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Santrauka

Vaistineé medetka (lot. Calendula officinalis L.) yra vaistazol¢, naudojama tradicinéje medicinoje gydyti
jvairias akiy, odos ar kitus organizmo sutrikimus. Sio augalo ekstraktuose galima aptikti jvairiy
biologiskai aktyviyjy junginiy, kurie suteikia prieSuzdegiminiy ir antiseptiniy savybiy. Dél ekstremaliy
temperatiiry ir drégmés pokyc¢iy, tarSos, augalai nevienodai kaupia metabolitus, kurie yra naudojami
gamybos pramong¢je. In vitro kaliaus kultiiry auginimas yra perspektyvi technologija, leidZianti jvertinti
biologiSkai aktyviyjy junginiy sintez¢ kaliaus kultiirose ir gerinti jy kaupimasi, naudojant skirtingus
augimo reguliatorius jvairiomis koncentracijomis mitybinéje terpéje. Tyrimo tikslas buvo istirti vaistinés
medetkos (lot. Calendula officinalis L.) fitocheminj, antioksidacinj ir antibakterinj aktyvuma in vitro
kaliaus kultiiry ir in vivo ekstraktuose.

Tyrimy metu buvo naudojama vaistinés medetkos lapy, stieby ir Sakny kaliaus kulttiros, augintos MS
mitybingje terpéje, papildytoje 0,5 mg/L tidiazuronu (TDZ), 0,1 mg/L 3-indolilacto riigstimi (IAR), 0,5
mg/L L-triptofanu ir 0,5 mg/L melatoninu, bei in vivo lapai ir stiebai. SpektrofotometriSkai buvo
jvertinamos fitocheminiy junginiy koncentracijos ir antioksidacinis aktyvumas, kuriam buvo taikomi
DPPH, ABTS, FRAP metodai bei matuojamos redukcinés savybes. Antibakterinis aktyvumas jvertintas
pries E.coli ir B.subtilis, matuojant slopinimo zong. Tyrimo rezultatai rodo, kad tam tikri augimo
reguliatoriy deriniai mitybingje terpéje gali turéti jtakos kaliaus kultlirose esanciy biologiskai aktyviyjy
junginiy sintezei. In vivo lapy ekstraktuose nustatytos didziausios fenoliniy junginiy, fenoliniy riigsciy,
flavonoidy, malondialdehido, chlorofilo a ir b koncentracijos. /n vitro kaliaus kultiiry, augusiy tik TDZ
ir IAR fitohormonais papildytoje terpéje, ekstraktai atskleidé didesnes antocianiny koncentracijas,
superoksido dismutazés aktyvuma ir redukcines savybes. Sakny kaliaus kultiiry, augusiy fitohormonais
ir melatoninu (0,5 mg/L) papildytoje terpéje, ekstraktuose nustatyta didziausia L-prolino koncentracija -
511,48 pumol/g. Didziausias antioksidacinis aktyvumas, pagal DPPH ir FRAP metodus, jvertintas Sakny
kaliaus kultury, augusiy terpéje su TDZ, IAR ir L-triptofanu (0,5 mg/), ekstraktuose. ABTS metodo
tyrimo metu beveik visy ekstrakty antioksidacinis aktyvumas sieké 99 %. Antibakteriniai tyrimai
atskleidé reikSminga E.coli ir B.subtilis aktyvumo slopinimg, kuomet buvo naudojami in vitro kaliaus
kultiiry ekstraktai. Prie§ E.coli didZiausia slopinimo zona nustatyta 1,57 cm, panaudojus lapy kaliaus
kultdiros, augusios MS terpéje su fitohormonais ir melatoninu (0,5 mg/L), ekstraktus. Prie§ B.subtilis
didziausiu slopinamuoju poveikiu pasizyméjo in vivo stieby ekstraktai, taciau reikSmingai slopino ir
Sakny kaliaus kultiiry, augusiy fitohormonais ir melatoninu (0,5 mg/L) papildytoje terpéje, ekstraktai.
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Summary

Calendula officinalis L. 1s a medicinal herb, used in traditional medicine to treat various eye, skin and
other health disorders. Various biologically active compounds can be found in the extracts of this plant,
which provide anti-inflammatory and antiseptic properties. Due to extreme changes in temperature and
humidity, pollution, plants accumulate metabolites, which are used in the manufacturing industry,
unevenly. In vitro cultivation of callus cultures is a promising technology that allows to evaluate the
synthesis of biologically active compounds in controlled environment and to improve their accumulation
by using different growth regulators at various concentrations in the nutrient medium. The aim of the
study was to investigate the phytochemical, antioxidant and antibacterial activity of Calendula officinalis
L. in in vitro callus cultures and in vivo extracts.

The studies used in vitro callus cultures of leaves, stems and roots of Calendula officinalis, grown in MS
nutrient medium, supplemented with 0.5 mg/L thidiazuron (TDZ), 0.1 mg/L 3-indolylacetic acid (IAA),
0.5 mg/L L-tryptophan and 0.5 mg/L melatonin, as well as in vivo leaves and stems. The concentrations
of phytochemical compounds and antioxidant activity were assessed spectrophotometrically, for which
DPPH, ABTS, FRAP methods were applied and reducing properties were measured. Antibacterial
activity was assessed against E. coli and B. subtilis by measuring the zone of inhibition. The results of
the study show that certain combinations of growth regulators in the nutrient medium may affect the
synthesis of biologically active compounds in callus cultures. The highest concentrations of phenolic
compounds, phenolic acids, flavonoids, malondialdehyde, chlorophyll a and b were determined in in vivo
leaf extracts. Extracts of in vitro callus cultures grown in medium supplemented with only TDZ and IAA
phytohormones revealed higher anthocyanin concentrations, superoxide dismutase activity and reducing
properties. Extracts of root callus cultures grown in medium supplemented with phytohormones and
melatonin (0.5 mg/L) showed the highest L-proline concentration - 511.48 pmol/g. The highest
antioxidant activity, according to DPPH and FRAP methods, was assessed in extracts of root callus
cultures, grown in medium with TDZ, IA A and L-tryptophan (0.5 mg/). ABTS method study showed that
the antioxidant activity of almost all extracts reached 99%. Antibacterial studies revealed significant
inhibition of E.coli and B.subtilis activity when extracts of in vitro callus cultures were used. Against E.
coli, the largest inhibition zone was determined to be 1.57 cm, using extracts from leaf callus cultures
grown in MS medium with phytohormones and melatonin (0.5 mg/L). Against B. subtilis, the greatest
inhibitory effect was observed using in vivo stem extracts, but extracts from root callus cultures grown
in medium, supplemented with phytohormones and melatonin (0.5 mg/L), also had significant inhibition.



Turinys

Lentelil SATASaAS...cccvuiiiveiiiiiniinsinsinnstientisssiessnssstessssssssesssssssssssssosssssssssssssssssessssssssessssssssessssssssesssssssssssss 8
PaVeiKSIU SATASAS .uccevrreririrerisssercssencssenessenosssesossssssssasssssasssssasssssasssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssss 9
Santrumpy ir terMiNy SATASAS....ccciveeecssercssseresseressssressssssssssssssasssssasssssasssssasssssassssssssssssssssasssssnsssssassssss 10
TVAAAS cuviiiinniiiniinnricnisnnticsnssnntisssssnsnesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssss 11
1. Literatliros aPZVAaIZa.......cuueicrveicsseresssaresssanssssanssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssnsssssasssssassssss 12
1.1.  Astriniy $eimos augaly YPAtYDES .....cooviiiiiiiieiie ettt e tee et e s e e 12
1.1.1. Vaistinés medetkos (lot. Calendula officinalis L.) ypatybeés ........cccvvvevvrireriieeiniiieenieeeeiee e, 12
1.2.  Kaliaus kultiira - biologiskai aktyviyjy junginiy Saltinis..........cccccveereiierieriiieniieeieenieeieesve e 13
1.3.  Augaly augimo hormonai ir Te€ZUIALOTIAL ........eecvieriieiieeiieiie ettt eee et eve e e seneeeeens 13
0 S A & 41 1 (0 ) 11 1O OO PUTSPRRRPIO 14
1.3.2. MELAtONINGS ...oouiiiiiiiiiieieeeet ettt sttt et b et st sb bttt et 14
1.4. Biologiskai aktyviis junginiai vaistinés medetkos in vitro ekstraktuose ...........ccceeevveniencnnnene. 15
1.4.1. PN 18 (0] e 2 L OO PPR PSP 15
1.4.2. Superoksido dISIULAZE .........ccveeiiiiiiiiie ettt et s e e et eesb e e e sereeesaseeesseeenseeennns 16
1.4.3. KATOtINOTAAT ..ttt ettt st e bbbt b ae e 17
1.4.4. Redukuotas glutationas (GSH) ......cc.eeieiiiiiiiee et 17
1.4.5. ANTOCTANINAL. ...ttt ettt et ettt et e e aeeeab e e sate e bt e sabeeabeeesbeeabeesabeebeeeabeenbeesnbeenbeeenne 18
1.4.6. Fenolinial JUNZINIAT.......c.ueeeiiiiiiieeciieecite ettt e e sae e et e e beeeseaeeennaeeeaseeensseesnseeeneeas 18
1.4.7. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas augaliniuose ekstraktuose ...........cccoeveeeereeniercreennnenne. 19
1.4.8. Antibakterinis aktyVUIMAS ......cceeeiiiiriiieiieiieeiie ettt e e eesaeeebeesaaeenbeessneenseens 19
1.5.  Vaistinés medetkos aktualumas pramong€je ...........cceeeieriierieniienie et 20
1.6.  Literatiiros apzvalgos apibendrinimas ...........c.eeeuierieeiiieriiteiieeieesiee et esee et sere e e seeebeeseneenseens 21
2. MedzZiagos ir tyrimuy MetOdAi......ccceverrveiesiinsernsninsniesssnsssicsssisssnesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 22
2.1, TYTIMO ODJEKLAS ..ottt ettt ettt e st et e et e e seeeenbeesaeeenbeesseesareens 22
2.2.  Bendryjy fenoliniy junginiy koncentracijos NUStAtYMAS ........cccveerieerieeriienieenieeiee e eieesiee e 22
2.3.  Bendrosios fenoliniy rig8¢iy koncentracijos NUSTALYMAS .......cccueerueeriieeriieeiienieeiee e eiee e 23
2.4.  Flavonoidy Koncentracijos NUSTALYIMNAS ........eeerueeeeriieeeiieeeiieeeiieesieeesreeessseeessreeessseeesssesessseesnseens 23
2.5. Bendrosios antocianiny koncentracijos NUStAtYMAS .......cccveeerveeeriieeeiiieeeiieesieeeereeesereeeseveeeneens 24
2.6.  Redukuoto glutationo (GSH) NUStAtYMAS......ccceeiiiiiiiiieeiiie ettt e e e e seaee e 24
2.7.  L-prolino koncentracijos NUSLALYIMNAS .........c.eeeriuieirieeerieeesieeesieeeireeeteeesareesseeessseeensseeensseesnseens 25
2.8.  Malondialdehido (MDA) koncentracijos NUSTAtYMAS. .........eeeruveeerueeersieeeniereenieeenreeenereeennveeennens 26
2.9.  Fermento superoksido dismutazés (SOD) aktyvumo NuStatymas ..........c.eeevverveeeveeneeenneenveennnens 26
2.10. Antioksidacinis aktyvumas pagal DPPH metodg ...........ccoooiiiiieiiiniiiniiciieeeeee e 27
2.11. Antioksidacinis aktyvumas pagal FRAP metodg ..........cccceeviiieiiiniiiiieieceeeeee e 28
2.12. Antioksidacinis aktyvumas pagal ABTS metodg ........ccocveeviiiiieniiiiiienieciieeeeee e 28
2.13. Baltymy koncentracijos NUStAtYMAS ........c.ceeiieriierieeiienieeiee ettt 29
2.14. Pigmenty (chlorofilo a ir ) koncentracijos NUStAtymas...........ccoceevereeeienieenenieeneeneeieneene 30



2.15. Antibakterinio aktyvumo NUSTALYMAS ......ccccveieriiieiiieeciie et e e e e eereeeeaeas 30

3.  Tyrimy rezultatai ir jUu aptarimas .......c.eccceiecnnninnsncnssnncsssensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 31
3.1.  Bendryjy fenoliniy junginiy koncentracijos JVErtinimas .............cceeeveerreereeeiueeneeenreenneenneennneenne 31
3.2.  Bendryjy fenoliniy rig8¢iy koncentracijos JVErtinimas ...........cueeeveeeveerreereeerieeneeenneenneenseesnneenne 31
3.3.  Flavonoidy koncentracijos JVEItINIMAS.........c.eecueerieerieerieeiiesieesteeseeereeseeeeseessaeeseeseneenseessseenne 32
3.4. Bendryjy antocianing koncentracijos IVEItINIMAS .........ccueerveerveeriienieeriienieesieeseeeseesneeseesnneenne 33
3.5.  L-prolino Koncentracijos JVEITINIMAS .........cecuueerueerieerteeniieeieesteeieeseeeeseeseeeeseessaeeseessnesnseesnseenne 33
3.6.  Redukuoto glutationo (GSH) koncentracijos IVErtinimas .............ccccueevueereeesieenieenieeneeeeeeneneenne 34
3.7.  Malondialdehido (MDA) koncentracijos IVEItinimas...........cccveeueerueeeieeenieesieesieeeeeseeeseeesneeenne 35
3.8.  Superoksido dismutazés (SOD) aktyvumo JVETtinImMas.........cceeerueerueeerieerieerieesieeieesee e 36
3.9.  Antioksidacinis aktyvumas DPPH metodu...........cccooviiiiiiiiiiiiecieccee e 37
3.10. Antioksidacinis aktyvumas FRAP Metodu..........coocuviiiiiiiiiiiiieeeeee e 37
3.11. Antioksidacinis aktyvumas ABTS mMetodu.........cccvveiiiieeiiiiiiiieee e 38
3.12. Redukciniy Savybiy JVEITINIMAS ....ccvvieeiiieeiieeeiie ettt eeieeeeeee et e eereeesreeesaseeesaeesneeeenneas 39
3.13. Baltymy koncentracijos JVETtINIMAS .........cccuueerureeriieeniieeniieenieeesseeesireeesneesneseesnsseesnsneesnneens 39
3.14. Chlorofily a ir b koncentracijos JVEIrtiNIMAS............cccveerreerriierieenieeneeeiteeniieeseeneeeeneessaeeseesenes 40
3.15. Antibakterinio aktyVumo JVETtINIMAS ......c.eevvreruierieeiiienieeree et eite e sieeete e ieeebeeseaeereessee e 42
4. Rekomendaciju dalis ....c.ccceeveiercrrinssninssnninssnnecsssnessssnessssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 44
ISVAAOS c.uuennicnriiiitiiticiistecnicniseissisesssnesssesssssesssesssessssssessssssssssessssssssssesssessssssesssesssssssssseessesssssssssssssess 46
LIteratliros SATASAS ..cccvecreesseesenssecssecsansesssncssessasssesssessasssecssessasssesssesssssssessessssssessssssssssasssasssessasssssssssasss 47



Lenteliy sgrasas

2.1 lentelé. Vaistinés medetkos in vitro auginimo terpés........

4.1 lentelé. Aparatiirin€je schemoje naudojamy daliy sarasas



Paveiksly sarasas

1.1 pav. Vaistin¢ medetka (lot. Calendula officinalis L.) [9] ..cceeeeieiiiiiiiiieeeeeeeee e 12
1.2 pav. L-triptofanas [19] .....oee oottt e st e e e e e e e nbe e e naeeenreeennes 14
1.3 paV. Melatoninas [27].....cccuieeiieiieeieeiie ettt ettt et e st steesteeesbeeseesnbeessaeesbeensaeenseennaeenbeennas 15
2.1 pav. Tanino riigsties Kalibraciné Kreive ...........cooeiiiiiiiiiiiiiiiicececece e 22
2.2 pav. Kvercetino Kalibracing KrelvVeE.........cccuiieiiiieiiiieiiecicece ettt e e e 24
2.3 pav. Redukuoto glutationo kalibraciné Kreive...........cocueevuieriiiiiieniieiieeie e 25
2.4 pav. L-prolino Kalibracing KICIVE ...........cccuiiiiiiieiiiieeiie ettt et e e e eve e e saveeeeveeenaeeenneas 25
2.5 pav. Albumino Kalibracing KreIvVE ..........cccuiiiiiiiiiiiiciiecee et 27
2.6 pav. Gelezies sulfato kalibracing Kreive..........ooovieiiiiiiiiiieiieeiece e e 28
2.7 pav. Albumino Kalibracing KIreive ..........ccoociiiiiiiiiiiiiiiiiieecieeteee ettt 29
3.1 pav. Bendryjy fenoliniy junginiy koncentracijos JVETtinimas ............ccueeervveeerureenireeeniueeenveessveesnnnens 31
3.2 pav. Bendryjy fenoliniy rigsciy koncentracijos JVertinimas ..........c.eeeeeeeveerieeeireenreesieeneeereesnesnneens 32
3.3 pav. Flavonoidy koncentracijos JVErtinimas.........c..cecuereeruerienieenienieneenieeeesieesie st 32
3.4 pav. Bendryjy antocianiny koncentracijos JVETTINIMAS ....c.eeerveeerieeeiereeiieeeesireesreeesneeesereesnsveesnneens 33
3.5 pav. L-prolino koncentracijos IVETTINIMAS .........eeuieruierieeriresieenieeerteenteeeseesseesseesssesseessnesseessnesnseens 34
3.6 pav. Redukuoto glutationo (GSH) koncentracijos JVErtinimas ...........cceeceereeeieeneesnieeneeenieeseeeeens 35
3.7 pav. Malondialdehido (MDA) koncentracijos JVEItiNIMAs ..........cc.eeeruveeerieeeniireenirieenireeenereeennveeeneens 36
3.8 pav. Superoksido dismutazés aktyvumo JVEITINIMAS .......ceeeevieruieeiueeniieriienieeieenreeieesneeseesneeseens 36
3.9 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH metodu............c.coceeiiiiiniiiiniiniiiiicce 37
3.10 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas FRAP metodu ..........cccocvveeviiiniiiiciiieeieee e, 38
3.11 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ABTS metodu ...........cccceeeiviiiiiiiniiiiieieeceieee 38
3.12 pav. Redukciniy Savybiy JVEIINIIMAS ......c.eeeieviieeiirieiieeseeeesieeesieeeeieeeeteeessseeesreeeseseeesssesesssessnseens 39
3.13 pav. Baltymy Koncentracijos JVETTINIMAS .........ccccueeerveeeiieeeiieeesieeesieeeeseeeesseeessseeessveeessseeessseesnseens 40
3.14 pav. Chlorofilo a koncentracijos IVEItiNIMAS ...........ccceerverriierieniieenieeiieeseeereeneeeseseessaeesseesnesnsnens 41
3.15 pav. Chlorofilo b koncentracijos JVETtinImas ..........c.coeeruereerieenienienienieeteseeste ettt 41
3.17 pav. Antibakterinio aktyvumo prie$ E. coli it B. subtilis [VETtiNIMAS ..........cceeevrveerireeerreeerreeennen 42
3.18 pav. Lapy kaliaus kultiiry, augusiy MS terpéje su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir melatoninu
(0,5 mg/L), ekstrakty antibakterinis aktyvumas prie§ E. COl ........cccuevuiriiiniiiiiiiiiieiieeieeeeee e 43
3.19 pav. Sakny kaliaus kultiiry, augusiy MS terpéje su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir melatoninu
(0,5 mg/L), ekstrakty antibakterinis aktyvumas prie§ B. SUDLILLS ........c...cceeeueeveercieeiieeiieiieeie e, 43
4.1 pav. L-prolino gavimo i§ Calendula officinalis L. kaliaus kultiiry aparatiiriné schema ................... 44



Santrumpy ir terminy sarasas

Santrumpos:

ABTS — 2,2¢-azino-bis-(3-etilbenzotiazolino-6-sulfonriigsties) dinatrio druska;
BHA - butilintas hidroksianizolis;

BHT - butilintas hidroksitoluenas;

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

FRAP — gelezies redukcijos antioksidaciné galia;

GSH - redukuotas glutationas;

IAR — 3-indolilacto riigstis;

MDA — malondialdehidas;

MS — Murashige ir Skoog terpé;

NADP- nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas;

NADPH - redukuota nikotinamido adenino dinukleotido fosfato forma;
O.v. — optiniai vienetai.

ROS — reaktyvieji deguonies radikalai;

SOD - superoksido dismutazg;

TDZ — tidiazuronas.
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Ivadas

Augalai medicinos ir maisto pramonéje visada buvo laikomi svarbiais. Pagal Pasaulio sveikatos
organizacija (angl. World Health Organization), daugiau kaip 80 % pasaulio populiacijos vis dar pasitiki
tradicine medicina — augalinémis gydymosi priemonémis [1]. Viena i§ daznai naudojamy vaistazoliy yra
vaistiné medetka (lot. Calendula officinalis L.), priklausanti astriniy Seimai. Medetkos ziedy, lapy ar
stieby ekstraktai naudojami kaip natiirali gydymosi priemong ir yra jvairiy kosmetikos gaminiy sudétyje
[2]. 2025 metais vaistine medetka buvo iSrinkta Lietuvos vaistiniu augalu. Medetka pasizymi
prieSuzdegiminémis, antioksidacinémis, antibakterinémis savybémis [3]. Jos ekstraktuose yra daug
vertingy antriniy metabolity, kurie lemia medetkos ekstrakty veiksmingumg gydymo metu.

Augaly biotechnologijos metodais, panaudojant ir modifikuojant augaly lasteles ar audinius, galima
1Sgauti norimus kiekius biologiskai aktyviyjy medziagy. Vienas i§ metody yra kaliaus kultiiry auginimas.
Augalo skirtingos dalys, tokie kaip lapai ar stiebai, steriliomis sglygomis yra auginamos iki kol
susiformuoja kaliaus kultiira — nediferencijuoty lasteliy masé. Siai in vitro technologijai biidingi dideli
privalumai: antriniy metabolity kaupimas, spartus dauginimas, poliploidy gavimas ir genetinés
transformacijos galimybés [4]. Pavyzdziui, 2024 metais atliktas in vitro tyrimas su Acacia modesta
pumpury kaliaus kulttiromis atskleidé didesnius fenoliy, flavanoidy kiekius bei stipresnes antibakterines
ir antioksidacines savybes, lyginant su tiriamojo augalo in vivo ekstraktais [5].

Mitybiné terp¢, kurioje kultivuojamos kaliaus kultiiros, yra papildoma jvairiais augimo hormonais,
siekiant uztikrinti efektyvy ir greita kaliaus kultiiros lasteliy dalijimasi. Siuo metu didéja susidoméjimas
melatoninu ir L-triptofanu, kaip mitybinés terpés egzogeniniais priedais. Nors mokslinéje literattiroje
apraSomas jy individualus poveikis in vitro technologijose, vis dar triikksta tyrimy, jvertinanciy jy
tarpusavio sgveikg ir suderintg poveik]j antriniy metabolity sintezei kaliaus kulttrose.

Darbo tikslas — iStirti vaistines medetkos (lot. Calendula officinalis L.) kaliaus kultiry in vitro ir
tiriamojo augalo in vivo ekstrakty fitochemines, antioksidacines ir antibakterines savybes.

Darbo uzdaviniai:

1. nustatyti bendryjy fenoliniy junginiy, fenoliniy rigsciy, flavonoidy, antocianiny, L-prolino,
redukuoto glutationo, malondialdehido koncentracijas ir superoksido dismutazés aktyvuma
vaistinés medetkos kaliaus kultiiry in vitro ir in vivo ekstraktuose;

2. nustatyti vaistinés medetkos kaliaus kultiiry in vitro ir in vivo ekstrakty antioksidacinj aktyvuma
DPPH, FRAP, ABTS ir redukciniais metodais;

3. nustatyti baltymy, karotinoidy, chlorofily a ir b koncentracijas vaistinés medetkos kaliaus
kultury in vitro ir in vivo ekstraktuose;

4. nustatyti vaistinés medetkos kaliaus kulttiry in vitro ir in vivo ekstrakty antibakterinj aktyvuma
pries Bacillus subtilis ir Escherichia coli bakterijas.
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1. Literaturos apZvalga
1.1. Astriniy Seimos augaly ypatybés

Astriniy Seimai (lot. Astericeae) priklauso daugiau nei trisdeSimt du tiikstanciai augaly rusiy, kuriy
dauguma yra Zinomos kaip vaistazolés, naudojamos gydyti jvairius sveikatos sutrikimus. Siai $eimai
priklauso daug zinomy genciy, tokiy kaip medetka (lot. Calendula), kiaulpiené¢ (lot. Taraxacum), eziuolé
(lot. Echinacea) ir kraujazolé (lot. Achillea). Astriniy Seimos vaistazolés pasiZzymi prieSuzdegiminémis,
antibakterinémis ir antioksidacinémis savybémis, tod¢l mokslininkai tiria jy ekstraktus, siekdami
nustatyti biologiSkai aktyviuosius junginius ir pritaikyti juos vaisty, funkciniy maisto produkty ar
kosmetikos gamyboje [1,6].

Astriniy Seimai priklausantys augalai yra plac¢iai randami jvairiose ekologinése buveinése — miSkuose,
aukstikalniy pievose ir miesty Zaliosiose erdvése, reCiau aptinkami tropikuose [1]. Pagrindinis Sios
Seimos skiriamasis bruozas yra graizas — ziedynas, sudarytas i§ daugybés tankiai susitelkusiy bekociy
ziedy. Ziedyna juosia skraistalapiai, sudarantys apsaugine skraiste [7]. Manoma, kad $i $eima kilo
pietin¢je Piety Amerikos dalyje, 1§ kurios viduriniojo eoceno epochos metu isSplito | Azijg ir Afrika, per
Siaurés Amerika. Eoceno pabaigoje prasidéjo intensyviausias $eimos plitimo ir jvairovés didéjimo
etapas, kuomet i§ Afrikos ji pasieké beveik visus zemynus, iSskyrus Antarktida. Siaurés Amerikoje
susiformavo dauguma Siandien egzistuojanciy genciy [8].

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

Vaistin¢ medetka (lot. Calendula officinalis L.) yra vaistazolé, pasizyminti ryskiais oranzinés spalvos
ziedais bei aromatingu kvapu (1.1 pav.). Sis augalas natiiraliai auga centrinéje ir pietinéje Europoje, ryty
Azijoje bei Jungtinése Amerikos valstijose [2].

1.1 pav. Vaistiné medetka (lot. Calendula officinalis L.) [9]

Gydymui vaistiné¢ medetka yra naudojama nuo XIII amziaus. Kremai ir kompresai su $io augalo ekstraktu
buvo naudojami gydyti zaizdoms, nudegimams ar kitoms odos problemoms [10]. Senovés medicinoje
medetka buvo laikoma gydomuoju augalu, kadangi pasiZzymeéjo prieSuzdegiminémis, antiseptinémis,
skausmg malSinanciomis savybémis ir gal¢jo buiti naudojama siekiant pagerinti sveikatg bei pablogéjusia
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organizmo biiklg. C. officinalis ekstrakty gérimai naudojami burnai skalauti, akis plauti, odos bérimams
mazinti ar konjunktyvitui gydyti [6].

Vaistinés medetkos ekstraktuose nustatyta daug biologiskai aktyviyjy junginiy, kurie yra atsakingi uz
gydomasias savybes ir gali biiti naudojami naujy produkty gamyboje. Atlikti fitocheminiai tyrimai
atskleidzia terpenoidy, flavonoidy, kvininy, karotinoidy ir aminortig§¢iy buvima [2]. Augaly audiniy
kultiry geb¢jimas sintetinti ir kaupti tuos pacius biologiskai vertingus cheminius junginius kaip ir
natiiraliomis saglygomis auganc¢iy augaly, buvo nustatytas atsiradus in vitro technologijoms. Kai kuriais
atvejais nustatyta, kad tam tikry antriniy metabolity koncentracija kaliaus kulttirose gali biiti didesné, nei
tos pacios augaly riisies, augusios nattraliomis sglygomis [11].

1.2. Kaliaus kultiira — biologiSkai aktyviuju junginiy Saltinis

Kaliaus kultiira yra auginama i§ jvairiy augalo daliy - Sakny, lapy, stieby ar ziedy. Augalo audinio
eksplantai steriliomis sglygomis auginami in vitro terpéje, papildytoje augimo hormonais. Palaipsniui
augdami jie formuoja nediferencijuoty lasteliy mas¢ — kaliaus kultiirg. Kaliaus kultiiros gali biiti
naudojamos tvariai ir didelés apimties antriniy metabolity gamybai farmacijos, kosmetikos ir maisto
pramongje. Vaistiniy augaly kaliaus kulttiros pasizymi biologiskai aktyviomis medziagomis, kurios gali
biti naudojamos jvairioms ligoms gydyti [12].

Verta paminéti, kad kaliaus kultiiry lgstelés geba diferencijuotis ir iSaugti j augala. Vadinasi Sig
technologija galima naudoti mikrodauginimui — identiSky augaly kopijy su pageidaujamomis savybémis
gauti. Be to, kaliaus kultiiry taikymas pramong¢je ir moksliniuose tyrimuose prisideda prie rety ar |
Raudonagja knygg itraukty augaly riSiy apsaugos, nes biologiskai aktyviyjy junginiy gamyba gali biiti
vykdoma kontroliuojamomis in vitro saglygomis, neeksploatuojant natiiraliy augavieciy [12]. Pavyzdziui,
didéjanti rozmarino riigSties paklausa lémé masinj Zataria multiflora rinkima i§ natiiraliy buveiniy ir §ios
risies populiacijos sumaze¢jima. Atsizvelgiant | tai, in vitro technologijos, tokios kaip kaliaus kultiiros,
laitkomos perspektyvia alternatyva ne tik augaly genetiniams iStekliams iSsaugoti ar galimoms
natiiralioms buveinéms atkurti, bet ir tvariai bei ekonomiskai efektyviai antriniy metabolity gamybai
[13].

1.3. Augaly augimo hormonai ir reguliatoriai

Vaistazoliy reik§minguma lemia jy cheminé sudétis, ypac antriniy metabolity koncentracija. Siy junginiy
sintez¢ ir kaupimasis augaluose priklauso nuo jvairiy aplinkos veiksniy, kurie gali tiek skatinti, tiek
slopinti jy gamyba. Augimo reguliatoriai yra junginiy grupé, apimanti natralius ir sintetinius junginius,
kurie veikia augalo augimg. Jy taikymas augaly kaliaus kultiiry kultivavime yra itin svarbus siekiant
padidinti biologiskai aktyviy junginiy koncentracijg ar paskatinti augima [14].

Antriniy metabolity sintezé kaliaus kultiirose daznai yra labai maza, tod¢l mitybiné terpé turi biiti
atitinkamai papildyta augimo hormonais — auksinais, citokininais ir giberelinais [12]. Auksinai ir
citokininai skatina lgsteliy ilgejima ir dalijimasi, dél to dazniausiai yra naudojami kartu mitybinéje
terpéje [14,15]. Gibereliny grupei priklauso daugiau nei Simtas junginiy, kurie skatina stieby ir tgliy
augimg bei ramybés biisenos nutraukimg. Dazniausiai augaly audiniy kultirose naudojama giberelino
rigstis [15]. Tidiazuronas (TDZ) yra sintetinis augimo reguliatorius, pasizyminti citokininams artimu
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aktyvumu — skatina lgsteliy dalijimasi, kaliaus kultiiry formavimasi [16]. Augimo reguliatoriai reguliuoja
metabolinius kelius, atsakingus uz antriniy metabolity sinteze [14]. Fitohormony koncentracija yra
pagrindinis veiksnys, lemiantis antriniy metabolity kaupimasi in vitro kulttrose.

1.3.1. L-triptofanas

L-triptofanas (1.2 pav.) yra aromatiné¢ aminoritigstis, kuri baltymy sintezés metu jsijungia ] baltymy
struktiirg ir dalyvauja augaly metabolizme. Sis junginys sudaro struktiirinj pagrinda daugumai antriniy
metabolity, jskaitant auksinus, alkaloidus, gliukozinolatus, indolaminus [17]. Si aminoriigitis naudojama
zemes tikyje gerinti paseliy augima. Kai kurioms zemés iikio kultiiroms, tokioms kaip kvieciai, morkos
ar pomidorai, naudingiau jsisavinti azotg i§ aminoriig§¢iy, negu i$ nitraty, amonio jony ar biologiskai
fiksuoto azoto. Tokiu biidu augalas sunaudoja maZiau energijos. Taip pat, purSkiant paselius L-triptofanu,
didinamas fotosintezés efektyvumas, lasteliy gebéjimas jsisavinti vandenj ir maistines medziagas i
dirvozemio, teigiamai veikiant derliy [18].

OH
NH>

I=

1.2 pav. L-triptofanas [19]

In vitro biotechnologijose L-triptofanas veikia kaip kaliaus kultiry augimg skatinanti medziaga.
Atliktame tyrime, kai kaliaus kultiroms mitybinéje terpéje truko cinko, nustatyta, kad egzogeninis
triptofanas veiké kaip augimg skatinanti medziaga. Kada cinkas buvo pasalintas i§ mitybinés terpés,
kaliaus kultiiry SvieZios masés prieaugis ir auksino aktyvumas smarkiai sumaz¢jo. Terpés papildymas L-
triptofanu atstaté lasteliy augimg, nurodant, kad $i aminoriigStis gali i§ dalies kompensuoti auksino
trukumg [20]. Skirtingos aminoriigstys, kaip egzogeniniai priedai mitybinéje terpéje, gali turéti skirtinga
poveikj kaliaus kultiiros biomasei ir antriniy metabolity gamybai [21].

1.3.2. Melatoninas

Melatoninas (1.3 pav.) yra naturaliai augaluose randamas augimo reguliatorius, reguliuojantis augaly
cirkadinj ritma, in vitro morfogenezg, dalyvaujantis reaktyviyjy deguonies ir hidroksilo radikaly
skaidyme [22,23]. Pirmg karta melatoninas, kaip nattralus junginys, buvo rastas Zinduoliuose. Jo
biosinteze, tiek augaluose, tiek gyviinuose prasideda nuo triptofano, kurio prieinamumas lemia, ar
metabolizmo metu bus gaminamas melatoninas, ar serotoninas [24]. Melatoninas veikia kaip
antioksidantas bei signaliné molekulé, kuri esanti kaliaus kulttiros mitybinéje terpéje gali labai pagerinti
kaliaus formavimasi ir augima [25,26].
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1.3 pav. Melatoninas [27]

Atliktuose tyrimuose su augalais yra nustatyta teigiama melatonino jtaka, didinant augalo atsparuma
patiriamam stresui nuo sausros, aukSty temperatiiry, radiacijos ir cheminio uzterStumo [23]. Taip pat
pastebétas teigiamas poveikis antriniy metabolity sintezei. Tyrimuose su baziliko lapy kaliaus
kultiiromis, uzaugintomis mitybin¢je terpé€je su melatoninu, buvo nustatytos didesnés fenoliniy junginiy
ir rozmarino riigSties koncentracijos [28]. Paminétina, kad s¢jamosios pipirnés (lot. Lepidium sativum
L.) kaliaus kultiros pasizyméjo didesne polifenoliniy junginiy koncentracija, reiskiancia didesni
antioksidacinj aktyvuma [22]. Skatinamasis melatonino poveikis yra siejamas su jo gebéjimu skaidyti
reaktyvigsias deguonies ir azoto formas, stimuliuoti auksino sintez¢ ir reguliuoti antioksidantiniy
fermenty aktyvuma [25].

1.4. Biologiskai aktyvieji junginiai vaistinés medetkos in vitro ekstraktuose

Augaly kaliaus kultiiry geb¢jimas sintetinti ir kaupti tuos pacius biologiskai vertingus junginius, kaip ir
nattiraliomis sglygomis augantys augalai, buvo jvertintas atsiradus in vitro technologijoms. Kai kuriais
atvejais nustatyta, kad tam tikty antriniy metabolity koncentracija kaliaus kultiiry ekstraktuose gali biiti
didesné¢, nei tos pacios augaly riisies, augusios natiiraliomis salygomis [11].

1.4.1. Antioksidantai

Deguonis yra svarbiausias elementas, palaikantis aerobiniy organizmy gyvybe Zeméje. Vis délto, maZoji
jo dalis atmosferoje virsta reaktyviaisiais deguonies radikalais, kurie, dél jiems budingo didelio
reaktyvumo ir nestabilumo, sukelia Zalg visiems organizmams [29]. Laisvaisiais radikalais yra laikomi
atomai, molekulés ar jonai, turintys laisvg elektrong. Jie gali susidaryti i§ deguonies, azoto arba sieros.
Reaktyviosios deguonies formos (ROS), tokios kaip superoksidas, hidroksilo, peroksilo, alkoksilo
radikalai ir azoto oksidas, kilusios i§ deguonies laisvyjy radikaly, yra labai reaktyvios ir paZeidziancios
netoliese esanciy lasteliy molekules [30].

Natiiraliis antioksidantai apsaugo organizmg nuo Sirdies ir kraujagysliy ligy ar véziniy susirgimy.
Daugiausiai antioksidanty yra nustatoma vaisiuose, darZzovése, sékly aliejuose, vaistazolése,
prieskoniuose ar jvairiuose gérimuose (arbata, kava, raudonasis vynas, alus). Sintetiniai antioksidantai
yra daznai naudojami kosmetikos bei medicinos pramonéje dél didesnio ir stabilesnio aktyvumo bei
zemos kainos [31]. Butilintas hidroksitoluenas (BHT) ir butilintas hidroksianizolis (BHA) yra sintetiniai
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antioksidantai, daznai naudojami maisto produktuose, siekiant pailginti galiojimo laikg. Ta¢iau manoma,
kad Sios medziagos gali daryti Zalg sveikatai [32]. Didéjant susirtpinimui dél sintetiniy junginiy
neigiamo poveikio organizmui, auga visuomenés susidoméjimas natiraliais biologiSkai aktyviais
junginiais ir jy panaudojimu maisto, farmacijos ar kosmetikos pramon¢je [31].

Stresa audiniy kulttrose sukelia in vitro auginimo salygos, tokios kaip augimo hormony ar reguliatoriy
koncentracijos, Sviesos intensyvumas, drégmé bei aeracijg. D¢l to kaliaus kultiiros daznai aktyvuoja
fiziologinius procesus, lemiancius reaktyviyjy deguonies formy susidaryma ir antriniy metabolity sinteze
[4]. Vienas i§ patiriamo streso augalo lgstelése pozymiy yra padidé¢jusi malondialdehido (MDA)
koncentracija, lemianti suintensyvejusig lipidy peroksidacijg [26,33]. Tyrimai, kuriuose | mitybing terpe
buvo jterptas melatoninas, atskleidé rysky jo antioksidacinj poveiki Saussurea orgaadayi L. kaliaus
kultury ekstraktuose, kuomet reik§mingai sumaz¢jo lipidy peroksidacijos intensyvumas, jvertintas pagal
MDA koncentracija, ir padidé¢jo L-prolino koncentracija [34]. Prolinas augaluose reguliuoja osmosing
pusiausvyrg ir padeda stabilizuoti tarplastelines struktiras, tokias kaip membranos ir baltymai. Taip pat
Jjis padeda neutralizuoti laisvuosius radikalus ir reguliuoti NADP/NADPH santykj, kuris yra bitinas
optimaliai medziagy apykaitai palaikyti [35]. 2004 metais buvo atliktas vaistinés medetkos ekstrakto
antioksidacinio aktyvumo in vitro tyrimas. Nustatyta, kad ekstraktai geba neutralizuoti superoksido ir
hidroksilo radikalus, slopinti lipidy peroksidacija. Taip pat, ekstraktas efektyviai neutralizavo ABTS ir
DPPH radikalus [36].

Antioksidantai pagal poveikj yra skirstomi i du tipus — fermentinius ir nefermentinius. Fermentiniai
antioksidantai dalyvauja reaktyviyjy deguonies formy Salinime, versdami vandenilio peroksidg (H202)
vandeniu. Nefermentiniai antioksidantai yra mazos molekulés, kurios atiduodamos elektrong arba
vandenilio atomg, stabdo oksidacines grandinines reakcijas, taip slopindamos H20: virtima
reaktyviaisiais radikalais [37]. Ji skirstoma j dvi pagrindines grupes - vandenyje netirpius antioksidantus
(tokoferoliai ir karotinoidai) ir vandenyje tirpius antioksidantus, tarp kuriy yra glutationas (GSH) ir
jvairiis fenoliniai junginiai. Sie antioksidantai veikia skirtingose lgstelés organelése ir tarpusavyje
sgveikaudami sudaro integruotg apsauging sistema, palaikancia lgstelés redokso pusiausvyrg ir ribojancig
reaktyviyjy deguonies formy kaupimasi [35].

1.4.2. Superoksido dismutazé

Superoksido dismutazé (SOD) katalizuoja superoksido radikaly (O27) disociacijg j deguonj (O2) ir
vandenilio peroksida (H202) [38]. Sis fermentas yra oligomerinis baltymas, kurio katalitinei veiklai
biitini metalo kofaktoriai, tokie kaip manganas, geleZis, varis ir cinkas. Siy metaly buvimas lemia SOD
gebeéjimg efektyviai dalyvauti Igstelés antioksidacinés gynybos sistemoje [35]. Augaluose aptinkamos
trys superoksido dismutazés izoformos, kurios skiriasi prisijungusiu metalo kofaktoriumi ir vieta
lastel¢je. Mangang turinti SOD (Mn-SOD) aptinkama mitochondrijose — pagrindinéje lastelés energijos
gamybos vietoje. Mn-SOD naudoja mangano jonus, kaip kofaktorius, ir yra biitina mitochondrijy
apsaugai nuo oksidacinio streso [35]. Vario ir cinko SOD (Cu/Zn-SOD) randama citozolyje ir
chloroplastuose, kur saugo tiek fotosintetinius organoidus, tiek citoplazma nuo oksidacinio streso. Gelezj
turinti SOD (Fe-SOD) randama tik chloroplastuose. Si izoforma pasizymi tetradentine struktiira —
gelezies jonas fermento aktyviojoje vietoje yra koordinuojamas trijy histidino ir vienos aspartato
aminorigsciy liekany, kurios stabilizuoja metalo jong ir uztikrina katalitinj aktyvuma [35,38].
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In vitro salygomis augancios augalo lastelés patiria stresg, dél to padidéja reaktyviyjy deguonies formy.
Atliktame tyrime su azijinio krino kaliaus kultiromis, buvo nustatyta padidéjusi superoksido dismutazés
koncentracija, zyminti patiriant] oksidacinj stresg [39]. PanaSiis rezultatai nustatyti ir tyrime su
s¢jamosios pipirmés kaliaus kultiira, auginta melatoninu papildytoje terpéje, kuomet padidéjes
superoksido dismutazés aktyvumas siejamas su melatonino gebéjimu stiprinti antioksidacing apsauga
[22].

1.4.3. Karotinoidai

Karotinoidai yra lipofiliniai junginiai, kaupiami augaly plastidziy membranose ir veikiantys kaip
antioksidantai. Karotinoidy grupei priklausantis B-karotinas, likopenas ir luteinas skaido peroksilo ir
hidroksilo radikalus, mazindami lipidy peroksidacija. Jy antioksidacinés savybés yra siejamos su
perteklinés Sviesos energijos vertimu j Siluma, iSvengiant reaktyviyjy deguonies radikaly kaupimo [35].

Kaliaus kultiirose, kurioms buidinga chloroplasty stoka, karotinoidai atlieka svarby vaidmenj mazindami
oksidacinj stresa. Pavyzdziui, pomidoro (lot. Lycopersicon esculentum L.) kaliaus kultiros ekstraktuose
buvo nustatytas karotinoido likopeno, pasiZyminciu intensyviu laisvyjy radikaly neutralizavimu,
kaupimasis [40]. Taip pat tyrimai su stresg patirianc¢iomis kaliaus kultiiromis, pavyzdziui, melatoninu
apdorotomis Salvia genties augaly kaliaus kultiiromis, parodé padidéjusj karotinoidy kiekj, kuris
koreliavo su sustipréjusia reaktyviyjy deguonies formy detoksikacija [35].

1.4.4. Redukuotas glutationas (GSH)

Redukuotas glutationas (GSH) yra tripeptidas, susidarantis i§ glutamino, cisteino ir glicino. Sis
antioksidantas atlicka esminj vaidmenj mazinant reaktyviyjy deguonies formy (ROS) kiekj, pazeisty
baltymy atstatyme ir streso signaliniy keliy reguliavime [35]. Augalui patiriant stresg, GSH koncentracija
padidéja, patvirtindamas atliekama apsauging funkcija. Jis taip pat padeda atkurti kity antioksidanty,
tokiy kaip askorbato, sintezg [41]. Glutationas augaly lastelése daugiausiai aptinkamas redukuota forma,
o didZiausia jo koncentracija nustatoma chloroplastuose [35].

Be ROS neutralizavimo, glutationas didina augaly atsparumg jvairiems aplinkos veiksniams, keliantiems
stresg, ir dalyvauja fermentiniy peptidy, kurie yra svarbiis sunkiyjy metaly detoksikacijos procese,
sintez¢je. GSH reikSmingai prisideda prie augaly augimo ir vystymosi reguliavimo, veikdamas tokius
procesus kaip Iasteliy dalijimasi, diferenciacijg ir apoptoze. Be to, redukuotas glutationas reguliuoja
pagrindinius signalinius kelius, darancius jtaka geny raiSkai ir hormoniniams atsakams, jskaitant
mutageny aktyvuojamas baltymy kinazes bei transkripcijos veiksnius [41].

Augaly kaliaus kultiirose, kurioms biidingas intensyvus lgsteliy dauginimas ir padidéjes oksidacinis
stresas, padidéjes GSH kiekis palaiko nuo glutationo priklausomy fermenty, tokiy kaip glutationo-S-
transferazés (GST) ir glutationo peroksidazés (GPX), aktyvuma. Sie fermentai saugo lasteles nuo lipidy
peroksidacijos ir baltymy karbonilinimo. PavyzdZiui, tabako kaliaus kultiirose, pasiZyminciose
padidéjusiu glutationo aktyvumu, buvo nustatytas reik§mingai geresnis atsparumas didelio druskingumo
sukeltam stresui [41].
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1.4.5. Antocianinai

Antocianinai yra vandenyje tirpts antioksidantai, suteikiantys vaisiams, darzoveéms ir augaly Ziedams
raudonai mélynus atspalvius [42]. Sie junginiai pasiZymi jvairiomis sveikatai naudingomis savybémis:
veikia kaip antioksidantai, turi priesvézinj, antidiabetinj, antibakterinj poveiki. D¢l Siy savybiy
antocianinai, i8skirti i§ augaly, yra naudojami ir tiriami farmacijos srityje. Be to, antocianinai yra
natiirallis pigmentai, daugiausiai naudojami kaip natiiraliis dazikliai, suteikiantys oranzing, roZzing,
raudong, mélyng spalva jvairiose augalo dalyse [43]. Vis délto pramonéje jy panaudojimg riboja
nestabilumas, kuriam daro jtakg pH, temperatiira, Sviesa, sgveika su kitomis maisto sudedamosiomis
dalimis, todé¢l sudétinga uztikrinti kokybiska antocianiny panaudojima [44].

Antocianinai pasizymi 15 anglies atomy struktiira, sudaryta i§ dviejy fenilo ziedy, sujungty trimis anglies
atomais. Siy junginiy antioksidacinis poveikis atsiranda per vandenilio atomo arba elektrono perdavimo
mechanizmus, kurie leidzia vienu metu neutralizuoti laisvuosius radikalus, tokius kaip DPPH, ABTS ir
peroksilo radikalus [42].

1.4.6. Fenoliniai junginiai

Fenoliniai junginiai struktiiroje turi vieng ar daugiau aromatiniy Ziedy ir bent vieng hidroksilo grupe.
Siuo metu yra zinomi daugiau nei 8000 skirtingy junginiy struktiiry. Augaluose fenoliniai junginiai
atlieka svarby vaidmen; tiek spalvos suteikime, tiek jy apsaugoje [45]. Augalinés kilmés maisto produktai
ir gérimai pasizymi didele $iy junginiy koncentracija, kuri daro reik§mingg jtakg skoniui. Sgveikaudami
su seiliy glikoproteinais, fenoliniai junginiai sukuria kartumo pojitj, ypac buidingg vynui ar kai kuriems
vaisiams [45,46]. Polifenolius galima aptikti vaisiuose, darzovese, griduose, arbatoje, kavoje bei vyne
[46]. Tai taip pat yra metabolitai, gebantys neutralizuoti laisvuosius radikalus ir apsaugoti augaly Igsteles
nuo zalos [33]. Didelis antioksidacinis §iy junginiy aktyvumas yra siejamas su kaimyniniy hidroksilo
grupiy vandenilio atomais, esanciais skirtingose A, B ir C Ziedy padétyse. Taip pat, antioksidacinj poveikj
stiprina benzeno ziedo dvigubieji rysiai [45]. Pagrindinés polifenoliy grupés yra fenolinés rtigstys,
flavonoidai, stilbenai ir lignanai.

Fenolinés riigStys pasizymi stipriomis antioksidacinémis savybémis ir geb¢jimu mazinti reaktyviyjy
deguonies formy zalingg poveikj [35]. Tai yra viena i$ pagrindiniy fenoliniy junginiy grupiy, aptinkamy
augaly séklose ir lapuose [45]. Fenolinés riigStys prisideda prie fermenty aktyvumo reguliavimo,
maistiniy medziagy jsisavinimo, baltymy sintezés ir fotosintezés. Pasizymi prieSvézinémis,
antioksidacinémis, prieSuzdegiminémis, antimikrobinémis savybémis, dél kuriy gali biiti naudojami
kosmetikos priemoniy ir maisto produkty gamyboje kaip natiiraliis konservantai [47].

Flavonoidai yra antriniai metabolitai, kaupiami augalo Igsteliy vakuolése. Jie atlieka svarbias funkcijas
augale, reguliuodami hormony transportavimg ir reaktyviyjy deguonies radikaly kiekj [21]. Atliktame
tyrime su juodyjy kmyny kaliaus kultiromis, flavonoidy koncentracija buvo mazesnis, lyginant su in
vivo salygomis augusiais lapais. Tai gali biiti siejama su in vitro maitinamosios terpés sudétimi [48].
Pavyzdziui, moksliniame tyrime su skirtingomis egzogeninio L-triptofano koncentracijomis mitybinéje
terpéje (0-2,0 mg/L) buvo nustatyta tolygiai maz¢janti flavonoidy koncentracija burnocio (lot.
amaranthus) kaliaus kultury ekstraktuose, did¢jant L-triptofano koncentracijai [21].
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1.4.7. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas augaliniuose ekstraktuose

ABTS, FRAP ir DPPH yra dazniausiai taikomi cheminiai metodai antioksidaciniam aktyvumui jvertinti
[49]. DPPH ir ABTS metodai yra laikomi vieni populiariausiy antioksidacinio aktyvumo nustatymo
metody dél jy paprastumo, trumpos analizés trukmés. Abejais metodais antioksidacinis aktyvumas
nustatomas vertinant DPPH ir ABTS radikaly neutralizavima, jiems reaguojant su tiriamu antioksidantu.
Kuo didesnis Sviesos sugerties sumaze¢jimas, tuo didesnis tiriamo ekstrakto antioksidacinis aktyvumas
[50].

2,2-Difenil-1-pikilhidrazilo (DPPH) tyrimas matuoja antioksidacinj aktyvuma, pagrista antioksidanty
gebéjimu atiduoti vandenilio atomus arba elektronus stabiliam laisvajam radikalui. DPPH yra tamsiai
violetinis radikalas, kuris sugeria Sviesa mazdaug 517 nm bangos ilgyje. Pridéjus antioksidacinj junginj,
jis redukuoja DPPH radikalg iki DPPH-H, todé¢l spalva pasikei¢ia i§ violetinés j Sviesiai geltona.
Spektrofotometru matuojamas absorbcijos sumazéjimas yra proporcingas atiduoty elektrony arba
vandenilio atomy skaiciui, todél galima kiekybiskai jvertinti antioksidacinj aktyvuma [50,51].

2,2°-Azino-bis-(3-etilbenzotiazolino-6-sulfono) riigsties dinatrio druskos (ABTS) tyrimas veikia
susidarant ABTS radikaliniam katijonui (ABTS-"), kuris yra melsvai zalias chromoforas. Radikalo
katijonas susidaro oksiduojant ABTS kalio persulfatu prie§ pradedant tyrimg. Pridéjus antioksidanty, jie
atiduoda elektronus ABTS-* radikalui, paversdami jj j bespalve neutralia formg. Absorbcijos
sumaze¢jimas po inkubacijos rodo antioksidanto geb¢jima neutralizuoti radikalus, o didesnis spalvos
praradimas atitinka stipresnj antioksidacinj aktyvuma [50,52].

FRAP tyrimas veikia kitokiu principu. Jis nustato antioksidanty gebéjima redukuoti Fe** jonus iki Fe?",
sudarant spalvos pokytj, kuris matuojamas spektrofotometriSkai [53]. Tai yra greitas, pigus ir tikslus
metodas, dazniausiai naudojamas maisto produkty, gérimy ir maisto papildy, kuriy sudétyje yra
polifenoliy, antioksidacinéms savybéms jvertinti. Tyrime kaip oksidatorius naudojamas geleZies-
tripiridiltriazino (Fe3"-TPTZ) kompleksas esant Zemam pH. Méginyje esantys antioksidantai atiduoda
elektronus, kad redukuoty gelezies (Fe**) kompleksa iki geleZies formos (Fe?*), kuri sukuria intensyvig
mélyng spalva, sugeriancig Sviesa 540-600 nm bangos ilgiuose. Meélynos spalvos intensyvumo
padidéjimas yra tiesiogiai proporcingas antioksidanto koncentracijai [54].

1.4.8. Antibakterinis aktyvumas

Did¢jantis Zmoniy patogeny atsparumas jprastiems antibiotikams skatina ieSkoti alternatyviy
antibakteriniy junginiy. Nors dauguma augaly yra istirti dél galimy antibakteriniy savybiy, didelé jy dalis
vis dar néra detaliai jvertinti. Dél Sios priezasties vis daugiau moksliniy tyrimy orientuojasi i augaly
ekstrakty, kaip galimy antibakteriniy medziagy, analize. Mokslininky atlikti in vitro tyrimai atskleidzia
galimas kaliaus kultiiry ekstrakty perspektyvas. Tirty C. asiatica lapy kaliaus ekstrakty antibakterinis
aktyvumas pasizyméjo reikSmingu bakterijy augimo slopinimu. Nors didziausias antibakterinis
aktyvumas nustatytas in vivo lapy ekstraktuose pries E. coli, B. cereus, P. aeruginosa ir S. aureus, panasus
poveikis buvo gautas ir in vitro i1Sauginty kaliaus kultiiry ekstraktuose [5]. Atlikto tyrimo su vaistine
medetka rezultatai atskleidé, kad visi medetkos skilCialapiy kaliaus kultiiry ekstraktai pasizymeéjo
didesniu antibakteriniu aktyvumu prie§ gramteigiamas nei prie§ gramneigiamas bakterijas [55].
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Augalinés kilmés antibakterinés medziagos yra tiriamos dél jy veiksmingumo ir potencialaus pritaikymo
pramonéje. Siems junginiams priskiriami eteriniai aliejai, flavonoidai, terpenai, alkaloidai, kumarinai ir
polisacharidai [46]. Siuo metu daZniausiai naudojami mésos konservantai yra tokie nitratai kaip kalio
nitratas (E249) ir natrio nitratas (E250). Sios medZiagos padeda prailginti mésos produkty galiojimo
laika, slopindamos gedimg sukelianciy bakterijy augimg ir mazindamos oksidacija. Jos taip pat suteikia
mésai biidinga rausva spalva. Zinoma, jog nitritai gali sukelti rizika Zmogaus sveikatai, dél to intensyviai
ieSkoma alternatyvy [56].

Polifenoliai, kuriuos augalai sintetina reaguodami | jvairius stresinius veiksnius, pasizymi antibakteriniu
poveikiu bakterijoms, mieléms ir grybams, susijusiems su maisto gedimu [56]. Jie maisto pramonéje
vertinami kaip nattirali sintetiniy priedy alternatyva [46]. Fenoliniai junginiai sgveikauja su bakterijy
lasteliy sienelémis ir iSorine membrana, sukeldami jy paZeidimus. Tai maZzina bakterijy atsparuma
nepalankioms aplinkos sglygoms. Nustatyta, kad gramneigiamos bakterijos yra atsparesnés fenoliniams
junginiams dél lipofiliskos iSorinés membranos [56].

Siekiant sékmingai taikyti in vitro technologijas, buitina optimizuoti kaliaus kultiiros auginimo metodika,
naudojant skirtingus augalinius eksplantus ir mitybines terpes su jvairiomis augimo reguliatoriy
kombinacijomis [5].

1.5. Vaistinés medetkos aktualumas pramonéje

Pramong¢je vaistiné medetka vertinama d¢l biologiskai aktyviyjy junginiy, kurie naudojami kosmetikos,
farmacijos ir zemés tkio pramon¢je. Augalo ziedai pasizymi antioksidacinémis, prieSuzdegiminémis,
antibakterinémis savybémis. Pastarieji moksliniai tyrimai atkreipia démesj | stiebus ir lapus kaip
potencialius biologiSkai aktyviy junginiy Saltinius [57].

Vaistinés medetkos ekstraktai kosmetikos pramongje naudojami dél odos bikle gerinanciy savybiy. Jy
galima rasti kremuose, balzamuose, serumuose ir kituose vaido odai priziuréti skirtuose produktuose
[29]. 2024 metais Amerikos rinkoje medetkos ziedy ekstrakto verté sieké 65 milijonus amerikietiSky
doleriy. Tikima, kad iki 2030 mety $i verté iSaugs ir sieks 150 milijonus doleriy [58].

Ajurvedos, Unani, homeopatijos ir kitose tradicinése medicinos sistemose vaistiné medetka naudojama
gydyti jvairias ligas. Si vaistazolé pasizymi skausmg mal$inan¢iomis, antiseptinémis savybémis ir gali
buti naudojamas gydant ginekologines problemas, virSkinamojo trakto sutrikimus. Augalo ziedai
naudojami zaizdy gydymui skirty tepaly gamybai. Indijoje medetky tepalai naudojami gydant
véjaraupius, piislelines, opas ir nuSalimus [29].

Be farmakologinio poveikio, vaistiné medetka gali biiti naudojama Zemés iikio pramongje. Si vaistazolé
geba formuoti simbiotinius rySius su endofitinémis ir rizosferinémis bakterijomis, kurios skatina augima,
didina derliy ir atsparuma biotiniams bei abiotiniams veiksniams, sukeliantiems stresg. Atliktame tyrime
buvo iSskirtos 36 endofitiniy bakterijy padermés, kurios buvo analizuojamas in vitro ir ex vivo salygomis
siekiant nustatyti augaly augima skatinancias savybes. Keletas atrinkty bakteriniy padermiy reikSmingai
pagerino pomidoro s¢kly dygimg ir augalo augimg [59].
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Atlikus junginiy ekstrakcija, juos privaloma stabilizuoti, kad ilgiau iSlaikyty savo verte. Tai galima atlikti
cheminiu ar mechaniniu biidu. Pramonéje dazniausiai naudojamas purSkiamasis dziovinimas, dél Zemos
kainos ir plataus pritaikomumo. Siuo metodu stabilizuojami fenoliniai junginiai, pigmentai, karotinoidai
bei eteriniai aliejai i§ jvairiy augaliniy Zaliavy [31].

1.6. Literaturos apZvalgos apibendrinimas

Vaistine medetka (lot. Calendula officinalis L.) yra vaistazol¢, kurioje aptinkami biologiskai aktyvieji
junginiai, tokie kaip terpenoidai, flavonoidai, kvininai, karotinoidai ir aminortigstys. Augalas pasizymi
prieSuzdegiminémis, antiseptinémis, skausmg malSinan¢iomis savybémis ir yra plac¢iai naudojamas
farmacijos, kosmetikos ir maisto pramonéje. Kadangi biologiskai aktyvieji junginiai yra jautriis
kintan¢ioms aplinkos salygoms (temperatiira, Sviesa ar pH), daugiau démesio skiriama in vitro augaly
technologijoms. Kaliaus kultiiros yra nediferencijuotos lgstelés, kuriy auginimo terp¢ gali biiti papildoma
jvairiais augimo reguliatoriais ir aminoriig§timis, norint optimizuoti antriniy metabolity sintezg.
Melatoninas ir L-triptofanas, kaip egzogeniniai priedai mitybingje terpéje, reguliuoja antriniy metabolity
biosinteze ir antioksidacin] aktyvuma. Jy taikymas in vitro kaliaus kultiry technologijose gali padidinti
bioaktyviyjy junginiy koncentracijas, reguliuojant fermentinj aktyvuma ir atsakg j stresa.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

2.1. Tyrimo objektas

Tiriamasis objektas buvo vaistiné medetka (lot. Calendula officinalis L.). Tyrimy metu buvo naudojamos
vaistinés medetkos in vitro Sakny, stieby ir lapy kaliaus kultiiros bei in vivo lapai ir stiebai. Kaliaus
kultiiros buvo auginamos MS mitybinéje terpéje, papildytoje fitohormonais, L-triptofanu ir melatoninu.

2.1 lentelé. Vaistinés medetkos in vitro auginimo terpés

Maitinamoji terpé

Vaistinés medetkos lapy kalius MS+TDZ (0,5 mg/L)+IAR (0,1 mg/L)

Vaistinés medetkos stieby kalius MS+TDZ (0,5 mg/L)+IAR (0,1 mg/L)

Vaistinés medetkos Sakny kalius MS+TDZ (0,5 mg/L)+IAR (0,1 mg/L)

Vaistinés medetkos lapy kalius MS+TDZ (0,5 mg/L)+IAR (0,1 mg/L)+melatoninas (0,5 mg/L)

Vaistinés medetkos stieby kalius MS+TDZ (0,5 mg/L)+IAR (0,1 mg/L)+melatoninas (0,5 mg/L)

Vaistinés medetkos Sakny kalius MS+TDZ (0,5 mg/L)+IAR (0,1 mg/L)+melatoninas (0,5 mg/L)

Vaistinés medetkos lapy kalius MS+TDZ (0,5 mg/L)+IAR (0,1 mg/L)+L-triptofanas (0,5 mg/L)

Vaistinés medetkos stieby kalius MS+TDZ (0,5 mg/L)+IAR (0,1 mg/L)+L-triptofanas (0,5 mg/L)

Vaistinés medetkos Sakny kalius MS+TDZ (0,5 mg/L)+IAR (0,1 mg/L)+L-triptofanas (0,5 mg/L)

2.2. Bendruyju fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas

Kalibracingés kreivés (2.1 pav.) paruoSimui paimama 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120 ul standartinio tanino
rugsties tirpalo ] mégintuvélius. Ipilama distiliuoto vandens iki 500 pl. I §j tirpalg pridedama 250 pl
Folino-Kiokalto reagento (1 N) ir 1,25 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalo. SumaiSoma ir inkubuojama
kambario temperatiiroje 40 min tamsoje. Po 40 min matuojama Sviesos sugertis 725 nm bangos ilgyje
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Sausa, susmulkinta augaliné medziaga (0,05 g) yra suberiama j mégintuvélj ir uzpilama 10 ml acetono
(70 %) tirpalu. MaiSoma kratytuve 20 min kambario temperatiiroje. Véliau mégintuvelis
centrifuguojamas 10 min 9000 aps/min 4 °C. Papildomai centrifuguojama 2 min Eppendorf tipo
meégintuvéliuose. Supernatantas surenkamas ir toliau naudojamas tyrimams. Atliekami 3 pakartojimai.

Paimamas paruosto ekstrakto kiekis (30 pl) ir praskiedziamas vandeniu iki 500 pl. Pridedama 250 pl
Folino-Kiokalto reagento ir jpilama 1,25 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalo. SumaiSoma ir matuojama
absorbcija tirpalo 725 nm bangos ilgyje po 40 min inkubavimo tamsoje. Apskai¢iuojama bendra fenoliniy
junginiy koncentracija pagal tanino riigSties ekvivalenta (mg/100 g), pagal (2.1) formulg:

x=axVx=— 2.1)

¢ia a — tanino rugsties koncentracija i§ kalibracinés kreivés, mg/l; V — pradinis ekstrakto tiris, L; n —
augaliné mas¢, g [60].

2.3. Bendrosios fenoliniy riigs¢iy koncentracijos nustatymas

0,1 g augalinés zaliavos homogenizuojama 2,5 ml distiliuotu vandeniu 30 min termostatuojame kratytuve
25 °C. Po to nucentrifuguojama 9000 aps/min 5 min ir po to 5 min Eppendorf mégintuvéliuose. Po
centrifugavimo ekstraktas (1 ml) yra praskiedziamas distiliuotu vandeniu iki 5 ml. Véliau 1 ml ekstrakto
yra sumaiSoma su 1 ml HCI (18 g/l), 1 ml Arnovo reagentu, 1 ml natrio Sarmu (40 g/L) ir praskiedZziama
iki 10 ml distiliuotu vandeniu. Sviesos sugertis i¥matuojama 490 nm bangos ilgyje. Fenoliniy rigi¢iy
koncentracija pagal kavos rtigst] % apskaiciuojama 1§ (2.2) formulés:

AX1.7544

C % = — (2.2)

¢ia A — §viesos sugerties reikSmé; m — augaliné masé, g [61].
2.4. Flavonoidy koncentracijos nustatymas

0,2 g susmulkinta augalin¢ Zaliava maiSoma su 2 ml 80 % metanoliu 24 valandas (150 rpm).
Homogenatas nucentrifuguojamas 9000 aps/min 10 min ir naudojamas supernatantas.

Bendra flavonoidy koncentracija nustatoma naudojant aliuminio chlorida. | tiriamajj pavyzd;j 0,1 ml
jpilama iki 1 ml 80 % metanolio ir 1 ml 2 % aliuminio chlorido. MiSinys paliekamas 30 min inkubuotis
ir absorbcija iSmatuojama 415 nm bangos ilgyje.

Kvercetino kalibracinés kreivés sudarymui paruosiamos skirtingos kvercetino koncentracijos: 10 mg/L,
20 mg/L, 30 mg/L, 40 mg/L, 50 mg/L. ISmatuojama Sviesos sugertis 415 m bangos ilgyje. BraiZoma
kvercetino kalibraciné kreivé (2.2 pav.).
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2.2 pav. Kvercetino kalibraciné kreivé
Flavonoidy koncentracija mg/g pagal kverceting apskai¢iuojama pagal (2.3) formulg:
CyxV

¢ia C1 — kvercetino koncentracija mg/ml pagal kalibracing kreive; V — ekstrakto pradinis tiiris, ml; g —
augaliné mas¢, g [61].

2.5. Bendrosios antocianiny koncentracijos nustatymas

10,2 g augaline Zaliava jpilama 5 ml 50 % C:HsOH ir homogenizuojama 25 °C 15 min. Homogenatas
centrifuguojamas 10 min 9000 aps/min greiciu ir naudojamas tyrimams. Pakartotinai supernatantas
centrifuguojamas Eppendorf mégintuveliuose 10 000 aps/min 5 min. 0,875 ml ekstrakto jpilama atskirai
1 857,5 wl KCI buferj (pH 1) ir 857,5 ul NaOAc buferj (pH 4,5). ISmatuojama Sviesos sugertis 510 nm
bangos ilgyje.

Bendroji antocianiny koncentracija mg/100g apskaiciuojama i§ (2.4) formulés:

BAK = (A x M x PF) x@; (2.4)
¢ia BAK — bendroji antocianiny koncentracija miligramai cianidin-3-gliukozido ekvivalento 100 g; A —
absorbcija = (Asio nm — A700 nm ), pH 1 — (Asio nm — A700 nm) pH 4,5; M — molekuliné¢ masé (449,2
g/mol); PF — praskiedimo faktorius; € — cianidin-3-gliukozido (Cy3G) molinis adsorbcijos koeficientas
(26900 I/mol cm) [62].

2.6. Redukuoto glutationo (GSH) nustatymas

Kalibracinés kreivés (2.3 pav.) ruoSimui paimama 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300 pl
redukuoto glutationo standartinio tirpalo j atskirus mégintuvélius. Tada jpilama buferio, kad bendras tiiris
mégintuvéliuose biity 1,1 ml ir jpilama 0,5 ml Elmano reagento.
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2.3 pav. Redukuoto glutationo kalibraciné kreive

Augaliné zaliava (0,1 g) homogenizuojama 5 ml 100 mM natrio fosfatiniame buferyje (pH 7,4) 10 min
termostatuojamame kratytuve 25 °C temperatiiroje. Véliau méginiai centrifuguojami 9000 aps/min 10
min 4 °C ir papildomai Eppendorf mégintuveliuose 5 min. | 1 ml supernatanto jpilama 0,5 ml 5 %
trichloracto rigsties ir 0,5 ml Elmano reagento. Sviesos sugertis i§matuojama 412 nm bangos ilgyje.
Redukuoto glutationo (GSH) koncentracija apskai¢iuojama pagal kalibracing kreive [63].

2.7. L-prolino koncentracijos nustatymas

Kalibracinei kreivei (2.4 pav.) pasveriama L-prolino 0,0011 g ir iStirpinama 10 ml H2O0 (1 mM).
Ruosiamos koncentracijos L-prolino kalibracinei kreivei: 0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,125; 0,15; 0,175 mM.
Meégintuveliai kaitinami 30 min 95 °C vandens voneléje ir atSaldZius matuojama Sviesos sugertis 520 nm

bangos ilgyje.
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2.4 pav. L-prolino kalibraciné kreivé
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100 mg augalinés Zzaliavos susmulkinama ir uZpilama 4 ml distiliuotu vandeniu mégintuvélyje.
Mégintuvélis, su augaline zaliava, sumaiSomas purtykle, 3 min kaitinamas 95 °C ir atSaldomas. Kaitinimo
procediira i§ viso atlieckama 3 kartus. Ekstraktas centrifuguojamas 10 min 9000 aps/min. Gautas
ekstraktas (1 ml) nupilamas j kitag mégintuvélj ir praskiedziamas iki 6 ml distiliuotu vandeniu.

I kita mégintuvelj jpilama 1 ml ekstrakto, 1 ml acto riigSties, 1 ml ninhidrininio reagento ir kaitinama 30
min vandens voneléje 95 °C. Sviesos sugertis matuojama 520 nm bangos ilgyje. L-prolino koncentracija
apskai¢iuojama naudojantis L-prolino kalibracine kreive ir (2.5) formule:

EXkXVpendras
Cy = —=—==. 2.5
X VpaimtaXm (2.5)
¢ia Cx — L-prolino koncentracija pmol/g; E — tirpalo Sviesos sugertis; k — L-prolino koncentracija, gauta
pagal kalibracing kreive (umol); Vbendras — bendras ekstrakto tiiris, ml; Vpaimta — paimto ekstrakto tiiris,

ml; m — augalinés zaliavos kiekis, g [64].
2.8. Malondialdehido (MDA) koncentracijos nustatymas

Augaliné zaliava (100 mg) homogenizuojama su 1,5 ml 20 % trichloracto rugStimi. Méginys maiSomas
kratytuve 10 min 25 °C ir tirpalas centrifuguojamas 9000 aps/min 10 min 4 °C. Supernatantas (0,3 ml)
sumaiSomas su 1,2 ml 0,5 % tiobarbitiirine rugsStimi (iStirpinta 20 % trichloracto rtgstyje) ir
inkubuojamas 95 °C temperatiiroje 30 min, atSaldomas ir centrifuguojamas 15 min 9000 aps/min. Sviesos
sugertis iSmatuojama 532 ir 600 nm bangos ilgiuose. MDA koncentracija apskai¢iuojama pagal (2.6)
formule:

(Es32—E600)XVeX2
c, =& ; (2.6)
XmgXVy

¢ia Cx — MDA koncentracija pmol/g; E — tirpalo Sviesos sugertis; Ve— ekstrakto turis, ml; Va — ekstrakto
tiiris analizei, ml; k — molinés ekstinkcijos koeficientas 156 mM™! x cm’!; ms — bandinio masé, g [65].

2.9. Fermento superoksido dismutazés (SOD) aktyvumo nustatymas

Paruo$iama baltymy kalibraciné kreive (2.5 pav.) pagal albuming. Paruostas 1 mg/ml albumino tirpalas
(25 mg albumino iStirpinama 25 ml distiliuoto vandens). Paruosti 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1; 0,12; 0,14;
0,16 ir 0,18 mg/ml koncentracijos albumino tirpalai skiesti iki 10 ml distiliuotu vandeniu.
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2.5 pav. Albumino kalibraciné kreivé

Baltymy nustatymui paimama 200 ul méginio, jpilama 2 ml Bradfordo reagento ir iSmatuojama Sviesos
sugertis 595 nm bangos ilgyje.

Fermento aktyvumas nustatomas susmulkinant 0,1 g augalinés Zaliavos. Tirpiy baltymy ekstrakcija
vyksta 0,066 M K/Na fosfatiniame buferyje (pH 7,4) 4 ml tiiryje, turin¢iame 1 mM ditiotritolio (DTT),
0,5 mM fenilmetilsufonilfluorido (PMSF), istirpinto DMSO, 1-3 mg polivinilpirolidono. Méginys
maiSomas kratytuve 10 min 25 °C. Véliau meéginys centrifuguojamas 9000 aps/min 10 min ir
supernatantas dar kartg centrifuguojamas Eppendorf mégintuvéliuose.

Reakcijos miSinys 2 ml tiirio turi 40 pl fermentinio preparato, 400 ul 200 mM Tris-HCl buferio (pH=7,8),
200 pl 100 mM L-metionino, 200 pl 540 uM nitromelynojo tetrazolio, 500 pl 0,1 % Tritono X-100, 20
ul 300 uM riboflavino ir 640 pl distiliuoto vandens. ParuoSiamas kontrolinis méginys be fermentinio
preparato. Reakcija atliekama ap3vietiant liuminescencinémis lempomis 30 min. Sviesos sugertis
matuojama 560 nm bangos ilgyje.

Fermento aktyvumas apskai¢iuojamas pagal (2.6) formulg:
log Ek
= —(ET) ; (2.6)
log2xm

¢ia A — SOD aktyvumas vnt/mg; Ex — Sviesos sugertis kontrolinio bandinio; Et — $viesos sugertis
tiriamojo bandinio; m — baltymo masé preparato tiiryje, mg/ml [60].

2.10. Antioksidacinis aktyvumas pagal DPPH metoda

DPPH yra tamsiai violetinis radikalas, kuris redukuojasi } tirpalg pridéjus antioksidacinj junginj, ir
pakeiCia tirpalo spalva j Sviesiai geltong. Spektrofotometru nustatytas absorbcijos sumazéjimas yra
tiesiogiai proporcingas atiduoty elektrony arba vandenilio atomy skaiciui, todel galima kiekybiskai
jvertinti antioksidacinj aktyvuma [50,51].
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0,2 g susmulkintos augalinés zaliavos uZpilama 2 ml metanoliu ir homogenizuojama 10 min.
Homogenatas centrifuguojamas 9000 aps/min 10 minuciy ir supernatantas surenkamas.

Tiriamasis tirpalas ruoSiamas } megintuveélj jpilant 0,077 ml paruoSto ekstrakto, 3 ml DPPH etaloninio
tirpalo. Mégintuvélio turinys sumaiSomas ir po 15 minuciy laikymo tamsoje matuojama tirpalo Sviesos
sugertis 515 nm bangos ilgyje. Etaloninis DPPH tirpalas ruoSiamas 0,0024 g DPPH radikalo tirpinant
metanolyje 100 ml talpos matavimo kolboje.

Antioksidacinis aktyvumas apskaic¢iuojamas pagal (2.7) formule:

AB—-AA

% slopinimas = [ ] X 100; (2.7)

¢ia AB — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis; AA — tiriamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis
[66,67].

2.11. Antioksidacinis aktyvumas pagal FRAP metoda

Kalibracin¢ kreivé ruosiama FeSO4 x 7 H20 (5, 10, 15, 20; 25 umol/L) (2.6 pav.) [60,68].

1.4

12 y=00213x .. ®

R2=0,9994 ... ®
l .‘,.

L
=
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FeSO4 koncentracija, pM

2.6 pav. Gelezies sulfato kalibraciné kreivé

[SdZiovinta augaliné medziaga (0,1 g) ekstrahuojama metanolyje (5 ml) 45 °C, 30 min. Ekstraktas
centrifuguojamas 10 min ir naudojamas tyrimams. RuoSiami Sie reagentai: 300 mM acetato buferis
(pH=3,6), 10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas) istirpintas 40 mmol/L HCI, FeCls - 6H20 (20
mmol/L). FRAP reagentas ruoSiamas su 25 ml 300 mM acetato buferio, 2,5 ml 10 mmol TPTZ (2,4,6-
tripiridil-s-triazino) ir 2,5 ml FeCls x 6H20 (20 mmol/L). Méginiai (20 puL. méginio ir 80 pL metanolio)
yra sumaiSomi su 3 ml FRAP reagentu. Reakcijos miSinys matuojamas 593 nm bangos ilgyje
spektrofotometriskai. ReikSmé apskaiciuojama pagal kalibracing kreive pmol/L Fe(IT)/L [60,68].

2.12. Antioksidacinis aktyvumas pagal ABTS metoda

ABTS metodas paremtas radikalo anijono slopinimu. ABTS yra gaunamas pridedant j ji kalio persulfato
tirpalg. Radikalo anijonas turi mélynai-zalig spalva ir Sviesos sugertis matuojama 734 nm bangos ilgyje.
ABTS tirpalas praskiedziamas, kad Sviesos sugertis 734 nm bangos ilgyje biity 1,0-1,5.
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ISdziovinta augaliné¢ medziaga (0,1 g) ekstrahuojama metanolyje (5 ml) 45 °C, 30 minuciy. Ekstraktas
centrifuguojamas 10 min ir naudojamas tyrimams. | 0,5 ml ekstrakta jpilama 1,7 ml fosfato buferio (20
mM) ir 0,3 ml praskiesto ABTS tirpalo. Nustatoma ABTS Sviesos sugertis 734 nm bangos ilgyje.

Antioksidacinis aktyvumas apskaic¢iuojamas pagal (2.7) formule:

AB-AA
AB

% slopinimas = [*=2] x 100; 2.7)

¢ia AB — praskiesto ABTS tirpalo Sviesos sugerties dydis; AA — tiriamojo augaly ekstrakto Sviesos
sugerties dydis [61].
2.13. Baltymy koncentracijos nustatymas

Baltymy koncentracijos nustatymas atliekamas pagal Bradfordo metoda. Metodas pagristas specifine
baltymy sgveika su Kumasi briliantiniu méliu ir susidariusio komplekso koncentracijos matavimu
spektrofotometriskai 595 nm bangos ilgyje.

Kalibracings kreivés sudarymui paruo$iamos albumino koncentracijos: 0,02, 0,04, 0,06, 0,08, 0,1, 0,12,
0,14, 0,16, 0,16, 0,018 mg/ml.

Kalibracinei kreivei | pirma mégintuvelj jpilama 0,2 ml distiliuoto vandens, o i likusius mégintuvélius
po 0,2 ml skiesto albumino tirpalo. | visus mégintuvélius jpilama 2 ml Bradfordo reagento. Méginiai
sumaiSomi ir matuojami spektrofotometru 595 nm bangos ilgyje.
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2.7 pav. Albumino kalibracin¢ kreive

Baltymy i$skyrimui augaliné medziaga iSdZiovinama, pasveriama 0,05 g ir naudojami buferiai. Augaliné
medziaga uZpilama buferiu 0,1 M natrio acetatu (pH 4) 1 ml ir maiSoma vieng valanda, po to
nucentrifuguojant 9000 aps/min 20 min 4 °C temperatiiroje. Po centrifugavimo paimama 200 pl
ekstrakto, pridedama Bradfordo reagento (2 ml). Po 2 minu¢iy matuojama $viesos sugertis 595 nm
bangos ilgyje.

Bendroji baltymy koncentracija X (mg/100 mg) apskai¢iuojama is (2.8) formulés:

29



X = a><V><100; (28)

n

¢ia a— baltymo koncentracija i§ kalibracinés kreivés, mg/ml; V — pradinis ekstrakto tiiris, ml; n — augaliné
mase, mg [69].

2.14. Pigmenty (chlorofilo a ir b) koncentracijos nustatymas

Chlorofilo a ir b koncentracijos nustatymui 0,05 g augalinés medziagos susmulkinama gristuvéje. | ja
pridedama 5 ml1 96% C2HsOH ir centrifuguojama. Nucentrifuguoto ekstrakto tiiris iSmatuojamas cilindru.
Filtratas supilamas | matavimo kiuvet¢ ir matavimai atliekami spektrofotometru 662 nm (chlorofilo a),
644 nm (chlorofilo b) bangy ilgiuose.

Pigmenty koncentracija apskaic¢iuojama pagal (2.9 — 2.11) formules:

Chlorofilo a koncentracija (mg I'):

C, =9,784 x D66 — 0,99 X D644; (2.9)
Chlorofilo b koncentracija (mg 1'!):

C, = 21,426 X D644 — 4,65 X D662; (2.10)

Pigmenty koncentracija mg/100g apskaic¢iuojama:

x = C XV x=2x1000; (2.11)

¢ia C - pigmenty koncentracija mg/l; V - pradinis ekstrakto tiris; n - augaliné maseé, g [61].
2.15. Antibakterinio aktyvumo nustatymas

0,2 g susmulkinta augaliné¢ zaliava sumaiSoma su 2 ml DMSO tirpalu ir ekstrahuojama 14 dieny.
Ekstraktas centrifuguojamas 9000 aps/min 10 minuciy. Kontroliniam méginiui naudojamas antibiotikas
ciprofloksacinas.

Ant Luria Bertani (LB) terpés atskirose Petri 1éksStelése uzpilama po 50 pl Escherichia coli ir Bacillus
subtilis bakterijy suspensijos, paskirstoma kilpele ir uzdedami 6 filtrinio popieriaus diskeliai. Ant diskeliy
uzlasinami 50 pl tiriamo augalinio ekstrakto. Kontroliniame méginyje ant diskeliy uzlaSinama 50 pl
antibiotiko. Petri 1€kstelés inkubuojamos termostate 37 °C temperatiiros 24 valandas. Po vienos paros
matuojamas antibakterinis aktyvumas, iSmatuojant skaidria zong aplink diskelj, kuri rodo bakterijy
augimo slopinimg [60].
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3. Tyrimuy rezultatai ir ju aptarimas
3.1. Bendryjy fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas

Atlikto tyrimo rezultatai (3.1 pav.) atskleidé, jog fenoliniy junginiy kaupimasis vaistinéje medetkoje
reik§mingai priklauso nuo augalo dalies, augimo salygy ir naudoty augimo reguliatoriy. DidZiausia
fenoliniy junginiy koncentracija buvo nustatyta in vivo medetkos lapy ekstrakte — 0,280 mg/100 g. Tuo
tarpu in vivo stieby ekstrakte fenoliniy junginiy koncentracija buvo zymiai mazesné¢ — 0,081 mg/100 g.
Maziausia koncentracija nustatyta stiebo kaliaus kultiiry, augusiy mitybinéje terp¢je (MS) su TDZ (0,5
mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir L-triptofanu (0,5 mg/L), ekstrakte ir sieké 0,052 mg/100 g.

Pastebima, jog in vitro ir in vivo medetkos lapy ekstraktai pasizyméjo didziausiomis bendryjy fenoliniy
junginiy koncentracijomis. Tai rodo lapuose vyraujantj didesnj metabolinj aktyvuma ir suintensyveéjusia
fenoliniy junginiy biosintezg. Vis délto, lapy kaliaus kultiry, augusiy mitybinéje terpéje su melatoninu
(0,5 mg/l), ekstraktuose fenoliniy junginiy koncentracija buvo 30 % mazesné uz toje pacioje terpéje
augusiy stiebo kaliaus kulttiry ekstraktuose. Tai reiSkia, kad priklausomai nuo augalo dalies, melatoninas
turéjo poveik;j fenoliniy junginiy sintezei.
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3.1 pav. Bendryjy fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas

3.2. Bendryju fenoliniy riig§ciu koncentracijos jvertinimas

Tyrimo rezultatai (3.2 pav.) atskleid¢, jog lapy ekstraktai pasizyméjo didesnémis fenoliniy rugsciy
koncentracijomis, lyginant su kitomis augalo dalimis. Didziausia koncentracija nustatyta medetkos in
vivo lapy ekstrakte ir sieké 5,56 %. Tuo tarpu maziausia koncentracija nustatyta stiebo kaliaus kulttry,
augusiy MS terp¢je su TDZ (0,5 mg/L) ir IAR (0,1 mg/L) fitohormonais, ekstraktuose, kuomet
koncentracija sieke 0,67 %.
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3.2 pav. Bendryjy fenoliniy riig8ciy koncentracijos jvertinimas

Aromatinés aminortigStys yra antriniy metabolity, tokiy kaip fenoliniy riig§€iy, pirmtakai, tiesiogiai
dalyvaujantys jy sintezéje [21]. Pastebima, jog kaliaus kultiiros, augusios L-triptofanu papildytoje terpéje
pasizyméjo didesne bendryjy fenoliniy riig§¢iy koncentracija, lyginant su kitose terpése augusiy in vitro
kultiiry ekstraktais.

3.3. Flavonoidy koncentracijos jvertinimas

Tyrimas atskleide (3.3 pav.), jog didZiausia flavonoidy koncentracija nustatyta medetkos in vivo lapy
ekstraktuose, siekianti 13,72 %. Tuo tarpu maziausia koncentracija nustatyta stiebo kaliaus kulttiros,
augusios MS terp¢je su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir L-triptofanu (0,5 mg/L), ekstraktuose, kuomet
koncentracija buvo 33 % maZesné uz nustatytg didZiausig koncentracija, ir sieke 1,21 %.
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3.3 pav. Flavonoidy koncentracijos jvertinimas
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Pastebima, kad didZiausios flavonoidy koncentracijos nustatytos lapy ekstraktuose, lyginant su stiebais
ir Saknimis. Vertinant in vitro medetkos kaliaus kulttiry ekstraktus, nustatyta, kad daugiausiai flavonoidy
kaupé kaliaus kultiiros, augusios kontrolinéje MS terpéje, papildytoje tik TDZ ir IAR fitohormonais. Siek
tieck mazesnémis flavonoidy koncentracijomis pasizymejo L-triptofanu papildytoje mitybingje terpéje
augusiy kaliaus kultury ekstraktai, kuomet lapy kaliaus kultiiros ekstrakte flavonoidy koncentracija buvo
11 % maZesnis uz kontrolingje terpéje augusiy lapy kaliaus kulttry, ir sieké 2,06 mg/g.

3.4. Bendryjy antocianiny koncentracijos jvertinimas

Atlikus tyrimg pastebéta (3.4 pav.), kad didziausios bendryjy antocianiny koncentracijos (BAK)
nustatytos lapy ekstraktuose, lyginant su stieby ir Sakny ekstraktais. Didziausia BAK nustatyta lapy
kaliaus kultury, augusiy kontrolin¢je MS terpéje su TDZ (0,5 mg/L) ir IAR (0,1 mg/L) fitohormonais,
ekstraktuose, kuomet koncentracija sieké 4,706 mg/100 g. Siek tick mazesné BAK gauta lapy kaliaus
kultiiry, augusiy MS terpéje su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir melatoninu (0,5 mg/L), ekstraktuose,
kuomet koncentracija sieke 4,084 mg/100 g. Maziausia koncentracija nustatyta medetkos in vivo stieby
ekstraktuose — 1,719 mg/100 g.
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3.4 pav. Bendryjy antocianiny koncentracijos jvertinimas

Pagal rezultatus galima matyti, kad optimaliausia mitybiné terpé, siekiant i§gauti didziausias antocianiny
koncentracijas, yra kontroliné terpé, papildyta tik TDZ (0,5 mg/L) ir IAR (0,1 mg/L) fitohormonais.
Atkreipiant démesé |

3.5. L-prolino koncentracijos jvertinimas

L-prolino koncentracijos jvertinimas leidzia suprasti augalo lastelése patiriama stresg. Nustatyta, jog
medetkos lapuose intensyviausiai vyko L-prolino sintez¢ (3.5 pav.). Didziausia koncentracija nustatyta
Sakny kaliaus kultiiry, augusiy MS terpéje su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir melatoninu (0,5 mg/L),
ekstraktuose — 511,48 umol/g. Si koncentracija buvo 60 % didesné, lyginant su toje pacioje mitybinéje
terpeje augusiy lapy ir stiebo kaliaus kultiry ekstraktuose nustatyta koncentracija. MaZiausia
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koncentracija nustatyta lapy kaliaus kultiiros, augusios MS terpéje su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L)

ir triptofanu (0,5 mg/L), ekstraktuose — 46,36 umol/g.
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3.5 pav. L-prolino koncentracijos jvertinimas
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Atsizvelgiant j tai, jog L-prolino kaupimasis augaluose yra siejamas su oksidaciniu stresu, galima teigti,
jog i8 visy augalo daliy, Sakny kaliaus kultiiros patyré didesnj stresg ir yra jautresnés, nei lapy ar stiebo

kaliaus kulturos. Taip pat, analizuojant naudoty augimo stimuliatoriy jtaka, galima jzvelgti, jog
melatoninas tur¢jo didesne jtaka ir skatino L-prolino sinteze, kuomet L-triptofanas slopino. Melatoninas

augaluose veikia kaip signaliné molekulé, todél jis tiesiogiai aktyvina antioksdiacines reakcijas ir skatina

L-prolino sinteze [24].

3.6. Redukuoto glutationo (GSH) koncentracijos jvertinimas

Redukuoto glutationo (GSH) koncentracijos jvertinimo tyrimo rezultatai pateikti 3.6 paveiksle.

Didziausia koncentracija nustatyta stiebo kaliaus kultiiry, augusiy kontrolinéje MS terp¢je su TDZ (0,5
mg/L) ir IAR (0,1 mg/L), ekstraktuose ir sieké 0,33 mM. Kontrolin¢je MS terpéje GSH koncentracija
buvo didesné, lyginant su kitose terpése uzaugintomis kaliaus kultiiromis. Maziausia koncentracija buvo

nustatyta in vivo stieby ekstraktuose, kuomet GSH koncentracija sieké 0,15 mM.
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3.6 pav. Redukuoto glutationo (GSH) koncentracijos jvertinimas

In vivo audiniai pasizyméjo aukStomis antocianiny, flavonoidy ir fenoliniy junginiy koncentracijomis,
taciau GSH koncentracijos jvertinimo tyrimas atskleidé mazesnes Sio junginio koncentracijas, lyginant
su in vitro kaliaus kultiiry ekstraktais. Sumazéjusi GSH koncentracija in vivo audiniuose gali biiti
patiriamo oksidacinio streso rezultatas, reiSkiantis didesnj suvartojamumg, siekiant neutralizuoti
laisvuosius radikalus. Panasiomis GSH koncentracijomis pasizyméjo ir in vitro kaliaus kultiiry, augusiy
MS terpg¢je papildytoje TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir melatoninu (0,5 mg/L), ekstraktai.

3.7. Malondialdehido (MDA) koncentracijos jvertinimas

Malondialdehidas yra lipidy peroksidacijos Zymuo, rodantis lgsteliy membrany pazeidimo lygj.
Atliktame tyrime (3.7 pav.) didziausia malondialdehido (MDA) koncentracija buvo nustatyta in vivo
medetkos lapy ekstraktuose — 0,94 pmol/g, kuomet maziausia koncentracija rasta Sakny kaliaus kulttiry,
augusiy MS terp¢je su TDZ (0,5 mg/L) ir IAR (0,1 mg/L), ekstraktuose, ir stieby kaliaus kultiry, augusiy
MS terpéje su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir L-triptofanu (0,5 mg/L), ekstraktuose, siekiant 0,37
umol/g.
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3.7 pav. Malondialdehido (MDA) koncentracijos jvertinimas

In vivo auginty medetky lapuose nustatyta zymiai didesné MDA koncentracija rodo intensyvig lipidy
peroksidacija ir didesnj oksidacinj stresa, augant natiiraliomis salygomis. Tuo tarpu in vitro kaliaus
kultiiry ekstraktai pasizymi mazesnémis MDA koncentracijomis. Pastebima, kad kaliaus kultiiry, augusiy
MS terpéje su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir melatoninu (0,5 mg/L), ekstraktai pasizymejo Siek tiek
didesne MDA koncentracija, lyginant su kitomis in vitro kaliaus kultiromis.

3.8. Superoksido dismutazés (SOD) aktyvumo jvertinimas

Superoksido dismutazés (SOD) aktyvumo nustatymo tyrimas leidzia jvertinti augalo atsaka j oksidacinj
stresg. Didziausias SOD aktyvumas (3.8 pav.) nustatytas lapy kaliaus kultiiry, augusiy MS terpéje su
TDZ (0,5 mg/L) ir IAR (0,1 mg/L), ekstraktuose - 1,22 vnt/mg. SOD aktyvumas 15 % mazesnis buvo
nustatytas Sakny kaliaus kultiiry, augusiy MS terpéje su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir melatoninu
(0,5 mg/L), ekstraktuose. Tai rodo Siuose audiniuose suaktyvéjusig antioksidacing apsaugg. Maziausias
aktyvumas buvo jvertintas in vivo augusios medetkos stieby ekstraktuose — 0,18 vnt/mg.
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3.8 pav. Superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas
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Pastebima, kad kaliaus kultiiry, augusiy L-triptofanu (0,5 mg/L) papildytoje MS terp¢je su TDZ (0,5
mg/L) ir IAR (0,1 mg/L) fitohormonais, ekstraktuose SOD aktyvumas buvo mazesnis, ypac lapy ir Sakny
kaliaus kultiiry ekstraktuose, kuomet aktyvumas atitinkamai sieké 0,47 ir 0,56 vnt/mg.

3.9. Antioksidacinis aktyvumas DPPH metodu

Atlikus antioksidacinio aktyvumo jvertinimg DPPH metodu (3.9 pav.), didziausias slopinimas nustatytas
Sakny kaliaus kultiiry, augusiy MS terpéje su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir L-triptofanu (0,5 mg/L),
ekstraktuose, kuomet slopinimas sieké 69,51 %. Tuo tarpu maziausias slopinimas buvo nustatytas in vivo
medetkos stieby ekstraktuose, kuomet rezultatas sieké 12,21 %.
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3.9 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH metodu

Analizuojant augimo stimuliatoriy jtaka antioksidaciniam aktyvumui, nustatyta, kad L-triptofano priedas
mitybingje terpéje aktyvino DPPH radikalo skaidymg. Tuo tarpu in vivo augusiy medetky ekstraktuose
DPPH radikalo slopinimas buvo maziausias, kuomet antioksidanty, tokiy kaip flavonoidai, fenoliniai
junginiai ir fenolinés riigStys, koncentracijos buvo didziausios. Tai gali reiksti, jog antioksidacinis
aktyvumas priklauso ne tik nuo $iy junginiy koncentracijos, bet ir nuo jy biologinio prieinamumo ar
struktliriniy savybiy.

3.10. Antioksidacinis aktyvumas FRAP metodu

Antioksidacinio jvertinimo FRAP metodu tyrimo metu gauti rezultatai (3.10 pav.) buvo panass | pries
tai atliktg antioksidacinio aktyvumo tyrimg DPPH metodu (3.9 pav.). Didziausias aktyvumas nustatytas
Sakny kaliaus kultiiry, augusiy MS terpéje su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,5 mg/L) ir L-triptofanu (0,5 mg/L),
kuomet rezultatas sieké 16,10 umol/L Fe(I1)/L. Maziausias aktyvumas buvo nustatytas in vivo medetkos
stieby ekstraktuose — 2,44 umol/L Fe(II)/L.
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3.10 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas FRAP metodu

Tyrimo metu buvo nustatyta, kad in vitro augusiy kaliaus kultiiry ekstraktai pasizyméjo didesniu
antioksidaciniu aktyvumu, lyginant su in vivo medetkos lapy ir stieby ekstraktais. Ypac reikSminga
poveikj turéjo L-triptofanas (0,5 mg/L), kuris didino antioksidacinj aktyvuma, skatindamas gelezies
trivalentés (Fe') redukcija j gelezies dvivalente (Fe?"). Tai rodo, kad fitohormonai ir augimo
stimuliatoriai tur¢jo jtakos antioksidaciniam aktyvumui. Skirtumai tarp in vitro ir in vivo ekstrakty

antioksidacinio aktyvumo taip pat rodo, kad auginimo salygos veikia antioksidaciniy junginiy kaupimasi
ir prieinamuma.

3.11. Antioksidacinis aktyvumas ABTS metodu

Antioksidacinio aktyvumo jvertinimu ABTS metodu siekiama nustatyti vaistinés medetkos ekstrakty
gebéjima neutralizuoti ABTS radikalg.
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3.11 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ABTS metodu
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Tyrimo metu gauti rezultatai (3.11 pav.) rodo, kad beveik visi vaistinés medetkos in vivo ir in vitro
ekstraktai pasizymejo panaSiu geb¢jimu neutralizuoti ABTS radikala, o radikalo slopinimas sieké 99 %.
Mazesniu slopinimu pasizymejo lapy kaliaus kulttry, auginty MS terpéje su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1
mg/L) ir melatoninu (0,5 mg/L), ekstraktai, kuomet slopinimas sieké 96,92 %.

3.12. Redukciniy savybiy jvertinimas

Analizuojant vaistinés medetkos redukcines savybes (3.12 pav.), nustatyta, jog didziausia Sviesos sugertis
buvo gauta lapy kaliaus kulttiry, augusiy MS terpéje su TDZ (0,5 mg/L) ir [AR (0,1 mg/L), ekstraktuose—
0,216 o.v. Zinoma, kad kuo didesné tiriamo ekstrakto $viesos sugertis, tuo didesnés jo redukcinés
(antioksidacinés) savybés. Maziausia Sviesos sugertis buvo gauta in vivo augusiy medetkos stieby
ekstraktuose — 0,071 o.v. Tai atitinkamai rodo 54 % maZzesnes redukcines savybes, lyginant su in vitro
stieby kaliaus kultiiry, augusiu MS terpéje su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir L-triptofanu (0,5 mg/L),
ekstraktais.

025

0,216
0,20
= 0,165
15 0.150 0,154
o ’ 0,14
8013 I 0,129 3
> 0,124 0,134
1 g 0,117
b 1
8
=]
5 010 0,089
E
2 U_(I?l
0,05
0,00
Lapy kalius ~ Stieby kalius  Sakny kalius ~ Lapy kalius ~ Stieby kalius  Sakny kalius Lapy kalius ~ Stieby kalius ~ Sakny kalius Lapai Stiebai
TDZ (0,5mg/L  TDZ (0,5 TDZ (0,5 TDZ(0,5mg/LTDZ (0,5mgL TDZ(0,5 TDZ(0,5 TDZ (0,5 TDZ (0,5 In vivo In vivo
IAR (0,1 mg/L) mg/L) IAR (0,1 IAR (0,1 mg/L) mg/L) mg/L) mg/L)
mg/L) IAR (0,1 1AR (0,1 mg/L) mg/L) 1AR (0,1 IAR (0,1 IAR (0,1 IAR (0,1
Melatoninas mg/L) mg/L) L-triptofanas  L-triptofanas mg/L) mg/L) mg/L) mg/L)
(0,5mg/L)  Melatoninas  Melatoninas (0,5 mg/L) (0,5mg/L)  L-triptofanas
(0,5 mg/L) (0,5 mg/L)y (0,5 mg/L)

3.12 pav. Redukciniy savybiy jvertinimas

Pagal gautus rezultatus galima teigti, jog in vitro saglygomis augintos vaistinés medetkos kaliaus kulttiry
redukcinés savybés yra reikSmingai didesnés nei in vivo augusios medetkos. Tai rodo didesnj atsaka i
patiriamg stresg augimo metu.

3.13. Baltymu koncentracijos jvertinimas

Atlikto tyrimo metu gauti rezultatai (3.13 pav.) rodo, kad kaliaus kultiiros mitybinés terpés papildymas
tik TDZ (0,5 mg/L) ir IAR (0,1 mg/L) fitohormonais lémé didesne baltymy sintezg, lyginant su kaliaus
kultiiry, augusiy melatoninu ir L-triptofanu praturtintose in vitro terpése, ekstraktais. Didziausia baltymy
koncentracija buvo nustatyta in vivo medetkos lapy ir stiebo kaliaus kulttiry, augusiy MS terpéje su TDZ
(0,5 mg/L) ir IAR (0,1 mg/L), ekstraktuose — 0,084 mg/ml. Siek tiek maZesné¢ koncentracija buvo
nustatyta toje pacioje kontrolinéje terpéje augusiy Sakny kaliaus kultiry ekstraktuose — 0,079 mg/ml. Tuo
tarpu maziausia baltymy koncentracija sieké 0,028 mg/ml in vivo stieby ekstraktuose.
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3.13 pav. Baltymy koncentracijos jvertinimas

Vertinant fitohormony ir augimo stimuliatoriy jtaka baltymy sintezei, galima teigti, jog L-triptofano ir
melatonino poveikis yra panaSus. Tuo tarpu kontrolinéje terpéje, naudojant tik TDZ (0,5 mg/L) ir IAR
(0,1 mg/L) fitohormonus, baltymy koncentracija buvo Zymiai didesné. Tai galima vertinti kaip optimalig
terpe baltymy sintezei, skatinanc¢ig pirminj metabolinj aktyvuma vaistinés medetkos kaliaus kulttrose.

3.14. Chlorofily a ir b koncentracijos jvertinimas

Atlikto pigmenty (chlorofilo a ir b) koncentracijy vertinimo vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry
ir in vivo ekstraktuose tyrimo rezultatai pavaizduoti 3.14 paveiksle. DidZiausia chlorofilo a koncentracija
buvo nustatyta in vivo lapy ekstraktuose — 24,26 mg/100 g. In vivo stieby ekstraktuose nustatyta 63 %
mazesné koncentracija ir sieké 9,06 mg/100 g. Maziausia koncentracija buvo nustatyta stieby kaliaus

kultiiry, augusiy MS terp¢je su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir L-triptofanu (0,5 mg/L), ekstraktuose
- 0,41 mg/100 g.
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3.14 pav. Chlorofilo a koncentracijos jvertinimas

Nustatyta, kad kaliaus kultiiry, augusiy kontrolinéje mitybin¢je terpéje, papildytoje tik TDZ (0,5 mg/L)
ir IAR (0,1 mg/L) fitohormonais, chlorofilo a koncentracijos buvo didesnés, lyginant su kaliaus kultiiry,
augusiy MS terpéje papildytoje melatoninu (0,5 mg/L) ir L-triptofanu (0,5 mg/L), ekstrakty tyrimais.

Chlorofilo » koncentracijy rezultatai matomi 3.15 paveiksle. Gauti rezultatai rodo, kad didziausia
chlorofilo b koncentracija taip pat buvo nustatyta in vivo lapy ekstraktuose ir sieke 18,58 mg/100 g, o in
vivo stieby ekstraktuose koncentracija buvo 39 % mazesné — 11,41 mg/100 g.
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3.15 pav. Chlorofilo b koncentracijos jvertinimas
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Tyrimo metu buvo pastebétas neigiamas melatonino poveikis chlorofilo 5 sintezei. MaZiausia
koncentracija nustatyta in vitro stiebo kaliaus kultiiry, auginty MS terpéje su TDZ (0,5 mg/), IAR (0,1
mg/L) ir melatoninu (0,5 mg/L), ekstraktuose, kuomet rezultatas sieké 0,45 mg/100 g. Toje pacioje
terpéje kultivuoty Sakny ir lapy kaliaus kultiry ekstraktuose koncentracija buvo atitinkamai 83 % ir 69
% didesné.

Mazos pigmenty koncentracijos in vitro kaliaus kultury ekstraktuose, lyginant su in vivo audiniais, gali
buti paaiskinamos augimo salygy skirtumu. Kaliaus kultiiros augimo metu gauna maziaus naturalios
Sviesos, o tai gali lemti mazesn¢ fotosintetinan¢iy pigmenty sinteze.

3.15. Antibakterinio aktyvumo jvertinimas

Antibakterinis aktyvumas buvo tiriamas prie§ E. coli ir B. subtilis bakterijas. Kontroliniame variante
buvo naudojamas antibiotikas ciprofloksacinas.

Gautuose rezultatuose (3.16 pav.) matoma, kad pries E. coli didZiausias slopinimo poveikis nustatytas
naudojant lapy kaliaus kultury, augusiy MS terpéje su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir melatoninu
(0,5 mg/L), ekstraktus, kuomet slopinimo zona sieké 1,57 cm (3.17 pav.). Maziausia slopinimo zona
jvertinta panaudojus toje pacioje terp¢je kultivuoty stiebo kaliaus kultiry ekstraktus, kuomet aktyvumas
buvo 15 % mazesnis ir sieké 1,33 cm.
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3.16 pav. Antibakterinio aktyvumo pries E. coli ir B. subtilis jvertinimas
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3.17 pav. Lapy kaliaus kultiiry, augusiy MS terpéje su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir melatoninu (0,5
mg/L), ekstrakty antibakterinis aktyvumas pries E. coli

Vertinant antibakterinj aktyvuma prie§ B. subtilis, didziausiu aktyvumu pasizyméjo vaistinés medetkos
in vivo stieby ekstraktai, kuomet slopinimo zona sieké 1,68 cm (3.18 pav.). Siek tiek maZesniu aktyvumu
pasizymejo in vivo lapy ekstraktai, kuomet slopinimo zona buvo tik 1 mm maZesné ir sieké 1,67 cm.
Vertinant in vitro kaliaus kultiry aktyvuma, didZiausias B. subtilis slopinimas buvo nustatytas panaudojus
Sakny kaliaus kulttry, augusiy MS terp¢je su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir melatoninu (0,5 mg/L),
ekstraktus, slopinimo zonai siekiant 1,57 cm (3.18 pav.). Maziausias poveikis bakterijy slopinimui buvo
jvertintas Sakny kaliaus kultary, augusiy MS terp¢je su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir L-triptofanu
(0,5 mg/L), ekstraktuose, slopinimo zonai siekiant 1,17 cm.

3.18 pav. Sakny kaliaus kultdiry, augusiy MS terpéje su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir melatoninu (0,5
mg/L), ekstrakty antibakterinis aktyvumas pries§ B. subtilis

Vertinant augimo stimuliatoriy jtakg antibakteriniam aktyvumui, L-triptofanas pasizyméjo didesniu
poveikiu antibakteriniam aktyvumui prie§ E. coli, kuomet melatoninas gerino B. subtilis aktyvumo
slopinima.
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4. Rekomendacijy dalis

L-prolino iSkyrimas i§ vaistinés medetkos (lot. Calendula officinalis L.) kaliaus kultliry ir gryninimas
iliustruojamas aparatiirinéje schemoje (4.1 pav.). Atsizvelgiant j atliktus tyrimus (3.5 pav.), in vitro
kaliaus kultiiros lastelés kultivuojamos skystoje MS terp¢je su 0,5 mg/L TDZ ir 0,1 mg/L IAR
fitohormonais bei 0,5 mg/L melatonino priedu, siekiant padidinti L-prolino koncentracija.

Procesas pradedamas terpés paruoSimu rezervuare (R1), kuriame sumaiSoma mitybiné terpe su 0,5 mg/L
TDZ ir 0,1 mg/L IAR fitohormonais bei 0,5 mg/L melatonino priedu. Mitybiné terpé su augimo
reguliatoriais sterilizuojama autoklave (AK), siekiant sumazinti uzterStumo rizikg. Terpé su medetkos
kaliaus kultiiros lastelémis yra perkeliama j bioreaktoriy (BR). Suspensija maiSoma 100 aps/min, 25 °C
temperatiiroje ir peristaltiniu siurbliu (S/2) perkeliama j centrifugg (C/1). Supernatantas atskiriamas nuo
kiety nuosédy ir paSalinamas, o nuosédos dziovinamos vakuumingje dziovykléje (VD/1). Norint, kad
bioaktyviojo junginio ekstrakcija biity efektyvesné, iSdziovinta kaliaus kultira yra susmulkinama maliine
(MA).

Rezervuare (R3) dziovinta biomasé sumaiSoma su distiliuotu vandeniu. L-prolino ekstrakcija vykdoma
termostatingje voneléje (TV), nuolat maiSant suspensija 95 °C temperatiiroje, 30 minuciy. Po ekstrakcijos
suspensija per Silumokait] nukreipiama j centrifuga (C/2), kurioje atskiriama kietoji fazé nuo skystosios
fazés. Skystoji fazé gryninama ultrafiltruojant (UF) ir perkeliama j vakuuminj garintuva (VG), o kietoji
fazé pasSalinama kaip bioatliekos. Produkto gryninimas vykdomas naudojant jony mainy chromatografija
(JM), po kurios ekstraktas papildomai dZiovinamas dZiovykléje (VD/2), iSgarinant tirpiklj, ir
kristalizuojamas ausinimo kristalizacijos buidu (KR), palaipsniui mazinant temperatiirg. Susidar¢ kristalai
atskiriami centrifugavimo biidu (C/3) ir i8dZiovinami vakuumingje dZiovykléje (VD/3). Galutinis
produktas jvertinamas atliekant kokybés tyrimus ir supakuojamas (BX) sandéliavimui.

Vaistinés

MS+TDZ (0,5 mg/L)+IAR (0,5 medetkos
mg/L)+Melatoninas (0,5 mg/L) ksllau_s
lgstelés

Distiliuotas

S h LB E ]

Bioatliekos ¢——— —

4.1 pav. L-prolino gavimo i§ Calendula officinalis L. kaliaus kultliry aparatiiriné schema
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4.1 lentelé. Aparatiirinéje schemoje naudojamy daliy sarasas

Prietaiso Zyméjimas Prietaisas

R1-R3 Rezervuaras

AK Autoklavas

BR Bioreaktorius

S/1-S/6 Peristaltinis siurblys
C/1-C/3 Centrifuga

VD/1-VD/2 Vakuuming¢ dziovyklé
MA Rutulinis maltinas

TV Terminé vonelé

UF Ultrafiltras

VG Vakuuminis garintuvas
M Jony mainy chromatografija
KR Kristalizacija

SK Silumokaitis
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1.

ISvados

DidZiausios fenoliniy junginiy, fenoliniy rugsc¢iy, flavonoidy ir malondialdehido koncentracijos
buvo nustatytos vaistinés medetkos (lot. Calendula officinalis L.) lapy in vivo ekstraktuose,
kuomet rezultatai atitinkamai sieké 0,28 mg/100 g, 5,56%, 13,72 mg/g ir 0,94 umol/g. Melatonino
(0,5 mg/L) ir L-triptofano (0,5 mg/L) priedas mitybingje terp¢je atitinkamai reikSmingai padidino
in vitro stieby ir lapy kaliaus kulttiry ekstraktuose aptinkamas koncentracijas. Didziausia bendryjy
antocianiny koncentracija ir superoksido dismutazés aktyvumas buvo nustatytas in vitro lapy
kaliaus kultury, augusiy MS terp¢je su TDZ (0,5 mg/L) ir IAR (0,1 mg/L) fitohormonais,
ekstraktuose. Tuo tarpy in vitro Sakny kaliaus kultiiry, augusiy terpeje su TDZ (0,5 mg/L), IAR
(0,1 mg/L) ir melatoninu (0,5 mg/L), ekstraktuose nustatyta didziausia L-prolino koncentracija —
511,48 umol/g.

DidZiausias antioksidacinis aktyvumas DPPH ir FRAP metodais, buvo nustatytas Sakny kaliaus
kultiiry, augusiy MS terpéje su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir L-triptofanu (0,5 mg/L),
ekstraktuose. ABTS metodo tyrimo metu beveik visuose ekstraktuose aktyvumas sieké 99 %.
Maziausias antioksidacinis aktyvumas buvo nustatytas Sakny kaliaus kultiiry, augusiy MS terpéje
su fitohormonais ir melatoninu (0,5 mg/L), ekstraktuose. DidZiausios redukcinés savybés buvo
nustatytos TDZ (0,5 mg/L) ir IAR (0,5 mg/L) fitohormonais papildytoje MS terpéje augusiy lapy
kaliaus kultiiry ekstraktuose.

Atliktuose pirminiy metabolity koncentracijy tyrimuose, didziausia baltymy koncentracija buvo
nustatyta stieby kaliaus kultiry, augusiy MS terp¢je su 0,5 mg/L TDZ ir 0,1 mg/L IAR
fitohormonais, ir in vivo medetkos lapy ekstraktuose — 0,084 mg/ml. Chlorofilo a ir b didZiausios
koncentracijos buvo nustatytos in vivo lapy ekstraktuose, kuomet koncentracijos atitinkamai
sieké 24,26 ir 18,28 mg/100 g. L-triptofano (0,5 mg/L) ir melatonino (0,5 mg/L) pridéjimas i
augimo mitybing terp¢ didelio poveikio nepadare.

Nustacius vaistinés medetkos in vitro kaliaus kultiiry in in vivo ekstrakty antibakterinj poveik]
pries E. coli, didziausia slopinimo zona buvo jvertinta panaudojant lapy kaliaus kultiiry, augusiy
MS terpéje su TDZ (0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir melatoninu (0,5 mg/L), ekstraktus — 1,57 cm.
Didziausias antibakterinis poveikis prie§ B. subtilis buvo nustatytas panaudojus in vivo stieby
ekstraktus, kuomet slopinimo zona sieké 1,68 cm. Taip pat pastebétas in vitro kaliaus kultiiry
ekstrakty reikSmingas poveikis, kurj atskleid¢ Sakny kaliaus kultiiry, augusiy MS terpéje su TDZ
(0,5 mg/L), IAR (0,1 mg/L) ir melatoninu (0,5 mg/L), ekstraktai, kuomet slopinimo zona sieké
1,57 cm. Tai rodo, kad melatoninas (0,5 mg/L) turé¢jo reikSmingos itakos medetkos kaliaus kulttiry
antibakterinéms savybéms.
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