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Santrauka

Siame projekte buvo nustatytos bendryjy fenoliniy junginiy, flavonoidy koncentracijos, jvertinti
antioksidaciniai aktyvumai bei antibakteriniai poveikiai Astriniy Seimos augaly (vaistinés medetkos,
rausvaziedés eziuolés ir vaistinés ramunés) dalyse in vivo ir kaliaus kulttrose in vitro. Tyrimu metu
nustatyta, kad intensyviausiu antioksidaciniu aktyvumu pagal redukcinj metoda pasizyméjo medetkos
ziedy ekstraktas in vivo (0,793 A). Atlikus augaly, uzaugintyin Vivo irin vitro, ekstrakty
antioksidacinio aktyvumo nustatyma FRAP metodu, buvo matyti, kad intensyviausiomis savybémis
pasizyméjo medetkos (0,239 umol/l) ir eziuolés (0,223 umol/l) ziedy in vivo ekstraktai.
Antioksidacinio aktyvumo nustatymo DPPH metodu metu buvo pastebéta, kad stipriausiomis
antioksidacinémis savybémis pasizyméjo eziuolés ziedy in vivo ekstraktas (92,9 %). DidZiausia
fenoliniy junginiy koncentracija nustatyta eziuolés ziedy in vivo ekstrakte (2,98 mg/100mg),
0 flavonoidy — medetkos ziedy in vivo ekstrakte (15,318 mg/g). DidZiausias superoksido dismutazés
fermento aktyvumas buvo nustatytas medetkos kultary in vitro ekstrakte (58,47 vnt/mg). Daugiausiai
L-prolino buvo nustatyta ramunés ziedy in vivo ekstrakte (1,386 umol/g). Didziausia chlorofilo a
koncentracija buvo nustatyta medetkos stieby in vivo (180,65 mg/100mg), chlorofilo b — ramunés
ziedy in vivo (364,54 mg/100mg), o karotinoidy — medetkos ziedy in vivo (847,745 mg/100mg)
ekstraktuose. DidzZiausia liuteino koncentracija nustatyta medetkos ziedy in vivo ekstrakte (1,096
mg/q). Stipriausiu antibakteriniu aktyvumu pasizyméjo ramunés augalo daliy in vivo ekstraktai, kurie
intensyviausiai slopino Escherichia coli ir Bacillus subtilis bakterijy augima.
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Summary

In this project, the concentrations of total phenolic compounds, flavonoids were determined,
antioxidant activities and antibacterial effects in parts of Astrid family plants (marigold, purple
coneflower and chamomile) in vivo and in callus cultures in vitro were investigated. The research
showed that marigold flower extract in vivo had the highest reductive properties (0.793 A). The in
vivo extracts of marigold (0.239 umol / 1) and purple coneflower (0.223 umol/l) flowers showed the
highest properties of the antioxidant activity of extracts of plants grown in vivo and in vitro by FRAP
method. During the DPPH detection of antioxidant activity, it was observed that the strongest
antioxidant properties were in purple coneflower flowers in vivo extract (92.9 %). The highest
concentrations of phenolic compounds were found in the in vivo extract of purple coneflower flowers
(2.98 mg / 100 mg) and in flavonoids in the in vivo extract of marigold flowers (15.318 mg/g). The
highest activity of superoxide dismutase enzyme was found in in vitro extract of marigold cultures
(58.47 units/mg). The highest concentration of the L-proline was detected in the in vivo extract of
chamomile flowers (1.386 umol / g). The highest concentration of chlorophyll a was found in in vivo
extracts of calendula stems (180.65 mg / 100 mg), chlorophyll b in chamomile flowers in vivo (364.54
mg / 100 mg), and carotenoids in in vivo extracts of marigold flowers (847.745 mg/100 mg). The
highest concentration of lutein was found in the in vivo extract of calendula flowers (1.096 mg/g).
The strongest antibacterial activity was observed in the in vivo extracts of chamomile plant parts,
which most intensively inhibited the growth of Escherichia coli and Bacillus subtilis bacteria.
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Santrumpy ir terminy sgrasas

Santrumpos:

BAP — 6-benzilaminopurinas

DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas

TPTZ - 2,4,6-tripiridil-s-triazinas

DTT — ditiotritolis

FRAP — gelezies redukcijos antioksidantiné galia
LB — Luria-Bertani maitinamoji terpé

MS — Murashige & Skoog maitinamoji terpé
PMSF — fenilmetilsufonilfluoridas

DMSO — dimetilsulfoksidas

SOD - superoksido dismutaze



Ivadas

Astriniai (lot. Asteraceae) seimos augalai dél savo sudétyje turin¢iy farmakologiniy ir biologiniy
veikliyjy medziagy yra naudojami kaip vaistai jvarioms ligoms gydyti. Sios augaly $eimos vaistazolés
naudojamos daugelyje sriciy, jskaitant: medicing, mityba, kvapigsias medziagas, gérimus, dazyma,
repelentus, aromatus ir kosmetikg. Tai paciy jvairiausiy ir gausiausiy augaly Seima ir yra labai
perspektyvi farmakologiniu pozitriu.

Tokj intensyvy Astriniy Seimos augaly panaudojimg lemia jy sintetinamy pirminiy ir antriniy
bioaktyviy metabolity jvairové. Fenoliniai junginiai, flavonoidai, chlorofilas a ir b bei karotinoidai
(liuteinas), yra svarbiis ne tik kaip junginiai pasiZymintys gydomosiomis savybémis, bet ir dél savo
poveikio augaly apsaugos sistemai.

Tyrimams buvo pasirinktos vaistinés medetkos (lot. Calendula officinalis L.), rausvaziedés eziuolés
(lot. Echinacea purpurea L.) ir vaistinés ramunés (lot. Matricaria recutita L.) augaly dalys (lapai,
stiebai ir ziedai) in vivo ir kaliaus kultdros in vitro.

I$ $iy augaly kaliaus kultliry in vitro gaunami bioaktyviis junginiai jeina j antioksidacines recepturas
farmacijai, maistui, kosmetikai ir kitoms reikméms. Mokslinés informacijos apie $iy augaly atskiry
daliy bei jy pagrindu sukurty in vitro sistemy cheminius junginius, antioksidacines ir antibakterines
savybes vis dar gana mazai, todél tokiy savybiy jvertinimas ir toliau yra tikslingas ir naudingas ieskant
naujy nataraliy vaistiniy Saltiniy.

Projekto tikslas — kiekybiskai jvertinti bendras fenoliniy junginiy, flavonoidy koncentracijas,
antioksidacinj ir antibakterinj aktyvumg vaistinés medetkos (lot. Calendula officinalis L.),
rausvaziedés eziuolés (lot. Echinacea purpurea L.) ir vaistinés ramunés (lot. Matricaria recutita L.)
augaly dalyse (Zieduose, lapuose ir stiebuose) in vivo ir kaliaus kultiirose in vitro.

Projekto uzdaviniai:
1. suformuoti tiriamyjy augaly kaliaus kultiiras in vitro;

2. jvertinti antioksidacinj aktyvuma DPPH, FRAP metodais ir redukcines savybes
tirlamuosiuose augaluose in vitro ir in vivo;

3. nustatyti bendras fenoliniy junginiy ir flavonoidy koncentracijas;

4. nustatyti tiriamyjy augaly in vitro ir in vivo superoksido dismutazés aktyvuma;
5. jvertinti pigmenty (chlorofilo a, chlorofilo b ir karotinoidy) koncentracijas;

6. jvertinti L-prolino ir liuteino koncentracijas tiriamuosiuose augaly ekstraktuose;

7. nustatyti tiriamyjy augaly in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro ekstrakty antibakterinj aktyvuma
pries Escherichia coli ir Bacillus subtilis bakterijas.



1. Literatiiros apzvalga
1.1. Augaly charakteristika

Astriniai (lot. Asteraceae) $eimos augalai yra didziausia Zydinéiy augaly $eima pasaulyje. Seima

.....

fitocheminiy junginiy, polifenoliy, flavonoidy ir antioksidacinius fermenty aktyvumus. Sie fenolio ir
antioksidanty junginiai sukelia platy biologiniy aktyvumy spektra ir padidina augaly bei juos
vartojanCiy organizmy atsparumg. Astriniai Seimos augalai yra geras baltymy, eteriniy aliejy,
vitaminy, taip pat flavonoidy ir fenoliniy junginiy $altinis [2].

1.2. Vaistinés medetkos (lot. Calendula officinalis L.) apibiidinimas

Vaistiné medetka (lot. Calendula officinalis L.) — vienmetis augalas su geltonai oranziniais zZiedais,
priklausantis Astriniy $eimai [1].

1.1 pav. Vaistiné medetka (lot. Calendula officinalis L.)

Vaistiniy medetky paplitimas. Sis augalas turi mazdaug nuo 12 iki 20 ri§iy vienmegiy ar
daugiameciy zoliniy augaly, auganciy paprastyjy saulégrazy (Asteraceae) Seimoje. Augalas kiles 1S
rytinés Makaronezijos per Vidurzemio juros regiong iki Irano. Dazniausiai auginamas ir naudojamas
genties narys yra vaistiné medetka Calendula officinalis L [3].

Vaistiniy medetky morfologiniai poZymiai. Calendula officinalis 20-50 cm Zolinis augalas zydintis
birzelio — rugséjo ménesiais. Stiebas stacias, sakotas, apauges plaukeliais. Virsutiniai lapai lancetiski
arba pailgi, bekociai, apatiniai — pailgai kastuviski, daugiausia lygiakrasciai, retai dantyti, su
lapkogiu, apauge trumpais plaukeliais. Ziedynas 3 — 5 cm graizas. Graizai ryskis, geltonai oranziniai.
Krastiniai (liezuviski) ziedai sudaro 2 — 3 eiles, viduriniai — vamzdiski, geltoni. Vaisius — lukstavaisis

[4].

Kokybés ir kiekybés reikalavimai. Medetky ziedai naudojami kaip vaistiné augaliné zaliava
farmaciniy vaistiniy preparaty gamybai, tod¢l Europos farmakopéjoje yra pateikti jy kokybes ir
kiekybés reikalavimai. Kokyb¢ jvertinama nustatant augalingje zaliavoje esanciy veikliyjy medZiagy,
drégmés, bendro peleny ir Salutiniy medziagy koncentracijas. Vaistiniy medetky augalinéje zaliavoje
flavonoidy koncentracija, iSreiksta hiperozidu, turi biiti ne mazesnis kaip 0,4 %, drégmé — ne didesné
nei 12 %, bendras peleny koncentracija negali biti didesnis kaip 10 %, o Salutiniy medZiagy negali
buti daugiau nei 2 % [5].



Vaistiniy medetky cheminé sudétis. Vaistinés medetkos ekstraktai savo sudétyje turi daug veikliyjy
medziagy komponenty. Pagrindiniai yra terpenoidai, kumarinai, chinonai, saponinai, flavonoidai,
karotinoidai ir aminortigstys. Jie pasizymi antioksidaciniu poveikiu ir yra biitini imuninei sistemai.
Calendula officinalis L. i$siskiria dél savo sudétyje kaupiamy karotinoidy: flavoksantino, liuteino, a-
karoteno, fkaroteno, j-karoteno ir likopeno. Nustatyta, kad Sie karotinoidai turi antioksidaciniy,
antimikrobiniy ir antiproliferaciniy savybiy [6].

HO""

1.2 pav. Liuteino cheminé struktira

Sis augalas yra laikomas potencialiu liuteino Saltiniu. Liuteinas (zr. 1.2 pav.) — tai stiprus
antioksidanty junginys, apsaugantis lgsteles nuo oksidacinio pazeidimo, naudojamas siekiant
sumazinti létiniy degeneraciniy ligy rizika. Liuteinas apsaugo lipidus, baltymus ir DNR nuo laisvyjy
radikaly poveikio. Nustatytas teigiamas liuteino poveikis sergant ateroskleroze, katarakta, véziu ir
Kitomis ligomis [7].

Vaistinése medetkose pagrindiniai kaupiami flavonoidai yra rutinas ir hiperozidas. Taip pat yra
randama narcizino, neohesperidino, izokvercetino, kvercetino, izorhamnetino ir gliukozido [8].
Bendra flavonoidy koncentracija medetkos augalingje zaliavoje neturi bati mazesné kaip 0,4 % [9].
Buvo atliktas tyrimas ir nustatyta, kad medetkos augalo Ziedy etanolio ekstraktas turi laisvyjy
aminortigsciy, tokiy kaip: alaninas, argininas, asparto riigstis, asparginas, valinas, histidinas, glutamo
rugstis, leucinas, lizinas, prolinas, serinas, tirozinas, treoninas, metioninas ir fenilalaninas.
Aminortig§¢iy koncentracija lapuose yra apie 5 %, stieby — 3,5 %, o ziedy — 4,5 % [10]. Vaistinés
medetkos ziedai kaupia apie 0,3 % eterinio aliejaus [11].

Vaistiniy medetky farmakologinés savybés. Vaistinés medetkos visame pasaulyje zinomos dél
savo medicininés svarbos. Jy sudétyse yra ivairiy fitochemikaly, jskaitant angliavandenius,
aminoragstis, lipidus, riebaly riigstis, karotinoidus, terpenoidus, flavonoidus, chinonus, kumarinus ir
kitas sudedamgsias dalis. Medetkos ekstraktai pasizymi svarbiu biologiniu aktyvumu, todél yra
naudojami Zaizdoms gydyti ir imunitetui palaikyti. IS augalo gauti ekstraktai daZniausiai pasiZymi
spazmogeniniu ir spazmolitiniu, hepatoprotekciniu, genotoksiniu ir antigenotoksiniu, antiamilaziniu,
prieSuzdegiminiu, antialerginiu, antibakteriniu—antigrybeliniu, antioksidantiniu, antidiabetiniu, anti-
71V ir prie§véziniu, apsauginiu nuo nefrony, prevenciniu, hipoglikeminiu ir skrandzio apsauginiu,
poveikiais. Vaistiniy medetky ekstraktai neturi toksisko poveikio [12].

Vaistiniy medetky ekstraktuose esantis likopenas ir liuteinas suteikia ziedams oranZzing ir geltong
spalva, todél augalas yra naudojamas kaip natiralus daziklis audiniy, maisto ir kosmetikos
pramongse. Jo ziedlapius galima naudoti natiiraliems audiniams: vilnai, medvilnei, linui, kanapéms
ir §ilkui, dazyti. Siuo metu Calendula officinalis yra patvirtintas naudoti maistui, o JAV yra jtrauktas
1 Maisto ir vaisty administracijos GRAS, t. y. visuotinai pripazinty ir saugiy medziagy sarasa. Jis,
kaip augalinis vaistas, turi didele ekonoming vertg ir yra placiai naudojamas kosmetikoje, kvepaluose
ir farmaciniuose preparatuose, taip pat maiste [13].

10



Vaistiniy medetky suspensijos arba jos tinktiiros yra naudojamos spuogams gydyti, siekiant sumazinti
uzdegima, pilvo spazmus, kontroliuojant kraujavima ir raminant sudirgusius audinius. Taip pat
augalo ekstraktai jeina j tepaly sudétis gydyti zaizdas, herpesa, opas, nusalimus, odos pazeidimus ir
randus [10]. Yra jrodyta, kad medetky kremas ar tepalas yra veiksmingi gydant dermatitg. Buvo
atliktas tyrimas, kuriame dalyvavo 254 radiacija gave pacientai ir nustatyta, kad vietiskai naudojant
4 % medetkos tepala, 2 ar aukStesnio laipsnio dermatitas pasireiSké daug reciau nei grupgje,
vartojusioje trolaming [13]. Tyrimy metu jsitikinta, kad Calendula officinalis L. ekstraktai bei atskiri
Ju junginiai, turi patikima vézio gydymo potenciala, gydant jvairias vézio formas. Ekstraktai tur¢jo
reik§mingg citotoksiskumg in vitro dideléms vézio lgsteliy linijoms [14]. Tyrimais nustatyta, kad jis
gali buti labai saugus gydant prostatos vézj [15].

Calendula officinalis L. yra augalas, turintis daugybe cheminiy komponenty, kurie pasizymi jvairiais
farmakologiniais poveikiais, todél dél savo veiksmingumo ir saugumo tikimasi, kad bus sukurty naujy
vaisty skirty gydyti daugeliui Zmonijos ligy.

1.3. Rausvaziedés eziuolés (lot. Echinacea purpurea L.) apibiidinimas

Rausvaziedé eziuolé (lot. Echinacea purpurea L.) — daugiametis Zolinis augalas, priklausantis
Astriniy $eimai, labiausiai paplites Siaurés Amerikoje. | Europa pateko XVII a., 0 nuo 1960 m.
auginamas Lietuvoje.

1.3 pav. Rausvaziedé eziuolé (lot. Echinacea purpurea L.)

Rausvaziedziy eziuoliy (lot. Echinacea purpurea L.) paplitimas. Rausvaziedziy eziuoliy gimtoji
vieta Atlanto drenazo srityje JAV ir Kanadoje. Jos platinimo centrai yra Arkanzasas, Kanzasas,
Mistiris ir Oklahoma, Jungtinés Amerikos Valstijos. Eziuolé buvo auginama kaip vaistinis augalas
Siaurés ir ryty Afrikos dalyse bei Europoje [16]. Natiraliai paplitusiy jvairiy rusiy eziuoliy galima
pamatyti JAV, jos dazniausiai aptinkamos atvirose pievose ar drégnose vietose, tokiose kaip miskai,
pelkés, grioviai, upiy krantai ir zemai sliigstantys kriimynai [17].

RausvaziedZiy eZiuoliy morfologiniai poZymiai. Rausvaziedé ezuolé — tai 60 — 100 cm Zolinis
augalas, su sakotine sakny sistema, zydintis birzelio — rugséjo ménesiais. Stiebas apauges smulkiais,
trumpais plaukeliais arba lygus, status, standus, apatinéje dalyje apvalus, virsutiniame trecdalyje —
Sakotas, briaunuotas ir tusciaviduris. Lapai issidéste prazanginiu budu, paprasti, istisiniai, placiai
kiausiniski — lancetiski, Sirdiskais pamatais, smailéjancia dantyta virsane, virsutiné pusé ryskiai zalios
spalvos pavirsius raukslétas ir Siurkstus. Lapkociai iki 25 cm ilgio. Pamatiniai lapai, siurkstas arba
smarkiai dantyti, turi nuo 3 iki 5 ryskiai matomy gysly, 17 — 42 cm ilgio ir 6 — 10 cm plocio,
trumpesniais koteliais arba bekociai. Graizuose yra 10 — 20 steriliy, rausvai purpurisky, 4 —6 cm ilgio
ir 0,6 cm plocio liezuvisky ziedy. Zydéjimo pradzioje jie biina horizontalioje padétyje, o pabaigoje —
svyra zemyn. Vidiniai graizo ziedai dvilyciai, vamzdiski, geltoni, padengti zvyneliais, zydi spirale
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aukstyn. Ziedynsostj gaubia linijiskai lancetiski, plaukuoti arba pliki, blakstienuoti vainiklapiai,
sudarantys dvieile — ketureile skraiste. Ziedynsostis zydéjimo pradzioje bina plokséias, 1,5 — 3,5 cm
skersmens, zydéjimo metu — iskilus, 2 — 3,5 cm skersmens. Vaisiy brandos metu — kagiskas, su
daugybe paziedziy, Seriuotas. Vaisius — lukstavaisis [18].

RausvaziedzZiy eziuoliy cheminé sudétis. Augalo sudétyje yra daug jvairiy cheminiy junginiy,
atsakingy uz jo biologinj aktyvuma. Rausvaziedéje eziuol¢je buvo nustatyta 216 skirtingy aktyviy
junginiy. Sis medicininis augalas kaupia eterinj aliejy, kurio sudétyje yra fitocheminiy junginiy (Zr.
1.1 lentelg) [20].

1.1 lentelé. Fitocheminiai Echinacea purpurea L. junginiai

Klase Pavyzdziai

Gliukozidai Echinakozidas, echinacinas

Fenilpropanoidai Kavos rugstis ir jy dariniai

Flavonoidai Liuteolinas, kaempferolis, kvercetinas, apigeninas ir izorhamnetinas.

Terpenoidai Borneolis, germakrenas D, kariofileno epoksidas ir palmitino ragstis

Azoto junginiai Alkamidai, alkaloidai, tokie kaip glicino betainas, pirolizidino alkaloidai

Kiti Poliacetilenai, polisacharidai, cukris, fitosteroliai, metaly druskos, tokios
kaip kalis, kalcis, magnis, gelezies, aliuminio, taip pat karbonaty
silikatai, chloridai, sulfatai. Askorkorbo riigstis.

Alkamidali, kavos ragsties dariniai ir polisacharidai yra laikomi svarbiomis augaly sudedamosiomis
dalimis. Daugybé tyrimy atskleidé, kad alkamidai turi jtakos eziuolés ekstrakty imunomoduliacinéms
savybéms in vitro ir in vivo, o polisacharidai — prieSuzdegiminiam eziuolés preparaty poveikiui [19].
Kai kuriose eziuolés riyse yra kavos rugsties, kuri gali biiti naudojama augaly autentifikavimui ir
kokybés kontrolei. Aktyviausi E. purpurea kavos riigsties dariniai: kaftaro riigstis, chlorogeniné
rugstis, cinarinas, echinakozidas ir cikoro rugstis [21]. Pagrindiniai antriniai metabolitai pateikti 1.4
paveiksle [16].
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1.4 pav. E. purpurea sudétyje esanciy kai kuriy antriniy metabolity cheminés struktiiros
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Rausvaziedéje eziuoléje esantis naturalus, vandenyje tirpus feniletanoidinis gliukozidas
echinakozidas (zr. 1.5 pav.), slopina daugelj virusy, bakterijy ir grybelio rusiy, veikia kaip stiprus
antioksidantas, kuris reikalingas organizmo apsaugai. Tai natiiralus antibiotikas sudarytas i§
trisacharido, susidedancio i§ dviejy gliukozés ir vienos ramnozés daliy, gliukozidiSkai sujungty su
viena kofeino rtgstimi ir viena dihidroksifeniletanolio (hidroksitirolio) liekana, esan¢ia centre —
ramnozéje [22].

CH,0H
0 0—CH; M
OH
on OH
[
HO o OH o
o
HO N o
OH
OH— o
CHy
OH OH

1.5 pav. Echinakozido cheminé struktiira

RausvaziedZiy eZiuoliy farmakologinés savybés. Rausvaziedés eziuolés pasizymi
antioksidacinémis, antimikrobinémis, prieSuzdegiminémis ir imunomoduliacinémis savybémis. Taip
pat augalo ekstraktai pasizymi citochromo fermenty slopinamuoju, antiadrogeniniu, radio bangy
apsauginiu ir prieSnavikiniu poveikiais [23]. Echinacea purpurea L. yra vienas i§ geriausiai
parduodamy vaistiniy augaly, pla¢iai naudojamas perSalimui, gerklés skausmui ir kitoms virSutiniy
kveépavimo taky infekcijoms malSinti. Paruosti eZiuolés ekstrakto produktai (uZpilai, tinktiiros ir
kapsulés) yra naudojami imuninei sistemai stimuliuoti [24]. EZiuolés ekstraktai daugiausiai
naudojami chemoprevenciniuose ir chemoterapiniuose vaistuose nuo virSutiniy ir apatiniy kvépavimo
taky infekciniy ligy. Sio augalo ekstraktai naudojami gydyti danty, Zarnyno skausmui, gyvatés
jkandimams, esant odos sutrikimams, traukuliams, 1étiniam artritui ir véziui [23].

Medicininis augalo naudojimas yra susijes su imunomoduliaciniu ir priesnavikiniu poveikiu, nes
eziuolés ekstraktas suaktyvina zmogaus makrofagus, stimuliuoja citokiny ir naviko nekrozés
faktoriaus a (TNF-a) gamybg, kurie apsaugo Seimininkg nuo virusy ir vézio [25]. Rausvaziedziy
eziuoliy ekstraktai apsaugo nuo létiniy ligy, todél jie gali buti naudojami zensenio, Zaliosios arbatos,
omega-3 lipidy ir kity papildy sudétyse [26].

1.4. Vaistinés ramunés (lot. Matricaria recutita L.) apibuidinimas

Vaistiné ramuné — Astriniy (lot. Asteraceae) seimos vienmetis zolinis augalas, vienas i$ labiausiai
paplitusiy vaistiniy augaly. Jis yra jtrauktas j 26 Saliy farmakopéjas. IS ramunéliy gaunami muilai,
plovikliai, kvapiosios medziagos, losjonai, tepalai, plauky produktai, kepiniai, konditerijos gaminiai,
alkoholiniai gérimai ir uzpilai [27].

1.6 pav. Vaistiné ramuné (lot. Matricaria recutita L.)
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Vaistiniy ramuniy paplitimas. Ramunés yra vienos i§ svarbiausiy vaistiniy augaly, kilusiy i$ Piety
ir Ryty Europos. Jos taip pat auginamos Vokietijoje, Vengrijoje, Pranciizijoje, Rusijoje, Jugoslavijoje
ir Brazilijoje. Vaistinés ramunés buvo jveztos j Indija per mugaly laikotarpj, dabar jis auginamas
Punjabe, Utar Pradese, Maharastros ir Dzamu ir Ka§myre. Augaly galima rasti Siaurés Afrikoje,
Azijoje, Siaurés ir Piety Amerikoje, Australijoje ir Naujojoje Zelandijoje. Vengrija yra pagrindiné $iy
augaly biomasés gamintoja. Vengrijoje ji taip pat gausiai auga nederlinguose dirvoZemiuose ir yra
neturtingy Siy vietoviy gyventojy pajamy Saltinis. yra eksportuojamos j Vokietijg dideliais kiekiais,
kad bty distiliuotas aliejus [28].

Vaistiniy ramuniy morfologiniai poZymiai. Tai vienameciai, gausiai $akoti, 10 — 70 cm aukscio
augalai, kuriy vaistiné zaliava — ramuniy ziedai (lot. Matricariae flos). Lapai plunksniskai suskaldyti
sitiliskomis skiltimis. Ziedai $aky vir§inése susitelke gana smulkiais, kiigio pavidalo graizais.
Augalai budingo, savito kvapo. Zydi nuo geguzés iki rugséjo. Vaistinés ramunés auga Zieminiy javy
pasé¢liuose, dykvietése, Siukslynuose, reciau pelkése. Daznos visoje Lietuvoje, o ypac ten, kur vyrauja
molio ir priemolio dirvoZemiai. Vaistiniy ramuniy graizai skinami, kai pradeda skleistis vamzdiSkieji
ziedai ir graizas biina dar beveik plokScias. Surinktg zaliava reikia dziovinti gerai védinamoje
patalpoje arba dziovykloje ne aukstesnéje kaip 40 laipsniy temperatiiroje [29].

Vaistiniy ramuniy zZiedy cheminé sudétis. Vaistinés ramunés kaupia eterinj aliejy, zieduose
nustatyta daugiau kaip 120 cheminiy junginiy. Pagrindinés eterinio aliejaus sudedamosios dalys yra

terpenoidai — a-bisabololis (zr. 1.7 pav.) ir jo oksidai (< 78%) bei azulenai, jskaitant chamazuleng (1
— 15 %) [30].

CHg O

1.7 pav. a-Bisabololio ir chamazuleno cheminés stuktiiros

Vaistiniy ramuniy biologinj poveikj lemia aktyvios cheminés sudedamosios dalys — terpeniniai ir
fenoliniai junginiai. Buvo nustatytas a-bisabololio prieSuzdegiminis, antimikrobinis, pazeidziamasis
ir opas sukeliantis poveikis. Chamazulenas taip pat pasizymi prieSuzdegiminiu poveikiu [31].

I§ fenoliniy junginiy svarbiausi yra flavonoidai — apigeninas, kvercetinas, patuletinas ir liuteolinas
(zr. 1.2 lentele), jy gliukozidai, taip pat kumarinai (herniarinas ir umbeliferonas). Visi $ie junginiai

1.2 lentelé. Pagrindiniai flavonoidai vaistingje ramunéje

Junginio pavadinimas ir cheminé formulé Cheminé struktiira

Apigeninas

C15H100s5
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Junginio pavadinimas ir cheminé formulé Cheminé strukttira

Kvercetinas

C15H1007

Patuletinas

C16H120s

Liuteolinas

C15H1006

Be $iy cheminiy junginiy yra ir kity augaly antioksidanty, pavyzdziui, chlorofily a ir b, karotinoidy
ir tokoferoliy bei vandenyje tirpaus vitamino C [32].

Vaistiniy ramuniy farmakologinés savybés. Vaistinés ramunés vienas i§ pla¢iausiai naudojamy ir
gerai dokumentuoty vaistiniy augaly pasaulyje. Fitocheminis Sio augalo tyrimas parodé, kad jame
gausu citoprotekciniy aktyviy molekuliy, tokiy kaip fenoliniai junginiai. Todél, zinoma, kad Siy
augaly ekstraktai ir juose esantis eterinis aliejus, kurio sudétyje yra antioksidanty, pasizymi jvairiomis
farmakologinémis savybémis [33].

Matricaria recutita L. ekstraktams yra priskiriami §ie biologiniai poveikiai: antimikrobinis,
antioksidantinis, antimaliarinis, antimutageninis, antitrombocitinis, chemoprevencinis, prieSvézinis,
priesuzdegiminis, antigenotoksinis, spazmolitinis [34]. Sis augalas pasizymi $velniai raminanéiu,
hipolesteroleminiu, naudingu virSkinimo trakto, kepeny, centrinés ir autonominés nervy sistemy,
hemodinaminiu poveikiais. Jis buvo naudojamas esant viduriy piitimo nervy dispsijai, kelioniy ligai,
nosies katarui, neramumui ir ypac esant vir§kinimo trakto sutrikimams, susijusiems su vaiky nerviniu
dirglumu. Jis taip pat buvo taikomas hemorojui, mastitui, kojy opoms gydyti, inksty diegliams,
pykinimui, odos i$siverzimui, viduriy uzkietéjimui, kaip raminamiesiems vaistams, norint pasalinti
parazitinius kirminus, gydyti skrandzio ir odos ligoms [34]. Apigeninas, ramunéliy flavonoidinis
glikozidas, pasizymi antioksidaciniu gebéjimu, kuris slopina indukuojamos 2 tipo ciklooksigenazés
(COX-2) transkripcinj aktyvavimg. COX-2 yra fermentas, kurio farmakologinis slopinimas gali
palengvinti uzdegima ir skausma. Apigeninas veikia kartu su vitaminais C ir E [35].

D¢l farmacijos pramonés augimo, vaistiniy ramuniy pasauliné rinka nuolat pleciasi. Didéja jy
auginimo ir medicininé svarba, todél pagal Sveikatos apsaugos ministerijos licenzijas gaminami
jvairtis farmaciniai produktai [36].

1.5. Antioksidantai

Antioksidantai yra Zinomi kaip molekulés, galin¢ios sustabdyti ar slopinti oksidacijos procesa,
inaktyvuojant laisvuosius radikalus, kurie veikia jvairias lasteliy struktiras. Sis aktyvumas paprastai
stebimas i8matuojant antioksidanty gebéjima slopinti oksidacijos procesg tirpale [37].
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Daugybé vaistiniy, aromatiniy augaly turi cheminiy junginiy, pasizymin¢iy antioksidacinémis
savybémis. Nuo tiriamuosiuose augaluose esanciy fenoliniy junginiy ir flavonoidy koncentracijy
priklauso jy antioksidacinis aktyvumas, todél didéjant bioaktyviy metabolity koncentracijoms,
proporcingai didéja ir antioksidantai.

Augaly lastelese yra platus spektras fermentiniy ir nefermentiniy antioksidaciniy sistemy.
Fermentinés antioksidacinés sistemos vykdo susidarusiyjy laisvyjy radikaly neutralizacijg ir atlieka
apsaugine funkcija audiniams bei lasteléms, ne tik naikinant oksidacinj stresa, bet ir lipidy
peroksidacijos, baltymy pazaidos ir DNR struktiiros poky¢ius [38].

Fermentiniai ir nefermentiniai antioksidantai:

— Fermentiniai: superoksido dismutazé (SOD) (EC 1.15.1.11), katalazé (EC 1.11.1.6) ir
glutationio peroksidazé (EC 1.11.1.9);

— Nefermentiniai antioksidantai: apima mazos molekulinés masés junginius, tokius kaip
fenoliniai junginiai, vitaminai (A, C ir E), antocianai, karotinoidai (provitaminas A, p-
karotinas), taninai ir kt [39].

I$ fermentiniy antioksidanty buvo pasirinkta nustatyti superoksido dismutazés (SOD) aktyvuma.
SOD - tai fermenty grupé, kuri katalizuoja superoksido radikaly (O2-—) dismutacijg ar virsmg |
molekulinj deguonj (Oz2) ir vandenilio peroksidg (H202) (zr. 1.8 pav.). Augaluose yra trys SOD
grupés: vario ir cinko (Cu, Zn-SOD); mangano (Mn-SOD); ir gelezies (Fe-SOD). Sis fermentas
gaminamas citoplazmoje ir mitochondrijose [40].

S0D
0, +0, +2H —™ HO, + O,

1.8 pav. Fermentiné reakcija, katalizuojama superoksido dismutazés

Tiriamyjy augaly antioksidaciniai poveikiai nustatyti trimis metodais: redukciniu, DPPH ir FRAP.
DPPH metodas yra daznai naudojamas antiradikaliniam aktyvumui nustatyti. Jis pagrjstas
antioksidanto galimybe sunaikinti laisvuosius radikalus. ] DPPH laisvyjy radikaly Salinimo metoda
jeina laisvasis radikalas (DPPH ), galintis priimti vandenilio radikalus i$ antioksidanty tirpale. Savo
radikalios formos DPPH absorbuojamas esant 517 nm, esant antioksidantui, $i absorbcijos verté
mazéja dél antioksidanty molekuliy ir radikaly reakcijos. Sia reakcija buvo galima pastebéti
pasikeitus spalvai i$ violetinés j geltong [41].

FRAP tyrimas buvo sukurtas iSmatuoti gelezies redukcinius biologiniy skysciy ir gryny junginiy
vandeniniy tirpaly sugebéjimus. Esant Zemam pH, antioksidantas redukuoja gelezies tripiridiltriazino
(Fe-TPTZ) kompleksa j mélynos spalvos juodaja spalva. Si reakcija matuojama spektrofotometru,
esant 593 nm. [41].

1.6. Karotinoidai

Karotinoidy pavadinimas yra kiles i§ morky Saknyje esancio pagrindinio pigmento — Daucus carota,
kuris yra vienas i$ labiausiai paplitusiy ir svarbiausiy pigmenty gyvame organizme. Karotinoidai yra
pigmentai, atsakingi uz daugelio augaly spalvas. Géliy ziedlapiy geltong ir oranzing spalvas
daugiausia lemia karotinoidai, o atspalvis priklauso nuo pigmenty kiekio ir sudéties [42].
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Karotinoidai yra tetraterpenoidai, sintetinami augaluose ir mikroorganizmuose. Jy taip pat galima
rasti daugelyje gyviny rusiy ir jie yra svarbis pauks¢iy, vabzdziy, zuvy ir véziagyviy dazikliai.
Taciau gyvinai ir Zmonés negali sintetinti karotinoidy, todél jy lygis organizme priklauso nuo
apripinimo maistu [43].

Iki Siol buvo aprasyta daugiau kaip 750 karotinoidy, i$ kuriy apie 50 Zzmogaus organizme yra raciono
sudedamosiomis dalimis, o zmogaus kraujyje ir audiniuose yra tik apie 20. Svarbiausi yra B-karotinas,
a-karotinas, likopenas, liuteinas, zeaksantinas, B-kriptoksantinas, o-kriptoksantinas, y-karotinas,
neurosporenas, (-karotinas, fitofluenas ir fitoenas (zr. 1.9 pav.), esantys zmogaus plazmoje, jie
reguliariai pateikiami zmoniy mitybos raciony sarase [44].
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1.9 pav. Zmogaus plazmoje esanéiy pagrindiniy karotinoidy cheminés struktiiros.

Karotinoidai yra svarbiis tokiose pramonés $akose kaip chemija, farmacija, maistas ir kosmetika. Sie
pigmentai gali veikti ne tik kaip vitamino A pirmtakai, bet ir kaip spalvos reaguliatoriai. Jie pasizymi
antioksidacinémis savybémis, todél yra tyrinéjami mokslininky. Karotinoidy gamybg cheminés
sintezés ar ekstrahavimo biidu i§ augaly riboja nedidelé iSeiga, o gamybos iSlaidos susidaro nemazos,

todél buvo pradéti tirti mikroorganizmy karotinoidai, kaip alternatyva, parodanti geresne iSeiga, nei
Kiti [45].

Karotinoidai priklauso svarbiausiems maisto produkty komponentams. Jie yra naturaliis dazikliai nuo
geltonos iki raudonos spalvos, todél daro didele jtakg daugelio maisto produkty priimtinumui. Kaip
ir minéta, kai kurie karotinoidai yra vitamino A pirmtakai, o kalbant apie zmoniy sveikata, jie yra
vieni 1§ bioaktyviyjy fitochemikaly, kurie yra kredituoti ir maZina degeneraciniy ligy, tokiy kaip
vézys, Sirdies ir kraujagysliy ligos, geltonosios démés degeneracija ir katarakta, rizikg [45].
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Karotinoidai yra naturaliai lipiduose tirptis pigmentai, i§ kuriy dauguma yra C40 terpenoidai, kurie
veikia kaip membrang saugantys antioksidantai, Salinantys O2 ir peroksilo radikalus. Jy
antioksidacinis aktyvumas priklauso nuo jy struktiros. Karotinoidy pigmentai visuotinai atsiranda
auksStesniy augaly, dumbliy ir fototrofiniy bakterijy fotosintetinése sistemose. Kita vertus,
nefotosintetiniuose organizmuose karotinoidai yra svarbiis apsaugant nuo fotooksidacinio pazeidimo
[43].

Daugybé tyrimy rezultaty rodo, kad dietos, kurioje gausu Kkarotinoidy, vartojimas yra
epidemiologiskai susijes su mazesne keliy ligy rizika. Epidemiologiniai jrodymai sieja didesnij
karotinoidy suvartojimg ir koncentracijg audiniuose su sumazinta vézio ir Sirdies bei kraujagysliy ligy
rizika [43].

1.7. Fenoliniai junginiai

Fenoliniy junginiy yra beveik visuose augaluose ir augalinés kilmés maisto produktuose. Augaluose
esantys polifenoliai gali veikti kaip signalinés molekulés, dalyvaujancios augaly augimo
hormoniniame reguliavime ir apsaugoti jas nuo mikroorganizmy uzkrétimo (antimikrobinis
aktyvumas) [46].

Fenoliniai junginiai yra sintetinami augaluose i§ dalies reaguojant j ekologinius ir fiziologinius
spaudimus, tokius kaip patogeny ir vabzdziy ataka, UV spinduliuoté ir zaizdos [47].

Pagrindinis fenoliniy junginiy struktiirinis bruozas yra aromatinis ziedas, turintis vieng ar daugiau
hidroksilo grupiy (zr. 1.10 pav.) [48].

COOH 0

Hidroksibenzoinés rigstys Hidroksidinaminés ragstys Flavonoidai
1.10 pav. Fenoliniy rugsciy ir flavonoidy pagrindinés struktiiros.

1.8. Flavonoidai

Flavonoidai yra vieni i§ labiausiai paplitusiy fenoliniy junginiy. Jie yra augaly audiniuose ir daznai
kartu su karotinoidais ir chlorofilais atsakingi uz savo mélyna, violeting, geltong, oranzing ir raudong
spalvas. | flavonoidy $eimg jeina flavonai, flavonoliai, izoflavonoliai, antocianinai, antocianidinai,
proantocianidinai ir katechinai [49].

Visi flavonoidai yra gauti i§ aromatiniy aminortigs§¢iy, fenilalanino ir tirozino, ir turi trijy Ziedy
strukttiras [50]. Flavonoidy strukttiros kitimas atsiranda dél hidroksilinimo, prenilinimo, Sarminimo
ir glikozilinimo reakcijy, kei¢ian¢iy pagrinding molekulg, masto ir strukttiros [50].

Augaliniai fenoliniai junginiai klasifikuojami kaip paprasti fenoliai arba polifenoliai pagal fenolio
vienety skai¢iy molekul¢je. Taigi augalinius fenolius sudaro paprasti fenoliai, kumarinai, ligninai,
lignanai, kondensuoti ir hidrolizuojami taninai, fenolinés ragstys ir flavonoidai [51].
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Dazniausiai pasitaikancius bioaktyvius junginius sudaro tokie antriniai metabolitai: antibiotikai,
mikotoksinai, alkaloidai, maistiniai pigmentai, augaly augimo faktoriai ir fenoliniai junginiai. Fenolio
junginius sudaro flavonoidai, fenolinés riigstys ir taninai. Flavonoidai sudaro didziausig augaly
fenoliniy junginiy grupe, sudarandia daugiau nei pus¢ i§ aStuoniy tikstanciy natiiraliai randamy
fenoliniy junginiy [52]. Daugumos fenoliniy junginiy antioksidantinis aktyvumas yra daug didesnis
nei gerai zinomy kity antioksidaciniy, tokiy kaip vitaminas E ar askorbo riigstis [53]. Antioksidantai
yra batinos organizmui ir nataraliai gaunamos medziagos i$ maisto produkty. Antioksidantai gali bati
klasifikuojami atsizvelgiant j veikimo mechanizma (pirminius ir antrinius) arba kilme (nataralius ir
sintetinius) [54].

1.9. Kaliaus kultaros in vitro

Pastaruoju metu biotechnologijos sitilo patrauklias galimybes auginti augaly pagrindu sukurtas in
vitro sistemas (kaliaus, lasteliy suspensijos bei organy kultiiras) ir atlikti genetines manipuliacijas,
kad bty lengviau sukurti norimus augalus ir augalinius produktus. Daugelis antriniy metabolity ne
tik atlieka apsaugines funkcijas, bet yra svarbis dél savo medicininio poveikio. Todél augaly Igsteliy
kultiros yra svarbiis Saltiniai, lengvai kei¢iamy antriniy metabolity gamyboje. Buvo sukurtos
metodikos, siekiant optimizuoti auginimo salygas ir padidinti antriniy metabolity derliy augaly in
vitro kultiirose.

Kaliaus kulttiros in vitro, auginamos optimizuotose terpése ir steriliomis kontroliuojamomis
sglygomis, yra gera alternatyva tiriamyjy augaly auginimui in vivo. Laboratorijoje per trumpg laika
galima gauti milijonus palikuoniy augaly, turinCiy tg patj genotipa ir fenotipa. In vitro pagaminta
(mikroprodukciné) augaliné medziaga paprastai yra vienoda, aukstos kokybés ir joje néra jokiy
mikroorganizmy. Be to, in vitro produkcijg galima nustatyti neatsizvelgiant j oro sglygas ar auginimo
sezong [26].

Augaly kaliaus kultdira in vitro yra svarbi pagrindinio mokslo ir komercinio taikymo technika. Visose
pagrindinése sausumos augaly Seimose suzeistas audinys yra iSgaunamas nediferencijuotomis kaliaus
Iastelémis. Sias kaliaus Igsteles galima kultivuoti in vitro biotechnologinéms reikméms. Beveik bet
kuri augalo dalis gali biiti naudojama auginti kultiiras. I§ augaly audiniy paimti eksplantai létai auga
in vitro j lasteliy mase¢ nuo amorfiskos ir bespalvés iki Sviesiai rudos spalvos. Jie gaunami steriliomis
salygomis, iSvengiant mikroby infekcijos ir auginami kietoje gelio terpé¢je, papildytoje augimo
hormonais (auksinais ir citokininais). Diferencijuotos augaly lgstelés ir kultivuojamos kalio Igstelés
labai skiriasi. Nors kai kurioms kultiiry kultiroms reikia tamsiy augimo salygy, kitos auga tam
tikromis dienos ir nakties sglygomis (pvz.: 16 val. §viesoje, 8 val. tamsoje). Kaliaus kulttiros paprastai
auga 25 £ 2°C temperatiiroje [55].

1.10. Antibakterinis aktyvumas

Vaistiniy medetky ziedlapiy ekstraktai turi panaSy antibakterinj poveikj tiek gramteigiamoms, tiek
gramneigiamoms  bakterijoms. Vaistinés medetkos ziedlapiy ekstraktai pasizymi puikiu
antimikrobiniu poveikiu prie§ Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Candida albicans ir Aspergillus niger. Yra atlikta tyrimy jrodanc¢iy vaistiniy medetky
ekstrakty slopinamajj poveikj Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus sp.,
Staphylococcus sp., ir Candida parapsilosis bakterijoms. Literatiiroje pateikta informacija apie
antibakteriniy ir priesgrybeliniy Calendula officinalis ekstrakty aktyvuma, labai skirtinga. Kintantj
antibakterinj aktyvuma gali lemti skirtingi mikroorganizmy $altiniai [56].
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Rausvaziedé eziuolé pasizymi kaip imuninés gynybos linija nuo infekcijy turinti augalas. Sio augalo
ekstrakty aktyvumas buvo tiriamas 50 dieny gydant peliy leukemija, o rezultatai parodé sustiprinta
imuning bukl¢ ir prailginta gyvenimo trukmg. Buvo istirti jvairiy eZiuoliy rasiy ir jy cheminiy
komponenty antimikrobiniai poveikiai prie$ keletg mikroorganizmy. Rausvaziedziy eziuoliy sudétyje
esantis natliralus antibiotikas echinakozidas parodé antimikrobinj poveikj prie§ Staphylococcus
aureus. Echinacea purpurea ekstraktai gali slopinti Legionella pneumophila, sukeliantj pneumonija.
Yra atlikta tyrimy apie Pseudomonas aeruginosa ir Escherichia coli slopinimag poliacetilenais, gautais
i§ Echinacea purpurea sakny. N-heksanas savo sudétyje turéjes Echinacea spp. ekstrakty pasizyméjo
slopinamuoju poveikiu Saccharomyces cerevisiae, Candida shehata, Candida albicans, Candida
steatulica ir Candida tropicalis grybeliams, esant beveik ultravioletiniam S§vitinimui
(fototoksiskumui). Taip pat buvo pastebétas rausvaziedziy eziuoliy ekstrakty neutrofily
chemotoksiSkumo ir citotoksiSkumo didéjimas vézinéms lasteléms ir 1gsteléms, uzkréstoms parazitu
Leishmania enriettii. Buvo nustatytas stipresnis rausvaziedziy eziuoliy antibakterinis poveikis,
palyginus su dviem antibiotikais — eritromicinu ir tilozino tartratu [57].

Antimikrobinis poveikis, i$ vaistiniy ramuniy gauty ekstrakty, buvo pastebétas tam tikry rusiy
bakterijoms, grybeliams ir virusams in vitro. Vaistiniy ramuniy ekstraktai turéjo priesgrybelinj
poveikj Aspergillus niger, A. ochraceus ir Fusarium culmorum. I§ ramuniy gauti esteriai ir laktonai
parodé aktyvuma prie§ Mycobacterium tuberculois ir M. avium, o etanolio ekstraktai slopino herpes
ir poliomielito virusy augima. Matricaria recutita vandeniniai ekstraktai buvo veiksmingesni pries
pelésius ir mieles, o alkoholio ekstraktai pasizyméjo didesniu aktyvumu pries§ bakterijas [58].

1.11. Literataros apZzvalgos apibendrinimas

Astriniai Seimos augalai d¢l savo sudétyje turin€iy farmakologiniy ir biologiniy veikliyjy medziagy
yra naudojami kaip vaistai jvarioms ligoms gydyti. Tal paciy jvairiausiy ir gausiausiy augaly Seima
ir yra labai perspektyvi farmakologiniu pozitariu. Daugelis Sios Seimos augaly turi fitocheminiy
junginiy, polifenoliy, flavonoidy ir antioksidacinius fermenty aktyvumus. Sie fenolio ir antioksidanty
junginiai sukelia platy biologiniy aktyvumy spektra ir padidina augaly bei juos vartojanéiy organizmy
atsparuma.

Sis tyrimas buvo atlickamas su vaistinés medetkos (lot. Calendula officinalis L.), rausvaziedés
eziuolés (lot. Echinacea purpurea L.) ir vaistinés ramunés (lot. Matricaria recutita L.) augaly dalimis
(lapais, stiebais ir ziedais) in vivo ir kaliaus kulttiromis in vitro. Tyrimo metu buvo optimizuotos
salygos kaliaus kultiiry in vitro auginimui ir pirminiy bei antriniy metabolity kaupimui. Remiantis
jvairiomis metodikomis buvo istirtos tiriamyjy augaly in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro kiekybinés
fenoliniy junginiy ir flavonoidy koncentracijos bei jvertinti antioksidaciniai ir antibakteriniai
aktyvumai.

Mokslinés informacijos apie $iy augaly atskiry daliy bei jy pagrindu sukurty in vitro sistemy
cheminius junginius, antioksidacines ir antibakterines savybes vis dar gana mazai, todél tokiy savybiy
jvertinimas ir toliau yra tikslingas ir naudingas ieSkant naujy nattraliy vaistiniy $altiniy.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Tiriamasis objektas

Tiriamuoju objektu pasirinkti trys Astriniy Seimos augalai — vaistiné medetka (Calendula officinalis
L.), rausvaziedé eziuolé (Echinacea purpurea L.) ir vaistiné ramuné (Matricaria recutita L.).
Tiriamioji medziaga uzauginta Birzuose, zaliava surinkta ir sudziovintos augalo dalys — Ziedai, lapai
ir stiebai naudoti tyrimams. Gauti tyrimy rezultatai palyginti su uzaugintomis visy $iy augaly kaliaus
kultGromis in vitro.

2.2. Reagentai
Projekte buvo naudoti Sie reagentai:

NH4NOs, KNOs, CaCl2:2H20, MgS04-7H20, KH2PO4, KJ, H3BOs, MnSO4-4 H20, ZnSOa4-7H20,
NazMo004-2H20, CuS04-5H20, CoCl2:6H20, FeSO4-7H20, Na2EDTA-2H20, 1 % Ks[Fe(CN)s], 96
% C2Hs50H, CaCO3, H3PO4, FeCls - 6H20 (20 mmol/l), FeSO4-7H20, 0,1 M CH3COOH, 0,1 % FeCls,
0,2 M natrio fosfatinis buferis (pH = 6,6), 10 % trichloracto ruigstis, 300 mM acetato buferis (pH =
3,6), 10 mmol TPTZ istirpintas 40 mmol/l HCI, 0,1 M glicinas (pH = 2,6), 0,1 M natrio acetatas (pH
=4,0), 0,1 M natrio acetatas (pH = 6,0), 0,1 M tris — HCI (pH = 8,0), 0,1 M natrio boratas (pH = 10),
0,066 M K/Na fosfatinis buferis, 1 mM DTT, 0,5 mM PMSF, DMSO, polivinilpirolidonas, 40 mM
tris - HCI buferis, 10 mM L-metioninas, 54 uM nitromélynasis tetrazolis, 0,025 % tritonas X — 100,
3 UM riboflavinas, 80 % metanolis, 2 % aliuminio chloridas, lediné acto riigstis, ninhidrinas, prolinas,
natrio chloridas, triptonas, mieliy ekstraktas, mikro agaras, mioinozitolis, nikotino riigstis,
piridoksinas, tiaminas, glicinas, sacharozé, agar-agaras, augimo hormonai, DPPH, acetonas, tanino
rugstis, distiliuotas vanduo, Folino-Kiokalto reagentas, natrio karbonatas, Kumasi briliantinis mélis,
albuminas, Bradfordo reagentas.

2.3. Aparatiira
— Spektrofotometras "Shimadzu UV-1280"
— Termostatas "Binder”
— Termostatuojama vandens vonelé "Biosan”
— Termostatuojamas kratytuvas "Biosan ES-20"
— PH matuoklis "Winlab"
— Centrifuga "Universal 320 R"
— Autoklavas "Certoclav"

— Laminaras "Telstar BV-100"
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2.4. Tyrimo metodai

2.4.1. Augaly Iasteliy maitinamosios terpés paruosimas

Vienas i$ svarbiausiy etapy augaly lasteliy kultiiros kultivavimo procese yra tinkamos maitinamosios
terpés parinkimas ir iSoriniy aplinkos faktoriy, tokiy kaip Sviesa ir temperatiira, uztikrinimas.
Sukultivavus augaly lasteles in Vvitro maitinamoji terpé buvo sudaryta i§ Siy komponenty:
mikroelementy, makroelementy, gelezies ir anglies Saltiniy, organiniy priedy ir augimo hormony.
Murashige & Skoog (MS) terpé — tai viena i§ placiausiai naudojamy audiniy kultiroms skirty
maitinamyjy terpiy. Sioje terpéje yra aukstos nitraty, kalio ir amonio jony koncentracijos, taip pat j

jos sudéti jeina mioinozitolis, nikotininé rugstis, piridoksino hidrochloridas (Be) ir tiamino

hidrochloridas (B1) [59].

2.4.2. Augaly lasteliy kultivavimo salygos

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

Reagentai

Koncentracija tirpale, mg/l

Koncentracija terpéje, mg/l

Makroelementai

NHsNOs 33000 1650
KNOs 38000 1900
CaClz- 2H20 8800 440
MgSOa4 - 7H20 7400 370
KH2PO4 3400 170
Mikroelementai

KJ 166 0,83
H3BO3 1240 6,2
MnSOa4 - 4H20 4460 22,3
ZnSO4 - TH20 1720 8,6
NazMoOs - 2H20 50 0,25
CuS0s4 - 5H20 5 0,025
CoCl2 - 6H20 5 0,025
Gelezies $altinis

FeSO4 - 7TH20 5560 27,8
Na:EDTA - 2H20 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
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Tyrimo metu naudotos terpés sudétis pateikta 2.1 lenteléje. Optimali kultivavimo temperatira buvo
20 — 22 oC, fotoperiodas 24 valandos, naudotos MS terpés pH = 5,7. Eksplantai reguliariai kas 3
savaites perkelti j §viezig maitinamajg terpe [60].

2.2 lentelé. MS terpés reagenty koncentracija, paimta is pradiniy tirpaly

Reagentai Reagenty kiekiai reikalingi 1 L terpés
Makro druskos 50 ml

Mikro druskos 5ml

FeEDTA 5ml

Sacharozeé 309

Agaras 5¢

Organiniai priedai 5ml

Tiriamyjy augaly eksplanty kaliaus formavimosi iniciavimui bei regeneracijai buvo paruostos
maitinamosios terpés (zr. 2.2 lentele), kuriy pH iSmatuotas naudojant pH — metra. Nustatytas terpés
pH —5,7. Maitinamoji terpé buvo sterilinta autoklave 120 °C, esant 0,75 — 1 atm. slégiui, 15 min [61].

2.4.3. Auginimo reguliatoriy paruosimas

Svarby vaidmenyj lgstelése vykstanciuose procesuose atlieka fitohormonai, tai augaly hormonai, kurie
reikalingi reaguliuojant augaly augima, vystymasi, zyd¢jima, vaisiy formavimasi ir dauginimasi. Yra
zinoma, kad augaly atsparumg patogenams galima modifikuoti kei¢iant jautrumg auksinui [60].
Pagrindiniai fitohormonai auksinai ir citokininai pateikti 2.3 ir 2.4 lentelése.

2.3 lentelé. Auksinai

Sutrumpinimas Cheminis pavadinimas
2,4-D 2,4-dichlorfenoksiacto rtgstis
1,45-T 2,4,5-triclorfenoksiacto riigstis

IAR 3-indolilacto rugstis

IBR 3-indolilbutano raigstis

MCPR 2-metil-4-chlorofenoksiacto rugstis
NAR 1-naftilacto rugstis

NOR 2-naftiloksiacto ragstis

2.4 lentelé. Citokininai

Sutrumpinimas

Cheminis pavadinimas

BAPa 6-benzilaminopurinas
2iP (IPA) [Ne-(2-izopentil)adeninas]
Kinetinas 6-furfurilaminopurinas

Tidiazuronas

1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il)uréja

Zeatinas

4-hidroksi-3-metil-trans-2 butenilaminopurinas
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Auginimo reaguliatoriy paruoSimas:

Pasverta 10 mg tiriamojo junginio ir suberta j matavimo kolbg. Ipilta 2 — 5 ml tirpiklio (distiliuoto
vandens), kad iStirpty milteliai. Visiskai iStirpdzius tiriamg junginj, buvo jpiltas dvigubas kiekis
distiliuoto vandens. Tirpalg iSmaisius, pripilta distiliuoto vandens iki 100 ml.

Reikalingas paimti tiriamyjy medziagy tirpalo turis i$ pradinio tirpalo apskai¢iuotas pagal formule
(2.1):

_A><B
C

X

(2.1)

X — reikalingas paimti tirpalo tiiris i§ pradinio paruosto tirpalo su tiriamgja medziaga, ml; A —
reikalinga gauti galutiné koncentracija, mg/l; B — praskiedimo tiiris, 1; C — pradinio tirpalo, paruosto
su tiriamaja medziaga, koncentracija, mg/ml.

Tiris buvo praskiestas iki 100 ml ir gauta reikiama koncentracija, mg/l [62].
2.4.4. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy jvertinimas augaluose

Paimti i8dZiovinty tiriamyjy augaliniy medziagy kiekiai (0,1 g) ir ekstrahuoti metanolyje (5 ml) 45°C
0,5 val. Ekstraktai centrifuguoti ir naudoti tyrimams. I 0,5 ml skirtingy koncentracijy ekstrakty
méginius, supilta po 1,25 ml 0,2 M fosfatinio buferio ir 1,25 ml Ks[Fe(CN)s]. Sumaisyta ir inkubuota
50 °C temperatiiroje 20 min. Po to pridéta 1,25 ml 10 % trichloracto rtgstis ir dar karta sumaisyta.
Centrifuguota 10 min [63].

Nucentrifuguoto tirpalo 1,25 ml sumaisyta su 1,25 ml distiliuotu vandeniu ir 0,25 ml 0,1 % FeCls.
Meéginiai iSmatuoti esant 700 nm bangos ilgiui. Didesn¢ Sviesos sugertis reiSkia didesnes redukcines
savybes [63].

2.4.5. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas FRAP metodu

Sis metodas paremtas galimybe riigitinéje terpéje redukuoti gelezies 2,4,6-tripiridil-s-triazino
[Fe(11)-(TPTZ)2]** kompleksg j intensyvios mélynos spalvos [Fe(Il)-(TPTZ),]** kompleksa.
Vykdyta isdziovinty augaliniy medziagy (0,1 g) ekstrakcija metanolyje (5 ml) 45-C, 0,5 h. Ekstraktas
centrifuguotas 10 min ir naudotas tyrimams [64].

Ruosti $ie reagentai: 300 mM acetato buferis (pH = 3,6), 10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas)
istirpintas 40 mmol/l HCI, FeCl3s x 6H20 (20 mmol/l). FRAP reagentas ruostas su 25 ml 300 mM
acetato buferio, 2,5 ml 10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazino) ir 2,5 ml FeClz x 6H20 (20 mmol/l).
100 pL méginiai buvo sumaiSyti su 3 ml FRAP reagentu. Reakcijos misinys matuotas 593 nm bangos
ilgyje spektrofotometriskai. Paruosta skirtingy koncentrcijy (5, 10, 15, 20; 25 umol/L) FeSO4 x 7H20
kalibravimo kreivé. Fez+ reik§mé pmol/L apskaiciuota i$ kalibravimo kreivés [64].

2.4.6. Augaly ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH metodu

Augaly ekstrakty antiradikalinis aktyvumas jvertintas matuojant, kiek procenty stabilaus 2,2-difenil-
1-pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo neutralizavo fenoliniai junginiai. Fenoliniai junginiai pasizymeéjo
antioksidaciniu aktyvumu, nes buvo inaktyvinti laisvieji radikalai [65].
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2.1 pav. Radikalo DPPH- redukcijos reakcija su antioksidantu

Vykdytos reakcijos metu (zr. 2.1 pav.) antioksidantas atidavé vandenilj ir taip iSaktyvino laisvuosius
radikalus, kurie tapo stabiliais DHHP — H tipo junginiais.

Tyrimo atlikimas: ant 0,2 g susmulkinty augaliniy zaliavy uzpilta 2 ml metanolio ir homogenizuota
10 min. Homogenatas centrifuguotas 9000 aps./min 10 minuciy ir surinktas supernatantas.

Tiriamieji tirpalai ruosti j mégintuvélius jpilus 0,077 ml paruosty ekstrakty ir pridéjus po 3 ml DPPH
etaloninio tirpalo. Mégintuvélio turiniai sumaisyti ir po 15 minuéiy laikymo tamsoje pamatuoti tirpaly
optiniai tankiai prie 515 nm bangos ilgio.

Palyginamasis tirpalas ruostas j mégintuvélj jpilant 0,077 ml metanolio ir pridéjus 3 ml DPPH
etaloninio tirpalo.

Etaloninis DPPH tirpalas ruostas 0,0024 g DPPH radikalo tirpinant metanolyje 100 ml talpos
matavimo kolboje. Antioksidacinis aktyvumas jvertintas pagal 2.2 formule [65]:

% slopinimas = [(Ae— Aa) / Ag] - 100 (2.2)
AB — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis;
Aa — tiriamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis.
2.4.7. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas Folino-Kiokalto metodu

I sausas ir susmulkintas augalines medziaga buvo jpilta po 10 ml acetono (70 %) ir maiSyta kratytuve
20 min kambario temperatiiroje. Véliau mégintuvéliai centrifuguoti 10 min 9000 aps/min 4o C.
Supernatantai surinkti ir laikyti ant ledo [66].

Kalibravimo kreivés parengimas. ] mégintuvélius paimta skirtingy koncentracijy (0,0; 10; 20; 30;
40; 50; 60; 70; 80; 90; 100; 110; 120; 130 pl) standartinio tanino raigsties tirpalo ir distiliuotu vandeniu
pripildyta iki 500 pl. I Siuos tirpalus pridéta po 250 pl Folino-Kiokalto reagento ir 1,25 ml natrio
karbonato tirpaly. SumaiSyta ir inkubuota kambario temperattiroje 40 min tamsoje. Po 40 min matuota
absorbcija pries tus¢ig méginj.

Bendras fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas. Paimta atitinkama koncentracija paruosto
ekstrakto ir praskiesta vandeniu iki 500 pl. Pridéta 250 ul Folino-Kiokalto reagento ir jpilta 1,25 ml
natrio karbonato tirpalo. Sumaisyta ir matuota absorbcija tirpalo 725 nm bangos ilgyje po 40 min
laikymo tamsoje. Apskai¢iuota bendra fenoliniy junginiy koncentracija pagal 2.3 formule [66]:

x=aV - 100/nV1 (2.3)
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a — tanino rugsties koncentracija i$ kalibravimo kreiveés, mg;
V — pradinis ekstrakto tiiris ml;

V1— pradinis ekstrakto tiiris paimtas praskiedimui, ml;

n — augaliné mas¢, mg.

2.4.8. Flavonoidy koncentracijos jvertinimas

0,5 g susmulkinty augaliniy zaliavy buvo sumaiSyta su 5 ml 80 % metanolio. Parg laiko vykdytas
maiSymas termostatuojamame kratytuve prie 150 rpm. Po paros homogenatai nucentrifuguoti 9000
rpm 10 min ir supernatantai naudoti tyrimui [67].

Bendroji flavonoidy koncentracija nustatyta naudojant aliuminio chloridg. Buvo paimta po 0,1 ml
tirlamiyjy ekstrakty, pripildyta 80 % metanoliu iki 1 ml ir pridéta po 1 ml 2 % aliuminio chlorido.
MiSiniai palikti stovéti 30 min. Absorbcijos iSmatuotos 415 nm bangos ilgyje. Sudaryta kvercetino
kalibravimo kreivé. Flavonoidy koncentracija mg/g pagal kverceting apskaiciuota pagal 2.4 formule
[67]:

g (2.4)

C1 — 18 kalibravimo kreiveés nustatyta kvercetino koncentracija, mg/ml; V — ekstrakto pradinis tiris,
ml; g — augaliné masé, g.

2.4.9. Fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas

Fermento superoksido dismutazés aktyvumui nustatyti reikalinga sudaryti aloumino kalibravimo
Kreiveg.

Albumino kalibravimo kreivés sudarymas:

Albumino tirpalas buvo paruostas 25 mg albumino istirpinus 25 ml vandens. IS pradinio tirpalo buvo
paimti Zinomo tiirio (zr. 2.5 lentelg) méginiai ir iki 10 ml praskiesti distiliuotu vandeniu [68].

2.5 lentelé. Kalibravimo kreivés sudarymas

Eil. | Albumino pradinio tirpalo taris, ml | 1ki 10 ml skiesto tirpalo koncentracija, mg/ml
Nr.

1 0,2 0,02
2 0,4 0,04
3 0,6 0,06
4 0,8 0,08
5 1,0 0,1
6 1,2 0,12
7 1,4 0,14
8 1,6 0,16
9 18 0,18
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Kalibravimo kreivei j pirmg meégintuvelj jpilta 0,2 ml distiliuoto vandens, o i 2 — 9 mégintuvélius po
0,2 ml skiesto albumino tirpalo. Véliau j visus mégintuvélius buvo jpilta po 2 ml Bradfordo reagento.
Méginiai sumaisyti ir matuoti naudojant spektrofotometrg esant 595 nm bangos ilgiui. Nubraizyta
kalibravimo kreivé [68].

SOD aktyvumo jvertinimas:

0,1 g susmulkintose tiriamuosiuose augalinése Zaliavose vykdyta tirpiy baltymy ekstrakcija 0,066 M
K/Na fosfatiniame buferyje (pH = 7,4) 4 ml tiryje, turin¢iame 1 mM ditiotritolio (DTT), 0,5 mM
fenilmetilsufonilfluorido (PMSF), istirpinto DMSO, 1 — 3 mg polivinilpirolidono. Méginiai
centrifuguoti 9000 aps/min 10 min. Supernatantai surinkti } Eppendorf mégintuvélius ir dar karta
centrifuguoti.

Baltymy nustatymui paimta po 200 pl méginio ir jpilta po 2 ml Bradfordo reagento. ISmatuota Sviesos
sugertis 595 nm bangos ilgyje. Paruosta baltymy kalibravimo kreivé pagal albuming.

I 2 ml reakcijos misinio pridéta: 40 pl fermentinio preparato, 400 pul 200 mM tris — HCI buferio (pH
=7,8), 200 pl 100 mM L-metionino, 200 pl 540 uM nitromélynojo tetrazolio, 500 ul 0,1 % tritono
X-100, 20 pl 300 puM riboflavino ir 620 pl distiliuoto vandens. Paruostas kontrolinis méginys be
fermentinio preparato.

Reakcija atlikta apSvietus liuminescentinémis lempomis 30 min. Kaip kontrolé naudotas misinys be
fermentinio preparato. Sviesos sugertis matuota 560 nm bangos ilgyje.

Fermento aktyvumas apskaiciuotas pagal formulg 2.5 [68]:
Ex

_ log (ET)
B log2 X m (2.5)

A — SOD aktyvumas vnt/mg;
Ek — kontrolinio bandinio §viesos sugertis;
ET — tiriamojo bandinio Sviesos sugertis;

m — baltymo masé preparato turyje, mg/ml (baltymo koncentracija apskaiciuota pagal Bradfordo
metody).

2.4.10. L-Prolino koncentracijos jvertinimas

100 mg susmulkinty vaistiniy tiriamyjy augaliniy Zaliavy uzpilta 4 ml distiliuoto vandens. 3 min
mégintuvéliai su augaline Zaliava kaitinti ir atSaldyti. Procediira kartota i§ viso tris kartus. Ekstraktas
centrifuguotas 10 min 9000 aps/min., praskiestas iki 6 ml ir toliau naudotas tyrimams [69].

I kita mégintuvélj jpilta 1 ml ekstrakto, 1 ml acto riigsties, 1 ml ninhidrininio reagento ir buvo
kaitinama 1 val vandens voneléje. | kontrolinj méginj vietoj ekstrakto jpiltas 1 ml distiliuoto vandens.
Sviesos sugertis matuota 520 nm bangos ilgyje.

L-Prolino koncentracija apskai¢iuota naudojantis L-prolino kalibravimo kreive ir pagal formulg 2.6
[69]:
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_ EXkX Vbendr&s

C. =
x me’mtﬂ Xm (2_6)

Cx — L-prolino koncentracija pmol/g;

E — tirpalo Sviesos sugertis;

k — L-prolino koncentracija, nustatyta i§ kalibravimo kreivés (umol);

Vbendras — bendras ekstrakto taris, ml;

Vpaimta — paimto ekstrakto tiiris, ml,

m — vaistinés augalinés zaliavos kiekis, g.

L-Prolino kalibravimo Kkreivé:

Pasvertas 0,0011 g L-prolino ir iStirpintas 10 ml H20 (1 mM). Paruosta skirtingy koncentracijy L-
prolino kalibravimo kreivé (0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,125; 0,15; 0,175 mM)

I pradinio tirpalo paimti atitinkami L-prolino kiekiai j mégintuvélius:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

I tus¢ig bandinj jpilta 1 ml H20, 1 ml acto riigsties ir 1 ml ninhidrininio reagento.

0,025 ml L-prolino praskiesta iki 1 ml su H20, pridéta 1 ml acto ragsties ir 1 ml ninhidrininio
reagento.

0,025 ml L-prolino praskiesta iki 1 ml su H20, pridéta 1 ml acto ragsties ir 1 ml ninhidrininio
reagento.

0,075 ml L-prolino praskiesta iki 1 ml su H20, pridéta 1 ml acto ragsties ir 1 ml ninhidrininio
reagento.

0,1 ml L-prolino praskiesta iki 1 ml su H20, pridéta 1 ml acto riigsties ir 1 ml ninhidrininio
reagento.

0,125 ml L-prolino praskiesta iki 1 ml su H20, pridéta 1 ml acto ragsties ir 1 ml ninhidrininio
reagento.

0,15 ml L-prolino praskiesta iki 1 ml su H20, pridéta 1 ml acto riigsties ir 1 ml ninhidrininio
reagento.

0,175 ml L-prolino praskiesta iki 1 ml su H20, pridéta 1 ml acto ragsties ir 1 ml ninhidrininio
reagento.

Meégintuvéliai kaitinti 1 val. verdanc¢ioje vandens voneléje ir atSaldyti. Matuota Sviesos sugertis 520
nm bangos ilgyje [69].

2.4.11. Chlorofilo a ir b bei karotinoidu koncentracijos jvertinimas tiriamuosiuose augaluose

Karotinoidy bei chlorofilo a ir b jvertinimas vaistiniy tiriamyjy augaly audiniuose paremtas
spektrofotometriskai nustatant Sviesos sugertj esant skirtingiems bangos ilgiams:
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— Chlorofilui a (662 nm);
— Chlorofilui b (644 nm);
— Karotinoidams (441 nm).

Karotinoidy nustatymui j mégintuvélius paimta po 0,1 g susmulkinty tiriamyjy augaliniy medziagy.
I juos pridéta 0,05 g CaCOs ir 20 ml 96 % C2HsOH, po to viskas susmulkinta iki vientisos masés ir
nufiltruota. Nufiltruoto ekstrakto tiiris iSmatuotas cilindru. Véliau ekstraktai praskiesti etanoliu ir
stebétas jy optinis tankis, kuris buvo nuo 0,1 iki 0,8. Filtratas supiltas j matavimo kiuvetg ir matavimai
atlikti spektrofotometru esant 662 nm (chlorofilo a), 644 nm (chlorofilo b) ir 441 nm (karotinoidai)
bangy ilgiams [70].

Pigmenty koncentracija apskai¢iuota pagal formules [70]:

Chlorofilo a koncentracija (mg I-1) apskaiciuota pagal formule 2.7:
Ca=9,784-Des2 — 0,99-Deus; (2.7)

Chlorofilo b koncentracija (mg I-1) apskaiciuota pagal formule 2.8:

Cb = 21,426-De4s — 4,65-Des2; (2.8)

Ca+ Cb=5,134-De62 + 20,436-Ds44; (2.9)
Karotinoidy koncentracija (mg |-1) apskaiciuota pagal formulg 2.9:

Ckarotinoidai = 4,695-Da41— 0,268 - (Ca+ Cb); (2.10)
Pigmenty koncentracija mg/100g apskai¢iuota pagal formule 2.10:

X =C-V-V2:100 / n-V1-1000 (2.11)

C — pigmenty koncentracija mg/l;
V — pradinis ekstrakto tiiris;
V1— paimtas praskiedimui pradinis ekstrakto tiiris, ml;
V2 — praskiesto ekstrakto tiris, ml;
n —augaliné masé¢, g.
2.4.12. Liuteino koncentracijos jvertinimas tiriamuosiuose augaluose

Buvo paimta po 100 mg tiriamyjy augaliniy Zaliavy ir jpilta po 20 ml acetono. MaiSyta
termostatuojamame kratytuve esant 250 rpm, 3 val. Suspensijos buvo paliktos stovéti 5 min ir
centrifuguotos 10 min 9000 aps/min. Supernatantai buvo surinkti, o nuosédos maiSytos 1 valanda su
acetonu (10 ml). Mégintuvéliai nucentrifuguoti 15 min 9000 aps/min ir Sviesos sugertis iSmatuota
prie 446 nm bangos ilgio [71].
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Liuteino koncentracija apskaiciuota pagal 2.12 formule [71]:

—_ A (1), Yo AL qo3™me. kg
T (14.4510%) (b) 568.88 m 10

X — liuteino koncentracija, mg/g;
Ause — Sviesos sugertis;

b — bangos ilgis, 1 cm;

V — ekstrakto taris, ml;

M — augaliné zaliava, kg;

14,45 x 104 — molinis ekstinkcijos koeficientas (L mol-1 cm-1).

(2.12)

2.4.13. Tiriamyju augaly ekstrakty antibakterinio aktyvumo jvertinimas agaro difuziniu

metodu

Ant LB terpés Petri lékstelése paskirstyta po 50 pl E.Coli ir Bacillus subtilis bakterijy suspensijy ir
uzdéti popieriniai diskeliai, kurie buvo suvilgyti po 25 ul tiriamyjy vaistiniy augaly ekstrakty.
Palyginimui popieriniai diskeliai taip pat buvo suvilgyti su 25 pl ir 50 pl antibiotiko Ciprofloksacino.
Petri lékstelés buvo patalpintos | termostatg, kuriame tempereatiira buvo 37 °C. Praéjus vienai parai
buvo stebétas bakterijy augimas ir antibiotiky bei vaistiniy tirtamyjy augaly ekstrakty antibakterinis

poveikis (zr. 2.2 pav.) [72].

Pries augima

Augimo laikas

~24 h

Slopinimo zona
Agaro terpé, paskleista

Antibiotiniai diskai
O Petri lekiteléje

2.2 pav. Augaliniy ekstrakty antibakteriniy savybiy jvertinimas agaro difuziniu metodu

Po augimo

Bakterijy augimas
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3. Tyrimy rezultatai ir juy aptarimas
3.1. Augaly lasteliy maitinamosios terpés paruosimas
Buvo naudotos skirtingos maitinamosios terpés kaliaus kultiry auginimui in vitro.

3.1 lentelé. Augaly eksplanty kulttry augima inicijuojanciy terpiy sudétys

Augalo pavadinimas Terpés sudétis

Vaistiné medetka (Calendula officinalis L.) TDZ (0,5 mg/l) + 1AR (0,1 mg/l),
Rausvaziedé eZiuolé (Echinacea purpurea L.) BAP (3 mg/l) + IBR (0,5 mg/l)
Vaistiné ramuné (Matricaria recutita L.) TDZ (0,5 mg/l) + 1AR (0,1 mg/l)

3.2. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy jvertinimas augaluose

Atlikus visy tiriamyjy augaly antioksidaciniy savybiy tyrimg buvo pastebéta, kad stipriausiomis
redukcinémis savybémis pasizyméjo visy tiriamyjy augaly ziedy ekstraktai in vivo ekstraktai.
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3.1 pav. Eziuolés augalo daliy in vivo ir in vitro redukciniy savybiy pasiskirstymas pagal $viesos sugertj

EZiuolés Ziedy in vivo ekstrakte buvo nustatyta didziausia §viesos sugertis — 0,20 A, o lapy ir stieby
in vivo ekstraktuose, atitinkamai 0,12 A ir 0,13 A, taigi lapy ekstraktas pasiZzyméjo silpnesnémis
redukcinémis savybémis negu stieby ekstraktas. EZziuolés in vitro ekstraktas pasizyméjo
silpniausiomis redukcinémis savybes, Sviesos sugertis — 0,09 A. Rezultatai pateikti 3.1 paveiksle.

0.90 T
0.80 T

0.64
0.70 +
0.60 T
0.50 +
040 T 0.29
0.30 T
0.20
0.10 T
0.00 } ; ; /

Medetkos kaliaus Medetkos lapai Medetkos stiebai Medetkos Ziedai
kultdiros in vitro

Sviesos sugertis, A=700nm
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3.2 pav. Medetkos augalo daliy in vivo ir in vitro redukciniy savybiy pasiskirstymas pagal sviesos sugertj
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Lyginant su Kitais tiriamaisiais augalais, medetkos ekstraktai pasizyméjo stipriausiomis redukcinémis
savybémis, rezultatai pateikti 3.2 paveiksle. Ziedy in vivo ekstraktas parodé didZiausia antioksidacinj
aktyvuma — 0,79 A, truputi mazesnj — lapy (0,73 A). IS visy medetkos ekstrakty silpniausiomis
redukcinémis savybémis pasizyméjo stiebai in vivo — 0,29 A.
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3.3 pav. Ramunés augalo daliy in vivo ir in vitro redukciniy savybiy pasiskirstymas pagal $viesos sugertj

Vaistinés ramunés ziedy ekstraktas in vivo pasizyméjo stipriausiomis savybémis (0,22 A), o du kartus
silpnesnémis kaliaus kulttros in vitro (0,12 A). Ramunés lapy ir sticby ekstraktas in vivo parodé
pacias silpniausias redukcines savybes (0,09 A), lyginant su kitomis tiriamiojo augalo dalimis.

Rezultatai pateikti 3.3 paveiksle.
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I .
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3.4 pav. Tiriamyjy augaly kaliaus kultiiry in vitro redukciniy savybiy pasiskirstymas pagal sviesos sugertj

Palyginus visy tiriamyjy augaly kaliaus kultiiras (zr. 3.4 pav.), pastebétas didelis skirtumas tarp
medetkos (0,64 A) ir eziuolés (0,09 A) in vitro ekstrakty.
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3.5 pav. Tiriamyjy augaly redukciniy savybiy pasiskirstymas pagal sviesos sugertj

IS bendry rezultaty, pateikty 3.5 paveiksle, matyti, kad didziausiomis redukcinémis savybémis
pasizyméjo medetkos augaliné Zaliava. Medetkos Ziedy ekstrakte in vivo nustatyta 0,793 A Sviesos
sugertis, lapuose in vivo — 0,73 A, o kaliaus kultiirose in vitro — 0,64 A. Maziausiomis redukcinémis
savybémis pasizyméjo ramunés lapy ir stieby in vivo (0,09 A) ir eziuolés kaliaus kultiry in vitro (0,09
A) ekstraktai.

Literattroje pateikti tik medetkos ziedy in vivo ir medetkos lapy in vivo ekstrakty rezultatali,
mokslininkai Tugba Ercetin, Fatma Sezer Senol ir kiti 2012 metais atliko medetkos ziedy in vivo ir
lapy in vivo ekstrakty redukciniy savybiy nustatymo tyrimg skirtinguose tirpikliuose.
Spektrofotometru buvo nustatyta metanolyje ekstrahuoty medetkos ziedy in vivo Sviesos sugertis —
0,061 A, o medetkos stieby in vivo — 0,105 A [73]. Redukcinés augalo savybés priklauso nuo augalo
auginimo salygy ir jo surinkimo vietos.

3.3. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas FRAP metodu

Pirmiausia buvo paimti skirtingy koncentracijy gelezies (Fe?*) tirpalai ir pamatuoti jy optiniai
aktyvumai. Sudaryta kalibravimo kreivé, kuri pateikta 3.6 paveiksle.
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3.6 pav. Fe* koncentracijos priklausomybé nuo $viesos sugerties

Remiantis kalibravimo kreive apskai¢uotos tiriamyjy augaly ekstrakty Fe®* koncentracijos, sudaryta
bendra diagrama, kuri pateikta 3.7 paveiksle.
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3.7 pav. Antioksidacinis aktyvumas tiriamyjy augaly dalyse in vivo ir kaliaus kultiirose in vitro

Atlikus antioksidacinio aktyvumo nustatyma, pagal FRAP metoda, buvo pastebéta, kad
stipriausiomis savybémis pasizyméjo medetkos (0,239 umol/l) ir eziuolés (0,223 umol/l) Ziedy in
vivo ekstraktai. Visos kitos augaly dalys parodé labai panasius rezultatus, taciau nors ir nezymiai, bet
ramungs lapy ir stieby in vivo ekstrakto aktyvumas buvo silpniausias — 0,194 umol/I.
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3.4. Augaly ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH metodu

Atlikus antioksidacinio aktyvumo nustatyma DPPH metodu, buvo pastebéta, kad daugiausia DPPH
radikalo neutralizavo visy tiriamyjy augaly Ziedy ekstraktai.
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3.8 pav. Antioksidacinis aktyvumas DPPH eziuolés augalo dalyse in vivo ir kaliaus kultarose in vitro

EZiuolés augalo daliy in vivo ir in vitro kaliaus kultiiry ekstrakty antioksidacinio aktyvumo rezultatai
pateikti 3.8 paveiksle. Nustatytas didZiausias radikalo slopinimas eziuolés Ziedy ekstrakte — 92,9 %,
truputj mazesnis eziuolés kaliaus kultiirose in vitro (88,44 %). Lyginant visas eziuolés in Vvivo
uzaugintas augalo dalis, eziuolés lapy ekstraktas parodé maziausia slopinimg — 37,06 %.
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3.9 pav. Antioksidacinis aktyvumas DPPH medetkos augalo dalyse in vivo ir kaliaus kultiirose in vitro

Medetkos ekstrakty rezultatai pateikti 3.9 paveiksle, didziausius rezultatus parodé medetkos ziedy

(73,75 %) ir lapy (62,48 %) ekstraktai. Medetkos stieby (23,66 %) ekstraktas DPPH radikalg slopino
3 kartus maziau negu medetkos ziedy ekstraktas.
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3.10 pav. Antioksidacinis aktyvumas DPPH vaistinés ramunés augalo dalyse in vivo ir kaliaus kultiirose in
vitro

Labiausiai DPPH radikalg slopino ramunés ziedy in vivo (81, 47 %) ekstraktas, o lapy ir sticby —
67,26 %. Vaistinés ramunés in vitro ekstraktas parodé mazesnj aktyvuma (62,69 %), lyginant su in
vivo augalo dalimis. Vaistinés ramunés ekstrakty antioksidaciniai rezultatai pateikti 3.10 paveiksle.
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3.11 pav. Antioksidacinis aktyvumas DPPH medetkos augalo dalyse in vivo ir kaliaus kultGrose in vitro

Palyginus visy tiriamyjy augaly kaliaus kultiiras in vitro pastebéta, kad labiausiai DPPH radikalas
buvo slopinamas eziuolés ekstrakto (88,44 %). Maziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo
medetkos ekstraktas (39,56 %), rezultatai pateikti 3.11 paveiksle.
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3.12 pav. Antioksidacinis aktyvumas DPPH medetkos augalo dalyse in vivo ir kaliaus kulttirose in vitro

Apibendrinant gautus rezultatus, pateiktus 3.12 paveiksle, matyti, kad labiausiai DPPH radikalas
buvo slopinamas eZiuolés Ziedy in vivo, eziuolés kaliaus kultiiry in vitro ir eziuolés stieby in vivo
ekstrakty, atitinkamai 92,9 %, 88,44 % ir 86,2 %. Maziausias slopinimas buvo nustatytas medetkos
stieby ekstrakto in vivo (23,66 %).

Literaturoje pateikti rezultatai labai panasts. Mokslininky hah ir kity atliktame antioksidacinio
aktyvumo tyrime buvo nustatytas eziuolés ziedy in vivo DPPH radikalo slopinimas 94,40 % [74],
taciau eziuolés stieby in vivo ekstrakty antioksidacinis aktyvumas literatiiroje nepateiktas.

3.5. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas Folino-Kiokalto metodu

Nustatyti bendrajai fenoliniy junginiy koncentracijai, buvo sudaryta kalibravimo kreivé, kuri pateikta
3.13 paveiksle.
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3.14 pav. Bendroji fenoliniy junginiy koncentracija eziuolés augalo dalyse in vivo ir kaliaus kultarose in
vitro

Nustacius bendrgjg fenoliniy junginiy koncentracijg Folino-Kiokalto metodu, eziuolés augalo
ekstraktuose in vivo ir in vitro, buvo pastebéta, kad didziausig koncentracija sukaupé ziedy in vivo
ekstraktas (2,98 mg/100mg) ir truputj mazesng¢ lapy in vivo (1,86 mg/100mg). Maziausia fenoliniy
junginiy koncentracija nustatyta kaliaus kultiirose in vitro (0,48 mg/100mg). Rezultatai pateikti 3.14
paveiksle.
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3.15 pav. Bendroji fenoliniy junginiy koncentracija medetkos augalo dalyse in vivo ir kaliaus kultiirose in
vitro

Medetkos augalo dalys in vivo parodé geresnius rezultatus negu kaliaus ekstraktas in vitro. Gauti
rezultatai pateikti 3.15 paveiksle. Medetkos stieby (1,37 mg/100mg) ir lapy (0,84 mg/100mg) in vivo
ekstraktuose buvo nustatyta daugiau fenoliniy junginiy lyginant su kaliaus kulttiromis in vitro (0,09
mg/100mg).
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3.16 pav. Bendroji fenoliniy junginiy koncentracija ramunés augalo dalyse in vivo ir kaliaus kult@rose in
vitro

Palyginus ramunés augalo daliy in vivo ir kaliaus kulttiry in vitro ekstraktus buvo pastebéta, kad
didziausig fenoliniy junginiy koncentracijg sukaupé Ziedy in vivo ekstraktas (0,81 mg/100mg), o
maziausig — lapy ir stieby in vivo (0,30 mg/100mg). Rezultatai pateikti 3.16 paveiksle.
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3.17 pav. Bendroji fenoliniy junginiy Koncentracija tiriamyjy augaly kaliaus kultiirose in vitro

I8 visy tiriamyjy augaly kaliaus kultiiry i$siskyré eziuolé, kuri sukaupé didziausig bendraja fenoliniy
junginiy koncentracija — 0,48 mg/100mg. Pati maziausia koncentracija nustatyta medetkoje (0,09
mg/100mg). Rezultatai pateikti 3.17 paveiksle.
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3.18 pav. Bendroji fenoliniy junginiy koncentracija tiriamyjy augaly dalyse in vivo ir kaliaus kultirose in
vitro

IS bendry rezultaty, pateikty 3.18 paveiksle, matyti, kad didziausig bendraja fenoliniy junginiy
koncentracijg sukaupé eziuolés Ziedy ekstraktas in vivo (2,98 mg/100mg), taip pat didesnj rezultatg
parodé eziuolés lapy in vivo ekstraktas (1,86 mg/100mg). Maziausias bendra fenoliniy junginiy
koncentracija nustatyta medetkos lapy ekstrakte (0,09 mg/100mg). Literatiiroje néra pateikty
rausvaziedés eziuolés atskiry daliy, bendryjy fenoliniy junginiy koncentracijy, yra nurodytos tik
bendrosios viso augalo fenoliniy junginiy koncentracijos. 2019 metais T. Oniszczuk ir kity
mokslininky atlikto tyrimo metu nustatyta rausvaziedés eziuolés bendroji fenoliniy junginiy
koncentracija — 4,213 mg/g [75].

3.6. Flavonoidy koncentracijos jvertinimas

Nustatyti flavonoidy koncentracijas tiriamuosiuose augaluose buvo sudaryta kvercetino kalibracine
kreive (zr. 3.19 pav.) ir 1§ jos buvo apaskaiciuotos flavonoidy koncentracijos mg/g.
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3.20 pav. Bendroji flavonoidy koncentracija eziuolés augalo dalyse in vivo ir kaliaus kulttirose in vitro

Apskaiciavus bendra flavonoidy koncentracija eZiuolés augalinéje Zaliavoje, buvo gauti tokie
rezultatai (zr. 3.20 pav.): didesnés koncentracijos flavonoidy nustatytos skirtingose augalo dalyse in
vivo (ziedy ekstraktas parodé 11,63 mg/g, lapy — 8,99 mg/g, o stieby — 5,07 mg/g) negu kaliaus
kulttirose in vitro (4,67 mg/g).
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3.21 pav. Bendroji flavonoidy koncentracija medetkos augalo dalyse in vivo ir kaliaus kultarose in vitro

Pakartojus tyrimg su medetkos augaline zaliava buvo gauti rezultatai, kurie pateikti 3.21 paveiksle.
Didziausia bendroji flavonoidy koncentracija buvo nustatyta ziedy in vivo ekstrakte (15,32 mg/g), 1,5
karto mazesnj rezultatg parodé lapy in vivo ekstraktas (10,23 mg/g), o maZiausiai flavonoidy buvo
nustatyta stieby in vivo ekstrakte (4,51 mg/g).
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3.22 pav. Bendroji flavonoidy koncentracija ramunés augalo dalyse in vivo ir kaliaus kultarose in vitro

IS gauty duomeny, pateikty 3.22 paveiksle, matyti, kad ramunés augalo dalys uzaugintos in vivo
parodé¢ didesnes bendras flavonoidy koncentracijas. Didziausia koncentracija pasiZzyméjo ramunés
ziedy in vivo ekstraktas (11,37 mg/g).
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3.23 pav. Bendroji flavonoidy koncentracija tiriamyjy augaly kaliaus kulttrose in vitro

Palyginus visy tiriamyjy augaly kaliaus kultiiras in vitro buvo gauti panasis rezultatai (zr. 3.23 pav.):
didesne bendra falvonoidy koncentracija pasizyméjo ramunés kaliaus kultiira in vitro (5,40 mg/qg).
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3.24 pav. Bendroji flavonoidy koncentracija tiriamyjy augaly dalyse in vivo ir kaliaus kultrose in vitro

Apibendrinant gautus rezultatus (Zr. 3.24 pav.) galima daryti iSvada, kad didZiausia bendra flavonoidy
koncentracija pasizyméjo visy tiriamyjy augaly Ziedy ekstraktai in vivo. Medetkos Ziedy ekstrakte in
Vivo buvo nustatyta didZiausia koncentracija — 15,32 mg/g, o eziuolés ir ramunés ziedy ekstratuose,
atitinkamai 11,63 mg/g ir 11,37 mg/g. Maziausig flavonoidy koncentracija turéjo eZiuolés ir medetkos
kaliaus in vitro ekstraktai (4,67 mg/g ir 4,62 mg/g) bei medetkos stieby in vivo ekstraktas (4,51 mg/qg).
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Gauti rezultatai buvo palyginti su Lietuvos sveikatos moksly universitete atlikto tyrimo rezultatais ir
pastebéta, kad skirtinguose regionuose Lietuvoje uzauginty medetkos Ziedy in vivo bendroji
flavonoidy koncentracija svyruoja nuo 17,8 mg/g iki 25,37 mg/g. I§ atlikto tyrimo galima teigti, kad
bendroji flavonoidy koncentracija priklauso nuo vietovés, kurioje surinkta augaliné zaliava [76].

3.7. Fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas

Fermento superoksido dismutazés aktyvumui nustatyti buvo sudaryta baltymo albumino kalibraciné
kreive, kuri pateikta 3.25 paveiksle.
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3.26 pav. Fermento superoksido dismutazés aktyvumas eziuolés augaly dalyse in vivo ir kaliaus kulttirose in
vitro

I rezultaty pateikty 3.26 paveiksle, matyti, kad eziuolés kaliaus in vitro ekstrakte buvo nustatytas
didziausias fermento SOD aktyvumas (11,91 vnt/mg), truputj mazesnis stieby ekstrakte (9,29
vnt/mg). Labai panasus fermento aktyvumas buvo nustatytas lapy ir ziedy ekstraktuose, atitinkamai
7,64 vnt/mg ir 7,29 vnt/mg.
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3.27 pav. Fermento superoksido dismutazés aktyvumas medetkos augaly dalyse in vivo ir kaliaus kulttrose

in vitro

Nustatytas medetkos kaliaus kultiiry in vitro superoksido dismutazés aktyvumas (57,58 vnt/mg),
mazdaug 4 kartus didesnis negu to paties augalo skirtingy daliy in vivo. Rezultatai pateikti 3.27

paveiksle.
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3.28 pav. Fermento superoksido dismutazés aktyvumas ramunés augaly dalyse in vivo ir kaliaus kulttirose in

vitro

Pakartojus tyrimg su ramunés augaline Zaliava buvo gauti tokie rezultatai (3.28 paveikslas): kaliaus
kultaros in vitro parodé didziausig fermento aktyvumg — 58,47 vnt/mg, o lapy ir stieby in vivo
ekstraktas maziausia — 4,69 vnt/mg.

45



70.00 T

60.00 +

50.00 +

40.00 +

30.00 +

20.00 +

11.91
10.00 + -
0.00 - } ;

EZiuolés kaliaus kultiiros in Medetkos kaliaus kultros in Ramunés kaliaus kultdros in
vitro vitro vitro

SOD aktyvumas, vnt/mg

Augaliné zZaliava

3.29 pav. Fermento superoksido dismutazés aktyvumas tiriamyjy augaly kaliaus kultiirose in vitro

Palyginus visy tiriamyjy augaly kaliaus kulttiras in vitro, buvo pastebéta, kad ramunéje ir medetkoje
fermento superoksido dismutazés aktyvumas buvo didZiausias (58,47 vnt/mg ir 57,58 vnt/mg).
Rezultatai pateikti 3.29 paveiksle.
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3.30 pav. Fermento superoksido dismutazés aktyvumas tiriamyjy augaly dalyse in vivo ir kaliaus kulttrose in
vitro

Apibendrinus gautus rezultatus, kurie pateikti 3.30 paveiksle matyti, kad didziausias nustatytas SOD
fermento aktyvumas buvo medetkos ir ramunés kaliaus kultiirose in vitro, atitinkamai 58,47 vnt/mg
ir 57,58 vnt/mg, o pats maziausias ramunés lapy ir sticby ekstrakte in vivo 4,69 vnt/mg.
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Buvo pastebéta, kad geriausius rezultatus parodziusiy medetkos ir ramunés augaly kaliaus kultiiros
in vitro buvo uzaugintos toje pacioje mitybinéje terpéje (TDZ (0,5 mg/l) + IAR (0,1 mg/l)).
Literatiiroje su tokia mitybine terpe uzauginty kaliaus kultiiry in vitro rezultaty nepateikta, todél buvo
pasidométa ramunés ziedy in vivo ekstrakty SOD aktyvumu. 2014 m. Akram Ranjbar ir kity
mokslininky atliktame tyrime buvo nustatyta vaistinés ramunés ziedy in vivo koncentracija — 3,61
vnt/mg [77].

3.8. L-Prolino koncentracijos jvertinimas

Prolinas apsaugo baltymus, fermentus ir kitus svarbius lgsteliy junginius nuo aktyvumo sumazéjimo
ir padeda augalams adaptuotis esant nepalankiomis sglygomis. Nustatyti L-prolino koncentracija
buvo sudaryta L-prolino kalibraciné kreivé (zr. 3.31 pav.) ir i§ jos apskaiCiuota L-prolino
koncentracija.
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3.32 pav. L-Prolino koncentracija eziuolés augalo dalyse in vivo ir kaliaus kultiirose in vitro

Apskaiciavus L-prolino koncentracijg eZiuolés augalinéje Zaliavoje buvo gauti rezultatai pateikti 3.32
paveiksle. Kaliaus kulttirose in vitro buvo nustatyta didziausia L-prolino koncentracija (0,52 umol/g).
Palyginus visas augalo dalis in vivo rezultai gauti labai panasis, truputj daugiau L-prolino buvo
nustatyta ziedy ekstrakte (0,26 pmol/g).
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3.33 pav. L-Prolino koncentracija medetkos augalo dalyse in vivo ir kaliaus kultiirose in vitro

Pakartojus tyrimg su medetkos augaline zaliava pastebéta, kad didziausia L-prolino koncentracija
buvo ziedy in vivo ekstrakte (0,95 umol/g), o maziausia — stieby in vivo ekstrakte (0,36 umol/g).
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3.34 pav. L-Prolino koncentracija ramunés augalo dalyse in vivo ir kaliaus kultarose in vitro

Ramuné uzauginta in vivo parodé didesnius L-prolino koncentracijos kiekius (ziedy — 1,39 umol/g,
lapy ir stieby — 1,16 umol/g) negu kaliaus kulttiry in vitro ekstraktas (0,63 umol/g). Rezultatai pateikti
3.34 paveiksle.
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3.35 pav. L-Prolino koncentracija ramunés augalo dalyse in vivo ir kaliaus kulttirose in vitro

Palyginus visy tiriamyjy augaly kaliaus kulttiras in vitro buvo pastebéta, kad didziausia L-prolino
koncentracija i$siskyré medetkos ekstraktas — 0,75 umol/g. Rezultatai pateikti 3.35 paveiksle.
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3.36 pav. L-Prolino koncentracija tiriamyjy augaly dalyse in vivo ir kaliaus kultarose in vitro

Bendri L-prolino koncentracijos nustatymo rezultatai pateikti 3.36 paveiksle. Palyginus visus
tirlamuosius augalus matyti, kad daugiausiai L-prolino buvo nustatyta ramunés augalinéje zaliavoje,
didziausia koncentracija gauta ziedy (1,39 umol/g) bei lapy ir stieby (1,16 pmol/g) in vivo
ekstraktuose. Taip pat didesné koncentracija nustatyta medetkos ziedy in vivo ekstrakte (0,95
umol/g). Maziausig L-prolino koncentracijg parodé visos eziuolés augalo dalys in vivo.

Gamal el-Din ir Abd-el-Wahed istyré skirtingy L-prolino koncentracijy tegiama poveikj vaistiniy
ramuniy vegetatyviniam augimui, eteriniam aliejui ir kai kurioms biocheminéms sudedamosioms
dalims [78]. Mokslininky A. Greitovsky, K. Markusova ir kity atliktame tyrime buvo nustatyta bendro
vaistinés ramunés augalo L-prolino koncentracija, gautas rezultatas — 2,3 umol/g [79].
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3.9. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos jvertinimas tiriamuosiuose augaluose
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3.37 pav. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijy palyginimas eziuolés augalo dalyse in vivo ir
kaliaus kultdirose in vitro

Nustacius chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijas eziuolés augalinéje zaliavoje buvo
pastebéta, kad didziausig chlorofilo a koncentracijg sukaupé lapy ekstraktas — 168,23 mg/100mg, taip
pat stieby — 140,63 mg/100mg. Didziausia chlorofilo b koncentracija nustatyta ziedy (52,71
mg/100mg) bei stieby (42,13 mg/100mg) in vivo ekstraktuose. Karotinoidy daugiausiai sukaupé lapy
(84,48 mg/100mg) ir stieby (56,24 mg/100mg) ekstraktai. Rezultatai pateikti 3.37 paveiksle.
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3.38 pav. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijy palyginimas medetkos augalo dalyse in vivo ir
kaliaus kultirose in vitro

IS literatiiros zinome, kad medetkos ziedai kaupia karotinoidus, todél i§ rezultaty pateikty 3.38
paveiksle puikiai matyti, kokia didelé koncentracija ekstrakte buvo nustatyta (847,75 mg/100mg).
Didziausias koncentracijas chlorofilo a ir b sukaupé medetkos stieby in vivo ekstraktas, atitinkamai
180,65 mg/100mg ir 174,20 mg/100mg. Maziausia koncentracija chlorofilo a nustatyta medetkos
kaliaus in vitro ekstrakte (29,69 mg/100mg), o chlorofilo b — medetkos Ziedy in vivo ekstrakte (75,73

mg/100mg).
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3.39 pav. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijy palyginimas ramunés augalo dalyse in vivo ir

kaliaus kulttrose in vitro

Tyrimas buvo pakartotas su ramunés augaline zaliava, buvo pastebéta, kad ji sukaupé didziausig
chlorofilo b koncentracija. Ziedy in vivo ekstrakte nustatyta — 364,54 mg/100mg, kaliaus kultiiry in
vitro — 278,09 mg/100mg, o lapy ir stieby in vivo — 176,38 mg/100mg koncentracijos. Didziausios
koncentracijos chlorofilo a ir karotinoidy nustatytos ziedy in vivo ekstrakte, atitinkamai 114,83
mg/100mg ir 55,95 mg/100mg. Rezultatai pateikti 3.39 paveiksle.
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3.40 pav. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijy palyginimas tiriamyjy augaly dalyse in vivo ir

kaliaus kulttrose in vitro
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Apibendrinant gautus bendrus rezultatus (zr. 3.40 pav.) matyti, kad didZiausia chlorofilo a
koncentracija buvo nustatyta medetkos stieby in vivo (180,65 mg/100mg) ir eziuolés lapy in vivo
(168,23 mg/100mg) ekstraktuose. Chlorofilo b daugiausiai sukaupé ramunés ziedy in vivo (364,54
mg/100mg) ir kaliaus kultiiry in vitro (278,09 mg/100mg) ekstraktai, o karotinoidy — medetkos Ziedy
in vivo ekstraktas (847,75 mg/100mg).

Literatiiroje mokslininky atlikto tyrimo metu, buvo nustatyta medetkos stieby in vivo koncentracija —
480 mg/100 g, miisy tyrimo metu gautas chlorofilo a rezultatas yra 3 kartus mazesnis [80]. Palyginus
miisy gautg geriausig vaistinés ramunés ziedy in vivo Chlorofilo b rezultatg su literatiiroje pateiktais,
buvo pastebéta, kad kity mokslininky atlikti tyrimai labai skiriasi nuo miisy projekte gauty. A.
Greitovsky ir kiti i$tyré, kad bendrame vaistinés ramunés augale esanti chlorofilo b koncentracija
sieké 475,6 mg/100mg [79]. Lietuvos sveikatos ir moksly universitete buvo atliktas vaistinés ramunés
aktyviy metabolity tyrimas ir nustatyta karotinoidy koncentracija, kuri sieké 8,05 mg/g [81].

3.10. Liuteino koncentracijos jvertinimas tiriamuosiuose augaluose

Atlikus liuteino koncentracijos nustatyma skirtingose eziuolés augalo dalyse in vivo ir kaliaus
kulttirose in vitro buvo pastebéta, kad didziausig koncentracija liuteino sukaupé lapy ekstraktas in
vivo (0,40 mg/g), o maziausig — ziedy in vivo (0,01 mg/g). Eziuolés augalingje zaliavoje esanti liuteino
koncentracija pateikta 3.41 paveiksle.
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3.41 pav. Liuteino koncentracija eziuolés augalo dalyse in vivo ir kaliaus kultiirose in vitro

Medetkos augalinéje Zaliavoje nustatyta liuteino koncentracija pateikta 3.42 paveiksle. Ziedy
ekstraktas in vivo tur¢jo didZiausig liuteino koncentracija (1,096 mg/g), dvigubai mazesné
koncentracija nustatyta lapy in vivo ekstrakte (0,58 mg/g). Kaliaus kulttrose in vitro liuteino
praktiskai nebuvo, rezultatas sieké vos 0,01 mg/g.
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3.42 pav. Liuteino koncentracija medetkos augalo dalyse in vivo ir kaliaus kulttirose in vitro

Pakartojus tyrimg su ramunés augaline zaliava, buvo pastebéta, kad augalo dalys uzaugintos in vivo
salygomis (ziedy ir stieby ekstraktai) turéjo didesnes liuteino koncentracijas negu kaliaus kultiiros in
vitro. Rezultatai pateikti 3.43 paveiksle.
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3.43 pav. Liuteino koncentracija ramunés augalo dalyse in vivo ir kaliaus kulttirose in vitro

IS bendry rezultaty, pateikty 3.44 paveiksle, galima daryti iSvada, kad didziausia liuteino
koncentracija nustatyta medetkos ziedy in vivo ekstrakte (1,10 mg/g) ir dvigubai mazesné lapy in vivo
ekstrakte (0,58 mg/g). Eziuolés lapy in vivo ekstraktas turéjo truputj mazesne koncentracijg (0,40
mg/g) lyginant su medetkos lapy in vivo ekstraktu. Medetkos kaliaus kulttirose in vitro ir eziuolés
ziedy ekstraktuose, liuteino praktiSkai nebuvo.
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3.44 pav. Liuteino koncentracija medetkos augalo dalyse in vivo ir kaliaus kultiirose in vitro

Miisy tyrime geriausius rezultatus parodziusi medetkos ziedy in vivo liuteino koncentracija buvo
palyginta su literatiroje pateiktais rezultatais. Jian-Hao Lin ir kity mokslininky atliktame medetkos
ziedy in vivo liuteino koncentracijos jvertinimo tyrime buvo nustatyta, kad augaliné zaliava sukaupé
20 g/kg koncentracija [82].

Taip pat buvo atliktas tyrimas ir apskai¢iuota bendro medetkos augalo in vivo liuteino koncentracija,
kuri buvo 0,04 g/kg [83]. Taip pat 2003 metais A. M. Natchigal, A. C. O. Stringheta ir Kiti
mokslininkai taip pat nustaté bendraja medetkos ziedy in vivo augaly ekstrakty koncentracija, kuri
buvo 0,301 g/kg [84].

3.11. Tiriamuyjy augaly ekstrakty antibakterinio aktyvumo jvertinimas agaro difuziniu metodu

Palyginus visy tiriamyjy augaly ekstrakty antibakterinio aktyvumo rezultatus buvo nustatyta, kad
stipriausiu aktyvumu pasizyméjo ramunés augalo dalys in vivo. Lapy ir stieby ekstraktas geriausiai
slopino gramneigiamos bakterijos E.Coli augima (slopinimo zona 1,03 cm), o ziedy — gramteigiamos
Bacillus subtilis (slopinimo zona 1,02 cm). Palyginus ramunés augalo daliy in vivo gautus rezultatus
su skirtingy koncentracijy antibiotiku ciproflokasacinu pastebéta, kad augaliné zaliava dvigubai
maziau slopino tyrime naudoty bakterijy augima.

Maziausiai bakterijas slopino eziuolés augalinés Zzaliavos ekstraktai. Silpniausiu antibakteriniu
aktyvumu pries E.Coli pasizyméjo eziuolés kaliaus kulttiros in vitro (slopinimo zona 0,23 cm), 0 pries
Bacillus subtilis — eZiuolés lapai in vivo (slopinimo zona 0,25 cm).
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3.45 pav. Tiriamyjy augaly ekstrakty antibakterinio aktyvumo palyginimas
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ISvados

Intensyviausiai tiriamyjy augaly kaliaus kultiiros in vitro buvo suformuotos Siose MS terpése
su augimo hormonais: rausvaziedés eziuolés — BAP (3 mg/l) + IBR (0,5 mg/l), vaistinés
medetkos — TDZ (0,5 mg/l) + IAR (0,1 mg/1), vaistinés ramunés — TDZ (0,5 mg/l) + IAR (0,1
mg/l).

Didziausiu antioksidaciniu aktyvumu pagal DPPH metoda pasizyméjo eziuolés ziedy in vivo
ekstraktas (92,9 %), o maziausiu — medetkos stieby in vivo (23,66 %). DidZiausias
antioksidacinis aktyvumas FRAP metodu buvo pastebétas eziuolés ziedy in vivo (0,223
umol/l), o maziausias — medetkos kaliaus kulttry in vitro (0,20 umol/l) ekstraktuose.
Stipriausiomis redukcinémis savybémis pasizyméjo medetkos ziedy in vivo (0,79 A), o
silpniausiomis — vaistinés ramunés lapy ir stieby in vivo (0,09 A) ekstraktai.

. Didziausias bendras fenoliniy junginiy koncentracijas sukaupé eziuolés ziedy in vivo (2,98
mg/100mg), o maziausias — medetkos lapy in vivo (0,09 mg/100mg) ekstraktai. Didziausia
flavonoidy koncentracija buvo medetkos ziedy in vivo (15,32 mg/g), 0 maziausia flavonoidy
koncentracija — medetkos stieby in vivo ekstraktas (4,51 mg/g).

. DidZiausias superoksido dismutazés aktyvumas buvo nustatytas medetkos kaliaus kultary in
vitro (57,58 vnt/mg), o maziausias — ramunés lapy ir stieby in vivo (4,69 vnt/mg) ekstraktuose.
Chlorofilo a didziausig koncentracijg sukaupé medetkos stieby in vivo (180,65 mg/100mg), o
chlorofilo b ramunés ziedy in vivo (364,54 mg/100mg) ekstraktai. Karotinoidy didziausia
koncentracija nustatyta medetkos ziedy in vivo ekstrakte (847,74 mg/100g).

Didziausia L-prolino koncentracija buvo nustatyta ramunés ziedy in vivo ekstrakte (1,39
umol/g), o maziausia — eziuolés augaly dalyse in vivo. Didziausia liuteino koncentracija
nustatyta medetkos ziedy in vivo ekstrakte (1,10 mg/g).

IStirta, kad geriausiu antibakteriniu aktyvumu pasizyméjo vaistinés ramunés augalo dalys in
vivo. Sis augalas geriausiai slopino tyrime naudoty bakterijy augima (Escherichia coli — 1,03
cm ir Bacillus subtilis — 1,02 cm slopinimo zona). Maziausiai bakterijas slopino rausvaziedés
eziuolés augalinés Zaliavos ekstraktai.
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Priedai
1 priedas. Antibakterinio aktyvumo jvertinimo agaro difuziniu metodu rezultatai

1 pav. Vaistinés ramunés kaliaus kultary in vitro, lapy ir stieby bei ziedy in vivo antibakterinis aktyvumas
pries E. coli ir Bacillus subtilis bakterijas

2 pav. Vaistinés medetkos kaliaus kultiiry in vitro, Ziedy, lapy ir stieby in vivo antibakterinis aktyvumas prie§
E. coli bakterija

3 pav. Vaistinés medetkos kaliaus kultiiry in vitro, Ziedy, lapy ir stieby in vivo antibakterinis aktyvumas prie§
Bacillus subtilis bakterija
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2 priedas. Tiriamyjy augaly kaliaus kulturos in vitro

3 pav. Vaistinés ramunés kaliaus kultdiros in vitro
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