologiniam
aktyvumui nustatyti antioksidaciniai ir antibakteriniai tyrimai. Kadangi augaly ekstrakty
antioksidacinés savybés negali biiti jvertintos naudojant tik vieng tyrimo metoda, norint gauti
tikslesnius rezultatus, atlikti keli aktyvumo tyrimai naudojant DPPH, FRAP, taip pat jvertintos augaly
redukcinés savybés. Véliau jvertinti antioksidaciniy fermenty — superoksido dismutazes, katalazés,
prolindehidrogenazés ir askorbatperoksidazés — aktyvumai. Oksidacinis tiriamyjy astriniy augaly
stresas iStirtas nustatant MDA koncentracija. Tirtuose astriniuose augaluose nustatyti biologiskai
aktyviis junginiai: chlorofilas a ir b, karotinoidai, antocianinai, fenoliniai junginiai, L-prolinas,
flavonoidai, fenolinés riigStys ir baltymai. Kiekvienas méginys tiriamajame darbe buvo tiriamas 3
kartus (3 pakartojimai). Taip pat atlikta sidabro nanodaleliy sintezé 1§ augaly ekstrakto ir jy savybiy
jvertinimas.

3.1. Vaistinés medetkos (lot. Calendula officinalis L.), vaistinio kie¢io (lot. Artemisia
dracunculus L.) ir rausvaziedés eziuolés (lot. Echinacea purpurea L.) kaliaus kultiiros in
vitro

Tiriamojo projekto metu buvo suformuotos astriniy augaly kaliaus kultaros in vitro. Siekiant
suformuoti gausias tiriamyjy augaly kaliaus kultiiras ir padidinti biologiskai aktyviy junginiy
biosintez¢ bei koncentracijg, buvo pritaikyta viena i§ biotechnologiniy strategijy — mitybing terpe
papildyti augimo hormonais. Po atliktos literatirinés analizés, buvo pasirinkta vaistinés medetkos
kaliaus kulttiry mitybing terpe papildyti IAR (0,1 mg/l) ir TDZ (0,5 mg/1), vaistinio kiec¢io — BAP (2,5
mg/l) ir NAR (0,5 mg/1) (Zr. 3.1 pav.), rausvaziedés eziuolés — BAP (3 mg/l) ir IAR (0,5 mg/l) augimo
hormonais.

3.1 pav. Susiformavusios vaistinio kie¢io kaliaus kulttros in vitro
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3.2. Augaly ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimas
3.2.1. Augaly ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH metodu

Astriniy augaly ekstrakty antioksidacinis aktyvumas jvertinamas matuojant, kiek procenty stabilaus
2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPHe¢) radikalo neutralizuoja fenoliniai junginiai. Fenoliniams
junginiams budingas antioksidacinis aktyvumas dél jy gebéjimo iSaktyvinti laisvuosius radikalus.
Reakcijos metu antioksidantas atiduoda vandenilj ir taip iSaktyvina (DPPHe*) radikalg (violetinés
spalvos), jie tampa stabiliais DPPH — H tipo (geltonos spalvos) junginiais. Geltonos spalvos
intensyvumas priklauso nuo antioksidaciniy junginiy koncentracijos tiriamyjy augaly ekstrakte.
Reakcija stebéta spektrofotometriskai [100].
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3.2 pav. Antioksidanto (A-H) reakcija su DPPHe radikalu

Atlikus DPPH tyrimg, i§ gauty rezultaty, kurie pateikti 3.3 paveiksle, matyti, kad didziausiomis
antioksidacinémis savybémis pasizyméjo vaistinio kiec¢io kaliaus kultiros BAP (2,5 mg/l) + NAR
(0,5 mg/l) ekstraktas (88,74 %), Sis aktyvumas 36,22 % didesnis lyginant su vaistinio kie¢io in vivo
ekstraktu (52,52 %). Rausvaziedés eziuolés in vivo (67,32 %) ir kaliaus kultiiros BAP (3 mg/l) + IAR
(0,5 mg/l) ekstraktas in vitro (72,03 %) pasizyméjo panaSiomis antioksidacinémis savybémis.
Maziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo vaistinés medetkos ziedy ekstraktas in vivo — 39,23
%, $i reikSmé 29,18 % mazesné uz vaistinés medetkos kaliaus kult@iros in vitro ekstrakte nustatyta
DPPH’ radikalo slopinimg. Taip pat tyrimas palygintas su sintetiniais antioksidantais — butilato
hidroksitoluenu (BHT) ir askorbo riigstimi. Sintetiniai antioksidantai pasiZyméjo geresnémis
antioksidacinémis savybémis lyginant su tiriamy augaly in vivo ir in vitro ekstraktais.
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3.3 pav. DPPH slopinimo jvertinimas (%) astriniy augaly in vivo ir in vitro ekstraktuose
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IS gauty rezultaty nustatyta, kad mitybinés terpés papildymas augimo hormonais formuojant vaistinés
medetkos, vaistinio kie¢io bei rausvaziedés eziuolés kaliaus kulturas in vitro, DPPH" radikalo
slopinimo aktyvuma veiké teigiamai.

3.2.2. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiuy jvertinimas augaluose

Astriniy augaly ekstrakty redukcinéms savybéms jvertinti taikytas metodas, kurio metu nustatytas
antioksidaciniy junginiy gebéjimas redukuoti Fe®* fericianido kompleksa (Fe[(CN)e]s) iki Fe?*
komplekso (Fe[(CN)e]2). I reakcijos misinj pridéjus gelezies chlorido tirpalo, redukuotas Fe[(CN)g]2
kompleksas ir reakcijos miSinys tarpusavyje reaguoja, taip suformuodami mélynos spalvos
kompleksa. Tyrimo metu redukcinés savybés jvertintos spektrofotometriSkai matuojant tiriamyjy
tirpaly Sviesos sugertj. Didesné Sviesos sugerties reik§mé rodo geresnes redukcines savybes [101].

IS gauty duomeny matyti (Zr. 3.4 pav.), kad didZiausiomis redukcinémis savybémis pasizyméjo (kaip

ir naudojant DPPH metodg) vaistinio kie€io kaliaus kultiiros BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l)
ekstraktas — 1,09 A, $is aktyvumas 39,7 % didesnis lyginant su vaistinio kiecio in vivo ekstraktu (0,78
A). Maziausia Sviesos sugertis buvo nustatyta vaistinés medetkos ziedy in vivo ekstrakte — 0,45 A,
kuri 2 kartus mazesné nei vaistinés medetkos kaliaus kultiiros (IAR (0,1 mg/l) + TDZ (0,5 mg/l)
ekstrakto (0,95 A). Mitybinés terpés papildymas BAP (3 mg/1) ir IAR (0,5 mg/1) augimo reguliatoriais
39,06 % padidino rausvaziedés eziuolés kaliaus kultiiros in vitro ekstrakto (0,89 A) antioksidacines
savybes lyginant su jprastomis saglygomis augintos rausvaziedés eziuolés in vivo ekstraktu (0,64 A).
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3.4 pav. Astriniy augaly in vivo ir in vitro ekstrakty Sviesos sugertis pagal redukciniy savybiy jvertinimg

Redukcinio metodo rezultatai parodé, kad visy tiriamyjy augaly suformuotos kaliaus kultiiros in vitro
pasizyméjo geresnémis antioksidacinémis savybémis, nei in vivo salygomis uzauginti augalai.
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3.2.3. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas pagal FRAP metodg

FRAP metodas nustato augalo redukuojancias savybes. Jis paremtas bespalvio Fe** -TPTZ junginio
redukavimu j mélyng Fe?* - TPTZ junginj riigitinéje terpéje. Spalvy poky¢iai spektrofotometrigkai
matuojami 593 nm bangos ilgyje[102].
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Fe¥ - TPTZ kompleksas Fel* - TPTZ kompleksas
3.5 pav. Fe** -TPTZ junginio redukavimas j mélyng Fe?* - TPTZ junginj

Antioksidacinéms savybéms jvertinti sudaryta kalibraciné kreivé (zr.3.6 pav.), i$ kurios iSvesta tiesiné
lygtis (y = 0,0216x + 0,0109) ir apskaiciuota Fe (II) koncentracija pmol/I.
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3.6 pav. FeSO4-7H,0 kalibraciné kreive

Pagal gautus rezultatus, kurie pateikti 3.7 paveiksle, matyti, jog Sie sutapo su DPPH ir redukciniy
savybiy jvertinimo metodo rezultatais. Siame tyrime vaistinio kie¢io kaliaus kultiros BAP (2,5 mg/I)
+ NAR (0,5 mg/l) ekstraktas taip pat pasizyméjo geriausiomis antioksidacinémis savybémis, jo Fe
(IT) jony koncentracija buvo 60,55 pmol/l, §is aktyvumas 51,09 % didesnis lyginant su vaistinio kiec¢io
in vivo ekstraktu (29,62 umol/l). Suformavus rausvaziedés eziuolés kaliaus kulttirg i§ iSauginty MS
terpéje augalo eksplanty, kurie buvo auginami ant MS terpés papildytos 3 mg/l BAP ir 0,5 mg/l IAR
augimo reguliatoriais, $iy augaly ekstrakty antioksidacinés savybés padidéjo 40,79 % (35,58 pmol/1).
Vaistinés medetkos in vitro kultiiros ekstraktas pasizyméjo 20,2 % didesnémis antioksidaciniy
junginiy koncentracijomis (37,29 umol/l), lyginant su vaistinés medetkos in vivo ekstraktu (29,71
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umol/l). O silpniausiomis antioksidacinémis savybémis pasizyméjo rausvaziedés eziuolés in vivo
ekstraktas — 21,07 umol/l.

FRAP metodo rezultatai parod¢, jog visy tiriamyjy augaly suformuotos kaliaus kultiiros sukaupé
didesne antioksidaciniy junginiy koncentracija ir pasizyméjo geresnémis antioksidacinémis
savybémis, lyginant su jprastomis saglygomis uzauginty augaly in vitro ekstraktais.

70
60.55
60 -

50
40 ‘ 35.58 37.29

29.62 29.71
30 ‘ i

21.07

20

Antioksidanty konc., pmol/I

10

Kiecio in vivo Kiegio in vitro  EZiuolés in vivo  EZiuolés in vitro Medetkos in vivo Medetkos in vitro
ekstraktas ekstraktas ekstraktas ekstraktas ekstraktas ekstraktas

Tiriamieji augalai

3.7 pav. Fe (IT) koncentracija (umol/1) astriniy augaly in vivo ir in vitro ekstraktuose

3.3. Augaly ekstrakty antioksidantiniy fermenty aktyvumo jvertinimas
3.3.1. Fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas

Superoksido dismutazé yra antioksidantinis fermentas, katalizuojantis dviejy superoksido anijony
dismutacijg j deguonies molekule bei vandenilio peroksida, taip apsaugantis audinius bei lasteles nuo
oksidacinio streso. Sis fermentas vadinamas pirmaja antioksidacine apsauga [103].

Superoksido dismutazés fermento aktyvumui nustatyti sudaryta kalibraciné kreivé pagal albuming
(Zr. 3.8 pav), 18 kurios buvo gauta tiesin¢ lygtis (y = 4,4182x) ir nustatytas SOD aktyvumas vnt/mg.
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Astriniy augaly ekstraktai pasizyméjo skirtingu superoksido dismutazés aktyvumu. IS gauty tyrimo
rezultaty (zr. 3.9 pav.) matoma, kad didziausiu superoksido dismutazés aktyvumu pasizymejo
vaistinés medetkos kaliaus kultiros IAR (0,1 mg/l) + TDZ (0,5 mg/1) ekstraktas — 0,46 vnt/mg bei
vaistinés medetkos in vivo ekstraktas — 0,43 vnt/mg. Vaistinio kie¢io in vivo ir in vitro pasizyméjo
labai panaSiu aktyvumu, kuriy vertés atitinkamai buvo 0,20 vnt/mg ir 0,22 vnt/mg. Maziausiu SOD
aktyvumu pasizyméjo rausvaziedés eziuolés in vivo ekstraktas — 0,16 vnt/mg, §is aktyvumas buvo
38,46 % mazesnis lyginant su rausvaziedés eziuolés kaliaus in vitro ekstraktu (0,26 vnt/mg). SOD
aktyvumo tyrimo rezultatai parodé, kad visy tiriamyjy augaly suformuotos kaliaus kultiiros in vitro
pasizyméjo Siek tiek didesniu Sio fermento aktyvumu lyginant su in vivo sglygomis uzaugintais
augalais.
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3.9 pav. Fermento superoksido dismutazés aktyvumas (vnt/mg) astriniy augaly in vivo ir in vitro ekstraktuose

3.3.2. Fermento prolindehidrogenazés aktyvumo jvertinimas

Jvertintas kito antioksidacinio fermento — prolindehidrogenazés aktyvumas tiriamy augaly in vivo ir
in vitro ekstrakty tirpaluose. Prolindehidrogenazé yra labai svarbi reguliuojant L-prolino, kuris
apsaugo augalus nuo abiotinio ir biotinio streso bei jy sukelty padariniy, koncentracija lastelese [104].

Gauti tyrimo rezultatai (zr. 3.10 pav.) atskleidZia, kad didZiausias prolindehidrogenazés aktyvumas
nustatytas vaistinio kie¢io kaliaus kultiiros BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/1) ekstrakte — 946,21 umol
NAD/mg, §is aktyvumas buvo 2 kartus didesnis, lyginant su vaistinio kiec¢io in vivo ekstraktu — 443,95
pmol NAD/mg. Vidutiniu prolindehidrogenazés aktyvumu pasizyméjo vaistinés medetkos kaliaus
kultiiros IAR (0,1 mg/l) + TDZ (0,5 mg/l) ekstraktas (663,26 pmol NAD/mg), $is aktyvumas 3 kartus
didesnis negu vaistinés medetkos in vivo ekstrakto (219,169 pmol NAD/mg). Maziausias §io
fermento aktyvumas aptiktas rausvaziedés eziuolés in vivo ekstrakte — 218,42 umol NAD/mg, §i verté
buvo 27 % mazesné lyginant su rausvaziedés eziuolés kaliaus kulttiros BAP (3 mg/I) + IAR (0,5 mg/I)
ekstraktu (298,90 umol NAD/mg).

Apibendrinant rezultatus, mitybinés terpés papildymas augimo hormonais, formuojant vaistinés
medetkos, vaistinio kiecio bei rausvaziedés eziuolés kaliaus kulttiras in vitro, prolindedehidrogenazés
aktyvumga veiké teigiamai.
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3.3.3. Askorbatperoksidazés aktyvumo jvertinimas

Askorbatperoksidazé yra placiai paplites antioksidacinis fermentas. Jis skiriasi nuo katalazés ir kity

peroksidaziy tuo, kad slopina reaktyvigsias deguonies riisis, naudodamas askorbatg kaip elektrony
donora. Sis fermentas yra prana$esnis uz kitus panasius antioksidacinius fermentus $alinant ROR, nes
askorbatas gali reaguoti superoksidu, singletiniu deguonimi ir hidroksilo radikalu bei katalizuoti
vandenilio peroksidg iki vandens [89].
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3.11 pav. Askorbatperoksidazés aktyvumas (mmol/mg) astriniy augaly in vivo ir in vitro ekstraktuose

Astriniai augalai in vivo ir jy kaliaus kulttiros in vitro, uzaugintos su skirtingais augimo fitohormonais,
pasizyméjo skirtingu askorbatperoksidazés aktyvumu. Pagal pateiktus tyrimo rezultatus (3.11 pav.),
didziausiu askorbatperoksidazés aktyvumu pasizyméjo vaistinis kietis, kultivuotas su 2,5 mg/l BAP
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ir 0,5 mg/l NAR augimo reguliatoriais, $i verté buvo 0,39 mmol/mg, tai 2 kartus daugiau uz vaistinio
kie¢io, auginto in vivo (0,17 mmol/mg). Mazesnis Sio fermento aktyvumas nustatytas vaistinés
medetkos kaliaus kultiiros IAR (0,1 mg/l) + TDZ (0,5 mg/l) ekstrakte (0,19 mmol/mg) lyginant su
vaistinés medetkos in vivo (0,21 mmol/mg) ekstraktu. Maziausiu antioksidacinio fermento aktyvumu,
lyginant visus tirtus ekstraktus, pasizyméjo rausvaziedés eziuolés kaliaus kultiiros BAP (3 mg/l) +
IAR (0,5 mg/l) ekstraktas — 0,13 mmol/mg. Sis aktyvumas 2 kartus maZesnis uz rausvaziedé eziuolés
in vivo ekstrakta (0,25 mmol/mg).

Papildzius tiriamyjy augaly mitybing terpe augimo reguliatoriais, nustatytas teigiamas poveikis
vaistinio kiecio kaliaus kultiiry askorbatperoksidazés aktyvumui, neigiamas — vaistinés medetkos ir
rausvaziedés eziuoles.

3.3.4. Katalazés aktyvumo jvertinimas

Katalazé — vienas i§ svarbiausiy antioksidanty fermenty. Sis fermentas dviejy pakopy reakcijos metu
suskaido dvi vandenilio peroksido molekules j vieng deguonies ir dvi vandens molekules. Augaluose
per didelé vandenilio peroksido koncentracija gali sukelti oksidacines audiniy pazaidas ar lgsteliy
mirt]. Pirmajame reakcijos mechanizmo etape susidaro spektroskopiskai atskiras I tarpinis junginys,
turintis porfirino m-katijono radikalg, redukuojant vieng vandenilio peroksido molekulg. Antrojo
etapo reakcijos metu I junginys redukuojamas redokso reakcijomis, perduodant du elektronus i$
elektrony donoro (antrosios vandenilio peroksido molekulés), kad susidaryty laisvas fermentas,
deguonis ir vanduo [104].

Katalazés aktyvumo tyrimo rezultatai astriniy augaly in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro ekstraktuose
pateikti 3.12 pav. IS gauty rezultaty matyti, jog didziausiu katalazés aktyvumu pasizyméjo
rausvaziedés eziuolés in vitro kultiiros ekstraktas (2,10 vnt/mg), kurio vertés 18,57 % didesnés uz
rausvaziedés eziuolés in vivo ekstrakto (1,71 vnt/mg). MaZiausiu katalazés aktyvumu pasizyméjo
vaistinio kie¢io in vivo ekstraktas — 1,57 vnt/mg. Sis aktyvumas 22,7 % mazesnis lyginant su vaistiniu
kieCiu, kultivuotu su augimo reguliatoriais BAP (2,5 mg/l) ir NAR (0,5 mg/l), jo verté buvo 2,03
vnt/mg.
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3.12 pav. Katalazés aktyvumo jvertinimas (vnt/mg) astriniy in vivo ir kaliaus kulttros in vitro ekstraktuose
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3.4. Metodai, charakterizuojantys oksidacinj stresq augaluose
3.5. Malondialdehido koncentracijos jvertinimas

Malondialdehidas rodo oksidacinj stresa augaluose, kuo didesné Sio junginio koncentracija, tuo
didesnis lasteliy oksidacinis stresas. MDA koncentracijai nustatyti naudojamas metodas, kai MDA
reaguoja su tiobarbittirine rugstimi, sudarydamas kompleksa, kuris nustatomas 532 nm bangos ilgyje
[105].
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3.13 pav. Malondialdehido koncentracijos (umol/g) jvertinimas astriniy augaly in vivo ir in vitro ekstraktuose

IS pateikty rezultaty (3.13 pav.) maziausios Sio junginio koncentracijos nustatytos rausvaziedés
eziuolés in vitro ekstrakte (0,12 pmol/g) bei vaistinés medetkos in vitro ekstrakte (0,13 pmol/g). Siy
vaistiniy augaly in vivo ekstraktuose nustatyta vienoda MDA koncentracija — 0,15 pumol/g. Labai
panaSiomis MDA koncentracijomis pasizyméjo vaistinio kiecio kaliaus kultiros BAP (2,5 mg/l) +
NAR (0,5 mg/l) ekstraktas, kurio reikSmé buvo 0,16 umol/g. Didziausia koncentracija aptikta
vaistinio kiec¢io in vivo ekstrakte — 0,20 umol/g. Tai gali reiksti, kad augalas patyré oksidacinj stresg
vystymosi ar augimo laikotarpiu.

3.6. Biologiskai aktyviyju junginiy koncentracijos jvertinimas
3.6.1. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos jvertinimas

Karotinoidai pasiZzymi jvairiomis biologinémis savybémis, jskaitant dalyvavimg lasteliy
fotoapsaugoje, fotosintezéje bei kvépavime. Sie pigmentai pasizymi antioksidacinémis savybémis,
nes apsaugo lipoproteinus bei lIasteliy membranas nuo laisvyjy radikaly poveikio ir stabdo senéjimo
procesa [106].

Chlorofilas a ir b yra du pagrindiniai pigmentai, dalyvaujantys fotosintezéje. Chlorofilas a yra
pagrindinis fotosintezés pigmentas, sulaikantis Sviesos energija ir skleidZiantis didelés energijos
elektronus j dvi fotosistemas — Pego ir P700. Chlorofilas b — papildomas pigmentas, sulaikyta energija
perduodantis chlorofilui a [107]. Mokslinéje literatiiroje nustatyta, kad Sie fotocheminiai junginiai
pasizymi antioksidaciniu pajégumu paSalinant laisvuosius radikalus ir uZkertant kelig lipidy
oksidacijai augaluose [106].

49



20 18.92

16.15
- 14.60
12.47 0

15 13.11 13.30

10.05

17
3.13
I 1.8

Kie¢io in vivo  Kiegio in vitro EZiuolés in vivo EZiuolés in vitro Medetkos in vivo  Medetkos in
ekstraktas ekstraktas ekstraktas ekstraktas ekstraktas vitro ekstraktas
Tiriamieji augalai
m chlorofilas b m chlorofilas a karotinoidai

10
6.

3.55 3.90
= 195 2.04

(3}

0.90

Pigmenty koncentracija, mg/100mg

3.14 pav. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos (mg/100 g) jvertinimas astriniy augaly in vivo ir in
vitro ekstraktuose

Tyrimo metu nustatyta, kad didziausiomis chlorofilo a koncentracijomis pasizyméjo rausvaziedés
eziuolés in vivo ekstraktas (13,11 mg/100 g) ir vaistinio kiecio in vivo ekstraktas (12,47 mg/100 g), o
maziausiomis — vaistinés medetkos in vivo (3,55 mg/100 g) ir in vitro (2,04 mg/100 g) ekstraktai.
Didziausia chlorofilo b koncentracija nustatyta rausvaziedés eziuolés in vivo ekstrakte, ji buvo 18,92
mg/100 g — 5,62 mg/100 g didesné uz rausvaziedés eziuolés kaliaus kultiros BAP (3 mg/l) + IAR
(0,5 mg/l) ekstrakte uzfiksuotg Sio pigmento koncentracijg, kuri buvo 13,30 mg/100 g. Maziausios
chlorofilo b koncentracijos nustatytos vaistinés medetkos in vivo ir in vitro ekstrakte, kurios
atitinkamai buvo 5,58 mg/100 g ir 3,90 mg/100 g. DidZiausiomis karotinoidy koncentracijomis taip
pat pasizyméjo rausvaziedés eziuolés in vivo ekstraktas — 6,12 mg/100 g, kurio verté buvo 3 kartus
didesné uz gautg rausvaziedés eziuolés kaliaus kultiros BAP (3 mg/l) + IAR (0,5 mg/l) ekstraktg
(1,88 mg/100 g). Vaistinés medetkos kaliaus kultiiros IAR (0,1 mg/l) + TDZ (0,5 mg/l) ekstrakte
nustatyta maziausia karotinoidy koncentracija — 0,90 mg/100 g. Lyginant tiriamyjy augaly in vivo ir
in vitro kultary ekstraktus, didesnés chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos nustatytos in vivo
augaly ekstraktuose.

3.6.2. Bendrosios antocianiny koncentracijos jvertinimas

Antocianinai — raudonai mélyni pigmentai, kurie priklauso flavonoidams ir veikia kaip antioksidantai.
Sie bioaktyviis junginiai dalyvauja keliuose gynybiniuose procesuose, jskaitant augaly apsauga nuo
didelio UV sviesos intensyvumo. D¢l didelio antioksidacinio pajégumo Sie flavonoidai dalyvauja
visose reakcijose, kurios mazina oksidacinj stresa augaluose, kurj sukelia abiotinis stresas (vandens
ir maisto medziagy triikkumas, karstis). Be to, antocianinai taip pat dalyvauja reakcijoje j biotinj stresg
(vabzdziy uzkrétimg ar grybeline infekcija) [108].

Eksperimento metu didZiausia bendra antocianiny koncentracija nustatyta vaistinés medetkos in vivo
ekstrakte — 3,11 mg C-3-GE/100 g. Si koncentracija buvo 3 kartus didesné uz vaistinés medetkos
kaliaus kulttros in vitro, kuri buvo 0,94 mg C-3-GE/100 g. Vaistinio kie¢io kaliaus kultiros BAP
(2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l) ekstrakte antocianiny koncentracija (1,82 mg C-3-GE/100 g) 2 kartus
didesné uz vaistinio kiecio in vivo ekstrakte (0,82 mg C-3-GE/100 g). Maziausia $iy pigmenty
koncentracija nustatyta rausvaziedés eziuolés kaliaus kultiros BAP (3 mg/l) + IAR (0,5 mg/l)
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ekstrakte (0,42 mg C-3-GE/100 g), kuri buvo mazesné 0,21 mg C-3-GE/100 g uz rausvaziedés
eziuolés in vivo ekstrakte. Mitybinés terpés papildymas augimo hormonais, formuojant vaistinés
medetkos bei rausvaziedés eziuolés kaliaus kulttiras in vitro, antiocianiny kaupima kaliaus kultiiroje
veiké neigiamai. Rezultatai pateikti 3.15 paveiksle.
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3.15 pav. Bendrosios antocianiny koncentracijos (mg C-3-GE/100 g) jvertinimas astriniy augaly in vivo ir in
vitro ekstraktuose. C-3-GE — Cianidin-3-gliukozidas

3.6.3. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas Folino-Kiokalto metodu

Bendroji fenoliniy junginiy koncentracija buvo jvertinta Folino-Kiokalto metodu. Augaly
ekstraktuose esantys fenoliniai junginiai reaguoja su specifiniais redokso reagentais (Folino-Kiokalto
reagentu), sudarydami mélyng kompleksa, kurj galima jvertinti spektrofotometriskai. Reakcijos metu
susidaro mélynas chromoforas, sudarytas i§ fosfovolframo-fosfomolibdeno komplekso, kuriame

didziausia chromofory absorbcija priklauso nuo Sarminio tirpalo ir fenoliniy junginiy koncentracijos
[109].
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3.16 pav. Standartinio tanino riigsties tirpalo (ng/ml) kalibraciné kreive

Pagal standartinj tanino riigsties tirpala (3.16 pav.) sudaryta kalibraciné kreivé fenoliniy junginiy
koncentracijai jvertinti ir iSvesta tiesiné lygtis (y = 0,1113x — 0,0159), kuria apskaiciuota bendroji
fenoliniy junginiy koncentracija (mg/100 g) tiriamuosiuose augaluose.
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3.17 pav. Bendroji fenoliniy junginiy koncentracija (mg/100 mg) astriniy augaly in vivo ir in vitro
ekstraktuose

Tyrimo metu, nustatyta, kad didZiausia bendra fenoliniy junginiy koncentracija pasizyméjo vaistinio
kiecio kaliaus kultiros BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l) ekstraktas (1,84 mg/100 mg). Uz Sig
koncentracija beveik 2 kartais mazesné koncentracija nustatyta vaistinio kie¢io in vivo ekstrakte —
1,01 mg/100 mg. Vaistinés medetkos kaliaus kultiros IAR (0,1 mg/l) + TDZ (0,5 mg/l) ekstrakte
aptikta bendra fenoliniy junginiy koncentracija (1,70 mg/100 mg) — 2 kartus didesné lyginant su
vaistinés medetkos in vivo ekstraktu (0,88 mg/100 mg). Maziausia Siy junginiy koncentracija
nustatyta rausvaziedés eziuolés in vivo ekstrakte (0,40 mg/100 mg), kuri buvo 2,5 karto mazesné uz
rausvaziedés eziuolés kaliaus kultiiros BAP (3 mg/l) + IAR (0,5 mg/l) ekstrakte (1,06 mg/100 mg).
Lyginant tiriamyjy augaly in vivo ir in vitro kultiry ekstraktus, didesnémis bendrosiomis fenoliniy
junginiy koncentracijomis pasizyméjo in vitro kulttros. Tyrimo rezultatai pateikti 3.17 paveiksle.

3.6.4. L-prolino koncentracijos jvertinimas

L-prolino — aminortigtis, atliekanti svarby vaidmenj augaluose. Si aminoriigtis apsaugo augalus nuo
abiotinio ir biotinio streso bei jy sukelty padariniy, taip pat padeda augalams grei¢iau atsigauti po
oksidacinio streso, pasalindamas susidariusius laisvuosius radikalus bei RDR. Iprastomis salygomis
augaluose L-prolinas kaupiasi vakuolése, o esant abiotiniam stresui, citozolyje aptinkamas didelés L-
prolino koncentracijos. Be to, esant jvairioms nepalankioms sglygoms, L-prolinas sudaro iki 80 %
viso laisvyjy aminoriigd¢iy fondo, palyginti su maZziau nei 5 %, esant normaliomis salygomis. Sis
didesnis prolino kaupimasis streso salygomis yra susij¢s su padidéjusia biosinteze ir ribotu Sios
molekulés skaidymu [110].

L-prolino koncentracijai nustatyti sudaryta kalibraciné kreivé pagal L-proling (3.18 pav.), i§ kurios
iSvesta tiesiné lygtis (y = 0,0102x — 0,0866).
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3.18 pav. L-prolino kalibraciné kreivé

Apzvelgiant 3.19 paveiksle pavaizduotus duomenis, matyti, kad astriniy augaly in vivo ir in vitro
ekstraktuose L-prolino koncentracija kito labai pla¢iose ribose: nuo 0,86 mmol/g iki 25,17 mmol/g.
Sio junginio koncentracija i§siskyré vaistinio kiegio in vitro ir vaistinés medetkos in vitro kultiiros
ekstraktai. Didziausia L-prolino koncentracija nustatyta vaistinio kiecio kaliaus kultiros BAP (2,5
mg/1) + NAR (0,5 mg/1) ekstrakte (25,17 mmol/g). Si koncentracija 5,5 kartus virsijo vaistinio kie¢io
in vivo ekstrakte aptikta $io junginio koncentracijg, kurios verté buvo 4,58 mmol/g. Panasiomis L-
prolino koncentracijomis pasizyméjo vaistinés medetkos in vivo ir in vitro ekstraktai, kuriy vertés
atitinkamai buvo 19,31 mmol/g ir 21,84 mmol.g. Maziausia koncentracija nustatyta rausvaziedés
eziuolés in vivo ekstrakte, kuri buvo 0,86 mmol/g. Si verté 4,7 kartus maZesn¢ lyginant su
rausvaziedés eziuolés kaliaus in vitro ekstraktu.
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3.19 pav. L-prolino koncentracija (mmol/g) astriniy augaly in vivo ir in vitro ekstraktuose

Iverting L-prolino koncentracija, pasirinkty astriniy augaly in vivo ir kaliaus kulttiry in vitro
ekstraktuose, ne tik nustatyta, kad mitybinés terpés papildymas augimo hormonais padidino L-prolino
sintez¢ kaliaus kulttirose, bet ir tai, kad yra koreliacija tarp prolindehidrogenazés aktyvumo, kuri
reguliuoja L-prolino koncentracijg augaluose.
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3.6.5. Flavonoidy koncentracijos ivertinimas augaluose

Bendra flavonoidy koncentracija tiriamyjy augaly ekstraktuose buvo nustatytas naudojant aliuminio
chloridg kolorimetriniu metodu [86]. Flavonoidy koncentracijai nustatyti buvo suformuota
kalibraciné kreivé pagal kvarcetino tirpalg (3.20 pav.) ir iSvesta tiesiné lygtis (y = 0,0412x — 0,0067),
pagal kurig buvo apskaiCiuoti reikalingi dydziai, norint nustatyti flavonoidy koncentracija (mg/g)
tiriamuosiuose augaluose.
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3.20 pav. Kvarcetino kalibraciné kreiveé

Didziausia flavonoidy koncentracija nustatyta vaistinés medetkos in vivo ekstrakte — 262,14 mg/g.
Vaistinio kiecio kaliaus kultiiros BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l) ekstrakte (150,74 mg/g) Siy
junginiy koncentracija 26,22 mg/g didesné uz vaistinio kie¢io in vivo ekstrakte (124,52 mg/g).
Maziausia flavonoidy koncentracija nustatyta rausvaziedés eziuolés kaliaus kultaros BAP (3mg/l) +
IAR (0,5 mg/l) ekstrakte (70,48 mg/g), kuri buvo 18,2 mg/g maZesné uz rausvaziedés eziuolés in vivo
ekstrakte (88,68 mg/g). Tyrimo duomenys pateikti 3.21 paveiksle.
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3.21 pav. Flavonoidy koncentracija (mg/g) astriniy augaly in vivo ir in vitro ekstraktuose

54



3.6.6. Bendrosios fenoliniy rugsciy koncentracijos jvertinimas augalinéje Zaliavoje

Atlikus bendros fenoliniy rtigs¢iy koncentracijos pagal kavos riigstj tyrima (3.22 pav.), nustatyta, kad
didziausia koncentracija pasizyméjo vaistinio kieCio kaliaus kulttiros BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5
mg/l) ekstraktas — 5,02 %. Si koncentracija buvo beveik 3 kartus didesné uz vaistinio kie¢io in vivo
ekstrakte, kuri buvo 1,74 %. Vaistinés medetkos kaliaus kultiiros IAR (0,1 mg/l) + TDZ (0,5 mg/1)
(2,41 %) ir rausvaziedés eziuolés kaliaus kultiiros BAP (3 mg/l) + TAR (0,5 mg/l) (2,10 %) ekstraktai
pasizymejo panaSiomis bendrosiomis fenoliniy riigs¢iy koncentracijomis. Maziausia koncentracija
uzfiksuota rausvaziedés eziuolés in vivo ekstrakte — 1,03 %.
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3.22 pav. Bendroji fenoliniy rigs¢iy koncentracija pagal kavos ragstj (%) astriniy augaly in vivo ir in vitro
ekstraktuose

3.6.7. Baltymu koncentracijos jvertinimas augalinéje Zaliavoje

Zinoma, kad laisvuosius radikalus lastelése gali neutralizuoti jvairis fitocheminiai junginiai, tatiau
ta pacig funkcijg atlicka ir antioksidaciniai fermentai (superoksido dismutazé, katalazés ir
askorbatperoksidazés). Skirtingi antioksidaciniai baltymai turi skirtingus antioksidacinius
mechanizmus. Bradfordo metodo tyrimas — greitas ir gana jautrus metodas, kuris skirtas bendrai
baltymy koncentracijai nustatyti. Jis pagrjstas Bradfordo reagento absorbcijos maksimumo poslinkiu
nuo 465 iki 595 nm po to, kai jis prisijungia prie denatiiruoty baltymy tirpale [111]. Baltymy
koncentracija tiriamuosiuose augaly ekstraktuose jvertinta naudojant tris skirtingus ekstrahuojancius
buferinius tirpalus (glicing — HCI; (pH 2,6); 0,1 M natrio acetata (pH 4,0); 0,1 M Tris — HCI (pH
8,0)).

Y

3.23 pav. Tirpalo spalvos kitimas, priklausomai nuo baltymy koncentracijos tirpale
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Pagal gautus duomenis, didziausia bendra baltymy koncentracija, naudojant glicino — HCI buferinj
tirpala, kurio pH 2,6, pasizyméjo rausvaziedés eziuolés kaliaus kultiros BAP (3 mg/l) + TAR (0,5
mg/1) (2,10 %) ekstraktas — 0,44 mg/100 mg. Vaistinés medetkos kaliaus kulttiros (IAR (0,1 mg/l) +
TDZ (0,5 mg/l) ekstrakte buvo nustatyta labai panasi baltymy koncentracija (0,043 mg/100 mg).
Maziausia koncentracija uzfiksuota vaistinio kie¢io in vivo ekstrakte, kuri buvo 0,25 mg/100 mg.

Didziausia bendra baltymy koncentracija, naudojant natrio acetato buferinj tirpala, kurio pH 4,0,
nustatyta rausvaziedés eziuolés kaliaus kultiros BAP (3 mg/l) + IAR (0,5 mg/l) (2,10 %) ekstrakte —
0,41 mg/100 mg. Si koncentracija buvo 2 kartus didesné uZ vaistinio kie&io in vivo (0,16 mg/100 mg)
ir kaliaus kulttros in vitro (0,22 mg/100 mg) ekstraktuose nustatytas reik§mes. Vaistinés medetkos
in vivo ir in vitro ekstraktai pasizyméjo labai panasiomis baltymy koncentracijomis, kuriy vertés
atitinkamai buvo 0,37 mg/100 mg ir 0,35 mg/100 mg.

Rausvaziedés eziuolés kaliaus kultiros BAP (3 mg/1) + IAR (0,5 mg/1) (2,10 %) ir vaistinés medetkos
kaliaus kulttiros IAR (0,1 mg/1) + TDZ (0,5 mg/l) ekstraktuose nustatyta didziausia bendra baltymy
koncentracija, naudojant Tris — HCI buferinj tirpalg (pH 8,0), kuriy vertés atitinkamai buvo 0,53
mg/100 mg ir 0,51 mg/100 mg. Maziausia koncentracija uzfiksuota vaistinio kiecio in vivo ekstrakte,
kuri buvo 0,26 mg/100 mg.

Apibendrinant ir lyginant rezultatus, i§ tiriamyjy astriniy augaly, rausvaziedés eziuolés kaliaus
kultiros BAP (3 mg/l) + [AR (0,5 mg/l) (2,10 %) ekstrakte nustatytos didziausios baltymy
koncentracijos naudojant skirtingus ekstrahuojanéius buferinius tirpalus. Tris — HCI buferinis tirpalas,
kurio pH 8,0, yra tinkamiausias iSekstrahuoti baltymus i§ augalinés Zaliavos, nes visuose tirtuose
ekstraktuose baltymy koncentracija buvo didesné lyginant su kitais naudotais buferiniais tirpalais.
Tyrimo duomenys pateikti 3.24 paveiksle.
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3.24 pav. Baltymy koncentracija (mg/100 mg) astriniy augaly in vivo ir in vitro ekstraktuose

3.7. Augaly ekstrakty antibakterinio aktyvumo jvertinimas agaro difuziniu metodu

Antibakterinis aktyvumas jvertintas naudojant difuzijos 1 agara metoda, kuris yra pagristas
tirlamosios medziagos gebéjimu difunduoti mitybinéje terpéje. Antibakteriniam aktyvumui nustatyti,
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tirtos skirtingy struktiiry bakterijos — gramneigiama, Escherichia coli, ir viena gramteigiama, Bacillus
subtilis, siekiant jvertinti, ar skiriasi DMSO istrauky antibakterinis aktyvumas bakterijy atzvilgiu.
Tyrimas taip pat palygintas su antibiotiku — ciprofloksacinu.

Didziausiu antibakteriniu aktyvumu prie§ Escherichia coli pasizyméjo rausvaziedés eziuolés kaliaus
in vitro ekstraktas, kurio slopinimo zona — 19,67 mm. Sis aktyvumas buvo 7,84 mm didesnis nei
rausvaziedés eziuolés in vivo ekstrakto (11,83 mm). Labai panaSiu bakterijy augimo slopinimu
pasizyméjo vaistinio kie¢io in vivo ir in vitro ekstraktas, slopinimo vertés atitinkamai 18 mm ir 18,17
mm. Vaistinés medetkos in vitro (15,83 mm) ekstraktas pasizyméjo mazesnémis antibakterinémis
savybémis, lyginant su vaistinés medetkos in vivo ekstraktu (16,67 mm).

Didziausias antibakterinis aktyvumas prie$ Bacillus subtilis nustatytas vaistinés medetkos in vitro
ekstrakte (15,17 mm). Sis aktyvumas buvo 4,17 mm didesnis nei vaistinés medetkos in vivo ekstrakto
(11 mm). Vaistinio kiecio kaliaus kultiros BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l) ekstraktas (14,33 mm)
pasizyméjo geresnémis antibakterinémis savybémis uz in vivo ekstraktg (10,83 mm). Rausvaziedés
eziuolés kaliaus kultiros BAP (3 mg/l) + IAR (0,5 mg/l) ekstraktas neparodé jokio slopinamojo
poveikio Bacillus subtilis bakterijy augimui.
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3.25 pav. Antibakterinio aktyvumo jvertinimas astriniy augaly in vivo ir in vitro ekstraktuose

Apibendrinant ir lyginant rezultatus, ciprofloksacino antibiotikas pasizyméjo geresnémis
antibakterinémis savybémis uz tirty astriniy augaly in vivo ir in vitro ekstraktus. Tiriamyjy astriniy
augaly in vivo ir in vitro ekstraktai pasizyméjo geresniu antibakteriniu poveikiu prie§ gramneigiamag
Escherichia coli bakterija, lyginant su gramteigiama Bacillus subtilis. Jautrumo augaly ekstraktams
skirtumai tarp gramteigiamy ir gramneigiamy bakterijy susije su jy lasteliy pavirSiaus savybiy ir
struktiiry skirtumais.

3.8. Sidabro nanodaleliy sintezé i§ augaly ekstrakto ir juy savybiu jvertinimas

UV-Vis spektrofotometriné analizé yra patikrintas nanodaleliy analizés metodas. Sidabro nanodaleliy
biosintez¢ galima patvirtinti vizualiai stebint ir iSmatuojant pavir§iaus plazmoninio rezonanso (PPR)
juosta, naudojant absorbcijos spektrg [112].
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I tirlamuosius augaly ekstraktus jpylus vandeninio AgNOs tirpalo, tirpalo reakcijos spalva létai
pasikeité i§ geltonos spalvos ] tamsiai raudong, 0 tai rodo sidabro nanodaleliy susidaryma. Spalvos
pasikeitimas gali biiti priskiriamas pavir§iaus plazmoniniy virpesiy suzadinimui nanodalelése ir
sidabro jony redukcijai [113].
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3.26 pav. AgND, susintetinty i$ augaly ekstrakty, UV spektras 300—-700 nm bangos ilgiuose, po 0 min

Siekiant patvirtinti Zaliosios sintezés metu biosintetinty AgND susidarymg tirpale, Sviesos sugerties
matavimo dinamika registruota pradzioje ir po 24 val. 300—700 nm bangos ilgyje. Sidabro nanodaleliy
sintezés pradzioje uzraSytas UV spektras atskleidé, kad tiriamyjy astriniy augaly in vivo ir in vitro
ekstraktuose AgND nespéjo susiformuoti, todél 400—500 nm diapazone plazmono rezonanso smailés
pikas neuzfiksuotas (Zr. 3.26 pav.).
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3.27 pav. AgND, susintetinty i§ augaly ekstrakty, UV spektras 300700 nm bangos ilgiuose, po 24 val

Po 24 val. uzrasytas tiriamyjy astriniy augaly in vivo ir kaliaus in vitro UV spinduliy sugerties spektras
parodé stiprias absorbcijos smailes, kuriy pikas yra apie 450 nm, o tai rodo sidabro nanodaleliy
susidarymg (zr. 3.27 pav.). Si absorbcija yra artima absorbcijos smailéms, apie kurias pranesé
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mokslininkai, sinteting sidabro nanodaleles Zzaliosios sintezés metodu. I$ rausvaziedés eziuolés
ekstrakto susintetinty sidabro nanodaleliy absorbcijos pikas nustatytas 481 nm bangos ilgyje,
vaistinés medetkos ekstrakto — 410 nm bangos ilgyje, vaistinio kie¢io ekstrakto — 437 nm bangos
ilgyje [112][114][115]. Stiprios absorbcijos juostos atsiradimas spektriniame modelyje atsiranda dél
lokalizuoty pavirSiaus plazmony suzadinimo, sukelian¢iy stiprig Sviesos sklaidg elektriniu lauku
bangos ilgyje, kuriame vyksta rezonansas. PavirSiaus plazmony sugertis labai priklauso nuo daleliy
dydzio, dielektrinés terpés formos ir fitocheminiy medziagy, supanciy vandenyje issklaidytas AQND
[112]. Gautos placios absorbcijos smailés, esant dideliam bangos ilgiui, rodo, kad susintetintos
didelés arba agreguotos sidabro nanodalelés.

Daugiausia sidabro nanodaleliy buvo susintetinta i§ vaistinio kiecio in vitro ekstrakto (Siame rasto
darbe ankstesniuose tyrimuose nustatyta, kad vaistinio kie¢io kaliaus kultiira turi didele fenoliniy
junginiy koncentracijg). Tai parodo, kad yra koreliacija tarp fenoliniy junginiy koncentracijos ir
AgND sintezes.

3.8.1. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH metodu

Daugelis sidabro nanodaleliy, susintetinty i§ augaly ekstrakto, pasizymi antioksidaciniu aktyvumu.
Sidabro nanodaleliy biosintetinty 1§ augaly ekstrakty, antioksidacinis pajégumas daznai lyginamas su
paciu augalo ekstrakto aktyvumu. Nanodalelés, susidaranios zaliosios sintezés biidu, gali turéti
sustiprintg antioksidacinj aktyvuma, tai siejama su bioaktyviy ekstrakto junginiy absorbcija ant
nanodaleliy pavirSiaus. Uz nanomedziagy antioksidacinj aktyvumg atsakingi keli mechanizmai,
taciau AgND ar kity metaly nanodaleliy atveju vyrauja katalazés imitacinis mechanizmas. Remiantis
moksline literatiira, sidabro nanodalelés savo pavirSiuje gali suskaidyti vandenilio peroksidg j vanden;
ir deguonj. Tai yra pagrindin¢ priezastis, kod¢l dauguma biologiskai susintetinty AgND pasizymi
antioksidacinémis savybémis. Tyrimuose pastebéta, kad sidabro nanodaleliy antioksidacinis
aktyvumas priklauso nuo ekstrakto fitocheminés sudéties ir paprastai pageréja didé¢jant AgND
koncentracijai. Taciau kai kuriuose atliktuose tyrimuose nustatyta, kad sidabro nanodalelés,

susintetintos 1§ augaly, pasizymi mazesniu antioksidaciniu poveikiu, lyginant su augaly ekstraktu
[116].
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3.28 pav. DPPH slopinimo jvertinimas sidabro nanodaleliy, susintetinty i$ astriniy augaly in vivo ir in vitro ekstrakto
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Atlikus DPPH tyrima, i§ gauty rezultaty (3.28 pav.) matyti, kad didZiausiu antioksidaciniu aktyvumu
pasizyméjo MD-AgND in vitro ekstraktas — 31,76 %, $is aktyvumas buvo 15,38 % didesnis nei MD-
AgND in vivo ekstrakto (16,38 %). Maziausias aktyvumas nustatytas EZ-AgND in vivo ekstrakto,
kurio verté 13,88 %. Si verté buvo 8,29 % mazesné lyginant su EZ-AgND Kaliaus in vitro ekstraktu.
KT-AgND in vivo ir in vitro ekstraktai pasizyméjo panasiomis DPPHe radikalo slopinimo savybémis,
kuriy vertés atitinkamai 20,89 ir 23,18 %. Nors i§ gauty rezultaty matyti, kad susintetinty
biokonjugaty antioksidacinis aktyvumas yra mazesnis lyginant su augaly ekstraktais, taCiau jie
pasizyméjo Siomis savybémis. Taip pat nustatyta, kad geresniu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo
tiriamyjy augaly kaliaus kulttiros in vitro, lyginat su in vivo augaly ekstraktais.

3.8.2. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy jvertinimas

Pagal gautus rezultatus (3.29 pav.) matyti, kad didziausiomis redukcinémis savybémis pasizyméjo
sidabro nanodalelés, sintetintos i$ rausvaziedés eziuolés in vitro ekstrakto — 0,32 A, §is aktyvumas
buvo 15,7 % didesnis nei EZ-AgND in vivo ekstrakto (0,27 A). Maziausia §viesos sugertis buvo
nustatyta MD-AgND in vivo ekstrakte — 0,21 A. IS vaistinio kie¢io in vivo, rausvaziedés eziuolés in
Vivo ir vaistinés medetkos in vivo ekstrakty susintetinti biokunjugatai, pasizyméjo panaSiomis
redukcinémis savybémis. Kaip ir naudojant DPPH metoda, susintetinty biokonjugaty in vitro
ekstrakty antioksidacinis aktyvumas yra didesnis lyginant su augaly ekstraktais in Vvivo.
Ankstesniuose tyrimuose nustatyta, kad tiriamyjy astriniy kaliaus kulttry in vitro ekstraktai turi
didelg fenoliniy junginiy koncentracija. Tai patvirtina, kad sidabro nanodaleliy antioksidacinis
aktyvumas priklauso nuo ekstrakto fitocheminés sudéties, ypac fenoliniy junginiy.
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3.29 pav. Sidabro nanodaleliy, susintetinty i$ astriniy in vivo ir in vitro augaly ekstrakto, redukciniy savybiy
jvertinimas

3.8.3. Antibakterinio aktyvumo jvertinimas difuzijos i agara metodu

Pagal pateiktus tyrimo rezultatus matyti, kad didziausiu antibakteriniu aktyvumu prie$ Escherichia
coli pasizyméjo KT-AgND in vitro ekstraktas, kurio slopinimo zona — 22,80 mm, §is aktyvumas buvo
2 mm didesnis nei KT-AgND in vivo ekstrakto (20,83 mm). Maziausiu antibakteriniu aktyvumu
pasizyméjo MD-AgND in vivo ekstraktas (18,83 mm), jo slopinimo zona buvo mazesné 1 mm,
lyginant su MD-AgND in vitro ekstraktu (19,80 mm).
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Didziausias antibakterinis aktyvumas prie$ Bacillus subtilis nustatytas MD-AgND in vitro ekstrakte
(18,50 mm), Sis aktyvumas buvo 1,8 mm didesnis nei vaistinés medetkos in vivo ekstrakto (11 mm).
KT-AgND in vivo ekstraktas (15,33 mm) pasizyméjo maZiausiu antibakteriniu aktyvumu. EZ-AgND
in vivo ekstraktas pasizyméjo 1,5 mm didesnémis slopinimo vertémis (18,0 mm) lyginant su in vitro
ekstraktu (16,17 mm). Taciau biosusintetintos AgND stipriai pagerino rausvaziedés eziuolés kaliaus
kulttiros BAP (3 mg/l) + IAR (0,5 mg/l) ekstrakto antibakterinj aktyvuma, nes ankstesniuose
tyrimuose nustatyta, kad Sis ekstraktas neparodé jokio slopinamojo poveikio Bacillus subtilis
bakterijy augimui

Apibendrinant ir lyginant rezultatus, vandeninis AgNOs tirpalas, kuris naudotas kaip kontrolé,
pasizyméjo mazesniu antibakteriniu aktyvumu, lyginant su tiriamyjy astriniy augaly in vivo ir in vitro
sidabro nanodaleliy ekstraktais. Tai rodo, kad antibakterinis aktyvumas priklauso ne tik nuo sidabro
jony, bet ir biosintetinty AgND. Tiriamyjy astriniy augaly KT-AgND, EZ-AgND bei MD-AgND in
vivo ir in vitro ekstraktai pasizyméjo geresniu antibakteriniu poveikiu prie§ gramneigiamag
Escherichia coli bakterija, lyginant su gramteigiama Bacillus subtilis. Skirtingas sidabro nanodaleliy
antibakterinis poveikis gramneigiamoms ir gramteigiamoms bakterijoms parodo, kad sidabro
nanodaleliy jsisavinimas yra svarbus antibakteriniam poveikiui.
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4. Rekomendacijy dalis

Sidabro nanodaleliy gamybg rekomenduojama iSgauti i§ vaistinio kie¢io (Artemisia dracunculus L.)
kaliaus in vitro kultiry, uzauginty mitybinéje terpéje, papildytoje augimo hormonais.
Rekomenduojama principiné aparatiiriné schema, skirta sidabro nanodaleléms isskirti i§ vaistinio
kieCio in vitro kulttiry, pateikiama 4.1 paveiksle.

Pirmajame aparatiirinés schemos bioreaktoriuje (BR-1) uzauginami vaistinio kie¢io augalai, kurie
perkeliami j antrajj bioreaktoriy (BR-2), kuriame mitybiné MS terp¢ papildoma atitinkamais augimo
hormony deriniais. Uzaugintos vaistinio kieCio kaliaus kulttiros iScentriniu siurbliu (S-1)
praleidZiamos pro filtra (F-1) ir i8dZiovinamos dZiovinimo kameroje (D-1). Sausa biomasé
susmulkinama homogenizatoriuje (H-1) ir laikoma rezervuare (R-1). Sukaupus pakankamai
susmulkintos vaistinio kieCio kaliaus kultiros medziagos, iScentriniu siurbliu (S-2) tiekiama j
centrifugg (C-1). Nucentrifuguotas ekstraktas, iScentriniu siurbliu (S-3), tieckiamas ] rezervuarg su
maiSykle (RM-1). I ta patj rezervuarg su maiSykle (RM-1) patenka vandeninis AgNO3 tirpalas
rezervuaras, kuris buvo laikomas AgNOs tirpalo rezervuare (SR-1). | rezervuarg su maisykle (RM-1)
vandeninis AgNO3 tirpalas tickiamas iScentriniu siurbliu (S-4). Méginiai intensyviai maiSyti 25 °C
temperatiiroje, kol tirpalas nusidazé tamsiai raudona spalva ir nusédo sidabro nanodalelés. Toliau
tirpalas centrifuguotas centrifugoje (C-2). Nucentrifuguotos sidabro nanodalelés patenka |
dZiovinimo kamerg (D-2), kurioje yra iSdZiovinamas galutinis produktas — sidabro nanodalelés.
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4.1 pav. Sidabro nanodaleliy gamybos principiné aparattriné schema
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4.1 lentelé. Principingje aparaturingje schemoje pavaizduoti medziagy zyméjimai ir jy pavadinimai

Medziagy Zyméjimas

Medziagos pavadinimas

B-1 Biomaseé
M-1 MS terpe
M-2 Reikiami fitohormony ir elicitoriy deriniai
A-1, A-2, A-3 Atliekos
V-1, V-2 Vanduo
AG-1 Sidabro nitratas
PR-1 Produktas

4.2 lentelé. Principinés aparattirinés schemos prietaisy Zyméjimai ir pavadinimai

Prietaiso Zyméjimas Prietaiso pavadinimas
BR-1, BR-2 Bioreaktoriai
MA-1, MA-2 Maisytuvas

S-1, S-2, S-3, S-4, S-5 IScentriniai siurbliai

F-1 Filtras
D-1, D-2 Dziovinimo kamera
H-1 Homogenizatorius
R-1 Rezervuaras
C-1,C-2 Centrifuga
RM-1 Rezervuaras su maisykle
SR-1 AgNO:; tirpalo rezervuaras
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ISvados

. Ivertinus trimis skirtingais metodais tiriamyjy astriniy augaly in vivo ir kaliaus kulttiry in vitro
ekstrakty antioksidacinj aktyvumg, nustatyta, jog didesnémis antioksidacinémis savybémis
pasizyméjo tiriamyjy augaly in vitro ekstraktai. DidZiausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo
vaistinio Kiecio in vitro, auginto MS terpéje su BAP (2,5 mg/l) ir NAR (0,5 mg/l) augimo
hormonais, ekstraktas. Pagal DPPH metoda — 88,74 %, pagal redukciniy savybiy jvertinimg —
1,79 A, pagal FRAP metoda — 60,55 umol/l.

Tyrimo metu nustatyta, kad pasirinkti augimo reguliatoriai efektyviai padidino antioksidantiniy
fermenty aktyvuma kaliaus kulttrose in vitro. DidZiausiu superoksido dismutazés aktyvumu (0,46
vnt/mg) pasizyméjo vaistinés medetkos in vitro ekstraktas, didziausiu prolindehidrogenazés
(946,21 pumol NAD/mg) ir askorbatperoksidazes aktyvumu (0,39 mmol/mg) pasizyméjo vaistinio
kieCio in vitro ekstraktas, o didZiausias katalazés aktyvumas (210 vnt/mg) nustatytas rausvaziedés
eziuolés in vitro ekstrakte.

. Maziausia malondialdehido koncentracija nustatyta rausvaziedés eziuolés in vitro ekstrakte (0,12
pumol/g).

. Atlikti tyrimo rezultatai parodé biologiskai aktyviy junginiy kitimg tiriamyjy augaly in vivo ir in
vitro ekstraktuose:

e pasirinkty augimo reguliatoriy pridéjimas j mitybing terpe veiké neigiamai chlorofilo a
bei chlorofilo b ir karotinoidy koncentracijg tiriamyjy augaly kaliaus kultiirose in vitro.
Didziausia chlorofilo a (13,11 mg/100 mg) bei chlorofilo b (18,92 mg/100 mg) ir
karotinoidy (6,17 mg/100 mg) koncentracija nustatyta rausvaziedés eziuolés in vivo
ekstrakte. Taip pat nustatytos mazesnés antocianiny ir flavonoidy koncentracijos vaistinés
medetkos ir rausvaziedés eziuolés in vitro ekstraktuose, lyginant su in vivo ekstraktais.

e mitybinés terpés papildymas efektyviai padidino fenoliniy junginiy sinteze vaistinio
kiecio (44,2 %), rausvaziedés eziuolés (62,3 %) ir vaistinés medetkos (48,24 %) kaliaus
kulttrose in vitro. Taip pat padidino L-prolino, fenoliniy ragsciy ir baltymy sintez¢ bei
kaupima kaliaus kultiirose. Didziausia L-prolino (25,17 mmol/g) ir fenoliniy riigsciy (5,02
%) koncentracija — nustatyta vaistinio kie¢io in vitro ekstrakte. Didziausia baltymy
ekstrakcija koncentracija buvo gauta, kai ekstrakcijos pH buvo 8. DidZiausia koncentracija
pasizyméjo rausvaziedés eziuolés in vitro ekstraktas — 0,53 mg/100 mg.

. Nustatyta, kad pasirinkty augimo reguliatoriy pridéjimas | mitybing terpe pagerino tiriamyjy
augaly in vitro kultGry antibakterinj aktyvumg. Didziausiu antibakteriniu aktyvumu prie$
Escherichia coli pasizyméjo rausvaziedés eziuolés kaliaus in vitro ekstraktas (19, 67 mm), o pries$
Bacillus subtilis vaistinés medetkos in vitro ekstraktas (15,17 mm). Tiriamyjy astriniy augaly in
Vvivo ir in vitro ekstraktai pasizyméjo intensyvesniu antibakteriniu poveikiu prie§ gramneigiama
Escherichia coli bakterija, lyginant su gramteigiama Bacillus subtilis.

Sidabro nanodaleliy daugiausia buvo susintetinta i§ vaistinio kie¢io in vitro ekstrakto.
Didziausiomis antioksidacinémis savybémis pagal DPPH metoda (31,76 %) pasiZyméjo vaistinés
medetkos in vitro, o pagal redukciniy savybiy jvertinimg — rausvaziedés eziuolés (0,32 A) in vitro
koloidiniai tirpalai su sidabro nanodalelémis. Didziausiu antibakteriniu aktyvumu prie$
Escherichia coli pasizyméjo vaistinio kie¢io in vitro (22,80 mm), o pries Bacillus subtilis —
vaistinés medetkos in vitro (18,50 mm) koloidiniai tirpalai su sidabro nanodalelémis.
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