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Santrauka

Vaistiniai augalai yra vertingas biologiskai aktyviy junginiy Saltinis, plac¢iai naudojamas vaistuose,
maisto prieduose, kosmetikos priemonése bei nanodaleliy sintezéje. Antriniai metabolitai pasizymi
sudétinga chemine struktiira ir farmakologinémis savybémis. Kadangi Sie biologiSkai aktyvis
junginiai placiai naudojami daugelyje pramonés sektoriy, atsiranda poreikis didinti antriniy
metabolity gamyba. Siam tikslui taikomi biotechnologiniai audiniy kultiiry metodai, kurie leidzia
iSsaugoti augalus bei pagerinti metabolity biosintez¢ ir modifikuoti sintezés kelius. Tyrimo tikslas
buvo nustatyti ir palyginti vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry, auginty terpése su skirtingais
fitohormonais bei priedais, ir in vivo ekstraktuose susidariusiy fitocheminiy junginiy Kkitimus bei
biologinj aktyvuma.

Tyrimas buvo atlieckamas panaudojant vaistinés medetkos lapy, stieby ir Sakny kaliaus kultiras,
kurios buvo augintos MS terpése su skirtingais citokinais (0,5 mg/l BAP arba 0,5 mg/l TDZ) ir
auksinais (0,5 mg/l NAR arba 0,1 mg/l 1AR). Siekiant gauti didesnes fitocheminiy junginiy
koncentracijas bei stipresnj antioksidacinj ir antibakterinj poveikj, mitybinés terpés taip pat buvo
papildytos 10 mg/l ZnO ir 1,25 g/l L-fenilalanino bei L-triptofano priedais. Vaistinés medetkos
antioksidacinis aktyvumas buvo vertinamas DPPH, FRAP ir redukciniy savybiy nustatymo metodais.
Taip pat jvertintas ir antioksidaciniy fermenty aktyvumas medetkos kaliaus kulttry ekstraktuose.
Gautuose rezultatuose reik$mingas skirtingy fitohormony poveikis nenustatytas, tac¢iau 10 mg/l ZnO
ir 1,25 g/l aminoriig8¢iy priedai skatino didesnj kaliaus kultiry antioksidacinj poveikj ir
antioksidaciniy fermenty aktyvumg. Tyrimais nustatyta, kad kaliaus kultary, auginty su 0,5 mg/I
BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais, ekstraktuose gautos didesnés chlorofilo a ir b, karotinoidy,
antocianiny ir L-prolino koncentracijos. Kaliaus kultiiry, auginty terpése su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/1,
ekstraktuose nustatytos didesnés fenoliniy junginiy ir fenoliniy rugsciy koncentracijos. Taip pat
gauta, kad didesnj oksidacinj stresg patyré vaistinés medetkos kaliaus kultiiros, augintos su 0,5 mg/1
BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais. In vivo ekstraktuose gautos didesnés fenoliniy junginiy,
fenoliniy rugsciy, flavonoidy ir antocianiny koncentracijos bei askorbatperoksidazés aktyvumas,
lyginant su in vitro kaliaus kultiiry ekstraktais. Stipriomis antibakterinémis savybémis vaistinés
medetkos in vitro kaliaus kultiiry ir in vivo ekstraktai nepasizyméjo. DidZiausias slopinamasis
poveikis prie$ Escherichia coli bakterijas nustatytas lapy kaliaus kultiiry, auginty su 0,5 mg/l BAP ir
0,5 mg/l NAR fitohormonais, ekstrakte (0,107+0,008 cm).
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Summary

Medicinal plants are a valuable source of biologically active compounds that are widely used in
pharmaceuticals, food additives, cosmetics, and nanoparticle synthesis. Secondary metabolites have
complex chemical structures and pharmacological properties. The widespread use of these
biologically active compounds in many industrial sectors creates a need for increased production of
secondary metabolites. Biotechnological tissue culture techniques are used to preserve plants and
improve metabolite biosynthesis and modify synthesis pathways. The aim of the study was to
determine and compare the variation and biological activity of phytochemical compounds produced
in in vitro callus cultures of Calendula grown in media with different phytohormones and additives
and in vivo extracts.

The study was carried out using cultures of marigold leaf, stem and root callus grown in MS media
supplemented with different cytokinins (0.5 mg/l BAP or 0.5 mg/l TDZ) and auxins (0.5 mg/l NAA
or 0.1 mg/l 1AA). To obtain higher concentrations of phytochemical compounds and stronger
antioxidant and antibacterial effects, the nutrient media were also supplemented with 10 mg/l ZnO
and 1.25 g/l L-phenylalanine and L-tryptophan. The antioxidant activity of Calendula was evaluated
by DPPH, FRAP and reducing power assays. The antioxidant enzyme activity of Calendula callus
culture extracts was also evaluated. No significant effect of the different phytohormones was detected,
but the addition of 10 mg/l ZnO and 1.25 g/l amino acids promoted a higher antioxidant effect and
antioxidant enzyme activity of Calendula cultures. Studies have shown that higher concentrations of
chlorophyll a and b, carotenoids, anthocyanins, and L-proline were obtained in the extracts of callus
cultures grown with 0.5 mg/l BAP and 0.5 mg/l NAA phytohormones. Higher concentrations of
phenolic compounds and phenolic acids were detected in the extracts of callus cultures grown on
media containing 0.1 mg/l IAA and 0.5 mg/l TDZ. It was also found that calamus cultures grown
with 0.5 mg/l BAP and 0.5 mg/l NAA phytohormones were subjected to higher oxidative stress. In
vivo extracts showed higher concentrations of phenolic compounds, phenolic acids, flavonoids and
anthocyanins, as well as ascorbate peroxidase activity, compared to in vitro callus culture extracts.
The highest inhibitory effect against Escherichia coli was found in the extract of leaf callus cultures
grown with 0.5 mg/l BAP and 0.5 mg/l NAA phytohormones (0.107+0.008 cm).



Turinys

Lentelig SATASAS ........ocoiiiiie e 8
PaVeiKSIU SAIASAS ......ocviiiiiiiieiice bbb ae s 9
Santrumpy ir terminu SATASAS .........ccoiviiririiiieee e 11
TVAAAS ... b e bR e b et re s 12
1. Literatliros APZVAIGa ...........c.coooiiiiiiie e 13
1.1. Astriniy Seimos augaly charakteristika. ... 13
1.1.1. Vaistinés medetkos (lot. Calendula officinalis L.) charakteristika ............ccccoovvvviienieiieiinennnnn, 13
1.2. Bioaktyviyjy metabolity apibiidinimas vaistinés medetkos ekstraktuose. ..........c.ccoeererirercnnenn 14
1.2 0 ANEIOKSIOANTAI ...ttt 14
A = aTo LY T F- U [V T Vo 1 T 15
1.2.3 KAIOINOTOAT ..ttt 16
1.3. Augaliniy ekstrakty gavimo blidai .........cccovriiiiiiiiiiiiic 17
1.4. Vaistinés medetkos kaliaus kultiiros in vitro augaly biotechnologijoje. .......c.ccoevvvvrierienienerennnnn. 19
1.4 1. FIEONOIMONGL . ..ottt 20
1.5. Vaistinés medetkos kaliaus kultiiry in vitro ekstrakty biologinis aktyvumas. .........ccccceevrerennenn. 21
1.6. Vaistinés medetkos panaudojimo galimybeEs .........coeiviiriiiiiiiiic 22
1.7. Literatiiros apZvalgos apibendriniMas .........cueiiieeriirieesienieseesie e sie e sie e e sseseessesseessesseessessenss 23
2. MedZiagos ir tyrimo metodai...............c.oooiiiiiiiiiiiii s 24
P8 I Y/ 4144 To T o] =] £ TSRS 24
P I/ 14O Lo o I =T To < o LR 24
2.3. Tyrimams naudota APArAtlra..........cccovereeeeeerieieeesesre e nn s 24
2.4, Augaly SEKIY StEITIINMIMAS ....eviiiieiiiiiesiiiie ettt bbb re e be e e nreenees 24
2.4.1. Vaistinés medetkos s€kly Sterilinimas ..........cccceviiiiiiiniic s 24
2.5. Augimo reguliatoriy PATrUOSIIMAS. .....ccvevereieieieieri ettt b bbb bbb nnenne e e 24
2.6. Vaistinés medetkos antioksidacinio aktyvumo nUStatymas ........c.ccoceererereneneneneneseseseseneenes 25
2.6.1. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas DPPH mMetodu ..........ccccocviiiiiiiie i 25
2.6.2. Redukciniy Savybig NUSTALYMAS ....c..ooveveieiiieeecie e 25
2.6.3. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas FRAP MEtOdU ..........cccovrirneiiniinneceeeseeeee 26
2.7. Vaistinés medetkos antioksidaciniy fermenty aktyvumo Jvertinimas ..........cocceevererencnencnennes 26
2.7.1. Superoksido dismutazés akKtyVUmMO NUSEALYMAS ........cvrviveriririeirinieiniee e 26
2.7.2. Askorbatperoksidazés aktyvumo NUSLALYMAS .......ooveviiiiiniiiinirein s 27
2.7.3.Katalazeés akty VUumo NUSLALYINAS. ......veeveriieiesiieiesiiesie ettt st ee st b sbe e sbe e sbesseesbesneas 28
2.7.4.Prolindehidrogenazés aktyviumo NUSLAtYMAS. .......oiveiiriiiirriiisiiein s 28
2.8. Fenoliniy junginiy JVETINIIMIAS .......cverveererieriesieeiesseestessessiessssssesssessessssssesssessesssessesssessesssessesssesnses 28
2.8.1.Bendras fenoliniy junginiy kiekybinis jvertinimas Folin-Ciocalteu‘o metodu ..........ccccceenenee. 28
2.8.2.Bendrosios fenoliniy rugsciy koncentracijos NUSTALYMAS .....ccccvrveerririeinieiisenieinesreesiesesesnens 29
2.9. Flavonoidy Koncentracijos NMUSTALYMAS .......cciviiveiieiieriisieniesie e siessiesreessesseesseseessesssessessssssesnnes 30
2.9.1.Bendrosios antocianiny koncentracijos NUStAtYMAS .........ccurveviririeirinieieneise e 30
2.10. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentraCijos NUSAtYMAS .......ccccevverereienese e 31
2.11. L-Proling NUSEALYIMAS ........ueuiiiieieirieieisie sttt ettt sttt 31
2.12. Malondialdehido (MDA) koncentraCijos NUSEALYMAS........cceovveriieieiiene e ens 32
2.13. ANtiDaKterinis @KEYVUMAS .........ciiiieiiiieicie bbb 32
3. Tyrimy rezultatai ir ju aptarimas ... 34
3.1. Vaistinés medetkos antioksidacinio aktyvumo JVErtinimas ..........ccoceeererenreneneneneneseseseseennes 34
3.1.1. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH metodu ..........ccoccoviiniiiiniininnine e 34
3.1.2. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas redukciniy savybiy nustatymo metodu ..........ccceenene. 35
3.1.3. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas FRAP metodu ..........c.ccooviiiiiiincceeee 36



3.1.4. Antioksidacinio aktyvumo tyrimy apibendrinimas .........c.ccceveerverenrieseesiesieesiesiesseseesresessseenes 37

3.2. Vaistinés medetkos antioksidaciniy fermenty aktyvumo JVertinimas ........c.ccoeerveeresieesesiveseenns 38
3.2.1. Superoksido dismutazés (SOD) aktyvumo JVErtinimas ..........covrerenininenenenesesesesesesnenes 38
3.2.2. Askorbatperoksidazés akty Vumo JVEITINIMAS .......veiveiieiiiiiiniisieseesieseesie e sieses e seesseessesseeses 39
3.2.3. Katalazeés akty vumo JVETTINIMAS.......ccccoveverriiiirieiieiresese s 39
3.2.4. Prolindehidrogenazeés akty Vumo JVETTINIMAS. .......ccverververierierierieneesiesie st 40
3.2.5. Antioksidaciniy fermenty aktyvumo jvertinimo apibendrinimas...........ccocoovreninnnninenenne 41
3.3. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos IVEIrtinimas .........ccoeeererereneresesesesesesesieseeenes 41
3.3.1. Bendrosios fenoliniy rigsciy koncentracijos JVErtinimas .........c.ccveererrerenrenenesenesesesessesnennes 42
3.4. Flavonoidy koncentracijos IVEITINIMAS. .......ccueruerveruereereesiesiestesiesiesieseesiessesiessesse e ssessessessessesseseesnas 43
3.4.1. Bendrosios antocianing Koncentracijos JVETtINIMAS .........ccervereruerierieseresesiesiesiesiesie e seeseeseeenes 44
3.5. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos jVertinimas ..........ccocovererrerenniereniseneseseneseenens 45
3.6. L-Prolino koncentracijos JVEITINIMAS. ......c.cirveiiriiiirieisisise s 48
3.7. Malondialdehido (MDA) koncentacijos JVETtINIMAS .........veevervirresieeieesieesieseesieseesseseessesesssesses 48
3.8. Antibakterinio aktyVumo JVEItINIMAS ........cerveirreiiirieinie et 49
4. Rekomendacijuy daliS............ccoooiiiiiiiiii 51
ISVAOS ... s 53
Literatiiros SATASAS.........cccooiiiiiie s 54
PIIBOAT ... 60
1 priedas. MS maitinamosios terpes PArUOSINAS .......covverrerreirininineie s 60
2 priedas. MS maitinamosios terpés paruosSimui reikalingi reagentai .......ccocceverieeieniesiesiiesieeseseens 60
3 priedas. Vaistinés medetkos (lot. Calendula officinalis L.) kaliaus kulttiros in Vitro...................... 60



Lenteliy saraSas

2.1 lentelé. Tyrimams Naudota aPATATTA .....veiverveieerieieeriesee st s sre e sbesaesbeeeesreenees 24
2.2 lentelé. Vaistinés medetkoS in Vitro kultivavimo terpeés .......ccvvivviiiiieiiinienese e 24
2.3 lentelé. LB maitinamosios terpés paruosimui reikalingi reagentai .........c.ccoovvevennnnnincnenne 32
3.1 lentelé. Vaistinés medetkos in vivo ir in vitro kaliaus kultliry antibakterinis aktyvumas prie$
ESCherichia COli DAKIEITJAS..........ciiieiieces bbb 49
4.1 lentelé. Technologingje schemoje nurodyty daliy sarasas ........c.cccverrninnnnininnneseeesenes 52



Paveiksly sgrasas

1.1 pav. Vaistiné medetka (lot. Calendula officinalis L.) ......cccccocvvviiiiiiiiiiiiiecsee e 13
1.2 pav. Antioksidanty klasifikacija [16] .....ccccceviiiiiiiiiniiiiiiieie e 15
1.3 pav. Pagrindiné flavonoidy cheming struktlira [23] ......ccccoviiiinininnse e 15
1.4 pav. Pagrindiniy fenoliniy rigs$¢iy chemings struktiros [26] ......ccccovvviiinininncnineneceeeenes 16
1.5 pav. Pagrindiniy karotinoidy chemings struktliros [31] ..o 17
1.6 pav. Vaistinés medetkos biologinis aktyvumas [49] ........ccccoriiiinnnn e 21
2.1 pav. DPPH radikalo suriSimo reakcija [62] ......cccovverrerererieiinesesenesresesesre s 25
2.2 pav. Gelezies sulfato kalibracing KIrelVe.........coovvviiiiiiiine s 26
2.3 pav. Albumino KalibraCing KI€IVeE .........ccoerveiiiiiiiiiicceree s 27
2.4 pav. Tanino rigsties kalibracing Kreive ... 29
2.5 pav. Kvercetino Kalibracing KI€IVE.........cuiviiiiiiiiiiiiiiiis et 30
2.6 pav. L-Prolino Kalibracing KI€IVE ........c.cccuiirriiiieiiiii ittt 31
3.1 pav. DPPH radikalo slopinimas vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry ir in vivo ekstraktuose
.................................................................................................................................................................. 34
3.2 pav. Redukciniy savybiy jvertinimas vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttry ir in vivo
BKSTTAKLUOSE ... 35
3.3 pav. Antioksidacinis aktyvumas vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry ir in vivo ekstraktuose
.................................................................................................................................................................. 36
3.4 pav. Superoksido dizmutazés aktyvumas vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry ir in vivo
BKSITAKLUOSE ...t R ettt 38
3.5 pav. Askorbatperoksidazés aktyvumas vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttiry ir in vivo
BKSITAKTUOSE ...t R bttt 39

3.6 pav. Katalazés aktyvumas vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry ir in vivo ekstraktuose... 40
3.7 pav. Prolindehidrogenazés aktyvumas vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry ir in vivo

BSTTAKIUDSE ...ttt bbb e bbb bt e bbbt bbb 40
3.8 pav. Bendroji fenoliniy junginiy koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultary ir in
VIVO BKSITAKTUOSE ...ttt bbb bbbttt bbbt 42
3.9 pav. Fenoliniy riig§¢iy koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiry ir in vivo
BKSITAKIUOSE ...t 43
3.10 pav. Flavonoidy koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry ir in vivo ekstraktuose
.................................................................................................................................................................. 44
3.11 pav. Antocianiny koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttiry ir in vivo ekstraktuose
.................................................................................................................................................................. 45
3.12 pav. Chlorofilo a koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttiry ir in vivo ekstraktuose
.................................................................................................................................................................. 46
3.13 pav. Chlorofilo b koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttiry ir in vivo ekstraktuose
.................................................................................................................................................................. 46
3.14 pav. Karotinoidy koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttiry ir in vivo ekstraktuose
.................................................................................................................................................................. 47
3.15 pav. L-Prolino koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry ir in vivo ekstraktuose
.................................................................................................................................................................. 48
3.16 pav. MDA koncentracija koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttiry ir in vivo
BKSITAKLUOSE ... s 49

3.17 pav. Vaistinés medetkos kaliaus kultiiry antibakterinis aktyvumas (A — ciprofloksacinas, B —
9



visas augalas 0,1 mg/l AR, 0,5 mg/l TDZ, 1,25 g/l L-fenilalaninas, C — stiebai 0,1 mg/l IAR, 0,5 mg/I
TDZ, D —lapai 0,5 Mg/l BAP, 0,5 MG/ NAR) ...coooiiiiice et 50

4.1 pav. Aparatiiriné schema fenolinéms riig§tims gauti i$ vaistinés medetkos (lot. Calendula
officinalis L.) kaliaus kulttry

10



Santrumpy ir terminy sarasas
BAP — 6-benzilaminopurinas;
NAR — 1-naftilacto ruigstis;
TDZ — 1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il)uréja;
IAR — 3-indolilacto rtgstis;
DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo radikalas;
FRAP — gelezies redukcijos antioksidaciné galia;
SOD - superoksido dismutazeé;
MDA — malondialdehidas;
DMSO — dimetilsulfoksidas;
EDTA — etilendiamintetraacto rugstis;
NAD - B-nikotinamido adenino dinukleotidas;
LB — Luria Bertani terpé;

MS — Murashige Skoog terpé;
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Ivadas

Augalai yra vertingas vaistiniy medziagy S$altinis, atliekantis gyvybiskai svarby vaidmenj siekiant
sumazinti bendras pasaulines sveikatos problemas. Pasaulio sveikatos organizacijos (WHO)
duomenimis, daugiau nei 80 % pasaulio gyventojy naudojasi tradicine liaudies medicina, kurios
didZigja dalj sudaro augalinés kilmés vaistai. Augalai kaupia daugybe biologiskai aktyviyjy
medziagy, kurios yra labai vertingos ir placiai naudojamos ne tik vaisty, bet ir maisto, ir kosmetikos
pramonéje bei turi panaudojimo perspektyvas metabolizmo inzinerijoje, optimizuojant genetinius ir
reguliavimo procesus lastelése [1]. Sias bioaktyvias medziagas sudaro augaluose biosintetinami
pirminiai ir antriniai metabolitai. Pirminiai metabolitai yra tarpiniai medziagy apykaitos produktali,
kurie yra butini augalo vystymuisi ir augimui bei dalyvauja svarbiuose medziagy apykaitos
procesuose, tokiuose kaip kvépavimas ir fotosintezé [1, 2]. Antriniai metabolitai yra pirminiy
metabolity dariniai, jy vykdomi procesai néra tiesiogiai susije¢ su augaly vystymusi ir augimu, todeél
ju sintetinama nedideliais kiekiais. Jie taip pat atlieka svarbias funkcijas, padeda prisitaikyti prie
aplinkos salygy ir apsaugo augalus nuo aplinkos veiksniy [2, 3]. Antriniai metabolitai naudojami kaip
agrochemikalai, vaistai, skonio ir kvapo medziagos, maisto priedai ir pesticidai.

Sparciai pleciantis farmacijos pramonés Sakoms, priklausanioms nuo vaistiniuose augaluose
biosintetinamy antriniy metabolity, kartu did¢ja ir Siy augaly poreikis. D¢l itin sudétingos
biomolekulinés struktiiros Siy organiniy junginiy sintez¢ taikant cheminius ir jprastinius metodus yra
sudétingas ir brangus procesas. Todél in vitro metodas augaly antriniy metabolity gamybai yra
perspektyvus ir tvarus biidas patenkinti didéjancius rinkos poreikius. Be to, augaly kaliaus kultiiry in
vitro metodas yra veiksmingas ir geriausia alternatyva fitofarmacijos pramonei, ypa¢ biologiskai
aktyviy junginiy tyrimuose ir gamybos bei genetikos tobulinimo srityse [4].

Astriniai (lot. Asteraceae) yra didziausia pasaulyje Zydin¢iy augaly Seima, pasiZyminti placia juose
sintetinamy bioaktyviyjy metabolity jvairove [5]. Astriniy Seimai priklausanti vaistiné medetka (lot.
Calendula officinalis L.) pasizymi antibakteriniu, antivirusiniu, prieSuzdegiminiu, prie§véziniu ir
antioksidaciniu poveikiu bei gali bati panaudojama antriniy metabolity gamybai kaliaus kultiirose in
vitro [6].

Darbo tikslas - jvertinti bei palyginti kiekybinius fitocheminiy junginiy kitimus, biologinj aktyvuma
vaistinés medetkos (lot. Calendula officinalis L.) kaliaus kultary in vitro ir in vivo ekstraktuose.

Darbo uzdaviniai:

1. paruosti maitinamgsias terpes su skirtingais fitohormonais bei priedais (cinko oksidu, L-
fenilalaninu ir L-triptofanu) ir suformuoti medetkos kaliaus kulttiras in vitro steriliomis
saglygomis;

2. nustatyti ir palyginti medetkos kaliaus kultdiry in vitro ir in vivo ekstrakty antioksidacinj
aktyvuma, taikant DPPH, FRAP, redukciniy savybiy metodus;

3. nustatyti medetkos kaliaus kulttiry in vitro ir in vivo ekstrakty superoksido dismutazés,
katalazés, askorbatperoksidazés ir prolindehidrogenazés aktyvuma;

4. nustatyti fenoliniy junginiy, fenoliniy rig$¢iy koncentracijas medetkos kaliaus kulttiry in
vitro ir in vivo ekstraktuose;

5. nustatyti chlorofilo a ir b, karotinoidy, flavonoidy, antocianiny, L-prolino ir MDA
koncentracijas medetkos kaliaus kulttiry in vitro ir in vivo ekstraktuose;

6. nustatyti antibakterinj aktyvuma medetkos kaliaus kultrose in vitro.

12



1. Literaturos apzvalga
1.1. Astriniy Seimos augaly charakteristika

Astriniy (lot. Asteraceae) Seima yra viena didziausiy zydin¢iy augaly Seimy, kuriai priklauso daugiau
kaip 1600 genciy ir 25 000 risiy visame pasaulyje. Jai priklauso nemazai gerai zinomy augaly rasiy:
cikorija, saulégraza, s¢jamoji salota, gludas, jurginas ir margainis, taip pat nemazai medicininés
reikSmés augaly, pavyzdziui pelynas, ramunélé, kiaulpiené ir medetka [7]. Astriniy Seimos augalai
yra placiai paplite visuose pasaulio Zemynuose, iSskyrus Antarktida. Jie randami miskuose,
aukstikalniy pievose ir net zaliosiose miesty zonose, taciau atograzy zonose $iy augaly paplitimas yra
kur kas retesnis. Astriniai taip pat pasizZymi jvairia augaly morfologija. Kai kurios augaly rasys yra
medziai, siekiantys daugiau kaip 30 m. Daugelis kity Sios augaly Seimos rai$iy yra krimai bei
daugiametés arba vienmetés zolés. Patys maziausi pavyzdziai yra Mnioides genties augalai, randami
Peru Anduose [8].

Daugelis Astriniy riiSiy pasizymi jvairiu farmakologiniu poveikiu, kuris siejamas su jose esanciais
fitocheminiais junginiais, jskaitant eterinius aliejus, lignanus, saponinus, polifenolinius junginius,
fenolines riigitis, sterolius ir polisacharidus. Sie fenoliniai ir antioksidaciniai junginiai turi biologinj
aktyvumag ir padidina augaly bei juos vartojanc¢iy organizmy atsparumg stresinéms sglygoms [8, 9]

1.1.1. Vaistinés medetkos (lot. Calendula officinalis L.) charakteristika

Vaistiné medetka (Calendula officinalis L.) — tikstantme¢ius naudotas, gerai zZinomas gydomasis
augalas, priklausantis astriniy (Asteraceae) Seimai. Vaistinés medetkos zydéjimo periodas yra
trumpas, Europoje jos zydi nuo birzelio iki rugsé¢jo ménesio. Medetkos gali uzaugti iki 30—70 cm.
ISskirtiniai augalo iSvaizdos bruozai yra heterofilija (vieno individo apatiniai lapai yra kiausiniski, o
virSutiniai - lancetiski) ir krepselio tipo ziedynas, sudarytas i§ dviejy tipy ziedy (vadinamieji liguisti
ziedai iSorin¢je ziedyno pus¢je ir vamzdiski ziedai vidinéje Ziedyno pusé¢je). Paprastai ziedynai biina
geltonai oranziniai, bet taip pat aptinkamos medetky veislés su $viesiai geltonais ir tamsiai oranZiniais
ziedais. Svarbu tai, kad visos augalo dalys yra padengtos daugialgsciais liaukiniais plaukeliais, i$
kuriy gaminamas eterinis aliejus [10, 11].

1.1 pav. Vaistiné medetka (lot. Calendula officinalis L.)
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Vaistiné medetka (Calendula officinalis L.) auginama saulétose vietovése ir jvairiose dirvose.
Natiiraliy medetky augimvieéiy Europoje yra Vidurzemio jiiros regione ir artimuosiuose rytuose.
Siuo metu tai placiai paplites ir vertinamas augalas, auginamas ir kitose Europos dalyse (Balkanuose,
Ryty Europoje ir Vokietijoje) bei Siaurés Amerikoje [12, 13].

1.2. Bioaktyviyjy metabolity apibiidinimas vaistinés medetkos ekstraktuose.

Fitocheminiais tyrimais nustatyta, kad vaistinéje medetkoje yra keliy klasiy cheminiy junginiy.
Medetkos ekstrakto cheminéje sudétyje rasta terpenoidy, chinony, kumariny, flavonoidy, eterinio
aliejaus, karotinoidy ir aminoriigdéiy. Oranzinés Calendula officinalis rasys turi daugiau
angliavandeniliy, o geltonosios — daugiausia deguoniniy dariniy. Pazangiis analitiniai ir fitocheminiai
metodai, taikomi jvairioms augaly dalims, patvirtina, kad juose yra jvairiy cheminiy komponenty,
tokiy kaip izorhamnetinas, rutinas, kvercetinas ir gliukozidas, kurie taip pat naudojami maisto ir
kosmetikos pramonéje [12].

1.2.1. Antioksidantai

Antioksidantai — tai junginiy grupés, neutralizuojancios lgsteléje esancius laisvuosius radikalus ir
reaktyviasias deguonies formas. Antioksidantai apsaugo organizma nuo laisvyjy radikaly Zalos. Sie
radikalai gali sukelti grandinines reakcijas, o kai grandininés reakcijos jvyksta Igstel¢je, jos gali
pazeisti lastele arba sukelti jos zatj. Antioksidantai stabdo Sias grandinines reakcijas, pasalindami
laisvyjy radikaly tarpinius produktus ir slopindami kitas oksidacines reakcijas. Taigi, augalinés
kilmés antioksidanty vartojimas padeda iSvengti degeneraciniy ligy, kurias sukelia oksidacinis
stresas, tokiy kaip vézys, Parkinsono liga, Alzheimerio liga ar aterosklerozé [14, 15].

Antioksidantus galima suskirstyti | dvi pagrindines grupes: sintetinius ir natiiralius. Naturaltis
antioksidantai paprastai gaunami i§ augaliniy Saltiniy, o jy aktyvumas skiriasi priklausomai nuo
augaly rasies, jvairovés, ekstrakcijos ir apdorojimo metody bei auginimo salygy. Jy randama
mikroorganizmuose, kai kuriy gyviiny audiniuose ir beveik visuose augaluose [16].

Antioksidantai klasifikuojami pagal jvairius poZymius, jie gali buti skirstomi j endogeninius ir
egzogeninius pagal jy Saltinius, ] tirpius vandenyje ar lipiduose pagal jy tirpuma bei j fermentinius ir
nefermentinius pagal jy poveikj [16].

e Fermentiniai antioksidantai. Fermentiniai antioksidantai veikia skaidydami ir Salindami
laisvuosius radikalus. Sie antioksidaciniai fermentai Salina pavojingus oksidacinius
produktus, paversdami juos vandenilio peroksidu ir vandeniu.

e Nefermentiniai antioksidantai. Nefermentiniai antioksidantai stabdo laisvyjy radikaly
grandinines reakcijas. Pavyzdziui, vitaminas E stabdo laisvyjy radikaly granding jau po
penkiy reakcijy [17].
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(_ Antioksidantai )

|
Pirminiai fermentai: Antriniai fermentai: Kofaktoriai Vitaminiai irjq dariniai
X . . . . - Kofermentas Q10 A (Ratinolis),
Supercksido dismutaze, Gliutationo reduktazé, C (Askorbo ragatis)
Katalaze, Gliutationo Gliukozés-6-fosfafo Mineralai E (Tokoferolis ir Tokotrienolis)
periksodazé dehidrogenaze Cinkas, Selenas
( Karotenoidai
Organiniai B-karotenas, Likopenas,
' Flavanoidai ] seros junginiai Livteinas
Alilmetilsulfidas,
Indolai zoto ne baltymai
Azot bal i
Flavonoliai Flavanoliai Antocianidinai éflu.“g'“!a!f.
Kvercetinas Katechinas Cianidinas apimo rugstis
Kempferolis  Pelagonidinas  Pelargonidinas
L. . . Fenolinés riigstys
Izoflavonoidai Flavanonai Flavonai gsty
Genistainas Hesperidinas Chrisinas + ] *

Hidroksicinaminés riigétys Hidroksibenzoinés rigstys
Ferulo ragstis, p-kumaro Galo ragstis, Elago ragstis
rigstis

1.2 pav. Antioksidanty klasifikacija [16]

1.2.2. Fenoliniai junginiai

Fenoliniai junginiai yra antriniai metabolitai, kuriy pagrindiniai sintezés pirmtakai yra fenilalaninas
ir malonil-CoA, susidarantys atitinkamai Sikimato kelyje ir Krebso cikle [18, 19]. Fenoliniai junginiai
augaluose sintetinami kaip atsakas j ekologinj ir fiziologinj stresa, pavyzdziui, patogeny ir vabzdziy
atakas, UV spinduliuvote ir suzeidimus [20]. Pagrindiné fenoliniy junginiy struktiiriné ypatybé yra
aromatinis ziedas su viena ar daugiau hidroksilo grupiy. Augaly fenoliniai junginiai pagal fenolio
grupiy skai¢iy molekuléje skirstomi j paprastus fenolius arba polifenolius [21].

Flavonoidai. Flavonoidai yra vieni i$ labiausiai paplitusiy fenoliniy junginiy, kurie placiai paplite
augaly audiniuose ir kartu su karotinoidais ir chlorofilais daZznai lemia mélyna, violeting, geltona,
oranzing ir raudong spalvas augaluose. Flavonoidy Seimai priklauso flavonai, flavonoliai,
izoflavonoliai, antocianinai, antocianidinai, proantocianidinai ir katechinai. Visi flavonoidai yra kile
1§ aromatiniy aminortigsciy, fenilalanino ir tirozino, ir yra trijy ziedy struktiiros. Flavonoidy
struktiiros skirtumai atsiranda ir priklauso nuo hidroksilinimo, prenilinimo, Sarminimo ir
glikozilinimo reakcijy, keic¢ian¢iy pagrinding molekule, masto ir pobudzio [20, 22].

O+

1.3 pav. Pagrindiné flavonoidy cheminé struktiira [23]

Fenolinés riigstys. Fenolinés rigstys yra viena i§ kity pagrindiniy augaly karalystés fenoliniy
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medziagy klasiy, jos biina esteriy, glikozidy arba amidy pavidalu, taciau retai biina laisvos formos.
Fenolinés rugstys skiriasi pagal hidroksilo grupiy skai€iy ir vieta aromatiniame Ziede. Fenolinés
ragstys turi dvi pirmines struktiiras: hidroksicinamono ir hidroksibenzoing riigstj. Hidroksicinamono
rugsties dariniai yra ferulo, kavos, p-kumaro ir cinamono rigstys, o hidroksibenzoinés riigsties
dariniai — galo, vanilino, siringo ir protokatecho ragstys [24, 25].

Hidroksicinaminés rligstys

0 OH O OH © OH o) OH
Hidroksibenzoinés rigstys
o o}
OH OH / / / /
HO HO OH OH OCH,
OH OH OH OH OH

Protokatecho rigstis Galo rigétis  Cinamono rigstis  p-kumaro riigétis  Kavos rigstis Ferulo ragétis

1.4 pav. Pagrindiniy fenoliniy rigs¢iy cheminés struktiiros [26]
1.2.3. Karotinoidai

Karotinoidai yra gyvybiskai svarbiy izoprenoidy metabolity grupé. Tai vieni i§ dazniausiai paplitusiy
nattraliy pigmenty pasaulyje, kuriy iki Siol aprasyta daugiau nei 600 skirtingy junginiy. Augaluose
karotinoidai yra biitini fotosintezei ir fotoprotekcijai. Jie atliecka svarby vaidmenj kaip Sviesa
surenkantys pigmentai ir fotosistemy strukttriniai komponentai. Be to, karotinoidy dariniai gali veikti
kaip augimo reguliatoriai arba kaip signalinés molekulés, reaguojancios | aplinkos ir vystymosi
poky¢ius. Karotinoidy sankaupos augaly zieduose, vaisiuose ir Saknyse nulemia jy ryskia oranzing,
geltong ar raudong spalvas bei turi didele ekologing ir agronoming verte. Karotinoidai yra sintetinami
tik augaluose, bakterijose, grybuose ir dumbliuose, o gyviinai $iuos metabolitus pasisavina kartu su
maistu [27, 28].

Karotinoidai ne tik atlicka svarby vaidmenj augaluose, bet taip pat yra biitini Zmoniy mitybai ir
sveikatai. Provitamino A karotinoidai, pvz., -karotinas ir a-karotinas, yra su maistu gaunamo
vitamino A pirmtakai, kuris biitinas regéjimui ir imuninei sistemai. Su maistu gaunami karotinoidai
kaip antioksidantai sumazina jvairiy létiniy ligy, tokiy kaip vézys, Sirdies ir kraujagysliy ligos,
atsiradimo rizika [28, 29].

Dauguma karotinoidy gali buti gaunami i§ 40 angliavandeniliy bazinés struktiiros, kuri apima
konjuguoty dviguby ryS$iy sistemg. Pagrindinéje grandinéje gali biiti cikliniy galiniy grupiy, kurios
gali biiti pakeistos deguonies turinciomis funkcinémis grupémis. Pagal sudét] karotinoidai skirstomi
j dvi klases: karotinus, turin¢ius tik anglies ir vandenilio atomus, ir oksokarotinoidus (ksantofilus),
kurie turi bent vieng deguonies atomg [27]. Karotinoidy polieno pagrindg sudaran¢iy konjuguoty
dviguby rySiy struktiira lemia jy Sviesos absorbcines savybes ir turi jtakos karotinoidy
antioksidaciniam aktyvumui [30].
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1.5 pav. Pagrindiniy karotinoidy cheminés struktiiros [31]

1.3. Augaliniy ekstrakty gavimo budai

Ekstrakcija — tai mediciniskai aktyviy augaly daliy atskyrimas naudojant selektyvius tirpiklius pagal
stardartinius metodus. Ekstrakcijos tikslas — atskirti tirpius augaly metabolitus, paliekant netirpias
lasteliy liekanas. Siais metodais gautuose pirminiuose neapdorotuose augaly ekstraktuose yra
sudétingas daugelio metabolity misinys. Kai kurie pirminiai augaly ekstraktai gali biiti panaudojami
kaip vaistinés medziagos tinktiiry ar skysty ekstrakty pavidalu, taciau kai kuriems ekstraktams yra
reikalingas tolimesnis apdorojimas [32]. Biologiskai aktyvius junginius i$ augaliniy medziagy galima
isskirti jvairiais klasikiniais ekstrahavimo biidais. Dauguma $iy metody pagristi naudojamy tirpikliy
ekstrahavimo galia bei $ilumos arba maiSymo poveikiu [33].

Maceravimas. Tai vienas seniausiy, medicininiy preparaty paruoS§imo metody. Maceravimas yra
laikomas placiai paplitusiu ir nebrangiu natiiraliy produkty gavimo i$ augalinés medziagos budu.
Maceravimas yra kietosios medziagos skystyje ekstrakcijos metodas [32].

Sio proceso metu uzdarame inde yra sumaisomi kietyjy medziagy milteliai su pasirinktu tirpikliu.
Misinys laikomas nuo keliy valandy iki keliy dieny, turinj retkarciais sumaiSant. Tirpikliui pakanka
laiko difunduoti per lasteliy sieneles ir istirpinti augalinéje Zaliavoje esanéias sudedamasias dalis. Sis
procesas vyksta tik molekulinés difuzijos budu. Po tam tikro laiko ekstraktas yra nusunkiamas, o
likusios nuosédos supresuojamos siekiant iSgauti kuo didesnj ekstrakto kiekj. Kai maceravimo metu
kaip tirpiklis naudojamas vanduo, o ekstrakcija trunka ilgai, galima jpilti nedidelj kiekj alkoholio,
kad biity iSvengta nepageidaujamy mikroorganizmy augimo. Maceravimo metu retkarciais supurtant
misinj yra palengvinama ekstrakcija. Taip padidéja tirpiklio difuzija per lasteliy sieneles ir nuo
méginio pavir§iaus yra pasalinamas koncentruotas tirpalas, tam kad i suspensija patekty naujo
tirpiklio ir ekstrakcijos iSeiga buty didesné [34, 35].
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Perkoliacija. Sis ekstrakcijos metodas dazniausiai naudojamas veikliosioms medziagoms iskirti
ruoSiant tinkturas ir skystuosius ekstraktus. Paprastai naudojamas perkolatorius — siauras, abiejuose
galuose atviras, kiigio formos indas [34].

Kieta augaliné Zaliava yra sudrékinama atitinkamu tirpiklio Kiekiu ir paliekama stovéti mazdaug 4
valandas gerai uzdarytame inde. PO to drégna masé yra suspaudziama ir perkolatoriaus virSus
uzdaromas. | indg jpilamas papildomas tirpiklio kiekis, kad vir§ masés susidaryty negilus sluoksnis,
ir miSinys palieckamas maceruotis uzdarytame perkolatoriuje 24 h. Po paros perkolatoriaus iSleidimo
anga atidaroma ir leidziama 1étai laséti jame esanc¢iam skysciui. Esant poreikiui jpilamas papildomas
tirpiklio kiekis, kol perkolatas sudaro mazdaug tris ketvirtadalius reikiamo galutinio produkto tirio.
Ekstraktas yra presuojamas ir j perkolatg jpilamas reikalingas tirpiklio turis. Gautas ekstraktas
nuskaidrinamas filtruojant arba dekantuojant nusistovéjusig suspensijg. Procesas kartojamas tol, kol
1§ perkolatoriaus iSgaraves tirpiklio lasas nepalieka likuc¢iy [34, 35].

Soksleto ekstrakcija. Sis metodas, pavadintas vokiediy zemés iikio chemiko Franzo Ritterio von
Soksleto vardu. Tai geriausias metodas, leidziantis nepertraukiamai ekstrahuoti kietgja medziagg
karstu tirpikliu. Soksleto aparatas yra specializuotas stiklinis refliuksavimo jrenginys, daZniausiai
naudojamas organiniy tirpikliy ekstrakcijai. Soksleto ekstrakcija yra bendras ir gerai Zinomas
metodas, kuris savo veiksmingumu pranoksta kitus jprastinius ekstrakcijos metodus, iSskyrus
termolabiliy junginiy ekstrakcija, ribotose taikymo srityse [35].

Susmulkinta, milteliy pavidalo kieta augaliné medziaga suvyniojama j filtravimo popieriy, ir jdedama
] Soksleto aparatg. Prie aparato prijungiama apvaliadugné kolba su tirpikliu ir grjZtamasis
kondensatorius. Tirpiklis kolboje Svelniai uzverda, garai pro Soninj kanalél; kyla j wvirsy,
kondensuojasi kondensatoriuje. Susikondensave tirpiklio garai lasa atgal j ekstraktoriy ant bandiniy
ir 1étai uzpildo Soksletq. Tirpiklio kondensatui ekstraktoriuje pasiekus sifoninio vamzdelio virsutinj
lygi, skystis suteka j apvaliadugne kolba. Procesas kartojamas tol, kol pasiekiama visiska ekstrakcija
[33, 34].

Hidrodistiliacija. Tai tradicinis augaliniy medZziagy ekstrakcijos metodas, kuriam nenaudojami
organiniai tirpikliai. Atliekant hidrodistiliacija, augaliné medziaga suberiama j distiliavimo kamers,
jpilamas pakankamas kiekis vandens ir uzvirinama. Alternatyviu budu, j augalinj méginj gali biiti
tiesiogiai jpurSkiami garai. Karstas vanduo ir garai yra pagrindiniai veiksniai, darantys jtakg augaly
audiniuose esanciy biologiskai aktyviy junginiy i$skyrimui. Netiesioginis auSinimas vandeniu
kondensuoja vandens ir aliejaus gary misinj. Hidrodistiliacija yra potencialiai labai naudingas
metodas eteriniam aliejui iSgauti 1§ jvairiy augaly ir skirtingy jy daliy. Gauto produkto iseiga priklauso
nuo jvairiy proceso parametry, tokiy kaip zaliavos svoris, vandens tiris, zaliavos dydis ir pobidis.
Hidrodistiliacija apima tris pagrindinius fizikinius ir cheminius procesus: hidrodifuzija, hidroliz¢ ir
skilimg veikiant austai temperatiirai. Esant aukstai ekstrakcijos temperatiirai gali biiti prarandami kai
kurie lakieji komponentai. Sis triikumas riboja hidrodistiliacijos panaudojima termolabiliy junginiy
ekstrakcijai [33, 34].

Ekstrakcija mikrobangomis. Taikant §j metoda mikrobangy energija palengvina veikliyjy
medziagy atskyrima i§ augalinés medziagos | tirpiklj. Mikrobangos turi elektrinj ir magnetinj laukus,
kurie yra statmeni vienas kitam. Elektros srové generuoja Siluma dél dipolinio sukimosi ir joninio
laidumo. Kadangi tirpiklio dielektriné skvarba yra didelé, méginio temperatiira greitai pakyla.
Skirtingai nuo klasikiniy metody, mikrobangy pagalba atlickamoje ekstrakcijoje vienu metu
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kaitinamas visas méginys. Ekstrakcijos metu Siluma suardo silpnus vandenilinius rySius dél
molekuliy dipolinés rotacijos, o istirpusiy jony migracija padidina tirpiklio skverbimgsi i méginj arba
matricg [35].

Ekstrakcija ultragarsu. Ekstrakcija ultragarsu apima didelio intensyvumo, auksto daznio garso
bangy naudojimg ir jy sgveikg su medziagomis. Tai pazangus metodas, kuriuo per trumpesnj
ekstrakcijos laikg galima iSgauti didelj kiekj biologiskai aktyviy junginiy. Pagrindinis §io metodo
privalumas yra, kad dél akustiniy kavitacijy sukeliamo lasteliy sieneliy suardymo padidéja tirpiklio
skverbtis | matricg. Be to, tai pasiekiama esant Zemai temperatirai, todél §is metodas labiau tinka
termiSkai nestabiliems junginiams ekstrahuoti [35].

Veikiant ultragarsu kietosios ir skystosios dalelés vibruoja ir greitéja, todél tirpiklis greitai difunduoja
i§ kietosios fazés j tirpiklj. Padidinus ultragarso intensyvuma skystyje, intramolekulinés jégos
nebegali iSlaikyti nepazeistos molekulinés struktiiros, todél ji suyra ir susidaro burbulai, $is procesas
vadinamas kavitacija. Burbuly suirimas gali sukelti fizikinj, cheminj ir mechaninj poveikj, kuris
suardo biologines membranas ir palengvina ekstrahuojamy junginiy i$siskyrima bei pagerina tirpiklio
skverbimasi | lgsteles ir masés pernasg [36].

Ekstrakcija superkritiniu skys¢iu. Veikliosioms medziagoms i$gauti gali buti naudojamos
superkritinés dujos, pavyzdziui, anglies dioksidas, azotas, metanas, etanas, etilenas, azoto oksidas,
sieros dioksidas, propanas, propilenas, amoniakas ir sieros heksafluoridas. Augaliné medziaga
laikoma dujy pripildytame inde, esant kontroliuojamoms saglygoms, pavyzdziui, temperatiirai ir
slégiui. Dujose istirpusios veikliosios medziagos atsiskiria, kai temperatira ir slégis yra Zemesni.
Vienas svarbiausiy $io metodo veiksniy yra tirpalo masés pernasa superkritiniame tirpiklyje.
Paprastai Sio proceso metu didZiausig jtakg darantys veiksniai yra temperatira ir slégis, ta¢iau slégio
poveikis yra tiesiogiSkesnis. Didéjant slégiui, pasiekiamas didesnis superkritinio skyscio tankis.
Didéjant terpés tankiui didéja ir tirpiklio tirpumas. Didesnei galutinio produkto iSeigai gauti, proceso
parametrai turi bti optimizuoti [37, 38].

1.4. Vaistinés medetkos kaliaus kultaros in vitro augaly biotechnologijoje.

Terminas audiniy kultiira, dar vadinamas lIgsteliy, auginamy in vitro, arba steriliomis kultiromis.
Audiniy kultiiros turi didele reik§me tiek fundamentiniuose, tiek taikomuosiuose tyrimuose. Sis
terminas vartojamas pla¢igja prasme, apimant augaly Igsteliy, audiniy ir organy auginimg in vitro
[39].

Taikant audiniy kultiry metodus augaly audiniai ar lgstelés yra kultivuojami sterilioje aplinkoje ir
kontroliuojamomis sglygomis, leidziant reguliuoti jy augima ir vystymasi jvairiais tikslais. Vienu i$
$iy metody, naudojant kaliaus kultiiras in vitro, laboratorinémis sglygomis, bet kuriuo metu galima
pagaminti norimo kiekio ir pastovios kokybés farmakologiskai aktyvias molekules [40]. Atskiry
izoliuoty lgsteliy kultivavimo in vitro metodas parodé, kad somatinés lgstelés tinkamomis sglygomis
gali diferencijuotis j visa augala. Sis lastelés potencialas augti ir vystytis j daugialastelinj organizma
yra pagrindinis audiniy kultiiros principas ir vadinamas lgsteliy totipotencija. In vitro kultiira yra
viena i§ pagrindiniy augaly biotechnologijos priemoniy, naudojanciy augaly lasteliy totipotencija
[41]. In vitro kultiry metodai yra nepakeiiami greitai dauginant rety genotipy ir ligoms atsparius
augalus, transformuojant augaly genoma ir gaminant svarbios komercinés vertés augalinius
metabolitus [42].
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Audiniy kultiroms paprastai yra naudojama MS terpé, kurig 1962 m. iSrado mokslininkai Toshio
Murashige‘as ir Folke K. Skoog‘as [39]. MS terpe sudaro visi pagrindiniai makroelementai, tokie
kaip azotas, fosforas, kalis, kalcis, magnis, siera ir mikroelementai, tokie kaip gelezis, manganas,
cinkas, varis, boras, chloras, molibdenas ir nikelis, vitaminai (tiaminas, nikotino rigstis, piridoksinas
ir mioinozitolis), augimo reguliatoriai ir 2-3 % sacharozés, kaip anglies SaltiniS. Agaras dazniausiai
naudojamas ruoSiant pusiau kietas arba kietas mitybines terpes, ta¢iau kartais naudojamos ir kitos
stingdancios medziagos: Zelatina, agaroze, alginatas ir gelritas. Terpés pH (5,0-6,0) paprastai yra
stabilus, o geresniy rezultaty pasiekiama, kai terpéje yra nitraty ir amonio jony, kaip azoto $altiniy.
Dazniausiai naudojami augaly augimo reguliatoriai yra augaly fitohormonai ir jy sintetiniai analogai
[43].

1.4.1. Fitohormonai

Augaly augimg ir Igsteliy ilgéjima lemia tam tikros augale nedideliais kiekiais susidarancios ir
veikliosios medziagos, turin¢ios hormony pobitidj. Fitohormonai yra biologiskai aktyvis junginiali,
gaunami augaly biosintezés buidu ir veikiantys labai mazomis koncentracijomis bei reguliuojantys
jvairius lgsteliy procesus bei augaly reakcijas j kintancias aplinkos sglygas. Fitohormonai gali veikti
vietiskai, jy sintezés vietoje, arba gali biiti perneSami j kitas augalo dalis, kad skatinty jy augima ir
vystymasi tiek aplinkos, tiek stresinémis salygomis. Taigi fitohormonai atlieka svarby vaidmenj
tarpininkaujant augaly atsakui j abiotinj stresg [44, 45].

Labiausiai istirti Sie augaliniai hormonai: citokininai, auksinai, giberelinai, abscizo rugstis, etilenas,
brasinosteroidai ir zasmonatai. Tradiciskai manoma, kad zasmonatai ir etilenas atlieka apsauging
funkcijg augaluose, o auksinai, citokininai, giberelinai ir brasinosteroidai yra susij¢ su augaly
vystymusi. Abscizo rigstis yra pagrindinis hormonas, reguliuojantis augaly atsaka j abiotinj stresa.
Taciau pastaraisiais metais $is sarasas papildytas naujais junginiais, pavyzdziui, poliaminais, azoto
oksidu ir strigolaktonu. Mokslininkai Cetin‘as ir kt. [40] atliko tyrimus, kuriuose buvo siekiama
nustatyti Calendula officinalis augalo skil¢ialapiy eksplanty antimikrobinj poveikj kaliaus kultirose
in vitro. Kai kuriy tyrimy rezultatai atskleidé, kad auksinai atlicka svarby vaidmenj formuojant
kaliaus kultiirg. Be to, jie parodé, kad citokininai skatino auksiny poveikj suformuojant kaliaus
kultiras. Buvo nustatyta, kad daugelyje audiniy kultiry tyrimy, kuriuose buvo naudojami augaly
augimo reguliatoriai, t. y. BAP i$ citokininy ir NAR i§ auksiny, kaliaus kulttiros susidarymas buvo
didelis [44, 45].

Citokininai. Naturaliai paplite citokininai yra N6 pakeisti adenino dariniai, turintys aromating arba
izoprenoidine $onine grandine. Sis fitohormonas atlieka svarby vaidmenj keliuose augaly augimo ir
vystymosi procesuose, iskaitant citokineze, lgsteliy diferenciacija, augimo ir ramybés bisenas,
asimiliaty perne$ima ar senéjima. Siems procesams taip pat turi jtakos ir jvairas kiti veiksniai (pvz.,
Sviesa ir kiti fitohormonai). Citokininai taip pat dalyvauja reaguojant j abiotinj stresg [46, 47].

Auksinai. Auksinai reguliuoja jvairius augaly augimo ir vystymosi procesus, jskaitant gysliniy
audiniy diferenciacija, Sakny formavimasi, embriogenezg, fitotaksj ir troping reakcijg. Todél genai,
dalyvaujantys auksino biosintezéje, pernasoje ir signaly perdavime, yra svarbiis biotechnologiniai
taikiniai, skirti augaly dydziui ir formai keisti bei iseigai didinti. 3-Indolilacto riigstis buvo pirmasis
nustatytas Sios grupés fitohormonas [44, 48].

Giberelinai. Gibelerelinai sudaro didel¢ tetracikliniy diterpenoidiniy junginiy grupe, kurie yra
svarbus augaly vystymuisi, stiebo ilgéjimui, sékly dygimui, lapy plétimuisi ir hormony homeostazei.
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Gibelereliny trikumas lemia augaly stieby bei lapy augimo apribojimus. Sie hormonai taip pat atlicka
svarby vaidmen] reaguojant | abiotinj stresg ir prisitaikant prie jo. Gibelerelinai yra itin svarbas
fitohormonai, turintys jtakos augaly dydziui ir biomasés gamybai [44, 45].

Abscizo rugstis. Abscizo riigstis reguliuoja keleta augaly fiziologiniy procesy ir vystymosi etapy,
jskaitant s¢kly ramybés biiseng ir vystymasi, embriono morfogeneze, zioteliy atsidarymga, taip pat
atsarginiy baltymy ir lipidy sintezg. Jis taip pat vadinamas streso hormonu, nes atlicka svarby
vaidmenj augalams reaguojant j abiotinj stresg. Abscizo riigstis dalyvauja apsauginiy baltymy,
osmoprotektoriy, antioksidaciniy fermenty sintez¢je ir yra atsakingas uz turgorinio slégio palaikyma.
Abscizo rugsties kiekis augaluose didéja reaguojant j aplinkos veiksnius [44, 45].

Etilenas. Etilenas yra dujinis fitohormonas, dalyvaujantis augaly augime ir vystymesi ypa¢ Ziedy
senéjimo, vaisiy brendimo, lapy ir Ziedlapiy abscesijos procesuose, ir yra pagrindinis augaly atsako }
biotinj ir abiotinj stresg tarpininkas. Etileno signalizacijos kelias yra signalo perdavimas augaly
lastelése, siekiant reguliuoti svarbius augimo ir vystymosi procesus. Etileno signalizacijos kelias vis
dar néra iki galo istirtas, taciau yra zinoma, kad jis apima etileno receptorius (ETR1/2, ERS1/2,
EIN4), represorinj baltyma CTR1, baltymus EIN3/EIL1 ir etileno atsako faktorius. Sie transkripcijos
veiksniai savo ruoztu atlieka esminj vaidmenj padedant augalui prisitaikyti prie stresiniy salygy,
kurias sukelia patogenai, suzalojimai, kar$¢io ir Salcio stresas, UV spinduliai, druskingumas ir sausra
[44, 45].

1.5. Vaistinés medetkos kaliaus kultairy in vitro ekstrakty biologinis aktyvumas.

Vaistiné medetka (Calendula officinalis L.) homeopatinéje medicinoje yra daznai naudojamas
augalas. Jis veikia kaip antimikrobinis, antioksidacinis, prieSuzdegiminis, antiseptinis, antivirusinis
vaistas. Nustatyta, kad vaistiniy medetky ekstraktai pasizymi hepatoprotekcinémis savybémis,
apsaugan¢iomis nuo anglies tetrachlorido sukelto citotoksiskumo ir oksidacinio streso. Medetky
ekstraktas didina bendrg hemoglobino kiekj, 0 jo konsistencija yra panasi j insulino, todél atlikti
tyrimai atskleidé, kad hidroalkoholiniam vaistinés medetkos ekstraktui budingos antidiabetinés bei
antihiperlipideminés savybés. Be to, jis pasizymi citoksiniu poveikiu ir gali slopinti naviky augima.
Vaistinéje medetkoje taip pat aptinkama saponiny, sukelian¢iy antihelmintinj poveikj [12, 49].

Antidiabetinis : Citoksinis
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Ziedai
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Saknys officinalis L.
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1.6 pav. Vaistinés medetkos biologinis aktyvumas [49]

21



Antimikrobinis vaistinés medetkos poveikis buvo pirmg karta nustatytas kartu su antioksidaciniu
poveikiu ir apsauginiu poveikiu nuo UV-H;0; sukelty DNR pazeidimy. Atlikta pirminé fitocheminé
analizé ir DPPH bei FRAP tyrimy rezultatai patvirtina antimikrobinj ir antioksidacinj vaistinés
medetkos ekstrakto poveikj [50].

Dziovinti vaistinés medetkos lapy milteliai taip pat pasizymi antibakteriniu aktyvumu su jvairiomis
bakterijy padermémis, tokiomis kaip Aspergillus niger, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumonia, Candida albicans ir Escherichia coli. Antimikrobiniais tyrimais nustatyta, kad
vaistinés medetkos lapy chloroforminis, vandeninis ir etanolinis ekstraktai pasizymi antibakteriniu
poveikiu Gram teigiamoms ir Gram neigiamoms bakterijoms, tuo tarpu augalo angliavandeniliniai
ekstraktai nepasizymi reikSmingu antibakteriniu aktyvumu, o prieSgrybelinio aktyvumo $ie ekstraktai
nerodo [50, 51]. Karnwal‘o [52] atliktuose tyrimuose buvo siekiama nustatyti vaistinés medetkos
antibakterinj potencialg. Nustatyta, kad vaistinés medetkos vendeninio ekstrakto minimali
slopinamoji koncentracija buvo 3,75 % Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa ir Listeria monocytogenes paderméms. Taciau maziausia minimali
baktericidiné koncentracija (1,87 %) nustatyta Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens ir
Staphylococcus aureus atzvilgiu. Vaistinés medetkos etanolinis ekstraktas pasizyméjo maziausia
minimalia slopinamaja koncentracija ir maziausia baktericidine koncentracija tik vienam bakteriniam
patogenui, Pseudomonas aeruginosa, atitinkamai 3,75 % ir 1,87 %.

Vaistiniy medetky lapai ir ziedlapiai gali biiti natiralus antioksidanty Saltinis. Didelis flavonoidy ir
fenoliniy fitocheminiy medziagy kiekis turi jtaka medetky antioksidaciniam aktyvumui. Nustatyta,
kad medetky ekstraktas Salina hidroksilo ir superoksido radikalus, kurie susidaro d¢l riboflavino
fotoredukcijos [49, 53]. Pandey‘o ir kt. [54] atliktuose tyrimuose buvo siekiama nustatyti vaistinés
medetkos lapy ir Ziedy antioksidacines savybes taikant TBA (tiobarbittro ragsties) ir FTC (gelezies
tiocianato) metodus. Rezultatai parodé, kad antioksidanty koncentracija mazéja mazéjant absorbcijos
vertei. Lyginant su jprastais vitaminais C ir E, lapy ir zZiedlapiy vandeninis ekstraktas pasizymeéjo
dideliu antioksidaciniu poveikiu pagal absorbcijos rodiklius. Tai, kad Ziedlapiy vandeninis ekstraktas
pasizyméjo mazesne absorbcija atliekant tyrimus tiek FTC, tick TBA metodais, rodo, kad Ziedlapiai
pasizymi didesniu antioksidaciniu aktyvumu nei lapai.

1.6. Vaistinés medetkos panaudojimo galimybés

Siuolaikingje fitoterapijoje, kaip ir liaudies medicinoje, vaistinés medetkos Ziedy ekstraktai
naudojami dermatologinéms ligoms gydyti. Daugelyje moksliniy S$ios rasies augaly tyrimy
daugiausia démesio skirta prieSuzdegiminéms ir greitesnio zaizdy gijimo savybéms. Priesuzdegiminj
aktyvumg lemia terpenoidiniy junginiy buvimas, kuo didesnis $iy junginiy kiekis, tuo stipresnis
augalinio ekstrakto poveikis. Moksliniais tyrimais jrodyta, kad vaistiniy medetky Ziedyny ekstrakto
tepalo naudojamas sumazina dermatito atsiradimo atvejus krities véziu sergantiems zmonéms,
kuriems taikoma radioterapija. Be to, ant odos Zaizdy naudojami vaistinés medetkos ekstraky tepalai
pagreitina jy gijimg, nes padidina epidermio epitelizacijg. Nauji tyrimai rodo, kad ant zaizdy
uzdedami medetky poli-e-kaprolaktono ir gumiarabiko nanokompozitai padidina lasteliy adhezijg ir
proliferacijg bei pasizymi antibakteriniu poveikiu. Vaistinés medetkos ziedyny ekstraktai taip pat gali
biiti naudojami veny opoms, nudegimams ir kitiems sunkiai gyjantiems odos pokyciams gydyti.
Preparatai, kuriy sudétyje yra medetky ziedy ekstrakty, gali biiti naudojami neinvaziniam ir subtiliam
gydymui, sunkiai gydomoms pady papuléms, skausmingiems hiperkeratoziniams pazeidimams ir
,,Hallux Valgus* uzdegimui [55, 56].
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Vaistiné medetka yra placiai naudojama kosmetikos pramonéje, ypa¢ dél moksliskai jrodyty
prieSuzdegiminiy, antioksidaciniy ir odos pazeidimus gydanc¢iy savybiy. Medetkos dazniausiai
aptinkamos  kosmetikos priemonése, pasizymin¢iose raminamuoju, mink$tinamuoju ir
regeneruojamuoju poveikiu. Tyrimais jrodyta, kad kremas su vaistinés medetkos Ziedy ekstraktu
stimuliuoja odos lasteliy regeneracija, gerina elastingumg ir didina odos drékinimg dél mazesnio
transepiderminio vandens netekimo. Taip pat jrodyta, kad kremas su vaistinés medetkos ziedynais
mazina riebaly i$siskyrima ir §viesina oda, nes sSumazina melanino kiekj joje. Medetky ekstraktai taip
pat pasizymi senéjimg stabdanc¢iu poveikiu, kuris yra susij¢s su metaloproteinaziy sekrecijos kontrole.
Kosmetologijoje taip pat naudojamas vaistiniy medetky aliejus. Jrodyta, kad jis stipriau nei nistatinas
slopina patogeniniy grybeliy padermes. Naudojamas emulsijose, jis pagreitina Zaizdy gijimg ir
apsaugo oda nuo UV spinduliy. Be to, vaistinés medetkos aliejus pasizymi stipresniu antioksidaciniu
aktyvumu nei pelargonijy aliejus [55, 57].

Vaistiné medetka taip pat placiai naudojama ir maisto pramonéje bei kulinarijoje. Dziovinti medetky
ziedai yra naudojami kaip sriuby ir pyragy prieskoniai bei yra laikomi Safrano pakaitalu. Medetky
ziedai taip pat naudojami kaip natiiraliis dazikliai, jais dazomi ryziai, margarinas ir stiriai. Medetky
ziedy naudojimo maiste saugumas Yyra patvirtintas Europos maisto saugos tarnybos (EFSA)
dokumentuose [55].

Pastaraisiais metais mokslininkai daug démesio skiria veiksmingy zaliosios chemijos metody
karimui, skirty metaly nanodaleliy sintezei. Vienas i$ perspektyviausiy metody yra augaly ekstrakty
panaudojimas. Augaluose sintetinamos nanodalelés yra stabilesnés ir jy sintezé vyksta greiciau nei
mikroorganizmuose [58]. Baghizadehas ir kt. [59] atliko sidabro nanodaleliy sintez¢ naudojant
vaistinés medetkos (lot. Calendula officinalis L.) sékly ekstraktg skystoje fazéje. Hernandez-Diaz‘as
ir kt. [60] panaudodami vaistinés medetkos ekstrakta atliko seleno nanodaleliy sintéze. Susidariusios
nanodalélés buvo identifikuotos jvairiais analitiniais metodais, tokiais kaip UV-VIS spektroskopija,
elektronine mikroskopija, rentgeno spinduliy difrakcija ir FTIR spektroskopija.

1.7. Literatiiros apZvalgos apibendrinimas

Mokslingje literatiroje vaistiné medetka (lot. Calendula officinalis L.) apibiidinama kaip stipriomis
antioksidacinémis ir antibakterinémis savybémis pasizymintis augalas. Sios ir kitos savybés priklauso
nuo medetkoje kaupiamy bioaktyviy junginiy, tokiy kaip fenolinés rugstys, karotinoidai, chlorofilai,
antocianinai, flavonoidai, antioksidaciniai fermentai ir kt. Dél itin didelio ir jvairaus veikliyjy
medziagy kiekio, vaistiné medetka yra paciai naudojama medicinos ir kosmetikos pramoneése.
Siekiant wuztikrinti norimas stabiliy bei farmakologiskai aktyviy molekuliy koncentracijas
medicininiuose augaluose, taikomi jvairts audiniy kultiry kultivavimo metodai.

Laboratorinémis sglygomis uzaugintos vaistinés medetkos in vitro ir in vivo kaliaus kultiiros buvo
tiriamos siekiant nustatyti antioksidacines ir antibakterines savybes bei jas lemiancias bioaktyviyjy
metabolity koncentracijas augale. Norint pagerinti vaistinés medetkos augima ir padidinti veikliyjy
medziagy ir koncentracijas naudoti skirtingi fitohormonai, aminoriigs¢iy bei mikroelementy priedai.
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2. Medziagos ir tyrimo metodai

2.1. Tyrimo objektas

Sio projekto tiriamuoju objektu buvo pasirinkta Astriniy $eimai priklausanti vaistiné medetka (lot.
Calendula officinalis L.). Tyrimai buvo atlieckami panaudojant sudziovintas kaliaus kultiiras (i lapy,

stieby ir Sakny), kurios buvo augintos MS mitybinéje terp&je su skirtingais fitohormonais,
aminoriigStimis ir priedais.

2.2. Tyrimui naudoti reagentai

1. Acetato buferis (pH 3,6; 300 mM);

N

11. TPTZ (10 mmol) istirpintas HCI (40 33.

mmol/L); 34.
12. FeCl; x 6H20 (20 mmol/L); 35.
13. FeSO4 x 7H20 (2000 umol/L); 36.
14. K3[Fe(CN)s] (1 %); 37.
15. Trichloracto rugstis (10 %); 38.
16. Lediné acto rugstis; 39.

17.
18.
19.
20.
21.

Natrio fosfatinis buferis (pH 6,6; 0,2
M);

KCI buferis (pH 1);

NaOAc buferis (pH 4,5);

K/Na fosfatinis buferis (0,066 M);
K/Na fosfatinis buferis (0,05 M);
Karbonatinis buferis (pH 10,3);
Tris-HCI buferis (40 mM);
Fosfatinis buferis (pH 7, 0,1 M);

. Tris-HCI (pH 7,8, 0,05 M);

H3POg;

Trichloracto ragstis (20 %)
Askorbo riigstis (0,5 mM);
Natrio Sarmas (40 g/L);
HCI (18 g/l);

2.3. Tyrimams naudota aparatiira

2.1 lentelé. Tyrimams naudota aparatiira

22.
23.
24,
25.
26.
217.
28.
29.
30.
31.
32.

40.
41.
42.
43.
44,

Vandenilio peroksidas (0,1 mM);
FeCls (0,1 %);

Acetonas (70 %);

Etanolis (96 %);

Etanolis (50 %);

Metanolis (80 %);

DPPH etaloninis tirpalas;
Folin-Ciocalteu reagentas
Ninhidrininis reagentas;

Arnovo reagentas;

Aliuminio chloridas (2 %);
L-metioninas (10 mM);
L-prolinas (0,02 M);
Riboflavinas (3 uM);
Polivinilpirolidonas;
Nitromélynasis tetrazolis (54 puM);
Ditiotritolis (1 mM);
Fenilmetilsufonilfluoridas (0,5 mM);
Tritonas X-100 (0,025 %);
Tritonas X-100 (0,05 %);
DMSO;

EDTA (0,1 mM);

NAD (100 mM).

Prietaisas Modelis Gamintojas
Kratytuvas ZX3 VELP Scientific
Laminaras BV-100 Laminar Flow Cabinet Telstar
Svarstyklés ATX84 Shimadzu
pH-metras - WinLab
Centrifuga UNIVERSAL 320R HETTICH
Mikrocentrifuga D-6015 Mini Centrifuge neolLab
Autoklavas CV-EL Certoclav
Spektrofotometras UV-1280 UV-VIS Spectrophotometer Shimadzu
Termostatiné vonelé ULTRATHERM BWT-U Biosan
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2.4. Augaly sékly sterilinimas

Tiriamojo augalo sékly sterilinimas atliekamas pasalinti sékly pavirSiuje esan¢ius mikroorganizmus
ir uztikrinti kaliaus kulttiry in vitro grynuma. [61].

2.4.1. Vaistinés medetkos sékly sterilinimas

Vaistinés medetkos séklos suberiamos | medziaginj maiselj ir patalpinamos j stikline. | stikline
ipilama 70 % etanolio ir laikoma 1 min. Etanolis nupilamas ir sé¢klos uzpilamos ir mirkomos 10 min
1,5 % NaOClI. Tirpalas nupilamas, sé¢klos plaunamos steriliu distiliuotu vandeniu tris kartus.

2.5. Augimo reguliatoriy paruoSimas

Kultivuojamo augalo savybéms pagerinti mitybiné terpé praturtinama skirtingomis veikliosiomis
medziagomis. Pradiniam tiriamosios medziagos tirpalui (0,1 mg/ml) paruosti pasveriama 10 mg
tiriamojo junginio. Milteliai suberiami | matavimo kolbg ir iStirpinami 2 — 5 ml distiliuoto vandens.
Tiriamajam junginiui iStirpus tirpalas praskiedZiamas iki 100 ml distiliuotu vandeniu. Reikalingas
paimti tiriamyjy medziagy tirpalo tiris i§ pradinio tirpalo apskaic¢iuojamas pagal (2.1) formule:

AXB

<2 (2.1)

X =

¢ia X — reikalingas paimti tirpalo tiiris 1§ pradinio paruosto tirpalo su tiriamaja medZiaga, ml, A —
reikalinga gauti galutiné koncentracija, mg/l, B — praskiedimo tiris, |, C — pradinio tirpalo, paruosto
su tirilamaja medziaga, koncentracija (mg/ml).

Vaistinés medetkos kaliaus kultary in vitro analizei paruostos skirtingos maitinancios terpés
praturtintos fitohormonais.

2.2 lentelé. Vaistinés medetkos in vitro kultivavimo terpés

Maitinamoji terpé

MS+BAP (0,5 mg/l)+NAR (0,5 mg/l)

MS+BAP (0,5 mg/l)+NAR(0,5 mg/1)+ZnO (10 mg/l)

MS+IAR (0,1 mg/l)+TDZ (0,5 mg/l)

MS+IAR (0,1 mg/l)+TDZ (0,5 mg/l)+L-Fenilalaninas (1,25 g/l)
MS+IAR (0,1 mg/l)+TDZ (0,5 mg/l)+L-Triptofanas (1,25 g/l)
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2.6. Vaistinés medetkos antioksidacinio aktyvumo nustatymas

2.6.1. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas DPPH metodu

O,N NO, O,N NO,

NO, NO,

2.1 pav. DPPH radikalo suri$imo reakcija [62]

0,2 g susmulkintos augalinés Zaliavos uZpilama 2 ml metanoliu ir homogenizuojama 10 min kambario
temperatiiroje. Homogenatas centrifuguojamas 9000 aps/min 10 minu¢iy ir supernatantas
surenkamas.

Tiriamojo tirpalo ruosiamas. Atskirame mégintuvélyje sumaiSoma 0,077 ml gauto supernatanto su 3
ml DPPH etaloninio tirpalo. Mégintuvélio turinys sumaiSomas ir laikomas tamsoje 15 minuciy.

Palyginamojo tirpalo ruosiamas. Mégintuvélyje sumaiSoma 0,077 ml metanolio su 3 ml DPPH
etaloninio tirpalo.

Etaloninio DPPH tirpalo ruosiamas. 0,0024 g DPPH radikalo suberiama j 100 ml talpos matavimo
kolbg ir iStirpinama metanolyje.

Tirpaly Sviesos sugertis matuojama spektrofotometru 515 nm bangos ilgyje. DPPH radikalo
slopinimas apskai¢iuojamas pagal (2.2) formule:

% slopinimas = [ABA;AA] X 100; (2.2)

B
¢ia Ag — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis, Aa — tirlamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis
[63, 64].

2.6.2. Redukciniy savybiy nustatymas

0,1 g susmulkintos augalinés medziagos ekstrahuojama metanolyje 5 ml 30 min, 45°C temperatiiros
vandens voneléje. Ekstraktas centrifuguojamas 9000 aps/min 10 minuciy ir surinktas supernatantas
naudojamas tyrimams.

Paruosiamas 0,00125 g/ml koncentracijos vaistinés medetkos ekstrakto méginys.

0,5 ml X koncentracijos méginio sumaiSoma su 1,25 ml 0,2 M fosfatinio buferio ir 1,25 ml 1%
Ks[Fe(CN)g]. Tirpalas sumaiSomas ir inkubuojamas 20 min 50°C temperatiiros vandens vonel¢je. Po
to pridedama 1,25 ml 10 % trichloracto riigsties ir sumaiSoma. Tirpalas centrifuguojamas 9000
aps/min 5 min.
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Nucentrifuguoto tirpalo 1,25 ml sumaisoma su 1,25 ml distiliuotu vandeniu ir 0,25 ml 0,1 % FeCls.
Tus¢ias méginys ruosiamas 1 ml 0,2 M fosfatinio buferio sumaisant su 1,0 ml 1% Ks[Fe(CN)g].
Tirpaly Sviesos sugertis matuojama spektrofotometru 700 nm bangos ilgyje. Didesné Sviesos sugertis
identifikuoja didesnes redukcines savybes [63].

2.6.3. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas FRAP metodu

0,1 g susmulkintos augalinés medziagos ekstrahuojama metanolyje 5 ml 30 min, 45°C temperatiiros
vandens voneléje. Ekstraktas centrifuguojamas 9000 aps/min 10 minuciy ir surinktas supernatantas
naudojamas tyrimams.

FRAP reagento ruosiamas. 25 ml 300 mM acetato buferio sumaiSoma su 2,5 ml 10 mmol TPTZ
(2,4,6-tripiridil-s-triazino) ir 2,5 ml FeClz x 6H>0 (20 mmol/L).

Kalibracineés kreivés ruosiamas. FeSO4 x 7 H20 (5, 10, 15, 20; 25 pmol/L). Reik§mé apskai¢iuojama
pagal kalibracing kreive pmol/L Fe(II)/L. Tuscias kalibracinés kreivés méginys bus 3 ml FRAP ir 7
ml H20.

1.4 5
y=10,0213x
1.2 1 R?=0,9994

0.8 4

0.6 4

Svieos sugertis

0.4 -

0.2 4
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Fe?" koncentracija, M

2.2 pav. Gelezies sulfato kalibraciné kreive

Antioksidacinio aktyvumo nustatymas. 20 pL nucentrifuguoto supernatanto sumaiSoma su 80 uL
metanolio. Méginiai yra sumaiSomi su 3 ml FRAP reagentu. Tus¢ias méginys ruosiamas 100 pL
metanolio sumaiSant su 3 ml FRAP reagento. Reakcijos miSinys matuojamas 593 nm bangos ilgyje
spektrofotometriskai [63, 64].

2.7. Vaistinés medetkos antioksidaciniy fermenty aktyvumo jvertinimas
2.7.1. Superoksido dismutazés aktyvumo nustatymas

0,1 g susmulkintos augalinés zaliavos ekstrahuojama 4 ml 0,066 M K/Na fosfatinio buferio (pH 7,4),
turin¢iame 1 mM ditiotritolio (DTT), 0,5 mM fenilmetilsufonilfluorido (PMSF), istirpinto DMSO, 1-
3 mg polivinilpirolidono. Méginys maiSomas kratytuve 10 min 25 °C temperatiiroje, po to 10 min
centrifuguojamas 9000 aps/min ir pakartotinai centrifuguojamas Eppendorf mégintuvéliuose.

Tirpiy baltymy nustatymas. 200 pl méginio sumaiSoma su 2 ml Bradfordo reagento ir iSmatuojama
Sviesos sugertis 595 nm bangos ilgyje.
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Baltymo kalibracinés kreivés sudarymas. Kalibracinés kreivés sudarymui paruostas 1 mg/ml
albumino tirpalas (25 mg albumino istirpinama 25 ml distiliuoto vandens). Ruosti 0,02, 0,04, 0,06,
0,08,0,1,0,12, 0,14, 0,16 ir 0,18 mg/ml koncentracijos albumino tirpalai skiesti iki 10 ml distiliuotu
vandeniu.
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2.3 pav. Albumino kalibraciné kreivé

Fermento superoksido dismutazés aktyvumo nustatymas. ParuoSiamas 2 ml reakcijos miSinys,
kuriame sumaiSyta 40 pl fermentinio preparato, 400 pl 200 mM Tris-HCI buferio (pH=7,8), 200 pl
100 mM L-metionino; 200 pl 540 uM nitromélynojo tetrazolio, S00 pl 0,1 % Tritono X-100 ir 20 pl
300 uM riboflavino ir 640 pl distiliuoto vandens. ParuoSiamas kontrolinis méginys be fermentinio
preparato. Reakcija atliekama apsvie¢iant liuminescentinémis lempomis 30 min. Kaip kontrolé
naudojamas mi$inys be fermentinio preparato. Tirpalo $viesos sugertis matuojama 560 nm bangos
ilgyje. Fermento aktyvumas apskaic¢iuojamas pagal (2.3) formulg:

E
log(ZX

)
A= r_. (2.3)

log2 xm’

¢ia A — SOD aktyvumas vnt/mg, Ex — $viesos sugertis kontrolinio bandinio, E1 — §viesos sugertis

tiriamojo bandinio, m — baltymo masé preparato tiryje, mg/ml (i$ kalibracinés kreivés) [64].

2.7.2. Askorbatperoksidazés aktyvumo nustatymas

0,1 g susmulkintos augalinés Zaliavos sumaiSoma su 4 ml 0,1 M fosfatiniu buferiu (pH=7). Méginys
homogenizuojamas termostatuojamame kratytuve 10 min 25 °C ir centrifuguojamas 9000 aps/min 10
min. Gautas supernatantas pakartotinai centrifuguojamas Eppendorf mégintuvéliuose 5 min.

1200 pl gauto ekstrakto jpilami 3 ml 0,1 M fosfatinio buferio (pH=7), 0,6 ml 0,5 mM askorbo riigsties,
0,06 ml 0,1 mM EDTA ir 2,08 ml distiliuoto vandens. Prie§ matuojant méginius 290 nm bangos
ilgyje, jpilami 0,06 ml 0,1 mM vandenilio peroksido. Sviesos sugertis matuojama reakcijos pradzioje
ir po 40 min inkubacijos 30°C temperatiiroje. Askorbatperoksidazés aktyvumas apskaic¢iuojamas
pagal (2.4) formule:

A= AEpmin X (% +Vpur + Vperoks) ; (24)

kxm
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&a A — fermento aktyvumas, mmol/mg, AEmin — $viesos sugerties vidurkis, V — pavyzdzio tiris, pl,
Vuf — buferio tiiris, ml, Vperoks — vandenilio peroksido tiiris, ml, k — molinés ekstinkcijos koeficientas
2,8 nmol/cm, m — baltymo masé preparato tiryje, mg. (Baltymo koncentracija apskai¢iuojama pagal
kalibracine kreive paruosta pagal albuming) [64].

2.7.3. Katalazés aktyvumo nustatymas

0,1 g susmulkinta augaliné Zaliava ekstahuojama 4 ml 0,05 M K/Na fosfatinio buferio (pH=7,8).
Meéginys homogenizuojamas termostatuojamame kratytuve 10 min 25 °C ir centrifuguojamas 9000
aps/min 10 min. Gautas supernatantas pakartotinai centrifuguojamas Eppendorf mégintuvéliuose 5
min.

100 pl gauto ekstrakto sumaiSoma su 3900 pl 0,05 M K/Na fosfatinio buferio. Prie§ matavimg |
reakcijos misinj jpilama 0,2 ml 0,025 M vandenilio peroksido. Sviesos sugerties matuojama reakcijos
pradzioje ir po 40 min 30 °C, 240 nm bangos ilgyje. Katalazés aktyvumas apskaiciuojamas pagal
(2.5) formule:

1000 X AE XV

A= ; (2.5)

kXm
A — katalazés aktyvumas vnt/mg, AE — $viesos sugerties vidrkis, V — bendras miSinio tiris, ml, k —
molinés ekstinkcijos koeficientas 32,57 [64].

2.7.4. Prolindehidrogenazés aktyvumo nustatymas

0,1 g augalinés zaliavos susmulkinama ir vykdoma ekstrakcija 4 ml ekstrakcijos buferio (pH=7,8).
Meéginys homogenizuojamas termostatuojamame kratytuve 10 min 25 °C ir centrifuguojamas 9000
aps/min 10 min. Gautas supernatantas pakartotinai centrifuguojamas Eppendorf mégintuvéliuose 5
min.

] 400 ul gauto ekstrakto jpilami 1800 pl karbonatinio buferio pH=10,3 ir 1800 ul 0,02 M L-prolino.
Prie§ matavima j reakcijos misinj jpilama 100 ul 100 mM NAD. Sviesos sugerties matuojama
reakcijos pradzioje ir po 3 min, 340 nm bangos ilgyje. Prolindehidrogenazés aktyvumas
apskaiciuojamas pagal (2.6) formule:

1000 X AE XV

A= ; (2.6)

kXxm

A — prolindehidrogenazés aktyvumas pmol NAD/mg baltymo x min, AE — §viesos sugerties pokytis
po 3 min ir pradzioje, V — bendras miSinio tiiris, ml, k — molinés ekstinkcijos koeficientas 6,22 pmol
1x cm?, m — baltymo masé preparato tiiryje, mg. (Baltymo koncentracija apskai¢iuojama pagal
kalibracing kreive) [65].

2.8. Fenoliniy junginiy jvertinimas
2.8.1. Bendras fenoliniy junginiy kiekybinis jvertinimas Folin-Ciocalteu‘o metodu

0,05 g susmulkintos augalinés medziagos homogenizuojama 10 ml acetono tirpalo ir maiSoma
kratytuve, kambario temperatiroje, 20 min. Méginys centrifuguojamas 10 min 9000 aps/min 4 °C
temperattiroje bei pakartotinai centrifuguojamas 2 min Eppendorf mégintuvéliuose.
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Tanino rigsties kalibracinés kreivés sudarymas. 0,0; 20; 40; 60; 80; 100, 120 ul standartinio tanino
rugsties tirpalo praskiedziama iki 500 ul. | paruostus 2, 3, 4, 5 ir 6 mg/L koncentracijos tirpalus
pridedama 250 pl Folin-Ciocalteu‘o reagento ir 1,25 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalo. SumaiSoma
ir inkubuojama kambario temperattroje 40 min tamsoje. Tirpalo Sviesos sugertis matuojama 725 nm
bangos ilgyje pries tuséig méginj.
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2.4 pav. Tanino rigsties kalibraciné kreivé

Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas. 30 pl ekstrakto praskiedziama distiliuotu
vandeniu iki 500 pl. Méginys sumaisomas su 250 ul Folin-Ciocalteu‘o reagento ir 1,25 ml 7,5 %
natrio karbonato tirpalo. Tirpalo Sviesos sugertis matuojama 725 nm bangos ilgyje po 40 min laikymo
tamsoje. Apskaiciuojama bendra fenoliniy junginiy koncentracija pagal tanino riigsties ekvivalenta
(mg/100 g) pagal (2.7) formule:

x=an%; (2.7)

Cia a — tanino rugsties koncentracija i§ kalibracinés kreivés, mg/l, V — pradinis ekstrakto taris |, n —
augaliné masé, g [64, 66].

2.8.2. Bendrosios fenoliniy ragsc¢iy koncentracijos nustatymas

0,1 g susmulkintos augalinés Zzaliavos homogenizuojama 2,5 ml distiliuoto vandens, 30 min
termostatuojame kratytuve, 25 °C temperattiroje. Tirpalas centrifuguojama 9000 aps/min 10 min ir
gautas supernatantas praskiedziamas distiliuotu vandeniu iki 5 ml.

Fenoliniy rigsciy koncentracijos nustatymas. 1 ml ekstrakto sumaiSoma su 5 ml distiliuoto vandens,
1 ml HCI (18 g/l), 1 ml Arnovo reagentu, 1 ml natrio Sarmu (40 g/L) ir praskiedziama iki 10 ml
distiliuotu vandeniu. Tusc¢ias bandinys ruoSiamas be ekstrakto. Tirpalo Sviesos sugertis iSmatuojama
490 nm bangos ilgyje. Fenoliniy rigs¢iy koncentracija pagal kavos rigstj % apskaiciuojama i§ (2.8)
formulés:x

AX1.7544

% = (2.8)

Cia A — Sviesos sugerties reik§mé, m — augaliné mase, g [67].

29



2.9. Flavonoidy koncentracijos nustatymas

0,5 g susmulkintos augalinés zaliavos homogenizuojama 24 val., 5 ml 80 % metanolio, 150 rpm.
Homogenatas nucentrifuguojamas 9000 aps/min 10 min.

Kvercetino kalibracinés kreivés sudarymas. Kalibracinés kreivés sudarymui paruostas 1 mg/ml
kvercetino tirpalas (1 mg kvercetino istirpinama 1 ml metanolio). Ruosti 1, 2, 3, 4, 5 ir 6 mg/L
koncentracijos kvercetino tirpalai su 0,15 ml 2% aliuminio chlorido bei praskiesti iki 10 ml su
metanoliu.
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2.5 pav. Kvercetino kalibracing kreivé

Flavonoidy koncentracijos nustatymas. 0,1 ml augalinio ekstrakto praskiedziamas iki 1 ml su 80 %
metanolio. ] miSinj jpilamas 1 ml 2 % aliuminio chlorido ir paliekama stovéti 30 min. Tirpalo Sviesos
sugertis matuojama 415 nm bangos ilgyje. Flavonoidai apskai¢iuojami pagal (2.9) formulg:

CL XV

C =-"—; 2.9
p (2.9)

¢ia C1 —kvercetino koncentracija mg/ml pagal kalibracing kreive, V — ekstrakto pradinis tiiris, ml, g—

augaliné masé, g [66].
2.9.1. Bendrosios antocianiny koncentracijos nustatymas

0,2 g susmulkintos augalinés medziagos sumaiSoma su 5 ml 50 % C2HsOH ir homogenizuojama 25
°C temperatiiroje 15 min. Suspensija centrifuguojama 10 min 9000 aps/min. ] 980 ul KCI buferj (pH
1) ir 980 ul NaOAc buferj (pH 4,5) jpilama po 1 ml ekstrakto. Abiejy tirpaly Sviesos sugertis
iSmatuojama 510 nm ir 700 nm bangos ilgiuose. Tus¢ias méginys yra 50 % C,HsOH. Bendroji
antocianiny koncentracija apskai¢iuojama pagal (2.10) formulg:

1000
-
&

BAK = (AX M X PF) x (2.10)

¢ia BAK — bendroji antocianiny koncentracija miligramai cianidin-3-gliukozido ekvivalento 100 g,
A — absorbcija = (Asio nm — Azgo M) pH 1 — (Asio Nnm — A700 NmM) pH 4,5, M — molekuliné masé
(449,2 g/mol), PF — praskiedimo faktorius, € — cianidin-3-gliukozido (CysG) molinis adsorbcijos
koeficientas (26900 I/mol cm) [68].
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2.10. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos nustatymas

1 g susmulkintos augalinés medziagos sumaisoma su 20 ml 96% C>HsOH, po to viskas susmulkinama
iki vientisos masés ir centrifuguojama 9000 aps/min 10 min. Filtratas supilamas j matavimo kiuvete
ir matavimai atliekami spektrofotometru 662 nm (chlorofilo A), 644 nm (chlorofilo B) ir 441 nm
(karotinoidai) bangy ilgiuose.

Pigmenty koncentracija apskaiciuojama pagal (2.11 — 2.15) formules:

Chlorofilo a koncentracija (mg 1): C, = 9,784Dgg2 — 0,99Dg44; (2.11)
Chlorofilo b koncentracija (mg I"%): C,, = 21,426 D44 — 4,65D¢¢2; (2.12)
C, + Cp =5,134Dgg, + 20,436Dg44; (2.13)
Karotinoidy koncentracija (mg 17): Crarotinoidai = 4695D441 — 0,268 (C, + Cp); (2.14)

Pigmenty koncentracija mg/100g apskaiciuojamas:

X =cvv2 x 2 % 1000; (2.15)
TlV1

¢ia C — pigmenty koncentracija mg/l, V — pradinis ekstrakto turis, Vi — pradinis ekstrakto tiiris, ml,
paimtas praskiedimui, V2 — praskiesto ekstrakto tiiris, ml, n — augaliné masé¢, g [66].

2.11. L-Prolino nustatymas

0,1 g susmulkintos augalinés zaliavos sumaiSoma su 4 ml distiliuoto vandens ir kaitinama 3 min 95
°C temperatiiroje ir atSaldoma. Procesas pakartojamas du kartu ir gauta suspensija centrifuguojamal0
min 9000 aps/min. Po centrifugavimo gautas ekstraktas nupilamas ir praskiedziamas iki 6 ml.

Prolino kalibracinés kreivés sudarymas. Kalibracinés kreivés sudarymui 0,0011 g L-prolino
iStirpinama 10 ml H.0 (1 mM). Ruosti 0,025, 0,05, 0,075, 0,1, 0,125, 0,15, 0,175 pmol koncentracijos
L-prolino tirpalai ir skiedziami iki 1 ml distiliuotu vandeniu. | gautus tirpalus pridedama po 1 ml acto
ragsties ir ninhidrininio reagento.

0.2 1
0.18 A v =0.1833x - 0,0029
0.16 A
0.14 A
0.12 A
0.1 A
0.08 A

Sviesos sugertis

0.06
0.04 A

0.02

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
L-Prolino koncentracija, punol
2.6 pav. L-Prolino kalibraciné kreivé

Prolino koncentracijos nustatymas. SumaiSoma 1 ml ekstrakto, 1 ml acto riigsties, 1 ml ninhidrininio
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reagento ir kaitinama 1 val vandens voneléje. Kontrolinis méginys ruosiamas be ekstrakto sumaisant
1 ml distiliuoto vandens, 1 ml acto riigsties, 1 ml ninhidrininio reagento ir kaitinama 1 val vandens
vonel¢je. Sviesos sugertis matuojama 520 nm bangos ilgyje. Prolino koncentracija apskaigiuojama
naudojantis kalibracine kreive (L-prolino) pagal (2.16) formule:

— E XK X Vpendras .

Cy = ; (2.16)

Vpaimta XM

¢ia Cx — prolino koncentracija umol/g, E — tirpalo $viesos sugertis, k — L-prolino kiekis, gautas pagal
kalibracing kreive (umol), Viendras — bendras ekstrakto tiiris, ml, Vpaimta — paimto ekstrakto taris, ml,
m — vaistinés augalinés Zaliavos kiekis, g [69].

2.12. Malondialdehido (MDA) koncentracijos nustatymas

0,1 g susmulkinta augaliné zaliava homogenizuojama su 1,5 ml 20 % trichloracto ragstimi ir
maiSomas kratytuve 10 min 25 °C. Meéginys centrifuguojamas 9000 aps/min 10 min 4 °C.
Supernatantas sumai$omas su 1,2 ml 0,5 % tiobarbitiirine rugstimi ir inkubuojamas 95 °C vandens
voneléje 30 min. Po kaitinimo méginys at3aldomas ir centrifuguojamas 15 min 9000 aps/min. Sviesos
sugertis iSmatuojama 532 ir 600 nm bangos ilgiuose. Malondialdehido koncentracija apskai¢iuojama
pagal (2.17) formulg:

(Esz2 — Egoo) X Ve X 2

C, = , (2.17)

kX mgXV,

¢ia Cx — malondialdehido koncentracija umol/g, E — tirpalo $viesos sugertis, Ve — ekstrakto tiris, ml,
V. — ekstrakto tiiris analizei, ml, k — molinés ekstinkcijos koeficientas 156 mM™ x cm, ms — bandinio
mase, g [70].

2.13. Antibakterinis aktyvumas

Antibakterinito aktyvumo nustatymui Petri 1¢kstelése paruosiama ir autoklavuojama Luria Bertani
(LB) maitinamoji terpé (7 pH). Terpés sudétis pateikta 2.4 lenteléje.

2.3 lentelé. LB maitinamosios terpés paruoSimui reikalingi reagentai

Medziaga Koncentracija, g/L
Natrio chloridas 10

Triptonas 10

Mieliy ekstraktas 5

Mikro agaras 10

E.coli bakterijy suspensija iSmatuojama spektrofotometriskai 600 nm bangos ilgyje. Suspensija
praskiedziama maitinamaja terpe tiek, kad Sviesos sugertis siekty 0,1.

0,2 g susmulkinta augaliné zaliava sumaiSoma su 2 ml DMSO tirpalu ir ekstrahuojama nuo 7 iki 14
dieny. Ekstraktas centrifuguojamas 9000 aps/min 10 minuciy. Tyrimui naudojamas antibiotikas —
ciprofloksacinas.

Petri 1ékstelése ant maitinamosios terpés pavirSiaus uzlasinama 50 pl Escherichia coli bakterijy
suspensijos ir paskirstoma sterilia kilpele po visa terpg. Lékstel¢je paskirstomi 6 filtrinio popieriaus
diskeliai ant kuriy uzlasinami 50 pl paruosto augalinio ekstrakto. Kontroliniame méginyje ant diskeliy
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uzlaSinami 50 pl ciprofloksacino. Lékstelés inkubuojamos 37 °C temperatiiros termostate 48
valandas. Antibakterinis augalinio ekstrakto poveikis nustatomas iSmatuojant skaidrig zong aplink
diskelj, kuri identifikuoja bakterijy augimo slopinimg [63, 64].
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Vaistinés medetkos antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttry ir in vivo ekstrakty antioksidaciniam aktyvumui jvertinti
buvo taikomi DPPH, FRAP ir redukciniy savybiy nustatymo metodai.

3.1.1. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH metodu

Atliktas DPPH tyrimas parodé, kad vaistinés medetkos eksplantai, auginti MS maitinamojoje terpéje
su skirtingais fitohormonais ir aminortig§¢iy bei cinko oksido priedais pasizyméjo skirtingu DPPH
radikalo slopinimo poveikiu. Gauti rezultatai (3.1 pav.) parodé, kad didziausiu slopinamuoju poveikiu
pasizyméjo vaistinés medetkos stieby kaliaus kultiiry, auginty su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR
fitohormonais bei 10 mg/l ZnO priedu, ekstraktas (83,53+6,46 %). Maziausias slopinamasis poveikis
gautas Sakny kaliaus kultary, auginty su 0,1 mg/l 1AR ir 0,5 mg/l TDZ fitohormonais (35,52+7,61
%), ekstrakte.

I§ visy eksplanty gauty kaliaus kulttry, auginty maitinamojoje terpéje su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l
TDZ ir 1,25 g/l L-fenilalanino priedu, ekstrakto DPPH radikalo slopinimas gautas 33,61 % didesnis,
nei vaistinés medetkos in vivo ekstrakte. Medetkos kaliaus kultiiry, auginty su 1,25 g/l L-fenilalanino
priedu, ekstraktuose DPPH radikalo slopinimas nustatytas 39,89, 8,19 ir 37,10 % didesnis, nei lapy,
stieby ir Sakny kaliaus kulttiry, auginty be L-fenilalanino priedo, ekstraktuose.
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3.1 pav. DPPH radikalo slopinimas vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttry ir in vivo ekstraktuose

Ivertinus gautus DPPH radikalo slopinimo rezultatus, nustatyta, kad didziausiu slopinamuoju

34



poveikiu pasiZyméjo vaistinés medetkos eksplantai, kurie buvo auginti MS terpéje su cinko oksido ir
L-triptofano ir L-fenilalanino priedais. Lapy, stieby ir Sakny kaliaus kultiiry, auginty su 0,1 mg/l TAR
ir 0,5 mg/l TDZ fitohormonais, DPPH radikalo slopinimas buvo atitinkamai 44,24, 19,29 ir 45,80 %,
didesnis su 1,25 g/l L-triptofano priedu, nei terpéje be aminoraigs¢iy. Taip pat lapy, stieby ir Sakny
kaliaus kultiiry, auginty su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais bei 10 mg/l ZnO priedu
slopinimas buvo atitinkamai 38,72, 13,21 ir 14,22 % didesnis nei terp¢je be 10 mg/l ZnO.

Taip pat gauta, kad didesniu DPPH radikalo slopinimu pasizyméjo kaliaus kultiiros, kurios buvo
augintos terpése papildytose 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais, nei terpése papildytose
0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ.

3.1.2. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas redukciniy savybiy nustatymo metodu

Redukciniy savybiy nustatymo metodu jvertintose in vivo ir in vitro kaliaus kultiirose gautas
skirtingas antioksidacinis aktyvumas. Didesnes redukcines bei antioksidacines savybes |émé didesné
tiriamojo tirpalo Sviesos sugertis. Gautuose rezultatuose (3.2 pav.) matyti, kad didziausiomis
redukcinémis savybémis pasizyméjo Sakny kaliaus kultiiry, auginty MS terpéje praturtintoje 0,5 mg/I
BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais bei 10 mg/l ZnO priedu, ekstraktas (A — 0,32). Maziausiomis
redukcinémis savybémis pasizyméjo Sakny kaliaus kultiiry, auginty terpéje su 0,1 mg/l IAR ir 0,5
mg/l TDZ fitohormonais ir 1,25 g/l L-triptofano priedu, ekstraktas (A —0,07).
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3.2 pav. Redukciniy savybiy jvertinimas vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultdiry ir in vivo ekstraktuose

In vivo kultivuotos vaistinés medetkos redukcinés savybés nustatytos 41,18 % didesnés nei viso
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augalo kaliaus kultiiry, auginty terpéje praturtintoje 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ fitohormonais bei
1,25 g/l L-fenilalanino priedu.

Jvertinus gautus rezultatus istirta, kad aminortigséiy ir cinko oksido priedai maitinamojoje terpéje
reikSmingos jtakos kaliaus kultiiry ekstraktams, tirtiems redukciniy savybiy nustatymo metodu,
neturéjo. Gauti tyrimo rezultatai parodé, kad didesnis antioksidacinis aktyvumas budingas lapy,
stieby ir Sakny in vitro kaliaus kultiry, kurios buvo augintos MS terpése praturtintose 0,5 mg/l BAP
ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais (atitinkamai 56,11, 26,92 ir 46,37 %), lyginant su kaliaus kultiromis
augintomis terpése praturtintose 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ fitohormonais.

3.1.3. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas FRAP metodu

Atliktus FRAP antioksidacinio aktyvumo tyrimg nustatytas skirtingas vaistinés medetkos ekstrakty
geb¢jimas redukuoti trivalente gelezj j dvivalente, kurios koncentracija pumol/l nusako ekstrakto
antioksidacinj aktyvuma. Gauti rezultatai (3.3 pav.) parodé, kad didziausiu antioksidaciniu aktyvumu
pasizyméjo vaistinés medetkos lapy kaliaus kulttry, auginty su 0,1 mg/l 1AR ir 0,5 mg/l TDZ bei
1,25 g/l L-triptofano priedu, ekstraktas (7,514+0,05 umol/l). Maziausias antioksidacinis aktyvumas
nustatytas sakny kaliaus kulttiry, auginty su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais, ekstrakte
(0,59+0,12 pmol/1).

Rezultatuose taip pat gauta, kad visas vaistinés medetkos augalo, kultivuoto in vivo, ekstraktas,
pasizyméjo 21,47 % didesnémis antioksidacinémis savybémis, nei i§ ViSy eksplanty medetkos kaliaus
kultiiry, auginty terpéje su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ fitohormonais bei 1,25 g/l L-fenilalanino
priedu, ekstraktas. Vaistinés medetkos kaliaus kulttiry, auginty su 1,25 g/1 L-fenilalanino priedu,
ekstraktuose nustatytas didesnis antioksidacinis aktyvumas, lyginant su stieby ir Sakny kaliaus
kulttiry, auginty be L-fenilalanino, ekstraktais (atitinkamai 40,19 ir 34,44 %).
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3.3 pav. Antioksidacinis aktyvumas vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttiry ir in vivo ekstraktuose
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[vertinus gautus rezultatus galima teigti, kad kaliaus kultiirose, kuriose naudojami papildomi
aminortig8¢iy ar cinko oksido priedai, antioksidacinis aktyvumas buvo didesnis nei kaliaus kultiirose
augintose be iy priedy. Lapy, stieby ir Sakny kaliaus kultary, auginty su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/I
TDZ fitohormonais, ekstraktuose antioksidacinés savybés buvo atitinkamai 44,17, 55,80, 8,38 %
didesnés su 1,25 g/l L-triptofano priedu, nei terpéje be aminortg$ciy. Taip pat lapy ir stieby kaliaus
kultliry, auginty su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais bei 10 mg/l ZnO priedu, ekstrakty
antioksidacinés savybés buvo atitinkamai 34,59 ir 79,93 % didesnés nei terpéje be 10 mg/1 ZnO.

Palyginus in vitro kaliaus kulturas augintas MS terpése praturtintose skirtingais fitohormonais matyti,
kad didesnis antioksidacinis aktyvumas budingas eksplantams kultivuotiems terpése su 0,1 mg/l AR
ir 0,5 mg/l TDZ fitohormonais, nei su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais.

3.1.4. Antioksidacinio aktyvumo tyrimy apibendrinimas

Atliktuose vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry ir in vivo ekstrakty antioksidacinio aktyvumo
tyrimuose buvo gauti skirtingi rezultatai. Didziausig antioksidacinj aktyvuma, istirtag redukciniy
savybiy nustatymo (0,5 mg/l BAP+0,5 mg/l NAR+10 mg/l ZnO - 0,32) metodu, rodé vaistinés
medetkos Sakny kaliaus kultiiry ekstraktai. DPPH radikalo slopinimo metodu didziausias
antioksidacinis aktyvumas buvo nustatytas stieby kaliaus kultiry ekstraktuose (0,5 mg/l BAP+0,5
mg/l NAR+10 mg/l ZnO — 83,53+6,46 %). FRAP metodu didziausios antioksidacinés savybés buvo
jvertintos lapy kaliaus kultiry ekstraktuose (0,1 mg/l IAR+0,5 mg/l TDZ+1,25 g/l L-triptofanas —
7,51+0,05 umol/l). ReikSmingas pokytis tarp kaliaus kultiiry, auginty terpése papildytose skirtingais
fitohormonais, ekstrakty nepastebétas. ReikSmingas antioksidaciniy savybiy pokytis buvo pastebétas
in vitro kaliaus kulttry, kurios buvo augintos su L-fenilalanino, L-triptofano ir cinko oksido priedais
maitinamosiose terpése, ekstraktuose.

L-triptofanas yra zinomas fiziologinis fitohormono, indolo acto riigsties pirmtakas, o jo naudojimas
atitinkamomis koncentracijomis gali turéti teigiamg poveikj augaly augimui bei antioksidaciniam
aktyvumui [71]. Bakry‘o ir kt. [72] atliktuose tyrimuose buvo nustatyta, kad L-triptofano priedas
skatino didesnj antoksidacinj aktyvuma bolivinés balandos (lot. Chenopodium quinoa Willd.)
augaluose. Tyrimy rezultatai parod¢, kad DPPH radikalo slopinimas, naudojant 50 ir 75 mg/I L-
triptofano priedus, buvo nustatytas atitinkamai 46,41+0,71 ir 54,05+0,46 %. Kontroliniame méginyje
DPPH radikalo slopinimas nustatytas 42,29+0,27 %.

Mokslingje literatiiroje minimas teigiamas L-fenilalanino poveikis aukstesniyjy augaly
antioksidacinéms savybéms [73]. Al-Mohammad‘as [73] atliko tyrimus, kuriuose buvo nustatytas L-
fenilalanino poveikis antioksidaciniam aktyvumui saliery (lot. Apium graveolens var. secalinum)
lapuose. DPPH metodu nustatyta, kad 25 ir 50 g/l L-fenilalanino priedas padidino antioksidacinj
aktyvumg atitinkamai iki 43,7 ir 45,7 %. Kontroliniame méginyje DPPH radikalo slopinimas
nustatytas 37,7 %.

Sobati-Nasab‘o ir kt. [74] atliktame tyrime jvertintas skirtingy koncentracijy (0, 0,5, 1, 1,5 ir 2 mg/1)
cinko poveikis, vaistinés medetkos antioksidacinéms savybéms. DPPH ir FRAP metodais nustatyta,
kad didziausig antioksidacinj aktyvuma skatino 1 mg/l Zn priedas (atitinkamai 49,06 % ir 309,56
umol/g). Maziausias antioksidacinis aktyvumas buvo nustatytas kontroliniuose meéginiuose
(atitinkamai 9,74 % ir 184,81 umol/g).
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3.2. Vaistinés medetkos antioksidaciniy fermenty aktyvumo jvertinimas

Vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultary ir in vivo ekstrakty antioksidaciniam poveikiui nustatyti
buvo jvertinami superoksido dismutazés, katalazés, askorbatperoksidazés ir prolindehidrogenazés
fermenty aktyvumai.

3.2.1. Superoksido dismutazés (SOD) aktyvumo jvertinimas

Didesnis SOD fermento aktyvumas lémé didesnes antioksidacines savybes. Gautuose rezultatuose
(3.4 pav.) gauta, kad didziausiu SOD aktyvumu pasizyméjo vaistinés medetkos sakny kaliaus kultiiry,
auginty MS terpéje praturtintoje 0,1 mg/l 1AR ir 0,5 mg/l TDZ (19,12+1,11vnt/mg), ekstraktai.
Maziausias SOD aktyvumas gautas Sakny kaliaus kultiiry, auginty su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR
ir 10 mg/l ZnO (3,38+0,75 vnt/mg), ekstrakte.
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3.4 pav. Superoksido dizmutazés aktyvumas vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry ir in vivo
ekstraktuose

I8 visy eksplanty gautose kaliaus kultGrose in vitro, augintose MS terpéje su 0,1 mg/l1 IAR ir 0,5 mg/1
TDZir 1,25 g/l L-fenilalanino priedu, SOD aktyvumas buvo nustatytas 43,15 % didesnis, nei vaistinés
medetkos in vivo ekstraktuose.

Ivertinus gautus rezultatus nustatyta, kad maitinamosios terpés papildymas 10 mg/l ZnO reik$mingos
jitakos fermentiniam aktyvumui kaliaus kultiiry ekstraktuose neturéjo. ReikSmingas pokytis gautas tik
lapy kaliaus kulttiry, auginty su 10 mg/l ZnO priedu, ekstrakte. SOD aktyvumas nustatytas 52,09 %
didesnis, lyginant su lapy kaliaus kultiromis augintomis be 10 mg/1 ZnO priedo.
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Palyginus in vitro eksplanty kaliaus kultiiry auginty skirtingais fitohormonais praturtintose terpése
fermentinj aktyvuma, istirta, kad lapy, stieby ir Sakny kaliaus kulttiry, auginty su 0,1 mg/l IAR ir 0,5
mg/l TDZ, ekstraktai pasizyméjo didesniu (atitinkamai 48,38, 31,98 ir 43,93 %) SOD aktyvumu,
lyginant su kaliaus kulttiromis augintomis su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR.

3.2.2. Askorbatperoksidazés aktyvumo jvertinimas

Gautuose rezultatuose (3.5 pav.) matyti, kad didziausias fermento aktyvumas nustatytas vaistinés
medetkos in vivo ekstraktuose (3,84+0,12 mmol/mg). Maziausias fermentinis aktyvumas nustatytas
stieby kaliaus kulttirose, kurios buvo kultivuojamos terpése su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ
fitohormonais (1,15+£0,04 mmol/mg).

Vaistinés medetkos in vivo ekstraktuose, askorbatperoksidazés aktyvumas buvo 66,79 % didesnis,
lyginant su in vitro kaliaus kultiry, auginty su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ bei 1,25 g/l L-
fenilalanino priedu, ekstraktais.
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3.5 pav. Askorbatperoksidazés aktyvumas vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttiry ir in vivo ekstraktuose

Askorbatperoksidazés aktyvumui teigiamos jtakos turéjo 10 mg/l ZnO priedas maitinamosiose
terpése. Lyginant fermentinj aktyvuma in vitro kaliaus kultiiry, auginty su ir be 10 mg/l ZnO priedo,
ekstraktuose, cinko oksido pridéjimas j terpes padidino askorbatperoksidazés aktyvuma lapy ir $akny
kaliaus kulttirose atitinkamai 15,24 ir 13,69 %.

Ivertinus gautus rezultatus taip pat nustatyta, kad 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonai
maitinamosiose terpése skatino didesnj antioksidacinio fermento aktyvuma in vitro kaliaus kulttirose.
Lapy ir stieby kaliaus kultiirose askorbatperoksidazés fermentinis aktyvumas nustatytas atitinkamai
13,97 ir 40,46 % didesnis, nei terpése su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ.

3.2.3. Katalazés aktyvumo jvertinimas

Pateiktuose rezultatuose (3.6 pav.) matyti, kad didZiausias fermento aktyvumas nustatytas stieby
kaliaus kulturose, kurios buvo augintos terpése su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR bei 10 mg/l ZnO
(37,90+0,03 vnt/mg). Maziausias fermentinis aktyvumas buvo gautas stieby kaliaus kulttiry, auginty
su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR (15,37+0,04 vnt/mg), ekstraktuose.
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3.6 pav. Katalazés aktyvumas vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttry ir in vivo ekstraktuose

Ivertinus gautus rezultatus nustatytas zymus cinko oksido priedo poveikis katalazés fermento
aktyvumui in vitro kaliaus kultirose. Lapy ir stieby kaliaus kultirose, augintose MS terpése
praturtintose 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR bei 10 mg/l ZnO, fermentinis aktyvumas nustatytas
atitinkamai 54,79 ir 59,44 % didesnis nei terpése be 10 mg/1 ZnO.

Rezultatuose matyti, kad katalazés aktyvumas buvo didesnis kaliaus kultiiry, auginty terpése
praturtintose 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ fitohormonais, ekstraktuose. Lapy ir stieby kaliaus
kulttrose katalazés fermentinis aktyvumas buvo 19,84 ir 10,63 % didesnis, nei augintose 0,5 mg/I
BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais praturtintose terpése.

3.2.4. Prolindehidrogenazés aktyvumo jvertinimas

Gautuose rezultatuose (3.7 pav.) matyti, kad didziausias fermento aktyvumas nustatytas lapy kaliaus
kultary, auginty su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR bei 10 mg/l ZnO (133,60+1,50 umol NAD/mg
baltymo x min), ekstrakte. Maziausias prolindehidrogenazés fermentinis aktyvumas nustatytas lapy
kaliaus kultiiry, auginty su 0,1 mg/l lAR ir 0,5 mg/l TDZ (34,41+1,49 umol NAD/mg baltymo x min),
ekstrakte.
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3.7 pav. Prolindehidrogenazés aktyvumas vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttiry ir in vivo ekstraktuose

Pateiktuose rezultatuose matyti, kad cinko oksido pridéjimas j maitinamasias terpes turéjo teigiama
poveikj prolindehidrogenazés fermento aktyvumui. Lapy ir stieby kaliaus kultiirose, kurios buvo
augintos terpése su 10 mg/l ZnO, fermentinis aktyvumas nustatytas atitinkamai 59,07 ir 31,59 %
didesnis nei kaliaus kultiirose, augintose be cinko oksido priedo.
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Didesnis prolindehidrogenazés aktyvumas nustatytas kaliaus kultiiry, auginty su 0,5 mg/l BAP ir 0,5
mg/l NAR fitohormonai, ekstraktuose. Lapy kaliaus kultirose prolindehidrogenazés aktyvumas
nustatytas 37,07 % didesnis, nei augintose su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ.

3.2.5. Antioksidaciniy fermenty aktyvumo jvertinimo apibendrinimas

Ivertinus antioksidaciniy fermenty aktyvumo rezultatus, nustatyta, kad skirtingy fitohormony
pridéjimas mitybinéje terp¢je reikSmingos jtakos neturéjo. ReikSmingas pokytis pastebimas MS terpe
su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais papildzius 10 mg/l ZnO. Cinko oksido priedas
padidino vaistinés medetkos eksplanty fermentinj aktyvuma iki 59,44 %.

Mokslingje literatiiroje cinkas yra apibtidinamas, kaip labai svarbus mikroelementas, kuris apsaugo
augaly lasteles nuo pazeidimy ir yra svarbus kofaktorius, aktyvuojantis daugelj svarbiy
antioksidaciniy fermenty augaluose [75].

Kavian‘as ir kt. [75] tyré cinko poveikj alavijo (lot. Aloe vera) augimui ir antioksidaciniy fermenty
aktyvumui. Tyrimui buvo naudojami 5 ir 10 mgxkg? koncentracijy Zn priedai. Gauti rezultatai
parodé, kad Zn priedas alavijo lapuose fermenty SOD, askorbatperoksidazés, katalazés ir
peroksidazés aktyvuma padidino atitinkamai 10 ir 23 %, 64 ir 67 %, 66 %, 23 ir 30 %. Tavallali‘as ir
kt. [76] taip pat atliko tyrimus, kuriuose buvo jvertintas antioksidaciniy fermenty aktyvumo pokytis
pistacijos lapuose (lot. Pistacia vera L.) su ir be Zn priedo. Rezultatuose gauta, kad skirtingy
koncentracijy Zn priedai skatino didesnj SOD, askorbatperoksidazés ir katalazés fermenty aktyvuma.

3.3. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas

Folin-Ciocalteu‘o metodu buvo vertinama bendroji fenoliniy junginiy koncentracija vaistinés
medetkos in vitro kaliaus kulttry ir in vivo ekstraktuose. Gautuose rezultatuose (3.8 pav.) matyti, kad
didziausia bendroji fenoliniy junginiy koncentracija nustatyta vaistinés medetkos in vivo ekstrakte
(3,39+0,31 mg/100g). Maziausia bendroji fenoliniy junginiy koncentracija nustatyta Sakny kaliaus
kulttiry, kurios buvo kultivuotos MS maitinamojoje terpéje su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR
(0,56£0,23 mg/1009), ekstrakte.

Palyginus gautus rezultatus tarp vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry ir in vivo ekstrakty, matyti,
kad in vivo ekstraktuose fenoliniy junginiy koncentracija buvo nustatyta 33,18 % didesné, nei kaliaus
kulttrose, augintose MS terpése su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ bei 1,25 g/l L-fenilalaninu. L-
fenilalanino priedas maitinamojoje terpéje turéjo teigiamg poveikj didesnéms fenoliniy junginiy
koncentracijoms susidaryti, lyginant su lapy, stieby ir Sakny kaliaus kultiromis (atitinkamai 34,07,
33,62 ir 59,29 %).
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3.8 pav. Bendroji fenoliniy junginiy koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttry ir in vivo
ekstraktuose

vertinus gautus rezultatus, gauta, kad cinko oksido priedas maitinamojoje terpéje taip pat turéjo
teigiamg jtaka fenoliniy junginiy koncentracijai didéti vaistinés medetkos kaliaus kultirose. Lapy,
stieby ir Sakny in vitro kaliaus kultirose, kurios buvo augintos MS terpéje su 0,5 mg/l BAP ir 0,5
mg/l NAR bei 10 mg/l ZnO priedu, bendroji fenoliniy junginiy koncentracija buvo atitinkamai 5,86,
11,63 ir 41,53 % didesné, lyginant su kaliaus kultiromis kultivuotomis terpéje be 10 mg/l ZnO.

Palyginus vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiras augintas su skirtingais fitohormony priedais,
nustatyta, kad didesnés fenoliniy junginiy koncentracijos susidaré kaliaus kultiirose, augintose su 0,1
mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ. Lapy, stieby ir Sakny kaliaus kulttirose fenoliniy junginiy koncentracija
nustatyta atitinkamai 12,80, 25,48 ir 39,17 % didesné, lyginant su kaliaus kultiiromis augintomis
terpéje praturtintoje 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR.

3.3.1. Bendrosios fenoliniy riig§¢iy koncentracijos jvertinimas

Atliktame tyrime jvertinta fenoliniy riig§¢iy koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry
ir in vivo ekstraktuose. Gautuose tyrimo rezultatuose (3.9 pav) matyti, kad didziausia fenoliniy
rugsciy koncentracija susidaré vaistinés medetkos in vivo ekstraktuose (2,15+0,09 %). Maziausia
fenoliniy rtgs¢iy koncentracija susidaré in vitro Sakny kaliaus kulttry, auginty su 0,5 mg/l BAP ir
0,5 mg/l NAR fitohormonais (0,45%0,04 %), ekstrakte.

Visame vaistinés medetkos augalo, augintame in vivo, ekstrakte susidaré 7,90 % daugiau fenoliniy
rigsciy, lyginant su vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry, auginty MS terpése su su 0,1 mg/I
IAR ir 0,5 mg/l TDZ bei 1,25 g/l L-fenilalaninu, ekstraktais. L-Fenilalanino priedas, lyginant su lapy,
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stieby ir Sakny kaliaus kultiromis, kurios buvo augintos terpése su 0,1 mg/lI IAR ir 0,5 mg/l TDZ,
skatino didesn;j fenoliniy riig$¢iy susidarymg (atitinkamai 41,41, 41,91 ir 73,23 %).
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3.9 pav. Fenoliniy rigs¢iy koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttiry ir in vivo ekstraktuose

Jvertinus gautus rezultatus, nustatyta, kad cinko oksido priedas maitinamojoje terpéje taip pat turéjo
teigiamg poveik] ir fenolinéms ragstims susidaryti. Lapy ir stieby in vitro kaliaus kulttiry, kurios buvo
augintos MS terpéje su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais ir 10 mg/l ZnO priedu,
ekstraktuose fenoliniy riig§¢iy koncentracija nustatyta atitinkamai 36,59 ir 19,40 % didesné, lyginant
su eksplanty, kultivuoty terpéje be 10 mg/l ZnO, ekstraktais.

Palyginus vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiras, augintas su skirtingais fitohormony priedais,
didesnés fenoliniy rigs¢iy koncentracijos nustatytos eksplantuose augintuose su 0,1 mg/l IAR ir 0,5
mg/l TDZ. Lapy, stieby ir Sakny kaliaus kultiiry ekstraktuose fenoliniy riigs¢iy koncentracija jvertinta
atitinkamai 32,76, 6,09 ir 15,09 % didesné, lyginant su kaliaus kulttiry, auginty terpéje praturtintoje
0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR ekstraktais.

3.4. Flavonoidy koncentracijos jvertinimas

Atliktame tyrime nustatyta flavonoidy koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry ir in
vivo ekstraktuose. Gautuose rezultatuose (3.10 pav.) galime matyti, kad didziausia flavonoidy
koncentracija buvo nustatyta vaistinés medetkos in vivo ekstraktuose (4,33+£0,01 mg/g). Tuo tarpu,
MS terpése su 0,1 mg/l [AR ir 0,5 mg/l TDZ auginty $akny kaliaus kultiiry ekstraktuose, flavonoidy
susidarymas buvo maziausias (0,75+0,01 mg/qg).

Vaistinés medetkos in vivo ekstraktai pasizyméjo 62,12 % didesne flavonoidy koncentracija, lyginant
su in vitro kaliaus kultdry, auginty MS terpéje su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ ir 1,25 g/l L-
fenilalanino priedu, ekstraktais. Teigiamas L-fenilalanino poveikis flavonoidy susidarymui
nustatytas, lyginant koncentracijas su lapy, stieby ir Sakny kaliaus kultiromis. Medetkos kaliaus
kultiry, auginty su 1,25 g/l L-fenilalanino priedu, ekstraktuose flavonoidy koncentracija buvo
atitinkamai 21,95, 40,24 ir 54,27 % didesné, lyginant su kaliaus kultiiry, auginty terpése tik su 0,1
mg/l 1AR ir 0,5 mg/l TDZ fitohormonais, ekstraktais.
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3.10 pav. Flavonoidy koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttiry ir in vivo ekstraktuose

Tyrimo rezultatuose taip pat matyti, kad cinko oksido priedas maitinamojoje terpéje skatino didesnj
flavonoidy susidarymg kaliaus kultirose in vitro. Lapy ir stieby kaliaus kultiiry, auginty terpése
praturtintose 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais ir 10 mg/l ZnO, ekstraktuose flavonoidy
koncentracijos nustatytos atitinkamai 7,30 ir 14,15 % didesnés, lyginant su vaistinés medetkos kaliaus
kultiiry, auginty terpése be 10 mg/l ZnO, ekstraktais.

Gauti rezultatai taip pat rodo, kad vaistinés medetkos lapy, stieby ir Sakny in vitro kaliaus kulttiry,
auginty MS terpése su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais, ekstraktas pasizyméjo
didesnémis flavonoidy koncentracijomis (atitinkamai 22,42, 46,15 ir 47,92 %), lyginant su in vitro
kaliaus kultiiry, auginty MS terpése su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ fitohormonais, ekstraktu.

3.4.1. Bendrosios antocianiny koncentracijos jvertinimas

Atliktame tyrime jvertinta antocianiny koncentracija vaistinés medetkos in vivo ir in vitro kaliaus
kultiiry ekstraktuose. Pateiktuose rezultatuose (3.11 pav.) matyti, kad didziausia antocianiny
koncentracija nustatyta vaistinés medetkos in vivo ekstraktuose (0,53+0,02 mg/100g). Maziausia
antocianiny koncentracija nustatyta vaistinés medetkos lapy kaliaus kultiirose, kurios buvo augintos
MS terpése praturtintose 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais (0,04+0,01 mg/100g).

Palyginus gautus rezultatus tarp vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry ir in vivo ekstrakty, matyti,
kad in vivo ekstraktuose antocianiny koncentracija nustatyta 59,36 % didesné, nei kaliaus kultiiry,
augintose MS terpése su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ bei 1,25 g/l L-fenilalaninu, ekstraktuose. L-
fenilalanino priedas skatino didesnj antocianiny susidarymg (atitinkamai 9,09, 72,72 ir 63,45 %),
lyginant su lapy, stieby ir Sakny kaliaus kultaromis, kurios buvo augintos be 1,25g/l L-fenilalanino.
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3.11 pav. Antocianiny koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttiry ir in vivo ekstraktuose

Tyrimo rezultatuose taip pat matyti, kad cinko oksido priedas MS terpése turéjo teigiama poveikij
antocianinams susidaryti in vitro kaliaus kultiirose. Lapy ir stieby kaliaus kulttarose su 0,5 mg/l BAP
ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais bei 10 mg/l ZnO, antocianiny susidaré¢ atitinkamai 55,00 ir 16,03 %
daugiau, nei auginty tose paciose terpése tik be 10 mg/1 ZnO priedo.

Tyrimo metu buvo palygintos susidariusios antocianiny koncentracijos in vitro kaliaus kultarose,
augintose terpése su skirtingais fitohormonais. Pateiktuose rezultatuose gauta, kad lapy, stieby ir
Sakny kaliaus kulttirose, kultivuotose MS terpése su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR, antocianiny
koncentracijos buvo atitinkamai 80,00, 31,46 ir 39,06 % didesnés, nei terpése su 0,1 mg/l IAR ir 0,5
mg/l TDZ.

L-fenilalaninas yra augaly vystymuisi biitina aminortgstis, kuri yra daugelio molekuliy, svarbiy
augaly vystymuisi, dauginimuisi ir apsaugai nuo abiotiniy ir biotiniy stresoriy pirmtakas, jskaitant
fenilpropanoidus, flavonoidus, antocianinus, ligning, taninus ir salicilatus [77]. Al-Mohammad‘o [73]
atliktuose tyrimuose buvo nustatyta, kad bendroji fenoliniy junginiy koncentracija saliery lapuose
(lot. Apium graveolens var. secalinum), naudojant 25 ir 50 g/l L-fenilalanino priedus, padidéjo iki
19,6 ir 21,5 mgGAE/gDW, o flavonoidy koncentracija padidéjo iki 3,58 ir 3,71 mgRUT/gDW.
Kontroliniuose méginiuose fenoliniy junginiy ir flavonoidy koncentracijos nustatytos atitinkamai
13,3 mgGAE/gDW ir 3,8 mgRUT/gDW.

3.5. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos jvertinimas

Atliktuose tyrimuose vertintos chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos vaistinés medetkos in
vitro kaliaus kultary ir in vivo ekstraktuose. Pateiktuose rezultatuose (3.12 pav.) jvertinta chlorofilo
a koncentracija tiriamuosiuose ekstraktuose. Nustatyta, kad didZiausia chlorofilo a koncentracija
susidaré vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultary, auginty MS terpése praturtintose 0,1 mg/l AR
ir 0,5 mg/l TDZ bei 1,25 g/l L-fenilalaninu (19,28+0,16 mg/100g), ekstrakte. Vaistinés medetkos in
vivo ekstraktuose chlorofilo a koncentracija nustatyta 54,00 % mazesné, lyginant su vaistinés
medetkos in vitro kaliaus kulttiromis, augintomis su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ bei 1,25 g/l L-
fenilalaninu. Maziausia chlorofilo a koncentracija buvo Sakny kaliaus kultary, kultivuoty su 0,1 mg/I
IAR ir 0,5 mg/l TDZ (3,09+0,10 mg/100g), ekstrakte.

Taip pat nustatyta, kad cinko oksido priedas maitinamosiose terpése skatino didesnj chlorofilo a
susidarymg. MS terpése su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR bei 10 mg/l ZnO lapy ir stieby kaliaus
kulttrose chlorofilo a koncentracijos buvo atitinkamai 13,70 ir 49,96 % didesnés, lyginant su
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pigmenty koncentracijomis, kurios susidaré kaliaus kulttirose be 10 mg/l ZnO priedo. Rezultatuose
nustatytas ir nezymus skirtumas tarp chlorofilo a koncentracijy, in vitro kaliaus kultiirose augintose
su skirtingais fitohormonais. Lapy, stieby ir Sakny kaliaus kultarose, kultivuotose terpése su 0,5 mg/1
BAP ir 0,5 mg/l NAR, chlorofilo a koncentracijos buvo atitinkamai 10,10, 3,08 ir 17,15 % didesnés,
nei kaliaus kultiirose augintose su 0,1 mg/l [AR ir 0,5 mg/l TDZ.
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Lapy kalius ~ Stiebykalius  Sakny kalius ~ Lapykalius ~ Stieby kalius ~ Lapykalius ~ Stieby kalins ~ Sakny kalius ~ Medetka in Medetkos

Chlorofilo a koncentracija (ng/100g)

BAP(0.5mg/1). BAP(0.5mg/l). BAP(0.5mg/1). BAP(0.5mg/1). BAP(0.5mg/l). IAR(0.1mg/1). TAR(0.1mg/1). IAR(0.1mg/). vivo kalius
NAR(0.5mg/l) NAR(0.5mg/l) NAR(0.5mg/l) NAR(0.5mg/l). NAR(0.5mg/l). TDZ(0.5mg/l) TDZ(0.5mg/l) TDZ(0.5mg/1) IAR(0.1mg/).
ZnO(10mg/l) ZnO(10mg/l) TDZ(0,5mg/l),
L-Fenilalaninas
(1.25¢g/1)

3.12 pav. Chlorofilo a koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttry ir in vivo ekstraktuose

Tolimesniuose tyrimuose buvo vertinama chlorofilo b pigmenty koncentracija tiriamuosiuose
ekstraktuose. Gautuose rezultatuose (3.13 pav.) matyti, kad didziausia chlorofilo b koncentracija
nustatyta vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiry, auginty su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ bei
1,25 g/l L-fenilalaninu (16,62+0,15 mg/100g), ekstrakte. Vaistinés medetkos in vivo ekstraktuose
chlorofilo b koncentracijos nustatytos tik 3,79 % mazesnés, lyginant su in vitro ekstraktuose
susidariusiy pigmenty koncentracija. Maziausia chlorofilo b koncentracija susidaré stieby kaliaus
kulttrose, augintose terpése su 0,1 mg/l1 IAR ir 0,5 mg/l TDZ (1,19+£0,11 mg/100g).

Rezultatuose taip pat nustatytas teigiamas cinko oksido poveikis chlorofilui b susidaryti vaistinés
medetkos in vitro kaliaus kultiiry ekstraktuose. Lapy ir stieby kaliaus kultirose, kurios buvo
auginamos su 10 mg/l ZnO, chlorofilo b koncentracijos nustatytos atitinkamai 51,38 ir 54,02 %
didesnés nei terpése be 10 mg/l ZnO. Lapy, stieby ir Sakny kaliaus kultirose, augintose 0,5 mg/l BAP
ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais papildytose MS terpése, nustatytas didesnis chlorofilo b pigmenty
susidarymas (atitinkamai 28,25, 77,37 ir 22,89 %), lyginant su kaliaus kultiromis augintomis terpése
su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ.
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Lapy kalius ~ Stiebykalius ~ Saknykalius  Lapykalius ~ Stieby kalius ~ Lapykalius ~ Stieby kalius ~ Sakny kalius ~ Medetka in Medetkos

Chlorofilo b koncentracija (1

BAP(0.5mg/l), BAP(0,5mg/l), BAP(0.5mg/1). BAP(0,5mg/l), BAP(0.5mg/1), TAR(0.1mg/l), TAR(0,1mg/l), TAR(0.1mg/), vivo kalius
NAR(0.5mg/1) NAR(0.5mg/l) NAR(0.5mg/1) NAR(0.5mg/l). NAR(0.5mg/l1). TDZ(0.5mg/1) TDZ(0.5mgl) TDZ(0.5mg1l) TAR(0.1mg/l).
ZnO(10mg/1) ZnO(10mg/1) TDZ(0.5mg/l),
L-Fenilalaninas
(1.25g/1)

3.13 pav. Chlorofilo b koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttiry ir in vivo ekstraktuose
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Toliau buvo vertinami karotinoidy koncentracijos kitimai vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttry
ir in vivo ekstraktuose. Pateiktuose rezultatuose (3.14 pav.) matyti, kad didZiausia karotinoidy
koncentracija nustatyta vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry, auginty su 0,1 mg/l AR ir 0,5
mg/l TDZ bei 1,25 g/l L-fenilalaninu (6,02+0,05 mg/100g), ekstrakte. In vivo vaistinés medetkos
ekstraktuose karotinoidy koncentracija buvo 76,74% mazesné, lyginant su in vitro kaliaus kulttiromis
augintomis su 1,25 g/l L-fenilalanino priedu. Maziausia karotinoidy koncentracija nustatyta Sakny
kaliaus kultary, auginty MS terpése praturtintose 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ (0,14+0,05 mg/100g),
ekstraktuose.

Gautuose rezultatuose matyti, kad lapy ir stieby in vitro kaliaus kultirose, augintose terpése su 10
mg/l ZnO priedu, karotinoidy susidaré daugiau (atitinkamai 37,60 ir 55,33 %), nei terpése be 10 mg/1
Zn0. Lyginant pigmenty susidarymg vaistinés medetkos eksplantuose, kurie buvo auginti terpése su
skirtingais fitohormonais, nustatytas, kad 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR skatino didesnj karotinoidy
susidarymg. Lapy, stieby ir Sakny kaliaus kultlirose pigmenty koncentracija nustatyta atitinkamai
55,22, 55,25 ir 48,14 % didesné, lyginant su eksplantais augintais terpése praturtintose 0,1 mg/l AR
ir 0,5 mg/l TDZ.
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M Lapykalius ~ Stieby kalius ~ Saknu kalius ~ Lapukalius ~ Stieby kalius  Lapu kalius ~ Stieby kalius ~ Sakny kalius ~ Medetka in Medetkos
BAP(0.5mg/l). BAP(0.5mg/l). BAP(0.5mg/l). BAP(0.5mg/l). BAP(0.5mg/l). IAR(0.1mg/1). IAR(0.1mg/1). IAR(0.1mg/). Vivo kalius
NAR(0,5mg/l) NAR(0,5mg/l) NAR(0,5mg/1) NAR(0,5mg/l), NAR(0,5mg/1), TDZ(0.5mg/!1) TDZ(0.,5mg/l) TDZ(0,5mg/l) TAR(0.1mg/l),

ZnO(10mg/l) ZnO(10mg/l) TDZ(0,5mg/),

L-Fenilalaninas

(1.25g/1)

3.14 pav. Karotinoidy koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttry ir in vivo ekstraktuose

Jvertinus chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos rezultatus in vitro kaliaus kultiiry ir in vivo
ekstraktuose nustatyta, kad didziausios pigmenty koncentracijos susidaré vaistinés medetkos in vitro
kaliaus kultiirose, kurios buvo augintos MS terpése su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ fitohormonais
bei 1,25 g/l L-fenilalanino priedu.

Mokslinéje literatiiroje rasoma, kad cinkas augaluose skatina didesnj chloroplasty, pavyzdziui
karotinoidy ir chlorofilo, susidaryma, todél yra svarbus ir naudingas augaly augimui ir fotosintezés
sistemai [74]. Sobati-Nasab‘as ir kt. [74] tyré cinko poveikj vaistinés medetkos (lot. Calendula
officinalis L.) lapams, siekiant pagerinti fiziologinius ir fitocheminius parametrus. Tyrimy metu
vaistiné medetka buvo auginta terpése su skirtingomis cinko koncentracijomis (0, 0,5, 1, 1,5 ir 2
mg/l). Gauti tyrimy rezultatai, patvirtino, kad cinko pridéjimas j maitinamasias terpes padidino
chlorofilo a ir b bei karotinoidy susidarymg, didziausios pigmenty koncentracijos nustatytos
atitinkamai 16,00, 6,28 ir 15,44 mg/g FW.

Samani‘as ir kt. [78] atliko tyrimus, kuriuose buvo nustatytas teigiamas L-fenilalanino poveikis
chlorofilo a ir b bei karotinoidy susidarymui vaistinio Salavijo (lot. Salvia officinalis L.) lapuose.
Nustatyta, kad terpése su 250 ppm L-fenilalanino priedu, pigmenty susidaré didesnés koncentracijos
(atitinkamai 4,30, 1,61 ir 0,56 pg/ml), nei kontroliniame méginyje (atitinkamai 4,07, 1,53 ir 0,50
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pg/ml).
3.6. L-Prolino koncentracijos jvertinimas

Atliktame tyrime buvo vertinama L-prolino koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry
ir in vivo ekstraktuose. Pateiktuose rezultatuose (3.15 pav.) matyti, kad didziausios L-prolino
koncentracijos nustatytos $akny kaliaus kultiiry, auginty MS terpése su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/I NAR
(2,19+0,03 umol/g), ekstrakte. Maziausia L-prolino koncentracija susidaré stieby kaliaus kulttiry,
auginty MS terpése su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ fitohormonais, (0,14+0,01 umol/g), ekstrakte.

Vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry, kultivuoty su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ bei 1,25 g/l
L-fenilalanino priedu, ekstraktuose L-prolino koncentracija nustatyta 20,52 % didesné nei in vivo
ekstraktuose. 1,25 g/l L-fenilalanino priedas maitinamojoje terpéje, reikSmingos jtakos L-prolino
susidarymui neturéjo, lyginant su lapy, stieby ir Sakny kaliaus kultiiromis, augintomis terpése tik su
0,1 mg/l AR ir 0,5 mg/l TDZ fitohormonais.
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Lapy kalius ~ Stiebykalius ~ Saknykalius ~ Lapukalius ~ Stiebykalius  Lapykalius ~ Stieby kalius ~ Sakny kalius ~ Medetka in Medetkos

BAP(0.5mg/l), BAP(0.5mg/1). BAP(0.5mg/l), BAP(0,5mg/l), BAP(0,5mg/l), IAR(0.1mg/l), TAR(0,1mg/l), TAR(0,1mg/1). vivo kalius
NAR(0.5mg/l) NAR(0.5mg/l) NAR(0.5mg/1) NAR(0.5mg/1). NAR(0.5mg/l). TDZ(0.5mg/l) TDZ(0.5mg/l) TDZ(0.5mgl) TAR(0.1mg/l).
ZnO(10mg/l1) ZnO(10mg/l) TDZ(0.5mg/l),
L-Fenilalaninas

(L.25g/1)

3.15 pav. L-Prolino koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttiry ir in vivo ekstraktuose

Ivertinus gautus rezultatus istirta, kad cinko oksido pridéjimas mitybinése terpése Zymaus poveikio
neturéjo L-prolino koncentracijos didéjimui vaistinés medetkos eksplanty in vitro kaliaus kulttirose.
Lyginant L-prolino koncentracijas tarp eksplanty auginty MS terpése su skirtingais fitohormonais
matyti, kad 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais praturtintose terpése susidaré didesnés L-
prolino koncentracijos. Lapy, stieby ir Sakny kaliaus kultiirose L-prolino susidaré atitinkamai 59,96,
35,21 ir 34,03 % daugiau nei terpése su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ.

3.7. Malondialdehido (MDA) koncentacijos jvertinimas

Atliktame tyrime jvertinta MDA koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttry ir in vivo
ekstraktuose. Malondialdehidas naudojamas kaip lipidy peroksidacijos ir redokso lygiy rodiklis
augaly fiziologijos srityje ir yra vienas i§ daZzniausiai naudojamy oksidacinio streso biomarkeriy
biomedicininiuose tyrimuose [79]. Didesnés MDA koncentracijos 1émé didesnj patirta oksidacinj
stresg kaliaus kulttirose. Pateiktuose rezultatuose (3.16 pav.) nustatyta, kad didziausig oksidacinj
stresg patyré lapy ir stieby kaliaus kultiiros, augintos su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR (atitinkamai
0,38+0,01ir 0,39+0,01 umol/g). Maziausig oksidacinj stresg patyré lapy kaliaus kultiiros, kurios buvo
kultivuojamos su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR bei 10 mg/l ZnO (0,22+0,02 pmol/g).

Lyginant MDA koncentracijas vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultary, auginty su 0,1 mg/l TAR
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ir 0,5 mg/l TDZ bei 1,25 g/l L-fenilalaninu, ir in vivo ekstraktuose, Zymaus skirtumo oksidacinio
streso atsparumui nepastebéta.
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ZnO(10mg/l)  ZnO(10mg/l) L-Fenilalaninas
(1.25g/1)

3.16 pav. MDA koncentracija koncentracija vaistinés medetkos in vitro kaliaus kulttry ir in vivo
ekstraktuose

Gautuose rezultatuose taip pat nustatytas teigiamas cinko oksido poveikis maitinamosiose terpése.
Vaistinés medetkos lapy ir stieby kaliaus kulttiros, kurios buvo kultivuojamos su 10 mg/l ZnO,
oksidacinj stresg patyreé atitinkamai 41,14 ir 34,36 % mazesnj, nei eksplantai auginti su 0,5 mg/l BAP
ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais ir be 10 mg/l ZnO priedo.

Rezultatuose matomas MDA koncentracijos skirtumas tarp vaistinés medetkos in vitro kaliaus
kulttiry, kultivuoty su skirtingais fitohormonais. Lapy ir stieby kaliaus kulttiry oksidacinio streso
atsparumui teigiamos jtakos turéjo 0,1 mg/l 1AR ir 0,5 mg/l TDZ fitohormonai. Nustatytos MDA
koncentracijos buvo atitinkamai 15,10 ir 34,37 % mazesnés, nei kaliaus kultiirose augintose su 0,5
mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR.

3.8. Antibakterinio aktyvumo jvertinimas

Atliktame tyrime buvo vertintas vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry bei in vivo ekstrakty
antibakterinis aktyvumas prie§ Escherichia coli bakterijas. Vaistinés medetkos antibakterinio
aktyvumo tyrime antibiotiku buvo naudotas ciprofloksacinas. Pateiktuose rezultatuose (3.1 lentelé.)
matyti, kad didziausia slopinimo zona buvo nustatyta lapy kaliaus kultiiry, auginty su 0,5 mg/l BAP
ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais, ekstrakto (0,107+0,008 cm). Antibakteriniu aktyvumu taip pat
pasizyméjo ir stieby bei viso vaistinés medetkos augalo kaliaus kultiiry ekstraktai, kuriuose
Escherichia coli slopinimo zonos nustatytos atitinkamai 0,055+0,061 ir 0,067£0,052 cm. Kitose in
vitro kaliaus kultary ir in vivo ekstraktuose antibakterinis aktyvumas nenustatytas.

3.1 lentelé. Vaistinés medetkos in vivo ir in vitro kaliaus kultiiry antibakterinis aktyvumas pries Escherichia
coli bakterijas

Augalo dalis Maitinamoji terpé Ekstrahavimo Escherichia coli
trukmé, dienos | slopinimo zona,
cm
Lapai MS+BAP (0,5 mg/l)+NAR (0,5 mg/l) 14 0,107+0,008
Stiebai MS+BAP (0,5 mg/l)+NAR (0,5 mg/l) 14 -
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3.1 lentelés tesinys

Augalo dalis Maitinamoji terpé Ekstrahavimo Escherichia coli

trukmeé, dienos | slopinimo zona,
cm

Lapai MS+BAP (0,5 mg/l)+NAR (0,5 mg/l)+Zn0O (10 mg/l) 14 -

Stiebai MS+BAP (0,5 mg/l)+NAR (0,5 mg/l)+ ZnO (10 mg/l) 14 -

Lapai MS+IAR (0,1 mg/l)+TDZ (0,5 mg/l) 14 -

Stiebai MS+IAR (0,1 mg/l)+TDZ (0,5 mg/l) 14 0,055+0,061

Visas augalas MS+IAR (0,1 mg/l)+TDZ (0,5 mg/l)+L-fenilalaninas (1,25 14 0,067+0,052

g

Visas augalas In vivo 14 -

Atibiotikas - - 0,228+0,013

(ciprofloksacina

s)

3.17 pav. Vaistinés medetkos kaliaus kultiiry antibakterinis aktyvumas (A — ciprofloksacinas, B — visas
augalas 0,1 mg/l IAR, 0,5 mg/l TDZ, 1,25 g/l L-fenilalaninas, C — stiebai 0,1 mg/l IAR, 0,5 mg/l TDZ, D —
lapai 0,5 mg/l BAP, 0,5 mg/l NAR)

Palyginus gautus rezultatus gauta, kad cinko oksido pridéjimas j mitybines terpes teigiamos jtakos
neturéjo. Zymesnis antibakterinis aktyvumas tarp skirtingais fitohormonais papildytose
maitinamosiose terpése auginty vaistinés medetkos eksplanty taip pat nenustatytas.
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4. Rekomendacijy dalis

Fenoliniy riigs¢iy iSskyrimas i§ vaistinés medetkos (lot. Calendula officinalis L.) in vitro kaliaus
kultiry ir gryninimas pateiktas schemoje (4.1 pav.). Siekiant padidinti fenoliniy riig§¢iy susidaryma,
in vitro kaliaus kultary Igsteles rekomenduojama kultivuoti skystoje MS terpéje su 0,1 mg/l IAR ir
0,5 mg/l TDZ fitohormonais bei 1,25 g/l L-fenilalanino priedu.

Vaistinés medetkos kultivavimui pasirinkta maitinamoji terpé, papildyta rekomenduojamais
citokinais, auksinais ir aminortigs$¢iy priedais, paruosiama atskirame rezervuare (R-1). Terpé tiekiama
siurbliu (S-1) j autoklava (AU) ir sterilizuojama 15 min, 120 °C temperatiiroje, 0,75 — 1 atm. slégyje.
Sterili terpé ir susmulkintos medetkos kaliaus lgstelés perkeliamos j bioreaktoriy (BR), kuriame
suspensija maiSoma 100 aps/min, 25°C temperatiiroje. Po 4 savaiciy jpilama naujos MS + 0,1 mg/l
IAR + 0,5 mg/l TDZ + 1,25 g/l L-fenilalanino terpés.

Po fermentacijos bioreaktoriuje, suspensijos kultiros surenkamos ir tiekiamos siurbliu (S-2) i
centrifuga (C-1). Supernatantas atskiriamas nuo kiety nuosédy atskirame rezervuare (R-2). Lastelés
perkeliamos j liofilizatoriy (LF) ir i8dZiovinta biomasé susmulkinama rutuliniame maltine (M-1).
Susmulkinta biomasé neutralizuojama KOH buferiniu tirpalu ir sumaiSoma su distiliuotu vandeniu
atskirame rezervuare (R-3) bei homogenizuojama termostatuojame kratytuve (TK) 30 min, 25°C
temperatiiroje. Biomasés suspensija tiekiama siurbiu (S-3) j mikrofiltrag (MF), kuriame augalinés
lastelés atskiriamos. Gautas ekstraktas siurbliu (S-4) tiekiamas j ultrafiltra (UF), kuriame yra
sukoncentruojamas. Gauta fenolinés rugsties druska neutralizuojama 70 % azoto ragstimi ir
kristalizuojama 5°C temperatiiroje kristalizatoriuje (KR). Kristalai nuo tirpalo atskiriami centrifugoje
(C-2) ir i8dziovinami skysto sluoksnio dziovykléje (SSD).

Medetkos
kaliaus

MS+IAR (0,1 mg/l)+TDZ lgsteles
(0,5 mg/lj+L-fenilalaninas

(1,25g/1) j

/\ >

5-1 5-2 —

H;0+KOH

TK R-3
70% HNOg

S5-3

Augalings «—— S-6

lgstelés r e

4.1 pav. Aparatiiriné schema fenolinéms riig§tims gauti i$ vaistinés medetkos (lot. Calendula officinalis L.) kaliaus
kulttry
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4.1 lentelé. Technologinéje schemoje nurodyty daliy sarasas

Zyméjimas Schemos dalis

R-1-R-5 Rezervuaras

S-1-S-6 Siurbliai

AU Autoklavas

BR Bioreaktorius

C-1-C-2 Centrifugos

LF Liofilizatorius

M-1 Rutulinis maltinas

TK Termostatinis Kratytuvas
MF Mikrofiltras

UF Ultrafiltras

KR Kristalizatorius

SSD Skysto sluoksnio dziovyklé
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ISvados

Istyrus vaistinés medetkos antioksidacinj aktyvumg DPPH ir redukciniy savybiy metodais,
gauta, kad didziausias antioksidacinis aktyvumas nustatytas in vitro kaliaus kuliirose, kurios
buvo augintos MS terpése su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais. FRAP metodu
didziausias antioksidacinis aktyvumas nustatytas kaliaus kultiirose, augintose su 0,1 mg/l IAR
ir 0,5 mg/l TDZ fitohormonais. Taip pat L-fenilalanino, L-triptofano ir cinko oksido priedy
panaudojimas mitybinéje terpéje skatino didesnj antioksidacinj aktyvuma kaliaus kulttirose.
Medetkos in vivo ekstraktuose buvo nustatytos didesnés fenoliniy junginiy, fenoliniy riigséiy,
flavonoidy ir antocianiny koncentracijos bei askorbatperoksidazés aktyvumas, lyginant su in
vitro kaliaus kultiiry ekstraktais.

. Nustatyta, kad antioksidaciniy fermenty aktyvumui, skirtingy fitohormony panaudojimas
reikSmingos jtakos neturéjo. Katalazés, askorbatperoksidazés ir prolindehidrogenazés
aktyvuma kaliaus kultiirose padidino 10 mg/l ZnO priedas MS terpéje su 0,5 mg/l BAP ir 0,5
mg/l NAR fitohormonais. Jvertinus SOD aktyvumg gauta, kad reik§mingas cinko oksido
poveikis nustatytas tik lapy kaliaus kulttirose.

. Nustatyta, kad didziausios fenoliniy junginiy ir fenoliniy rtgsciy koncentracijos gautos
vaistinés medetkos in vivo ekstraktuose. 0,1 mg/l TAR ir 0,5 mg/l TDZ fitohormony
panaudojimas maitinamojoje terpéje skatino didesnj fenoliniy junginiy ir fenoliniy riigséiy
susidaryma. Taip pat gauta, kad 10 mg/l ZnO priedas padidino fenoliniy junginiy ir fenoliniy
rugsciy susidarymg MS terpése su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais. 1,25 g/l L-
fenilalanino priedas padidino fenoliniy junginiy ir fenoliniy riigséiy susidaryma MS terpése
su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ fitohormonais.

. Atliktuose tyrimuose nustatyta, kad didziausia chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracija
nustatyta is visy vaistinés medetkos eksplanty (lapy, stieby ir Sakny) gautose kaliaus kulttry,
auginty su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ fitohormonais bei 1,25 g/l L-fenilalanino priedu,
ekstraktuose. Didziausia flavonoidy ir antocianiny koncentracija jvertinta vaistinés medetkos
in vivo ektraktuose. L-prolino didZiausios koncentracija buvo nustatyta in vitro sakny kaliaus
kulttrose, kurios buvo augintos su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais. Didziausig
oksidacinj stresa patyré lapy ir stieby kaliaus kultiiros, kurios buvo augintos terpése su 0,5
mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais. Lyginant su 0,1 mg/l IAR ir 0,5 mg/l TDZ terpéje
augintomis kaliaus kulttiromis, 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonai skatino didesnj
chlorofilo a ir b, karotinoidy, antocianiny ir L-prolino susidaryma. Nustatyta, kad 10 mg/I
ZnO ir 1,25 g/l L-fenilalanino priedai terpése padidino bioaktyviyjy junginiy susidaryma ir
sumazino oksidacinj stresg.

[vertinus vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry ir in vivo ekstrakty antibakterinj poveikj
pries Escherichia coli bakterijas, didziausia slopinimo zona buvo nustatyta panaudojant lapy
kaliaus kulttiry, auginty su 0,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR fitohormonais, ekstraktus
(0,070,008 cm). ZnO priedas (10 mg/l) reikSmingos jtakos antibakterinéms savybéms
netur¢jo.
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Priedai
1 priedas. MS maitinamosios terpés paruoSimas

Augaly lasteléms augti turi biiti uztikrinamos optimalios aplinkos saglygos — temperatiira, terpés pH
bei Sviesos Saltinis. Taip pat lasteles buitina kultivuoti terpéje, praturtintoje bitinomis jy augimui
maistinémis medziagomis.

Augaly lasteliy kultiroms kultivuoti paruos$iama MS maitinamoji terpé, kurios pH 5,7. Terpé
lasteléms kultivuoti sudaryta i§ §iy komponenty: mikroelementy, makroelementy, organiniy priedy,
augimo hormony, anglies ir gelezies Saltinio. Maitinamoji terpé autoklavuojama 15 min 120 °C
temperatiiroje, nustacius 0,75 — 1 atm. slégj, siekiant iSvengti uzterStumo pasaliniais
mikroorganizmais.

Vaistinés medetkos kaliaus lastelés kultivuojamos optimalioje 20-22 °C temperatiiroje, fotoperiodas
— 24 valandos. Kaliaus kultros i§ lapy, stieby ir Sakny kas 3 savaites buvo perkeliamos | nauja
mitybing terpe.

2 priedas. MS maitinamosios terpés paruosimui reikalingi reagentai

Reagentai Reagenty kiekiai reikalingi 1 L terpés
Makro druskos 50 ml

Mikro druskos 5ml

Fe-EDTA 5ml

Sacharozé 309

Agaras 59

Organiniai priedai 5ml

3 priedas. Vaistinés medetkos (lot. Calendula officinalis L.) kaliaus kultiiros in vitro
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