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Santrauka

Projekto metu, taikant skirtingas augimo reguliatoriy koncentracijas, buvo suformuluotos optimalios
raudonojo baziliko (Ocimum basilicum var. purpurascens) kaliaus kultiiry auginimo salygos,
skatinanCios bioaktyviyjy junginiy kaupimagsi visose augalo morfologinése dalyse — Saknyse,
stiebuose ir lapuose. Tyrimo rezultatai parod¢, kad didziausia fitocheminiy junginiy koncentracija
nustatyta Sakny ir stieby kaliaus kultiirose, augintose MS terpéje su 0,1 mg/l 3-indolilacto riig§timi
(IAR) ir 5 mg/l tidiazuronu (TDZ), tuo tarpu lapy kaliaus kultiroms optimali biosintezés terpg,
kurioje buvo 0,1 mg/l IAR, 5 mg/l TDZ ir 0,5 mg/l aminortigsties L-triptofano.

Pagal Siuos duomenis, buvo sukurti trys tarpiniai, arba baziniai, ir trys galutiniai kosmetikos produkty
prototipai, kuriy sudétyje panaudotas 0,056 g/ml koncentracijos vandeninis baziliko kaliaus kultary
ekstraktas. Ivertinus formuliy stabiluma, klampg ir pH, bei palyginus $iuos parametrus su rinkoje
esanciais analogais, nustatyta, kad jie atitinka kokybinius reikalavimus ir yra tinkami tolimesniems
tyrimams.

Sukurtos kosmetikos formulés buvo pritaikytos nattiraliai balty plauky apsaugai nuo plataus spektro
dirbtinés Sviesos poveikio — regimosios, infraraudonosios ir ultravioletinés — trukusio 20 valandy, kas
atitinka mazdaug 90 valandy natiiralios saulés Sviesos ekspozicija Nevados valstijoje (JAV).
Eksperimentiniai duomenys atskleid¢, kad, lyginant su neigiama kontrole, produkty prototipai
efektyviau apsaugojo plauky baltymy struktiirg nei lipiding sandarg. Raudonojo baziliko ekstrakto
derinimas su plataus spektro UV filtru pasizymeéjo geresne plauky baltymy struktiiros apsauga. Buvo
nustatyta, kad veiksmingai lipidy apsaugai reikalingas tolygus plauko pavirSiaus padengimas,
stipresnis UV filtro geb¢jimas sugerti UVB spindulius bei naturaliy antioksidanty gebéjimas
1siskverbti | lipidais turtingg, plauky lasteliy membranos kompleksa.
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Summary

During the project, using different concentrations of growth regulators, optimal conditions for the
cultivation of purple basil (Ocimum basilicum var. purpurascens) callus cultures were formulated,
promoting the accumulation of bioactive compounds in all morphological parts of the plant - roots,
stems and leaves. The results showed that the highest concentration of phytochemical compounds
was found in root and stem callus cultures grown in a medium with 0.1 mg/l indole-3-acetic acid
(IAA) and 5 mg/] thidiazuron (TDZ), while for leaf callus culture, the optimal biosynthesis medium
included 0.1 mg/l IAR, 5 mg/l TDZ and 0.5 mg/l amino acid L-tryptophan.

Based on the collected data, three initial and three final prototypes of cosmetic products were
developed, which used an aqueous extract of purple basil callus cultures at a concentration of 0.056
g/ml. After evaluating the stability, viscosity and pH of the cosmetic compositions, and comparing
these parameters with analogues on the market, it was determined that they meet the quality
requirements and are suitable for further research.

The developed cosmetic formulas were applied to protect natural white hair from exposure to a wide
spectrum of artificial light - visible, infrared and ultraviolet - for 20 hours. This duration corresponds
to approximately 90 hours of natural sunlight exposure in the state of Nevada (USA). Experimental
data revealed that, compared to the negative control, the product prototypes protected the protein
structure of the hair more effectively than the lipid structure. The presence of bioactive compounds,
extracted from purple basil callus culture and broad-spectrum UV absorption were associated with
improved protein protection. Even surface coverage, a stronger ability of the UV filter to absorb UVB
rays, and the natural antioxidant's capacity to access lipid regions in hair were identified as essential
formulation features for effective lipid protection.
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Santrumpy ir terminy sgrasas

ABTS — 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolino-6-sulfono) riigstis;

AUC - plotas po kreive;

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

DSC — diferenciné skenuojancioji kalorimetrija;

DTT — ditiotreitolis;

EDTA — etilendiamintetraacto riigstis;

HPTLC — aukstos skiriamosios gebos plonasluoksné chromatografija;
IAR — 3-indolilacto riigstis;

IR — infraraudonoji spinduliuoté;

KAP — su keratinu susij¢ baltymai;

KIF — keratino tarpiniai filamentai;

MS — Murashige ir Skoog terpé;

PABA —p-aminobenzenkarboksiriigstis;

PVP — polivinilpirolidonas;

SDS — natrio laurilsulfatas;

SDS-PAGE — natrio dodecilsulfato — poliakrilamido gelio elektroforezé;
SEM - skenuojancioji elektroniné mikroskopija;

TDZ — 1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il)ur¢ja, dar vadinamas tidiazuronu;
TEA — trietanolaminas;

TRP — L-triptofanas;

UV — ultravioletiné spinduliuotg;

UVA — ultravioletiné spinduliuoté (321400 nm);

UVB — ultravioletiné spinduliuoté (290-320 nm);

UVC — ultravioletiné spinduliuoté (100-290 nm).



Ivadas

Saulés spinduliuoté yra vienas i$ neiSvengiamy aplinkos veiksniy, galiniy turéti neigiamg poveikj
zmogaus organizmui. Nors mokslinéje literatiiroje placiai aprasSytas ultravioletinés spinduliuotés
(UV) zalingas poveikis odai, pastaruoju metu vis daugiau démesio skiriama UV spinduliy daromai
zalai plauky struktorai. Siekdama apsaugoti vartotojus nuo Sio poveikio, kosmetikos pramoné
pradeda naudoti organinius ir neorganinius UV filtrus, nors §iy priemoniy pasirinkimas rinkoje vis
dar islieka ribotas. Siy cheminiy medziagy taikymas kelia pagristy klausimy dél jy saugumo ir
patogumo juos naudoti. Atsizvelgiant ] tai, vis dazniau ieSkoma saugesniy alternatyvy. Viena i$
perspektyviausiy krypciy — augalinés kilmés medziagy tyrimai, ypa¢ augaly, turinéiy stipry
antioksidacinj potencialg. Vienas i$ tokiy augaly — raudonasis bazilikas (lot. Ocimum basilicum var.
purpurascens), kurio sudétyje esantys biologiskai aktyviis junginiai, kaip ir sintetiniai organiniai
filtrai, gali absorbuoti UV spindulius, taciau jy biologinis suderinamumas ir mazesnis toksiSkumas
zmogui bei aplinkai daro juos itin patrauklius Siuolaikinés kosmetikos kontekste. Be to, panaudojus
in vitro augaliniy lasteliy kultivavimo technologijas, galima kontroliuojamomis saglygomis iSgauti
didesne biologiskai aktyviy junginiy koncentracija, taip pagerinti jy efektyvuma.

Sio projekto tikslas — sukurti kosmetikos produkta plaukams, praturtinta ekstraktu gautu i3
raudonojo baziliko (lot. Ocimum basilicum var. purpurascens) kaliaus kultiry ir jvertinti jo savybes.

Projekto uzdaviniai:

1. uzauginti raudonojo baziliko (Ocimum basilicum var. purpurascens) visy augalo daliy (Sakny,
stieby ir lapy) kaliaus kultiiras;

2. paruosti vandeninius ekstraktus ir jvertinti jy fitochemines savybes;

3. 1 kosmetikos produkto prototipo kompozicijg jterpti perspektyviausia ekstrakta ir nustatyti, ar
jis geba apsaugoti plauky baltymus ir lipidus nuo UV spinduliy teikiamos zalos.



1. Literatiiros apZvalga

Sioje dalyje apzvelgiama saulés spinduliuotés Zala bei organiniai, neorganiniai ir augalinés kilmés
UV filtrai, jvardijami jy privalumai ir trikumai. Aprasomi pagrindiniai plauky struktiiros ypatumai
bei jy poky¢iai po UV spinduliuotés poveikio.

1.1. Plaukai

Zmogaus plaukai atlieka jvairias funkcijas: apsauging, veikia kaip barjeras nuo iSoriniy aplinkos
veiksniy, reguliacing, padeda reguliuoti kiino temperatira, socialing ir psichologing, daro jtakg
pasitikéjimui savimi ir asmeniniam jvaizdziui. O jy biuklei didel¢ jtaka turi aplinkos veiksniai,
taikomos kosmetinés proceduros ir kasdieniai plauky prieziiiros jprociai [1].

Plauko stieba sudaro trys pagrindiniai komponentai (zr. 1.1 pav.). Zvyneliai, t.y. iSorinis plauko
sluoksnis sudarytas i§ persidengianciy, zvynus primenanciy lIasteliy, kurios yra kaip apsauginis
barjeras ir atlieka svarby vaidmen; apibtidinant plauko pavirSiaus savybes, tokias kaip tekstiira ir
trintis. Po jais yra zievé, kuri sudaro didziaja dalj plauko masés ir kurioje yra pailgy Iasteliy, uzpildyty
keratino tarpiniais filamentais (KIF) ir su keratinu susijusiais baltymais (KAP). Kartu Sie elementai
sudaro sudéting struktiirg, kuri suteikia tempiamajj stiprumg ir elastingumg. Pac¢iame plauko stiebo
centre yra Serdis. Plauky Serdies buvimas plaukuose yra kintamas ir priklauso nuo tokiy veiksniy kaip
pluosto storis, genetiniai skirtumai ir plauky augimo stadija. Atsizvelgiant i minimaly jy indélj plauko
stiebo mechaniniam stiprumui, Serdys néra biitinos plauko struktiirai, jy nebuvimas paprastai
nekenkia plauko funkciniam vientisumui [2].

Zvyneliai
Zievés lastelés

Zievé i

Serd

1.1 pav. Plauky stiebo struktiira © 2024 HairKnowHow.com.

1.1.1. Plauky baltymai

Zmogaus plaukai yra sudétingas biologinis pluotas, daugiausiai (65 — 95 %) sudarytas i3 baltymo
keratino, iSsidésciusio sluoksniuota struktiira. Taip pat | plauko sudét] jeina lipidai, vanduo ir kiti
smulkiis junginiai, kaip pigmentai. Keratinas daugiausia yra sudarytas i§ tirozino, glicino ir cisteino
aminortugsciy. Plaukuose esantys keratino baltymai pagal jy izoelektrinius taskus klasifikuojami kaip
tarpiniai filamentiniai (IF) baltymai — I tipo (riigstiniai) ir II tipo (baziniai arba neutraliis). Baltyminé
plauky struktiiros dalis turi sudétingg hierarchinés strukturos iSsidéstyma (zr. 1.2 pav.). Maziausiame
lygmenyje yra tarpiniai filamentai, vadinami mikrofibrilémis arba mikrofilamentais, kuriy skersmuo
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yra apie 75 A. Sie filamentai sudaryti i§ susisukusiy I ir II tipo keratino baltymy pory, sudaranéiy
dimerus, kurie agreguojasi | tetramerus, o véliau — j auksStesnés eilés filamentus.

Keratino Tarpiniai
baltymas filamentai
Tetramero Mikrofibrilés
spiralés

Makrofibrilés

50-pm—120pum

1.2 pav. Plauky Zievés strukttira [3]

Sie tarpiniai filamentai yra susijunge j maZiau organizuotg matricg ir sudaro makrofibriles — verpstés
formos struktiiras, kuriy skersmuo svyruoja nuo 0,1 iki 0,4 um. Makrofibrilés spiraliSkai juda Zievés
lastelése ir sudaro pagrindinius plauko Zievés skaidulinius subvienetus. Filamentus supa matrica,
kurioje yra didel¢ disulfidiniy jungciy koncentracija ir kurig daugiausia sudaro su keratinu susije
baltymai (KAP), todél jie veikia kaip skersiniai rySiai. KAP paprastai skirstomi  tris kategorijas pagal
Ju aminorigsc¢iy sudétj: didelio sieros kiekio, itin didelio sieros kiekio, ir didelio glicino — tirozino
kiekio (zr. 1.3 pav.). Didelio sieros kiekio KAP sudétyje yra apie 20—30 % cistino (dimeras, sudarytas
1§ dviejy cisteino molekuliy), o itin didelio sieros kiekio — daugiau nei 30 %. Didelis cistino kiekis
leidzia susidaryti tankioms disulfidinéms jungtims, kurios prisideda prie plauky skaiduly stiprumo ir
standumo. Si matrica primena lengvai susiiita gelj ir yra kaip suri$an¢ioji medziaga, kuri jungia
tarpinius filamentus j tvirtus strukttrinius vienetus [4].

HO

OH

1.3 pav. Pagrindinés plauky baltymus sudaran¢iy aminortig§ciy cheminés struktiiros: a — cisteino, b —
glicino, ¢ — tirozino

Manoma, kad didelés glicino/tirozino koncentracijos baltymai, daznai yra 6 000-9 000 Da dydzio,
suteikia elastingumo [5]. Plauko zievés ir zvyneliy baltymai yra nevienodai paveikiami UV
spinduliuotés, nes spinduliy prieinamumas ir intensyvumas skiriasi. Zvynelius pasiekia tiek UVA,
tick UVB spinduliai. Triptofanas ir tirozinas yra tarp labiausiai jautriy aminoriigi¢iy UVB
spinduliams [6]. Plaukuose esantis cistinas silpnai sugeria UVB spindulius, taciau d¢l didelio jo
kiekio jis gali reikSmingai prisidéti saugant plaukus nuo ilgalaikio UV poveikio [7]. D¢l baltymy ir
lipidy poky¢iy Zvyneliuose tarp jy sluoksniy atsiranda ertmiy, kurios sukelia Zvyneliy atsiskyrimg ar
pakilimg [8]. Reaktyviosios deguonies formos, susidarancios i§ oksiduoty lipidy, gali sukelti
peptidinés grandinés oksidacija, d¢l kurios peptidinés jungtys nutriiksta. Tokie poky¢iai gali prisidéti

11



prie tolesniy skersiniy rySiy formavimo reakcijy (angl. crosslinking reaction) arba biti paSalinami
plaunant plaukus [9].

1.1.2. Plauky lipidai

Plauky lipidai klasifikuojami pagal jy prisijungima, kilme ir vietg j laisvus arba suristus, endogeninius
arba egzogeninius ir pavirSinius arba vidinius. Lipidai sudaro mazdaug 1-9 % sauso plauko svorio ir
turi didele jtaka pavirSiaus kriiviui, kondicionavimo efektyvumui ir apsaugai nuo aplinkos veiksniy.

Suristi lipidai, tokie kaip 18-metileikozano riigstis yra kovalentiSkai prijungti prie baltymy ir sudaro
monosluoksnj kiekvieno Zvynelio lastelés pavir§iuje. Sis monosluoksnis yra biitinas norint i$laikyti
plauky hidrofobing prigimtj ir pagerinti jy paklusnuma. PrieSingai, laisvieji lipidai, jskaitant riebaly
rugstis, vasko esterius, trigliceridus ir angliavandenilius, yra susijunge su plaukais silpnesnémis
sagveikomis ir gali biiti pasalinti naudojant pavirSiaus aktyvigsias medziagas (randamos Sampiine) ir
tirpiklius [4].

Egzogeniniai lipidai, kuriuos pagamina riebaly liaukos, sudaro: laisvosios riebaly riigstys,
trigliceridai, cholesterolis, vasko esteriai ir skvalenas. Endogeninius lipidus, kylancius i§ plauky
matricos lasteliy sudaro laisvosios riebaly riigstys, cholesterolis, keramidai, gliukozilkeramidai,
cholesterolio sulfatas ir 18-metileikozano rugstis [10].

Vidiniai, Igstelés membranos komplekse esantys lipidai, atlieka struktiirinj vaidmenj, veikdami kaip
klijai tarp baltymy struktiry plauky zvyneliuose ir Zievés lastelése. O iSoriniai, gaunami i§ sebumo ir
prakaito, prisideda prie plauky atsparumo vandeniui, suteikia blizgesj ir lubrikacija [11].

Plauky lipidai yra vieni i§ pirmyjy komponenty, kuriuos paveikia UV spinduliuoté. Kovalentinémis
jungtimis su plauko pavirSiumi susijungusi 18-metileikozano rigstis, kartu su nesociosiomis riebaly
rugStimis oksiduojasi tieck UVB, tiek UVA spinduliuotéje, nepriklausomai nuo plauko pigmentacijos.
Svarbu paminéti, kad UVB spinduliuoté skaido laisvasias riebaly rtigstis dvigubai grei¢iau nei UVA
[12]. Sis lipidy skaidymas silpnina sukibimg tarp zvyneliy sluoksnio ir tarp Zvyneliy — Zievés, net ir
po santykinai trumpo UV spinduliy poveikio. Ilgai veikiant, skaidomi lipidai gali toliau reaguoti su
plauky baltymais (angl. crosslinking reaction) ir toliau keisti plauko strukttrg [13]. Naujosios
Zelandijos mokslininkai teigia, jog ne tik UVA ir UVB spinduliai skaido lasteliy membrany
kompleksy lipidus, bet ir regimoji Sviesa, kadangi 18-metileikozano riigstis, cholesterolis,
cholesterolio sulfatas ir oleino bei palmitolio riigStys yra jautriis fotooksidacinéms reakcijoms [14].

1.2. UV filtrai

Ozono sluoksis atlieka svarby vaidmen;j filtruojant ultravioleting spinduliuote visiSkai blokuodamas
trumpiausias ir daugiausia energijos turincias UVC (100-290 nm) bangas, o UVB (290-320 nm)
spinduliuotés praleidzia tik 0,1%. Saulés energija, kuri prasiskverbia pro atmosfera ir pasiekia Zemés
pavirsiy sudaro: 5% UVA (321400 nm) spinduliuotés, 39—45 % matomos $viesos (400—700 nm) ir
apie 40 % infraraudonyjy spinduliy (700-1440 nm) (1.4 pav.) [15].
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100 290 320 400 700 1440

1.4 pav. Saulés elektromagnetinis spektras © 2025 iStockphoto LP.

UVB ir UVA bangos yra atlieka svarbius vaidmenis biologinése sistemose, skatina vitamino D
sinteze¢ zmogaus odoje ir padeda augalams vykdyti vieng i§ pagrindiniy fiziologiniy funkcijy —
fotosinteze. Nors odoje esantis melaninas pasiZymi apsauga nuo ultravioletiniy spinduliy daromos
zalos, taciau nepakankamai ir ilgalaikis Siy spinduliy poveikis kelia didele rizika sveikatai.
Trumpesnés UVB bangos pasizymi odos nudegimais bei padidina odos vézio rizikg, o UVA
isikverbia giliau ir lemia fotosenéjimg bei padidina létesnés, nei UVB spinduliy sukeltos,
kancerogenezes rizika. D¢l Siy priezasCiy yra biitina naudoti plataus spektro apsaugos nuo saulés
priemones, kuriose biity UV filtry [16]. Europos parlamento ir tarybos reglamente (EB)
Nr. 1223/2009 UV filtrai yra apibidinami, kaip medZiagos, kuriomis iSimtinai arba daugiausia
siekiama apsaugoti odg nuo tam tikros UV spinduliuotés ja absorbuojant, atspindint arba iSsklaidant
[17]. Siuo metu Europos chemikaly agentiiroje ECHA yra 47 UV filtrai, leidziami naudoti Europos
Sajungoje’. Pagrindiniai filtrai yra pateikiami 1.1 lenteléje.

1.1 lentelé. Junginiy, kuriuos pagal ES teisés aktus galima naudoti kaip UV filtrus kosmetikos
gaminiuose, sarasas [18]

INCI? pavadinimas CAS numeris Maksimali
konc., %
Benzofenono junginiai
Benzofenonas-3 131-57-7 10
Benzofenonas-4 4065-45-6 5
Benzofenonas-5 6628-37-1 5
Dietilamino hidroksibenzoilo heksilbenzoatas 302776-68-7 10
p-aminobenzenkarboksiriigsties (PABA) junginiai

Etoksilintas etil-4-aminobenzoatas 116242-27-4 10
Etilheksildimetil-p-aminobenzenkarboksirtigstis 21245-02-3 8

Uhttps://www.echa.europa.eu/cosmetics-uv-filters
2 Tarptautiné kosmetikos ingredienty nomenklatiira
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1.2 lentelé. Tesinys

INCE pavadinimas CAS numeris Maksimali
konc., %
Salicilatai
Homosalatas 118-56-9 10
2-etilheksilsalicilatas 118-60-5 5
Cinamatai
Etilheksilmetoksicinamatas 5466-77-3 10
Izoamilo p-metoksicinamatas 71617-10-2 10
Benzimidazolo junginiai
Fenilbenzimidazolo sulfonrtigstis 27503-81-7 8
Dinatrio fenildibenzimidazolo tetrasulfonatas 180898-37-7 10
Benzotriazolo junginiai
Drometrizolio trisiloksanas 155633-54-8 15
Metileno bis-benzotriazolil-tetrametilbutilfenolis 103597-45-1 10
Kamparo junginiai
Tereftalilideno dikamporo sulfonrigstis 92761-26-7 10
Benzilideno kamparo sulfonrtigstis 56039-58-8 6
Kamparo benzalkonio metosulfatas 52793-97-2 6
4-metilbenzilidenkamparas 38102-62-4 4
Poliakrilamidometilbenzilidenkamparas 113783-61-2 6
Triazino junginiai
Dietilheksilbutamido triazonas 154702-15-5 10
Fenileno bis-difeniltriazinas 55514-22-2 5
Etilheksiltriazolas 88122-99-0 5
Bis-etilheksiloksifenolio metoksifeniltriazinas 187393-00-6 10
Kiti

Butilmetoksidibenzoilmetanas 70356-09-1 5
Oktokrilenas 6197-30-4 10
Polisilikonas-15 207574-74-1 10
Metoksipropilamino cikloheksenilideno etoksietilcianoacetatas 1419401-88-9 3
Cinko oksidas 1314-13-2 25
Titano dioksidas 13463-67-7 25

1.2.1. Neorganiniai (mineraliniai, fiziniai) filtrai

Cinko oksidas ir titano dioksidas yra veiksmingi ir labiausiai paplit¢ apsaugantys nuo saulés
spinduliuotés junginiai, vadinami neorganiniais, arba fiziniais, UV filtrais. Sios medZiagos uZtikrina
plataus spektro apsaugg nuo UV A ir UVB spinduliy, kadangi geba atspindéti ir iSsklaidyti Sviesg [19].

3 Tarptautiné kosmetikos ingredienty nomenklatiira
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Lyginant su organiniais UV filtrais, Sie junginiai yra laikomi saugiais, maZziau dirgina oda, tod¢l tinka
kasdieniam naudojimui net ir asmenims turintiems jautrig odg ar létiniy odos sutrikimy [20].

Senesnés kompozicijos kosmetikos produktai su neorganiniais filtrais palikdavo baltg arba
nepermatoma pleévele bei grudétus likucius odos pavirSiuje, kurie kenké estetiniam vaizdui. Taciau
naujos kartos nanotechnologijomis gristos formuliacijos pasizymi geresnémis sklaidos savybémis
[21]. Taciau, mokslininkai pastebé&jo, kad sumazinus oksidy daleliy dydj, padidéjo jy fotokatalizinis
aktyvumas, dél kurio gali susidaryti reaktyviosios deguonies formos, galincios pazeisti oda. D¢l Sios
priezasties yra tyrin€¢jamos jvairios medziagos, kuriomis padengus nanodaleles biity ne tik slopinamas
fotokatalizinis aktyvumas, bet ir pagerinamos apsauginés nuo UV spinduliy savybés [22]. Taip pat
analizuojamas citotoksininis poveikis, kuris yra panasus kaip ir organiniy UV filtry, taciau dél
mazesnio jsikverbimo j oda, pasizymi zemesniu bioaktyvumu [23]. Aplinkosaugininkai sunerime dél
Siy nanodaleliy toksiSkumo vandens organizmams, ypac koraliniy rify blukimo, vertina potencialig
zalg ir ruoSia griestesnius reglamentavimo pasitilyms [24].

1.2.2. Organiniai (cheminiai) filtrai

Organiniai UV filtrai veikia sugerdami didelés energijos ultravioletinius spindulius ir paversdami
juos nekenksmingomis energijos formomis, tokiomis kaip Siluma arba ilgesniy bangy Sviesa, kurios
véliau i§sklaidomos nuo odos pavirsiaus. Sie filtrai yra sudaryti i§ organiniy molekuliy, turinéiy viena
ar daugiau aromatiniy ziedy (zr. 1.5 pav.). Pagrindingje biisenoje $iy molekuliy konjuguoti elektronai
yra zemiausiame energijos lygmenyje, o veikiami UV spinduliuotés, jie sugeria tam tikra energijos
kiekj ir pereina j suzadintg biisena, dél kurios molekulé poliarizuojasi. Tuomet vyksta natiiralus
molekulés atsipalaidavimas ir grizimas ] prading biisena, bei sugertos energijos iSskyrimas Silumos
arba mazesnés energijos spinduliuotés pavidalu [25].

Didéjant informacijos kiekiui apie UV spinduliy Zala, t.y. sukeliamg fotosenéjima, odos veézj ir
nudegimus Sie filtrai yra naudojami vis dazniau, ne tik apsaugos nuo saulés priemonése, bet ir kitose
asmens prieziiiros, ar net pramoniniuose produktuose, kaip plastikai, Zemés iikio chemikalai, tekstile
ir dazai [26].
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1.5 pav. Organiniy UV filtry chemingés strukttiros: a - INCI: Fenilbenzimidazolo sulfonrtgstis; b - INCI:
Bis-etilheksiloksifenolio metoksifeniltriazinas

Yra daug skirtingy teiginiy apie organiniy filtry toksiskuma zmonéms, vieni mokslininkai teigia, jog
Sie UV filtrai gali trikdyti lyting ir skydliaukés hormony pusiausvyrg [27]. Kiti dél Sios grésmés néra
tokie uztikrinti, nors teigia, jog yra jrodyta apie $iy filtry absorbavimasi j Zmogaus kiing. Jy manymu,
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dauguma iSvady buvo gautos 1§ gyviiny in vivo ir in vitro tyrimy, o ne taikant klinikinius tyrimus,
todél yra reikalingi tolimesni ekperimentai, o §iuo metu esminis aspektas yra — $iy filtry naudojimas
sumazina odos vézio rizikg [25]. Kenksmingas poveikis vandens ekosistemoms, augalams ir
dirvozemio kokybei abejoniy nekelia [26].

1.2.3. Augalinés kilmés antriniai metabolitai

Augalai nuolat veikiami ultravioletinés spinduliuotés, taciau jy sudétyje esantys antriniai metabolitai
suteikia nattraly atsparuma UV keliamai zalai (zr. 1.2 lentelg). Tokios medziagos kaip fenoliniai
junginiai, flavonoidai, antocianinai, karotinoidai, fenolinés riugStys pasizymi antioksidacinémis,
antibakterinémis, ir prieSuzdegiminémis savybés. Yra tyrimy teigianciy, jog karotenoidai ir
flavonoidai geba absorbuoti UVA ir UVB spindulius diapazone 200-400 nm [28]. Taip pat Siomis
savybémis pasizymi ir kitos botaninés kilmés medziagos, kaip vitaminas E bei augaly ekstraktai,
kuriuose yra didelis kiekis antriniy metabolity - fenoliniy junginiy. Jy geb¢jimas sugerti UV
spindulius atsiranda dél aromatiniuose Zieduose esanciy delokalizuoty, laisvai judanciy, elektrony,
kurie veikia, kaip organiniai UV filtrai, per konformacinius molekulés pokycius, pakeicia UV
spinduliuotg j $ilumg arba didesnio bangos ilgio spinduliuotg [19].

1.2 lentelé. Augalinés kilmés junginiy, apsaugant nuo UV spinduliuotés, mechanizmai

Junginys Apsaugos mechanizmas Saltinis

Vitaminas E Apsaugo lastelés membrang nuo oksidacinio streso. [29]
Slopina lasteliy pazaida, sukelta UV spinduliy (fotosenéjima, lipidy [30]
peroksidacija, fotokarcinogeneze).

Fenoliniai junginiai Slopina laisvuosius radikalus ir padeda iSvengti lipidy, baltymy ir DNR [31]
pazeidimo.
Palaiko tinkamg odos struktiirg, slopinant kolagenaz¢ (fermentas skaidantis [30]
kolagena) ir elastazg (fermentas skaidantis elasting).

Fenolinés rugstys Slopindamos reaktyvigsias deguonies molekules ir palaikydamos glutationo [32]
kiekj mazina oksidacinj stresg. [33]

Absorbuoja energingesnes UVB bangas.

Flavonoidai Flavonoidy molekulése esancios dvigubos jungtys geba sugerti UV spindulius. | [34]
Hidroksilo grupés, prijungtos prie aromatiniy ziedy geba slopinti reaktyvigsias
molekules, kuriy sudétyje yra deguonies.

Karotenoidai Sugeria fotooksidacijos metu susidariusius peroksido ir singletinius [35]
molekulinio deguonies radikalus.

Sugeria regimaja ir UV $viesa.

Vitaminas C Slopina laisvuosius radikalus. [36]

Apsaugo tarplastelines struktiiras nuo oksidacinio streso, sudarydamas
santykinai stabily askorbilo radikalg.

Regeneruoja vitaming E.

Augalinés kilmés UV filtrai yra laikomi saugesniais Zmonéms, kadangi néra duomeny, kad sukelty
alergin] dermatita ar sutrikdyty endokrining sistemg. Taip pat Sie natlrallis junginiai néra linke
uZztersti vandens telkinius, dirvoZzemyj, ar kitaip daryti ekologing Zalg [36]. Tikrasis vynmedis (lot.
Vitis vinifera L.), didZioji alpinija (lot. Alpinia galanga), verbena (lot. Lippia spp.), daziné ciberzolé
(lot. Curcuma longa), zalioji arbata, alyvuogiy lapai, svoginy ir pasiflory Zievelés bei daug kity
natiiraliy ekstrakty buvo tiriami dél gebéjimo apsaugoti nuo UV spinduliuotés [19][37].
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Naudojant botaninés kilmeés filtrus yra susiduriama su stabilumo ir tirpumo jvairiose kosmetikos
produkty kompozicijose problema, todél yra tiriamos jvairios nano pristatymo formos (angl.
nanodelivery form): nanokapsulés, liposomos, nanoemulsijos, glicerosomos, norint visiSkai pasalinti
Sig kliutj [38]. Taip pat vertinant efektyvuma, yra tikimasi, kad nattraltis UV filtrai gali sumazinti
sintetiniy filtry naudojima ir tokiu biidu sukurti saugesnius ir labiau subalansuotus produktus, bet
visiSkai pakeisti sintetinius filtrus, néra prognozuojama [36].

1.3. Raudonasis bazilikas

Bazilikai (lot. Ocimum L.) — tai pla¢iai auginami augalai, vertinami dé¢l gausios antriniy metabolity
koncentracijos, bei skaiduly, angliavandeniy, baltymy, gelezies, kalcio ar fosforo [39]. Tradiciskai,
baziliko lapai yra placiai naudojami tiek maisto pramongje, tiek medicinoje, nes pasizymi
antioksidacinémis, antibakterinémis, priesgrybelinémis, prieSuzdegiminémis ir raminanciomis
savybémis. Taciau moksliniy tyrimy, nagrin¢janciy kity augalo daliy — pavyzdziui, stieby ar Sakny —
cheming sudétj ar savybes, atlikta gerokai maziau. Tarp placiausiai zinomy baziliko veisliy i§skiriami:
saldusis, raudonasis, citrininis, cinamoninis, anyzinis, smulkialapis bei krtiminis [40]. Fenoliniy
junginiy sudétis raudonajame bazilike yra jvairi ir priklauso nuo veislés, auginimo salygy bei augalo
vystymosi stadijos [41].

Tarp pagrindiniy fenoliniy rugsciy iSskiriamos rozmarino (zr. 1.6 pav.), kavos, cikorijos ir ferulo

rigstys. Sios medziagos pasizymi stipriu antioksidaciniu aktyvumu, kuris padeda neutralizuoti
laisvuosius radikalus ir apsaugoti lasteles nuo oksidacinio streso [42].

Q OH
N OH
HO N
HO

1.6 pav. Fenolinés riigSties — rozmarino rtigsties cheminé struktiira

Flavonoidus, esancius raudonajame bazilike sudaro sudaro antocianinai, kurie pasiZymi jvairiomis
funkcijomis — geba pritraukti apdulkinancius vabzdzius [43], suteikia raudonai — violetin] pigmenta
[44] bei apsaugo nuo UV spinduliy poveikio. Taip pat yra antocianiny, sudaryty i§ cianido junginiy
(Zr. 1.7 pav.), kurie dalyvauja vegetatyviniy organy apsaugoje nuo biotiniy ir abiotiniy veiksniy [42].

OH
OH

HO 0.
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1.7 pav. Antocianino — cianidino cheminé struktiira
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Dazniausiai aptinkami flavonoidy pogriipiai — flavonai ir flavonoliai, tokie kaip, rutinas (zr. 1.8 pav.),
kvercetinas, kaempferolis, miricetinas bei apigeninas dalyvauja biologiniuose procesuose, pasizymi
farmakologiniu aktyvumu [45].

1.8 pav. Flavonoido — rutino cheminé strukttira

Remiantis literatiira, visi raudonajame bazilike aptinkami biologiskai aktyviis junginiai pasizymi
gebéjimu neutralizuoti reaktyvigsias deguonies formas, mazinti lasteliy oksidacinj pazeidima, bei
veikti fotoprotektiskai, todél yra didelis potencialas naudoti $ig medziaga kaip funkcionaly
ingredientg kosmetikos formulése, skirtose apsaugoti nuo UV spinduliuotés.

1.4. Augaliniy lasteliy kultivavimas in vitro

Totipotencija — tai savybé, leidzianti pavienei augalo lastelei tam tikromis saglygomis atkurti visg
augala. Sis gebéjimas yra i$skirtinis augalams, kadangi gyviiny lastelés dazniausiai praranda
regeneracinj potenciala, kai visiskai diferencijuojasi. Sis principas pagristas tuo, kad kiekviena augalo
lastelé turi visg geneting informacijg, blting visam augalui iSsivystyti [46]. In vitro kultivavimo
metodikos, kaip kaliaus, meristemy ar protoplasty kultiiros auginimas, steriliomis, kontroliuojamomis
salygomis iSnaudoja totipotentiSkumg augaly dauginimui, genetinei inzinerijai, antriniy metabolity
gamybai ir augaly veisliy gemalo i§saugojimui [47].

Jau 1989 m. Vakary Anglijos universiteto tyréjai pristaté biotechnologing metodika, leidZiancia
1Sgauti ekstraktus i§ augaly kaliaus kulttiry. Procesas prasideda nuo eksplanto — tai gali biiti augalo
lastelé, audinio ar organo dalis — izoliavimo nuo pagrindinés augalo struktiiros. Efektyviausiems
rezultatams pasiekti daZniausiai naudojami audiniai, pasiZymintys intensyviu lasteliy dalijimusi,
pavyzdziui, jauni lapai. Eksplantas sterilizuojamas siekiant paSalinti pavirSiuje esancius
mikroorganizmus, galincius slopinti kultiiry vystymasi mitybingje terpéje. Tinkamas sterilizavimo
salygy parinkimas ypac¢ svarbus, kad neblity pazeisti gyvybiSkai svarbiis audiniai. Véliau sterilus
eksplantas patalpinamas ] maistinémis medziagomis ir augimo reguliatoriais (pvz., auksinais ir
citokininais) praturtintg agaro pagrindo terpg Petri 1eksteléje, kurioje inicijuojamas kaliaus kulttiros
formavimasis. Susiformavusi kultiira véliau perkeliama j skysta terpe be agaro, kurios sudétis atitinka
naudojamg ankstesniame etape. Tokiu biidu gaunama homogenin¢ lasteliy suspensija, kuri dél
intensyvesnio augimo ir vienodesnés sudéties yra pranasesné¢ uz kietaja terpe. Kai lasteliy kiekis
pakankamai padidéja, suspensija perkelinama j didesnius bioreaktorius, o galutiniame etape,
naudojant tinkama tirpiklj, i§gaunami reikiami ekstraktai [48].
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Optimizavus augimo salygas, maistiniy medziagy tiekimg ir augimo reguliatoriy kiekius, in vitro
kulttros leidzia iSgauti didesng specifiniy biologiSkai aktyviy junginiy koncentracija, nei tai biity
jmanoma nattraliomis saglygomis [49]. Moksliniai tyrimai rodo, kad baziliko biologiskai aktyviy
junginiy kaupimasis gali biiti veikiamas jvairiy aplinkos veiksniy. Todél audiniy kultiiros, auginamos
kontroliuojamomis salygomis, kur abiotiniy ir biotiniy faktoriy poveikis yra sumazintas, suteikia
perspektyviy rezultaty tiriant skirtingas baziliko veisles [50].

Raudonojo baziliko kaliaus kultiiroms auginti yra naudojami jvairtis augimo reguliatoriai ir skirtingi
jy deriniai. Didesniam kaliaus kultiiry biomasés kiekiui formuoti yra naudojami auksino
2,4- dichlorfenoksiacto riigsties ir citokinino kinetino [51] arba citokinino 6-benzilaminopurino [52]
deriniai. Taip pat auksing 1-naftilacto riigs§t] derinant su citokininais — tidiazuronu [53] arba su
6- benzilaminopurinu [54]. Literatiiroje apraSyta tyrimy, kai jau suformuota kaliaus biomasé
perkeliama ] naujg mitybine terpe, kuri savo sudétyje turi elicitoriy (pvz: mieliy ekstraktg) t.y.
medziagg stimuoliuojan¢ia augalo apsauginj atsaka, tokiu budu siekiant suaktyvinti bioaktyviyjy
junginiy sinteze [55]. Taip pat kuriamas iSorinis stresas, veikiant skirtingomis melatonino
koncentracijomis ir UVC spinduliuote arba naudojant jas kartu, siekiant iSgauti didesne¢ antriniy
metabolity koncentracijg [53].

1.4.1. Kaliaus kultiiry naudojimas kosmetikoje

Inovatyvus kaliaus kultiry panaudojimas kosmetikos pramonéje eksponentiskai didéja, kadangi
reguliuojamose salygose uzaugusi biomasé yra tvari ir pastovios standartizuotos sudéties bei leidzia
panaudoti retus ar jautrius augalinius bioaktyvius ingredientus j kosmetikos formules. Siuo metu
rinkoje esanciy kaliaus kultiiry ekstraktai: saliero (lot. Apium graveolens) — odos regeneracijai, o
brukné (lot. Vaccinium vitis-idaea), purpurinis sukutis (lot. Lpomoea purpurea), Taicio gardenija (lot.
Gardenia taitensis) ir kvapnioji turberoza (lot. Polianthes tuberosa) — pasizymi sen¢jimg stabdanciu
ir rauksliy gylj mazinan&iu poveikiu. Zalioji arbata (lot. Camellia sinensis), tikrasis vynmedis (lot.
Vitis vinifera), rausvoji rodiolé (lot. Rhodiola rosea L.), placialapis gyslotis (lot. Plantago major L.)
ir tikrasis margainis (lot. Silybum marianum L.) — pasiZymi antioksidacinéms ir prieSuzdegiminémis
savybéms. Séjamasis ryzis (lot. Oryza sativa) geba Sviesinti oda, o pomidoras (lot. Solanum
lycopersicum ) ir paprastoji morka (lot. Daucus carota) giliai drékinti. RieSutinio lotoso (lot. Nelumbo
nucifera) kaliaus kultiiros ekstraktas kontroliuoja perteklinj riebaly iSsiskyrima, palaiko Svarios odos
pojutj. Visi Sie ekstraktai yra gaminami JAV, Pranciizijos, Italijos, Ispanijos, Piety Koréjos gamintojy
ir tiekiama placioms rinkoms [56]. Latvijoje taip pat yra gaminami komerciniai kaliaus kulttiros
ekstraktai, vienas i§ jy paprastojo kadagio (lot. Juniperus communis L.), kuris pasizymi gebé&jimu
skatinti kolageno gamyba, apsaugoti odos keratinocitus nuo UV poveikio, stabdyti lasteliy sen¢jima,
mazinti melanino sinteze [49].

1.5. Literatiiros apzvalgos apibendrinimas

Saulés spinduliuotés Zala odai yra akivaizdi, taciau vis didé¢ja susidoméjimas ir lygiagreciai daugéja
tyrimy apie daromg Zzalg ir plauky struktiirai — lipidams, baltymams, natiraliems pigmentams bei
iSoriniam estetiniam vaizdui — plauky spalvai.

Organiniai ir neorganiniai UV filtrai yra placiai naudojami kosmetikos pramongje, taciau be ryskiy
ju naudojimo privalumy, atsiranda ir tam tikri trikumai. Neorganiniai UV filtrai arba suteikia
kosmetikos produkty formuliacijoms baltg plévele, arba pritaikius nanodaleliy technologija keliamas
klausimas dél fotokatalizinio aktyvumo Zmogui bei kenksmingumo vandens ekosistemoms.
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Organiniai UV filtrai — galimai gali trikdyti lyting ir skydliaukés hormony pusiausvyrg, bei be
abejonés sukelia kenksminga poveikj vandens organizmams, augalams ir dirvozemiui.

Dél Siy priezascCiy yra poreikis tyrinéti naujus, potencialiai veiksmingus botaninés kilmes UV filtrus,
pavyzdziui, raudongjj bazilika, kurio sudétyje esantys biologiskai aktyvieji junginiai veikia tokiu
paciu principu kaip ir organiniai UV filtrai, taciau jie yra saugiis zmonéms ir biologinéms sistemoms.
Taikant augaliniy lasteliy kultivavimg in vitro kontroliuojamomis salygomis galima iSgauti dar
didesnes reikiamy aktyviyjy junginiy komcentracijas.

20



2. Medziagos ir tyrimuy metodai
2.1. Naudotos medZiagos

Projekto metu naudotos medziagos: distiliuotas vanduo, NHsNO;, KNOsz, CaClx-2H>0,
MgSO4-7H20, KH2PO4, KI, H3BO3, MnSO4-4 H>0, ZnSO4-7H20, NaxMoO4-2H>0, CuSO4-5H0,
CoCly-6H20, FeSO4-7H20, NaEDTA-2H>O, mioinozitolis, nikotino rtgstis, piridoksinas-HCI,
tiaminas-HCl, glicinas, sacharoz¢, agar-agaras, 3-indolilacto riigstis, 1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-
il)ur¢ja, L-triptofanas, kalio persulfatas, 2,2°-azino-bis-(3-etilbenzotiazolino-6-sulfono) rtgstis
(ABTS) radikalas, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas (DPPH) radikalas, metanolis, kalio fericianidas,
trichloracto riigstis, Folino-Kiokalto reagentas, natrio karbonatas, druskos rugstis, Arnovo reagentas,
natrio Sarmas, aliuminio chloridas, kvercetinas, KCI buferis, NaOAc buferis, glicerolis, ksantanas,
polivinilpirolidonas,  citrinos  riigStis,  fenoksietanolio ir  etilheksilglicerino  miSinys,
fenilbenzimidazolio sulfono riigstis, trietanolaminas, bis-etilheksiloksifenolio metoksifeniltriazinas,
etilenodiaminetetraacto rtgstis, putoniy sé¢kly aliejus, polisorbatas 80, kaprilo/kaprio triglicerido
miSinys, cetearilo alkoholis, cetilo alkoholis, vitaminas E, heksanas, chloroformas, metanolis,
toluenas, etilacetatas ir skruzdziy riigstis, primulino dazai, acetonas, heksano metiltretbutilo eteris,
etanolis, vario acetatas, fosforo rugstis, natrio karbonato — bikarbonato buferio tirpalas, karbamidas,
ditiotreitolis, natrio laurilsulfatas, Bio-Safe Coomassie dazai, acto riigstis, vandenilio peroksidas.

2.2. Raudonojo baziliko kaliaus kultiiry ekstrakty gavimas
2.2.1. Augaly Igsteliy kultivavimas

Augaly lgsteléms kultivuoti biitina tinkama maistiné terpé bei iSoriniai aplinkos veiksniai, tokie kaip
Sviesa ir temperatiira. In vitro salygomis augaly lasteléms auginti naudojamos terpés sudarytos i§
keliy pagrindiniy komponenty: makro- ir mikroelementy, gelezies $altinio, organiniy priedy, anglies
Saltinio bei augimo reguliatoriy.

Viena i§ daZniausiai taikomy maistiniy terpiy augaly lasteliy auginimui in vitro yra Murashige ir
Skoog (MS) terpé (zr. 2.1 lenteléje). Sios terpés pH yra 5,7-5,8. Prie§ naudojima mitybiné terpé yra
sterilizuojama autoklave 121 °C, esant 0,75—1 atm. slégiui, 15 min.

Steriliame laminare yra vykdomas raudonojo baziliko sékly sterilinamas. Sé¢klos plaunamos 70 %
etanoliu vieng minute, po to — 0,1 % gyvsidabrio (II) chloridu astuonias minutes, ir véliau tris kartus
plaunamos steriliu distiliuotu vandeniu. Po Sios procediiros jos gali biiti pas€¢jamos j Petri 1éksteles
su maitinamaja terpe.

Eksperimento metu augalams kultivuoti palaikoma optimali 20-22 °C temperatiira ir taikomas
nepertraukiamas apSvietimas (fotoperiodas). Reguliariai, kas tris savaites, eksplantai yra perkeliami
1 Sviezig mitybing terpg.
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2.1 lentelé. Mitybinés Murashige ir Skoog (MS) terpés sudétis

Reagentai Koncentracija tirpale mg/l Koncentracija terpéje mg/1
Makroelementai
NH4NO; 33000 1650
KNO; 38000 1900
CaCl; 2H,O 8800 440
MgSO4-7 H,O 7400 370
KH>PO4 3400 170
Mikroelementai
KI 166 0,83
H3BOs3 1240 6,2
MnSO4:4H,O 4460 22,3
ZnS04 7 H2O 1720 8,6
Na;MoO4-2 H,O 50 0,25
CuSO; -5 H,O 5 0,025
CoCl; -6H,0 5 0,025

Gelezies $altinis
FeSO4-7H,O 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-HCI 100 0,5
Glicinas 400 2
Sacharozé 30000
Agar-agaras 5

Augalui pasiekus tinkama dydj, jis yra iSskaidomas j dalis — Saknys, stiebai bei lapai — ir perkeliamas
i maitinamgasias terpes su augimo hormonais. Sio eksperimento metu i§ auksiny buvo nuspresta
pasirinkti 3-indolilacto rigst; (IAR) ir jo koncentracija 0,1 mg/l, i§ citokininy — 1-fenil-3-(1,2,3-
tiadiazol-5-il)uréja, dar vadinamg tidiazuronu (TDZ), kurio koncentracija buvo kei¢iama nuo 0,5 mg/1
iki 5 mg/1, bei 0,5 mg/l koncentracijos aminortigst] L-triptofang (TRP).

Po 6 savaiciy susiformavusios kamieninés raudonojo baziliko lastelés buvo dZiovinamos kambario
temperatiiroje ir pasirinkus geriausiai su zmogaus plaukais ir oda suderinama tirpiklj — vandenj, buvo
paruosti ekstraktai [57].

2.2.2. Ekstrakto paruoSimo procediira

[8dZiovinta raudonojo baziliko kaliaus kulttiros biomasé (1 g) 45 min ekstrahuojama 18 ml distiliuoto
vandens, kai temperatiira yra 60 'C. Gautas ekstraktas centrifuguojamas 10 min 9000 aps/min ir
naudojamas tyrimams.
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2.2.3. Baziliko kaliaus kultiiry ekstrakty antioksidacinis aktyvumas

Projekto metu antioksidacinis aktyvumas buvo vertinamas trimis skirtingais metodais: ABTS, DPPH
ir redukciniu. Visi matavimai buvo atlikti spektrofotometru.

2.2.3.1. Antiradikalinio aktyvumo nustatymas ABTS metodu

ABTS metodas yra pagrjstas radikalo anijono slopinimu. M¢élynai Zalios spalvos radikalas yra
gaunamas iStirpinant 2 mM 2,2°‘-azino-bis-(3-etilbenzotiazolino-6-sulfono) riigstj 0,17 mM kalio
persulfato tirpale. Gautas tirpalas praskiedziamas, kad Sviesos sugertis 734 nm bangos ilgyje biity
intervale 1,0 — 1,5. Praskiestas ABTS tirpalas kiekvieng karta atlieckant nauja eksperimentg yra
ruoSiamas i$ naujo.

Sumai$oma 0,5 ml ekstrakto, 1,7 ml 20 mM fosfato buferio ir 0,3 ml praskeisto ABTS tirpalo. Sviesos
sugertis matuojama 734 nm bangos ilgyje. Slopinimas apskai¢iuojamas pagal formulg:

% slopinimas= [(Ag— Aa)/Ag ] x 100; (2.1)
¢ia Ap — praskiesto ABTS tirpalo Sviesos sugerties dydis.
Aa — tirlamojo augaly ekstrakto Sviesos sugerties dydis.
2.2.3.2. Antiradikalinio aktyvumo nustatymas DPPH metodu

Fenoliniai junginiai pasizymi geb&jimu inaktyvuoti laisvuosius radikalus, todé¢l Sio metodo metu yra
stebima, kiek procenty stabilaus 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo yra neutralizuojama.

0,2 g baziliko biomasés ir 2 ml distiliuoto vandens homogenizuojama 10 min ir centrifuguojama
9000 aps/min 10 min, surenkant supernatanta. RuoSiamas etaloninis tirpalas, kai 0,0024 ¢ DPPH
radikalo yra iStirpinama 100 ml metanolio. Tuomet ; mégintuvelj jpilant 3 ml etaloninio tirpalo ir
0,077 ml gauto tiriamojo ekstrakto yra gaunamas tiriamasis meéginys, kurio Sviesos sugertis
1Smatuojama spektrofotometriSkai (bangos ilgis 515 nm) po 15 min laikymo tamsoje. Palyginimasis
tirpalas ruoSiamas maiSant 3 ml DPPH tirpalo ir 0,077 ml distiliuoto vandens. Slopinimas
apskaiciuojamas pagal formulg:

% slopinimas= [(As— Aa)/A | x 100;  (2.2)
¢ia Ap — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis.
Aa — tiriamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis.
2.2.3.3. Redukciniy savybiy nustatymas

Sio metodo metu yra vykdomas kalio fericianido K3[Fe(CN),] redukavimas | kalio ferocianida
K4[Fe(CN),].

Sausa raudonojo baziliko biomase (0,1 g) ekstrahuojama 30 min 45 °C 5 ml distiliuotame vandenyje.
Gautas ekstraktas centrifuguojamas. | mégintuvélj supilama 0,5 ml ekstrakto, 1,25 ml 0,2M fosfatinio
buferio ir 1,25 ml 1 % K3[Fe(CN),] bei inkubuojama 50 °C temperatiroje 20 min. Tada dar

pridedama 1,25 ml 10 % trichloracto rtigSties ir sumaiSoma. 1,25 ml gauto tirpalo sumaiSoma su
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1,25 ml distiliuotu vandeniu ir 0,25 ml 0,1 % FeCls, bei iSmatuojama Sviesos sugertis 700 nm bangos
ilgyje. Didesné Sviesos sugertis reiSkia intensyvesnes redukcines savybes.

2.2.4. Biologiskai aktyviyjuy junginiy jvertinimas ekstraktuose
2.2.4.1. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas

I mégintuvélj pasveriama 0,05 g sausos baziliko kaliaus kulttiros biomasés ir jpilama 10 ml distiliuoto
vandens. Tiriamasis méginys maiSomas 20 min kratytuve kambario temperatiiroje ir véliau
centrifuguojamas 10 min 9000 aps/min 4 'C. Po to, jei reikia, méginys centrifuguojamas 2 min
Eppendorftipo mégintuveliuose. Supernatantas (30 pl) praskiedziamas iki 500 ul, pridedama 250 pl
Folino-Kiokalto reagento ir jpilama 1,25 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalo. SumaiSius laikoma
tamsoje 40 min ir absorbcija matuojama 725 nm pagal tanino rugsties kalibracing kreive (zr. 2.1 pav.)
(mg/100 g) pagal formule:

x=aV x100/m; (2.3)

¢ia a — tanino riigsties koncentracija i§ kalibracinés kreivés, mg/l; V — pradinis ekstrakto tiiris, 1 ; n —
augaliné mase, g
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Tanino rugsties koncentracija. mg/l

2.1 pav. Tanino riigsties kalibraciné kreive
2.2.4.2. Bendrosios fenoliniy ragsciy koncentracijos nustatymas

Sausa raudonojo baziliko biomasé (0,1 g) homogenizuojama 2,5 ml distiliuotame vandenyje. MiSinys
30 minu¢iy homogenizuojamas kratytuve 25 °C temperatiroje. Po to méginys centrifuguojamas
10 minuciy, esant 9000 aps/min grei¢iui, o gautas 1 ml supernatanto praskiedziamas distiliuotu
vandeniu iki 5 ml turio.

Analizei 1 ml $io ekstrakto sumaiSoma su 1 ml druskos rtigsties (18 g/l), 1 ml Arnovo reagentu, 1 ml
natrio Sarmo (40 g/1) ir praskiedziama distiliuotu vandeniu iki 10 ml.

Kontrolinis méginys paruoSiamas taip: ] mégintuveélj jpilama 1 ml HCI1 (18 g/I), 1 ml Arnovo reagentu,
1 ml natrio Sarmo (40 g/1), ir turis papildomas distiliuotu vandeniu iki 10 ml.

Sviesos sugertis matuojama 490 nm bangos ilgyje.

Fenoliniy riig§¢iy koncentracija pagal kavos rtigstj % apskaiciuojama i§ formulés:
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AX1,7544

0p = 227

% o (2.4)
¢ia, A — Sviesos sugerties reikSmé; m — augaliné masé¢, g.
2.2.4.3. Flavonoidy koncentracijos nustatymas

0,2 g susmulkintos baziliko biomasés sumaiSoma su 2 ml 80 % distiliuoto vandens ir parg 150 aps/min
greiiu termostatuojamame kratytuve vykdoma ekstrakcija. Gautas ekstraktas centrifuguojamas
10 minuciy 9000 aps/min greiciu, o supernatantas naudojamas tolimesnei analizei.

Bendroji flavonoidy koncentracija nustatoma naudojant aliuminio chlorido metoda. ] 0,1 ml ekstrakto
ipilama distiliuoto vandens iki 1 ml ttrio ir 1 ml 2 % aliuminio chlorido tirpalo. MiSinys palickamas
30 minuciy kambario temperatiiroje, o po to Sviesos sugertis matuojama 415 nm bangos ilgyje.
Flavonoidy koncentracija apskai¢iuojama pagal kvercetino kalibracine kreive (zr. 2.2 pav.), o
koncentracija mg/g pagal kverceting apskai¢iuojama naudojant formule:

_ CiXV,

C="20 @)

¢ia, C1 — kvercetino koncentracija mg/ml pagal kalibracing kreive; V — ekstrakto pradinis tiiris, ml; g
—augaliné mas¢, g
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2.2 pav. Kvercetino kalibraciné kreive
2.2.4.4. Bendrosios antocianiny koncentracijos nustatymas

I mégintuvélj pasveriama 0,2 g raudonojo baziliko kaliaus kultiiros sausosios biomasés ir jpilama
5 ml distiliuoto vandens. MiSinys homogenizuojamas 15 minuciy 25 °C temperatiiroje. Gauta
homogeniné masé¢ centrifuguojama 10 minuciy, esant 9000 aps/min greiciui. Supernatantas
surenkamas ir naudojamas tolimesnei analizei.

Spektrofotometriniams matavimams 1 ml gauto ekstrakto atskirai sumaiSomas su 980 ul KCI buferio
(pH 1) ir 980 pl natrio acetato (NaOAc) buferio (pH 4,5). Abiem atvejais Sviesos sugertis matuojama
510 nm ir 700 nm bangos ilgiuose. Kontrolinis (tus¢ias) méginys — distiliuotas vanduo.

Bendroji antocianiny koncentracija apskai¢iuojama naudojantis formule:

BAK = (A x M x PF) x%,- (2.6)
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Cia, BAK — bendroji antocianiny koncentracija miligramai cianidin-3-gliukozido ekvivalento 100 g;
A — absorbcija = (Asio nm — A7o0 nm ) pH 1 — (Asio nm — Az0 nm) pH 4,5; M — molekuliné masé
(449,2 g/mol); PF — praskiedimo faktorius; € — cianidin-3-gliukozido (Cy3G) molinis adsorbcijos
koeficientas (26900 1/mol - cm).

2.3. Kosmetikos produkty gavimas

Projekto metu buvo gaminamos trijy tipy kompozicijos. Pirmin¢ formuliacija (I) — tai gelin¢ bazg,
naudota kaip pagrindas visoms tolesnéms formuléms. Matavimo stiklin¢je ruos$iamas tirpalas j kurio
sudétj jeina 2 % glicerolio, 0,2 % ksantano ir distiliuoto vandens iki 100%. Ingredientams istirpus,
matavimo stiklin¢ yra Sildoma iki 40 °C ir tuomet yra jdedamas 1% polivinilpirolidono (PVP), kurio
paskirtis yra sudaryti fizing plévele plauko pavirSiuje. MiSiniui atvésus iki kambario temperatiiros,
naudojant 10% citriny rtgsti yra reguliuojamas pH iki 4,54+0,2 ir galiausiai jdedamas 1 %
konservanty fenoksietanolio ir etilheksilglicerino misinio.

Formuliacija, jterpiant vandenyje tirpy UVB spindulius absorbuojantj filtra (II) yra ruoSiama
identiskai kaip ir I, taiau yra vienas esminis skirtumas. Cheminis UV filtras Parsol® HS (INCI:
Fenilbenzimidazolo sulfonriigitis) # tirpsta kai pH yra > 5,6, todél yra svarbu jj istirpinti atskiroje
matavimo stiklinéje, naudojant Sarminant] agentg — trietanolaming, ir tik tada supilti | pagrindine
stikling, kurioje yra glicerolis, ksantanas, PVP ir distiliuotas vanduo.

Kompozicija 111, | kurig yra jterpiamas aliejuje tirpus, plataus spektro (UVB ir UVA spindulius
absorbuojantis) filtras Parsol® Shield (INCI: bis-etilheksiloksifenolio metoksifeniltriazinas) > yra
aliejus vandeyje (A/V) emulsija, o ne gelis. Pirmoje matavimo stiklin¢je yra paruoSiamas
I kompozicijos atitikmuo ir jdedama 0,1 % etilenodiaminetetraacto riigSties (EDTA), kuri yra
chelatinimo agentas, skirtas pagerinti produkto stabilumg. Antroje stiklinéje yra pagaminamas 10 %
putoniy sékly aliejaus ir 5 % kaprilo/kaprio triglicerido misinys, kuriame pasildzius iki 50 °C yra
tirpinamas Parsol® Shield. Tregioje stiklinéje ruosiamas emulsikliy derinys: 4 % polisorbato 80, 2 %
cetearilo alkoholio ir 1 % cetilo alkoholio. Emulsikliams pasiekus 50 °C temperatiira, jie iStirpsta,
todel galima létai jmaiSyti aliejing faze (antrosios stiklinés turinj). MiSiniui atvésus iki 40 °C yra
jdedamas vitaminas E. Naudojant homogenizatoriy 7 25 ULTRA-TURRAX® (IKA-Werke GmbH &
Co, Vokietija) ir esant vienodos temperatiiros vandeninei ir aliejinei fazéms, yra gaunamas kremo
konsistencijos produktas.

2.3.1. Kosmetikos produkty pH matavimas

Kosmetikos gaminiuose itin svarbu uztikrinti tinkama pH lygj, nes esant skirtingai pH vertei, keiciasi
plauky porétumas. Veikiami Sarminés terpés plauko Zvyneliai atsiveria, maz¢ja plauky baltymy
jungciy tankis (angl. cross-linking density), todél vandens ir cheminiy medZiagy prasiskverbimas |
plauko Zieveg didé¢ja. Tai yra naudinga daZant plaukus bei taikant ilgalaikio tiesinimo ar garbanojimo
technikas. Rugstingje terp¢je procesas atvirkScias, plauko zZvyneliai yra uZzdari, patys plaukai linke
sugerti maziau vandens [58]. Naudojant ekstremaliai Zemos pH (< 3) produktus trumpa laika, keratiny
denatiiracijos temperatiira gali padidéti 5 °C [59]. D¢l Sios priezasties I, 111, I-B ir I1I-B kompozicijy
pH buvo regulivojamas iki 4,5 + 0,2, naudojant 10 % citriny rigsties tirpalg. Taciau formuliacijose su
vandenyje tirpiu UV filtru (II ir II-B) buvo paliekama pirminé produkto pH, kuri sieké 5,7 + 0,1 dél

4 https://www.dsm-firmenich.com/en/businesses/perfumery-beauty/beauty-care/products/parsol-hs.html
Shttps://www.dsm-firmenich.com/en/businesses/perfumery-beauty/beauty-care/products/parsol-shield.html
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cheminio filtro stabilumo i§laikymo. Nustatyti pH buvo ruoSiami 10 % produkty vandeniniai tirpalai,
o matavimams atlikti naudotas pH matuoklis Orion Star A111 (Thermo Scientific).

2.3.2. Stabilumo tyrimas

Stabilumas vertinamas dviem metodais: standartinémis kritinémis sglygomis®, kurios yra pritaikomos
emulsijy stabilumui tirti ir mechaninio streso testas [60], kuris tinka gelinés teksttiros kompozicijoms.

Standartiniy kritiniy sglygy eksperimento metu 15 ml plastikiniai mégintuvéliai yra pripildomi 10 g
tiriamosios medziagos ir Sildoma vandens voneléje iki 50 °C temperatiiros. Méginiams susilus jie yra
centrifuguojami 30 min, nustacius 3000 aps/min ir 20 °C. Gelinéms kompozicijoms taikomo
mechaninio streso testo metu 15 ml plastikiniai mégintuvéliai yra pripildomi 10 g tiriamosios
medziagos ir centrifuguojami 4800 aps/min ir 20 °C.

Atlikus tyrimg, medziagy stabilumas jvertinamas vizualiai, stebint, ar pasireiSkia faziy atsiskyrimas.
Jei yra pastebima destabilizacija, tuomet yra nustatomas iSsisluoksniavimo indeksas I, % taikant Sig
formulg [61]:

I=22x100;  (2.7)

14
¢ia, Hs— atsiskyrusio sluoksnio aukstis, cm; Hp — viso produkto aukstis, cm.
2.3.3. Klampos matavimas

Emulsijy klampai nustatyti buvo naudojamas rotacinis viskozimetras Cgoldenwall NDJ- 5S
(Cgoldenwal, Kinija). Matavimams atlikti naudota po 200 g 19+ 1°C temperatiiros kiekvieno
meéginio. D¢l skirtingos produkty klampos buvo taikomos skirtingos geometrijos, bet nustatomas
vienodas sukimosi greitis — 30 aps/min. I kompozicijai buvo naudotas L2 velenas, II, I-B ir 1I-B
parinktas L1 darbinis kiinas, o III ir ITI-B nuspre¢sta matuoti su L3 velenu.

Po kiekvieno matavimo viskozimetro darbiné dalis buvo kruops$¢iai nuplaunama distiliuotu vandeniu
ir nusausinama popierine servetéle. Matavimai buvo kartojami 3 kartus, galutinis rezultatas — Siy
matavimy aritmetinis vidurkis.

2.4. Kosmetikos produkty efektyvumo nustatymas
2.4.1. Plauky méginiy veikimas UV spinduliuote

Pasveriama 0,9 + 0,1 g plauky méginio ir i§sklaidoma, jog nei vienas plaukas nebuity uzdengiamas.
ParuoStas bandinys yra iSplaunamas pagal TRI Princeton nustatyta metodika. Naudojamas 40 °C
krano vanduo, tekéjimo greitis — 3,79 l/min. Méginys yra pilnai suSlapinamas per pirmas
30 sekundZiy, tuomet naudojant 10 % nuo bandinio masés Sampiino kiekiu masazuojamas 30 s, ir
galiausiai skalaujamas 30 s. Po plovimo, méginys yra nusausinamas, padengiamas 10 % nuo plauky
maseés pasirinktu produktu ir dziovinamas 1 min plauky dziovintuvu.

Paruosti bandiniai yra laikomi Q-Sun 3100 (Q-Lab Corporation, JAV) meteorometre, kuriame 1 val
prilygsta 4,5 val natiiralios saulés §viesos Nevadoje [62]. Nustacius 0.67 W/m? spinduliuotés tankj

6 https://oxfordbiosciences.com/stability-testing
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ir 60 % santyking drégme, méginiai yra 1 valandg veikiami plataus spektro Sviesa — regimaja,
infraraudonagja ir ultravioletine.

Pasibaigus pirmam ciklui viskas kartojama i§ pradziy, tiek karty, kiek cikly yra pageidaujama
jvykdyti.

2.4.2. Plauky lipidy Klasiy ir jy koncentracijy nustatymas (HPTLC)

Lipidy klaséms jvertinti plauky méginiuose pirmiausia buvo vykdoma lipidy ekstrakcija. Pasveriama
20-22 mg plauky méginio ir kambario temperatiiroje purtoma, kas 48 valandas pakeiciant j didesnio
poliskumo tirpiklj: heksanas, chloroformas ir metanolis santykiu 2:1, chloroformas ir metanolis
santykiu 1:1, chloroformas ir metanolis santykiu 1:2. SvieZzias tirpiklis buvo kei¢iamas kas
24 wvalandas, o skirtingi ekstrakcijos etapai buvo sujungti j vieng inda. Tirpikliai buvo iSgarinti
naudojant azoto dujas, o gautos nuosédos istirpintos 1 ml chloroformo ir metanolio santykiu 2:1
misinyje.

Gauti lipidy meéginiai buvo analizuojami aukStos skiriamosios gebos plonasluoksnés
chromatografijos metodu (angl. HPTLC), CAMAG PRO intrumentu (CAMAG Scientific, Sveicarija).
Ant silicio dioksidu padengtos plokstelés buvo uzpurksta 2 pl, 4 pl, 7 pl, 14 pl ir 20 pl ekstrahuoty
lipidy tirpalo.

Skvalenas buvo atskirtas naudojant heksang iki 80 mm. Vaskai, trigliceridai ir riebaly riig§¢iy metilo
esteriai buvo atskirti naudojant tolueno, etilacetato ir skruzdziy ragsties misinj, atitinkamai santykiu
15:0,2 : 0,25 taip pat iki 80 mm. Ploksteléms dazyti buvo naudojamas primulino tirpalas. Sis tirpalas
ruoSiamas 0,02 % primulino dazy iStirpinus acetono ir vandens mi$inyje 4 : 1. Nudazyta plokstelé
buvo dZiovinama Salto oro srove 5 min. Skenavimas buvo atlickamas naudojant gyvsidabrio lempa
fluorescenciniu rezimu 366 nm, skenavimo greitis 5/s, duomeny skiriamoji geba — 25 pm/Zingsnj.

Poto laisvosios riebaly riigstys buvo atskirtos dviem etapais: chloroformo, metanolio ir vandens
misiniu, santykiu — 72 : 27 : 3 iki 20 mm ir heksano, metiltretbutilo eterio, etanolio ir skruzdziy
rugSties miSiniu atitinkamai santykiu 40 : 15 : 1,75 : 1,5 iki 42 mm. Plokstelé buvo dazoma primulino
dazais, o skenavimas atlickamas naudojant 405 nm gyvsidabrio lempa, fluorescenciniu réZimu.
Skenavimo greitis 5/s, duomeny skiriamoji geba — 25 pm/zingsnj.

Cholesteroliui nustatyti plokstelés po riebiyjy rigciy atskyrimo buvo dazomos naudojant 3 % vario
acetato 8 % fosforo riigSties tirpale. Plokstelé buvo dziovinama didelio grei¢io oro srove 5 min.
I8dZiovinta plokstelé buvo kaitinama 120 °C temperatiiroje 15 min. Skenavimas atliekamas naudojant
546 nm bangos ilgio gyvsidabrio lempa absorbcijos rezime. Skenavimo greitis — 1/s, duomeny
skiriamoji geba — 25 pm/Zingsnj.

Duomeny analizé atlickama naudojant Camag VisionCATS programing jranga, nustacius eksperto
rézimg ir pasrinkus $iuos parametrus: Gauso suSvelninimas (angl. Gausian smoothening) — 1,
atskyrimas — 0,01, jautrumas — 10, slenkstis (angl. threshold) — 0,01.

Kiekybinis jvertinimas buvo atliktas naudojant analitinius standartus (zZr. 2.3 pav.).
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2.3 pav. Lipidy kalibracinés kreivés: a — cholesterolio; b — cholesterolio esteriy; ¢ — vasky; d —
trigliceridy; e — skvaleno; f — laisvyjy riebaly rugsciy

2.4.3. Plauky baltymy struktiiros poky¢iy nustatymas
2.4.3.1. Diferenciné skenuojancioji kalorimetrija (DSC)

Baltymy struktiiros poky¢iai jvertinami matuojant baltymy denatiiracijos temperatiirg diferencinés
skenuojanciosios kalorimetrijos (DSC) metodu.

Pagal TRI Princeton nustatytas metodikas iSplauty plauky terminés savybés buvo tiriamos naudojant
TA DSC25 prietaisg (TA Intruments, Jungtinés Amerikos Valstijos). Prie§ bandyma prietaisas buvo
kalibruojamas naudojant indzio standartg. Plaukai susmulkinami kuo mazesnémis dalelémis ir 10 +
I mg méginio jdedama ] hermetiSka, auksto slégio tiglj kartu su 50 pl dejonizuotu vandeniu.
Eksperimento metu Sildymo greitis buvo 10 °C /min. Kiekvienam méginiui ruosiami 6 pakartojimai.

2.4.3.2. Natrio dodecilsulfato — poliakrilamido gelio elektroforezé (SDS-PAGE)

Keratino ir su keratinu susijusiy baltymy koncentracija buvo nustatomas natrio dodecilsulfato-
poliakrilamido gelio elektroforezés metodu (SDS-PAGE).

Plauky méginiai po lipidy ekstrakcijos yra sukarpomi 1-2 mm ilgio gabaliukais. Vienam méginiui
yra pasveriama 10-11 mg plauky, bei uzpilama 500 pl baltymy ekstrakcijos tirpalu. Ekstrakcija
vykdoma 6 valandas, 50-60 °C temperatiroje, ultragarso voneléje. Tuomet, méginiai yra
centrifuguojami 15000 rpm greiciu, 30 min. Supernatanatas surenkamas ir naudojamas gelinés
elektroforezés tyrime.

Baltymy ekstrakcijos tirpalas buvo sudarytas is:

pH 10 100 mM natrio karbonato — plaukams brinkinti;
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e 100 mM ditiotreitolio (DTT) — redukuoti cisting;

e 8 M karbamido — ardyti vandenilinius rySius ir trikdyti hidrofobines sgveikas t.y. priezast] dél
ko keratinai denatiiruoja;

e 2 9% natrio laurilsulfato (SDS) — pavirSinio aktyvumo medziaga naudojama suteikti baltymams
neigiama kravj ir trikdyti hidrofobines sgveikas t.y. priezastj dél ko baltymy struktiira
pasikeicia ] linijing.

Paruosiamas SDS-PAGE Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc., JAV)
ekperimento aparatas, jstatoma tyrimo kaseté, kurios kiekvienas Sulinélis yra praplaunamas 10 karty.
I visus, i8skyrus vieng, Sulin¢lj dedama 20 pl baltymy misinio (3:1 atitinkamai baltymy méginys ir
4x Laemmli méginio buferis). | vieng Sulinélj dedamas 5 pl standartinio baltymy tirpalo (10-250 kDa
molekulinés masés baltymai). Nustatoma 25 mA srovés stipris ir vykdomas elektkroforezés procesas,
kuris trunka apie 1 val.

Po eksperimento, gelis yra plaunamas 3 kartus po 5 min distiliuotame vandenyje, kad biity pilnai
pasalintas natrio laurilsulfatas ir netrikdyty dazymo proceso. Nuplovus, gelis yra panardinamas |
Bio- Safe Coomassie dazus ir §velniai purtomas 1,5 valandos. Galiausiai 3 kartus po 30 min gelis yra
plaunamas, kad buty paSalintas dazy perteklius su 50 % metanolio, 10 % acto rugsties ir 40 %
distiliuoto vandens tirpalu skiestu su vandeniu 7:3 santykiu.

Gelis fotografuojamas su CAMAG — PRO (CAMAG Scientific, Sveicarija) instrumentu, o naudojant
Image — J programa nuotraukos yra koreaguojamos, kad biity tinkamos tolimesnei analizei.
Pasinaudojus programa Matlab GUI GelAnalysis (TRI Princeton, JAV) yra i$skiriamos ir kiekybiskai
analizuojamos gelyje matomos baltymy juostos. Importavus gelio nuotrauka j programg yra
pasirenkama dominanti sritis (ROI) baltymy juostoje, gautas intensyvumo profilis i§ kurio atémus
triukSma t.y. foning sritj (angl. background region (BQG)) ir pritaikius Gauso filtrg (angl. Gaussian
smoothing filter) galima matyti tiksliniy baltymy smailes. Rankiniu biidu pasirinkus tinkamas smailes
ir tarp jy taikant trapecing integracija, yra apskaic¢iuojamas kreivés plotas (AUC).

2.4.4. Plauky pavirSinio sluoksnio pasikeitimy identifikavimas

Skenuojancios elektroninés mikroskopijos (SEM) vaizdai buvo gauti naudojant volframo gijos
pagrindu veikiant] skenuojantj elektroninj mikroskopa JEOL JSM-IT200LV (JEOL Ltd, Japonija). IS
kiekvienos plauky grupés buvo atsitiktinai parinkta deSimt plauky. Plauky méginiai buvo pritvirtinti
ant 2,5 cm skersmens nertidijancio plieno disko, naudojant dvipuse varing juosta, ir padengti mazdaug
10 nm platinos sluoksniu. Buvo iStirtas bent 1 cm ilgio plauko pavirSius. Buvo uZfiksuoti
reprezentatyvils vaizdai. SEM vaizdavimas buvo atliktas esant 7 kV greitéjimo jtampai ir mazdaug
10 mm darbiniam atstumui.

2.5. Statistiné rezultaty analizé

Statistiné analizé buvo atlikta naudojantis JMP™ [7.0.0 analytical software (SAS Institute Inc., JAV).
StatistiSkai reik§Smingi skirtumai pirmiausia buvo vertinami naudojant dispersinés analizés (ANOVA)
testa, o véliau — Tukey-Kramer HSD testa, taikant 95 % pasikliautinaji lygj.

Grafikuose pateikti aritmetiniy vidurkiy duomenys + atitinkami standartiniai nuokrypiai.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Sio projekto metu buvo uzaugintos raudonojo baziliko kaliaus kultiiros bei pagaminti vandeniniai jy
ekstraktai. IStyrus ekstrakty biologinj aktyvuma, buvo sukurti tarpiniai bei galutiniai kosmetikos
produktai, kurie apsaugo plauky struktiirg nuo UV spinduliy poveikio.

3.1. Raudonojo baziliko kaliaus kultiiry formavimasis

Eksperimento metu buvo kultivuojama 12 skirtingy raudonojo baziliko meéginiy. Steriliomis
salygomis MS agaro terpéje uzauginti eksplantai buvo i§skaidomi j tris dalis — Saknys, stiebai ir lapai,
o kiekviena i§ jy paskirstoma ant 4 skirtingy mitybiniy terpiy, derinant augimo reguliatoriy
koncentracijas ir aminortigst] — L-triptofang (Zr. 3.1 lentelg).

3.1 lentelé. Fitohormonai ir jy koncentracijos naudojami MS terpése kaliaus kulttiroms formuoti

Ocimum basilicum var. purpurascens eksplantai

Saknys Stiebai Lapai

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. | 11. | 12.
3-Indolilacto rugstis (IAR), mg/1 o101 (01 {01 (|01 (0,1 {021 |01 (0,1 |01 |01 |O,1
Tidiazuronas (TDZ), mg/1 05 |5 05 |5 05 |5 05 |5 05 |5 05 |5
L-triptofanas (TRP), mg/1 - - 0,5 105 |- - 0,5 105 |- - 0,5 |05

Pilnas kaliaus kultiiry susiformavimas vyko 6 savaites (zr. 3.1 pav. ir 3.2 pav.). Petri 1€kstelés buvo
laikomos kambario temperatiiroje, apsviestos 20 W, 4000 K, 1600 Im lempy $viesa.

3.1 pav Kaliaus kultiry formavimasis: (A) — pirmoji diena; (B) — po 14 d.
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3.2 pav. Kaliaus kulturq formavimasis: (C) — po 28d.; (D) po42d.
3.2. Raudonojo baziliko kaliaus kultiiry ekstrakty biologinis aktyvumas

Siekiant nustatyti kokia jtaka augimo reguliatoriai ir L-triptofanas tur¢jo bioaktyviy junginiy
koncentracijai kaliaus kultiirose buvo atliekami kiekybiniai matavimai. Jy metu nustatyti fenoliniy
junginiy, fenoliniy riig§¢iy, flavonoidy ir antocianiniy koncentracijos.

100 T

0.1 mg/1IAR, 0,5 mg/1 TDZ A)
0.1 mg/1IAR, 5 mgl1 TDZ

0.1 mg/1IAR, 0.5 mg1TDZ, 0.5 mg/1 TR
0,1 mg/1IAR, 5 mg/l TDZ, 0.5 mg/1 TRP

BEE0

80}
60
d0}

20¢

Fenoliniy junginiy kone., mg/l

B)

10}

Fenoliniy riig§éiy kone., mg/l

Saknys Stiebai Lapai

3.3 pav. Biologiskai aktyviyjy junginiy koncentracija jvairiy augaly daliy kaliaus kultiiry
ekstraktuose: A — fenoliniy junginiy, B — fenoliniy riig§¢iy
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IS 3.3 pav. pateikty duomeny galima matyti, jog didesné tidiazurono koncentracija t. y. 5 mg/l 1émé
didesng¢ sukaupty fenoliniy junginiy koncentracija, kuri Sakny kaliaus kulttrose sieké apie 36,21 mg/1,
stieby — 66,45 mg/l, o lapy 32,13 mg/l, kai auginimo terpéje néra L-triptofano ir 82,06 mg/l, kai i
terpe buvo pridéta Sios aminortgsties. Fenoliniy riig§¢iy atveju, daugelyje méginiy, didesné
tidiazurono koncentracija taip pat lémé didesng ir fenoliniy riigs¢iy koncentracija, o L-triptofanas
buves mitybinéje terpéje Sakny ir stieby kaliaus kultiiros ekstraktuose nepaskatino didesnés fenoliniy
rugsciy koncentracijos sukaupimo, taciau lapy — galima matyti reikSmingg padidéjima: nuo 9,64 mg/1
iki 13,44 mg/l, kai terpé&je buvo 0,5 mg/I tidiazurono ir nuo 7,76 mg/1 iki 14,55 mg/I, kai tidiazurono
koncentracija buvo 5 mg/I1.
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Saknys Stiebai Lapai

3.4 pav. Biologiskai aktyviyjy junginiy koncentracija jvairiy augaly daliy kaliaus kultiiry
ekstraktuose: A — flavonoidy, B — antocianiny

Atsizvelgiant | flavonoidy ir biologiniy pigmenty — antocianiny koncentracijas, kaliaus kultiiry
méginiuose galima pastebéti panasias tendencijas kaip ir fenoliniy junginiy pasiskirstyme. Augaly
lastelés uzaugusios mitybingje terpéje su didesne — 5 mg/1 tidiazurono koncentracija, sukaupé didesne
flavonoidy ir antocianiny koncentracija, nei tos, kurios susiformavo terpéje su 0,5 mg/l tidiazurono.
AminoriigStis — L-triptofanas, Sakny ir stieby kaliaus kultiiros ekstraktuose nepaskatino didesnés
flavonoidy koncentracijos sukaupimo, taciau lapy — galima matyti padidéjima: nuo 4,84 mg/l iki
11,59 mg/l, kai mitybin¢je terpeje yra 0,5 mg/l tidiazurono ir nuo 8,66 mg/l iki 11,96 mg/l, kai
tidiazurono koncentracija padidéja iki 5 mg/l. Antocianiny atveju, triptofanas tur¢jo teigiama jtaka
stieby ir lapy kaliaus kultiiros ekstraktuose, ypa¢ tuose, kuriy augimui buvo naudojama 5 mg/l
tidiazurono koncentracija (zr. 3.4 pav.).

Viena pagrindiniy fitocheminiy savybiy augaluose, kuria pasizymi flavonoidai ir fenoliniai junginiai
yra antioksidacinis aktyvumas. Buvo pasirinkta tai iSmatuoti trimis skirtingais metodais, nustayti kaip
raudonojo baziliko augalo daliy kaliaus kultiiros vandeniniai ekstraktai geba slopinti DPPH ir ABTS
radikalus, bei redukuoti kalio fericianida K3[Fe(CN),] i kalio ferocianidg K,[Fe(CN) ] (zr. 3.5 pav.).
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3.5 pav. [vairiy augaly daliy kaliaus kulttiry antioksidacinés savybés nustatytos keliais
metodais; A — ABTS, B — DPPH, C — redukcinis metodas

Raudonojo baziliko ekstraktai pagaminti i§ kaliaus kultliry uzauginty mitybinése terpése su 5 mg/l
tidiazurono koncentracija léme didesnes antioksidacines savybes, nei ekstraktai pagaminti i$ lgsteliy,
uzaugintu su mazesne (0,5 mg/l) tidiazurono koncentracija.

Ekperimento metu naudojant ABTS metoda, buvo nustatyta, jog visy augalo daliy kaliaus kulttros,
augintos terpéje su L-triptofanu tur¢jo stipresnes antioksidacines savybes. DPPH ir redukciniu
metodu gauti rezultatai parod¢, jog be aminoriigSties augintos Sakny ir stieby kaliaus kultliros
pasiZymeéjo geresnémis antioksidacinémis savybémis, o lapy kaliaus kultiiros ekstraktai, taip pat rodé
minimaly pranaSuma pries lasteles, augusias su L-triptofano priedu.

Gauti rezultatai parodé, jog augimo reguliatoriaus tidiazurono didesné koncentracija (5 mg/L)
mitybinése terpése lémé geresnes lot. Ocimum basilicum var. Purpurascens kaliaus kultiiros
antioksidacines savybes bei sukaupta didesn¢ koncentracijg biologiskai aktyviyjy junginiy.

L-triptofanas mitybinése terpése turéjo teigiama jtakg lapy kaliaus kultiroms. Nustatyta, jog jy
vandeniniuose ekstraktuose sukaupta didesné koncentracija antriniy metabolity, nei ekstraktuose
pagamintuose i$ raudonojo baziliko lapy kaliaus kulttiros, uzaugusios be triptofano priedo.

Remiantis gautais duomenimis, buvo nuspresta iSrinkti geriausiomis savybémis pasizymincius
ekstraktus i§ kiekvienos morfologinés raudonojo baziliko augalo dalies kaliaus kultiiros — 2, 6 ir 12 —
bei pagaminti jungtinj ekstrakta kosmetikos produkty gamybai. JAV mokslininkai paskaiciavo, kad
sausg raudonojo baziliko augalg sudaro 18 % Saknys, 37 % stiebai ir 45 % lapai [63]. AtsiZelgiant |
Siuos skaiCiavimus buvo pasirinktas atitinkamas kiekis kiekvienos dalies kaliaus kulttiros ir
pagamintas 0,056 g/ml koncentracijos vandeninis ekstraktas, pagal 2.2.2 Ekstrakty paruo$imo
procediira, kuris bus jtrauktas j kosmetikos produkto formuliacija.
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3.3. Tarpiniy produkty gavimas ir savybiy tyrimas

Siekiant pagaminti kosmetikos priemones su biotechnologiniais procesais iSgautais biologiSkai
aktyviaisiais junginiais i§ raudonojo baziliko kaliaus kultiiry, kurios apsaugo nuo saulés spinduliy
zalos, buvo sukurtos tarpiniy produkty kompozicijos (zr. 3.2 lentelg).

Visose kompozicijose naudojamas konservantas sudarytas i§ fenoksietanolio ir etilheksilglicerino.
Taip pat naudojamas polivinilpirolidonas (PVP), kuris sudaro plong ir lanksCig plévele plauko
pavir$iuje, o glicerolis padeda drékinti plaukus ir kartu su PVP apsaugo nuo drégmés praradimo.

3.2 lentelé. Kompozicijos tarpiniams produktams gauti

MedZiagos pavadinimas Tarpiniai produktai

I II III

Masés dalis, %

Glicerolis 2 2 2
Ksantanas 0,2 0,2 0,2
Polivinilpirolidonas (PVP) 1,5 1,5 1,5
Citriny rugstis p.p - p-p
Trietanolaminas (TEA) - p.p -
Fenoksietanolio ir etilheksilglicerino miSinys | 1 1
Hidrofilinis UV filtras (Parsol® HS) - 8 -
Lipofilinis UV filtras (Parsol® Shield) - - 10
Putoniy sékly aliejus - - 10
Kaprilo / kaprio trigliceridas - - 5
Polisorbatas 80 - - 4
Cetearilo alkoholis - - 2
Cetilo alkoholis - - 1
Vitaminas E - - 0,5
EDTA - - 0,1
Vanduo Iki 100 Iki 100 Iki 100

Pirminés gelinés kompozicijos sudétyje (I) néra jokiy papildomy nuo UV spinduliy apsauganciy
medziagy. Pasirenkami tik pagrindiniai ingredientai, butini sukurti geliui, tinkamam naudoti
plaukams.

Kompozicija II yra sukurta jterpiant vandenyje tirpy cheminj UV filtrg (Parsol® HS), todél
modifikacijos yra pasirenkamos atsiZvelgiant j §io cheminio filtro savybes, kurio viena i§ svarbiausiy
yra tai, jog §1 medziaga tirpsta pH intervale 5 — 6, tod¢l jam pasiekti yra naudojamas trietanolaminas.

Tarpinis produktas I1I skiriasi nuo I ir II kompozicijy savo tekstiira, kadangi tai yra aliejus vandenyje
(A/V) emulsija, o ne gelis. UV filtrg Parsol® Shield pasirenkama tirpinti putoniy sékly aliejaus ir
kaprilo/kaprio triglicerido miSinyje, dél Siy medziagy sugebéjimo iSlikti stabiliomis aukStose
temperattirose. Taip pat naudojamas emulsikliy miSinys sudarytas i§ polisorbato 80, cetearilo
alkoholio ir cetilo alkoholio, siekiant reguliuoti gaminio stabilumg ir tekstiirg.
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Pagal sukurtas kompozicijas, kurios yra pateiktos 3.2 lentel¢je, pagaminti kosmetikos produktai bei
jvertintas jy stabilumas ir klampa.

Stabilumas vertinamas dviem metodais: emulsijy stabilumui tirti ir gelinés tekstiiros kompozicijoms
jvertinti.

Dideli klampos svyravimai tarp produkty: kompozicija [ -461,9 + 0,56 Pa's, kompozicija II - 70,5 +
0,3 Pa-s ir kompozicija III — 2151,7 £ 2,31 Pa-s, nepadar¢ jtakos produkty stabilumui ir buvo
nustatyta, jog visi gauti produktai yra stabilis.

IS gauty duomeny daroma i§vada, jog pradiniy produkty kompozicijos buvo tinkamos testi tyrimus, i
produkty sudétj jtraukiant vandeninius raudonojo baziliko ekstraktus su biologiskai aktyviaisiais
junginiais.

3.4. Galutiniy produkty gavimas ir savybiy tyrimas

Buvo nuspresta pagaminti 3 galutinius produktus (Zr. 3.3 lentel¢je). Kompozicija I-B atitinka tarpinio
produkto formuliacijg I, jterpiant vandeninj raudonojo baziliko ekstrakt. II-B yra sudaryta naudojant
kompozicijg II ir vandeninj raudonojo baziliko ekstrakta, o III-B formuliacija — III kompozicija
derinama kartu su vandeniniu baziliko ekstraktu.

Institute of Personal Care Science’ teigimu, sausy augaliniy ekstrakty galima jterpti nuo 1 iki 5 %.

3.3 lentelé. Kompozicijos galutiniams produktams gauti

Medziagos pavadinimas Galutiniai produktai
I-B 1I-B 11I-B
Masés dalis, %
Glicerolis 2 2 2
Ksantanas 0,2 0,2 0,2
Poli(vinilpirolidonas) (PVP) 1,5 1,5 1,5
Citriny riigstis p-p - p-p
Trietanolaminas (TEA) - p-p -
Fenoksietanolio ir etilheksilglicerino misinys 1 1 1
Hidrofilinis UV filtras (Parso®! HS) - 8 -
Lipofilinis UV filtras (Parsol® Shield) - - 10
Putoniy sékly aliejus - - 10
Kaprilo/kaprio trigliceridas - - 5
Polisorbatas 80 - - 4
Cetearilo alkoholis - - 2
Cetilo alkoholis - - 1
Vitaminas E - - 0,5
EDTA - - 0,1
Raudonojo baziliko ekstraktas 5 5 3,43
Vanduo Iki 100 Iki 100 Iki 100

" https://personalcarescience.com.au/
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Produkty stabilumas buvo vertinamas dviem metodais. Nustatytas dalinis iSsisluoksniavimas, kuris
buvo vertinamas bei apskai¢iuojamas iSsisluoksniavimo indeksas I, %. (zr. 3.4 lenteléje).

Svarbu paminéti, kad stebint gelinés tekstiros produktus, jy stabilumg reikia vertinti pagal
mechaninio streso testa [60], Sio tyrimo atveju t.y. I-B ir II-B produkty formuliacijos. Galutinj
emulsijos I1I-B stabilumg vertinti reikia pagal standartiniy kritiniy salygy testa®. Buvo nustatyta, kad
nei vienas 1§ galutiniy produkty nebuvo visiskai stabilus, todél nuspresta patikrinti rinkoje esancius
gelius bei kremus, kuriy paskirtis yra apsaugoti nuo saulés spinduliy poveikio ir tokiu biidu palyginti
su tyrimo metu gautais prototipais (zr. 3.6 pav.).

3.6 pav. Produkty prototipai

Gauti rezultatai parodé, jog tik 50 % tiriamy komerciniy produkty buvo visiskai stabilis. Kiti rinkos
tiekéjai naudojo ant pakuociy jspéjancius uzrasus, jog prie$ naudojima suplakti bei pakuociy viduje
buvo jdéti kamuoliukai, kurie pagreitina ir palengvina mechaninj homogenizavimo procesg vartotojui
(Zr. 3.4 lentel¢je).

3.4 lentelé. Stabilumo vertinimo duomenys

Nr. Galutiniai produktai Stabilumo vertinimo metodas Komentaras
Standartinés Mechaninio
kritinés salygos streso testas

I8sisluoksniavimo indeksas, I, %

1. 1I-B 5 5 I$sisluoksniavimas
2. 1I-B 30 20 I$sisluoksniavimas
3. 111-B 1 10 I$sisluoksniavimas

Rinkoje esantys produktai

4. La roche-posay apsauginis fluidas 60 60 ISsisluoksniavimas,
veidui Anthelios UVMUNE 400, SPF pakuotéje yra kamuoliukas
50+
5. La Roche-Posay Anthelios Clear Skin 0 0 Homogeniskas
Dry Touch SPF 60 apsauginis veido
kremas
6. La Roche-Posay Anthelios UVMUNE 0 0 Homogeniskas

400 Hydrating Cream SPF50+
apsauginis veido kremas

8 https://oxfordbiosciences.com/stability-testing
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3.4 lentelé. Tesinys

Nr. Rinkoje esantys produktai Stabilumo vertinimo metodas Komentaras
Standartinés Mechaninio
kritinés salygos streso testas

ISsisluoksniavimo indeksas, I, %

7. La Roche-Posay Anthelios Cooling 0 0 Homogeniskas
Water apsauginis losjonas, SPF 60
8. ZitSticka MEGASHADE apsauginis 2 2 Susidaro nuosédos
veido serumas, SPF 50
9. Mentholatum SUNPLAY SOLAREX-3 40 40 I8sisluoksniavimas,
vésinamasis kremas nuo saulés, SPF50+ pakuotéje yra kamuoliukas
10. e.lf skin Suntouchable, SPF 45 60 60 I8sisluoksniavimas,

pakuotéje yra kamuoliukas

11. | CeraVe AM drékinamasis veido losjonas 0 0 Homogeniskas
su SPF 50 apsauga nuo saulés normaliai
ir riebiai odai

Remiantis §io stabilumo tyrimo rezultatais, nustatyta, kad dalinis iSsisluoksniavimas yra priimtinas
kosmetikos produktams, skirtiems apsaugai nuo saulés, todél nuspresta testi tolesnius bandymus.

Nustatyta, jog galutiniy produkty klampa buvo 41,1 + 0,1 Pa-s, kompozicijoje naudojant raudonojo
baziliko kaliaus kultiry ekstrakta (I-B), t.y. net apytiksliai 90 % sumazéjusi klampa, palyginti su
kontroliniu tarpiniu I produktu. Pagrindinis formuliacijoje naudojamas tirstiklis yra ksantanas, todél
yra manoma, kad klampai didele jtaka tur¢jo didelis fenoliniy junginiy (rozmarino rtigsties, kavos
rugsties ir flavonoidy) kiekis, kuris gali suardyti ksantano vandenilius rySius su vandens molekulémis
bei konkuruoti su vandens molekulémis ir taip suardyti gelio struktiirg [64].

Kompozicijoje II-B naudojant vandenyje tirpy cheminj UV filtrg Parsol® HS ir raudonojo baziliko
kaliaus kultiiros ekstrakta, taip pat yra matomas klampos sumazéjimas, lyginant su II formuliacija,
kuris sieké 36 % ir yra 44,6 + 0,1 Pa-s.

II1-B emulsija pasizyméjo labai panasia klampa su III tarpiniu produktu t. y. 2142,0 + 2,7 Pa-s, kas
yra maziau nei 1 % sumaz¢jimas.

3.5. Plauky apsauga nuo UV spinduliuotés

Naturaliai plaukuose esantys pigmentai melaninai yra Zinomi kaip antioksidantai, laisvyjy radikaly
gaudytojai ir fotoapsauginés medziagos. Zmogaus plaukuose gali biti tiek eumelaninas, tiek
feomelaninas, arba bent vienas i§ jy. Fotoapsauginés melanino savybés priklauso nuo jo kiekio ir
risies plaukuose. Paprastai melaninas kaupiasi Zievéje, kurig nuo iSorés apsaugo Zvyneliai, todel
UVB spinduliai, kuriy jsiskverbimo gylis yra apie 5 um, negali jos pasiekti. Vienas eumelaninas yra
gana atsparus ir menkai suyra veikiamas UV ar regimosios Sviesos, taciau kartu su feomelaninu abu
tipai tampa jautriis UVA spinduliuotei ir regimajai Sviesai [65].

Balinimas yra cheminis procesas, naudojamas plaukams Sviesinti oksiduojant Zieveéje esancius
melanino pigmentus. Sio proceso metu nutriiksta ir yra oksiduojami disulfidiniai ry$iai plauko
struktiiroje, o Zvyneliai tampa porétesni. D¢l to sumazeja plauko stiprumas, jis gali tapti trapesnis, o
melanino fotoapsauginé funkcija prarandama, tod¢l balinti plaukai yra labiau jautrtis UV spinduliy

38



poveikiui [1]. D¢l Sios prieZasties pirminiams tyrimams buvo pasirinkti du kartus Sarminiu 9 %
vandenilio peroksidu balinti plaukai.

Balinty plauky méginiai buvo laikomi 4 val OQ-Sun 3100 meteorometre. IS 3.7 pav. pateikty rezultaty
galima matyti, jog visi naudoti produktai, palyginus su neigiama kontrole, kurios denatiiracijos
temperatira yra 135,0 £ 0,7 °C, parodé gebéjima statistiSkai reik§mingai apsaugoti plauky baltymus
nuo UV zalos. Baziné kompozicija (I) pakélé denatiiracijos temperatiirg iki 138,2 £ 0,9 °C, o su
raudonojo baziliko ekstrakto priedu (I-B) iki 139,5 £0,8 °C. Kompozicija su UVB spindulius
absorbuojanciu, hidrofiliniu UV filtru (II) parodé dar geresnius rezultatus — 142,0 £0,7 °C ir
144,44+ 1,4 °C | formuliacijg jterpus baziliko kaliaus kultiros ekstrakta. Geriausia apsauga
pasizyméjo III ir III-B kompozicijos, kurios baltymy denatiiracijos temperatiiras atitinkamai pakelé
iki 144,6 £ 0,3 °C ir 144,4 + 0,8 °C. Visi naudoti produkty prototipai parod¢ statistiSkai reikSminga
pranasuma prie$ neigiamos kontrolés meginj (zr. 3.5 lentelg).
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3.7 pav. Denatiiracijos temperatiiros pokyc¢iai balinty ir natiiraliai balty plauky méginiuose: K — kontrolé;
NK — neigiama kontrol¢; I — baziné kompozicija; I — kompozicija su hidrofiliniu UV filtru; III —
kompozicija su lipofiliniu UV filtru; I-B — kompozicija su raudonojo baziliko ekstraktu; II-B — kompozicija
su hidrofiliniu UV filtru ir raudonojo baziliko ekstraktu; I1I-B — kompozicija su lipofiliniu UV filtru ir
raudonojo baziliko ekstraktu

Gauti hipotez¢ patvirtinantys rezultatai, tod¢l galutiniam eksperimentui buvo pasirenkama naudoti,
melanino neturin¢ius, natiiraliai baltus plaukus. Pakartotinis bandymas buvo reikalingas todél, kad
viso tyrimo tikslas buvo iStirti ne tik baltymy pokycius, bet ir lipidy, o kaip yra Zinoma plauky
balinimas sumazina laisvyjy lipidy ir hifrofobinio lipidy monosluoksnio kiekj [66]. Naturaliai balti
plaukai neturi pradinés pazaidos, kaip pries tai naudoti balinti plaukai, tod¢l jy struktiirg pazeisti yra
sudétingiau. Sie méginiai dirbtine §viesa buvo veikiami 20 valandy, taip pat kas 1 valanda perplaunant
Sampiinu ir padengiant produktu i§ naujo.

Analizuojant natiiraliai balty plauky denatiiracijos temperatiras yra pastebimas toks pats
désningumas, kaip ir balinty plauky méginiuose. Visi naudoti produktai parodé¢ statistiSkai reikSmingg
pranasumg pries neigiamos kontrolés méginj (139,7 + 0,3 °C) (zr. 3.6 lentel¢). Baziné kompozicija
(D) — 142,2 + 0,4 °C, o su raudonojo baziliko priedu 143,0 + 0,2 °C. Nors II kompozicija dengiami
plauky méginiai pasiZyméjo aukStesne denatiiracijos temperatira (143,0 +0,1°C) nei bazine
kompozicija (I) apsaugoti plaukai taciau j Il fomuliacija, jterpus raudonajj bazilika (II-B) rezultatas
nezymiai nusiledo [-B formuliacijai — 143,4 £ 0,5°C (statistiSkai nereikSminga). Kompozicija su
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plataus spektro lipofiliniu UV filtru (III ir IT1I-B) parodé¢ geriausias apsaugines savybes, atitinkamai —
146,9 £ 0,2 °C ir 148,8 £ 0,3 °C (zr. 3.7 pav.), bet tik III-B formuliacija statistiSkai nesiskiria nuo
teigiamos kontrolés.

Denatiiracijos temperatiira plauky mokslo bendruomenéje interpretuojama kaip matricos baltymy
jungciy tankio rodiklis [67]. Didesnis baltymy jung€iy tankis leidzia keratinams atlaikyti auksStesnes
temperatiras (pvz., tiesinant arba garbanojant). III-B formuliacija pilnavertiskai apsaugojo plauky
jungciy tankj nuo UV spinduliuotés (zr. 3.6 lentele).

3.5 lentelé. Statistiniai balinty plauky denatiiracijos temperatiiiros duomenys. Skirtingos raidés zZymi
statistinius skirtumus tarp grupiy

Grupé | Pakartojimai | Vidurkis | St. nuokrypis St. vidurkio paklaida Statistinis reik§mingumas
K 6 146,6 0,2 0,1 A

1 6 144,6 0,3 0,1

1I-B 6 1444 0,8 0,3

I1-B 6 1444 1,4 0,6

I 6 142,2 0,7 0,3 C

I-B 6 139,5 0,8 0,3 D

I 6 138,2 0,9 0,4 D

NK 6 135,0 0,7 0,3 E

3.6 lentelé. Statistiniai natraliai balty plauky denattiracijos temperatiiiros duomenys. Skirtingos raidés zymi
statistinius skirtumus tarp grupiy

Grupé | Pakartojimai | Vidurkis | St. nuokrypis St. vidurkio paklaida | Statistinis reikSmingumas
111-B 6 148,8 0,3 0,1 A

K 6 148,4 0,2 0,1 A

1 6 146,9 0,2 0,1 B

I-B 6 1434 0,5 0,2 C

1I-B 6 143,3 0,1 0,1 C

11 6 143,0 0,2 0,1 C

I 6 142,2 0,4 0,2 D

NK 6 139,7 0,3 0,1 E

Zmogaus plauky pluosto filamentiniai polipeptidai skirstomi j I tipo kerating ir II tipo kerating. Sie
tipai i8siskiria savo aminortig§ciy sudétimi — I tipo baltymai yra riigstiniai, o II tipo baltymai gali biti
nuo neutraliy iki baziniy [4]. Baltymy atskyrimas buvo vykdomas natrio dodecilsulfato —
poliakrilamido gelio elektroforezés metodu (SDS — PAGE). Sio eksperimento metu baltymai yra
iSskirstomi pagal molekuling mase¢ nuo didziausios iki maziausios, todel galima atskirti I tipo,
mazesnés molekulinés mases kerating (46—55 kDa), ir II tipo, didesnés molekulinés masés, kerating
(54-57 kDa) [68] (zr. 3.8 pav.).
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3.9 pav. Baltymo keratino koncentracija nattiraliai balty plauky méginiuose (AUC - plotas po kreive)

Grafike matomi duomenys parodo, jog plauky méginiuose pavyko iSekstrahuoti keliskart daugiau
mazesnés molekulinés masés keratiny (I), nei didesnés molekulinés masés keratiny (II). Nors
literatiiros Saltiniai pranesSa, kad keratino tarpiniai filamentai yra heteropolimerai, sudaryti i§ I ir II
tipo baltymy, mazdaug vienodais moliniais kiekiais 1:1 [69], taCiau izopeptidinés ir kitos skersinés
jungtys neleidzia pilnavertiskai iSekstrahuoti didesniy keratino II baltymy. Natiiraliai balti plaukai
savo strukturoje turi 3008,9 = 536,5 AUC baltymy. Tod¢l labai akivaizdziai galima pastebéti, kad
butent III ir ITI-B produktu padengti plauky méginiai iSsaugojo didziausig kiekj keratino, atitinkamai
3143,9+453,9 AUC ir 2796,0 £251,4 AUC (statistiSkai nesiskiria nuo kontrolés). Lyginant
formuliacijas II ir II-B, yra matoma, jog raudonojo baziliko jterpimas j formuliacija, padéjo iSsaugoti
didesnj kiekj keratino, nuo 1474,73 +£219,4 AUC iki 17412,0 £ 211,9 AUC. Deja, raudonojo baziliko
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kaliaus kulttiros ekstraktas nepagerino bazinés kompozicijos gauto rezultato — 1726,8 + 340,7 AUC,
nes meéginiai padengti kompozicija I-B iSsaugojo 1509,1 £201,1 AUC keratino. Visi tirti méginiai
turi statistiSkai didesn¢ keratiny koncentracija nei neigiama kontrolé (zr. 3.7 lentelg)

3.7 lentelé. Statistiniai baltymo keratino duomenys. Skirtingos raidés Zymi statistinius skirtumus tarp grupiy

Grupé | Pakartojimai | Vidurkis | St. nuokrypis St. vidurkio paklaida Statistinis reikSmingumas
111 5 31439 405,4 181,3 A
K 5 3008,9 5182 231,7 A
111-B 5 2796,5 2339 104,6 A
II-B 5 1742,0 141,1 63,1 B
I 5 1726,8 308,1 137,8 B
I-B 5 1509,1 110,7 49,5 B
II 5 1474,7 201,3 90,0 B
NK 5 665,5 83,9 37,5 C

Mokslininkai Ispanijoje tyrin¢jo Cynarascolymus L. ekstrakta, gautg i§ artiSoky lapy ir Oryzasativa
L. ekstrakta, gauta i$ ryziy gridy bei vertino kaip jie mazina baltymy skaidyma ir lipidy peroksidacijg.
Buvo gauti rezultatai, jog artiSoko ekstraktas, kuriame yra stipriy antioksidanty, kaip flavonoidai,
suteike efektyvesne apsaugag plauky struktirai [70].

Zmogaus sebumo sudétyje yra aptinkamos 6 klasés neutraliy lipidy: cholesterolis, cholesterolio
esteriai, vasky esteriai, trigliceridai, laisvosios riebaly rugstys ir skvalenas. Trigliceridai ir riebaly
rugsStys kartu sudaro didziaja dalj sebumo kompozicijos (57,5 %), po ju seka vasko esteriai (26 %) ir
skvalenas (12 %). Cholesterolio ir jo esteriy yra maziausiai, jie sudaro likusius 4,5 % viso lipidy
kiekio [71]. Svarbu paminéti, kad sebumo sudétis gali keistis, priklausomai nuo amziaus, hormony
bei vartojamy vaisty [72]. Plauky pavirSiuje taip pat galima rasti visas §ias lipidy klases. Gilesniuose
plauko sluoksniuose dominuoja mazesnés molekulinés maseés lipidai: laivosios riebaly riagstys ir
cholesteroliai. Lipidy poky¢iai plauky méginiuose pateikiami 3.10 pav.

Pateiktame grafike, analizuojant atskirai visas lipidy grupes galima pastebéti, jog geriausig rezultatg
apsaugant cholesterolius — 111,82 + 5,7 ng/mg parod¢ plauky meéginiai dengti Il formuliacija,
palyginus su 252,73 + 3,6 ng/mg cholesterolio kiekiu natiiraliai balty plauky meéginyje. Nepaisant 11I-
B kompozicijos, visi like produktai apsaugojo dalj nattiraliai plaukuose esancio cholesterolio. O
cholesterolio esterius efektyviausiai apsaugojo — III-B kompozicija, kuri i§saugojo 102,45 + 1,5
ng/mg Siy lipidy, palyginus su 252,73 + 3,6 ng/mg kontroliniame méginyje. Statistiniai duomenys
parodé, jog cholesterolio esteriai visuose plauky meéginiuose buvo didesni nei neigiamoje kontroléje.

Vertinant produkty prototipy gebéjima apsaugoti plaukuose esancius vaSkus, matoma, jog
kompozicija II, kurios sudétyje yra UVB spindulius absorbuojantis UV filtras, apsaugojo Siuos lipidus
lyginant ir absoliucigsias ir statistines reikSmes. I§ natiiraliuose plaukuose esanciy 511,43 + 23,0
ng/mg efektyviai iSsaugojo — 516,29 + 33,5 ng/mg. 1, I-B ir II-B pasizyméjo daline apsauga, taciau
IIT ir III-B kompozicijos neparodé geresnio efektyvumo nei neigiama kontrolé.

Trigliceridai — tai glicerolio ir trijy riebaly rigscéiy esteriai, kurie sudaro pagrinding natiiraliy riebaly
ir aliejy dalj — tiek gyviininés, tiek augalinés kilmés. Nagrin¢jant trigliceridus pateiktame 3.10 pav.,
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svarbu paminéti, kad III ir III-B kompozicijose naudojamas lipofilinis UV filtras buvo iStirpintas
putoniy sékly aliejuje, todel gauti auksti trigliceridy kiekiai galimai buvo jnesti 1§ iSorés. Todél
vertinant statiSkai reikSmingus duomenis, galima teigti, jog II-B kompozicija parodé geriausia
rezultatg apsaugant natiiralius plaukuose esancius trigliceridus. I pradzioje buvusiy 2090,65 + 185,7
ng/mg po veikimo dirbtine Sviesa meteorometre liko 1974,1 + 89,7 ng/mg. II formuliacija taip pat
parodé¢ aukstg rezultatg — 2509,7 + 52,7 ng/mg, taciau jis buvo didesnis nei kontrolé, kas privercia
manyti, kad eksperimento metu jvyko atsitikting tarsa.

Analizuojant laisvasias riebaly riigStis, galima pastebéti, jog visos kompozicijos apsaugojo didesnj
Siy lipidy kiekj nei jo randama neigiamos kontrolé¢ méginyje. O statiStikai reikSmingg rezultatg parodé
IT kompozicija, kuri i§saugojo 14405,86 + 114,6 ng/mg i$ natiiraliai balty plauky méginyje esanciy
14875,64 + 285,6 ng/mg.

Skvalenas ekperimento metu, buvo Zzemiau aptinkamos ribos.
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3.10 pav. Lipidy koncentracija ir statistinis reikSmingumas nattraliai balty plauky méginiuose. Skirtingos
raidés zymi statistinius skirtumus tarp grupiy

Didesnis formuliacijos II efektyvumas, palyginti su formuliacija III, saugant lipidus gali biiti
paaiskinamas geresne Parsol® HS UVB spinduliy absorbcija. UVB spinduliai geba dvigubai
efektyviau skaidyti laisvasias riebaly rigstis ir kitus lipidy komponentus [12], tod¢l efektyvesné Siy
spinduliy sugertis reikSmingai prisideda prie plauky lipidy apsaugos. Nors abu filtrai sugeria UVB
diapazone esan¢ius spindulius, tatiau Parsol® HS pasizymi didesne maksimalia absorbcija ties 306
nm, o tai rodo stipresne UVB absorbcija. Kai tuo tarpu Parsol® Shield, turintis dviguba absorbcija
ties 310 nm ir 343 nm, siiilo platesne apsauga nuo UV spinduliy, ta¢iau UVB diapazone intensyvumas
yra Siek tiek maZesnis, nei Parsol® HS.
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Hidrofiliniy bioaktyviyjy junginiy (fenoliniy junginiy, flavonoidy, antocianiny ir fenoliniy rigsciy)
efektyvumo triikumas, apsaugant plauky lipidus, gali biiti paaiskintas prasta antriniy metabolity ir
plauky lipidy saveika, kas galéjo sutrikdyti jy skverbimuisi j plauky lasteliy membranos kompleksa
sudarytg i$ lipidy. Ateityje formuliacijos galéty buti pagerintos jterpiant lipofilinius antioksidantus —
tokoferolius, karotenoidus ir eterinius aliejus, ekstrahuotus superkritiniu CO,.

Japonijoje buvo atliktas tyrimas, kurio metu drégni plaukai 20 min buvo veikiami ksenono Sviesos
Saltinio generuojama UV spinduliuote. Si spinduliuoté buvo 25 Kartais stipresné nei natirali saulés
Sviesa. Skenuojancios elektroninés mikroskopijos metodu nustatyta, kad palyginus su kontroliniu
meéginiu, UV spinduliais veikiamuose plaukuose buvo matomi Zvyneliy pazeidimai, jy krasty
atsilupimai ir daugybé pavirSiaus skyluciy [8]. Taciau Sio eksperimento metu fiziniy pasikeitimy
zvyneliuose nebuvo nustatyta (zr. 3.11 pav.)

3.11 pav. K — natiiraliai balty plauky pavirsius (kontrolé); NK — natiiraliai balty plauky pavir$ius po 20 cikly
Q-Sun (neigiama kontrol¢)

Tolygus produkto padengimas taip pat daro jtaka gautiems rezultatams, todel 3.12, 3.13 ir 3.14 pav.
yra pateikiama visy kompozicijy danga ant natiiraliai balty plauky pavirSiaus.

Galima matyti I kompozijos pertekliy plauko pavirSiuje (3.12 pav.), o tai paaiSkina, kodél kosmetikos
produkto formulé, kurioje néra jokiy UV filtry turi efektingesne apsauga nei kai kurios formulés su
UV filtrais apsaugant keratina, cholesterolio esterius ir vaskus (zr. 3.9 ir 3.10 pav.). II kompozicija,
kurios sudétyje yra vandenyje tirpus, UVB spindulius absorbuojantis UV filtras Parsol® HS, parodé
efektyviausia rezultata apsaugoti plauky lipidus. Sia formuliacija apsaugoto plauko pavirsius
padengtas tolygia plévele, priglaudZiancia Zvynelius.
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3.12 pav. I — natiiraliai balty plauky pavirsius, padengtas I kompozicijos produktu; IT — natiiraliai balty
plauky pavirsius, padengtas II kompozicijos produktu

IIT kompozicija padengto plauko pavirSiuje yra matoma stora, bet ne visai tolygi danga, tarpuose yra
matomi zvyneliai. Tuo tarpu I-B formuliacijos gelis formavo plong ir i§sibarsc¢iusj sluoksnj (zr. 3.13
pav.)

3.13 pav. III — natiiraliai balty plauky pavirsius, padengtas Il kompozicijos produktu; I-B — nattiraliai balty
plauky pavirsius, padengtas [-B kompozicijos produktu

3.14 pav. yra matoma, jog II-B kompozicija formavo plévele, vietomis uzdengiancia zvynelius. Taip
pat buvo nustatyta, kad geriausiag apsauga plauky baltymams suteikusi III-B kompozicija, kurios
sudétyje yra plataus spektro (UVA ir UVB spindulius sugeriantis) lipofiliskas UV filtras Parsol®
Shield, bei 3,43 % raudonojo baziliko kaliaus kulttiros ekstraktas, tvarkingai padengia plauko pavirSiy
produktu — danga buvo stora, plauky zvyneliai visiSkai paslépti.
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3.14 pav. II-B — natiiraliai balty plauky pavirsius, padengtas I1-B kompozicijos produktu; I1I-B — natiiraliai
balty plauky pavirsius, padengtas I1I-B kompozicijos produktu
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4. Rekomendacijy dalis
4.1. Rekomenduojama flavonoidy gavimo aparatiiriné schema

ParuoSiama sterili MS mitybiné terpé, kartu derinant augimo reguliatorius — 3-indolilacto rugstj ir
tidiazurong, bei aminortgst] — L-triptofang (MT/1) ir (S/2). Kartu su steriliomis salygomis
uzaugintomis raudonojo baziliko kaliaus kultiromis (SB/3) maitinamoji terpé yra tiekiama j
fermentatoriy (F/4). Uztikrinant tinkamas salygas Iasteléms augti, prie fermentatoriaus yra
prijungiamas oro kompresorius (OK/4.1) bei oro filtras (OF/4.2). Fermentacijos proceso eigoje nuolat
per oro filtrg (OF2/4.3) yra iSleidZiamas metaboliniams procesams panaudotas oras. Bioprocesui
pasibaigus, kaliaus kultiry suspensija yra centrifuguojama (C/5) ir paSalinus supernatantg —
dziovinama (KKD/6). Gauta sausa biomasé homogenizuojama (KKH/7), o pasiekus vienodo
smulkumo daleles ir naudojant sterily vandenj (DV/8) ir (S2/9) vykdoma ekstrakcija. Ekstrakcijos
metu yra naudojama 60 °C temperatira ir maiSyklé (VEP/10). Po 45 min, gautas miSinys
centrifuguojamas, augalo dalelés perkeliamos ] bioatliekas, arba galima vykdyti pakartoting
ekstrakcija aliejuje, tokiu biidu iSekstrahuojant lipofiliSkus junginius, tokius kaip karotinoidai, o
supernatantui vykdoma mikrofiltracija (MF/12). Po jos galima pradéti flavonoidy — rutino,
kvercetino, kaempferolio, miricetino ir apigenino atskyrimg, naudojant aukSto slégio skysciy
chromatografija (HPLC/13). Atskirtus bioaktyvius junginius reikia laikyti sandarioje saugykloje,
palaikant nuo 4 °C iki -20°C temperattros (priklausomai nuo laikymo trukmés) (ST/14). Pabaigoje
vykdomas pakavimas (P/15), zenklinimas (Z/16) ir kosmetikos produkto, kuriame bus panaudojamas
tam tikras flavonoidas, gamyba (KPG/17).

4.1 lentelé. Aparatiirinés schemos Zyméjimy apibiidinimas

Zyméjimas | Reik§mé Zyméjimas | Reik¥mé

MT/1 Mitybingés terpés paruosimas DV/8 Distiliuotas vanduo

Sr2 Sterilizavimas S2/9 Distiliuoto vandens sterilizavimas

SB/3 Sterili raudonojo baziliko augalo VEP/10 Vandeniniy ekstrakty paruosimas
suspensija

F/4 Fermentatorius C2/11 Centrifugavimas

OK/4.1 Oro kompresorius MEF/12 Mikrofiltravimas

OF/4.2 Oro filtras HPLC/13 Auksto slégio skys¢iy chromatografija

OF2/4.3 Fermentacijos procese panaudoto oro ST/14 Laikymas
filtras

C/5 Centrifugavimas P/15 Pakavimas

KKD/6 Raudonojo baziliko kaliaus kultiiros Z/16 Zenklinimas
dziovinimas

KKH/7 Raudonojo baziliko kaliaus kultiiros KPG/18 Kosmetikos produkto gamyba
homogenizavimas
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1.

ISvados

Eksperimento metu buvo uzauginta 12 skirtingy raudonojo baziliko (Ocimum basilicum var.
purpurascens) kaliaus kultiiry méginiy, kiekvienos morfologinés augalo dalies — Sakny, stieby ir
lapy — biomasé buvo kultivuojama ant 4 skirtingy mitybiniy terpiy, derinant augimo reguliatoriy
3-indolilacto riigsties ir tidiazurono koncentracijas bei aminoriigstj — L-triptofana.

Augimo reguliatoriaus tidiazurono didesné koncentracija (5 mg/l) mitybinése terpése lémé
intensyvesnes raudonojo baziliko (Ocimum basilicum var. purpurascens) kaliaus kultiry
antioksidacines savybes bei sukaupta didesn¢ biologiskai aktyviyjy junginiy koncentracija.
Mitybinés terpés su L-triptofanu tur¢jo jtakos lapy kaliaus kultiroms. Nustatyta, jog ju
vandeniniuose ekstraktuose sukaupta didesné antriniy metabolity koncentracija, nei ekstraktuose
pagamintuose i$ raudonojo baziliko lapy kaliaus kulttiry, uzaugusiy be L-triptofano priedo.

. Atlikus raudonojo baziliko kalias kultiiry taikymg plauky apsaugai nuo UV spinduliuotés,

nustatyta, kad

a) Raudonojo baziliko kaliaus kultiros ekstrakty savybés nebuvo pakankamos efektyviai
apsaugoti plauky baltymus nuo UV spinduliuotés poveikio, taciau ekstrakto derinimas su
organiniu, UVA ir UVB spindulius absorbuojanc¢iu UV filtru gali reikSmingai sustiprinti plauky
baltymy apsauginj poveikj ir padidinti formulés veiksminguma.

b) Dél savo hidrofiliSkumo raudonojo baziliko kaliaus kultiiry ekstraktas neturéjo reikSmingos
itakos plauky lipidams. Lipidy apsauga lémé UV filtry savybés bei tolygus produkto
pasiskirstymas plauko pavirSiuje. Formulé II, tolygiai padengusi plaukg ir turinti stipresnji UVB
spinduliuotg absorbuojantj filtra, kiekybiSkai geriau apsaugojo lipidus nei formulé¢ su plataus UV
spektro filtru.

c) Plauky kosmetikos produkty formules biity galima patobulinti jtraukiant lipofilinius
raudonojo baziliko antioksidantus bei klampumga reguliuojancius komponentus, kurie pagerinty
plauko pavirSiaus padengimg ir skatinty lipidy radikaly neutralizavimg lgsteliy membrany
komplekse.
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