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Akademinio sgziningumo deklaracija

Patvirtinu, kad mano, Ernestos Gizaités, baigiamasis projektas tema ,,Bioaktyviyjy fitocheminiy
junginiy kaupimo optimizavimas ir biologinio aktyvumo jvertinimas Notreliniy (Lamiaceae) Seimos
augaluose in vitro* yra parasSytas visiskai savarankiskai ir visi pateikti duomenys ar tyrimy rezultatai
yra teisingi ir gauti saziningai. Siame darbe nei viena dalis néra plagijuota nuo jokiy spausdintiniy ar
internetiniy Saltiniy, visos kity Saltiniy tiesioginés ir netiesiogineés citatos nurodytos literatiiros
nuorodose. [statymy nenumatyty piniginiy sumy uz §j darbg niekam nesu mokéjes.

AS suprantu, kad 18aiSkéjus nesgziningumo faktui, man bus taikomos nuobaudos, remiantis Kauno
technologijos universitete galiojancia tvarka.

(vardg ir pavardg jrasSyti ranka) (paraSas)
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Santrauka

Antioksidantai — tai junginiai sugebantys sulaikyti arba slopinti oksidacinius procesus, kurie vyksta
dél atmosferinio deguonies arba reaktyviy deguonies formy susidarymo lastelése. Jie suteikia bendrg
antioksidacinj aktyvuma ir yra naudojami stabilizuoti maisto, kosmetikos ir farmacijos produktus,
taip pat dalyvauja organizmy gynybos mechanizmuose prie§ laisvuosius radikalus, Zmogaus
organizme apsaugo nukleortigstis, baltymus, lipidus nuo oksidacijos, sumazina létiniy ligy kieki,
sirdies ligas, mazina vézZio rizika. Siy antioksidanty yra vaistiniuose augaluose, tatiau jy kiekiai yra
nestabills ir mazi, o chemin¢ junginiy sintez¢ yra sudétinga. D¢l iy priezasciy, kad buty pagerinta ir
padidinta naudingy medziagy gamybg augaluose yra pasitelkiamos biotechnologijos. Augaly lastelés,
audiniai ir organy kulttiros suformuojamos ir regeneruojamos in vitro salygomis. Kaliaus kultiiroms
suformuoti terpése yra naudojami skirtingi augimo hormonai ir elicitoriai. Universalios terpés, gauti
bet kokio augalo kaliaus kultiira, néra. Siame darbe buvo atlikti tyrimai su Notreliniy (Lamiaceae)
Seimos augalais: vaistine juozazole (Hyssopus officinalis L.), vaistiniu ¢iobreliu (Thymus vulgaris
L.), pranciiziS$ka levanda (Lavandula stoechas L.) ir vaistine levanda (Lavandula angustifolia L.),
suformuotos §iy augaly kaliaus kultiros naudojant skirtingus augimo hormonus, elicitorius.
Skirtingose kaliaus kulttirose, in vitro ir in vivo augaluose buvo nustatyti pigmenty kiekiai (chlorofilo
a, chlorofilo b ir karotinoidy), antioksidacinis aktyvumas (DPPH, FRAP ir redukciniy savybiy
nustatymo metodais), bendras fenoliniy junginiy, flavonoidy kiekis, fermentinis antioksidacinis
aktyvumas (superoksido dismutazés, katalazés ir askorbatperoksidazés kiekis), L-prolino kiekis,
malondialdehido koncentracija ir antibakterinis aktyvumas prie§ Rhizobium radiobacter, Escherichia
coli, Xanthomonas campestris ir Listeria monocytogenes.

Nustatyta, kad didZiausig Karotinoidy kiekj sukaupé vaistinio ¢iobrelio augalai uzauginti in vitro (60,5
+ 0,1 mg/ 100g) salygomis MS terpése. Dideliu fermentiniu ir nefermentiniu antioksidaciniu
aktyvumu pasizyméjo pranciiziskos levandos kaliaus kultGros suformuotos i§ lapy MS terpése,
naudojant 2 mg/l BAP ir 2 mg/l IBR. Aminoragsties L-prolino didZiausig kiekj sukaupé pranciiziSkos
levandos kaliaus kulttiros suformuotos i§ stieby (18,83 + 3,6 mM/g), naudojant 0,5 mg/l BAP ir 1
mg/l NAR. Didziausig malondialdehido kiekj sukaupé pranctiziskos levandos kaliaus kultaros i$ lapy
(0,88 £ 0,19 pmol/g), kai buvo naudoti 0,5 mg/l BAP ir 1 mg/l NAR. Tuo tarpu didZiausiu
antibakteriniu aktyvumu prie$ Rhizobium radiobacter, Escherichia coli ir Xanthomonas campestris
pasizyméjo vaistinés juozazolés augalai in vivo. Prie§ Listeria monocytogenes didziausiu aktyvumu
pasizymejo pranciiziSkos levandos kaliaus kultiiros suformuotos, naudojant 1 mg/1 kineting ir 2 mg/I
IBR.
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Summary

Antioxidants are compounds capable of inhibiting the oxidative processes that occur due to the
formation of atmospheric oxygen or reactive oxygen forms in cells. They provide general antioxidant
activity and used to stabilize food, cosmetics and pharmaceuticals, and also participate in organisms
defense mechanisms against free radicals, protects nucleic acids, proteins, and lipids from oxidation,
reduces chronic diseases, heart disease, reduces cancer risk. These antioxidants are in medicinal
plants, but their amounts are unstable and small, and chemical compounds synthesis is difficult. For
these reasons, biotechnology is used to improve and increase the production of antioxidants in plants.
Plant cells, tissues and organ cultures formed and regenerated in vitro. Different growth hormones
and elicitors used in media for the formation of callus cultures. There is no universal medium to get
the callus culture of any plant. In this work described studies with Lamiaceae family plants (hyssop
(Hyssopus officinalis L.), thyme (Thymus vulgaris L.), French lavender (Lavandula stoechas L.), and
English lavender (Lavandula angustifolia L.)). These plants callus cultures were formed using
different growth hormones, elicitors. In different callus cultures, in vitro and in vivo plants were
determined by pigments levels (chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoids), antioxidant activity
(DPPH, FRAP, and reducing antioxidant power), total phenolic compounds, flavonoids, enzymatic
antioxidant activity (superoxide dismutase, catalase and ascorbate peroxidase), L-proline,
malondialdehyde and antibacterial activity against Rhizobium radiobacter, Escherichia coli,
Xanthomonas campestris and Listeria monocytogenes.

It was determined that the highest amount of carotenoids (60.5 £ 0.1 mg/ 100g) has been accumulated
in MS medium with Thymus vulgaris L. in vitro. Lavandula stoechas L. callus cultures formed from
leaves in MS medium with 2 mg/l BAP and 2 mg/l IBA characterized by high enzymatic and non-
enzymatic antioxidant activity. The highest amount of amino acid L-proline had been accumulated in
Lavandula stoechas L. callus cultures formed from stems (18.83 + 3.6 mM/g) in MS medium with
0.5 mg/l BAP and 1 mg/l NAA. The highest amount of malondialdehyde has been accumulated the
Lavandula stoechas L. callus cultures which formed from leaves (0.88 + 0.19 umol/g) in MS medium
with 0.5 mg/l BAP and 1 mg/l NAA. Hyssopus officinalis L. in vivo plants were shown the highest
antibacterial activity against Rhizobium radiobacter, Escherichia coli, and Xanthomonas campestris.
Lavandula stoechas L. callus cultures formed in MS medium with 1 mg/l kinetin and 2 mg/l IBA
were shown the highest antibacterial activity against Listeria monocytogenes
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Santrumpy ir terminy sgrasas

2,4-D — 2,4-dichlorfenoksiacto rigstis
APX — askorbato peroksidazé

BAP — 6-benzilaminopurinas

DMSO — dimetil sulfoksidas

DNR — deoksiribonukleoriigstis

DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas
EDTA - etilenodiaminotetraacto riigStis
FRAP — gelezies redukcijos antioksidacinis aktyvumas
GAzs — giberelino rugstis

HNE — 4-hidroksinonenas

H>02— vandenilio peroksidas

IAR — 3-indolilacto riigstis

IBR — 3-indolilbutano ragstis

JA — Zasmono rigstis

kin — kinetinas; 6-furfurilaminopurinas
LB — Luria — Bertani

MDA — malondialdehidas

MeJA — metilzasmonatas

MS — Murashige ir Skoog

NADPH — nikotinamido dinukleotido fosfatas
NAR — l-naftilacto ruigstis

10, — singletinis deguonis

O2¢~ —superoksido radikalas

*OH — hidroksil radikalas

ppm — milijoninés dalys

RNR — ribonukleortgstis

ROS — reaktyvios deguonies rusys

SOD — superoksido dismutaze



Ivadas

Augalai turi jvairius mazos molekulinés masés junginius, kuriy dalis yra pirminiai metabolitai (dazni
visiems organizmams), o likusieji yra antriniai metabolitai. Jy biosintezé priklauso nuo augaly grupés
ir jie gali buti skirtingi. Gebéjimas sintetinti antrinius metabolitus i$sivysté evoliucijos metu, kai
keitési gyvenimo salygos [1]. Vaistiniai augalai turi 100 000 fitocheminiy junginiy, daugelis i$ jy
pasizymi antioksidaciniu aktyvumu. Antriniai metabolitai ne tik vaidina svarby vaidmenj augaly
apsaugoje, bet ir yra naudojami zmoniy, dél savo aromatiniy savybiy ir maistinés vertés kaip vaistali,
kvapiosios medziagos, agrochemijos produktai, dazikliai, biopesticidai, maisto priedai [2, 3].
Artemisinino, vaisto prieS maliarijg atradimas parodé, kad tradiciniai vaistiniai augalai yra
perspektyvus $altinis naujiems vaistams atrasti ir vystyti [4]. Taciau yra susiduriama su kliGitimis, nes:
a) naudingy junginiy kiekiai augaluose yra nedideli, molekulés randamos ppm lygiu, todél vaistiniui
preparatui pagaminti reikia didelio derliaus kiekio; b) ribotas antiniy metabolity pricinamumas i rety,
nykstanciy, sunkiai auganciy rusiy; ¢) cheming junginiy sintez¢ yra varginanti d¢l daugybés chiraliniy
centry molekulése, trukdanciy junginiy panaudojimui medicinoje ir pramongje [2, 4, 5]. Dél $iy
priezascCiy pastaraisiais metais didelis démesys skiriamas strategijoms, kuriy tikslas pagerinti antriniy
metabolity gamybg augaluose. Vienintelis tvarus biidas greitai uzpildyti rinkos paklausg yra taikyti
biotechnologijas — vaistiniy augaly Igsteles, audinius ir organy kulttiras sutelkti ir regeneruoti in vitro
salygomis. Siekiant, kad augalai in vitro sukaupty antrinius metabolitus, yra naudojami augimo
stimuliatoriai ir elicitoriai [2, 6, 7]. Siame darbe atlikti tyrimai su Lamiaceae Seimos augalais,
suformuotos jy kaliaus kultiiros, kurios yra biitinos 1asteliy suspensijy kulttiroms ir §i nediferencijuoty
lasteliy masé gali buti pla¢iai naudojama geny transformacijoje, metaboliniy keliy manipuliacijoms
ir biosintetiniy buidy nustatymui [8], be to kaliaus kultiry auginimas sumazina natraliai vykstanti
kintamuma, standartizuoja fitocheminj augaly profilj, kad §is atitikty komercinius reikalavimus [9].
Naudojami fitohormonai turi jtakos aktyviyjy junginiy biosintezéje, taip gaunami skirtingi cheminiai
junginiai ir jy kiekiai, atsiranda ir kvapy skirtumas. Lamiaceae Seimos augalai turi daugybe specifiniy
veisliy, poraiSiy ir hibridy, jie skiriasi morfologinémis savybémis, agronominiais bruozais,
fitocheminiais ir aromatiniais profiliais ir visi Sie augalai gali bati dauginami ir auginami [7, 10].
Siame darbe pasirinkti pasaulyje, taip pat ir Lietuvoje, auginami augalai — vaistiné¢ juozaZolé
(Hyssopus officinalis L.), vaistinis ¢iobrelis (Thymus vulgaris L.), pranciizi$ka levanda (Lavandula
stoechas L.) ir vaistiné levanda (Lavandula angustifolia L.).

Tikslas

optimizuoti bioaktyviyjy fitocheminiy junginiy kaupimg vaistinés juozazolés (Hyssopus officinalis
L.), vaistinio ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.), pranciiziskos levandos (Lavandula stoechas L.) ir
vaistinés levandos (Lavandula angustifolia L.) augaluose ir jvertinti biologinj aktyvuma in vivo, in
vitro ir kaliaus kultirose.

Darbo uzdaviniai

1. tirlamuosiuose augaluose in vitro ir in vivo nustatyti:
a) pigmenty (chlorofilo a, chlorofilo b ir karotinoidy) kiekius;
b) antioksidacinj aktyvumg DPPH, FRAP ir redukciniy savybiy nustatymo metodais;
¢) bendra fenoliniy junginiy kiekj;
d) flavonoidy kiekj;
e) L-prolino kiekj;



2. nustatyti tiriamyjy augaly in vitro ir in vivo antioksidacinj fermentinj aktyvuma: superoksido
dismutazés, katalazés ir askorbatperoksidazés kiekius;

3. jvertinti malondialdehido koncentracija tiriamuosiuose augaluose;

4. nustatyti antibakterinj aktyvuma tiriamyjy augaly in vitro ir in vivo ekstraktuose prie§s Rhizobium
radiobacter, Escherichia coli, Xanthomonas campestris ir Listeria monocytogenes;

5. nustatyti 3-(3,4-dihidroksifenil)-2-propeno ragsties (Z,E)-2-(3-4-dihidroksifenil)etenilesterio
(mélyno pigmento) kiekj vaistinés levandos (Lavandula angustifolia L.) 1gsteliy suspensijy kulttirose;
6. pateikti siiiloma timolio gamybos i§ vaistinio ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.) aparatiiring schema.



1. Literatiiros apzvalga
1.1  Augaly audiniy Kultiiros in vitro

Augaly lgstelés, audiniai ir organy kultiros suformuojamos ir regeneruojamos in vitro salygomis —
taip yra atveriamos naujos galimybés augalams panaudoti. Augaly audiniy kultiros gali biiti keliy
tipy: gemalinés, kaliaus, organy, lasteliy [6]. 1zoliuotos audiniy kultiros yra vienos i§ svarbiausiy
augaly biotechnologijos metody, izoliuotos augaly audiniy Igstelés auginamos ant maitinamyjy terpiy
steriliomis salygomis in vitro. Taip yra sudaroma kaliaus kultiira — antrinés meristemos masé, kuri
susidaro pazeistoje augalo vietoje prapléSdama iSorinio audinio sluoksnj ir formuojasi jo pavirSiuje
[11]. Taigi, i§ esmés kaliaus kultiiros susideda i$ 1gsteliy grupés, kurios atsiranda dél neorganizuotos
augaly organy lasteliy proliferacijos. Kaliaus kultiirg galima gauti beveik bet kurioje augalo dalyje,
nors dazniausiai dé¢l suzeidimo kaliaus kultaros formuojasi stiebo, $aknies gale. Kaliaus formavimosi
iniciavimas atliekamas naudojant terpes su augimo reguliatoriais. Terpiy papildymas fitohormonais
skirstomas j tris buidus: tik auksinai, tik citokininai, abu auksinai ir citokininai. Auksinai inicijuoja
lasteliy dalijimasi, elongacija, 0 naudojant mazomis koncentracijomis sukelia Sakny vystymasi.
Dazniausiai naudojami sintetiniai auksinai: NAR, 2,4-D, IAR, IBR ir kt. Citokininai yra adenino
dariniai, jie skatina Igsteliy dalijimasi, skatina atzaly formavimasi in vitro. Pagrindiniai citokininai —
zeatinas, kinetinas, BAP. Auksino / citokino santykis turi svarby vaidmenj morfogenezéje. Didelis
santykis sukelia embriogenezg ir Sakny formavimasi, o mazas pumpury ir atzaly formavimasi.
Tarpinis santykis yra reikalingas kaliaus formavimuisi [6]. Augimo reguliatoriy koncentracijos
skiriasi priklausomai nuo augalo riisies, individualaus augalo genotipo, amziaus, mitybinés biiklés.
Kultiiros formavimosi salygos, tokios kaip temperatira, kieta terpé ar kietéjantis agaras, Sviesa, taip
pat yra svarbios kaliaus formavimuisi ir vystymuisi. Néra universalios terpés gauti bet kokio augalo
kaliaus kulttirg [12]. Augaly lasteliy formavimas in vitro salygomis yra alternatyva padidinti biomasés
augimo tempa, stabiluma, fenoliniy junginiy ir kity metabolity gamybg. Be to in vitro auginimas
leidzia keisti augimo kintamuosius, naudojant prekursorius arba/ ir elicitorius, taip pat keisti junginiy
biosintezés budus, optimizuoti jy gamybg [13].

Elicitoriai — tai junginiai, kurie gali buti nathralGs arba sintetiniai, jie inicijuoja arba pagerina
specifiniy metabolity biosintezg. Jy mazomis koncentracijomis yra papildomos mitybinés terpés [13].
Elicitoriai gali buti fitohormonai (metilzazmonatas, salicilo riigStis, Zasmoniné rtigstis, efetonas,
melatoninas), oligosacharidai (chitozanas, manitolis), aminoraigstys, organinés rugstys (askorbo,
foling, pieno, citriny riigstys), polisacharidai, baltymai, riebalai, druskos, jvairiis fiziniai faktoriai
(§viesa, ultragarsas, hipoksija, aukstas slégis) [14]. Zazmonatai ir salicilo riigitis yra signalo
perdavimo molekulés, kurios reaguoja j biotinj ir abiotinj stresa. Sios molekulés gali biiti naudojamos
paskatinti specifiniy fermenty gamyba, kurie yra susij¢ su fenoliniy junginiy biosinteze [13].
Zazmonatai, jskaitant JA ir MeJA, yra ciklopentanony $eimos junginiai, jie moduliuoja platy augaly
atsaka ir veikia, kaip veiksmingi elicitoriai, didinantys antriniy metabolity kiekj in vitro kultarose.
MeJA yra aktyvesnis darinys nei JA ir jis sukelia rozmarino ragsties, terpenoidy, indolo alkaloidy,
flavonoidy, fenilpropanoidy ir plumbagino aktyvesng gamybg jvairiose lasteliy kultiirose. MeJA buvo
naudojamas formuojant Salvia miltiorrhiza (Lamiaceae Seimos augalas) Sakny kultiiras ir terpése
zymiai padidino tanshinono (diterpeno) kiekj [2, 15]. Taip pat buvo atliktas tyrimas su Salaviju (Salvia
virgata), jo tigliy kultaroms formuoti buvo naudojami fitohormonai BAP ir IAR bei elicitoriai Ag*
jonai, mieliy ekstraktas ir metilzazmonatas. Nustatyta, kad didziausias kiekis regeneruoty tgliy
gaunamas naudojant MS terpe su 2 ppm BAP ir 0,05 ppm IAR. Nustatyta, kad efektyviausi abiotiniai
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elicitoriai yra Ag* jonai (iki 2,5 ppm). Naudojami terpése jie pagerino fenoliniy riigd¢iy gamybg
tgliuose (26 mg/g sauso svorio). Taip pat nustatyta, kad didziausi kiekiai salvianolinés rugsties (3,72
mg/g sauso svorio) ir kavos riigsties (35,5 mg/g sauso svorio) randami, kai terpése 3 augimo dieng
naudojamas 11,2 ppm metilzazmonatas, 0 5 augimo dieng 2,5 ppm Ag" jonai [16].

Lasteliy suspensijos kultiiros, tai izoliuoty lasteliy auginimas skystoje terpéje. Lastelés gali buti
izoliuotos i§ in Vvivo salygomis augusios augalinés medziagos ar suformuotos kaliaus kultiros.
Auginant Igsteliy suspensijos kultiiras turi buti uztikrintas suspensijos maisymas [6].

1.2 Augaluose susidarantys bioaktyvis junginiai
1.2.1 Nefermentinis antioksidacinis aktyvumas

Augalai isvyste keletag mechanizmy pagal kuriuos antioksidaciniai fermentai uztikrina apsaugg nuo
zalingo oksidacinio streso poveikio, kurj sukelia abiotiniai ir biotiniai Saltiniai [17]. Abiotiniai
Saltiniai: sunkieji metalai, vandens perteklius, druskingumas, sausra, uzSalimas, Siluma, didelis
Sviesos intensyvumas, ozonas, herbicidai. Biotiniai — patogenai, kenkéjy daroma zala, suzeidimai
[18]. Pastebéta, kad kai augalai yra veikiami abiotinés ir biotinés aplinkos streso, pagreitéja ir
padidéja ROS ir azoto rasiy gamyba [17]. ROS apima laisvuosius radikalus (superoksido radikalg
(O2¢"), hidroksilo radikalg (+OH)) ir neradikalines molekules (singletinj deguonj (*O;) ir vandenilio
perioksidg (H203)). Jie gali susidaryti kiekvienoje lasteliy organeléje, bet kadangi atsiradus stresinei
aplinkai pirmiausia sutrikdomas pirminis metabolizmas (fotosintezé ir kvépavimas), todél daugiausia
ROS susidaro chloroplastuose, mitochondrijose ir peroksisomose [17, 19]. Augaluose yra stipriy
nefermentiniy antioksidanty, tokiy kaip askorbatas, glutationas, tokoferolis, karotinoidai, fenoliniai
junginiai, slapimo ragstis, bilirubinas. Jie veikia kartu su fermentiniais antioksidantais (superoksido
dismutaze, katalaze, glutationo peroksidaze) pries ROS [17, 19, 20]. Ir tai padeda skatinti augaly
augima, vystymasi, lasteliy cikla, hormony signaly perdavimg ir sustiprinti atsakg i abiotinius ir
biotinius aplinkos veiksnius [17, 19]. Antioksidantai suteikia bendra antioksidacinj aktyvumg. Jie
sulaiko arba slopina oksidacinius procesus, kurie vyksta dél atmosferinio deguonies arba reaktyviy
deguonies riiSiy susidarymo lastelése. Pagrindé antioksidanty savybé — tai geb¢jimas suristi
laisvuosius radikalus, pvz: peroksidus, hidroperoksidus, ir taip slopinti oksidacinius mechanizmus,
kurie veda j degeneracines ligas. Laisvieji radikalai Zzmogaus organizme oksiduoja nukleino riigstis,
baltymus, lipidus. Antioksidantai sumazina létiniy ligy daznj, Sirdies ligas, mazina vézio rizika [21].
Antioksidanty klasifikacija pateikta 1.1 paveiksle.

Fenoliniai junginiai — tai augaly antriniai metabolitai, kurie turi skirtingas struktiiras ir funkcijas,
tadiau paprastai turi aromatinj Zieda su vienu ar daugiau hidroksilo pakaity. Siuo metu yra Zinoma
daugiau kaip 8000 fenoliniy struktiiry. Fenoliai tirplis vandenyje, augalams suteikia spalva, kvapa,
skonj (kartuma) [22]. Fenoliniai junginiai yra sintetinami Sikimo rtgsties keliu. Junginiai yra
klasifikuojami } pogrupius: fenolinés riigStis (hidroksicinamono, hidroksibenzoinés riigstys),
flavonoidai, taninai, stilbenai ir lignanai [22, 23]. Augalus fenoliai apsaugo nuo ultravioletiniy
spinduliy, atbaido pléSriinus ir parazitus, prisideda prie augalo spalvos, pritraukia apdulkintojus [22].
Naudojami su maistu pasizymi prieSuzdegiminiu poveikiu, pries§véziniu poveikiu [23]. Taninai
skirstomi j dvi grupes: hidrolizuotus ir kondensuotus taninus [22]. Hidrolizuoti taninai priklauso ne
flavonoidiniams fenoliniams polimerams. Kondensuoti taninai dar vadinami proantiocianidinais,
flavanais, flavantrioliais [24]. Fenoliai néra aktyvus antioksidantai, nebent substitucija orto- arba
para- padétyse turi padidinta elektrony tankj prie hidroksilo grupés ir sumaZinta deguonies —
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vandenilio ry$io energijg. Fenoliniy juginiy substitucija meta- padétyje turi ribotg antioksidacinio
aktyvumo efekta [25].

(_ Antioksidantai )

|
— AP

2 i Vitaminai ir ju dariniai
Pirminiai fermentai Antriniai fermentai I’(ofaktonus i Rk ey
3 S S s 4 : Kofermentas Q10 A (Retinolis)
C (Askorbo riigstis)
E (Tokoferoliai ir tokotrienoliai)

Ka:alazé, Glutationo Gliukozeés-6-fosfato

peroksidaze dehidrogenazé Mineralai

Cinkas, Selenas

Organiniai Kiiotioidsn
Flavonoidai sieros p-Karotinas, Likopenas, Luteinas,
‘ | junginiai Zeaksantinas
- Alilsulfidas, . .
Flavonoliai Flavon-3-oliai Antocianinai Indolas Azotinés nebaltyminés

Kvarcetinas, Katechinas, Ciatadnas: medziagos
Kamferofis Pelagorid $tapimo ragstis

Isoflavonoidai Flavononai Flavonai

Genisteinas Hesperidinas Chrizinas Fenolinés ragstys

Hidroksicinamono rigstys Hidroksibenzoinés rigitys

Ferulo riigstis, p-Kumarino rigstis  Galo riigitis, Elago riigtis

1.1 pav. Antioksidanty klasifikacija [27]

Flavonoidai — tai fenoliniams junginiams priklausantys, vandenyje tirpiis augaly pigmentai,
susidedantys i$ dviejy benzeno Ziedy sujungty heterocikliniu pirano ziedu [22, 27]. Jie yra skirstomi
] Sesis pogrupius: chalkonus, flavonus, flavonolius, flavondiolius, antocianinus ir proantocianidinus,
kai kuriose rusyse dar randama ir septintoji grupé — auronai. Skirtingi flavonoidai turi ir skirtingas
funkcijas, dabar mazdaug yra atrasta 6000 skirtingy flavonoidy [28]. Augaluose jie yra aptinkami
beveik visose dalyse, bet daugiausiai fotosintetinaciose lastelése. Jie yra pagrindiniai kKomponentai
suteikiantys spalvag Zydintiems augalams. Taip pat augaluose jie dalyvauja kovoje su oksidaciniu
stresu, reguliuoja augimo veiksnj, hormong — auksing. Siuo metu yra didelis susidoméjimas
flavonoidais, dél jy antioksidacinio poveikio, antibakterinio, antivirusinio aktyvumo, kepeny veikos
gerinimo savybiy, prieSuzdegiminio poveikio, prie§vézinio aktyvumo [27].

Terpenoidai dar yra zinomi, kaip izoprenoidai, klasifikuojami j hemiterpenoidus, monoterpenoidus
(timolj, linaloolj, limoneng), sekvaterpenoidus, diterpenoidus, seseterterpenoidus, triterpenoidus,
tetraterpenoidus (karotinoidus), politerpenoidus [29]. Triterpenoidai yra viena i§ gausiausiy
augaluose aptinkamy junginiy klasiy. Jie apsaugo augalus nuo patogeny ir zolédziy, taip pat pasizymi
priesuzdegiminémis, antibakterinémis, antivirusinémis ir citotoksinémis savybémis. Tyrimai parode,
kad ursolio riigstis pasiZymi citotoksiniu aktyvumu prie§ limfines leukemijos lasteles, veikia, kaip
stiprus inhibitorius pelés odos naviko vystymosi metu [30]. Karotinoidai suteikia oranzing, geltona,
raudong spalvas géléms, vaisiams ir Saknims [31]. Karotinoidai ir jy fermentinio ir oksidacinio
skilimo produktai (apokarotinoidai) yra svarbiis jvairiems biologiniam procesams vykstantiems
augaluose, pvz. fotosintezéje, fotoapsaugoje, augimo ir vystymosi reguliacijoje [32]. Karotinoidai
atlieka ir svarby vaidmenj zmoniy mityboje, jie apripina provitaminu A. Sis vitaminas veikia, kaip
antioksidantas pries létines ligas, tokias kaip Sirdies, kraujagysliy ligas, v€zj ir su amZiumi susijusias
akiy ligas [31].

1.2.2 Timolis ir karvakrolis

Timolis (2-izopropil-5-metilfenolis) — bespalvis, kristalinis, nattiralus monoterpeninis fenolis,
susidarantis i§ cimeno. Augalams suteikia stipry skonj, malony aromata. Gerai tirpsta alkoholiuose,
Sarminiuose tirpaluose ir kituose organiniuose tirpikliuose [33, 34]. Randamas Notreliniy Seimos
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(¢iobrelio (Thymus), baziliko (Ocimum), raudonélio (Origanum) ir monardy (Monarda)) augaly
eteriniuose aliejuose. Sie eteriniai aliejai naudojami maisto pramonéje dél savo kvapiyjy medziagy ir
apsauginiy savybiy, komerciniai preparatai naudojami, kaip uody atbaidymo priemonés, taip pat
naudojami kvapy terapijoje ir tradicinéje medicinoje nuo galvos skausmo, kosulio ir viduriavimo
gydymui [35]. Ciobreliy eteriniuose alicjuose randamas timolio kiekis yra didesnis nei 60 % [36].
Literattroje apraSoma, kad timolis turi jvairiy farmakologiniy savybiy: veikia kaip antioksidantas,
Salina laisvuosius radikalus, veikia prie§ uzdegimus, mazZina skausmg, spazmus, pasizymi
antibakteriniu (tiek prie§ gramteigiamas (Streptococcus mutans, S. aureus, Bacillus subtilis, S.
epidermidis) ir prie$ gramneigiamas (E. coli) bakterijas), priesgrybeliniu (pries Cladosporium spp.,
Aspergillus spp., A. flavus, A. ochraceus), antiseptiniu, prieSvéziniu poveikiais [33, 34, 35]. Dél savo
bioaktyvumo timolis mazomis koncentracijomis (maziau nei 1 mM) naudojamas: a) kosmetikos
sudétyje, kaip tirpiklis ir aromato ingredientas; b) maisto produktuose, kaip konservantas apsaugantis
nuo mikroorganizmy, ir kaip aromato ingredientas; c) vaistuose; d) insekticiduose, fungiciduose ir kt.
Taciau timolio naudojimas vaistuose yra ribotas dél jo vidutinio citotoksiSkumo laipsnio, kurj parodé
in vitro tyrimai su zmogaus ir gyviny lastelémis bei eksperimentiniais gyviinais [35]. Todél yra
reikalingi detalesni tyrimai nusakantis timolio vartojimo biidg ir reikalingg dozg [34].

Karvakrolis (metil-5-(1-metiletil) fenolis) skystas monoterpenoidinis fenolis, jis yra timolio izomeras
(zr. 1.2 pav.). Randamas raudonélio (Origanum vulgare), ¢iobrelio (Thymus vulgaris), pipirnios
(Lepidium flavum), laukinio bergamoto (Citrus aurantium var. bergamia Loisel) ir kity augaly
eteriniuose aliejuose. Komercinis karvakrolis sintetinamas cheminiais ir biotechnologiniais metodais.
Pasizymi antibakteriniu poveikiu prie§ gramteigiamas (Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis), gramneigiamas bakterijas (Escherichia coli, Klebsiella
pneumonia), sporas, priesgrybeliniu poveikiu (pries Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Alternaria
alternata, Penicillium rubrum, Trichoderma viride). Taip pat pasizymi antioksidaciniu poveikiu:
apsaugo DNR, pagerina imuninés sistemos atsaka. IS visy eteriniy aliejy komponenty karvakrolis
pasizymi stipriausiu priesvéziniu poveikiu: prie§ zmogaus metastazavusias kriities vézio lasteles,
plau¢iy vezio lasteles [37]. Ciobreliy eteriniuose aliejuose randamas mazas karvakrolio kiekis,
mazdaug 6 % [36].

OH

OH

karvalrolis timolis
1.2 pav. Karvakrolio ir timolio struktiirinés formulés [38]
1.2.3 Fermentinis antioksidacinis aktyvumas

Augaluose pagrindiniai ROS Salinimo fermentai yra SOD (superoksido dismutaze), CAT (katalazé),
GPX (glutationo peroksidaze), APX (askorbato peroksidaze¢), Prx (peroksiredoksinas), Trx
(tioredoksinas). ROS yra kenksmingos didelémis koncentracijomis, kai ROS kiekis yra didesnis nei
gynybos mechanizmy kiekis, sakoma, kad lastelé yra ,,oksidacinio streso biisenoje. ROS kelia

gréesme lgsteléms, sukelia lipidy peroksidacija, baltymy oksidacija, nukleoriigi¢iy pazeidimus,
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fermenty slopinima, aktyvuoja uZprogramuotg lasteliy zutj, pripazjstama, kad ROS sumazina ir
derliaus kiekj [17, 19].

Superoksido dismutazé¢ (SOD) priklauso metalo — fermenty grupei ir katalizuojg reakcija, kai
superoksido radikalai yra ver¢iamas j vandenilio peroksida ir deguonj. SOD yra randama skirtinguose
lasteliy  komponentuose: chloroplastuose, mitochondrijose, peroksisomose, branduolyje,
citoplazmoje, apoplastuose. SOD esanti chloroplastuose savo aktyviuosiuose centruose turi vario /
cinko arba gelezies, Sis fermentas gali biti stromoje arba prisitvirtings prie tilakoido membranos.
Taciau yra atrasta, kad tik mitochondrijose yra Mn-SOD klasé, o peroksisomose aptinkama visi
izofermenty tipai (CuZn-SOD, Mn-SOD ir Fe-SOD) [18, 17, 19]. Izofermenty tipy pasiskirstymas
yra susijes su lastelinémis vietomis, kur yra Oz« radikalai ($iy fermenty substratas ir jo susidarymo
vieta). Oz¢™ pagrindinis Saltinis yra plazminéje membranoje lokalizuota NADPH oksidazé. SOD
sukelia svarbius augaly apsaugos veiksnius nuo abiotiniy sglygy sukelto oksidacinio streso, taip pat
dalyvauja augaly lasteliy signalo perdavimo procesuose. Kita vertus SOD katalizuojamy reakcijy
metu susidaro H20> kartu su molekuliniu deguonimi. H202 — tai stabili ROS forma su citotoksiskumo
ir signalo perdavimo funkcijomis. Atlikta daug tyrimy apie galimus pavojus susijusius su vandenilio
peroksido kaupimu, nes vandenilio peroksidas yra labai reaktyvi deguonies forma (ROS), todél gali
pakenkti lasteliniams komponentams, augaly augimas gali sulététi [17].

Katalazé aptinkama augaly peroksisomose ir kituose aerobiniuose organizmuose. Tai pagrindinis
fermentas, kuris dalyvauja dviejy H202 molekuliy neutralizavime j vanden;j ir deguonj [17]. Yra
nustatyti trys katalaziy tipai: I klasé yra fotosintetinan¢iuose audiniuose ir priklauso nuo $viesos. 11
Klasé yra kraujagysliy audiniuose. III klasé yra séklose ir jaunuose daiguose [19]. Tyrimai parodé,
kad katalazés aktyvumas yra kaip antioksidaciné apsauga augaluose atsakanti j nepalankias augimo
salygas, 1 abiotinj stresa. Taip pat galima daryti prielaida, kad be katalazés aktyvumo padidéjimo
augaly augimas gali biiti sudétingesnis. Pavyzdziui, agurkuose katalazes aktyvumas padidéja atsakant
1 karst] arba j Saltj, osmosinj ir druskingumo stresa, tai rodo, kad yra bendra reguliaciné sistema
(biocheminé ir molekuliné). Mechanizmas sukelia katalazés indukcijg arba viso rinkinio
pasikeitimus, jskaitant visas likusias antioksidacinés apsaugos priemones. Taciau Sis veikimo
mechanizmas néra pilnai iStirtas. Paprastai katalazés aktyvumas padidéja esant abiotiniam stresui,
taciau yra tyrimy, kurie nustaté, kad fermenty aktyvumas augaluose sumazéjo po kai kuriy abiotinio
streso salygy. Todé¢l abejojama ar katalazés aktyvuma galima naudoti, kaip abiotinio streso Zymeklj
[17]. Taip pat katalazé turi mazesnj gimininguma vandenilio peroksidui nei askorbato peroksidazé
[19].

APX katalizuoja vandenilio peroksido redukcijg j vanden; naudojant askorbata, kaip elektrony
donora. AukStesniuosiuose augaluose APX izoformos pasiskirsto tarp citozolio, chloroplasty
(stromos ir tilakoido membranos), mitochondrijos ir peroksisomy. Jei nebiity $ios izoformos augalai
negalétu efektyviai naudoti askorbato H202 neutralizavimui, tai paaiSkina, kodeél augalai gamina
didelj kiekj askorbato [17, 19].

ROS gali veikti ir kaip ,,signalinés molekulés*, gali kontroliuoti jvairius fiziologinius procesus, atsaka
1 stresa, augima ir vystymasi. Pavyzdziui, keletas oksidaziy tokiy, kaip NADPH oksidaz¢, gamina
ROS vidulastelingje erdvéje ir naudoja signalo perdavimui. Balansas tarp ROS veikimo, kaip
citotoksiniy molekuliy, ir signalo perdavimo molekuliy yra lemiamas veiksnys, kaip augalas atsakys
j stresg [17, 19].
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1.3  Antioksidacinio aktyvumo nustatymo metody apibiidinimas

Spektrofotometriniais metodais galima tirti biomolekuliy fizikines ir chemines biisenas, stebéti
cheminius vyksmus lgstelése ir gyvuose audiniuose, nes Sio metodo metu tiriama medziaga néra
pazeidziama ar suardoma. Spektrofotometrinés analizés buidu galima tirti medziagas absorbuojancias
UV S$viesa. Fenoliniai junginiai savo struktiiroje turi vieng ar kelis aromatinius ziedus, kurie
absorbuoja UV $viesa, todél Siuo metodu galime jvertinti bendrg antioksidacinj aktyvuma, fenoliniy
junginiy kiekj ir flavonoidinius junginius [39].

Antioksidacinis aktyvumas gali biiti nustatomas jvairiais metodais. Vienas i§ populiariausiy ir
dazniausiai naudojamy metody yra DPPH, dél savo paprastumo, greito atlikimo, jautrumo ir stabilaus
DPPHe radikalo naudojimo [40]. Atliktas tyrimas, kurio metu buvo nustatyta, kaip antriniai
metabolitai vieni ir miSiniuose veikia prieS DPPHe radikala. Nustatyta, kad karvakrolis ir timolis
pasizymi silpnu veikimu prie§ DPPH radikalg, reakcija gali biiti griztama. Taip pat timolis ir
karvakrolis su o-difenoliais (kvarcetinu, rutinu, (+)-katechinu ir rozmarino ragstimi) pasizymi
antagonistiniu poveikiu t.y. veikia priesiskai, susilpinina veikima pries DPPH radikalg. Taciau kiti
eteriniy aliejy junginiai (timokuinonas, p-cimenas, p-terpinenas) neturi jtakos polifenoliy
antioksidaciniam aktyvumui [41].

Gelezies redukcijos antioksidacinio aktyvumo (FRAP) metodas taip pat nustato bendra antioksidacinj
aktyvumga bandinyje, jis paremtas Fe®* jony redukcija j Fe?* jonus, kaip reakcijos rodiklis yra
naudojamas spalvos pokytis. Sis tyrimas gali biti pritaikytas jvairiems méginiy tipams, reagentai yra
stabiltis mazai toksiSki, metodas jautrus ir tikslus. Antioksidantai, kurie reaguoja FRAP tyrime, gali
redukuoti Fe**-TPTZ druska j mélynos spalvos Fe?*-TPTZ forma. Tokie antioksidantai yra askorbo
rugstis, a-tokoferolis, §lapimo riigstis, bilirubinas, polifenoliniai junginiai (katechinas) ir Kiti
flavonoidai randami augaluose ir maisto produktuose [42]. Taciau neredukuoja vandenilio
peroksidas, fruktozé, gliukozé ir tiolio grupés (baltymai, aminortgstys, glutationas, cisteinas). Tiolio
turintys junginiai nereaguoja su oksidatoriumi, nes yra naudojama rtigstiné terpé, kurioje tioliai yra
protonizuoti ir nereaguoja su gelezies kompleksais [42, 43]. Taip pat nustatyta, kad $viesos sugertis
593 nm bangos ilgyje gali padidéti net po keliy valandy dél polifenoliy, tokiy kaip kavos riigstis,
tanino ragstis, ferulo ragstis, askorbo ragstis ir kvercetinas. Be to redukcijos galia yra susijusi su
junginyje esanc¢iy hidroksilo grupiy skai¢iumi [44].

Bioaktyviy junginiy redukcinis pajégumas atspindi elektrony donoristés pajéguma ir yra susijes su
antioksidaciniu aktyvumu. Bioaktyvus junginiai turintys antioksidacinj poveikj gali biiti reduktoriais
ir inaktyvuoti oksidatorius. Redukciniy sagvybiy nustatymo metodo metu antioksidaciniai junginiai
redukuoja Fe® -fericianido kompleksa j gelezies Fe?* forma. Mélynos / zalios spalvos kompleksas
susidaro pridéjus FeCls ir Fe3* forma konvertuojasi j Fe?*. Siame tyrime tyriamojo tirpalo spalva
pasikeicia ] Zalig ar mélyng priklausomai nuo antioksidanto redukcinés gebos. Didesné absorbcija
parodo didesne geleZies redukcijos galia. Augaly Fe®* j Fe?* redukcijos geba priklauso nuo juose
esanciy bioaktyviy junginiy redukcinés gebos, pvz.: kavos rigsties redukciné geba — 2,77 (20 pg/ml),
tanino ragsties — 2,43 (30 pg/ml), propolio — 0,83 (20 pg/ml), melatonino — 0,18 (30 pg/ml), eugenolio
— 1,18 (30 pg/ml). Augaly ekstrakty redukciné geba: Lavandula stoechas — 0,51 (20 pg/ml), Melissa
officinalis — 1,41 (20 pg/ml), palyginimui: avieiy ekstrakto — 0,66 (20 pg/ml), kiviy ekstrakto — 0,23
(20 pg/ml) [25].
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1.4 Baltymai ir L-prolinas

Augaly baltymus galima suskirstyti maziausiai j dvi dideles grupes: pagal paplitimg (sékly atsarginius
baltymus) ir biochemines savybes (funkcinius vegetatyviniy organy baltymus). Biochemines savybes
turintis baltymai apima fermentines sistemas, kurios yra atsakingos uz placius metabolinius procesus
[45]. Be baltymy, taip pat ir aminortgstys dalyvauja daugelyje lastelése vykstanéiy reakcijy, daro
itaka fiziologiniams procesams tokiems, kaip augimas, vystymasis, pH reguliavimas, atsparumas
abiotiniam ir biotiniam stresui [46].

Viena i§ aminortig$¢iy, kurig augalai sukaupia stresinémis saglygomis yra L-prolinas [47, 48]. Ji yra
sintezuojama i§ glutamato. Augaluose atlieka keleta funkcijy. Pirmiausia, apsaugo vidulgstelines
struktiiras ir makromolekules nuo osmosinio streso. Antra, veikia, kaip molekulinis Saperonas ir
apsaugo baltymus, sustiprina jvairiy fermenty veikla. Trecia, veikia, kaip antioksidantas, slopina
singletin] deguonj. Jrodyta, kad prolino naudojimas gali sumazinti ROS kiekj grybuose ir mielése,
uzkirsti kelig Igsteliy miréiai, o zmogaus organizme lgsteles gali apsaugoti nuo oksidacinio streso,
véziniy lasteliy susidarymo. Ketvirta, augaluose prolinas veikia, kaip signaliné molekule,
kontroliuoja augaly vystymasi [48].

1.5 Lipidy peroksidacija ir malondialdehidas (MDA)

Lipidai esantys augaly membranose turintys nesocigsias jungtis yra pirminiai taikiniai oksidaciniams
procesams [49]. PolinesoCiyjy riebaly rigsciy peroksidacijos metu iSsiskiria malondialdehidas
(MDA) ir 4-hidroksinonenas (HNE) [49, 50]. Lipidy peroksidacija — tai procesas, kurio metu
oksidantas, laisvas radikalas ar ne radikaliné cheminé medziaga atakuoja anglies — anglies dvigubg
ry$i. Sis procesas apima vandenilio nukreipima nuo anglies atomo ir deguonies jterpima, rezultate
susidaro peroksilo radikalas, lipidy hidroperoksidai, MDA ir HNE. Minéty aldehidy susidarymas
pateiktas 1.3 paveiksle [50].

Polinesociosios riebalu ragitys
+ laisvieji radikalai, pvz. OHe
-H20
o . Lipidy hidroperoksidai
Nesotusis lipidy radikalas = 2

-} Peroksilo radikalas

HNE

1.3 pav. MDA susidarymas i$ polineso¢iyjy riebaly riigsciy [50]

Polinesociosios riebaly rugstys

MDA yra sudarytas i$ trijy anglies atomy, daugiausiai yra enolinés formos vandeniniuose ir
organiniuose tirpaluose [51]. In vitro gali paveikti baltymus, DNR, RNR ir daugelj kity biomolekuliy
[52]. Aldehidai turi didelj cheminj reaktyvuma, taciau zinduoliai turi fermentinj rinkinj, kuris juos
paver¢ia maZziau reaktyviomis cheminémis medziagomis. MDA ir HNE gali redukuotj j alkoholius
naudojant aldo-keto reduktaze¢ arba alkoholio dehidrogenazes, arba gali oksiduoti j riig§tis naudojant
aldehido dehidrogenazes. Tac¢iau MDA ir HNE gali paveikti keletg signalo perdavimo procesy, $is
poveikis priklauso nuo jy gebéjimo kovalentiskai prisijungti prie baltymy ir DNR. Sis prisijungimas
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gali prisidéti prie apoptozés sukeélimo, kuri gali biiti pastebima sen¢jimo metu osteoblastuose,
raumeny lgstelése, timocituose, hematopoetinése lastelése [50].

1.6 Notreliniy (Lamiaceae) Seimos augalai
1.6.1 Vaistinés juozaZolés (Hyssopus officinalis L.) charakteristika

Hyssopus officinalis L. augalas priklauso Lamiaceae Seimai, dar vadinamas Thymus hyssopus,
gimtiné — Vidurzemio ir Kaspijos jiiros regionai, natiiraliai auga Piety Europoje, vidurio ryty Salyse,
centringje Azijoje, Siaurés Afrikoje, Siaurés Amerikoje, naudojama kulinarijoje, dekoravimui ir
medicininiais tikslais [53]. Vaistiné juozazolé daugiametis augalas, turintis méty / Salavijo kvapa,
auga 0,2 — 0,6 metry aukscio, lapai zali padengti plonais plaukais, kurie turi eteriniy aliejy gamybos
Vaistinés juozazolés nuotraukos pateiktos 1.4 paveiksle. Dél gaminamy eteriniy aliejy juozazolé
naudojama gydant gerklés skausma, bronchita, astma, kitas kvépavimo ligas, pasizymi tonizuojanciu
poveikiu, gali buiti gydomos nervy sistemos ligos, nerimo biisena, isterija, depresija, gali slopinti
7mogaus imunodeficito virusg (ZIV), naudojama gydant Zaizdas, létines opas [55]. Pasizymi
antimikoziniu aktyvumu prie$ Candida genties mikroskopinius grybus (Candida albicans, C. Krusei
ir C. Tropicalis) [54]. Tyrimai parodé, kad eterinis aliejus pasizymi ir antibakteriniu poveikiu pies S.
pyogenes, S. aureus, E. coli [56]. Dazniausiai augale aptinkami junginiai: polifenoliai, rugstys
(chlorogening, p-hidroksibenzoiné, ferulo, siringisting, vanilino, p-koumaristiné, rozmarino, kavos),
flavonoidai (diosminas ir hesperidinas), polisacharidai (hisopinas), taninai, terpenai (pinokamparas,
izo-pinokamparas (49,7-57,7%) ir p-pinenas (5.7-9.3%)) bei pigmentai ir dervos [9, 53, 57].

1.4 pav. Vaistiné juozazolé (Hyssopus officinalis L.)

Vaistiné juozazolé (Hyssopus officinalis L.) auginama ir in vitro sglygomis naudojant augimo
reguliatorius. Atlikti tyrimai auginant juozazolés kaliaus kultiras naudojant jvairius auksinus (IAR,
NAR, IBR) ir citokining (BAP). Nustatyta, kad palankiausias augimo reguliatorius yra IBR, lapai ir
stiebai jj naudojant pastebéti maziau modifikuotos histoanatomijos [58]. Taip pat sukurta nauja
optimizuota in vitro vegetatyvinio dauginimo procediira, kuri susideda i§ dviejy daliy. Kultivuojama
4 savaites naudojant 1,0 uM BAP (skatinama greita Gigliy proliferacija), véliau 10 uM IBR (skatinama
$akny indukcija). Sio tyrimo metu buvo pasiekta, kad 60 % augaly jsisaknijo, §i mikropropagavimo
sistema tinka didelés apimties gamybai, visi maZzi jsiSaknij¢ augalai gali biiti aklimatizuojami } ex
vitro aplinka, tokia sistema gali biiti naudinga genetiniams tyrimams ir $ios rasies iSsaugojimui [9].
Pakseresht ir kolegy atliktame tyrime aprasoma, kad didziausia kaliaus indukcija ir augimo greitis
gautas naudojant 2 mg/l NAR ir 1 mg/l BAP, 0,5 mg/l, NAR ir 1 mg/l BAP fitohormonus MS terpése,
o didesnis antriniy metabolity kiekis pasiektas naudojant elicitorius: salicilo rtigstj, citriny rugstj,
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mieliy ekstraktg. DidZiausias beta-pineno kiekis gautas naudojant 16 mg/l salicilo ragstj, 0 1,8 —
cineolio didziausias kiekis gautas naudojant 2 mg/l citriny rogstj [59]. Triterpenoidy kiekio
padidéjimas pastebétas juozazolés lasteliy suspensijy kulttirose, kai terpése buvo naudoti 2,4-D ir
IAR [20]. Hyssopus officinalis lasteliy kulttirose, kurios buvo augintos, naudojant 1 mg/l NAR ir 0,2
mg/l BAP, buvo nustatyti junginiai: S-sitosterolis, stigmasterolis, oleino rtigstis, ursolio ragstis [30].
Naudojant tokig pacig terpe kiti autoriai nustaté, kad Igsteliy kultirose juozazolé sukaupé rozmarino
ragsties — 3,32 + 0,11 % [60]. MS terpéje su 2,4-D ir NAR vaistinés juozazolés lgsteliy kultairos
gamino sterolius [61].

1.6.2 Vaistinio ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.) apibiidinimas

Thymus L. gentis priklauso Lamiaceae Seimai ir susideda i§ 928 riisiy, paplitusiy Europoje, Azijoje,
Piety Amerikoje, Australijoje. Siai genéiai priklausantys augalai pasizymi antibakteriniu aktyvumu:
augalai sintetina jvairias antimikrobines medziaga, kurios augalus apsaugo nuo UV spinduliuotés,
sausros, auks$ty ir Zemy temperatiry, dirvoZemio druskingumo pasikeitimy bei mikroorganizmy,
vabzdziy ir zolédziy [62]. Viena i§ Zinomiausiy ir svarbiausiy Thymus L. genties rtusiy yra Thymus
vulgaris L. (zr. 1.5 pav.), tai daugiametis augalas, Zydintis §viesiai roziniais ziedais, turintis 30
chromosomy (2n = 30), dauginamas s¢klomis ir stiebagumbiais [63]. Sis augalas naudojamas maisto
(Sviezi ir dziovinti lapai), kosmetikos ir farmacijos (ziedy ir lapy eteriniai aliejai) pramonés Sakose
[62, 64]. Dermatologijoje visos augalo dalys naudojamos gydant zaizdas, opas, hepatomg [55].
Ciobreliai sukaupia tokias medziagas, kaip monoterpenus, taninus, kavos riigstj (1,8 %), chlorogeno
ragst] (1,1 %), oleanolio rugst] (0,6 %), ursolio ragsti (1,7 %), saponinus, timolj (15 — 62 %),
karvakrolj (2 — 44 %), p-cimeng, y-terpinena, liuteoling, apigening, apigenin-7-glikozida, liuteolin-7-
gliukozida, liuteolin-7-digliukozidg ir kitus antioksidacinémis savybémis pasizyminéiy junginiy [7,
63].

1.5 pav. Vaistinis ¢iobrelis (Thymus vulgaris L.)

Atliktas tyrimas naudojant dujy chromatografija — masiy spektrofotometrijg parodé, kad lauko
salygomis ,,Kagavos* universitete uzauginti ¢iobreliai sukaupé¢ Siuos lakius junginius: timolj (46,1
%), karvakrolj (3,4 %), linaloolj (1,7 %), 1-okten-3-olj (1,2 %), trans-sabineno hidratg (1,1 %),
terpinen-4-ol;j (0,7%), borneolj (0,5%), kamparg (0,2%) ir 3-oktanolj (0,1 %) [7]. Vienas i$ naujausiy
moksliniy straipsniy apraso R. Pavel ir kity grupés mokslininky atlikta tyrima, kurio metu atlikta
Ciobreliy eteriniy aliejy analizé. Atlikti tyrimai parodé, kad eterinio aliejaus susidarymo kiekiui jtakos
turi skirtingos treSimo salygos (naudojant trgSimg per lapus, apipurskiant lapus azoto, fosforo oksido,
kalio oksido ir salicilo rtigsties tirpalu). Didesnis kiekis eteriniy aliejy iSskirtas tik naudojant treSima
nuo 5 iki 8 dienos, véliau didelio skirtumo su netr¢Siamy augaly, sudaromu eterinio aliejaus kiekiu,
nebuvo. Nustatant junginius, esancius eteriniame aliejuje, pastebéta, kad apdorotuose augaluose
timolio kiekis yra nuo 62,1% iki 64,1%, o nepaveiktuose augaluose $is kiekis svyravo nuo 53,1% iki
62,7%. Taip pat didesnis kiekis paveiktuose augaluose rastas y-terpineno ir p-cimeno, o kity junginiy
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(o-pineno, mirceno, linaloolio, borneolio, karvakrolio, trans-karofileno) kiekiai skyrési nezymiai
[65]. Thymus vulgaris augalo eteriniame aliejuje ir ekstrakte, taip pat nustatytas bendras fenoliniy
junginiy kiekis (atitinkamai: 3,00 mg/g; 44,16 mg/g), flavonoidy (0,36 mg/g; 17,86 mg/g), taniny
(0,00 mg/g; 21,49 mg/g), triterpenoidy (208,66 mg/g; 108,80 mg/g), sulfatiniy polisacharidy (0,00
mg/g; 40,99 mg/g) [66].

Ciobreliai, taip pat yra auginami ir laboratorinémis salygomis, kuriomis siekiama parinkti
palankiausias salygas lasteliy (kaliaus) kultGroms ir nustatyti jy sukaupiamus antioksidacinius
junginius ir jy kiekj bei antimikrobinj aktyvuma [6]. Mokslininky grupé Thymus vulgaris L. augalus
uzaugino in vitro sglygomis naudodami MS terpes su skirtingy koncentracijy hormonais ir
uzaugintuose augaluose nustaté lakius junginius. Visuose bandiniuose buvo rasta y-terpineno, p-
cimeno ir timolio. Svarbu paminéti, kad 1,0 uM koncentracijos augimo reguliatoriai padidino timolio
kiekj augaluose: 315 % (IAR), 200 % (BAP), lyginant su Ciobreliais uzaugintais MS terpése be
fitohormony [10]. Uzauginus Thymus vulgaris L. naudojant MS terp¢ su NAR ir kinetino arba 2,4-D
ir kinetino hormonais, augaluose buvo rasti astuoni terpenai (fB-chamigrenas, nerolidolis,
geranilacetonas, -guaienas, cuparenas, y-cuprenenas, S-elemenas ir timolis). Tiek lauke augintuose
Ciobreliuose, tiek in vitro salygomis buvo rasti tik du tokie patys junginiai: timolis ir S-elemenas.
Auksino ir citokinino koncentracijos terpéje turi jtakos lakiy junginiy sukaupimui: timolio primtakas
biosintezéje yra Yy-terpinenas, kuris gali biiti trasformuojamas j p-cimeng, o tada j timolj, fermentai
reikalingi timolio biosintezei yra aptinkami kaliaus kulttirose. Svarbu paminéti, kad timolis pasizymi
ypatingai dideliu antioksidaciniu aktyvumu (zr. 1.22 poskyrj) [7]. Thymus persicus kaliaus kulttiros
100 % susiformavimas pasicktas MS terpése, naudojant 2 mg/l NAR ir 0,5 mg/1 kineting, didesnis
atzaly formavimasis ir dauginimosi daznis pasiektas terpése, naudojant BAP ir NAR derinius, 0
didziausias Ggliy skai¢ius gautas naudojant 2 mg/l BAP ir 1 mg/l NAR. Auksino tipas ir koncentracija
Zymiai pakei¢ia Sakny formavimasi, nustatyta, kad efektyviausias yra IBR [67]. Kitame tyrime
formuojant Thymus L. kaliaus kultiiras buvo naudoti 2 mg/l 2,4-D ir 1 mg/l kinetinas bei 150 mg/I
ZnO nanodalelés, nustatyta, kad naudojant Sias nanodaleles kaliaus kultiirose padidéjo timolio (22,8
mg/l) ir karvakrolio (0,68 mg/l) kiekiai [68].

1.6.3 Levandos (Lavandula L.) charakteristika

Levanda (Lavandula L.) — tai dekoratyvinis, aromatinis augalas, daznai naudojamas maisto,
parfumerijos, farmacijos pramonése [69]. Augalas gamina eterinius aliejus, kurie susideda i§ 60
skirtingy junginiy, tokiy kaip linaloolas, linalilo acetatas, 1,8-cineolas, burneolis, terpenas ir
kamparas [8]. Eteriniai aliejai pasizymi antibakteriniu (prie$ Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Bacillus cereus) [70], antioksidaciniu (lemia fenoliniai junginiai)
poveikiais ir naudojami gydant leiSmanioze, slopina Leishmania raSies pirmuonis (junginiai
lemiantys $ig savybe nenustatyti) [71], taip pat eterinius aliejus pasizymi raminan¢iu poveikiu yra
naudojamas depresijos gydimui [8]. Levandy eterinis aliejus yra naudojamas gaminant vaistg
,»Silexan® ir yra manoma, kad §is vaistas yra lygiavertis cheminiam antidepresantui ,,Lorazepam* [8].
Dermatologijoje Lavandula angustifolia naudojama gydant mélynes, nudegimus, zaizdas, plauky
slinkima, opas [55].

Siekiant pagerinti augalus, padidinti naudingy antriniy metabolity gamyba yra naudojami
mikropropagavimo procesai grindziami meristemy proliferacija ir organogeneze, pasitelkiant
genetinius tyrimus ir lgsteliy kulttras [8, 72]. Lavandula angustifolia turi daug naudingy vaistiniy
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komponenty tokiu, kaip linaloolas ir linalilo acetatas. Si augalo rasis yra laikoma viena i§ svarbiausiy
vaistiniy augaly rusiy pasaulyje, naudojama skausmui malSinti, pasizymi prieSgrybeliniu,
antibakteriniu poveikiu, naudojamas gydant nudegimus, vamzdziy jkandimus. Mokslininky Keykha,
Khadem ir kt. darbe buvo atliktas tyrimas su $ia levandy rtsimi, kurio metu buvo siekta suformuoti
didziausig kiekj kaliaus kultiry keiciant tokias salygas, kaip apsSvietimg (auginta tamsoje ir Sviesoje),
skirtingas augalo dalis (lapus, Saknis, stiebus), naudojant skirtingus fitohormonus MS terpése.
Didziausias kiekis kaliaus kultiiry buvo suformuotas i§ lapy naudojant fitohormonus 2 mg/1 2,4-D ir
2 mg/l BAP, tamsoje [8]. Lavandula angustifolia taip pat buvo auginama in vitro saglygomis naudojant
MS terpe ir organogenezé buvo pasiekta, haudojant papildomus augimo stimuliatorius BAP ir GAs3
[69, 72]. Kitame tyrime apraSoma, kad Lavandula angustifolia kaliaus kultiiras pavyko suformuoti
naudojant MS terpe su 0,002 mg/l BAP, 0,1 mg/l IAR, 0,2 mg/l 2,4 D fitohormonais [73]. Geriausia
terpé Lavandula coronopifolia mikroatzaly proliferacijai MS su 0,5 mg/l BAP, didziausias
jsiSaknijimo daznis gautas su 1 mg/l IBR, o didziausias kaliaus kultiiry kiekis suformuotas i$ lapy
naudojant 1 mg/l NAR ir 0,5 mg/l BAP, tamsoje. Siose kaliaus Kultiirose buvo nustatyti fenoliniy
junginiy kiekiai: kavos riigstis (37 pg/g), rozmarino rugstis (40 pg/g), rutinas (2,7 pg/g), kvercetinas
(0,6 pg/g), luteolinas (160 pg/g), hesperidinas (8 ug/g), taciau nustatyti fenoliniy junginiy kiekiai
buvo didesni in vivo augaluose, i§skyrus kavos rugstj [74].

Levandy kaliaus kultiiros auginamos in vitro salygomis pasizymi tuo, kad gamina mélyng pigmentg
(ang. blue pigment). Dazniausiai jj gamina Lavandula vera, Lavandula angustifolia, L. spica rtsys
[75, 76]. ] terpe iSskiriamas junginys yra geltonos spalvos — 3-(3,4-dihidroksifenil)-2-propeno
ragsties (Z,E)-2-(3-4 dihidroksifenil)etenilesteris, Sis esteris reaguoja su terpéje esanciais
Fe*? (gelezies vaidmuo pigmento gamybai néra aiskus) jonais ir susidaro mélynos spalvos junginys
(zr. 1.6 pav.) [77]. Junginys yra ksantino oksidazés inhibitorius (slopina $lapimo riigsties gamyba
7mogaus organizme; gydoma podagra ir hiperurikemija) [78]. Sis pigmentas yra gaunamas tik in
vitro kultiroje, in vivo néra aptinkamas. Auginant tamsoje susidaro rudos spalvos junginys. Mélynas
pigmentas gali biti naudojamas maisto (kaip dazas), farmacijos, kosmetikos pramonése, taciau
gamybos metu produktyvumas yra maZzas ir néra pasiekiamas stabilumas. Optimizuojant procesg yra
manipuliuojama terpés sudétimis (anglies Saltiniu, azotu, fosforu, Fe*?, fitohormonais, salygomis
(inokulianto kiekiu), naudojamas lasteliy imobilizavimas [77]. Pigmento pirmtakai L-cisteinas arba
sieros turintys junginiai [78].
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1 Tyrimy objektas

Tyrimai buvo atlikti Kauno technologijos universiteto, Cheminés technologijos fakulteto,
Biotechnologijos laboratorijoje. Tirti augalai — vaistiné juozazolé (Hyssopus officinalis L.), vaistinis
¢iobrelis (Thymus vulgaris L.), pranctzi$ka levanda (Lavandula stoechas L.) ir vaistiné levanda
(Lavandula angustifolia L.).

Vaistinés juozazolés séklos buvo sterilintos — 12 min 0,1 % gyvsidabrio chlorido tirpale, po to 3
kartus perplautos steriliu distiliuotu vandeniu. Vaistinio ¢iobrelio séklos sterilintos laikant jas 90 s 70
% etanolio tirpale, 10 min 0,1 % gyvsidabrio chlorido tirpale ir tris kartus perplautos steriliu
distiliuotu vandeniu. Levandos séklos sterilintos 1 min 70 % etanolio tirpale, 10 min 0,1 %
gyvsidabrio chlorido tirpale, 10 min 1,5 % natrio hipochlorido tirpale ir tris kartus perplautos steriliu
vandeniu. Sékly sodinimas ir kaliaus formavimas atliktas steriliomis saglygomis laminare. Laminaras
sterilizuotas ultravioletiniais spinduliais ir 70 % etanoliu. Sterilintos séklos perkeltos i standarting MS
terpe [79], daigintos po liuminescencinémis lempomis aps$viestoje aplinkoje (fotoperiodas — 24
valandos), 20 — 23 °C temperatiiroje. Sudygusiy sékly nuotraukos pateiktos 2.1 pav. Dalis uzaugusiy
ir sudziovinty augaly naudoti tyrimams, o lik¢ augalai kaliaus kultaroms suformuoti.

2.1 pav. In vitro augalai: 1 — Lavandula stoechas; 2 — Hyssopus officinalis; 3 — Lavandula angustifolia
2.2  Jranga, priemonés ir medzZiagos

Atliekant tyrimus buvo naudota jranga: spektrofotometras (Shimadzu UV-1280), centrifugos (Hettich
Universal 320R; neoLab Mini Centrifuge D-6015), pH — metras (WinLab), autoklavas, laminarai
(Telstar V-100;), svarstyklés (Shinko Denshi AJ-220CE; ATX84), termostatas (Binder), purtyklé
(Biosan ES-20), vandens vonelés (Memmert; Biosan BWT-U), automatinés mikropipetés (Piperdu;
Epperndorf); filtrinis popierius (WinLab), pincetai, skalperiai, spiritinés lemputés, kilpelés.

Naudotos cheminés medziagos (gamintojas, Salis): geleZies (III) chlorido heksahidratas (,,Reachem®,
Slovakija); 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas (,,Sigma — Aldrich“, Vokietija); nastrio karbonatas
(,,Reachem®, Slovakija); 2 N Folino — Kiokalto fenolinis reagentas (,,Sigma — Aldrich®, Vokietija);
makro druskos; mikro druskos; organiniai priedai; sacharozé (,,Reachem®, Slovakija); agaras; Fe —
EDTA,; auksinai: 2,4-D, IBR, NAR; citokininai: kinetinas, BAP; etanolis (,,Stumbras*, Lictuva);
acetonas (,,Reachem®, Slovakija); vandenilio chloridas (,,Reachem®, Slovakija), etilo acetatas
(,,Reachem®, Slovakija), aliuminio chloridas (,,Reachem®, Slovakija), metanolis (,,Reachem®,
Slovakija), kalio heksacianoferatas (,,Alfa Aesar®, JAV), trichloracto riigstis (,,Reachem®, Slovakija),
albuminas, Bradfordo reagentas (,,Sigma — Aldrich®, Vokietija), L — prolinas, ninhidrinas, fosforo
ragstis (,,Reachem®, Slovakija), acto rugstis (,,Reachem®, Slovakija), ditiotritolis (,,Sigma — Aldrich*,
Vokietija), fenilmetilsulfonilfluoridas (,,Sigma — Aldrich®, Vokietija), dimetilsulfoksidas
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(,,Reachem®, Slovakija), polivinilpirolidas (,,Sigma — Aldrich“, Vokietija), Tris — HCI buferinis
tirpalas, tritonas X - 100, nitromélynojo tetrazolis, L - metioninas, riboflaminas, vandenilio
peroksidas (,,Reachem®, Slovakija), askorbo riigstis, EDTA, tiobarbituriné rtigstis, natrio chloridas,
triptofanas, mieliy ekstraktas (,,Roth“, Vokietija), mikro agaras (,,Merck®, US ir Kanada), Tryptic
Soy Broth (,,Fluka Analytical®), natrio hidroksidas (,,Reachem®, Slovakija).

2.3 Mitybiniy terpiy gamyba

Po sterilinimo séklos perkeltos | MS terpe [79], kurios sudétis pateikta 2.1 lenteléje, o reikalingy
reagenty kiekiai pateikti 2.2 lentel¢je. Pagaminus reikiama kiekj terpés, nustatytas pH = 5,7.
Maitinamoji terpé sterilinta autoklave 120 °C, esant 0,75 — 1 atm slégiui 15 min.

2.1 lentelé. Maitinamosios Murashige ir Skoog (MS) terpés sudétis

Reagentai Koncentracija tirpale, mg/I Koncentracija terpéje
Makroelementai®
NH4NO3 33000 1650
KNO3 38000 1900
CaClz*2H.0 8800 440
MgSQO4*7H20 7400 370
KH2PO4 3400 170
Mikroelementai®
KJ 166 0,82
H3BOs 1240 6,2
MnSQ4+4 H20 4460 22,3
ZnS04+7 H,0 1720 8,6
Na;MoOg42 H,0 50 0,25
CuSO4+5 H20 5 0,025
CoCl,+6 H.0 5 0,025
Gelezies Saltinis®
FeSO,*7 H.0 5560 27,8
Na,EDTA*2 H,O 7460 37,3
Organiniai priedai®
Mioinozitolis 20000 100
Nikotino riigstis 100 0,5
Piridoksinas - HCI 100 0,5
Tiaminas - HCI 100 0,5
Glicinas 400 2
Sacharozé 30000
Agar - agaras 5

b — 50 ml pilta j terpg
€ — 5 ml pilta j terpe
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2.2 lentelé. MS terpés reagenty kiekis, paimamas i$ pradiniy tirpaly

Reagentai Reagenty kiekis reikalingas 1 1 terpés
Makrodruskos 50 mi
Mikrodruskos 5ml
Fe - EDTA 5ml
Sacharozé 3049
Agaras 59
Organiniai priedai 5ml

MS terpé naudota kaliaus kultaroms formuoti papildyta augimo reguliatoriais. Fitohormony pradinis
tirpalas pagaminamas 0,1 mg/ml koncentracijos. Pirmiausia pasverta 10 mg augimo reguliatoriaus ir
uzpilta 2 — 5 ml tirpiklio, visiSkai junginiui iStirpus jpiltas dvigubas kiekis distiliuoto vandens,
iSmaiSius tirpalg pripilta vandens iki 100 ml (tirpalas ruoSiamas 100 ml matavimo kolboje).
Reikalingas paimti tirpalo tiris apskaiciuotas (1) formule. Gautas tairis praskiestas iki 100 ml.

. . . . 1. norima fitohormono koncentracija, mg/ml X terpés taris, 1
reikalingas fitohormono kiekis, ml = Ia,_mg/ P

1)

turima fitohormono koncentacija, mg/ml

2.3 lentelé. Kaliaus kultiiroms suformuoti MS terpése naudoti fitohormonai ir elicitoriai ir jy koncentracijos

Augalas MS terpése naudoti fitohormonai ir elicitoriai, jy koncentracijos
1 mg/l BAP ir 2 mg/l NAR
0,1 mg/l BAP ir 2 mg/l 2,4-D

Vaistiné juozazolé (Hyssopus officinalis L.) 2 mg/l BAP ir 2 mg/l IBR
2 mg/l BAP, 2 mg/l IBR ir 50 pM MeJA
2 mg/l BAP, 2 mg/l IBR ir 100 uM MeJA
0,5 mg/l kinetinas ir 1 mg/l 2,4-D

3 mg/l BAP ir 1 mg/l NAR
Vaistinis ¢iobrelis (Thymus vulgaris L.) 0,2 mg/l BAP ir 1,5 mg/l NAR
3 mg/l BAP ir 0,5 mg/l IBR
2 mg/l BAP ir 2 mg/l 2,4-D

1 mg/l kinetinas ir 2 mg/l IBR

1 mg/l kinetinas ir 2 mg/l IAR
2 mg/l BAP ir 2 mg/l 2,4-D

Pranciiziska levanda (Lavandula stoechas L.) 2 mg/l BAP ir 2 mg/l IBR
2 mg/l BAP, 2 mg/l IBR ir 50 pM MeJA
2mg/l BAP, 2 mg/l IBR ir 100 pM MeJA
0,5 mg/l BAP ir 1 mg/l NAR
2 mg/l BAP ir 2 mg/l 2,4-D
2 mg/l BAP ir 2 mg/l IBR

Vaistiné levanda (Lavandula angustifolia L.)

Kaliaus kultiros formuotos i§ skirtingy augalo daliy (Sakny, stieby ir lapy) MS terpése su
fitohormonais ir elicitoriais. Kiekvienam augalui remiantis literatiiros apzvalga parinkti jvairiis ir

23



skirtingy koncentracijy fitohormonai ir elicitoriai, jie pateikti 2.3 lenteléje. Tyrimy atlikimo eiga
pateikta 2.2 pav. Suformuoty kaliaus kulttiry nuotraukos pateiktos 2.3 paveiksle.

Vaistiné Vaistinis Vaistiné o g % i =l Taictings
juozazolé Siobrelis in levanda in Vaistinés Vaistinio Pranciizi$kos Vaistines
4 % 4\'1'\"0 \‘i\'ol — juozazolés séklos giobrelio séklos levandos séklos levandos seklos
A4 v l
> 01 % 90's 70 % ef i o i L
Iv_mu'ﬂ).] 2 .)Ob s ,0“@",0110, 1 min 70 % etanolio tirpale, 10 min 0,1 %
gyvsidabrio chlorido tirpale, 10 min 0,1 % sidabiio chloside tirale, 10 a1 5%
Sterilinimas tirpale, 3 kartus yvsidabrio chlorido SYARIANS PR o
1rp; ey
A - tirpale ir 3 kartus natrio hipochlorido tirpale ir 3 kartus
i L R T AN distiliuotame vandenyje
vandenyje distiliuotame vandenyje
—I in vitro augalai (MS terpéje) |
* ¥ v ¥
1 mg/l BAP ir 2 mg/l 0,5 mg/l kinetinas ir 1 mg/1 kinetinas ir 2 2 mg/l BAP ir 2 mg/l
NAR 1 mg/l 2,4-D mg/l IBR 2,4-D
0,1 mg/l BAP ir 2 3mg/I BAP ir 1 mg/l Lng/l kinetingy 12 2 mg/l BAP ir 2 mg/l
Kaliaus mg‘l ag Dlr“ NAR mg/l IAR - IBR
kultiiry i 2mg/l BAP ir 2 mg/l
02 i 9 4
formavimas 2 mg/l BAP ir 2 mg/l 0.2 mg/l/lB]\:I\:};r L5 2.4-D
v 5 IBR mg 2 mg/l BAP ir 2 mg/l
MS terpése — IBR
2 mg.'/] _BAP’ 2mg/l mgr{)g,’lATB]lll 2 2 mg/l BAP, 2 mg/l
HE SOhE e IBR ir 50 M MeJA
2mg/l BAP, 2 mg/l 2 mg/l BAP ir 2 mg/l 2 mg/l BAP, 2 mg/l
IBR ir 100 pM MelJA 24-D IBR ir 100 pM MeJA
0,5 mg/l BAP ir 1
mg/l NAR
v ¥ A
[ kaliaus kultiiros I
v A 4 A 4 / /
TYRIMAI
Antioksidacinis Fermentinis
ctyv ‘enoliniai o ! Mel
Png_mfntu alftyx e (‘]?PPH‘ I-_enol_up'n‘l Flavonoidai aktyvumas (SOD, L-prolinas MDA Antibakterinis PeTEs
kiekis FRAP, redukcinés Junginiai % 2 2 aktyvumas pigmentas
. ty
savybes) katalaze, APX)
savybes

2.2 pav. Tyrimy atlikimo eiga

or
.
L

~

1. )

= 3

2.3 pav. Kaliaus kultiros in vitro: 1 — Hyssopus officinalis; 2, 3, 4 — Lavandula stoechas; 5 — Lavandula
angustifolia

2.7  Pigmenty kiekio jvertinimas

Karotinoidy, chlorofilo a ir chlorofilo b nustatymas vaistiniuose augaluose paremtas $viesos sugerties
nustatymu, esant skirtingiems bangy ilgiams (karotinoidy — 441 nm; chlorofilo a — 662 nm; chlorofilo
b — 644 nm). 0,5 g susmulkintos augalinés medziagos buvo uzpilta 20 ml 96 7 etanolio, viskas
susmulkinta iki vientisos masés ir centrifuguota. Ekstrakty tiiris iSmatuotas cilindru. ISmatuota tirpaly
Sviesos sugertis ties 441 nm, 662 nm, 644 nm bangos ilgiais. Pigmenty koncentracija apskaiciuota (2,
3, 4, 5) formulémis. Pigmenty kiekis mg/100g perskaiciuotas (6) formule [80].
Chlorofilo a koncentracija mg/l: ¢, = 9,784Dg¢, — 0,99D¢44; 2
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Chlorofilo b koncentracija mg/l: ¢, = 21,426Dg44 — 4,65D¢45; (3)

Ca + Cp = 5J134D662 + 20,34‘6D644; (4)
Karotinoidy koncentracija mg/l: Cyarotinoidai = 4,695D441 — 0,268 (¢, + ¢p); (5)
_ cV5100,
" nv;-1000° (6)
Cia:

C — pigmenty koncentracija, mg/l; V — pradinis ekstrakto tiiris, ml; V1 — pradinis ekstrakto turis, ml,
paimtas praskiedimui; V2 — praskiesto ekstrakto ttris, ml; n — augaliné masé, g.

2.5  Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas
2.5.1 Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH metodu

Augaly ekstrakty antioksidacinis aktyvumas jvertintas nustatant, kiek procenty stabilaus 2,2-difenil-
1-pikrilhidrazilo (DPPH ) radikalo neutralizuoja fenoliniai junginiai. DPPH e radikalas yra
violetinés spalvos, absorbcijos maksimumas yra 520 nm bangos ilgyje. Reakcijos metu antioksidantas
atiduoda vandenilj ir taip nuslopina laisvuosius radikalus ir jie tampa stabiliais DPPH — H tipo
junginiais, violetiné spalva iSnyksta, absorbcija sumazéja [20, 81].

Tyrimams buvo naudotas 0,2 g susmulkintos augalinés zaliavos, kuri uzpilta 2 ml metanoliu ir buvo
homogenizuota 10 min, centrifuguota 9000 aps/min 10 min ir supernatantas surinktas. | mégintuvélj
jpilta 0,077 ml surinkto supernatanto ir 3 ml DPPH etaloninio tirpalo. Palyginamasis tirpalas
paruostas | mégintuvelj jpilant 0,077 ml metanolio ir 3 ml DPPH etaloninio tirpalo. Mégintuvéliy
turinys sumaiSytas ir 15 min laikytas tamsoje, iSmatuota $viesos sugertis 515 nm bangos ilgyje.
Etaloninis DPPH tirpalas paruostas 0,0024 g DPPH istirpinus 100 ml metanolio. Antioksidacinis
aktyvumas apskaiciuotas (7) formule [82].

% slopinimas = £2=24). 100; (7)
Ap

¢ia:
Ag — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis;
Ana — tiriamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis.

2.5.2 Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas FRAP metodu

Metodas remiasi antioksidanty gebéjimu sumazinti Fe*® jonus: Fe*3— TPTZ komplekso pasikeitimu
i Fe*> — TPTZ kompleksa. Fe*? prijungimas prie ligando suteikia intensyviag mélyna spalva, todél
galima iSmatuoti absorbcijg. Absorbcija matuojama 593 nm bangos ilgyje [20, 83].

Paruosti tirpalai: 300 mM acetatinis buferis (pH = 3,6); 10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas)
iStirpintas 40 mmol/l HCI, 20 mmol/l FeClze6 H20. 0,1 g augalinés zaliavos uZzpilta 5 ml metanolio,
ekstrahuota 45 °C 30 min, ekstraktas centrifuguotas 9000 aps/min 10 min. ParuoStas FRAP
reagentas: 25 ml 300 mM acetatinio buferio, 2,5 ml TPTZ, 2,5 ml FeClze6 H>O. 100 ml augalo
ekstrakto sumaisyta su 3 ml FRAP reagento. Reakcijos miSinys matuotas naudojant spektrofotometra
593 nm bangos ilgyje.
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Kalibracinés kreivés méginiai paruosti i§ 5, 10, 15, 20, 25 umol/l FeSO4*7 H20. Tirpaly sugertis
iSmatuojama 593 nm bangos ilgyje. Augaly ekstrakty antioksidacinis aktyvumas apskaiciuotas pagal
kalibracing kreive, rezultatai pateikti: FeSO4e7 H20 pmol/l 100 mg sauso svorio [84].

2.5.3 Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy jvertinimas

Sis metodas remiasi kalio fericianido redukcija. Absorbcijos padidéjimas siejasi su antioksidanty
redukcine geba. Junginiai su antioksidaciniu aktyvumu reaguoja su kalio fericianidu susidaro kalio
ferocianidas. Sis reaguoja su geleZies trichloridu, gaunamas gelezies ferocianidas, mélynos / Zalios
spalvos kompleksas, kurio absorbcija matuojama 700 nm bangos ilgyje [20].

0,1 g augalinés medziagos uZpilta 5 ml metanolio, ekstrahuota 45 °C 30 min, ekstraktas centrifuguotas
9000 aps/min 10 min. ] 0,5 ml skirtingy koncentracijy augaly ekstraktus jpilta 1,25 ml 0,2 M fosfatinio
buferio ir 1,25 ml Kz[Fe(CN)s], sumaisyta ir inkubuota 50 °C 20 min. Po to pridéta 1,25 ml 10 %
trichloracto rugsties, sumaisyta ir centrifuguota 9000 aps/min 10 min. 2,5 ml supernatanto sumaiSyta
su 2,5 ml distiliuoto vandens ir 0,5 ml 0,1 % FeCls. Méginiy absorbcija iSmatuota 700 nm bangos
ilgyje. Pagal $viesos sugerties dydj sprendziama apie antioksidacines augaly savybes, kuo didesné
Sviesos sugertis tuo antioksidaciné geba yra didesné [85].

2.6 Fenoliniy junginiy kiekio jvertinimas

0,05 g susmulkintos augalinés medziagos uzpilta 10 ml 70 % acetono ir maiSyta 20 min kambario
temperatiiroje termostuojamajame kratytuve, centrifuguota 9000 aps/min 10 min 4 °C temperatiiroje.
Paimama ekstrakto 25, 50, 100 pl ir praskiesta distiliuotu vandeniu iki 500 pl. Ipilta 250 pl Folino —
Kiokalto reagento ir 1,25 ml natrio karbonato. Kalibravimo kreivé ruosta is 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100 pl standartinio tanino riigsties tirpalo, tirpalai praskiesti vandeniu iki 500 pl. ] tirpalus
pridéta 250 pl Folino — Kiokalto reagento ir 1,25 ml natrio karbonato. Tirpalai laikyti tamsoje 40 min,
sumaiSyti ir iSmatuotas optinis tankis 725 nm bangos ilgyje. Bendras fenoliniy junginiy kiekis
mg/100mg apskaiciuota (8) formule [86].

100
X=av-22 (8)
cia:
a — tanino rugsties koncentracija i§ kalibravimo kreives, mg;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;
V1 — pradinis ekstrakto tiiris paimtas praskiedimui, ml;
n —augaliné mas¢, mg.

2.7  Flavonoidy kiekio jvertinimas

I apvaliadugne kolbg jberta 2 g susmulkintos augalinés medziagos, jpilta 20 ml acetono, 2 ml 28 7.
HCI tirpalo ir virinta 30 min su griztamu Saldytuvu. Atvéses hidrolizatas buvo filtruotas j 100 ml
matavimo kolbg. Nuosédos grazintos j kolbg ir uzpiltos 20 ml acetonu, virinta dar 10 min ir filtruota
] ta pacig kolba. Kolba pripildyta acetonu iki briiksnio. 20 ml ekstrakto praskiesta 20 ml distiliuotu
vandeniu ir ekstrahuota etilo acetatu: 1 kartga — 15 ml, 3 kartus — 10 ml. Surinkta virSutiné fazé
praplauta vandeniu 2 kartus po 40 ml. Gautas tirpalas filtruotas j 50 ml kolba, iki brik$nio uzpildyta
etilo acetatu. Paruosti du tirpalai tiriamasis ir palyginamasis. Tiriamasis: 10 ml tirpalo sumaiSyta su
2 ml 20 g/l aliuminio chlorido tirpalo ir pripildyta acto rigsties ir metanolio tirpalo (1:19) iki 25 ml.
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Palyginamasis tirpalas: 10 ml tirpalo praskiesta acto riigsties ir metanolio misiniu iki 25 ml. Abu
tirpalai 30 min laikyti tamsoje ir iSmatuota tirpalo §viesos sugertis 426 nm bangos ilgyje. Flavanoidy
kiekis (%) apskaiciuotas (9) formule [87].

Ak,
cia:

A — tiriamojo tirpalo Sviesos sugertis;

k — perskaiciuotas koeficientas hiperozidui (k = 1,25);

m — augalinés zaliavos mase, g.

2.8 Fermentinio aktyvumo jvertinimas
2.8.1 Superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas

0,1 g susmulkintos augalinés Zaliavos baltymy ekstrakcija vykdyta 4 ml 0,066 M K/Na fosfatiniame
buferyje (pH=7,4), turin¢iame 1mM ditiotritolio, 0,5 mM fenilmetilsulfonilfluorido, istirpinto
DMSO, ir 1 mg polivinilpirolido. Méginai maiSyti 15 min kambario temperatiiroje
termostuojamajame Kkratytuve ir centrifuguoti 15 min 9000 aps/min. Reakcijos miSinys paruostas i$
40 pl fermentinio preparato, 400 pl Tris — HCI buferinio tirpalo (pH = 7,8), 500 ul 0,025 % tritono X
- 100, 200 pl nitromélynojo tetrazolio, 200 ul L-metionino, 20 pl riboflamino, 620 pl H20. Kotrolinis
méginys ruoSiamas be fermentinio preparato, naudojant 40 pl H2O. Reakcija vykdyta ap$vieciant
méginius 30 min liuminescencinémis lempomis. Sviesos sugertis imatuota 560 nm bangos ilgyje.
Fermentinis aktyvumas apskaiciuotas (10) formule.

E
logE—I;

" log2zxm’

(10)

Cia:

A — SOD aktyvumas vnt/ml;

Ek — Sviesos sugertis kontrolinio méginio;

Et— Sviesos sugertis tiriamojo méginio;

m — baltymo masé preparato tiiryje mg/ml (apskai¢iuota pagal Bradfordo metoda, nurodyta 2.9).

2.8.2 Katalazés aktyvumo jvertinimas

0,1 g susmulkintoje augalingje zaliavoje baltymy ekstrakcija vykdyta 4 ml 0,05 M K/Na fosfatiniame
buferyje (pH=7,8), turinéiame ImM ditiotritolio, 0,5 mM fenilmetilsulfonilfluorido, iStirpinto
DMSO, ir 1 mg polivinilpirolido. Méginai maiSyti 15 min kambario temperatiiroje
termostuojamajame kratytuve ir centrifuguoti 15 min 9000 aps/min. Reakcijos miSinys ruostas i$ 100
pl fermentinio preparato, 3900 pl 0,05 M K/Na fosfatinio buferio ir 0,2 ml 0,1 M vandenilio
peroksido. Vandenilio peroksidas j bendrg misinj jpiltas prie§ matavimg, Sviesos sugerties matavimo
dinamika registruota 3 min 240 nm bangos ilgyje, naudojamos kvarcinés kiuvetés. Fermento
aktyvumas apskaicCiuotas (11) formule.

— 1000XAEXV (11)

A

kxm
¢ia:
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A — sunaudoto vandenilio peroksido greitis per 1 min/1 mg baltyminio preparato;

AE — vidutiné Sviesos sugerties reikSme per 1 min;

V — bendras miSinio taris, ml;

k —molinis ekstinkcijos koeficientas (32,57);

m — baltymo masé preparato tiiryje mg/ml (apskai¢iuota pagal Bradfordo metodg, nurodyta 2.9).

2.8.3 Askorbatperoksidazés jvertinimas

0,1 g susmulkintoje augalinéje zaliavoje baltymy ekstrakcija vykdyta 4 ml 0,1 M fosfatiniame
buferyje (pH=7), turin¢iame 1mM ditiotritolio, 0,5 mM fenilmetilsulfonilfluorido, istirpinto DMSOQO,
ir 1 mg polivinilpirolido. Méginai maiSyti 15 min kambario temperatiiroje termostuojamajame
kratytuve ir centrifuguoti 15 min 9000 aps/min. Reakcijos miSinys ruostas i§ 0,2 ml fermentinio
preparato, 3 ml fosfatinio buferio (pH=7), 0,6 ml askorbo riigsties, 0,06 ml EDTA, 0,06 ml vandenilio
peroksido. Reakcija prasidéjo pridéjus vandenilio peroksido, Sviesos sugertis matuota 3 min 290 nm
bangos ilgyje. Fermento kiekis apskaic¢iuojamas (12) formule.

AEX (-2 4V, +V3)

A — 1000 : (12)

kxm
¢ia:
A — askorbatperoksidazés aktyvumas, mmol/mg;
AE — vidutiné Sviesos sugerties reikSmé per 1 min;
V1 — pavyzdzio tiris, pl;
V> — buferio turis, pl;
V3 — vandenilio peroksido tiiris, ml;
k — molinés ekstinkcijos koeficientas (2,8 nmol/cm);
m — baltymo masé preparato ttiryje mg/ml (apskai¢iuota pagal Bradfordo metods, nurodyta 2.9).

2.9  Baltymuy kiekio jvertinimas

Baltymy kiekis augalinéje medZziagoje buvo nustatymas remiantis Bradfordo metodu. Pirmiausia
buvo sudaryta albumino kalibraciné kreivé. ParuoStas albumino tirpalas: 25 mg albumino iStirpinta
25 ml vandens. Pasiruosti skirtingy koncentracijy albumino tirpalai: 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1; 0,12;
0,14 mg/ml. | mégintuvélj jpilta 0,2 ml pasiruosto albumino tirpalo ir 2 ml Bradfordo reagento.
Méginiai buvo sumaisyti ir tirpalo $viesos sugertis iSmatuota 595 nm bangos ilgyje. Kontroliniam
méginiui naudota: 0,2 ml distiliuoto vandens ir 2 ml Bradfordo reagento.

Baltymy kiekis augalinéje zaliavoje: 0,1 g susmulkintos augalinés zaliavos uzpilta 4 ml buferinio
tirpalo (tirpalas priklauso nuo fermento aktyvumo nustatymo metodikoje naudojamo buferinio
tirpalo). Méginys maiSytas 15 min kambario temperatiiroje termostuojamajame kratytuve ir
centrifuguotas 15 min 9000 aps/min. Baltymy kiekis nustatytas i§ albumino kalibracinés kreivés
(mg/ml) [88].

2.10 Prolino kiekio jvertinimas

Pirmiausia buvo sudaryta prolino kalibraciné kreivé. Atsverta 0,0011 g L-prolino ir istirpinta 10 ml
H20. Paruostos koncentracijos: 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2 mM. I mégintuvélius jpilta 1 ml acto
ragsties ir 1 ml ninhidrino tirpalo, mégintuvéliai Kaitinti 1 val verdanc¢io vandens voneléje. Skirtingy
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koncentracijy tirpaly Sviesos sugertis iSmatuota 520 nm bangos ilgyje. IS gauty rezultaty sudaryta
kalibraciné kreivé.

0,1 g susmulkintos augalinés medziagos uzpilta 4 ml distiliuotu vandens. Mégintuvéliai su augaline
zaliava buvo uzvirti 3 kartus ir atSaldyti. Ekstraktas centrifuguotas 10 min 9000 aps/min ir praskiestas
iki 6 ml distiliuotu vandeniu. Paruostas tiriamasis méginys: 1 ml ekstrakto, 1 ml acto riigsties, 1 ml
ninhidrininio reagento (1,25 g ninhidrino, 20 ml 6M H3PO4, 30 ml acto raigsties) ir virtas 1 val
verdancio vandens voneléje. Kontrolinis méginys buvo paruostas vietoje 1 ml ekstrakto paimant 1 ml
distiliuoto vandens. Sviesos sugertis buvo matuota 520 nm bangos ilgyje. Prolino kiekis
apskaiciuotas, naudojantis kalibracine kreive, (13) formule [89].

_ EXkXVq,

Cy ; (13)

Voxm
Cia:

Cx — prolino koncentracija pmol/g;

E — tirpalo Sviesos sugertis;

k — prolino kiekis, gautas pagal kalibravimo kreive (umol);
V1 — bendras ekstrakto tiiris, ml;

V> — paimto ekstrakto tiiris, ml;

m — vaistinés augalinés zaliavos kiekis, g.

2.11 Malondialdehido kiekio jvertinimas

Pirminiy lipidy hidroperoksidy kiekybinis nustatymas yra sudétingas, tod¢l dazniausiai lipidy
peroksidacijos laipsnis apskaic¢iuojamas nustatant antriniy skilimo produkty koncentracijas i§
pradiniy hidroperoksidy [49]. Dazniausiai, kaip oksidacinio streso matas naudojamas MDA, nes
peroksidacijos metu jo susidaro daugiau [50]. Aldehido kiekis gali buti nustatomas naudojant
tiobarbitiro rugst, efektyvigja skysciy chromatografija, masiy spektroskopija, dujy chromatografija,
imunologinius metodus [49, 51]. Siame darbe MDA nustatymas atliktas naudojant tiobarbitiiro ragst;.
MDA ir tiobarbitiiro rugstis sudaro rozinés spalvos fluorescuojant; MDA — tiobarbitliro riigsties
kompleksa. Sis metodas turi trikumy, nes tiobarbitiiro rigstis gali reaguoti ne tik su MDA, bet ir su
Kitais junginiais (angliavandeniais, aminortig§timis, piridinais, kitais antriniais lipidy peroksidacijos
produktais). Dél to gali bati nustatytas per didelis MDA kiekis [51].

0,1 g susmulkintos augalinés medziagos homogenizuota 1,5 ml 20 % trichloracto riigstimi 15 min
kambario temperatiiroje termostuojamajame kratytuve ir centrifuguoti 10 min 9000 aps/min 4 °C. 0,3
ml supernatanto sumaisyta su 1,2 ml 0,5 % tiobarbitiiro riig§timi, iStirpinta 20 % trichloracto rtigstyje,
ir inkubuota 95 °C temperatiiroje 30 min. MiSinys atSaldytas ir centrifuguotas 15 min 9000 aps/min.
Tirpaly Sviesos sugertis iSmatuota 532 ir 600 nm bangy ilgiuose. Malondialdehido kiekis
apskaiciuotas (14) formule [90].

_ (Es32—Es00)XV1X2,
Gy = kxmxV, (14)
¢ia:
Cx — MDA kiekis, umol/l,
E — tirpalo Sviesos sugertis;
V1 — ekstrakto tiiris, ml;
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V2 — ekstrakto tiiris analizei, ml;
k — molinés ekstinkcijos koeficientas (156 Mm™ x cm™);
m — bandinio masé¢, ekstrakcijai, g.

2.12  Antibakterinio aktyvumo jvertinimas
2.12.1 Augaly ekstrakty antibakterinio aktyvumo jvertinimas

Antibakterinis vaistiniy augaly aktyvumas buvo nustatytas prie§ gramneigiamas bakterijas:
Rhizobium radiobacter, Escherichia coli, Xanthomonas campestris ir prie§ gramteigiamg bakterijg —
Listeria monocytogenes. Aktyvumas buvo nustatytas agaro difuziniu metodu [91]. Buvo naudota LB
terpé [92], jos sudétis pateikta 2.4 lenteléje. Listeria monocytogenes bakterijy terpé pateikta 2.5
lenteléje.

2.4 lentelé. LB terpés sudétis Rhizobium radiobacter, Escherichia coli, Xanthomonas campestris bakterijoms

Reagentai Reagenty kiekis reikalingas 1 1 terpés
NaCl 10g
Triptofanas 10g
Mieliy ekstraktas 59
Mikro agaras 10g

2.5 lentelé. Terpés sudétis Listeria monocytogenes bakterijoms

Reagentai Reagenty kiekis reikalingas 1 1 terpés
Tryptic Soy Broth 309
Mieliy ekstraktas 39
Agaras 69

Terpé sterilinta autoklave 120 °C, esant 0,75 — 1 atm slégiui 15 min, atvésusi terpé iSpilstyta j Petri
léksteles. Po keliy dieny, pilnai sustingus terpei, atliktas bandymas. [ Petri 1ékstes jpilta 50 pl
bakterijy suspensijos (0,1 Abs) ir bakterijos léksteléje iSsklaidytos 2.4 paveiksle nurodyta technika.
Ant tepés pavirSiaus uzdéti 6 popieriniai diskeliai ir ant jy uzpilta 25 pl augaly ekstrakto. Petri
1ékstelés inkubuotos 37 °C temperatiiroje termostate 24 val. Po inkubavimo stebétas antibakterinis
aktyvumas, iSmatuota slopinimo zona (mm), zonos pavyzdys pateiktas 2.5 paveiksle.

Slopinime zona

———— Mikroorganizmy
augimas

N \‘\

‘\
Popieriniai diskeliai

2.4 pav. Bakterijy uzséjimas Petri 1ékstelése 2.5 pav. Bakterijy slopinimo zona Petri léksteleje

Vaistiniy augaly ekstraktas antibakteriniam aktyvumui nustatyti buvo ruoSiamas naudojant DMSO
(dimetilsulfoksido) tirpalg. | 1 g susmulkintos augalinés Zaliavos buvo jpilta 10 ml DMSO. Paruosti
100 mg/ml koncentracijos tirpalai.
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2.12.2 Antibiotiky antibakterinio aktyvumo jvertinimas

Rezultaty palyginimui taip pat nustatytas skirtingy koncentracijy antibiotiky gentamicino (50 pg/ml,
100 pg/ml), cezalonino (300 pg/ml, 400 pg/ml, 500 pg/ml) ir levofloksacino (12,5 pg/ml, 25 pg/mi,
50 ug/ml,) aktyvumas prie§ Rhizobium radiobacter, Escherichia coli, Xanthomonas campestris
bakterijas, agaro difuziniu metodu. Visi Sie antibiotikai veikia pries gramneigiamas bakterijas,
iSskyrus levofloksacing, jis veikia ir prie§ gramteigiamas bakterijas. Todél prie§s Listeria
monocytogenes naudotas 25 pg/ml koncentracijos levofloksacinas.

2.13 Statistiné analizé

Rezultatai buvo jvertinti statistiSkai, Kiekvienas matavimas kartotas tris kartus, rezultatuose pateiktas
vidurkis ir standartinés paklaidos (vidurkis + SE).

2.14  3-(3,4-dihidroksifenil)-2-propeno ragsties (Z,E)-2-(3-4 dihidroksifenil)etenilesterio
(mélyno pigmento) Kiekio jvertinimas

Melyno pigmento kiekis buvo nustatytas vaistinés levandos lgsteliy kultiiroje, skysta terpé buvo
papildyta 2 mg/l 2,4-D ir 2 mg/l BAP fitohormonais. Kultiira auginta 17 dieny, kas 5 dienos buvo
matuotas lasteliy ir mélyno pigmento kiekis.

Lasteliy kiekis matuotas, kaip sausas svoris. Paimta 3 ml Igsteliy suspencijos, perfiltruota per zinomo
svorio filtrg. Lastelés 70 °C temperatiiroje i8dziovintos iki pastovios masés.

Mélyno pigmento kiekis nustatytas paémus 3 ml méginio i$ kultiros terpés, centrifuguota 10 000 g 5
min. Supernatantas nupiltas ir pridéta 3 ml partigstinto metanolio (1 % HCI), centrifuguota, pridéta
0,2 ml 3 M NaOH. M¢lyno pigmento absorbcija nustatyta 600 nm bangos ilgyje (maksimali
absorbcija mélyno pigmento Sarminiame pH). Pigmento Kiekis isreikstas absorbcijos vienetais (Asoo)
1 g sausos masés [77].
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas
3.1 Sékly daigumo jvertinimas MS terpéje

Vaistinés juozazolés, paprastojo ¢iobrelio ir pranciiziskos levandos séklos buvo daigintos MS terpéje,
stebétas daigumas po 7 ir 14 dieny. Gauti rezultatai pateikti 3.1 paveiksle grafiSkai. Vaistinés
juozazolés po 7 dieny buvo sudyge — 53,8 + 2,9 % sékly, po 14 dieny — 60,6 £ 2,9 %. Paprastojo
¢iobrelio po 7 dieny buvo sudyge — 50,1 + 3,1 % sékly, po 14 dieny — 62,5 + 3,5 % sékly. Pranciiziskos
levandos po 7 dieny — 10,09 *+ 2,5 % sékly, po 14 dieny — 44,35 * 3,8 % sékly.
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Sékly daigumas, %
|_

Dienos
Vaistinis ciobrelis (Thymus vulgaris L.)
—8— Vuistiné juozazolé (Hyssopus officinalis L.)

Prancuziska levanda (Lavandula stoechas L.)

3.1 pav. Vaistinés juozazolés (Hyssopus officinalis L.), paprastojo ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.) ir
pranciiziskos levandos (Lavandula stoechas L.) sékly daigumas MS terpéje

3.2  Pigmenty kiekio jvertinimas

Pigmenty (chlorofilo a, b ir karotinoidy) kiekio nustatymui naudoti vaistinés juozazolés (Hyssopus
officinalis L.), paprastojo ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.), pranctiziskos levandos (Lavandula stoechas
L.) ir vaistinés levandos (Lavandula angustifolia L.) augalai uzauginti in vivo, in vitro sglygomis (MS
terpéje) ir suformuotos kaliaus kultiros naudojant skirtingus fitohormonus.

Ivertinus pigmenty kiekj (Zr. 3.2 pav.) nustatyta, kad vaistiné juozazolé didziausig pigmenty kiekj
sukaupé in vitro salygomis MS terpéje (chlorofilo a — 61,8 + 0,4 mg/100g , cholorofilob —82,9 + 1,2
mg/100g ir karotinoidy — 18,2 + 1,02 mg/100g). Didesnio kiekio pigmenty kaliaus kultiirose vaistiné
juozazolé nesukaupé.

Vaistinis ¢iobrelis didziausig pigmenty kiekj sukaupé in vitro saglygomis MS terpéje (chlorofilo a —
174,8 = 0,8 mg/100g, chlorofilo b — 141,9 + 0,3 mg/100g ir karotinoidy — 60,5 £ 0,1 mg/100g).
Didesnio kiekio pigmenty kaliaus kultorose vaistinis ¢iobrelis nesukaupé.

Pranciiziska levanda didziausig kiekj pigmenty sukaupé kaliaus kulttrose i§ lapy, kai buvo naudoti
2mg/l BAP ir 2 mg/l IBR fitohormonai (chlorofilo a — 39,9 £ 0,47 mg/100g , cholorofilo b — 32,6 =
0,8 mg/100g ir karotinoidy — 17,18 + 0,02 mg/100g), taip pat didelj kiekj sukaupé, kai buvo naudoti
0,5 mg/l BAP ir 1 mg/l NAR fitohormonai (chlorofilo a — 26,02 + 0,07 mg/100g , cholorofilo b —
22,15 £+ 0,48 mg/100g ir karotinoidy — 10,34 £+ 0,06 mg/100g).
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3.2 pav. Pigmenty kiekis vaistinés juozazolés (Hyssopus officinalis L.), paprastojo ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.) ir levandos (Lavandula L.) augaluose augintuose

in vivo ir in vitro salygomis bei suformuotose kaliaus kultiirose
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Didelj kiekj karotinoidy sukaupé kaliaus kultiiros i$ stieby (13,02 + 0,03 mg/100g), kai buvo naudoti
0,5 mg/l BAP ir 1 mg/l NAR fitohormonai, ir kaliaus kulttiros i$ lapy (17,13 + 0,03 mg/100g), kali
buvo naudoti 2mg/l BAP ir 2 mg/l IBR fitohormonai ir 50 pM MeJA. Vaistiné levanda didziausia
pigmenty kiekj sukaupé in vitro saglygomis MS terpéje (chlorofilo a — 12,96 + 0,52 mg/100g,
cholorofilo b — 15,88 + 0,21 mg/100g ir karotinoidy — 4,54 = 0,27 mg/100g). Didesnio kiekio
pigmenty kaliaus kultiirose vaistiné levanda nesukaupé.

3.3  Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas
3.3.1 Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH metodu

Darbo metu buvo atliktas antioksidacinio aktyvumo nustatymas DPPH metodu. Gauti rezultatai
iSreiksti DPPH radikalo slopinimu (%) 100 mg sauso svorio augaly metanolio ekstraktuose ir pateikti
3.3 paveiksle.

Didziausias antioksidacinis aktyvumas nustatytas vaistinés juozazolés kaliaus kultiirose
suformuotose i§ Sakny (96,2 + 0,84 %), kai buvo naudoti 1 mg/l BAP ir 2 mg/l NAR. Taip pat didelis
aktyvumas nustatytas kaliaus kulttirose (96,02 £ 0,6 %), kai terpéje buvo naudoti 2 mg/l BAP, 2 mg/1
IBR fitohormonai ir 50 pM MeJA. Gautas slopinimas yra didesnis nei in vivo saglygomis augintuose
augaluose (88,48 = 0,25 %).

Didziausias antioksidacinis aktyvumas vaistinio ¢iobrelio kaliaus kultirose (90,99 + 0,66 %)
nustatytas, kai kulttira buvo suformuota i$ stieby ir terpéje buvo naudoti 0,5 mg/I kinetinas ir 1 mg/1
2,4-D. Taciau slopinimas gautas mazesnis nei in vitro (91,97 + 0,48 %) augaluose ir augaluose
augintuose in vivo salygomis (93,04 = 0,1 %).

Didziausias antioksidacinis aktyvumas pranciiziSkos levandos Kkaliaus kultiirose (96,91 + 0,49 %)
nustatytas, kai kultiira buvo suformuota i$ Sakny ir MS terpéje buvo naudoti 1 mg/I kinetinas ir 2 mg/I
IAR. Slopinimas gautas didesnis nei augaluose augintuose in vivo sglygomis (91,48 + 0,33 %).
Vaistinés levandos kaliaus kultiirose didziausias antioksidacinis aktyvumas nustatytas, kai kultiira
buvo suformuota i§ stieby ir terpése buvo naudoti 2 mg/l BAP ir 2 mg/l IBR fitohormonai (87,07 £
0,59 %). Khateeb ir kolegy atliktame tyrime nustatyta, kad L. coronopifolia kaliaus kulttros
suformuotos MS terpése su 0,5 mg/l BAP ir 1 mg/l NAR DPPH slopino — 30 %, in vitro (MS terpé
su 0,5 mg/l BAP) augalai — 23 % [74].
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3.3 pav. DPPH metodu nustatytas antioksidacinis aktyvumas vaistinés juozazolés (Hyssopus officinalis L.), paprastojo ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.) ir levandos
(Lavandula L.) augaluose, augintuose in vivo ir in vitro saglygomis bei suformuotose kaliaus kultiirose
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3.3.2 Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas FRAP metodu

Antioksidacinis aktyvumas buvo nustatytas ir FRAP metodu, naudojant 2,4,6-tripiridil-s-triazina.
Siekiant nustatyti aktyvuma, buvo sudaryta FeSO4*7 H20 skirtingy koncentracijy tirpaly kalibraciné
kreivé, ji pateikta 3.4 paveiksle.

< 06
g y=00208x-0004 o
5 R2 = 0,0991
Q oo°
< 04 .

03 e

02 e

0.1 c

o
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FeSO,+7H,0 koncentracija, pmol/I

3.4 pav. FeSO4e7 H,0 kalibraciné kreivé naudota antioksidaciniam aktyvumui nustatyti

Naudojant FRAP metoda (zr. 3.5 pav.) didziausias antioksidacinis aktyvumas buvo nustatytas
vaistinés juozazolés Kaliaus kultiirose gautose i§ Sakny — 421,47 £ 2,74 umol/l ir stiecby — 298,08 +
6,01 umol/l, kai terpéje buvo naudoti 1 mg/l BAP ir 2 mg/l NAR fitohormonai. Aktyvumas nustatytas
didesnis nei augaluose in vivo (245,19 + 16,65 pmol/l).

Paprastojo Ciobrelio augaluose didZiausias aktyvumas nustatytas kaliaus kulttirose i$ stieby — 241,67
+ 13,46 pmol/l, kai terpéje buvo naudoti 0,5 mg/1 kinetinas ir 1 mg/l 2,4-D fitohormonai. Aktyvumas
nustatytas didesnis nei augaluose in vivo (113,22 + 4,58 pmol/l).

Pranctiziskos levandos augaluose didZiausias aktyvumas nustatytas kaliaus kulttrose i§ Sakny —
183,65 * 6,38 umol/l, kai terpéje buvo naudoti 1 mg/1 kinetinas ir 2 mg/l IAR fitohormonai. Taip pat
didelis aktyvumas gautas ir kaliaus kultirose suformuotose i§ lapy (151,92 + 3,89 umol/l) ir stieby
(179,57 + 13,46 umol/l). Naudojant kitus fitohormonus taip pat didelis aktyvumas gautas su 2 mg/I
BAP ir 2 mg/l IBR kaliaus kulttirose suformuotose is lapy (151,28 £ 15,96 pumol/l) ir stieby (158,49
* 6,8 umol/l), naudojant 0,5 mg/l BAP ir 1 mg/l NAR, i§ lapy (181,01 £ 10,41 pumol/l). Vaistinés
levandos kaliaus kultiirose didziausias aktyvumas nustatytas i§ lapy suformuotose kulttrose (171,88
+ 1,8 umol/l), kai buvo naudoti 2 mg/l BAP ir 2 mg/l IBR. Siose kaliaus kultirose aktyvumas
nustatytas didesnis nei augaluose in vivo (60,77 £ 1,11 umol/l).
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(Lavandula L.) augaluose, augintuose in vivo ir in vitro salygomis bei suformuotose kaliaus kulttirose
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3.3.3 Redukciniy savybiy jvertinimas

Antioksidacinéms savybéms nustatyti buvo naudotas redukciniy savybiy nustatymas, kai augalinés
zaliavos buvo paimta 0,00125 g sauso svorio (zr. 3.6 pav.).

Didesnis redukcinis aktyvumas vaistinés juozazolés augaluose nei in vivo (0,531 + 0,08 Abs)
augaluose nustatytas kaliaus kulttirose i$ stieby — 0,625 + 0,01 Abs, kai terpése buvo naudoti 0,1 mg/I
BAP ir 2 mg/l 2,4-D ir i$ lapy — 0,593 = 0,004 Abs, kai naudoti 2 mg/l BAP ir 2 mg/l IBR, taip pat ir
kai Sioje terpéje dar buvo naudotas 100 uM MeJA — 0,611 + 0,046 Abs.

Vaistinio Ciobrelio kaliaus kulttirose (0,882 + 0,033 Abs) didziausias antioksidacinis aktyvumas
nustatytas naudojant 3 mg/l BAP ir 1 mg/l NAR. Nustatytas kiekis didesnis nei in vivo augaluose
(0,546 + 0,04 Abs).

Didziausios redukcinés savybés pranciziSskos levandos kaliaus kultiirose nustatytos naudojant 0,5
mg/l BAP ir 1 mg/l NAR i§ lapy (1,443 + 1,33 Abs) ir i$ stieby (1,428 = 0,048 Abs). Vaistinés
levandos kaliaus kultiirose didziausios redukcinés savybés nustatytos (1,14 £ 0,02 Abs), kai MS
terpéje buvo naudoti 2 mg/l BAP ir 2 mg/l 2,4-D. Tai didesnis kiekis nei in vivo augaluose (0,202 +
0,002 Abs).

Palyginus visus tris antioksidacinio aktyvumo metodus nustatyta, kad visuose trijuose metoduose
didelj antioksidacinj aktyvumg parodé vaistinés juozazolés kaliaus kulttros suformuotos, naudojant
1 mg/l BAP ir 2 mg/l NAR, i$ Sakny (94,5 % DPPH metodu, 421,47 pmol/l FRAP metodu ir 0,511
Abs redukciniy savybiy metodu). Vaistinio Ciobrelio kaliaus kultdiros, kai buvo naudoti 0,5 mg/l
kinetinas, 1 mg/l 2,4-D is stieby (90,9 % DPPH metodu, 241,67 umol/l FRAP metodu ir 0,683 Abs
redukciniy savybiy metodu). Pranciiziskos levandos kaliaus kulttros, kai buvo naudoti 2 mg/l BAP
ir 2 mg/1 IBR i§ lapy (91,67 % DPPH metodu, 151,28 pmol/l FRAP metodu ir 1,263 Abs redukciniy
savybiy metodu).
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3.6 pav. Redukcinés savybés vaistinés juozazolés (Hyssopus officinalis L.), paprastojo ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.) ir levandos (Lavandula L.) augaluose,
augintuose in vivo ir in vitro salygomis bei suformuotose kaliaus kultiirose



3.4  Fenoliniy junginiy kiekio jvertinimas

Darbo metu buvo nustatytas bendras fenoliniy junginiy kiekis Folino — Kiokalto metodu. Kiekiui
nustatyti buvo pagaminti skirtingy koncentracijy tanino rugsties tirpalai, sudaryta kalibraciné kreive,
pagal kurig buvo apskai¢iuotas fenoliniy junginiy kiekis. Kalibraciné kreivé pateikta 3.7 paveiksle.
Pasinaudojus kalibracine kreive buvo apskaiCiuotas bendras fenoliniy junginiy kiekis augaly
ekstraktuose, rezultatai pateikti 3.8 paveiksle.
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3.7 pav. Tanino rugsties kalibracing kreive

Didziausias fenoliniy junginiy kiekis vaistinés juozazolés augaluose nustatytas kaliaus kulttirose i$
sakny (3,73 + 0,01 mg/100 mg), kai buvo naudoti 1 mg/l BAP ir 2 mg/l NAR, ir i$ lapy (3,56 £ 0,25
mg/100 mg), kai buvo naudoti 2 mg/l BAP ir 2 mg/l IBR. Tai didesnis kiekis nei in vivo augaluose
(3,05 £ 0,05 mg/100 mg).

DidZiausias fenoliniy junginiy kiekis vaistinio ¢iobrelio kaliaus kultirose (3,18 + 0,08 mg/100 mg)
nustatytas, kai naudoti 2 mg/l BAP ir 2 mg/l 2,4-D, taciau in vivo augaluose nustatytas panasus kiekis
(3,14 £ 0,12 mg/100 mg).

Didziausias fenoliniy junginiy Kiekis pranctzi$kos levandos kaliaus kultirose nustatytas is stieby
(5,89 £ 0,17 mg/100 mg), kai naudoti 2 mg/l BAP ir 2 mg/l 2,4-D, taip pat didelj kiekj sukaupé kaliaus
kultiiros i3 lapy (4,91 + 0,24 mg/100 mg), kai buvo naudoti 2 mg/l BAP ir 2 mg/l IBR. Sie kiekiai yra
didesni nei augaly auginty in vivo (0,85 = 0,1 mg/100 mg) salygomis. Vaistiné levandos kaliaus
kultiiros sukaupé mazesnj kiekj fenoliniy junginiy nei pranctziSkos levandos, kiekiai svyruoja nuo
0,16 iki 2,14 mg/100 mg. Khateeb ir kolegy atliktame tyrime nustatyta, kad L. coronopifolia kaliaus
kultiiros suformuotos MS terpése su 0,5 mg/l BAP ir 1 mg/l NAR fenoliniy junginiy sukaupé — 0,04
mg/100mg, in vitro augalai (MS terpé su 0,5 mg/l BAP) — 0,21 mg/100 mg [34].

Vertinant visy augaly rezultatus nustatyta, kad didziausig kiekj fenoliniy junginiy sukaupia
pranciiziSkos levandos kaliaus kultiiros. Palankiausia terpé, siekiant sukaupti didZiausius fenoliniy
junginiy kiekius, Notreliniy Seimos augaly kaliaus kultaroms, yra MS su 2 mg/l BAP ir 2 mg/l 2,4-D
fitohormonais.
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3.8 pav. Bendras fenoliniy junginiy ir taniny kiekis vaistinés juozazolés (Hyssopus officinalis L.), paprastojo ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.) ir levandos (Lavandula
L.) augaluose, augintuose in vivo ir in vitro salygomis bei suformuotose kaliaus kultiirose
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3.5  Flavonoidy kiekio jvertinimas

Darbo metu nustatytas flavonoidy kiekis vaistinés juozazolés, paprastojo Ciobrelio ir levandos
augaluose, rezultatai pateikti 3.9 paveiksle. DidZiausias kiekis buvo gautas vaistinés juozazolés
augaluose uzaugintuose in vivo salygomis — 0,146 %.
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3.9 pav. Flavonoidy kiekis vaistinés juozazolés (Hyssopus officinalis L.), paprastojo ¢iobrelio (Thymus
vulgaris L.) ir levandos (Lavandula L.) augaluose, augintuose in vivo salygomis ir suformuotose kaliaus
kultiirose

3.6  Fermentinio antioksidacinio aktyvumo jvertinimas
3.6.1 Fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas

Darbo metu buvo nustatytas fermento superoksido dismutazés aktyvumas ir gauti rezultatai pateikti
3.10 pav. Nustatyta, kad vaistinés juozazolés augalai didziausig fermenty kiekj sukaupia kaliaus
kulttirose i$ stieby (19,25 = 0,14 vnt/mg), kai naudojami 2 mg/l BAP ir 2mg/l IBR fitohormonai. Tai
zymiai didesnis kiekis nei augaluose in vivo (7,05 £ 0,09 vnt/mg).

Vaistinis ¢iobrelis didziausig kiekj taip pat sukaupé kaliaus kultiirose sufomuotose i$ stieby (10,95 +
0,24 vnt/mg), kai buvo naudoti 0,5 mg/I kinetinas ir 1 mg/l 2,4-D fitohormonai. Tai didesnis Kiekis
nei augaluose in vivo (3,76 £ 0,06 vnt/mg).

Pranctiziskos levandos augalai didZiausig kiekj sukaupé kaliaus kultirose i§ lapy (16,8 £ 0,21
vnt/mg), kai buvo naudoti 2 mg/l BAP ir 2 mg/l 2,4-D, taip pat didelj kiekj sukaupé irgi kaliaus
kultaros i8 lapy (15,17 £ 1,39 vnt/mg), kai buvo naudoti 2 mg/l BAP ir 2mg/l IBR. Vaistiné levanda
didZiausia kiekj sukaupé kaliaus kulttirose i$ lapy (15,79 + 1,89 vnt/mg), kai buvo naudoti 2 mg/I
BAP ir 2mg/l IBR fitohormonai. Tai didesnis kiekis nei augaluose in vivo (2,19 £ 0,2 vnt/mg).

Pagal gautus rezultatus matyti, kad geriausiag Notreliniy $eimos augaly kaliaus kultiiras formuoti
naudojant MS terpe su 2 mg/l BAP ir 2 mg/l IBR fitohormonais siekiant, kad augalai sukaupty didelj
kiek; SOD.

3.6.2 Katalazés aktyvumo jvertinimas

Taip pat darbo metu buvo nustatytas ir katalazés aktyvumas tiriamuosiuose augaluose, kurio rezultatai
pateikti 3.11 pav. Nustatyta, kad vaistinés juozazolés augalai didziausia katalazés kiekj sukaupé
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kaliaus kultorose is lapy (3788,6 + 25,1 vnt/mg), kai buvo naudoti 2 mg/l BAP ir 2mg/l IBR. Tai
didesnis kiekis nei augaluose in vivo (490,45 * 24,03 vnt/mg).

Vaistinis ¢iobrelis kaliaus kulttirose (464,01 + 46,38 vnt/mg) didesnio kiekio nei in vivo (511,58 +
33,3 vnt/mg) augaluose katalazés nesukaupé.

PranciiziSkos levandos didziausig katalazés kiekj sukaupé kaliaus kultiirose 1§ lapy (4352,5 + 516,36
vnt/mg), kai buvo naudoti 2 mg/l BAP, 2 mg/l IBR ir 100 pM MeJA. Vaistiné levanda didziausig
kiekj sukaupé kaliaus kultiirose i§ Sakny (3783,41 + 60,92 vnt/mg), kai buvo naudoti 2 mg/l BAP ir
2 mg/l IBR. Kaliaus kulttirose katalazés aktyvumas nustatytas didesnis nei in vivo augaluose (528,92
* 66,4 vnt/mg).

3.6.3 Askorbatperoksidazés aktyvumo jvertinimas

Tyrimo metu buvo nustatytas askorbatperoksidazés aktyvumas méginiuose (Zr. 3.12 pav.).
Didziausias aktyvumas nustatytas vaistinés juozazolés kaliaus kultiirose (56,43 = 0,58 mmol/mg),
suformuotose naudojant 2 mg/l BAP, 2 mg/l IBR ir 50 uM MeJA. Gautas didesnis aktyvumas nei in
vivo augaluose (19,9 £ 0,93 mmol/mg).

Vaistinio Ciobrelio augaluose didziausias aktyvumas nustatytas kaliaus kulturose i$ lapy (29,79 + 1,38
mmol/mg), kai buvo naudoti 0,5 mg/l kinetinas ir 1 mg/l 2,4-D fitohormonai. Gautas kiekis didesnis,
nei augaluose in vivo (16,79+ 0,88 mmol/mg).

Pranctiziskos levandos augaluose didziausiu askorbatperoksidazés aktyvumu pasizymi Kkaliaus
kultoros (62,32 + 0,3 mmol/mg), kurios suformuotos naudojant 1 mg/l kineting ir 2 mg/l 1AR.
Vaistinés levandos didziausiu askorbatperoksidazés aktyvumu pasizyméjo kaliaus kulttiros is stieby
(55,7+ 2,84 mmol/mg), suformuotos naudojant 2 mg/l 2,4-D ir 2 mg/l BAP. Aktyvumas gautas
didesnis nei augaluose in vivo (22,75 £ 0,48 mmol/mg).
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3.10 Fermento superoksido dismutazés aktyvumas vaistinés juozazolés (Hyssopus officinalis L.), paprastojo ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.) ir levandos (Lavandula
L.) augaluose, augintuose in vivo salygomis ir suformuotose Kaliaus kultiirose
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3.11 Fermento katalazés aktyvumas vaistinés juozazolés (Hyssopus officinalis L.), paprastojo ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.) ir levandos (Lavandula L.) augaluose,
augintuose in vivo salygomis ir suformuotose kaliaus kultiirose
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3.12 Fermento askorbatperoksidazés aktyvumas vaistinés juozazolés (Hyssopus officinalis L.), paprastojo ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.) ir levandos (Lavandula L.)
augaluose, augintuose in vivo salygomis ir suformuotose kaliaus kulttirose
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3.7 Baltymuy kiekio jvertinimas

Prie$ nustatant fermenty aktyvumg augalinéje zaliavoje, nustatytas baltymy kiekis. Baltymy kiekis
nustatytas Bradfordo metodu. 3.13 paveiksle pateikta albumino kalibraciné kreivé, pagal kurig buvo
nustatytas baltymy kiekis augalinéje zaliavoje.
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3.13 Albumino kalibraciné kreive

3.8 L-prolino kiekio jvertinimas

Siekiant nustatyti aminoragsties L-prolino kiekj augaluose sudaryta L-prolino kalibraciné kreivé (Zr.
3.14 pav.). Rezultatai pateikti 3.15 pav.
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3.14 pav. L-prolino kalibraciné kreivé

Didziausias L-prolino Kiekis vaistinés juozazolés kaliaus kultiirose nustatytas, kai buvo naudoti MS
terpéje fitohormonai 2 mg/l BAP, 2 mg/l IBR, 50 uM MeJA (17,1 £ 2,53 mM/g) ir 100 puM MeJA
(15,26 £ 1,2 mM/qg). Nustatytas didesnis kiekis nei in vivo (13,4 = 0,15 mM/g) augaluose.

Didziausias L-prolino kiekis nustatytas vaistinio ¢iobrelio in vivo (13,6 + 0,73 mM/g) augaluose,
kaliaus kultoros didesnio kiekio nesukaupé.
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Levandos didesnj L-prolino kiekj nei in vivo (18,77 £ 3,24 mM/g) augaluose sukaupé pranciiziS$kos
levandos kaliaus kultiirose, kai buvo naudoti 0,5 mg/l BAP ir 1 mg/l NAR, i$ stieby (18,83 + 3,6
mM/q).

3.9  Malondialdehido koncentracijos jvertinimas

Sio tyrimo metu buvo nustatyta malondialdehido koncentracija, rezultatai pateikti 3.16 pav.
Didziausias malondialdehido kiekis vaistinés juozazolés augaluose buvo nustatytas in vivo (0,29 +
0,02 umol/g) salygomis augintuose augaluose ir kaliaus kultirose, kai buvo naudoti fitohormonai 2
mg/l BAP, 2 mg/l IBR ir 50 umol MeJA elicitorius (0,29 £ 0,03 umol/g), ir 100 pmol MeJA elicitorius
(0,27 £ 0,01 pmol/g).

Didziausia malondialdehido koncentracija vaistinio ¢iobrelio augaluose nustatyta in vitro (0,39 +
0,001 pumol/g).

Didziausia malondialdehido koncentracija pranciiziskos levandos augaluose nustatyta kaliaus
kulttrose, kai buvo naudoti 1 mg/l kinetinas ir 2 mg/l IAR (0,62 + 0,008 umol/g), ir kai buvo naudoti
0,5 mg/l BAP ir 1 mg/l NAR, i$ lapy (0,88 + 0,19 pumol/g). DidZiausias malondialdehido kiekis
vaistinés levandos augaluose nustatytas in vitro (0,63 + 0,002 umol/g).
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3.15 L-prolino kiekis vaistinés juozazolés (Hyssopus officinalis L.), paprastojo ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.) ir levandos (Lavandula L.) augaluose, augintuose in
Vvivo salygomis ir suformuotose Kaliaus kultirose

49



Malondialdehido koncentracija,

Malondialdehido koncentracija, pumol/g

12

0.8

0.6

0.4

0.2

< 0.45
= 04 =
I I = 8 035
= 0.3
I I 3 0.25
= S 0.2 - =
= - - x 2 (.15 - -
3 g 0.1
o o ) ) ) ) ) ) ) ) £ 5 005
in vivo invitro kalius lapai  kalius kalius kalius kalius kalius kalius g 0
stiebai Saknys < invivo invitro kalius kalius  kalius
° lapai  stiebai
MS MS+1 BAP+2 NAR MS+0.1 MS+2 MS+2 MS+2 S
BAP+2 2,4-BAP+2 IBR BAP+2 BAP+2 K MS MS+0.5 MS+ 2
D IBR+50 IBR+ 100 = kinetinas+1 2,4-D BAP+2
UM MeJA  pM MeJA 2,4-D
Vaistiné juozazolé Vaistinis ciobrelis
els
- - - = - I ~ I - L 1
invivo invitro kalius kalius kalius kalius kalius kalius kalius kalius kalius kalius kalius kalius kalius kalius kalius invitro kalius kalius kalius kalius
lapai stiebai lapai stiebai saknys lapai stiebai Saknys lapai stiebai saknys lapai stiebai Saknys lapai stiebai Saknys
MS  MS+1 MS+2 BAP+2 MS+2 BAP+2 IBR  MS+2 BAP+2 IBR+50 MS+2 BAP+2 IBR+100 MS+0.5 BAP+1 NAR MS  MS+2  MS+2 BAP+2 IBR
kin+2 2,4-D UM MeJA MM MeJA BAP+2
IAR 2,4-D

Prancuziska levanda

Vaistiné levanda

3.16 Malondialdehido koncentracija vaistinés juozazolés (Hyssopus officinalis L.), paprastojo ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.) ir levandos (Lavandula L.)
augaluose, augintuose in vivo salygomis ir suformuotose kaliaus kultirose
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3.10 Antibakterinio aktyvumo jvertinimas
3.10.1 Pries Rhizobium radiobacter, Escherichia coli ir Xanthomonas campestris

Antibakterinis aktyvumas antibiotiky ir tiriamyjy augaly buvo jvertinimas pries Rhizobium
radiobacter, Escherichia coli ir Xanthomonas campestris bakterijas. Skirtingy koncentracijy
antibiotiky gentamicino, cefazolino ir levofloksacino aktyvumas prie§ Rhizobium radiobacter,
Escherichia coli, Xanthomonas campestris bakterijas pateiktas 3.17 pav.
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3.17 pav. Antibiotiky gentamicino, cefazolino ir levofloksacino skirtingy koncentracijy aktyvumas pries
Rhizobium radiobacter, Escherichia coli ir Xanthomonas campestris

Visi antibiotikai parodé aktyvuma pries tiriamasias bakterijas. Didziausiu antibakteriniu aktyvumu
pasizyméjo levofloksacinas (25 pg/ml koncentracijos levofloksacinas prie§ Rhizobium radiobacter —
13,8 + 0,17 mm; prie§ Escherichia coli — 15,17 + 0,54 mm; prie§ Xanthomonas campestris — 14,67 +
1,45 mm). Prie§ Rhizobium radiobacter bakterijas aktyvumas: gentamicino (100 pg/ml) — 10,16 +
0,87 mm; cefazolino (400 pg/ml) —8 + 1,03 mm ir levofloksacino (50 pg/ml) — 17,17 £ 1,01 mm (zr.
3.18 pav.).

3.18 pav. Antibiotiky: 1 —gentamicino (100 pg/ml); 2 —cefazolino (400 pg/ml); 3 —levofloksacino (50
pg/ml) aktyvumas prie$ Rhizobium radiobacter

Taip pat tyrimas atliktas naudojant 100 mg/ml ir 50 mg/ml tiriamyjy augaly ekstrakty koncentracijas,
rezultatai pateikti 3.19 ir 3.20 paveiksluose. Nustatyta, kad didZiausiu antibakteriniu aktyvumu
pasizyméjo vaistinés juozazolés augalai auginti in vivo salygomis (prie§ Rhizobium radiobacter — 8
+ 0,86 mm, Escherichia coli — 7,5 + 0,62 mm ir Xanthomonas campestris — 6,3 £ 0,3 mm). Lyginant
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kaliaus kulttiras, didziausig antibakterinj aktyvumg parodé pranciiziS$kos levandos Kkaliaus kulttros
suformuotos MS terpéje, naudojant 2 mg/l BAP ir 2 mg/l IBR (prie$ Rhizobium radiobacter — 5,3 +
0,33 mm, Escherichia coli — 6,67 + 0,49 mm ir Xanthomonas campestris — 5,67 + 0,88 mm).

Slopinimo zonos skersmuo, mm

[ERN

OFRPNWKMOUGIO N WOWO

if

.

III : I
I 7| i

! III |
I [ i III I I
I

invivo invitro kalius kalius kalius invivo kalius invivo invitro kalius kalius kalius kalius kalius kalius

lapai stiebai Saknys
MS MS+1 BAP+2 NAR

Vaistiné juozazolé

Rhizobium radiobacter

MS+0.5
kin+1
2,4-D

Vaistinis
ciobrelis

Escherichia coli

MS

MS+1 MS+1 MS+2 MS+2 MS+0.5 MS+2
kin +2 kin+2 BAP+2 BAP+2 BAP+1 BAP+2
IBR IAR 24D IBR NAR IBR

Pranciiziska levanda Vaistiné
levanda

Xanthomonas campestris

3.19 pav. Vaistinés juozazolés (Hyssopus officinalis L.), vaistinio ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.) ir levandos
(Lavandula L.) augaly, uzauginty in vivo sglygomis ir suformuotose kaliaus kultirose, antibakterinis
aktyvumas prie§ Rhizobium radiobacter, Escherichia coli ir Xanthomonas campestris, kai augaly ekstrakty

koncentracija 0,1 g/ml

Antibakterinis aktyvumas prie§ Escherichia coli (Zr. 3.21 pav.) vaistinés juozazolés (Hyssopus
officinalis L.) in vivo — 7,5 + 0,62 mm; vaistinio iobrelio (Thymus vulgaris L.) kaliaus kultary (MS
ir 0,5 mg/l kinetino, 1 mg/l 2,4-D) — 1,8 £+ 0,34 mm, prancitizis$kos levandos (Lavandula stoechas L.)
kaliaus kultary (MS ir 0,5 mg/l BAP, 1 mg/l NAR ) — 4,17 £ 0,31 mm.
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3.20 pav. Vaistinés juozazolés (Hyssopus officinalis L.) ir paprastojo ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.) augaly,
uzauginty in vivo sglygomis ir suformuotose kaliaus kultiirose antibakterinis aktyvumas prie$ Rhizobium

radiobacter, Escherichia coli ir Xanthomonas campestris, kai augaly ekstrakty koncentracija 0,05 g/ml
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3.21 pav. 1 — Escherichia coli bakterijos paveiktos vaistinés juozazolés ekstraktu in vivo; 2 — Escherichia
coli bakterijos paveiktos vaistinio ¢iobrelio kaliaus kultiiry ektraktu, 3 — Escherichia coli bakterijos
paveiktos pranctiziS$kos levandos kaliaus kulttiry ekstrakty

3.10.2 Pries Listeria monocytogenes

Antibakterinis aktyvumas buvo nustatytas prie§ Listeria monocytogenes (zr. 3.22 pav. ir 3.23 pav.).
Didziausig aktyvuma parodé pranciizi$kos levandos kaliaus kulttiros suformuotos naudojant 1 mg/I
kineting ir 2 mg/l IBR — 7,75 £ 0,63 mm, palyginimui levofloksacinas (25 pg/ml) — 8,2 £ 0,2 mm.
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3.22 pav. Vaistinés juozazolés (Hyssopus officinalis L.), paprastojo ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.) ir
pranciiziS$kos levandos (Lavandula stoechas L.) augaly, uzauginty in vivo salygomis ir suformuotose kaliaus
kultdirose, antibakterinis aktyvumas prie§ Listeria monocytogenes , kai augaly ekstrakty koncentracija 0,1
g/ml

3.23 pav. Listeria monocytogenes bakterijos paveiktos: 1 — 25 pg/ml levofloksacinu; 2 — vaistinés juozazolés
in vitro ekstraktu; 3 — vaistinio ¢iobrelio kaliaus kulttry ekstraktu; 4 — pranciiziSkos levandos kaliaus kultiiry
ekstraktu
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3.11 3-(3,4-dihidroksifenil)-2-propeno ragsties (Z,E)-2-(3-4 dihidroksifenil)etenilesterio
(mélyno pigmento) Kiekio jvertinimas

Vaistiné levanda buvo auginta skystoje terpéje naudojant 2 mg/1 2,4-D ir 2 mg/l BAP fitohormonus.
Lasteliy ir mélyno pigmento kiekis buvo nustatomas kas 3 dienas, 17 dieny, gauti rezultatai pateikti
3.24 pav. Didziausias mélyno pigmento Kiekis gautas 7 auginimo dieng — 12,08 A600/g sauso svorio.
Kity tyréjy tyrimuose aprasoma, kad didziausias mélyno pigmento kiekis (3,61 A600/g) sukaupiamas
Lavandula spica Iasteliy kultiirose 6 auginimo dieng MS terpéje su 2,5 mM PO.*, 14,1 mM NOs" 1
mM Fe?*, kai inokulianto dydis 10 g/l, sacharozés kiekis — 90 g/l [77]. Sis mélyno pigmento kiekis
yra mazesnis nei pavyko sukaupti Siame tyrime Igsteliy kultarose, naudojant 2 mg/l 2,4-D ir 2 mg/I
BAP fitohormonus.
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3.24 Skystoje terpéje auginty levandos (Lavandula angustifolia L.) lasteliy ir mélyno pigmento kiekis
kulttrose
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4. Rekomendacijuy dalis

Atrinktos optimalios terpés augaly kaliaus kultiroms formuoti toliau gali biiti naudojamos augaly
lasteliy suspensijy kutiirose ir bioreaktoriuose, siekiant iSgauti bioaktyviuosius fitocheminius
junginius. Prie§ atliekant bandomuosius gamybinius tyrimus, rekomenduojame atlikti kaliaus
kultiirose esanciy junginiy kokybine ir kiekybing analiz¢ naudojant dujy chromatografija — masiy
spektrofotometrija.

Siame darbe remiantis atliktais tyrimais ir literatiira pateikta principiné aparatiiriné schema timolio
gavimui i§ Ciobreliy (Thymus vulgaris L.) (zr. 4.1 pav.). Aparatiiring schemg sudaranciy jrenginiy
sarasas su paaiSkinimais pateiktas 4.1 lentel¢je. SChema apima du etapus: ¢iobelio lasteliy suspencijos
kultiiry auginimg biorektoriuje ir antrinio metabolito timolio i§skyrimg.

Pirmiausia, MS terpése su agaru sudaiginamos sterilintos ¢iobreliy (Thymus vulgaris L.) séklos, toliau
formuojamos kaliaus kultiiros Petri 1ékstelése MS agarizuotose terpése su 2 mg/l BAP ir 2 mg/l 2,4-
D fitohormonais. Suformuotos kaliaus kultiiros naudojamos Igsteliy suspencijy kultiroms formuoti,
kaliaus kultaros perkeliamos j 250 ml kolbg (KL — 1), kurioje naudojama MS skysta terpé su 2 mg/I
BAP ir 2 mg/l 2,4-D fitohormonais. Uzaugusi biomasé rankiniu badu perpilama j bioreaktoriy (B —
1). Bioreaktorius papildomas MS skysta terpé su 2 mg/l BAP ir 2 mg/l 2,4-D fitohormonais, terpé
laikoma T — 1 talpoje ir sterilinama autokalve (A — 1). Bioreaktoriuje 20 — 23 °C temperatiirai palaikyti
naudojamas termostatinis gaubtuvas. | bioreaktoriy oras patenka per filtrg (F — 1) ir oro kompresoriy
(K-1).

Uzaugusiy Igsteliy suspencijy kulttros siurbliu (S — 1) patenka j sedimentacing centrifugg (C — 1),
kur yra atskiriamos lastelés nuo skys¢io. Supernatantas patenka j atliekas, o lgstelés surblio (S — 2)
pagalba per sraigtinj transporterj patenka j juostinj praplovimo transporterj (JPT — 1) ir | dziovykla
(D — 1). Dziovykloje biomasé yra i§dziovinama iki 10 % drégmés ir toliau juostinio transporterio
pagalba (T — 2) patenka j $aldomg maliing (M — 1), kur yra susmulkinama iki mazesniy nei 250 pm
dydzio daleliy. Siurblio pagalba (S — 3) 275 g/l biomasé patenka j juostinj transporterj ir j ekstraktoriy
(E — 1), kur superkriziniy skyséiy ekstrakcijos metu i§skiriami eteriniai aliejai. Ciobreliy eterinis
aliejus paprastai gaunamas naudojant distiliavima garais arba kieta fazé — skystis ekstrakcija. Sie
metodai yra paprasti, taciau turi trikumy: ilgas ekstrakcijos laikas ir didelis tirpiklio sunaudojimas
[38]. Sioje technologinéje schemoje siilome naudoti superkritiniy skyséiy ekstrakcija, nes §is
metodas neturi pagrindiniy tradiciniy ekstrakcijos metody trikumy. Ekstrakcija vykdoma 15 MPa
slégyje, 40 °C temperatiiroje, 4 valandas, CO; tekéjimo greitis — 60 — 70 g/min, kosolventas — 10 %
metanolis. Superkritiniy skys¢iy ekstrakcija atliekama su jrenginiu, kuris turi 2 1 ekstrakcijos talpa (E
— 1), dvejas auksto slégio pompas, vieng CO2 (S — 4) ir kitg kosolventui (S — 5), cikloninj separatoriy
(SE — 1). CO; (esantis balione BL — 1) ausinamas su §ilumokai¢iu (S — 2), teka per srovés matuoklj
(SM — 1), kuris matuoja praeinanc¢io COz kiekj, pumpuojamas auksto slégio siurbliu (S —4) mazesnéje
nei 5 °C temperatiiroje 5 MPa slégyje. Metanolis taip pat pumpuojamas su auksto slégio siurbliu (S —
5), per voztuva (V — 3) patenka j srauto keliy maisykle (SKM — 2), kur sumaisomas su CO». MiSinys
patenka j silumokaitj (S — 3), kur pakeliama temperatiira iki 40 °C (CO; pasiekia superkritinio skys¢io
biuiseng), ir patenka j ekstraktoriy (E — 1). Ekstraktoriuje palaikomas 15 MPa slégis ir 40 °C
temperatiira (termostatinio gaubtuvo pagalba). Voztuvai (V — 2; V — 3) reaguluoja ir iSlaiko slégj
esant skirtingiems srautams. Eteriniai aliejai 1§ ekstraktoriaus (E — 1) patenka j cikloninj separatoriy
(SE — 1), i§ jo j garintuvg (G-1), kur metanolis yra iSgarinamas. Komponenty atskyrimui yra
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naudojamas tiesioginis (angl. on — line) metodas, kai visos superkritiniy skys¢iy ekstrakcijos metu
iSekstrahuotos medziagos patenka j chromatografinj prietaisa, naudojant tokj ekstrahavimo metoda
néra reikalingas specialus méginio paruo$imas chromatografijai, taip yra iSvengiama klaidy, metodas
jautresnis. Ekstraktai patenka | atvirk$Ciy faziy efektyviaja skysCiy chromatografija, ¢ia yra
atskiriamas timolis. Efektyviosios skys¢iy chromatografijos kolonélé — atvirks¢iy faziy Cis, mobili
fazé — acetonitrilo ir vandens miSinys (50:50). Timolis liofilizuojamas (L — 1) ir gauti milteliai
i$pilstomi j stiklinius buteliukus.

Po ekstrahavimo CO; ir metanolis atskiriami nuo ekstrakto, surenkami ir vél naudojami. CO2
recirkuliuojamas i§ separatoriaus per V — 1 voZztuva, Silumokaityje (S — 1) atSaldomas ir per
kompresoriy K — 2, voztuvg VO — 2 patenka j srauto keliy maisyklé SKM — 1. Metanolis atskiriamas
nuo iSekstrahuoty junginiy iSgarinant garintuve G — 1 ir grazinamas j procesa. 5 % metanolio
prarandama, prie§ pakartotinj panaudojima metanolis atSaldomas S — 3 ir patenka j srauto keliy
maiSykle SKM — 3. Superkritiniy skysciy ekstrakcijos jrenginyje temperatiira ir slégis yra uztikrinami
valdiklio ir indikatoriy pagalba (T| — temperatiiros indikatorius; Pl — slégio indikatorius).
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4.1 lentelé. Principingje aparatiiringje schemoje naudojami prietaisai

Prietaiso zyméjimas

Prietaisas

MS su 2 mg/l BAP ir

T-1 2 mg/l 2,4-D terpés talpa
A-1 autoklavas
KL-1 250 ml kolba
F-1 oro filtras
K-1,K-2 oro kompresorius
B-1 bioreaktorius
S-1;S-2;S-3;S-6 iScentriniai siurbliai
Cc-1 centrifuga
T-1,T-2,T-3 straigtinis transporteris
JPT -1 juostinis praplovimo transporteris
D-1 dziovyklé
M-1 maliinas
E-1 ekstraktorius
SE-1 cikloninis separatorius
S—-4;S-5 auksto slégio siurbliai

§-1;8§-2:5-3

vamzdinis §ilumokaitis

V-1,V-2,V-3;V-4

rankinis voztuvas

VO-1;VO-2 voztuvas
SM-1 srovés matuoklis
SKM - 1; SKM - 2; SKM -3 srauto keliy maisyklé
T-2 10 % metanolio talpa
BL-1 CO; dujy balionas
Pl slégio indikatorius
TI temperatiiros indikatorius
G-1 garintuvas
CH-1 atvirksciy faziy efektyviosios skysciy chromatografijos
B kolonélé
L-1 liofilizatorius
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4.1 pav. Principiné aparattriné schema timolio gavimui i§ ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.) kaliaus kultiry
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ISvados

1. Vaistinés juozazolés (Hyssopus officinalis L.), vaistinio ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.) ir levandos
(Lavandula L.) augaluose, augintuose in vivo, in vitro sglygomis ir suformuotose kaliaus kulttirose:

a) didziausius kiekius chlorofilo a, chlorofilo b ir karotinoidy sukaupé vaistinés juozazolés (Hyssopus
officinalis L.) ir vaistinio ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.) augalai, auginti in vitro saglygomis. Levandy
(Lavandula L.) augaluose didziausig kiekj sukaupé pranciiziSkos levandos i$ lapy suformuotos kaliaus
kulttiros, augintos MS terp¢je su 2 mg/l IBR ir 2 mg/l BAP.

b) didziausiu antioksidaciniu aktyvumu DPPH ir FRAP metodais pasizyméjo vaistinés juozazolés i$
Sakny suformuotos kaliaus kultiros, augintos MS terpése su 2 mg/l NAR ir 1 mg/l BAP.
Didziausiomis redukcinémis savybémis — kaliaus kultiiros iS stieby, kai terpése buvo naudoti 0,1 mg/1
BAP ir 2 mg/l 2,4-D. Didziausiu antioksidaciniu aktyvumu DPPH metodu pasizyméjo Vvaistinio
¢iobrelio in vivo augalai; FRAP metodu — kaliaus kulttiros i§ stieby, kai terpése naudoti 0,5 mg/I
kinetinas ir 1 mg/l 2,4-D; didziausios redukcinés savybés — kaliaus kulttrose, kai terpése naudoti 3
mg/l BAP ir 1 mg/l NAR. Didziausiu antioksidaciniu aktyvumu levandy augalai DPPH ir FRAP
metodais pasizyméjo prancizi§kos levandos kaliaus kultiiros suformuotos i§ $akny, kai naudoti 1 mg/1
kinetinas ir 2 mg/l 1AR, o didziausiomis redukcinémis savybémis — kaliaus kultiiros i$ lapy, kai
terpése naudoti 0,5 mg/l BAP ir 1 mg/l NAR.

C) vaistinés juozazolés augaluose didZiausig fenoliniy junginiy kiekj sukaupé i§ Sakny suformuotos
kaliaus kulttiros, augintos MS terpése su 2mg/l NAR ir 1 mg/l BAP. Vaistinio ¢iobrelio augaluose
didziausig kiekj sukaupé kaliaus kultaros, kai naudoti 2 mg/l BAP ir 2 mg/l 2,4-D. Pranciiziskos
levandos augaluose didziausig kiekj sukaupé i$ stieby suformuotos kaliaus kulttiros, augintos MS
terpése su 2 mg/l 2,4- D ir 2 mg/l BAP.

d) didziausias flavonoidy kiekis rastas vaistinés juozazolés augaluose augintuose in vivo salygomis.

e) vaistinés juozazolés augaluose didziausias L-prolino kiekis rastas kaliaus kultarose, kai MS terpése
naudoti 2 mg/l BAP, 2 mg/l IBR ir 50 pM metilzasmonatas. Vaistinio ¢iobrelio augaluose didZiausias
kiekis buvo in vivo augaluose. Levandos augalai didziausig kiekj sukaupé pranciiziskos levandos
kaliaus kultiirose 18 stieby, kai naudoti 0,5 mg/l BAP ir I mg/l NAR.

2. Didziausiu superoksido dismutazés aktyvumu pasiZyméjo vaistinés juozazolés augaly i$ stieby
suformuotos kaliaus kultiiros, naudojant MS terp¢ su 2 mg/l BAP ir 2mg/l IBR, 0 didZiausias
katalazés aktyvumas, kai kaliaus kultaros buvo suformuotos i§ lapy. Didziausias
askorbatperoksidazés aktyvumas — kaliaus kultiirose, kai terpése buvo naudoti 2 mg/l BAP, 2 mg/I
IBR ir 50 uM metilzasmonatas. Vaistinio Ciobrelio augaluose didZiausias superoksido dismutazés
aktyvumas buvo kaliaus kultiirose suformuotose, kai buvo naudoti 0,5 mg/l kinetinas ir 1 mg/l 2,4-
D; katalazés aktyvumas didziausias in vivo auugaluose; askorbatperoksidazés aktyvumas didziausias
kaliaus kultiirose i§ lapy, kai terpése buvo naudoti 0,5 mg/l kinetinas ir 1 mg/l 2,4-D. Prancuiziskos
levandos augaluose didziausias superoksido dismutazés aktyvumas nustatytas kaliaus kultiirose i$
lapy, kai buvo naudoti 2 mg/l BAP ir 2 mg/l 2,4-D; katalazés aktyvumas kaliaus kultiirose i$ lapy, kai
buvo naudoti 2 mg/l BAP, 2 mg/l IBR ir 100 uM metilzasmonatas; askorbatperoksidazés — kaliaus
kulttrose, kurios suformuotos naudojant 1 mg/l kinetino ir 2 mg/l IAR.
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3. Malondialdehido koncentracija suformuotose kaliaus kultirose buvo mazesné nei in vivo
salygomis augintuose augaluose. Taciau pranciiziSkos levandos i§ lapy suformuotose kaliaus
kultiirose, naudojant 1 mg/l NAR ir 0,5 mg/l BAP fitohormonus, kaliaus kultirose suformuotose,
naudojant 1 mg/1 kineting ir 2 mg/l IAR, ir vaistinés levandos in vitro augaluose malondialdehido
kiekiai gauti didesnis.

4. Didziausig antibakterinj aktyvuma prie$ Rhizobium radiobacter, Escherichia coli ir Xanthomonas
campestris rodé vaistiné juozazolé, uzauginta in vivo salygomis. Didziausig antibakterinj aktyvuma
prie$ Listeria monocytogenes rodé pranciiziskos levandos ekstraktas iSgautas i§ suformuotos kaliaus
kulttros, naudojant 1 mg/1 kineting ir 2 mg/1 IBR fitohormonus.

5. Didziausias 3-(3,4-dihidroksifenil)-2-propeno riigsties (Z,E)-2-(3-4-dihidroksifenil)etenilesterio
(mélyno pigmento) kiekis vaistinés levandos Igsteliy suspensijos kultiirose sukaupiamas 7 auginimo
diena.

6. Pateikta sitiloma timolio gamybos i$ vaistinio ¢iobrelio (Thymus vulgaris L.), auginto terpése su 2
mg/l BAP ir 2 mg/l 2,4-D fitohormonais, aparatiiriné schema.
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Padéka

Dékoju savo darbo vadovei doc. dr. Ilonai Jonuskienei uz suteiktas zinias, patarimus, pasiiilymus,
darbg kartu, nuosirdzias ir atsakingas konsultacijas, visuomet suteiktg grjztamajj rySj, skatinima
dometis ir tobuléti.
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