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Santrauka

Brokoliai (lot. Brassica oleracea var. italica) yra viena i§ labiausiai paplitusiy kryzmaziedziy
darzoviy pasaulyje, pasizyminti antioksidacinémis, prieSuzdegiminémis, antimikrobinémis ir
neuroprotekcinémis savybémis. D¢l maistinio ir sveikatai puikaus potencialo, maistui yra jprasta
naudoti brokoliy ziedynus ir daigus, o stiebai ir lapai, nuimant derliy, yra atliekos. Taciau Sios
nepakankamai iSnaudojamos darzoviy dalys taip pat gali biiti panaudojamos kaip funkciniai maisto
Saltiniai, prisidedantys prie tam tikry létiniy sutrikimy prevencijos ir gydymo. Siekiant pagerinti ir
uztikrinti pageidaujamas brokoliy sintetinamas antriniy metabolity koncentracijas laboratoriniais
metodais, naudojami fitohormonai, reguliuojantys augaly augimg, vystymasi bei lasteliy
diferenciacijg ir dalijimasi.

Tyrimo metu buvo formuojamos brokoliy (lot. Brassica oleracea var. italica) kaliaus kultiiros in vitro,
kurios tarpusavyje skyrési mitybiniy terpiy sudétimi. Mitybiniy terpiy papildymui naudoti auksinai
(2,4-D) ir citokininai (BAP) bei aminoriig§tys (L-metioninas ir L-triptofanas). Suformavus brokoliy
kaliaus kulturas in vitro, buvo vertinamas jy antioksidacinis aktyvumas skirtingais metodais. DPPH,
ABTS bei FRAP metodais nustatyta, jog brokoliy lapy, Sakny ir stiecby MS mitybinés terpés
papildymas su BAP (2 mg/l) ir 2,4-D (0,2 mg/l) bei L-metioninu (100 uM) labiausiai paskatino
antioksidacines savybes. Atlikus superoksido dismutazés jvertinima, reikSmingiausia $io fermento
aktyvuma lapy ir stieby kaliaus kultirose léemé MS terpés papildymas BAP (2 mg/l) ir
2,4-D (0,2 mg/l) augimo hormonais. Atlikus pigmenty jvertinimo metoda, nustatyta, jog brokoliai
daugiausiai kaupia karotinoidus, o didZiausias jy koncentracijas, ypa¢ lapy kaliaus kulttiroje, 1éme
mitybiniy terpiy papildymas aminortgStimis. DidZiausig jtaka gliukozinolaty sintetinimui
diferencijuotuose brokoliy audiniuose turéjo MS terpés papildymas L-metioninu. Taip pat Sio tyrimo
metu buvo jvertintas ekstrakty malondialdehido, fenoliniy junginiy ir rigs¢iy, baltymy, flavonoidy,
L-prolino ir redukuoto glutationo koncentracijos. Pasiiilyta gliukozinolaty ekstrakcijos i§ brokoliy
kaliaus kultiiry technologiné schema.
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Summary

Broccoli (Brassica oleracea var. italica) is one of the most common cruciferous vegetables in the use
worldwide, with antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial and neuroprotective properties. Due to
its nutritional and health potential, it is common to use broccoli florets and sprouts for food, while
the stems and leaves are waste at harvest. However, these under-utilised parts of the vegetable can
also be used as functional food sources contributing to the prevention and treatment of certain chronic
disorders. Phytohormones that regulate plant growth, development and cell differentiation and
division are used to improve and ensure the desired concentrations of secondary metabolites
synthesised by broccoli in laboratory methods.

In this study, broccoli (Brassica oleracea var. italica) callus cultures were established in vitro, which
differed in the composition of the nutrient media. Auxins (2,4-D) and cytokinins (BAP) together with
amino acids (L-methionine and L-tryptophan) were used to supplement the nutrient media. After in
vitro broccoli callus cultures were established, their antioxidant activity was assessed by different
methods. The DPPH, ABTS and FRAP methods showed that supplementation of broccoli leaf, root
and stem MS nutrient media with BAP (2 mg/l) and 2,4-D (0.2 mg/l) and L-methionine (100 pM)
was the most effective in promoting the antioxidant properties. The evaluation of superoxide
dismutase showed that the most significant activity of this enzyme in leaf and stem callus cultures
was due to the addition of growth hormones BAP (2 mg/l) and 2,4-D (0.2 mg/l) to MS medium. The
method for the evaluation of pigments showed that broccoli accumulates mainly carotenoids, and that
the highest concentrations of carotenoids, especially in leaf callus culture, were due to the addition of
amino acids to the nutrient media. The greatest effect on glucosinolate synthesis in differentiated
broccoli tissues was due to the addition of L-methionine to MS medium. The concentrations of
malondialdehyde, phenolic compounds and acids, proteins, flavonoids, L-proline and reduced
glutathione were also evaluated in this study. A technological scheme for the extraction of
glucosinolates from broccoli callus cultures was proposed.
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Santrumpy ir terminy sarasas
BAP — 6-benzilaminopurinas;
2,4-D — 2,4-dichlorfenoksiacto riigstis;
DPPH - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas;
FRAP — gelezies redukcijos antioksidacinés jégos metodas;
ABTS — 2,2'-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfonrtigsties) radikalas;
TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-triazinas;
MS — Murashige-Skoog;
ROS — reaktyviosios deguonies riisys;
SOD - superoksido dismutazé;
MDA — malondialdehidas;
NAR - I-naftilacto riigstis;
IBR — 3-indolilbutano ragstis;

IAR — 3-indolilacto ruigstis.



Ivadas

Pastaruoju metu ryskéja tendencija — produkty, kurie yra ekologiski bei nekenksmingi aplinkai,
didéjanti paklausa. Augant visuomenés sgmoningumui vis labiau atsizvelgiama j ekonoming ir
maisting tiek naujy, tiek nepakankamai iSnaudojamy darzoviy svarbg. Kiekviena darzoviy Seima
pasizymi i$skirtiniu fitocheminiy medziagy deriniu, i$skirianciy jas i$ kity Seimy ar tos pacios Seimos
darzoviy. Brokoliai (lot. Brassica oleracea var. italica) yra vienos svarbiausiy darzoviy pasaulyje,
kuriy paklausa rinkoje didéja dél aukstos maistinés vertés, vartotojy siekio rinktis daugiau funkciniy
maisto produkty. Taciau $iuo metu brokoliy auginimas susiduria su issiikiais, tokiais kaip poreikis
uztikrinti pelningg gamyba iStisus metus, klimato kaitos poky¢€iai, galimybés juos auginti jvairiose
klimato zonose [1, 2].

Brokoliai pasizymi jvairiomis sveikatai naudingomis savybémis, kurias suteikia fitochemingés
medziagos, tokios kaip vitaminai, fenoliai, karotinoidai, glutationas, mineralai. Jy sudétyje esantys
fenoliniai junginiai, zinomi kaip stipris antioksidantai, bei gliukozinolatai yra vienos
veiksmingiausiy bioaktyviyjy molekuliy, kurios apsaugo nuo 1étiniy ir degeneraciniy ligy [2].

Nustatyta, jog veikiant abiotiniams stresams (t. y. suzeidimams, ultravioletiniams spinduliams,
egzogeniniams fitohormonams), augaluose kaupiasi sveikatg stiprinantys junginiai. Todél augalams,
patyrusiems abiotinio streso salygas, gali biiti iSnaudojamas jy genetinis potencialas gaminti antrinius
metabolitus, skatinancius didelés bioaktyviyjy molekuliy koncentracijos kaupimasi. Konkreciu
brokoliy atveju, tam tikros abiotinio streso salygos gali biuiti naudojamos kaip vienas i§ budy
paskatinant fenoliniy junginiy ir gliukozinolaty biosintezés procesy aktyvinimg ir taip pagerinant
maistiniy medziagy kiekj. Tai tampa itin aktualu, kuomet reikia taikyti alternatyvias sodininkystés ir
darzininkystés kultiiry panaudojimo galimybes, ypac Svieziy produkty, neatitinkanciy kokybés
standarty, skirty vartoti Zmonéms [2, 3]. Tod¢l in vitro strategijos taikymas kartu panaudojant augaly
augimo hormonus ir baltyminés kilmés medziagas suteikia galimybe pagerinti jy augima, savybes ir
padidinti bioaktyviyjy medZiagy koncentracijas.

Darbo tikslas - kiekybiskai iSanalizuoti ir palyginti bioaktyvius fitocheminius junginius, esancius
brokoliy (lot. Brassica oleraceae var. italica) kaliaus kultiiry ekstraktuose.

Darbo uzdaviniai:

1. paruoSti maitinamasias terpes, papildytas skirtingais fitohormonais ir suformuoti tiriamojo
augalo kaliaus kultiiras in vitro;

2. jvertinti brokoliy kaliaus kultiry in vitro ekstrakty antioksidacinj aktyvumga taikant DPPH,
redukcinj, FRAP bei ABTS metodus;

3. iSanalizuoti brokoliy kaliaus kultiiry in vitro ekstrakty SOD aktyvuma, L-prolino, baltymy,
pigmenty, fenoliniy junginiy bei flavonoidy koncentracijas;

4. nustatyti gliukozinolatus brokoliy kaliaus kultiry ekstraktuose.



1. Literatiros apzvalga
1.1.  Brokoliu (lot. Brassica oleracea var. italica) charakteristika

Brokoliai (lot. Brassica oleracea var. italica) — valgomieji kryzmaziedziy Seimos augalai, kuriy
pagrindine galvute sudaro visiSkai iSsivys¢iusios ziediniy pumpury kekés, kurios yra laisviau
1Ssidésciusios ant pailgy stieby. Tai yra vienmetis Zolinis augalas, vegetacijos metu uzaugantis iki 400
mm, o zydéjimo pabaigoje siekia 1-2 metrus [4]. Subrendusio Sviezio brokolio svoris gali siekti apie
776 g. Didziausig subrendusio augalo dalj sudaro lapai (47 %), toliau sudaro stiebai (21 %), Saknys
(17 %) ir ziedynai (15 %) (1.1 pav.). Brokoliy sékly svoris svyruoja nuo 0,33 iki 0,84 g/100 sékly, o
7 dieny brokoliy daigy svoris jprastai siekia 3,06 - 6,00 g/100 augaly. Sios darzovés turi daug
botaniniy daliy priklausomai nuo jy brandos stadijos (zr. 1.1 pav.). Paprastai mitybos tikslams
naudojami brokoliy daigai bei brokoliy ziedynai su trumpais minkstais koteliais, o lapai ir stambiis
stiebai yra Salutiniai produktai ir (ar) komerciskai nepakankamai iSnaudojamos dalys [5].

Ziedynai

1.1 pav. Brokoliy (Brassica oleracea var. italica) botaninés dalys [6]

Egzistuoja skirtingos brokoliy veislés. Placiai pripazinti ,,Calabrese* veislés brokoliai — dideli,
zaliomis galvutémis ir storais stiebais, vienmeciai bei auginami vésiuoju mety laiku augalai. Kita
brokoliy veisle, vadinama Ziediniais brokoliais, arba dar kitu pavadinimu - galvutiniais brokoliais,
turi baltas galvutes. Brokoliniai arba mazieji brokoliai turi smulkius kotelius, yra pailgi ir su mazomis
galvutémis. Violetiniai brokoliai labai panasis j paprastuosius brokolius, taciau yra violetinés spalvos
ir mazesni [7].

Brokoliai yra labiausiai istirta ir vartojama kryzmaziedziy Seimos darzoveé, nes juose gausu gelezies,
kalcio, mineraliniy medziagy ir vitaminy A, C, E ir K, taip pat juose yra 3,3 % baltymy, daug
riboflavino, niacino ir tiamino, vyrauja didel¢ karotinoidy koncentracija [8]. Kadangi brokoliai taip
pat pasizymi fitocheminiy medZiagy gausa, tokiy kaip gliukozinolatai ir fenoliniai junginiai, mityba,
kurioje gausu brokoliy, turi daug privalumy zmogaus sveikatai. Daugybé¢ tyrimy susiejo bioaktyviyjy
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junginiy gausg su prieSuzdegiminémis, prieSvézinémis, antioksidacinémis, antibakterinémis ir
antihipertenzinémis brokoliy savybémis. D¢l savo naudingyjy savybiy brokoliai gali buti pritaikomi
sveikatos problemoms, pavyzdziui, diabetui, hipercholesterolemijai, Sirdies ir kraujagysliy ligoms bei
jautrumo Sviesai sutrikimams, gydyti [9].

1.2.  Brokoliy kaliaus kultiiros

Augaly lasteliy ir audiniy kultiiry biotechnologijos srityje sékmingai regeneruojamos Iasteliy ar
audiniy kultiiros i$ jvairiy daliy: stieby, lapy, Sakny. Augaly audiniy kultiiros remiasi tuo, kad daugelis
augaly lasteliy turi gebéjima regeneruoti visg augala, vadinamg totipotentiSkumu. I$ vienos lastelés,
augalo lasteliy be lasteliy sieneliy (protoplasty), lapy gabaléliy ar, kiek reciau Sakny, daznai galima
iSauginti nauja augalg kultirinéje (mitybinéje) terpéje, jei yra reikiamy maistiniy medziagy ir
augaliniy hormony [10].

Augaly dauginimas in vitro gali biti atlickamas naudojant vien tik BAP arba derinant jj su kitais
hormonais, tokiais kaip 1-naftilacto riigstis (NAR), 3-indolilbutano rtigstis (IBR), 3-indolilacto
rugstis (IAR) ir 2,4-dichlorfenoksiacto riigstis (2,4-D). Taip pat, BAP galima naudoti kartu su dviem
auksinais, jskaitant NAR ir IAR, IAR ir IBR arba tik IBR. Nustatyta, jog vien tik BAP taikymas yra
ekonomiskai efektyvus ir gali biiti netgi naudingesnis nei keliy hormony derinys. Atlikti tyrimai
daigams dauginti rekomenduoja naudoti BAP koncentracijas nuo 1,0 iki 4,0 mg/1 (1,0, 2,0, 2,5, 3,0 ir
4,0 mg/1) [10].

Grybeliné ir bakteriné in vitro tarSa vis dar yra vienas i§ svarbiausiy ribojanciy veiksniy auginant
sumede¢jusius augalus. Siekiant paSalinti grybelinj ir bakterinj uZterStuma dezinfekcijos etapo metu,
laboratorijose jprastai naudojami jvairlis pavirSiaus sterilizavimo agentai, tokie kaip natrio ir kalcio
hipochloritai (NaClO), etanolis, gyvsidabrio chloridas, sidabro nitratas, antibiotikai ir fungicidai [8].

Augaly audiniy kultiiroje kaip itin veiksminga pavirSiaus sterilizavimo priemoné naudojamos sidabro
nanodalelés. Tyrimai parodé, kad jos neturi neigiamo poveikio sékloms dygti ir augaly daigams augti
in vitro. Sidabro nitratas (AgNO:s) ir sidabro nanodalelés pla¢iai naudojami augaly audiniy kulttiroje
mikrobiologiniy terSaly kontrolei, kaliaus formavimuisi skatinti, organogenezei, somatinei
embriogenezei ir antriniy metabolity gamybai. Sidabro nanodalelés pasitvirtino kaip vertinga
priemon¢ sterilizavimo procese ir augaly audiniy kulttiry vystymui. Nanodaleliy taikymas pasirode
perspektyvi priemoné, didinanti sterilizacijos efektyvuma bei kaip gerinanti eksplanty kultiiros
s¢kmes rodiklius [8].

Atliktame brokoliy kaliaus lasteliy ir eksplanty regeneracijos in vitro tyrime buvo nustatyta, jog lapy
pjuvio eksplantas parodé didziausiag bendry antioksidanty, flavonoidy, chlorofilo ir maistiniy
medziagy kiekj (koncentracijg), palyginti su kitais eksplantais, kuomet taikyta 1,5 mg/l IBR + 1 mg/I
BAP koncentracija. Si koncentracija parodé geresnius rezultatus lyginant su IBR (1,0 mg/l) ir BAP
(1,0 mg/l) koncentracija. Rezultatus galima sieti su tuo, jog skirtingos augalo dalys dél nevienodos
geny rai$kos gamina skirtingus junginius arba jy kiekius. Sie jvardinti skirtumai turi jtakos jvairiy
augalo daliy antioksidaciniam potencialui. Antioksidanty kiekj taip pat gali lemti ir kiti veiksniai,
tokie kaip méginio buklé ir ekstrakcijos tirpikliy poliSkumas. Be to, gerai zinoma, kad raudonos ir
tamsiai Zalios spalvos lapinés darzovés yra gausesnés maistinémis medZiagomis nei Sviesesnés
spalvos darZoves. Natiiraliai augaluose esantys pigmentai, atsakingi uz lapy spalva, tokie kaip
chlorofilas, antocianinai, betalainai (betacianinas ir betaksantinas) bei karotinoidai, pasizymi
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antioksidaciniu poveikiu. Atliktas tyrimas patvirtino, kad Zalia lapy spalva gali turéti jtakos lapy
ekstrakty antioksidaciniam aktyvumui arba ji padidinti [10].

1.3.  Brokoliuose randami bioaktyvieji junginiai

Brokoliai apibiidinami kaip didel¢ maisting verte turinCios darzovés, kuriose gausu vitaminy,
antioksidanty ir antikancerogeniniy junginiy, taip pat biologiskai aktyviy junginiy kaip polifenoliai,
flavonoidai, karotinoidai, sulforafanas, gliukozinolatai. Brokoliuose yra vitaminy A, Be, B12, C, D, E,
K, tiamino, riboflavino, niacino, folio riigsties, taip pat nedideli kiekiai pantoteno rtigsties, cholino ir
betaino. D¢l bioaktyviyjy junginiy gausos brokoliai laikomi vienomis maistingiausiomis darzovémis
[7]. Tiek brokoliuose, tiek ir kituose augaluose randami antriniai metabolitai apsaugo augalus nuo
biotinio ir abiotinio streso, o jy teigiamas poveikis naudojamas farmacijos ir pramonés tikslais [11].

Flavonoliai, priklausantys flavonoidy grupei, pasiZymi jvairia chemine struktiira ir savybémis.
Flavonoliy, taip pat ir kity bioaktyviyjy junginiy biologiniam prieinamumui didZiausig jtaka turi
augalo raisis ir augimo laikotarpis, Sviesa, brandumas. Brokoliy ziedyny flavonoidiniai komponentai
mokslininky buvo iStirti naudojant analitiniy metody derini LC/UV-DAD/ESI-MS (skysciy
chromatografija / ultravioletiniy spinduliy diody masyvo detektorius / elektro-purskimo jonizacijos
masiy spektrometrija), kuriuo nustatyti keli hidroksicinamono riigSties kaempferolio ir kvercetino
gliukozidy esteriai [7]. Didesné flavonoidiniy junginiy koncentracija nustatyta brokoliy lapuose, t.y.
iki 9,93 mg/g sausos masés, o lapuose nustatyta iki 6,33 mg/g sausos masés. Kaempferolio ir
kvercetino, pagrindiniy brokoliuose nustatyty flavonoidy, koncentracijos lapuose didesnés
(atitinkamai iki 274,30 ir 87,70 ug/g Sviezio svorio) nei ziedynuose [6]. Teigiama, kad brokoliy
sudétyje esantys flavonoidai pasizymi prieSuzdegiminiu ir prieSvéziniu aktyvumu bei slopina jvairias
naviky formavimosi stadijas. Nustatyta, kad kai kurie flavonoidai, slopindami fermentus, reikalingus
neuromediatoriy apykaitai, uzkerta kelig neuromediatoriy perdavimui, tod¢l jie gali atlikti svarby
vaidmenj neurodegeneraciniy sutrikimy, pavyzdziui, Alzheimerio ligos, prevencijoje [7].

Brokoliai taip pat yra vitaminy A, C ir E Saltinis. Sulforafano (fitocheminés medziagos gliukorafanino
metabolito) [12] saveika su Siais vitaminais atlieka svarby gynybinj vaidmenj oksidacinio streso metu.
Tai ypac¢ reikSminga, kai lastelés redokso balansas pereina i$ redukcinés j oksidacing biisena. Tai turi
itakos redoksui reguliuoti, nes keiciasi nuo antioksidacinio atsako elemento priklausomy geny
produkty indukcija per II fazés detoksikacijg ir antioksidacinius fermentus, kurie prisideda prie
vitaminy A, C ir E perdirbimo ir i§saugo juos, palaikydami lgsteliy redokso pusiausvyra [7]. Atlikti
poveikio vartojant mazas dozes, o vartojant didesnes preparato dozes — mazai kenksmingas. Kadangi
Maisto ir vaisty administracija kai kuriuos klinikinius tyrimus leidZia atlikti tik su 200 pmol
sulforafano koncentracija, didesniy doziy poveikis néra testuojamas. Shapir'o ir kity mokslininky [12]
atliktas tyrimas parod¢, kad nuoseklus 100 pmol brokoliy daigy ekstrakto arba 25 pmol sulforafano
dozavimas kas 8 val. 7 dieny laikotarpiu, Zmonéms neturé¢jo nepageidaujamo poveikio [12].

Karotinoidai yra svarbils antioksidantai, kuriy, ypa¢ B-karotino ir liuteino, gausu brokoliuose.
Zmogus $iuos antioksidantus turi gauti su maistu ar maisto papildais, nes Zmogaus organizmas jy
sintetinti negali. Nustatyta, jog karotinoidai vyrauja visose brokoliy botaninése dalyse, ypa¢ didele
koncentracija pasizymi lapai — 1095,0 pg/g sausos masés, o stiecbuose koncentracija yra mazesné
(15,6 ng/g sausos maseés). Karotinoidy svarba grindziama tuo, jog jie gali sumazinti vézio i§sivystymo
rizika, nes neutralizuoja kancerogenus pries jiems pakeiciant lgstelés DNR. Vitamino A pirmtakas
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B-karotinas padeda palaikyti kauly formavimasi, normaly regéjima ir sveika oda, taip pat pasizymi
senéjima létinanciomis savybémis [6, 7].

Gliukozinolatai, kartu su fenoliniais junginiais yra pagrindiniai Brassicaceae S$eimos antriniai
metabolitai, atlickantys svarby vaidmenj apsaugant augalus nuo jvairaus patiriamo streso. Sios
metabolity grupés, pasizymincios antioksidacinémis savybémis, gali pristabdyti oksidaciniy
grandininiy reakcijy plitimg ir taip sumazinti neigiama jvairiy patiriamy stresy poveikj augalams.
Taip pat jos padeda reguliuoti vidulgstelinius signalinius kelius, kurie turi jtakos pagrindiniams
biologiniams procesams, pavyzdziui, Ziotelinéms angoms reguliuoti, kuriam tarpininkauja hormonai,
tokie kaip abscizo rigitis (ABR) ir auksinai. Zioteliniy angy reguliavimas, kuriuo reguliuojama
transpiracija, yra vandens homeostazés, susijusios su vandens ir maistiniy medziagy srautu
kraujagysliy sistemoje, nuo kurios priklauso augaly augimas, centras. Nors ir yra placiai Zinoma, jog
Brassicaceae Seimos augalai geba kaupti fenolinius junginius ir gliukozinolatus, kurie yra jy apsaugos
nuo streso veiksniy mechanizmy dalis, tikslus ir konkretus §iy junginiy poveikis pirminei medziagy
apykaitai ir specifiSkam augaly augimui i§ esmés iki Siol néra iStirtas [13].

Brokoliuose taip pat yra mikroelementy, butiny zmogaus organizmo tinkamam funkcionavimui
palaikyti. Vienas i§ reikSmingy mikroelementy — selenas, yra svarbus padedant iSvengti Sirdies ir
kraujagysliy ligy bei vézio rizikos. Jo vartojimas padeda stiprinti imunitetg, apsaugoti nuo kresuliy
susidarymo arterijose. Selenocisteino forma jis apsaugo lasteles nuo oksidacinés zalos, didindamas
fermenty, tokiy kaip glutationo peroksidazé, aktyvuma. Kadangi brokoliuose yra reik§mingas kiekis
kalcio, tai yra puikus maistas Zzmonéms, kurie linke sirgti osteoporoze. Brokoliuose esantys nedideli
kiekiai kalio, fosforo, cinko, mangano ir magnio taip pat atlieka svarby vaidmen;j kaip fermenty
kofaktoriai ir reguliuojant tarplasteling sagveika [7].

1.4.  Gliukozinolatai ir jy kaupimosi désningumai

Tarp jvairiy biologiskai aktyviy junginiy gliukozinolatai yra unikaliis funkciniai junginiai, randami
tik Brassicaceae Seimos augaluose [14]. Tai — sieros ir azoto turin¢iy glikozidy grupé. Gliukozinolatai
(B-tiogliukozido-N-hidroksisulfatai) sudaryti 1§ B-tiogliukozés dalies, sulfonintos oksimo dalies ir
kintamos Soninés grandinés, del kurios jie yra nelakds ir hidrofiliniai junginiai [15]. Yra pateikiamos
(zr. 1.2 pav.) atskiry identifikuoty gliukozinolaty cheminés struktiiros, apimancios vieng alifatinj
gliukozinolatg (gliukorafaning) bei tris indolinius gliukozinolatus (4-hidroksigliukobrasicing,
gliukobrasicing ir neogliukobrasicing) [2].
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1.2 pav. Pagrindinés gliukozinolaty cheminés strukttiros [2]
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Priklausomai nuo gliukozinolaty pirmtaky aminortig§¢iy ir Soninés grandinés (R grupés)
modifikacijos tipy, gliukozinolatai skirstomi | tris pagrindines grupes [15]:

e alifatinius (junginiai, gauti i$ alanino, leucino, izoleucino, metionino ar valino);
e aromatinius arba benzeninius (junginiai, gauti i§ fenilalanino ar tirozino);
¢ indolinius gliukozinolatus (gauti i$ triptofano).

Teigiama, kad metionino kilmés gliukozinolatai yra svarbiausia gliukozinolaty klasé Brassica
darzovése [15]. AnksCiau buvo teikiama pirmenybé Brassicaceae darzovéms su mazesniu
gliukozinolaty kiekiu dél jy teikiamo kartaus ir astraus skonio. Taciau pastaruoju metu, vis labiau
jsitikinant jvairiomis sveikatg stiprinan¢iomis gliukozinolaty funkcijomis, Brassicaceae darzovémis,
turin¢iomis didesnj gliukozinolaty kiekj, susidoméjimas iSaugo [14].

Gliukozinolatai yra sintetinami augaly citoplazmoje, o véliau kaupiami jvairiy riisiy lgsteliy
vakuolése. Siy biologiskai aktyviy junginiy koncentracija skiriasi priklausomai nuo rasies, augalo
daliy, agronominiy bei klimato salygy. Gliukozinolaty sintezé yra trijy etapy procesas, apimantis
aminorugsciy grandinés prailginima, po kurio i§ aminortigSciy sintetinamas gliukonas ir grandinés
pakeitimas (gliukono prid¢jimas). Daugelis gliukozinolaty biosintetinami atliekant didelius aglikono
Soniniy grandiniy pakeitimus, apimancius jvairias chemines modifikacijas, kurios apima ne tik
glikozilinima, oksidacijg ir acilinimg, bet ir ilginima, hidroksilinima, o-metilinimg ir denattracija
[15].

Brassicacea augaluose gliukozinolaty sudéciai ir koncentracijai jtakos turi jvairiis veiksniai, tokie
kaip genotipas, augalo audiniai, augimas, derliaus nuémimo laikas, klimatas ir auginimo salygos.
Genotipas paprastai yra jvardyjamas kaip pagrindinis veiksnys, turintis jtakos gliukozinolaty sudéciai
bei koncentracijai. H.Lin'as kartu su kitais mokslininkais [16] atliko tyrimg su devyniomis brokoliy
veislémis gliukozinolaty sudéciai ir koncentracijai jvertinti keturiuose ankstyvuosiuose etapuose
(s€klose, 3 dieny daigy, 11 dieny ir 17 dieny brokoliy daigy). Tyrimo metu devyniose brokoliy
veislése buvo identifikuota 12 skirtingy gliukozinolaty, jskaitant devynis alifatinius ir tris indolinius
gliukozinolatus. Ultraefektyvios skysciy chromatografijos (UPLC) metodo rezultatai leido daryti
iSvada, jog daugumos veisliy brokoliy daigams bei Siems daigams augant, alifatiniy gliukozinolaty
koncentracija buvo linkusi mazéti. Nustatyta, jog indoliniy gliukozinolaty koncentracijos padidéjo po
sudygimo ir didZiausig koncentracija pasieké 3-jy arba 11-os dieny daigy metu, o 17-os dieny daigy
metu koncentracijos stipriai sumazejo [16].

Mirozinazeé (B-tiogliukozidazés gliukohidrolaze) — tai glikoproteinas, atsakingas uz gliukozinolaty,
kurie sudaro Brassicaceae $eimos augaly sieros turin¢iy antriniy metabolity grupe, hidrolize [17].
D¢l jvairiy iSoriniy veiksniy, pvz., paveikus kenkéjams, pjaunant ar smulkinant, audiniai yra
pazeidZiami, todél mirozinazé patenka ] glaudy kontakta su gliukozinolatais ir hidrolizuoja
gliukozinolato struktiiroje esancig tiogliukoziding jungtj. Dél to suskyla D-gliukoze ir iSsiskiria
nestabilus agliukono tiohidroksimato-O-sulfatas. Priklausomai nuo pradinio gliukozinolato,
hidrolizés salygy (pH, temperatiiros), kofaktoriy (pvz., Fe**) ir papildomy baltyminiy elementy (pvz,
epitiospecifikacinis baltymas (ESP) ir tiocianata formuojantis baltymas (TFP)), agliukonas
persitvarko ir susidaro skirtingy klasiy skilimo produktai: izotiocianatai (ITC), tiocianatai, nitrilai,
epitionitrilai (EPT) ir oksazolidino-2-tionai (1.3 pav.) [15].
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1.3 pav. Gliukozinolaty hidrolizés produktai [15]

Brassicaceae $eimos augaluose yra gliukozinolaty-mirozinazés sistema, kuri padeda efektyviai
apsisaugoti nuo vabzdziy. Reaktyviausi ir funkcionaliausi metabolitai i§ gliukozinolaty hidrolizés
produkty, lyginant su kitais hidrolizés produktais yra izotiocianatai. Siy metabolity toksiskumo
mechanizmas yra susijes su baltymy aminogrupiy suardymu. Kadangi izotiocianatai turi lipofiliniy
savybiy, jie gali lengvai ir pasyviai difunduoti j vabzdziy lasteles per Iasteliy membranas, o tuomet
reaguodami su baltymais jie suardo disulfidinj ry$j ir dél to sutrikdomas jy katalitinis aktyvumas.
Gliukozinolaty toksiSkumas skiriasi priklausomai nuo jy klasés (alifatiniai, indoliniai ar aromatiniai
gliukozinolatai) bei nuo konkretaus kenkéjiSko vabzdzio. Paminétina, jog gamtoje egzistuoja
vabzdziai, kurie yra prisitaike neutralizuoti ir (arba) detoksikuoti augaly toksiSkus junginius ir todeél
jie gali maitintis gliukozinolaty turin¢iy augaly audiniais ar kitaip naudoti juos savo naudai [15].

1.5. Augima reguliuojancios medZiagos

Augaly augimo reguliatoriai — tai cheminés medZiagos, kurios naudojamos siekant reguliuoti augaly
augimg bei vystymasj. Jie naudojami turint tikslg didinti augaly Sakojimasi, slopinti figliy augima,
spartinti Zydéjima, reguliuoti vaisiy branda [18].

Augaly augimo reguliatoriai apima natiiraliai nustatomas hormonines medziagas (fitohormonus) ir jy
sintetinius atitikmenis [19].

Yra i8skiriamos penkios fitohormony klasés, veikiancios augaly augima bei vystymasi [18]:

e auksinai;

e giberelinai;

e citokininai;

e abscizo rugstis;
e ctilenas.

Sintetiniai augaly augimo reguliatoriai yra svarbios priemonés augaly fiziologinéms reakcijoms arba
biocheminiams kontrolés mechanizmams tirti. Augaly augimo reguliatoriai kontroliuoja ne tik
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antioksidacinj potencialg, pagrindinius augimo ir vystymosi procesus, bet taip pat dalyvauja augaly
audiniy kultiirose antriniy metabolity gamyboje [19].

1.5.1. Citokininai

Tai — lgsteliy dalijimasj skatinantys fitohormonai, kuriy sudétingos funkcijos priklauso kartu nuo
sgveikos su kitais augaly hormonais. Citokininai atliecka svarby vaidmen] — pernesa ir kaupia
fotosintezés produktus bei veikia kity fermenty aktyvuma, reikSmingai keicia fiziologinius ir
biocheminius procesus. Taip pat tai yra pagrindiniai junginiai, reguliuojantys chloroplasty vystymasi.
Citokininai stabdo arba Iétina augaly sené¢jimo procesg, stabdydami chlorofilo nykimg ir dél to
iSlaikydami zalig lapy spalva. Taip pat jrodyta, kad citokininai daro didele jtakg gyvybinéms augalo
funkcijoms ir yra bene nepakeiiamas jo elementas [20]. Esant citokinino stygiui, Gigliai biina
negausiis, o virS§tininé meristema mazesné [21].

Regulivodami Sakny diferenciacija, citokininai ir auksinai gali turéti antagonistinj poveik],
pavyzdziui, auksinas skatina Soniniy Sakny vystymasi, o citokinai prieSingai — jj slopina [20].

Didziausia citokininy koncentracija uzfiksuota pradiniame lapy vystymosi etape, kuris siejamas su
citokinezés stimuliavimu, membrany formavimusi, plastidziy dalijimusi ir tuo metu vykstancia
intensyvia baltymy sinteze. Taigi, citokininy koncentracija augale priklauso nuo esamos Iasteliy,
audiniy bei viso augalo vystymosi stadijos. Koncentracijos jtakai taip pat turi aplinkos veiksniai:
$viesos kiekis ir intensyvumas, streso pasireiskimas, maisto medziagy pricinamumas. Sie
fitohormonai daugiausia sintetinami Sakny virSlininése meristemose, taciau taip pat sintetinami
vaisiuose ir jaunuose lapuose. Jy kiekj kontroliuoja kiti fitohormonai, kurie daro svarbig itaka ne tik
ju biosintezei, bet ir skilimui [20].

1.5.2. Auksinai

Auksinai — tai organiniai junginiai, galintys kontroliuoti lasteliy tistamaja augimo faz¢. Pagrindine
medziaga, priskiriama auksinams, yra 3-indolilacto rugstis (IAR). Po ilgameciy trukusiy tyrimy, yra
Zzinoma, jog be IAR, natiiralis auksinai taip pat apima ir 3-indolilbutano riigs§tj (IBR) bei tik
ankstiniuose augaluose aptinkama 4-chloroindol-3-acto riigstj (4-CL-IAR), turinfio papildoma
chloro atoma. Siy medziagy molekulése yra indolo Ziedas. IBR, lyginant su IAR, laikoma
veiksmingesne, nes skatina augaly Soniniy Sakny formavimagsj, daug greiciau stimuliuoja stiebo
ilgéjimo augimg. Mokslininky atrasti dar du neindoliniai junginiai, t. y. fenilacto rugstis ir
p-hidroksifenilacto riigstis, turi auksinams biidingy savybiy. Auksinai gali biiti dviejy formy - laisvi
ir suristi. Laisvoji forma sudaro nedidelg dalj viso augaluose esancio auksiny kiekio ir yra biologiskai
aktyvi. Didzioji dalis augaluose randamy auksiny yra suristoje formoje [20].

Auksiny sintez¢ vyksta jaunose, besivystanciose augaly dalyse, pavyzdziui, tgliy galuose,
besiformuojanéiuose lapuose ar s¢klose. Sie fitohormonai taip pat sintetinami 3aknyse, t. y.
pagrindinés Saknies meristemoje ir besivystanciose Soninése Saknyse. Nepaisant palyginti paprastos
savo struktiiros, auksinas kontroliuoja daugelj procesy, vykstan¢iy augalo gyvavimo laikotarpiu.
Hormonas per augalo organus i$ jo sintezés vietos patenka j specifinius audinius bei lgsteles. Jo
pernasos mechanizmy tyrinéjimai mokslininkams leido nustatyti du fiziologiSkai ir erdviskai
skirtingus pernaSos kelius. Pirmasis kelias — tai spartus perneSimas per karnienos elementus, o antrasis
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— polinis perneSimas i$ Igstelés ] 1astele, apimantis jvairius audinius. Biitent nuo polinio pernasos
biido priklauso auksiny kaupimasis konkreciuose augalo audiniuose [20].

1.6.  Brokoliy antibakterinis poveikis

Brokoliai pasizymi antibakteriniu poveikiu, kuris svarbus bendrai zmogaus sveikatai ir bakteriniy
infekcijy prevencijai. Antibakteriniu poveikiu labiausiai pasizymi brokoliuose esantys gliukozinolatai
ir izotiocianatai. Sulforafanas, sieros turintys junginys, pasizymi antibakteriniu poveikiu
Helicobacter pylori bakterijai, kuri siejama su skrandzio opomis bei virSkinamojo trakto
infekcijomis. Atlikti tyrimai su kitais brokoliuose esanciais junginiais, t.y. indol-3-karbinoliu ir
fenoliniais junginiais, jrodé, jog jie taip pat pasizymi tam tikru antimikrobiniu poveikiu. Nustatytas
ju slopinamasis poveikis Escherichia coli ir Staphylococcus aureus bakterijy paderméms [4].

Bioplévelés — tai mikroorganizmy (pvz., bakterijy, pirmuoniy, dumbliy, gryby) bendrijos,
prisitvirtinanc¢ios prie jvairiy pavirSiy [22]. D¢l biologiniy pléveliy bakterijos gali tapti patvarios ir
atsparios, todél jas tampa sunkiau gydyti antibiotikais. Slopinant biopléveliy formavimasj, bakterijy
kiekis sumaZzéja. Atsizvelgiant | tai, biologiSkai aktyvus brokoliy komponentas —
3.,3'-diindolilmetanas (DIM), gali veikti kaip bioplévelés formavimosi inhibitorius ir sumazinti
bakterijy kiekj. Bakterijy uzterStumas maiste yra dazna per suvartojamg maistg plintanciy ligy
priezastis. Brokoliy antibakterinés savybés, ypatingai jy gebé&jimas slopinti tokius patogenus kaip
Escherichia coli, Salmonella sp. ir Listeria monocytogenes, gali padéti sumazinti per maistg
plintanciy infekcijy rizika. Sveikatos priezitiros sektoriuje vis didesn;j susirtipinimg kelia atsparumas
antibiotikams, kadangi dél bakterijy atsparumo infekcijas tampa vis sudétingiau gydyti. Brokoliy
pasizyméjimas antibakterinémis savybémis, o ypac jy gebéjimas slopinti antibiotikams atspariy
padermiy augimg, lemia susidome¢jimg jais kaip potencialia nattralia alternatyva jprastiniams
antibiotikams arba kaip jy priedu. Taciau tam jgyvendinti reikiami tolimesni detaliis moksliniai
tyrimai [4].

1.7.  Brokoliy antioksidacinis poveikis

Augalai nuolatos susiduria su nepalankiomis aplinkos saglygomis tokiomis kaip sausra, druskingumas,
sunkieji metalai, maistiniy medziagy trikumas. Sie streso veiksniai d¢l reaktyviy deguonies rii§iy
(ROS) augalams sukelia oksidacinj stresg. Todél augalai yra iSvyste specifinius atsakus  kiekvieng 1§
Siy streso veiksniy, o taip pat ir kryZminius atsakus j juos. Oksidacinis stresas apibiidinamas kaip
didelis disbalansas tarp ROS gamybos ir antioksidacinés apsaugos, kuris gali sukelti lgsteliy
makromolekuliy, jskaitant baltymus, lipidus, angliavandenius ir DNR, paZeidimus. Esant stabiliai
buklei, ROS pasalina tiek fermentinés antioksidacinés (superoksido dismutazé, katalaze, askorbato
peroksidazeé, glutationo reduktazeé, glutationo peroksidaze), tiek ir nefermentinés (askorbatas,
glutationas, karotinoidai, fenoliniai junginiai, prolinas, glicino betainas, poliaminai) antioksidacinés
apsaugos sistemos [23]. Sios, fermentinés ir nefermentinés antioksidacinés apsaugos priemonés
prisideda i§saugant organizmo redokso pusiausvyrg [24].

ROS apima tokius deguonies radikalus, kaip superoksido anijonas (O2"), hidroksilo radikalas (OH"),
perhidroksilo radikalas (HO;") bei vandenilio peroksidas (H>O»). Kita ROS forma — singletinis
deguonis (10,), susidaro dél suzadinto chlorofilo susiformavimo II fotosistemos reakcijos centre ir
fotosistemy anteny sistemose. Si ROS forma turi itin neigiama poveikj visam fotosintezés
mechanizmui, kuris apima chloroplasty membrany lipidus, baltymus bei nukleino ragstis.
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Karotinoidai ir a-tokoferolis, esantys tilakoidy membranose yra pagrindinés chloroplasty apsaugos
priemongs [23].

Antioksidantai ir prieSuzdegimiskai veikiantys junginiai, tarpusavyje yra glaudziai susij¢ ir daznai
veikia kartu, turédami teigiama poveikj sveikatai ir saugodami organizma nuo jvairiy ligy. Brokoliai
yra gerai zinomi dél savo antioksidacinio potencialo. Jy sudétyje esantis stiprus vitamino C
antioksidantas ardo laisvuosius radikalus bei padeda atsinaujinti kitiems organizmo antioksidantams,
pavyzdziui, vitaminui E, atliekancio lasteliy ir audiniy apsaugos nuo oksidacinés pazaidos funkcija.
Flavonoidai ir fenoliniai junginiai, tokie kaip kaempferolis ir kvercetinas, neutralizuoja laisvuosius
radikalus ir mazina patiriamg oksidacinj stresg organizme bei prisideda prie uzdegima sukelianciy
medziagy gamybos slopinimo. Brokoliuose esantis sulforafanas, dél gebéjimo slopinti tam tikry
fermenty, kurie skatina organizmo uzdegiminius procesus, prisideda prie Siy procesy mazinimo, o
taip pat stimuliuoja antioksidaciniy fermenty, apsauganciy lgsteles nuo su uzdegimu susijusios Zalos,
gamybg. Karotinoidai, tokie kaip -karotinas ir liuteinas, veiksmingai gali apsaugoti lasteles ir ypac
audinius, tokius kaip akis ir oda nuo laisvyjy radikaly daromos Zalos. Brokoliy sudétyje esantis
selenas yra esminis antioksidaciniy fermenty, jskaitant glutationo peroksidaze, Saltinis, todél Sios ir
kity antioksidantais turtingy darZoviy vartojimas esant subalansuotai mitybai, gali sumazinti
oksidacinj stresa ir 1étiniy ligy, susijusiy su oksidacine Zala, tokiy kaip kraujagysliy ir Sirdies ligos,
rizikg [4].

Antioksidaciniam aktyvumui jvertinti gali biiti naudojami DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas),
FRAP (gelezies jony redukcijos antioksidacine galia) bei ABTS (2,2'-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-
sulfonriigities radikalas) metodai. Siais metodais jvertinamas antioksidanto potencialas dalyvauti
elektrony pernasos procesuose. DPPH metodu jvertinamas medziagy, galin¢iy perduoti vandenilio
atomus, antioksidacinis aktyvumas. Tai — radikaly Salinimo metodas, kuomet stabilus DPPH"
radikalas, esant antioksidantui, virsta redukuota forma ir tirpalo spalva pasikeicia i§ violetinés ]
Sviesiai geltong. FRAP metodu yra jvertinamas antioksidanto redukcinis potencialas reaguojant su
gelezies 2,4,6-tripiridil-s-triazino (Fe** - TPTZ) kompleksu ir susidarant spalvotam geleZies
2,4,6-tripiridil-s-triazino kompleksui (Fe?" - TPTZ). Taikant spektrofotometrinj ABTS metoda ir kaip
oksiduojané¢iag medziaga naudojant kalio persulfata, ABTS paver¢iamas j radikalinj katijong ABTS™,
0 po to, mélynai zalios spalvos ABTS™ yra redukuojamas. Tarp $iy antioksidaciniy aktyvumo
jvertinimo metody yra nustatyta vyraujanti teigiama koreliacija [24].

1.8.  Brokoliy pritaikymo galimybés

Brokoliai yra natiiralus ir ekonomiskai naudingas funkcinio maisto $altinis. Si darzove, dél savo
sudétyje esanciy fitocheminiy medziagy, tokiy kaip gliukozinolaty, fenoliy ir kity antioksidanty,
vitaminy (A, B, C, K), taip pat mineraliniy medziagy (Cu, P, S, K, Fe, 1), igyja jvairias pritaikymo
galimybes [25]. Prognozuojama, kad didéjantis brokoliy sékly ir daigy ekstrakty pritaikymas maisto,
kosmetikos ir farmacijos pramonéje sudarys didel¢ pasaulinés rinkos pajamy dalj, ypa¢ Azijos ir
Ramiojo vandenyno regiono besivystanciose ekonomikose [26].

Brokoliy pagrindu gali biiti gaminami maisto papildai. Paprastai $iy papildy sudétyje yra dziovinty
brokoliy milteliy, sékly ar daigy ekstrakty arba koncentraty, kuriuose yra auksta gliukozinolaty ar
izotiocianaty koncentracija [27]. Mokslinéje literatiiroje apraSomi jvairls gliukozinolaty iSkyrimo
metodai i§ kryZmaZiedziy augaly — ekstrakcija tirpikliais, ultragarsu ar mikrobangy krosnelémis. T.
Doheny - Adams'o [28] ir kity bendraautoriy tyrimo metu jrodyta, kad 80 % metanolio tirpalas gali
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veiksmingai inaktyvuoti mirozinaze¢ — fermenta, atsakingg uz gliukozinolaty skilima, ir taip iSsaugant
ju koncentracija ekstrakcijos metu. Taip pat Sis mokslininkas [28] jrod¢ ekstrakcijos Saltuoju
metanoliu veiksminguma, kadangi $is metodas ne tik iSsaugo gliukozinolaty kieki, bet ir susvelnina
nesklandumus, susijusius su pakilusia temperatiira, kuri gali sukelti naudingy junginiy skilimg [28,
29].

Magistro baigiamajame projekte rekomendacijy dalyje pateikiama rekomenduojama principiné
aparatiiriné schema, kaip iSskirti gliukozinolatus i$ brokoliy kaliaus kulttiry in vitro (zr. 4 skyriy).

Siekiant padidinti bioaktyviyjy junginiy kiekj augaluose, elicitoriy panaudojimas yra ekonomiskas ir
tvarus metodas. Moksliniy tyrimy duomenimis, brokoliai, patyr¢ abiotinj stresg pasizymi geb¢jimu
kaupti didesnius gliukozinolaty kiekius [30].

Tekstilés pramongje plétojant tvarius cheminius procesus, tekstilés dazymui vis svarbesni tampa i§
augaly iSgaunami natiiralis dazikliai. M. K. Sadannavar'as ir bendraautoriai [31] i§ brokoliy
naudojant ultragarso ekstrakcijos biida, iSgavo nauja nattiraly daziklj, kurj panaudojo medvilniniams
audiniams. Sio tyrimo rezultatai parodé ryskius Zalios spalvos atspalvius, kuriy spalvinés
charakteristikos (K/S) vertés svyravo nuo 0,55 iki 2,71, o apdorotos medvilnés méginiy spalvos
i§lickamumas svyravo nuo vidutiniskai gero iki puikaus. Sis naujai i$gautas daziklis medvilnés
audiniuose taip pat parod¢ sumazejusj S. aureus ir E. coli bakterijy kiekj. Taigi, bendri Sio tyrimo
rezultatai jrodo, kad i§ brokoliy i§gautas natiiralus daziklis turi puikias dazymo galimybes naudojant
ji su celiuliozinémis medziagomis [31].

1.9. Literatiiros apZvalgos apibendrinimas

Brokoliai (lot. Brassica oleraceae var. italica) yra pladiai vartojama darzové dél savo sudétyje
esanciy vitaminy A, C, E bei K ir mineraly gausos. Taip pat juose esantys tokie antriniai metabolitai
kaip gliukozinolatai, fenoliniai junginiai yra svarbiis ne tik augalo gynybiniams mechanizmams
siekiant prisitaikyti prie nepalankiy aplinkos salygy, bet tuo paciu yra naudingi ir Zmogaus sveikatai.
Siuose augaluose kaupiami bioaktyvieji junginiai pritaikomi farmacijos, kosmetikos, dazikliy,
agrochemijos pramongs srityse.

Vyraujantis sezoniSkumas, klimato kaita yra veiksniai, lemiantys nepalankias sglygas auginant
brokolius. Dél klimato kaitos kylanti temperatiira ir ekstremalesni oro reiskiniai turi jtakos auginamy
augaly produktyvumui, jy augimo grei¢iui. Sie kylantys nepageidaujantys veiksniai lemia
bioaktyviyjy junginiy kitimus ir ribotg jy priecinamumg. Tuo tarpu su brokoliais atlieckami in vitro ir
in vivo tyrimai leidzia kontroliuoti aplinkos veiksnius ir optimalias salygas, todé¢l ateityje tai gali biiti
vis reik§mingesnis biidas siekiant uztikrinti greitesnj augaly augima ir vystymasj.

Todel Sis projektas yra skirtas suformuoti brokoliy kaliaus kultiiras in vitro, jas praturtinti augaly
augimo hormonais ir baltyminémis medziagomis. Tiriamosios augaly kaliaus kultiros, taikant
biotechnologing strategija, kultivuotos maitinamosiose terpése, papildytomis BAP ir 2,4-D augimo
reguliatoriais, bei L-metioninu ir L-triptofanu.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

2.1.

2.2.
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Tyrimy metu naudotos jrangos sarasas

Spektrofotometras ,,Shimadzu UV-1280;
Inkubatorius ,,Memmert®;

Centrifuga ,,Universal 320 R*;

pH-metras ,,Winlab“;

Termostatuojama vandens vonelé ,,Biosan®;
Termostatuojama vandens vonelé ,,Memert™;
Autoklavas ,,Certoclav®;

Laminaras ,, Telstar BV-100;

Laminaras ,,Holten®;

. Termostatas ,,Binder*;

. Termostatuojamas kratytuvas ,,Biosan ES-20°;
. Svarstyklés ,,Shimadzu®;

. Purtyklé ,,Velp Scintifica®;

. Minicentrifuga ,,neoLab®;

. Vandens gryninimo sistema ,,Elix*;

. Distiliatorius ,,GFL*

. Traukos spinta ,,L.abochema*“.

Tyrimy metu naudoti reagentai

C>HsOH (70 %);

HgCl> (0,1 %);

NaOH (0,1 M);

H2SO04 (0,1 M);

CH;0H;

DPPH etaloninis tirpalas;
Fosfatinis buferis (20 mM, 0,2 M);
K;3[Fe(CN)s] (1 %);

Trichloracto ragstis (10 %);

. FeCl3 (0,1 %);

. Acetatinis buferis (300 mM, pH=3,6),
. TPTZ (2,4,6-tripiridil-s triazinas) (10 mM);
. HCI (40 mmol/l);

. FeCl3-6H20 (20 mmol/l);

. K2S>0s tirpalas;

. ABTS tirpalas (2 mM);

. Ditiotritolis (DTT) (1 mM);

. Fenilmetilsufonilfluoridas (0,5 mM);
. DMSO;

. Polivinilpirolidonas;

. Bradfordo reagentas;

. Albumino tirpalas;
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23. Tris-HCI buferis (200 mM; pH=7,8);
24. L-metioninas (100 mM);

25. Nitromélynasis tetrazolis (540 uM);
26. Tritonas X-100 (0,1 %);

27. Riboflavinas (540 pM);

28. Tanino rigsties tirpalas (0,25 mg/ml);
29. Folino-Kiokalto reagentas;

30. Natrio karbonatas (7,5 %);

31. Acetonas (70 %);

32. Arnovo reagentas

33. Aliuminio chloridas (2 %);

34. Natrio tetrachlorpaladatas (2 mM);
35. Trichloracto rigstis (5 %);

36. Elmano reagentas;

37. Redukuotas glutationas;

38. Ninhidrinas.

2.3.  Sékluy sterilinimas

Brokoliy (lot. Brassica oleracea var. italica) séklos sterilintos 70 % C>HsOH — 1 min, 0,1 % HgCl
— 5 min ir 3 kartus plautos steriliu distiliuotu vandeniu.

Sékly sodinimas j Petri 1¢ksteles vykdomas steriliomis saglygomis laminare. Laminaras sterilinamas
ultravioletiniais spinduliais bei etanoliu (70 %).

2.4. Terpiy ruoSimas

Augaly lasteliy kultiiroms kultivuoti biitina maitinamoji terpe ir iSoriniai aplinkos faktoriai (Sviesa,
temperatiira). Atlikus literattros analize, brokoliy sékly kultivavimui pasirinkta Murashige & Skoog
(MS) terpé, kurios sudétis nurodoma 1 priede. Si terpé pasizymi didele nitraty, kalio ir amonio jony
koncentracija. 2.1 lentel¢je nurodyti reagentai ir jy kiekis, kurie buvo naudojami MS terpés
paruoSimui.

2.1 lentelé. MS terpés reagenty kiekis, paimamas i pradiniy tirpaly

Reagentai Reagenty Kkiekiai reikalingi 1 1 terpés
Makro druskos 50 ml
Mikro druskos 5ml
Fe-EDTA 5ml
Sacharozé 30g
Agaras 5¢g
Organiniai priedai 5ml

Maitinamoji terpé sterilinama autoklave 120 °C temperatiiroje 15 min, esant 0,75-1 atm slégiui.
Tiriamyjy augaly kultivavimas vykdomas 20-22 °C temperatiiroje, fotoperiodo trukme — 24 val.
Optimali MS terpés pH yra 5,7, kuri reguliuojama su 0,1 M NaOH ir 0,1 M H>SOs. Siekiant uztikrinti
pastovy maistiniy medziagy kiekj, reikalingg augalams, eksplantai reguliariai perkeliami j Sviezig
maitinamaja terpg. Tiriamyjy augaly kaliaus kultiry terpés papildomos skirtingy rasiy ir kiekiy
augimo reguliatoriais [32].
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Fitohormony pradinis tirpalas paruosiamas 0,1 mg/ml koncentracijos. Pirmiausia pasveriama 10 mg
tirlamojo junginio ir uzpilama 2-5 ml tirpiklio, kad iStirpty milteliai. Visiskai iStirpdzius tiriama
junginj, ipilamas dvigubas kiekis distiliuoto vandens. Tirpalg iSmaiSius, pripilama distiliuoto vandens
iki 100 ml. Reikalingas paimti tiriamyjy medziagy tirpalo turis i§ pradinio tirpalo apskai¢iuojamas
pagal formulg (2.1):

X = ; (2.1
C
¢ia X — reikalingas paimti tirpalo tiiris i§ pradinio paruosto tirpalo su tiriamgja medziaga, ml;
A —reikalinga gauti galutiné koncentracija, mg/l;
B — praskiedimo tiris, 1;
C — pradinio tirpalo, paruosto su tiriamgja medziaga, koncentracija (mg/ml).
Sis tiiris praskiedziamas iki 100 ml, kad gauti reikiama koncentracija (mg/1) (zr. 2.2 formule):
norima fitohormono terpés tiris, | o
koncentracija, mg/l ’ ’ reikalingas
=  fitohormono kiekis, ml
turima fitohormono koncentracija, mg/ml
(2.2)

Tyrimui paruostos 2 terpés, tarpusavyje besiskirian¢ios augimo hormony sudétimi (Zr. 2.2 lentele).
Sios terpés naudojamos tiriamyjy augaly kaliaus kultiiry in vitro kultivavimui.

2.2 lentelé. Kaliaus kultiroms formuoti MS terpése naudojami fitohormonai ir jy koncentracijos

Terpé, Eil.nr. Sudétis
1 MS + BAP (2 mg/l) + 2,4-D (0,2 mg/l) + L-triptofanas
100 uM
2 MS + BAP (2 mg/l) +2,4-D (0,2 mg/l) + L-metioninas
100 uM

2.5. Brokoliy (lot. Brassica oleracea var. italica) antioksidacinio aktyvumo jvertinimas
2.5.1. Brokoliu ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH metodu

Augaly ekstrakty antiradikalinis aktyvumas jvertinamas matuojant, kiek procenty stabilaus
2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo neutralizuoja fenoliniai junginiai.

Fenoliniams junginiams biidingas antioksidacinis aktyvumas dél jy gebéjimo iSaktyvinti laisvuosius
radikalus. Reakcijos metu antioksidantas atiduodamas vandenil; iSaktyvina laisvuosius radikalus,
kurie tampa stabiliais DPPH — H tipo junginiais.

0,2 g susmulkintos zZaliavos uzZpilama 2 ml metanoliu ir homogenizuojama 10 min. Homogenatas
centrifuguojamas 9000 aps/min 10 minuciy ir tuomet surenkamas supernatantas.

Tiriamojo tirpalo paruoSimas: ] mégintuvel] jpilama 0,077 ml paruosto ekstrakto, 3 ml DPPH
etaloninio tirpalo. Mégintuvélio turinys sumaiSomas ir po 15 minuc¢iy laikymo tamsoje pamatuojamas
tirpalo Sviesos sugertis 515 nm bangos ilgyje.
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Palyginamojo tirpalo paruoSimas: ] mégintuvelj jpilama 0,077 ml metanolio, 3 ml DPPH etaloninio
tirpalo.

Etaloninis DPPH tirpalas ruosiamas 0,0024 g DPPH radikalo tirpinant metanolyje 100 ml talpos
matavimo kolboje [32].

Antioksidacinés méginiy savybeés apskaic¢iuojamos pagal (2.3) formule:

- Apalygi is — Atiriamasi
% slop1n1mas= palyginamasis iriamasis -100 %, (23)
Apalyginamasis

Cia Apalyginamasis — palyginamajo tirpalo §viesos sugertis;
Airiamasis — tiriamojo tirpalo §viesos sugertis.

2.5.2. Brokoliy redukciniy (antioksidaciniy) savybiy jvertinimas

Ekstrakto paruosSimas: pasveriama 0,1 g iSdziovintos medziagos ir sumaiSoma su 5 ml metanolio ir
ekstrahuojama 45 °C 30 minuciy. Ekstraktas centrifuguojamas ir naudojamas tyrimams.

Paruosiami keli skirtingy koncentracijy ekstrakty méginiai, kuriy bendras kiekis turi biiti 0,5 ml. |
juos ipilama 1,25 ml 0,2 M fosfatinio buferio ir 1,25 ml K3[Fe(CN)s]. Méginiai sumaiSomi ir
inkubuojami 50 °C temperatiiroje 20 min. Véliau pridedama 1,25 ml 10 % trichloracto rugsties ir
sumaiSoma. Centrifuguojama 9000 aps/min 10 min.

1,25 ml nucentrifuguoto tirpalo sumaiSoma su 1,25 ml distiliuotu vandeniu ir 0,25 ml 0,1 % FeCls.
Meéginiy sugertys iSmatuojamos spektrofotometru 700 nm bangos ilgio diapazone. Didesnés Sviesos
sugerties reikSmes atitinkamai reiskia stipresnes tiriamyjy méginiy redukcines savybes.

Kontrolinis méginys: 1 ml 1 % K3[Fe(CN)s] + 1 ml natrio fosfatinio buferio 0,2 M (pH 6,6).

2.5.3. Brokoliu antioksidacinio aktyvumo jvertinimas pagal FRAP metoda, naudojant
2,4,6-tripiridil-s-triazing

Sio metodo esmé yra nustatyti augalo redukuojanéias savybes pagal Fe’* - TPTZ pavirtimg j
Fe?" - TPTZ (mélyna spalva) 593 nm bangos ilgyje.

ISdziovinta augaliné medZiaga (0,1 g) ekstrahuojama 5 ml metanolyje 45 °C, 30 min. Ekstraktas
centrifuguojamas 10 min. ir naudojamas tyrimams.

Ruosiami Sie reagentai: 300 mM acetato buferis (pH=3.6), 10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s triazinas)
istirpintas 40 mmol/l HCI, FeCl; - 6H>0 (20 mmol/l). FRAP reagentas ruoSiamas i§ 25 ml 300 mM
acetato buferio, 2,5 ml 10 mmol TPTZ ir 2,5 ml FeClz - 6H20 (20 mmol/l). Méginiai (20 pl méginio
ir 80 ul metanolio) yra sumaiSomi su 3 ml FRAP reagentu. Tus¢ias méginys yra 100 pl metanolio ir
3 ml FRAP reagentas [33].

Reakcijos miSinys matuojamas esant 593 nm bangos ilgiui. Kalibraciné kreivé ruosSiama
FeSO4 - 7TH20 (5, 10, 15, 20, 25 umol/l). Brokoliy ekstrakty antioksidacinio aktyvumo reikSmés
apskaiciuojamos pagal kalibracing kreive pmol/l Fe(Il)/1 (zr. 2.1 pav.). TuscCias kalibracinés kreivés
meéginys yra 3 ml FRAP ir 7 ml H>O.

23



1,4
y=0,0213x .. @
2 12 R2=0,9994 o' ®
S 1 ..'_..
508 . o
206 P
9 e
= 0,4 .'....._..
02 | g
0 @
0 10 20 30 40 50 60 70
FeSO, koncentracija, uM
2.1 pav. FeSO, x 7 H,O kalibraciné kreivé
2.54. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ABTS metodu

ABTS metodas paremtas radikalo anijono slopinimu. ABTS gaunamas pridedant i ji kalio persulfato
tirpala. Radikalo anijonas turi mélynai-zalig spalva ir Sviesos sugertis matuojama 734 nm bangos
ilgyje. ABTS tirpalas skiedziamas fosfatiniu buferiu (20 mM; pH=7.,4), kad tirpalo Sviesos sugertis
bty lygi 0,9-1.

Ekstrakto paruos§imas: 0,1 g iSdziovintos augalinés medziagos ekstrahuojama 5 ml metanolyje 45 °C,
0,5 h. Ekstraktas centrifuguojamas 10 min ir naudojamas tyrimams. | 0,5 ml ekstrakta jpilama 1,7 ml
fosfato buferio (20 mM) ir 0,3 ml praskiesto ABTS tirpalo. ABTS §viesos sugertis nustatoma 734 nm
bangos ilgyje. Palyginamasis tirpalas — praskiestas ABTS tirpalas, o tus¢ias bandinys — fosfato buferis
(20 mM).

Paruosty tirpaly Sviesos sugertys matuojamos 734 nm bangos ilgyje. Pagal (2.4) formule
apskaiciuojamas ABTS radikalo slopinimas (%) [34]:

. . A 1 i i - At i 1
% Sloplnlmas — palyginamasis 1Irramasis . 100 ; (2.4)
Apalyginamasis
¢ia Apalyginamasis — palyginamajo tirpalo Sviesos sugertis;
Adiriamasis — tiriamojo tirpalo Sviesos sugertis.

2.6. Fermento superoksido dismutazés (SOD) aktyvumo jvertinimas

0,1 g susmulkintos augalinés Zaliavos sumaiSoma su 4 ml 0,066 M K/Na fosfatiniu buferiu (pH=7,4),
kuris turi 1 mM ditiotritolio (DTT), 0,5 mM fenilmetilsufonilfluorido (PMSF), istirpinto DMSO,
1-3 mg polivinilpirolidono. Tirpiy baltymy ekstrakcija atlickama mégin; maiSant kratytuve 10 min
25 °C, tuomet centrifuguojama 9000 aps/min 10 min. Supernatantas dar karta centrifuguojamas
Eppendorf mégintuveliuose.

Baltymams nustatyti paimama 200 pl méginio (supernatanto) ir jpilama 2 ml Bradfordo reagento bei
1Smatuojama Sviesos sugertis 595 nm bangos ilgyje. ParuoSiama baltymy kalibravimo kreivée pagal
albuming (2.2 pav).

Kalibracinei kreivei sudaryti pagal albuming reikia iStirpinti 25 mg albumino 25 ml vandens. I§
pradinio tirpalo imami Zinomo tiirio méginiai ir skiedZziami iki 10 ml distiliuotu vandeniu (Zr.
2.3 lentele).
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2.3 lentelé. Kalibracinés kreivés sudarymas

Eilés nr. Albumino pradinio tirpalo tiris Tki 10 ml skiesto tirpalo koncentracija mg/ml

1 0,2 0,02
2 0,4 0,04
3 0,6 0,06
4 0,8 0,08
5 1,0 0,1

6 1,2 0,12
7 1,4 0,14
8 1,6 0,16
9 1,8 0,18

Kalibracinei kreivei sudaryti j kontrolinj mégintuvélj jpilama 0,2 ml distiliuoto vandens, o j kitus
likusius mégintuvéelius po 0,2 ml skiesto albumino tirpalo. | visus mégintuvélius jpilama 2 ml
Bradfordo regento. Méginiai sumaiSomi ir iSmatuojamos meéginiy Sviesos sugertys spektrofotometru
595 nm bangos ilgyje. Pagal gautus rezultatus braiZzoma kalibravimo kreivé (Zr. 2.2 pav.).
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2.2 pav. Kalibraciné kreivé pagal albuming

Reakcijos miSinys 2 ml turio turi 40 pl fermentinio preparato, 400 ul 200 mM Tris-HCI buferio
(pH=7,8), 200 ul 100 mM L-metionino; 200 pl 540 uM nitromélynojo tetrazolio, S00 ul 0,1 % Tritono
X-100 ir 20 pl 300 uM riboflavino ir 620 pl distiliuoto vandens. Kontrolinis méginys paruoSiamas
be fermentinio preparato.

Reakcija atiekama apSvieciant liuminescentinémis lempomis 30 min. Kaip kontrolé¢ naudojamas
misinys be fermentinio preparato. Sviesos sugertis matuojama 560 nm bangos ilgyje. Naudojama
baltymy koncentracijos nustatymo kalibraciné kreivé pagal albuming (2.2 pav.). Fermento aktyvumas
apskaiciuojamas pagal (2.5) formule:

E
log ()

log2 -m’

(2.5)

¢ia A — SOD aktyvumas vnt/mg;

Ex — kontrolinio bandinio §viesos sugertis;

Et — tirlamojo bandinio Sviesos sugertis;

m — baltymo masé preparato turyje, mg/ml (baltymy koncentracija apskaic¢iuojama pagal
Bradfordo metodg).
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2.7.  Chlorofilo a ir b bei karotinoidy jvertinimas

Chlorofilo a ir b bei karotinoidy nustatymas augaly audiniuose paremtas Sviesos sugerties nustatymu
esant atitinkamiems bangos ilgiams.

Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijoms jvertinti 0,05 g augalinés medziagos susmulkinama
ir | meégintuvelj jpilama 5 ml 96 % C.HsOH. Méginys homogenizuojamas 15 min termostatuojame
kratytuve 25 °C. Tuomet méginys centrifuguojamas 10 min 9000 aps.min. Nucentrifuguotas
ekstraktas nupilamas j kita mégintuvélj ir méginio tiiris iSmatuojamas. Sviesos sugerties matavimai
atlieckami spektrofotometru 662 nm (chlorofilui a), 644 nm (chlorofilui ) ir 441 nm (karotinoidams)
bangy ilgiuose. Kontrolinis méginys - C2HsOH [35].

Pigmenty koncentracijos apskaic¢iuojamos pagal (2.6), (2.7), (2.8) formules:

Chlorofilo a koncentracija (mg-171) = 9,784 - Des2 — 0,99 - Dgaa ; (2.6)
Chlorofilo b koncentracija (mg-17") = 21,426 - Dgas — 4,65 - Dee2 ; 2.7)
Cat Cp=5,134 - Des2 +20,436 - Deaa. (2.8)

Karotinoidy koncentracija (mg 1°!) apsakai¢iuojama pagal (2.9) formule:
Crarotinoidai = 4,695 - Daa1 — 0,268 - (Ca + Cp). (2.9)

Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracija mg/100 g apskai¢iuojama pagal (2.10) formulg:

C -V -V, -100
n -V; -1000

X= (2.10)
¢ia C — pigmenty koncentracija, mg/l;

V — pradinis ekstrakto ttiris, ml;

V1 — pradinis ekstrakto turis, ml, paimtas praskiedimui;

V, — praskiesto ekstrakto tiiris;

n — augaliné mase, g.

2.8. Baltymy iSskyrimas i§ brokoliy augalinés masés

I atskirus mégintuvélius sveriama po 0,05 g iSdZiovintos augalinés medziagos ir uZpilama atskirais
buferiais (1-4) po 1 ml. MiSiniai maiSomi termostatuojamame kratytuve vieng valandg ir po to
centrifuguojami 4 °C temperatiiroje 9000 aps/min grei¢iu 20 min. Po centrifugavimo paimama
200 pl ekstrakto, pridedama 2 ml Bradfordo reagento. Po 2 minu¢iy matuojamos tiriamyjy méginiy
Sviesos sugertys 595 nm bangos ilgyje.

Baltymy ekstrakcijai naudojami buferiai:

1) 0,1 M Natrio acetatas (pH 4,0):
0,1 M CH3COOH,;
0,1 M natrio acetatas;

2) 0,1 M Natrio acetatas (pH 6,0):
0,1 M CH3COOH,;
0,1 M natrio acetatas;
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3) 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0);
4) 0,1 M Natrio boratas (pH 10,0).

Visi buferiniai tirpalai turi 0,15 M NaCl.

Bendroji baltymy koncentracija X (mg/100 mg) apskaiciuojama pagal (2.11) formule:

X:a-v-wo; @.11)

n

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

2.9. Bendros fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas Folino-Kiokalto metodu

Kalibravimo kreivés paruoSimas: paimta 0; 10; 20; 30; 40; 60; 80; 100; 120 pl standartinio tanino
rugsties tirpalo. Tuomet jpilama distiliuoto vandens, kad kiekis mégintuvéliuose bty iki 500 pl. | §j
tirpalg pilama 250 pl Folino-Kiokalto reagento ir 1,25 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalo. Viskas yra
sumaiSoma ir laikoma tamsoje 40 min kambario temperatiiroje. Sviesos sugertis matuojama pries
tuscig meéginj 725 nm bangoje (zr. 2.3 pav.).

Ekstrakto paruosimas: Pirmiausia 0,05 g augalinés Zaliavos sumaiSoma su 10 ml 70 % acetono tirpalu
ir maiSoma termostatiniame kratytuve 20 min kambario temperatiroje. Tuomet miSinys
centrifuguojamas 10 min 4 °C 9000 aps/min. Méginys dar kartg centrifuguojamas 2 min Eppendorf
tipo meégintuveliuose. Supernatantas surenkamas ir naudojamas tyrimams.

Paimtas paruosto ekstrakto kiekis (30 pl) praskiedziamas vandeniu iki 500 pl. | ji pridedama 250 pl
Folino-Kiokalto reagento ir jpilama 1,25 ml 7,5 % ml natrio karbonato tirpalo. Viskas sumaiSoma ir
po i8laikymo kambario temperatiiroje tamsoje 40 min. yra matuojama absorbcija esant 725 nm bangos
ilgiui [36].

Bendra fenoliniy junginiy koncentracija pagal tanino riigSties ekvivalentg (mg/100 g) apskai¢iuojama
pagal (2.12) formulg:

X:a-v-wo; 2.12)

n

¢ia a — tanino rugsties koncentracija i§ kalibravimo kreives, mg/l;
V — pradinis ekstrakto tiris, I;
n — augaliné mase, g
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2.3 pav. Tanino rugsties kalibraciné kreive
2.10. Bendrosios fenoliniy rugs¢iy koncentracijos jvertinimas

Arnovo reagentas paruoSiamas sumaiSant 10 g natrio molibdato ir 10 g natrio nitrito su 100 ml
metanoliu.

Ekstraktas ruosiamas 0,1 g iSdziovintos ir susmulkintos augalinés zaliavos homogenizuojant su
2,5 ml distiliuoto vandens. Ekstrakcija vykdoma termostatuojame kratytuve 30 min 25 °C
temperattiroje. Tuomet centrifuguojama 9000 aps/min greiciu 10 min. Po centrifugavimo ekstraktas
(1-1,5 ml) praskiedziamas distiliuotu vandeniu iki 5 ml. 1 ml praskiesto ekstrakto sumaiSoma su 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 i megintuvele jpilant 1 ml HCI (18 g/1), 1 ml Arnovo reagento, 1 ml natrio
Sarmo (40 g/1) ir praskiedZiama iki 10 ml distiliuotu vandeniu.

Tus¢io bandinio ir tiriamyjy tirpaly Sviesos sugertys matuojamos spektrofotometru 490 nm bangos
ilgyje.
Fenoliniy rigs¢iy koncentracija pagal kavos rtgstj (%) apskaic¢iuojama naudojantis (2.13) formule:

Fenoliniy rtigs¢iy koncentracija (%) = 417544 ; (2.13)

m

¢ia A — Sviesos sugerties reikSme;
m — augaliné mase, g.

2.11. Flavonoidy koncentracijos jvertinimas

Ekstrakto paruosimas: 0,5 g susmulkintos augalinés zaliavos sumaiSoma su 5 ml 80 % metanoliu.
Misinys laikomas 1 parg 150 rpm kratykléje. Homogenatas nucentrifuguojamas 9000 aps/min 10 min
ir surinktas supernatantas naudojamas tyrimams.

Tiriamojo méginio paruoSimas: bendrai flavonoidy koncentracijai jvertinti naudojamas aliuminio
chloridas. | 0,1 ml tiriamgj; méginj jpilama iki 1 ml 80 % metanolio ir 1 ml 2 % aliuminio chlorido.
Misinys paliekamas stoveti 30 min. Tuomet matuojama Sviesos sugertis esant 415 nm bangos ilgiui.
Flavonoidai apskaiciuojami pagal kverceting mg/g sausos mases [37].
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Flavonoidy koncentracija mg/g pagal kverceting apskai¢iuojama naudojantis (2.14) formule:

c=47, (2.14)
g
¢ia C; — kvercetino koncentracija mg/ml pagal kalibracing kreive;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;

g —augaliné masé¢, g.

Kalibracinés kreivés paruoSimas: kvercetinas (1 mg/ml) tirpinamas metanolyje. 0,01; 0,02; 0,03;
0,04; 0,05; 0,1; 0,2 ml kvercetino sumaisomi su 0,15 ml 2 % aliuminio chloridu ir atlickamas
praskiedimas iki 10 ml su 80 % metanoliu. Sviesos sugertis matuojama 415 nm bangos ilgyje. Pagal
gautus rezultatus sudaroma kvercetino kalibracing kreivé (zr. 2.4 pav.).
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2.12. Gliukozinolaty koncentracijos jvertinimas

Ekstraktas paruoSiamas 0,1 g iSdziovintos ir susmulkintos augalinés medziagos sumaiSant su 2 ml
80 % metanolio. Sis homogenatas laikomas per naktj kambario temperatiiroje. Po islaikymo
homogenatas centrifuguojamas 9000 aps/min grei¢iu 10 min. Tuomet dar karta centrifuguojama
Eppendorftipo mégintuvéliuose 5 min.

Ruosiant tiriamajj tirpala, surinktas supernatantas (0,5-1 ml) iki 2 ml praskiedZiamas 80 % metanoliu.
Gliukozinolatams nustatyti naudojama 100 pl Sio ekstrakto, j ji pridedama 0,2 ml distiliuoto vandens
ir 2 ml 2 mM natrio tetrachlorpaladato. Po inkubacijos kambario temperatiiroje 30 min., tirpalo
Sviesos sugertis matuojama 425 nm bangos ilgyje. TuS€ias meéginys ruoSiamas pagal ta pacia
metodika be ekstrakto [38].

Bendra gliukozinolaty koncentracija (umol/g) apskaiciuotas pagal (2.15) formulg:
x=1,40 + 118,86 - A42s; (2.15)

¢ia A — tiriamojo tirpalo Sviesos sugertis.
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2.13. Redukuoto glutationo (GSH) koncentracijos ivertinimas

Ekstraktas ruosiamas 0,1 g augalinés Zaliavos homogenizuojant su 5 ml 100 mM natrio fosfatiniu
buferiu (pH 7,4) 10 min termostatuojamame kratytuve 25 °C. Tuomet centrifuguojami 9000 aps/min
10 min 4 °C ir dar karta centrifuguojami Eppendorf mégintuvélivose 10 min. Véliau j 1 ml
supernatanta pilama 0,5 ml 5 % trichloracto riigsties ir 0,5 ml Elmano reagento. Sviesos sugertis
matuojama 412 nm bangos ilgyje. Tus¢ias meéginys — 1 ml natrio fosfatinis buferis (pH 7,4), 0,5 ml
5 % trichloracto riigStis ir 0,5 ml Elmano reagentas. Redukuoto glutationo koncentracija
apskaiciuojama pagal kalibracing kreive (Zr. 2.5 pav.).

Kalibracin¢ kreivé ruos$iama istirpinant 3,07 mg redukuoto glutationo su 10 ml distiliuoto vandens.
Redukuoto glutationo 1 mmol/l standartinis tirpalas praskiedziamas su distiliuotu vandeniu tokiomis
koncentracijomis: 0,1 mM; 0,2 mM; 0,4 mM; 0,5 mM; 0,6 mM; 0,8 mM; 1 mM. Papildomai jpilama
0,5 ml 5 % trichloracto rtigsties ir 0,5 ml Elmano reagento.
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2.5 pav. Glutationo kalibraciné kreivé
2.14. Malondialdehido (MDA) koncentracijos jvertinimas

100 mg augalinés Zaliavos homogenizuojama su 1,5 ml 20 % trichloracto riigStimi 10 min, o tuomet
centrifuguojama 9000 aps/min, 10 min, 4 °C. Méginiai dar karta centrifuguojami Eppendorf
meégintuvelivose. 0,3 ml supernatanto sumaisoma su 1,2 ml 0,5 % tiobarbitiirine riigS§timi (iStirpinta
20 % trichloracto riigStyje) ir inkubuojama 95 °C temperattiroje 30 min, atSaldoma ir centrifuguojama
10 min., 9000 aps/min. Sviesos sugertis matuojama 532 ir 600 nm bangos ilgiuose [39].

MDA koncentracija apskai¢iuojama pagal (2.16) formulg:

Cy = (Es32 — Ee00)- Ve -2

e (2.16)

¢ia Cx — MDA koncentracija pmol/g;
E — tirpalo Sviesos sugertis;
V. — ekstrakto tiiris, ml;
V. — ekstrakto tiris analizei, ml;
k — molinés ekstrakcijos koeficientas 156 Mm™'-cm™';
m — bandinio masé, ekstrakcijai, g.
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2.15. L-prolino koncentracijos jvertinimas

Ekstraktas paruoSiamas 100 mg iSdziovintos ir susmulkintos augalinés Zaliavos uzpilant 4 ml
distiliuotu vandeniu. Mégintuvélis su augaline zaliava 3 min kaitinamas 95 °C temperatiiroje ir
atSaldomas. Procediira kartojama dar du kartus. Ekstraktas centrifuguojamas 10 min 9000 aps/min
grei¢iu 4 °C temperatiiroje.

Tiriamasis tirpalas paruoSiamas gautg ekstraktg nupilant j kita mégintuvélj ir praskiedziant distiliuotu
vandeniu iki 6 ml. 1 ml praskiesto ekstrakto sumaiSoma su 1 ml acto rigsties, 1 ml ninhidrininio
reagento ir kaitinama 45 min vandens voneléje. | kontrolinj méginj vietoj ekstrakto pilama 1 ml
distiliuoto vandens, 1 ml acto riigSties, 1 ml ninhidrininio reagento bei kaitinama 45 min vandens
voneléje. Tiriamyjy tirpaly Sviesos sugertys matuojamos spektrofotometru 520 nm bangos ilgyje.

Kalibravimo kreivé ruoSiama L-prolino 0,0011 g iStirpinant 10 ml distiliuoto vandens. 0,0; 0,025;
0,050; 0,075; 0,1; 0,125; 0,15; 0,175 ml L-prolino kiekiai i§ pradinio tirpalo atitinkamai skiedziami
su 1 ml distiliuotu vandeniu, jpilama po 1 ml acto riigSties ir po 1 ml ninhidrininio reagento.
Meégintuveliai kaitinami 45 min 95 °C vandens voneléje ir atSaldZius matuojamos Sviesos sugertys
520 nm bangos ilgyje. Pagal gautus rezultatus sudaroma kalibravimo kreivé (zr. 2.6 pav.).
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2.6 pav. L-prolino kalibracing¢ kreive

L-prolino koncentracija apskai¢iuojama pagal (2.17) formulg naudojantis auksciau pateikta L-prolino
kalibracine kreive.

_ E-kVhendras .
Cx= Voumta m (2.17)
¢ia Cx — L-prolino koncentracija pmol/g;
E — tirpalo Sviesos sugertis;
k — L-prolino koncentracija, gauta pagal kalibracing kreive (umol);
Vbendras — bendras ekstrakto tiris, ml;
Vpaimta — paimto ekstrakto tiiris, ml;
n — augalinés Zaliavos kiekis, g.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Brokoliy (lot. Brassica oleracea var. italica) kaliaus kultuaros in vitro

Tiriamojo projekto metu suformuotos brokoliy (lot. Brassica oleracea var. italica) kaliaus kulttros
in vitro. Siam tikslui jgyvendinti, sudaiginti brokoliai in vitro buvo isskaidyti i atskirus audinius —
lapus, Saknis ir stiebus, bei formuotos kaliaus kulttiros atitinkamose terpése (3.1 lentelé).

3.1 lentelé. Brokoliy lapy, Sakny ir stieby kaliaus kultiiry formavimas in vitro

Augalo audinys

Terpé Lapai Saknys Stiebai

MS + BAP (2 mg/l) +
2,4-D (0,2 mg/l) +
L-metioninas
(100 uM)

MS + BAP (2 mg/l) +
2,4-D (0,2 mg/l) +
L-triptofanas
(100 uM)

3.2.  Brokoliy ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Tiriamojo projekto metu siekiant jvertinti brokoliy ekstrakty gebé¢jimag kaupti antioksidacinius
bioaktyvius junginius buvo atlikti DPPH, redukciniy savybiy, ABTS, FRAP bei SOD aktyvumo
spektrofotometrinés analizés metodai. Rezultaty atsikartojamumui uztikrinti, kiekvienas tiriamasis
méginys tirtas po tris kartus.

3.2.1. Brokoliy ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH metodu

Brokoliy kaliaus kultiiry in vitro ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimo DPPH metodu gauti
rezultatai pateikiami 3.1 pav.
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3.1 pav. DPPH radikalo slopinimo priklausomybé nuo augalo dalies ir terpés, kuriose augintos brokoliy
kaliaus kultiiros

IS pateikty rezultaty galima matyti (zr. 3.1 pav.), jog stipriu DPPH" radikalo slopinimu pasizyméjo
brokoliy kaliaus kultiiros, augintos terpéje su MS + BAP (2 mg/l) +2,4-D (0,2 mg/l) + L-metioninu
(100 uM), i$ kurios stipriausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo lapy kaliaus ekstraktas
(37,04 %). Taip pat Zymus antioksidacinis aktyvumas nustatytas terpése, papildytomis su L-triptofanu
— lapy kaliaus ekstrakte DPPH" radikalo slopinimas sieké 36,75 %. Tai parodo, jog Sios abi
aminoriigStys lapy audiniuose turéjo svarbig jtaka aktyvuoti antioksidacinj atsaka.

Brokoliai, auge MS terpéje taip pat pasizyméjo gana dideliu slopinimu (21,29 %) ir tai parodo, jog
Sioje terpéje auge brokoliai gali skatinti antioksidaciniy junginiy sintez¢ net be papildomy priedy.
Maziausias antioksidacinis aktyvumas nustatytas brokoliuose, augusiuose terpése be aminoriigsciy ir
hormony, t.y., kaliaus kulttiroje (4,75 %) ir terpése su BAP (2 mg/l) + 2,4-D (0,2 mg/l) — pavyzdZiui,
stieby kaliaus kulttiroje DPPH slopinimas siekeé tik 1,53 %.

3.2.2. Brokoliu ekstrakty redukciniy savybiy jvertinimas

Pagal pateiktus rezultatus, 3.2 pav. matoma, jog intensyviausiomis redukcinémis savybémis
pasizymejo brokoliy MS ekstraktas (o.v. — 0,702). Ivertinta, jog papildzius mitybing terpe augaly
augimo hormonais brokoliy kaliaus kulttry ekstrakty redukcinés savybés pagerintos nebuvo, jvyko
atvirksciai — jos buvo netgi sumazintos.

Zymesnés redukcinés savybés nustatytos lapy (o.v. — 0,283), Sakny (o.v. — 0,316) ir stieby
(0.v.— 0,549) kaliaus kultiirose, augintose MS terpése su BAP (2 mg/l) ir 2,4-D (0,2 mg/1). Mitybinés
terpés sudéties papildymas aminortig§timis leidZia daryti i§vada, jog jos gali slopinti redukuojanciy
junginiy susidaryma ar skatinti kitus metabolinius procesus.
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3.2 pav. Redukciniy savybiy rezultatai tiriant brokoliy kaliaus kultiiry in vitro ekstraktus

3.2.3. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas brokoliuy ekstraktuose pagal FRAP metoda,
naudojant TPTZ

ISanalizavus gautus duomenis, kurie pateikiami 3.3 pav. matyti, jog brokoliy MS ir kaliaus kultiiry
ekstrakty rezultatai turéjo panasius rezultatus, kurie buvo gauti tiriant redukcines savybes. Kaip
matoma, geriausiomis antioksidacinémis savybémis pasizyméjo brokoliai, auge MS terpéje — jy
koncentracija sieké — 22,21 pmol/l. Zymesne jtaka lapy, $akny ir stieby ekstrakty antioksidaciniam
aktyvumui, lyginant su L-triptofanu ar BAP (2 mg/1) ir 2,4-D (0,2 mg/1) augimo reguliatoriais, tur¢jo
ju mitybinés terpés papildymas L-metioninu (lapy kalius — 6,81 pmol/l, Sakny — 4,79 pmol/l, stieby
— 4,88 pmol/l). Gauti rezultatai rodo, jog mitybinés terpés papildymas augaly augimo hormonais
brokoliy kaliaus kulttiry in vitro ekstrakty antioksidaciniy savybiy itin reikSmingai nepagerino.
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3.3 pav. Antioksidacinio aktyvumo pagal FRAP metoda rezultatai tiriant brokoliy kaliaus kultiiry ir vitro
ekstraktus

3.24. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ABTS metodu

Atlikus brokoliy antioksidacinio aktyvumo jvertinimg ABTS metodu nustatyta, jog brokoliy kaliaus
kultiiry in vitro ekstraktai pasizyméjo ABTS radikalo slopinimu. Kaip matoma i§ 3.4 pav. pateikty
rezultaty, stipriausiomis antioksidacinémis savybémis pasizyméjo brokoliy kaliaus kultdiros,
praturtintos aminortig§timis — L-metioninu (lapy ir Sakny kalius — 99,31 %, stieby — 99,61 %) ir
L-triptofanu. Maziausiu ABTS radikalo slopinimu pasiZzyméjo brokoliy, augusiy MS terpéje,
ekstraktas (97,31 %). Bendru atveju, Sis metodas leido jvertinti, jog mitybinés terpés, papildytos
aminoriigStimis, tur¢jo jtakos diferencijuoty augalo audiniy antioksidacinéms savybéms padidinti.
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3.4 pav. Brokoliy kaliaus kultiiry in vitro ekstrakty antioksidaciniy savybiy jvertinimo ABTS metodu
rezultatai

3.3. Fermento superoksido dismutazés (SOD) aktyvumo jvertinimas

Tiriant superoksido dismutazés aktyvuma (3.5 pav.) brokoliy ekstraktuose, matyti, jog SOD
aktyvumo skirtumai pasireiskia tarp skirtingy brokoliy audiniy ir auginimo salygy. Didziausias Sio
fermento aktyvumas nustatytas auginimui naudojant terpes su BAP (2 mg/1) + 2,4-D (0,2 mg/1) — lapy
ir stieby ekstraktuose SOD aktyvumas sieké 3,82 vnt/mg, Sakny — 2,84 vnt/mg. Tai parodo, jog Sios
terpés sudétis be aminoriig§ciy, labiausiai paskatino antioksidacinés sistemos veiklg brokoliy

audiniuose.

Brokoliy audiniai, auginti terpése, papildytomis su 100 pM L-metioninu ir L-triptofanu parodé
mazesnj fermento aktyvuma, lyginant su 2 mg/l BAP + 0,2 mg/l 2,4-D terpe. Zymesnis SOD
koncentracijos sumazéjimas nustatytas L-metionino turinciose terpése, pavyzdziui, lapy ekstrakte
aktyvumas sieké tik 1,50 vnt/mg, o L-triptofano sukeliamas poveikis buvo Svelnesnis — Sakny
ekstrakte superoksido dismutazés aktyvumas sieke 2,33 vnt/mg. Gautus rezultaty skirtumus tarp $iy
aminortugsciy galima aiskinti jy skirtingu poveikiu priklausomai nuo biocheminiy funkcijy.

Brokoliai, auginti standartinéje MS terpéje, taip pat parodé aukstg natiiraly antioksidacinés sistemos
aktyvuma (3,44 vnt/mg). Maziausiu SOD aktyvumu pasizyméjo kaliaus kulttra (1,37 vnt/mg), kuri,
dél nespecializuoto audinio pobiidzio parodé ribotg antioksidacinj atsaka.
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3.5 pav. Fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimo rezultatai tiriant brokoliy ekstraktus

3.4. Chlorofilo a ir b bei karotinoiduy koncentracijos jvertinimas

Augimui naudojant skirtingas mitybines terpes ir kaliaus kultiiras, iSaugintas 1§ skirtingy audiniy,
buvo jvertintos brokoliy kaliaus kultury in vitro ekstrakty chlorofilo a ir b bei karotinoidy

koncentracijos. Gauti rezultatai pateikiami 3.6 pav., 3.7 pav. ir 3.8 pav.
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3.6 pav. Chlorofilo a ir b jvertinimo brokoliy kaliaus kultiiry in vitro ekstraktuose, rezultatai
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3.8 pav. Karotinoidy koncentracijos jvertinimo brokoliy kaliaus kulttiry in vitro ekstraktuose, rezultatai

Pagal pateiktus rezultatus 3.6 pav. ir 3.7 pav. bei palyginus juose nurodytus duomenis, matoma, jog
mitybiniy terpiy papildymas aminortig§timis turéjo reikSmingos jtakos pigmenty koncentracijos
padidéjimui. Didziausios chlorofilo a ir chlorofilo b koncentracijos nustatytos lapy kaliaus kultiirose,
praturtintose L-metioninu (chlorofilo @ koncentracija — 3,55 mg/100 mg, chlorofilo b —
2,22 mg/100 mg). Siek tiek maZesnés chlorofilo a (2,82 mg/100 mg) ir chlorofilo 4 (1,68 mg/100 mg)
koncentracijos nustatytos brokoliy lapy kaliaus kultiirose, papildytose L-triptofanu. Kaip pateikta
3.7 pav., lyginant su stieby ir lapy kaliaus kultiiromis, nedidelémis pigmenty koncentracijomis
pasizyméjo Sakny kaliaus kulttros, i$ Sios kultiros kiek didesné pigmenty koncentracija, t.y.
chlorofilo b — 0,43 mg/100 mg, buvo nustatyta mitybingje terp¢je, papildytoje L-triptofanu.
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Kaip matoma 3.6 pav., brokoliai, auginti terpése be aminoriigi¢iy, nepasizyméjo aukStesnémis
pigmenty koncentracijomis, lyginant su rezultatais, gautais mitybines terpes praturtinus jomis. Taciau
kaip matoma, didziausia chlorofilo a koncentracija nustatyta brokoliuose, kurie augo MS terpéje be
papildomy priedy — 0,391 mg/100 mg. Audiniy kultiry auginimui panaudoti BAP (2 mg/l) ir
2,4-D (0,2 mg/l) augimo hormonai 1émé¢ didesnes chlorofilo » koncentracijas (lapy kaliaus
kultturoje — 0,320 mg/100 mg, Sakny — 0,216 mg/100 mg ir stieby — 0,281 mg/100 mg). Chlorofilo a
koncentracijos atitinkamai buvo nustatytos Siek tiek mazesnés (lapy kaliaus kultiroje —
0,208 mg/100 mg, Sakny — 0,162 mg/100 mg ir stieby — 0,172 mg/100 mg).

Pagal pateiktus 3.8 pav. karotinoidy koncentracijy rezultatus matoma, jog didziausia karotinoidy
koncentracija nustatyta lapy kaliaus kultiiroje, papildytoje L-metioninu (14,20 mg/100 mg), bei
L-triptofanu — 11,27 mg/100 mg. Mazomis karotinoidy koncentracijomis, lyginant su lapy ir stieby
kaliaus kultiiromis, pasizymejo Sakny kaliaus kulttiros: su L-metioninu — 1,57 mg/100 mg, o su
L-triptofanu — 0,80 mg/100 mg.

Auksciau pateiktuose rezultatuose (Zr. 3.6 pav., 3.7 pav. ir 3.8 pav.) matoma, jog brokoliai daugiausia
kaupia karotinoidus. Taip pat, lyginant gautus rezultatus su kontroline kaliaus kultiiros terpe,
mitybiniy terpiy papildymas BAP (2 mg/l) ir 2,4-D (0,2 mg/l) augimo hormonais, o ypac
aminorugstimis, turéjo teigiamos jtakos brokoliams kaupiant chlorofilg a ir b bei karotinoidus.

3.5. Baltymy iSskyrimas i$ brokoliy augalinés masés

Atlikus baltymy koncentracijos jvertinimo priklausomyb¢ nuo terpés ir pH, gauti rezultatai grafiskai
pavaizduoti 3.9 pav. ir 3.10 pav.
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3.9 pav. Baltymy koncentracijos priklausomybé nuo skirtingy mitybiniy terpiy ir pH
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3.10 pav. Baltymy koncentracijos priklausomybé nuo mitybinés terpés bei augalo dalies, i$ kurios augintos
kaliaus kulttiros ir pH

IS gauty rezultaty 3.9 pav. ir 3.10 pav., matoma, jog maziausios baltymy koncentracijos buvo
nustatytos esant stipriai riigStinei pH 4 vertei. Maziausia koncentracija esant Siai pH vertei nustatyta
Sakny kaliaus kultiroje (0,19 mg/100 mg), augintoje BAP (2 mg/l) ir 2,4-D (0,2 mg/l) augimo
hormony terp¢je (zr. 3.9 pav.), o didziausia — lapy kaliaus kulttiroje (4,1 mg/100 mg), papildytoje
L-triptofanu (zr. 3.10 pav.). Kaip pateikta 3.9 pav., didziausia baltymy koncentracija buvo nustatyta
brokoliy, auginty MS terpéje, esant stipriai bazinei pH 10 vertei — 2,14 mg/100 mg.

Kaip pateikta 3.10 pav., galima teigti, jog mitybiniy terpiy papildymas aminortigstimis turéjo
teigiamos jtakos baltymy iSsiskyrimui, o optimalios pH vertés baltymams issiskirti buvo pH 6 ir 8.
Bendru atveju, Siose jvardintose pH vertése, kiek didesnémis is$siskyrusiy baltymy koncentracijomis
pasizyméjo audiniy kulttiros, kurios buvo augintos terpése, papildytomis L-triptofanu.

3.6. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas Folino-Kiokalto metodu

Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimo brokoliy kaliaus kultiiry in vitro ekstraktuose
gauti rezultatai pateikiami 3.11 pav.
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3.11 pav. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimo brokoliy kaliaus kulttiros in vitro
ekstraktuose, rezultatai

IS pateikty rezultaty (zr. 3.11 pav.) matyti, jog didZiausia fenoliniy junginiy koncentracija
diferencijuotuose augaly audiniuose buvo nustatyta brokoliy lapy kaliaus kultirose, praturtintose
L-triptofanu (15,4 mg/100 g). Sios mitybinés terpés sudétis 1émé didesnes fenoliniy junginiy
koncentracijas diferencijuotuose augaly audiniuose, lyginant su gautais rezultatais, kuomet mitybiné
terpé buvo papildyta L-metioninu ar BAP (2 mg/l) ir 2,4-D (0,2 mg/1) augimo reguliatoriais. Brokoliy,
augusiy MS terpéje, ekstraktas taip pat pasizyméjo reikSminga fenoliniy junginiy koncentracija —
12,2 mg/100 g.

Atsizvelgiant | fenoliniy junginiy koncentracijas, gautas mitybines terpes papildzius L-metioninu
(lapy kaliaus kultliroje nustatyta fenoliniy junginiy koncentracija — 4,4 mg/100 g, Sakny —
6,6 mg/100 g, stieby — 5,0 mg/100 g), bei gautas didesnes fenoliniy junginiy koncentracijas auginimui
naudojus L-triptofang ar BAP (2 mg/l) ir 2,4-D (0,2 mg/l) reguliatorius, galima teigti, jog
L-metioninas prislopino fenoliniy junginiy sintez¢ augaly audiniuose.

3.7. Bendrosios fenoliniy ragsciy koncentracijos jvertinimas brokoliy ekstraktuose

Atlikus bendrosios fenoliniy rtig§¢iy koncentracijos jvertinimg, gauti rezultatai pateikiami 3.12 pav.
Matoma, jog didZiausios fenoliniy rtig8¢iy koncentracijos nustatytos brokoliy lapy ir stieby kaliaus
kultiry ekstraktuose. Mitybinés terpés papildymas L-triptofanu skatino fenoliniy riigsciy sinteze
lapuose (0,43 %) ir stiebuose (0,40 %), taciau Saknyse (0,24 %) sintezé¢ galimai buvo slopinama.
Sakny kaliaus kultiiroje fenoliniy riig$éiy sinteze labiausiai paskatino BAP (2 mg/l) ir
2,4-D (0,2 mg/l) augimo reguliatoriai, jy nustatyta koncentracija sieké — 0,35 %.

Nors ir bendru atveju fenoliniy riig§¢iy koncentracijos nepasizymeéjo itin aukStomis vertémis, taciau
nustatyta maziausia fenoliniy rigsc¢iy koncentracija brokoliuose MS (0,12 %) leidzia daryti prielaida,
jog Siy riigsciy sinteze vis délto daugiausia vyko diferencijuotuose audiniuose.
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3.12 pav. Bendrosios fenoliniy riigs§¢iy koncentracijos jvertinimo, brokoliy kaliaus kultiiry in vitro
ekstraktuose, rezultatai

3.8. Flavonoidy koncentracijos jvertinimas

3.13 pav. pateikiami rezultatai, gauti iStyrus brokoliy ekstraktus, siekiant jvertinti flavonoidy
koncentracijas. Gauti rezultatai rodo, jog didziausia flavonoidy koncentracija nustatyta lapy kaliaus
kultiroje, papildytoje L-metioninu (120,16 mg/ml). Taip pat didele flavonoidy koncentracija
pasizyméjo lapy kaliaus kultiira praturtinta L-triptofanu — 111,11 mg/ml. Jvertinta, jog Sakny ir sticby
kaliaus kultiirose, papildytomis aminortig§timis, Zymios jtakos, lyginant su BAP (2 mg/l) ir
2,4-D (0,2 mg/l) augimo reguliatoriais, flavonoidy koncentracijos didéjimui zZymios jtakos netur¢jo.
Taciau kiek geresnj gebéjima kaupti flavonoidus Sakny ir stieby brokoliy kaliaus kultiirose parodé jy
auginimui mitybines terpes papildZius L-triptofanu (Sakny kaliaus kultiiroje nustatyta
koncentracija — 39,25 mg/ml, stieby — 43,73 mg/ml). Brokoliai, auginti standartinéje MS terp¢je taip
pat rodo gebéjima kaupti flavonoidus, tyrimo metu $iy junginiy koncentracija siekeé 96,51 mg/ml.
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3.13 pav. Flavonoidy koncentracijos jvertinimo rezultatai brokoliy kaliaus kultiiry in vitro ekstraktuose
3.9. Gliukozinolaty koncentracijos jvertinimas

Atlikus brokoliy kaliaus kultiiry in vitro ekstrakty gliukozinolaty koncentracijos jvertinimo tyrima,
nustatyta, jog didziausia $iy bioaktyviyjy junginiy koncentracija pasizyméjo brokoliai, auginti
standartinéje MS terpéje — 11,03 umol/g (zr. 3.14 pav.). Lyginant lapy, Sakny ir stieby kaliaus kulturas,
zymesnés jtakos gliukozinolaty koncentracijai turé¢jo mitybinés terpés papildymas L-metioninu
(nustatyta koncentracija lapy kaliaus kultiiroje — 9,52 pumol/g, Sakny — 6,55 pmol/g, stieby —
6,35 umol/g). Maziausia sintetinamy gliukozinolaty koncentracija nustatyta stieby kaliaus kultiiroje
(4,01 pmol/g), kuomet terpé buvo papildyta BAP (2 mg/l) ir 2,4-D (0,2 mg/l) augaly augimo
reguliatoriais.
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3.14 pav. Gliukozinolaty koncentracijos jvertinimo rezultatai brokoliy kaliaus kultiiry in vitro ekstraktuose
3.10. Redukuoto glutationo koncentracijos jvertinimas

Pateiktame 3.15 pav. matoma, jog didziausios redukuoto glutationo koncentracijos nustatytos
diferencijuotuose augaly audiniuose, kuriy mitybinés terpés buvo papildytos L-triptofanu (lapy
kaliaus kultiiroje — 0,36 mM, Sakny — 0,19 mM, stieby — 0,31 mM). Siek tick maZesnés glutationo
koncentracijos nustatytos augaly augimui naudojant L-metioning (lapy kaliaus kulttiroje — 0,28 mM,
Sakny — 0,19 mM, o stieby — 0,30 mM). Matoma, jog mitybinés terpés be aminoriig§iy visuose
audiniuose pasizyméjo mazesne glutationo koncentracija. Taigi, sumazéjusi redukuoto glutationo
koncentracija nustatyta diferencijuotuose augaly audiniuose, kuomet augimui naudoti BAP (2 mg/1)
ir 2,4-D (0,2 mg/l) reguliatoriai. Taip pat nustatyta, jog redukuota glutationa, kiek mazesne
koncentracija nei lapy ar stieby kaliaus kulturos, gali kaupti ir brokoliai, auginti MS terpéje
(0,26 mM), o nustatyta 0,19 mM koncentracija kaliaus kultiiroje buvo maZesné nei bet kuriame augalo
audinyje, kuomet augimui naudotos aminortgstys.
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3.15 pav. Redukuoto glutationo koncentracijos jvertinimo rezultatai, gauti iStyrus brokoliy kaliaus kultiiry in
vitro ekstraktus

3.11. Malondialdehido (MDA) koncentracijos jvertinimas

Pagal pateiktus rezultatus (3.16 pav.) matyti, jog padidéjusios MDA koncentracijos nustatytos lapy
kaliaus kultiiros ekstraktuose, kuriy mitybinés terpés buvo papildytos L-metioninu (0,397 pmol/g)
bei L-triptofanu (0,361 umol/g), augimui naudojant BAP (2 mg/l) ir 2,4-D (0,2 mg/l) reguliatorius,
nustatyta MDA koncentracija buvo mazesné — 0,297 pmol/g.

Sakny kaliaus kultiiry ekstraktuose didziausia MDA koncentracija buvo nustatyta jy augimui
naudojant BAP (2 mg/l) ir 2,4-D (0,2 mg/l) augimo reguliatorius (0,354 pmol/g). Su L-triptofanu
koncentracija buvo mazesné — 0,283 umol/g. Todél galima daryti prielaida, jog Sakny kaliaus
kultiiroje L-triptofanas sumazina patiriama oksidacinj stresa. Sakny kaliaus MDA koncentracijos
jvertinimas, kuomet augimui papildomai naudotas L-metioninas, jvertinimas nebuvo atliktas dél
tiriamosios medZiagos tritkumo.

Padidéjusios MDA koncentracijos stieby kaliaus kultiiry ekstraktuose nustatytos panaudojus
L-triptofang (0,418 pmol/g) bei L-metioning (0,383 pumol/g), tuo tarpu aminortigs¢iy nenaudojus —
0,244 pumol/g. Tai leidZia daryti iS§vada, jog stiebuose ir lapuose aminoriigsStys gali turéti jtakos
skatinant oksidacinius procesus. Nustatyta koncentracija kaliaus kultiiroje (0,359 pmol/g) taip pat
parodo, jog net ir be papildomy priedy oksidacinis stresas brokoliy audiniuose yra gana aukstas.
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3.16 pav. Malondialdehido koncentracijos jvertinimo rezultatai, gauti tiriant brokoliy kaliaus kulttry in vitro
ekstraktus

3.12. L-prolino koncentracijos jvertinimas

Atlikus L-prolino koncentracijos jvertinima, i§ gauty duomeny tiriant brokolius (3.17 pav.) matoma,
kad didziausia L-prolino koncentracija nustatyta stieby kaliaus kultiiroje (15,44 umol/g), jy mitybine
terpe papildzius L-metioninu. Si aminortigstis taip pat turéjo Zymios jtakos L-prolino koncentracijos
padidéjimui lapy kaliaus kultiroje — 11,61 pmol/g. Sakny kaliaus kultiirose padidéjusios L-prolino
koncentracijos taip pat nustatytos, kuomet buvo naudojamos aminortgstys: su L-metioninu —
9,52 umol/g, su L-triptofanu — 10,01 umol/g. Aminoriigs¢iy nenaudojant, t.y. augimui naudojant
BAP (2 mg/l) ir 2,4-D (0,2 mg/l) priedus, L-prolino koncentracija Sakny kaliaus kultiiroje buvo
Zenkliai nuslopinta, jo koncentracija siek tik 0,50 pmol/g. Tad aminoriigS§¢iy papildymas Zenkliai
paskatino L-prolino biosintez¢ Sakny kaliaus kultiirose.
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3.17 pav. Brokoliy kaliaus kulttiry in vitro ekstrakty L-prolino koncentracijos jvertinimo rezultatai
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4. Rekomendacijy dalis

Gliukozinolatus galima iSskirti 1§ brokoliy (lot. Brassica oleracea var. italica) kaliaus kultiry,
uzauginty MS terpéje kartu su fitohormonais BAP (2 mg/l) ir 2,4-D (0,2 mg/l) bei L-metioninu
(200 uM). Gliukozinolatams i brokoliy kaliaus kulttiry i§skirti yra pateikiama principiné aparatiiriné
schema (4.1 pav.).

Siekiant uzauginti biomasg, ] maiSymo rezervuarg tickiama MS terpé su fitohormonais BAP (2 mg/I)
ir 2,4-D (0,2 mg/1) bei L-metioninu (200 pM), taip skatinant fitocheminiy medziagy sintez¢ brokoliy
kulttirose. Tuomet iScentriniu siurbliu (S_1) brokoliy kulttira pumpuojama j nepertraukiamo veikimo
sterilizatoriy (ST 1) i§ kurio patenka j bioreaktoriy (BR 1). Brokoliy Iasteliy suspensijos kultiira
patalpinama ] rezervuarg (R 1) i§ kurio iScentriniu siurbliu perduodama i centrifugg (C 1), o
dziovinimo kameroje (D 1) iSdziovinama biomasé. Pries tiekimg j ekstraktoriy (E 1), iSdziovinta
biomas¢ dar patenka j smulkintuvg (SM_1). Ekstrahavimo metu galimas Iasteliy suirimas, todé¢l yra
svarbu fermenta mirozinaz¢ inaktyvuoti siekiant iSlaikyti nepakitusi gliukozinolaty kiekj proceso
metu. Tai galima padaryti ekstrakcijg vykdant 70 °C temperatiiroje [40]. I ekstraktoriy iScentriniu
sturbliu (S_3) ir atidarius voztuva (V_3) papildomai tickiamas metanolis.

IS ekstraktoriaus virSutine frakcija tiekiama j centrifugg (C_2) siekiant gauti alkoholinj ekstraktg ir
tuomet 1§ centrifugos, po surinkimo j rezervuarg (R _2), tiekiama i distiliatoriy (D _1). Tokiu budu,
surinkus metanolj j rezervuarg (R _3), jis yra pakartotinai perduodamas j ekstraktoriy.

Surinkta apatiné¢ frakcija yra tiekiama ] chromatografijos kolon¢le (CH_1) ir iS8dZiovinus
liofilizatoriuje (L_1) gauti kieti milteliai surenkami produkto (PR 1) laikymo talpoje.
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4.1 pav. Principiné aparatiiriné gliukozinolaty ekstrakcijos i§ brokoliy (Brassica oleraceae var. italica) kaliaus kulttiry in vitro schema
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4.1 lentelé. Technologingje schemoje pavaizduoty Zyméjimy reikSmeés

Zyméjimas Reik§mé
S1-S 4 Siurblys
V1-V3 Voztuvas
ST 1 Sterilizatorius
DK 1 Dujy kompresorius
OF 1-0OF 2 Oro filtras
BR 1 Bioreaktorius
C1-C2 Centrifuga
D 1 Dziovinimo kamera
SM_1 Smulkintuvas
M 1 Maisyklé
E 1 Estraktorius
D 1 Distiliatorius
CH_1 Chromatografiné kolonélé
L1 Liofilizatorius
PR_1 Produktas
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1.

ISvados

Atlikus antioksidacinius tyrimus DPPH, FRAP bei ABTS metodais, nustatyta, jog brokoliy
lapy, Sakny ir stieby kaliaus kultiiry MS mitybinés terpés papildymas BAP (2 mg/l) ir
2,4-D (0,2 mg/l) bei L-metioninu (100 uM) labiausiai paskatino antioksidacines savybes.
DPPH ir FRAP metodais nustatyta, jog nediferencijuotuose brokoliy audiniuose didziausias
antioksidacinis aktyvumas buvo MS terp¢je su BAP (2 mg/l) ir 2,4-D (0,2 mg/l) bei
L-metioninu (100 pM) augintose kaliaus kultiiry ekstraktuose i§ lapy, o ABTS metodu
didziausiu slopinimu pasizymejo lapy ir Sakny kaliaus ekstraktai (99,31 %). Atlikus jvertinima
redukciniu metodu, intensyviausig antioksidacinj aktyvumg parodé augaly audiniy kultiiros,
augusios MS terpéje su BAP (2 mg/l) ir 2,4-D (0,2 mg/l) fitohormonais.

. Atlikus superoksido dismutazés jvertinima, reikSmingiausig $io fermento aktyvuma lapy ir

stieby kaliaus kultiirose 1émé MS terpés papildymas BAP (2 mg/l) ir 2,4-D (0,2 mg/1) augimo
hormonais (3,82 vnt/mg). L-prolino sintez¢ labiausiai skatino mitybinés terpés papildymas
L-metioninu bei didZiausia jo koncentracija nustatyta brokoliy stieby kaliaus ekstrakte
(15,44 pmol/g).

Nustatyta, jog mitybiniy terpiy papildymas BAP (2 mg/l) ir 2,4-D (0,2 mg/l) augimo
hormonais, o ypa¢ aminoriigS§timis L-metioninu ir L-triptofanu, tur¢jo teigiamos jtakos
brokoliy kaliaus kultiroms kaupti chlorofilg a ir b bei karotinoidus, i$ jy brokoliai daugiausia
kaupé karotinoidus. Atlikus baltymy koncentracijos jvertinimg skirtingose pH vertése,
nustatyta, jog optimalios pH vertés baltymams iSsiskirti buvo pH 6 ir 8. Didesnémis
i8siskyrusiy baltymy koncentracijomis pasizyméjo brokoliy audiniy kulttros, kurios buvo
augintos terpése, papildytomis aminorigstimis.

Nustatyta, jog didziausia jtaka gliukozinolatams sintetinti brokoliy kaliaus kultiirose turéjo
MS terpés papildymas L-metioninu (9,52 umol/g). Didziausios flavonoidy koncentracijos
nustatytos lapy kaliaus kultirose, augintose MS terpése su L-metioninu (120,16 mg/ml) ir
L-triptofanu (111,11 mg/ml). Atlikus fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinima, nustatyta,
jog didziausig Siy junginiy koncentracija (15,40 mg/100 g) turéjo brokoliy lapy kaliaus
kultiiros, augusios MS terpéje su L-triptofanu.
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1 priedas. Maitinamosios Murashige & Skoog (MS) terpés sudétis

Priedai

Reagentai

Koncentracija tirpale mg/1

Koncentracija terpéje mg/1

Makroelementai °

NH4NO; 33000 1650
KNO3 38000 1900
CaCl, 2H,0 8800 440
MgSO,-7 H,0 7400 370
KH2PO4 3400 170
Mikroelementai®
KI 166 0,83
H;BO3 1240 6,2
MnSO4-4H,0 4460 223
ZnS04'7 H,0 1720 8,6
Na:MoO4-2 H,O 50 0,25
CuSOs -5 H.0 5 0,025
CoCl, -6H,0 5 0,025
Gelezies $altinis®
FeSO4-7H20 5560 27,8
Na;EDTA -2H,0 7460 37,3
Organiniai priedai®
Mioinozitolis 20000 100
Nikotino riigstis 100 0,5
Piridoksinas-HCl 100 0,5
Tiaminas-HC1 100 0,5
Glicinas 400 2
Sacharozé 30000
Agar-agaras 5

b - 50 ml tirpalo pilame j terpg; ¢ — 5 ml tirpalo ] terpe.
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