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SANTRAUKA

Per pastaruosius deSimtmecius daugelio tyrimy tikslas buvo sutelktas | biologiskai aktyviy
junginiy 1§ natiiraliy Saltiniy taikymo galimybes. Natiralts, bioaktyvis produktai turi didele
ekonoming svarbg.

Biotechnologijoje liucerna naudojama farmacijos pramon¢je. IS liucerny gaminami
rekombinantiniai glikoproteinai ir antiklinai. Imuningje medicinoje genetiskai modifikuota liucerna
naudojama valgomosioms vakcinoms gaminti. Biotechnologijoje lubinai yra naudojami baltymy
i§skyrimui, todél bitina surasti bidus greitam lubiny biomasés padidéjimui. Sj biomasés padidéjima
galima gauti biotechnologiniais metodais, auginant lubiny lasteliy kultiras in vitro ir véliau
optimizuojant sglygas jy auginimui in vivo.

Sio darbo tikslas buvo nustatyti ir atrinkti liucerny (Medicago), jy kaliaus kultiiry ir lubiny
(Lupinus) in vitro veisles, kaupiancias didziausius bioaktyviy junginiy kiekius ir sudaryti
B-galaktozidazés isskyrimo i§ lubiny (Lupinus) technologing linija.

Nustatyta, kad didZiausi pigmenty kiekiai tiriamuosiuose augaluose buvo: chlorofilo a - 130,6 +
0,06 mg/100 g; chlorofilo b - 49,2 + 0,06 mg/100 g; karotinoidy - 37,0 + 0,08 mg/100 g liucernose
Antané, iSaugintose in vitro MS terpéje po 7 dieny auginimo. Chlorofilo a - 164,9 + 0,01 mg/100 g;
chlorofilo b - 51,2 + 0,04 mg/100 g, karotinoidy - 50,9 = 0,03 mg/100 g lubinuose VB Derliai,
iSaugintuose in vitro MS terpéje po 7 dieny auginimo. Nustatyta, kad didZiausi baltymy kiekiai
buvo: liucernose Antané - 32 + 0,07 %, iSaugintose in vitro MS terpéje, lubinuose Trakiai - 18,53 +
0,02 %, iSaugintuose MS terpéje. Nustatyta, kad didziausi askorbo riigsties kiekiai buvo: liucernose
Biruté - 70,4 + 0,01 mg/100g; lubinuose VB Vilniai - 5,28 + 0,01 mg/100g. Istirta, kad didziausi
flavonoidy kiekiai buvo: liucernose Malvina - 1,5 £ 0,01 mg/g, iSaugintose Iin vitro MS terpéje,
hibridiniuose ir VB Derliai lubinuose, iSaugintuose in vitro MS terpéje (0,8 + 0,02 mg/g). Gauta, kad
didziausi fenoliniy junginiy kiekiai buvo liucernose 4Antané - 0,07 £ 0,01 mg/100 mg, iSaugintose in
vitro MS terpéje, lubinuose VB Derliai, isaugintuose in vitro MS terp¢je (0,064 + 0,04 mg/100 mg).
Istirta, kad didziausias antioksidacinis aktyvumas prie§ DPPH stabily radikalg buvo: liucernose
Zydriné - 22,3 + 0,01 %; hibridiniuose lubinuose - 51,9 = 0,1 %. Nustatyta, kad didZiausia
[-galaktozidazés koncentracija buvo lubiny VB Vilniai séklose (0,32 = 0,02 mg/ml). Pateiktas -

galaktozidazés i$skyrimo i§ lubiny (Lupinus) technologinio proceso brézinys.
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SUMMARY

In recent decades, many studies were focused on bioactive compounds extraction from natural
sources and their application possibilities. Natural and bioactive products have a great economic
importance.

Alfalfa is using in the pharmaceutical and biotechnology industries. Medicago is producing
recombinant glycoproteins and monoclonal antibodies. Genetically modified alfalfa is using for
edible vaccines in immunomedicine. Lupine is used in protein isolation and it is necessary to find
ways to increase their biomass. Which could be obtained by biotechnological methods, using of
lupine cultures in vitro and optimizing the conditions for their growth in vivo.

The aim of the present research was to identify and select alfalfa (Medicago), their callus
cultures and lupins (Lupinus) in vitro varieties which accumulate the highest amount of bioactive
compounds and to present technological line of - galactosidase extraction of lupins (Lupinus).

It was found, that the highest quantities of pigments in analyzed were: chlorophyll a - 130.6 +
0.06 mg/100 g; chlorophyll b - 49.2 + 0.06 mg/100g; carotenoids - 37.0 = 0.08 mg/100 g in alfalfa
Antane, cultured in vitro in MS medium after 7 days cultivation; Chlorophyll a - 164.9 + 0.01
mg/100 g; chlorophyll b - 51.2 + 0.04 mg/100 g, carotenoids - 50.9 = 0.03 mg/100 g in lupine VB
Derliai in vitro in MS medium after 7 days cultivation. It was found, that the highest protein levels
were: in alfalfa plants Antane - 32 + 0.07 %, wich were in vitro in MS medium, in lupins Trakiai -
18.53 £ 0.02 % which were, cultured in MS medium. It was found, that the highest amount of
ascorbic acid were: in afalfa Birute - 70.4 + 0.01 mg/100 g; in lupins VB Vilniai - 5.28 + 0.01
mg/100 g. It was established, that the highest amounts of flavonoids were: alfalfa Malvina - 1.5 +
0.01 mg/g, cultured in vitro in MS medium, hybrid and VB Derliai lupins, which were cultured in
vitro in MS medium (0.8 = 0.02 mg/g ). It was found, that the highest amounts of phenolic
compounds were in alfalfa Antane - 0.07 = 0.01 mg/100 mg, cultured in vitro in MS medium, in
lupins VB Derliai in vitro in MS medium (0.064 + 0.04 mg/100 mg). It was established, that the
highest antioxidant activity against DPPH stable radicals were: in alfalfa Zydrune - 22.3 £ 0.01 %;
in hybrid lupins - 51.9 + 0.1 %.It was found, that the highest concentration of B-galactosidase was
in VB Vilniai seeds (0.32 + 0.02 mg/ml) of lupins. It was presented -galactosidase extraction from
lupins (Lupinus).
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IVADAS

Per pastaruosius deSimtmecius daugelio tyrimy tikslas buvo sutelktas j biologiskai aktyviy
junginiy, i§ nattraliy Saltiniy, taikymo galimybes [1]. Naturalts, bioaktyvis produktai turi didele
ekonoming svarbg dél specialiy cheminiy medziagy. Jie gali biiti naudojami kaip vaistai, biologinés
ar farmakologinés priemonés, produkty zaliava vaisty gamyboje. Kai kurie i§ jy yra svarbiis
kvapikliai, dazai ir kosmetika, Kiti yra naudojami kaip insekticidai, pesticidai [2].

Biotechnologijoje liucerna naudojama farmacijos pramonéje. IS liucerny gaminami
rekombinantiniai glikoproteinai ir antikiinai. Augaly biofarmacijoje 1§ liucerny gaminami
bioaktyvis vaistai bei jos naudojamos monokloniniy antikiiny diagnostikoje. Imuninéje medicinoje,
genetiSkai modifikuota liucerna naudojama valgomosioms vakcinoms gaminti [3].

Biotechnologijoje lubinai yra naudojami augaly ir baltymy iSskyrimui, todél bitina surasti
biidus greitam lubiny biomasés padidéjimui. Sj biomasés padidéjima galima gauti biotechnologiniais
metodais, auginant lubiny lasteliy kultiiras in vitro ir véliau optimizuojant salygas jy auginimui in
vivo. Augaly biotechnologijos tikslas yra i$skirti baltymus, pigmentus, antioksidantinius junginius i$
augaly lasteliy kultiiry in vitro. IS augaly lasteliy kultary i$skirti bioaktyviis junginiai yra tikslios
cheminés sudéties, gryni ir nattralas [4].

Sio darbo naujumas susijes su liucerny (lietuvisky veisliy margaziedés: Biruté, Zydriné ir
kultiry auginimu bei dauginimu in vitro, biologiskai aktyviems junginiams nustatyti. Siems
tyrimams pasirinktos liucernos (Medicago) ir lubinai (Lupinus), nes baltymingy augaly auginimas
ES sumaZzg¢jo, todel biitina ieSkoti biotechnologiniy metody, galin¢iy padidinti baltymingy augaly
auginimg ir jy atsparumg patogeninéms ligoms.

Sio darbo tikslas — nustatyti ir atrinkti liucerny (Medicago), jy kaliaus kultiry ir lubiny
(Lupinus) in vitro veisles, kaupiancias didziausius bioaktyviy junginiy kiekius ir sudaryti
B-galaktozidazés isskyrimo i$§ lubiny (Lupinus) technologing linija.

Siekiant darbo tikslo buvo iSkelti Sie uzdaviniai:

1. Paruos$ti maitinamasias terpes ir sudaiginti liucernas (Medicago) ir lubinus (Lupinus) in
vitro steriliomis sglygomis.

2. Suformuoti liucerny kaliaus kultiiras in vitro.

3. Nustatyti chlorofilo a ir b, karotinoidy, baltymy, askorbo riigsties kiekius liucernose, jy

kaliaus kultiirose ir lubiny daiguose in vitro.
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Ivertinti flavonoidy, bendryjy fenoliniy junginiy kiekius liucernos daiguose, jy kaliaus
kulttirose ir lubiny daiguose in vitro.

Nustatyty antioksidacinj aktyvuma liucernos daiguose, jy kaliaus kultiirose ir lubiny
daiguose in vitro.

Nustatyti fermento [p-galaktozidazés, esancio lubinuose, koncentracijg séklose ir
daiguose.

Pateikti fermento B-galaktozidazés iSskyrimo i$ lubiny (Lupinus) technologing linija.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Pupiniy Seimos augaly biologijos ypatumai

Pupiniy Seimos javai (Fabacea L.) Lietuvoje priklauso vienmec¢iams Zoliniams augalams. Pagal
gyvybing formg jie gali biiti lianomis (Zirniai, pupelés, vikiai) arba su staCiais zoliniais stiebais
(lubinai, pupos, sojos). Pupiniai augalai - dviskilCiai. Pagal vegetacijos trukme¢ pupiniai augalai
skirstomi | dvi grupes: trumpo vegetacijos periodo (zirniai, vikiai) ir ilgesnio (paSarinés pupos,
lubinai, pupelés, sojos).

Pagrindinis pupiniy augaly biologijos ypatumas — gebéjimas gyventi simbiozéje su atmosferinj
azotg fiksuojan¢iomis bakterijomis Rhizobium. D¢l to pupiniai augalai visada ir visuose organuose

sintetina ir kaupia daugiau baltyminiy medZiagy nei kity Seimy augalai [5].

1.1.1. Liucernos (Medicago)

Yra zinoma apie 60 liucernos genties rusiy. Liucerny Saknys labai tvirtos, liemeninés, smarkiai
Sakojasi. Pirmais metais Saknys prasiskverbia iki 2 — 3 m, o Kitais metais — iki 10 m gylio |
dirvoZzemj, tafiau 60-80% Sakny masés biina ariamajame sluoksnyje. Pirmais metais Saknies
kaklelis yra arti Zemés pavirSiaus, ontogenezés metu ji vis storéja ir traukiasi gilyn j dirvoZzemj, dél
ko augalai tampa atsparesni Sal¢iams. I§ Saknies kaklelyje esanciy trumpy fitomery pumpury nuolat

formuojasi nauji tigliai [6].

1 pav. Mélynziedé liucerna (Medicago sativa) [7]

Stiebai gana stori, statlis, apvaliis arba keturbriauniai, Sakoti, vidutiniSkai turi 17 fitomery su
ilgais tarpubambliais. Augalo stieby skai¢ius kiekvienais ontogenezés metais didéja nuo 2—3 pirmais
metais iki 20 ir daugiau treciais. S¢jos metais Tgliai iSauga iki 30 — 50 cm aukscio, o antrais ir
treciais iki 1 m ir daugiau. Lapai trilapiai, vidurinis lapelis su ilgesniu koteliu. Lapeliai pailgi, siauri,

karpytomis virStunelémis.
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Liucernos — ilgos dienos augalas, jau s¢jos metais formuoja Ziedinius Giglius. Ziedynai — retos
kekes, turincios 15 — 25 ziedy. Hibridinés liucernos ziedai jvairiausiy spalvy: melsvi, violetiniai,
geltoni, gelsvai zalsvi ir Zalsvi. Lietuvoje labiausiai paplitusios hibridinés liucernos su melsvos ar
violetinés Ziedy spalvos. Vaisius — spiraliskai susukta ankstis, turinti 5 — 7 séklas. Séklos inkstiskos,
Siek tiek deformuotos, geltonos, rudos arba rausvai gelsvos.

Liucernos labai reiklios Silumai, taciau pakencia ir didelius Sal¢ius. Normaliam augimui ir
vystymuisi reikia daug drégmés, bet dél stiprios Sakny sistemos pakencia ir drégmés trilkumg bei
sausras. Liucernos taip pat atsparios ir pavirSiniam vandeniui, gali biiti uzlietos iki 15 — 20 pary.
Daugiausia i$§ visy pupiniy augaly liucernos reiklios §viesos fotony srauto tankiui, todél sunkiausiali
i$ visy pupiniy pasariniy augaly pakencia antsélj [6].

Jos geba fiksuoti atmosferos azotg dél simbiozés tarp augaly ir bakterijy, kurios vystosi jy Sakny
sistemoje.

Liucernos — tai vitaminy A, D, E ir K Saltinis. Augaluose taip pat yra daug fermenty,
priesuzdegiminj poveikj turinéiy medziagy, hormony, B-karotino, vitamino Bs, vitamino C ir
vitamino U. Liucerna turi taniny, pektino medziagy, saponiny, aminy, kumarino dariniy, triterpeno
glikozidy, karotinoidy, purino baziy, augaly steroliy, fitoestrogeny, flavony, izoflavonoidy ir
fenoliniy junginiy [8].

Liucernos turi daug zmogaus organizmui naudingy savybiy, todél vartojama kaip biologiskai
aktyvus maisto papildas. Manoma, kad $is augalas mazina cholesterolio ir cukraus kiekj kraujyje,
gerina Sirdies ir kepeny veikla, padeda nugaléti nuovarg] ir suteikia energijos. Liucerng labai
tikslinga vartoti esant Zarnyno ir virS§kinamojo trakto veiklos sutrikimy, ji normalizuoja medZiagy
apykaitg. Liucerna — vienas i§ nedaugelio augaly, kurio sudétyje yra augalinés kilmeés fluoro, kurj
organizmas visy pirma kaupia danty audiniuose. Jis skatina danty emalio formavimasi ir padeda
apsaugoti dantis nuo karieso [9].

I8 liucerny gaunami pasarai ir gaunamas sieno derlius. I8 jy taip pat gali biiti daromos granulés,
rupiniai arba kubeliai. I$ liucerny yra gaunamas pagrindinis medaus derlius JAV, tai sudaro apie

tre¢dalj metinés medaus apyvartos [10].

1.1.2. Liucerny (Medicago) veislés

Antané — sukurta sukryZminus 16 augaly, atrinkty i§ jvairiy meélynZiedZiy liucerny veisliy
(Birute, Sverre, Eynsford, Radius ir kt.) ir atlikus daugkarting atrankg izoliuotuose augynuose.
Zaliyjy baltymy kiekis sausojoje medziagoje yra 20,6 %. Sios veislés liucernos gerai Ziemoja.

Augalai auksti, siekia 80 cm, atspariis i§gulimui. Vegetacijos periodo vidutiné trukmé — 161 diena.

15



2008 m. jraSyta ] Nacionalin] augaly veisliy saraSg bei ;] Bendraj; ES Zemés tikio augaly veisliy
katalogg.

Biruté — standartiné mélynziedziy ir hibridiniy liucerny veislé Lietuvoje. Tai vidutinio
ankstyvumo, margaziedé, derlinga, gerai ziemojanti, atspari ligoms veislé. Augalai vidutiniSkai
iSauga iki 100 cm, vidutinio lapuotumo, atspartis iSgulimui. Sios veislés liucernos gerai auga
gryname pasélyje ar miSiniuose su varpinémis Zolémis. Derlingesné uz veisle ,,Zydring“. 1998 m.
jrasyta | Nacionalinj augaly veisliy sarasa.

Malvina — veislé buvo sukurta daug karty kryzminant klona 62/82 su liucerny Zydriné, Biruté,
Vella ir Radius veislémis. Lapai sudaré 43,0 % bendro augaly Zaliosios masés derliaus. Augalai
gerai ziemoja. Augaly vidutinis aukstis sudaro 62 cm. Jie linke iSgulti, bet atsparts ligoms. Jos
augaly vegetacijos periodo vidutiné trukmeé 160 dieny. Veislé 2006 m. jrasyta | Nacionalinj augaly
veisliy sgrasa.

Zydriné — vidutinio ankstyvumo. Pasizymi dideliu ir stabiliu derlingumu. Augalai veslesni,
maziau iSgula, geriau atzelia pavasarj ir po pjiiciy, prazysta ir subrandina séklas 3 — 4 d. anksciau nei

Auguné I1. 1986 m. jrasyta | Nacionalinj augaly veisliy sgrasg [11].

1.1.3. Lubinai (Lupinus)

IS 1000 lubiny rasiy Lietuvoje daugiausia auginami geltonziedziai (Lupinus luteus L.) ir
siauralapiai (Lupinus augustifolius L.). Kaip laukiniai auga ir daugiameciai lubinai (Lupinus
poliphyllus L.). Baltieji lubinai (Lupinus albus L.) dél labai ilgos vegetacijos Salyje gridams
neauginami, nes nespéja subresti. Tai — Siltesniy krasty augalai.

Lubinai nuo seno buvo vieni i§ svarbiausiy augaly sukultiirinant dirvas ir padidinant natiiraly jy
derlingumg. Savo svarbos lubinai neprarado ir dabar. Sumazéjus utkiuose organiniy traSy ir
brangstant mineralinéms, zalioji lubiny masé tampa viena i§ pigiausiy organiniy trasy.

Lubinai kaupia zmogaus bei gyvuliy organizmui kenksmingas medZziagas — alkaloidus. D¢l to i$
pradziy lubinai netiko nei paSarui, nei maistui (jy griidai buvo kartiis). Taciau selekcininkams
pavyko iSvesti veisliy, turin¢iy labai mazai alkoloidy arba jy iSvis neturin¢iy. Tokiy lubiny gradai
tinka ir zmoniy maistui. JAV, Ciléje, Peru, Portugalijoje ir kitose valstybése lubiny gridy miltai
naudojami makarony, duonos, konditerijos gaminiy gamyboje, o lubiny baltymy pasta — desry ir

mésos konservy gamyboje [12].
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2 pav. Lubinai (Lupinus) [13]

Lubinai — universaliis ankstiniai augalai. Jy griidai pasizymi auk$ta maistine ir pasarine verte,
zalioji masé gali buti Seriama gyvuliams arba naudojama dirvozemio derlingumui didinti.

Ankstiniy augaly séklose randama 2-3 kartus daugiau baltymy nei varpiniy javy graduose.
Ankstiniy augaly biologiné verté¢ yra labai aukSta, nes 1 jy sudét] jeina visos 8 nepakeiiamos
aminorfigdtys: treoninas, valinas, metioninas, izoleucinas, leucinas, fenilalaninas, lizinas ir
triptofanas. Pagal aminoruigs¢iy kiekj ir kokybe lubinuose esantys baltymai prilygta sojos
baltymams. Skirtumas tas, kad visy lubiny rusiy baltymuose randamas palyginti labai Zemas
baltymy — fermenty inhibitoriy kiekis [14].

Lubinai sukaupia 32 - 46 % baltymy, o kai kurios geltonziedZiy lubiny veislés — net 50 %. Tiek
siauralapiai, tiek geltonziedZziai lubinai uzaugina 3-5 t/ha grudy ir 40-60 t/ha zaliosios masés derliy
[12]. Prie pagrindiniy lubiny sékly komponenty priskiriami ir lipidai, kuriy randama nuo 7 iki 14 %
[14].

Lubinai nereiklts dirvai, reikalauja nedaug traSy, todél energetinés sagnaudos produkcijai gauti
yra maziausios, 0 energetinio efektyvumo koeficientas didesnis negu auginant kitus ankstinius ir
varpinius javus [12].

Lubiny Sakny sistema liemening, itin gerai iSsivysCiusi ir labai Sakota, prasiskverbia giliai |
zeme. Ant Sakny formuojasi gumbeliai, kur gyvena gumbelinés bakterijos. Stiebai tiesiis, briaunoti,
plaukuoti iki 1,5 m auki¢io. Lapai sudétiniai, pirstiski, sudaryti i§ 5-13 lapeliy. Ziedy spalva
skirtinga, nealkaloidiniy veisliy — geltona. Daugiamec¢iai lubinai (Lupinus polyhyllus Lindl.)
apsidulkina kryzmiskai, o baltieji (L. albus L.), geltonziedziai (L. luteus L.) ir siauralapiai (L.
angustifolius L.) yra savidulkiai. Ankstys jvairios morfologijos ir dydzio. Séklos taip pat jvairiy
spalvy, formy ir dydzio [15].
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1.1.4. Lubiny (Lupinus) veislés

Siauralapiy pasariniy lubiny veislé VB Vilniai sukurta LAMMC Vokés filiale individinés
atrankos metodu i§ Rusijos N. Vavilovo augalininkystés instituto kolekcinio pavyzdzio — 3510
Populiacija 113.

Bandymy duomenimis naujos veislés zalios masés derlius svyruoja nuo 41 iki 79 t/ha, sékly nuo
1,7 iki 3,5 t/ha priklausomai nuo agrometeorologiniy salygy. Tai trumpo vegetacijos periodo 87 —
120 dieny, séklinio tipo, pasizyminti greitu augimo tempu visose augimo tarpsniuose, vidutiniskai
atspari grybinéms ligoms veislé.

Daigai nezymiai pukuoti, stiebas Sviesiai zalios spalvos, lapai Sviesiai zali. Stiebas lapuotas,
ziedynas keké susidedanti i§ 15 — 23 baltos spalvos ziedy. Ant augalo uzsimezga nuo 10 iki 25
anks¢iy. Séklos baltai — gelsvos spalvos su $viesiai rusvu rasteliu, matinio blizgesio. 1000 s¢kly
masés svoris svyruoja nuo 136 iki 160 gr.

Veislé universalaus tipo, tinkanti auginti zaligjai trgSai ir paSarams. Baltymy kiekis sékly
sausoje maseje 32,75 %, lastelienos 12,27 %, kalcio 0,28 %, fosforo 0,39 %, kalio 0,99 %, alkaloidy
0,005 %. Lubiny zalioje maséje baltymy 18,44 %, lastelienos 15,20 %, kalcio 0,82 %, fosforo
0,25 %, alkaloidy 0,03 %.

I Europos Sajungos bendrajj zemés tikio augaly veisliy katalogg jraSyta 2006 metais. Autoriai —
Z. Maknickiené, A. Subacius ir kiti [16].

Siauralapiy sideraciniy lubiny veislé VB Derliai sukurta LAMMC Vokés filiale individinés
atrankos metodu i§ Rusijos N. Vavilovo augalininkystés instituto kolekcinio pavyzdzio — 3364
Deter-3.

Bandymy duomenimis naujos veislés Zalios masés derlius svyruoja nuo 54 iki 75 t/ha, sékly nuo
1,6 iki 2,8 t/ha priklausomai nuo agrometeorologiniy sglygy. Tai trumpo vegetacijos periodo (80 —
110 dieny), skai¢iuojant nuo s¢jos iki pilnos brandos, séklinio tipo, pasiZyminti aukStu atsparumu
grybinéms ligoms.

Jauny augaly daigai neZymiai pikuoti, stiebas violetinis, lapai tamsiai zalios spalvos. Lapas
susideda i§ 6 — 9 lapeliy. Stiebas vidutinikai lapuotas. Ziedynas - keké, susidedanti i§ 16 — 19 baltos
spalvos (turinti violetinj atspalvj) ziedy. Ant vieno augalo uzmezgama vidutiniskai iki 25 anksciy.
Séklos — baltos, lygiu pavirsiumi, matinio blizgesio. 1000 sékly masés svoris svyruoja nuo 117 iki
150 gr. Zalios mases sausoje medziagoje vidutiniSkai randama 2,8 % azoto, 1,6 % kalcio, 0,1 %

fosforo, 0,99 % kalio, 1,22 % alkaloidy.
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I Europos Sajungos bendrajj zemés iikio augaly veisliy katalogg jrasyta 2006 metais. Autoré - Z.
Maknickiené [17, 18].

GeltonZiedZiy paSariniy lubiny veislé Trakiai iSvesta tarpveislinio kryzminimo metodu,
sukryzminus veisles Universal X, Akademiceskij 1. Kryzminimai atlikti 1985 metais. Veislés Trakiai
botaniné forma Lupinus luteus var. maculatus.

Jauni daigai gausiai plaukuoti, sticbai §viesiai Zali, lapai tamsiai Zali. Ziedynas — tamsiai
geltonos spalvos keké, sudarytas i$ 30 — 40 Ziedy. Uzmezga nuo 15 iki 45 ank$¢iy ant augalo. Séklos
apvalios, kiek suplotos, pavirsius lygus, blizgesys — matinis. 1000 sékly masés svoris 128 gr.

Vidutinis vegetacijos periodas 105 — 115 dieny. Vidutinikai sékly sausoje maséje randama
42,7 % proteiny, 5,4 % riebaly, 17,2 % lastelienos, 0,005 % alkaloidy. Tai universalaus
panaudojimo veislé, tinkanti auginti tiek zaligjai trasSai, tiek pasarui.

IraSyta j nacionalinj veisliy kataloga 1999 m. Autoré Z. Maknickiené, A. Subacius, J. Lazauskas
[19].

Siauralapiy sideraciniy lubiny hibridinis numeris 1772 (Deter) sukurtas 2005 m.
tarpveislinio kryZminimo metodu bei taikant individualig atrankg. KryZminimai atlikti 2001 metais.
Buvo sukryzmintos sekancios veislés: Vir -2 x N 3288. Tai determinantinio sideracinio tipo
hibridas, pasizymintis trumpu vegetacijos periodu 80 — 85 dienos, kadangi ribotas Sakojimasis
hibrido Zalios mases derlius svyruoja nuo 25 iki 31 t/ha, seékly derlius 2,0 — 2,5 t/ha. Ziedai baltos

spalvos i8déstyti prazanginiu btidu, séklos baltos, matinés [20].

1.2. Kaliaus kultiira ir jos formavimasis

Kalius — tai antrinés meristemos masé nattiraliomis sglygomis aptraukianti pazeistas augaly
vietas ir padedanti joms uzgyti, taip pat susidaranti dirbtinai auginant izoliuotas augalo lasteles ar
audinius in vitro. Kaliaus kultira — tai nespecializuoto augalinio audinio auginimas
maitinamojoje terpéje. Besivystantis kalius praplésia iSorinio audinio sluoksnj ir daZniausiai
formuojasi jo pavirsiuje [21].

Kaliaus audinys yra amorfiné mas¢ ir neturi konkre€ios anatominés struktiros. Priklausomai
nuo prigimties ir augimo salygy jis gali buti skirtingos konsistencijos:

e purus, lengvai dalijamas j atskirus mazus agregatus,

¢ vidinio tankio su rySkiais meristeminiais audiniais,

o tankus, kuriame diferencijuojasi kambario elementai ir vandens apykaitos sistema [22].
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Kaliaus lgsteliy in vitro gavimui, auk$tesniyjy augaly jvairiy organy audiniy fragmentai
dedami ant paruostos mitybinés terpés | mégintuvélius, kolbas, Petri 1€ksteles. Pirminio kaliaus
gavimo procesas in vitro ir persodinamos kultiros kultivavimas reikalauja steriliy salygy, nes
mikroorganizmy sporos pradeda vegetuoti po keliy persodinimy [23].

Kalius gali ilgai augti ir daugintis ant maitinamosios terpés, jei ji kas keletg savaiciy kei¢iama
nauja. Kaliy, kaip purig lasteliy mase, galima skaidyti ir iSskirstyti | daugelj daliy. Dazniausiai
kaliaus lastelés iSlaiko tos rusies augalui budingus pozymius bei savybes. Taciau tai priklauso
nuo kaliaus amziaus, terpés sudéties ir kity veiksniy.

Norint iSauginti augalus i§ kaliaus lasteliy, jos persodinamos ] Kkitokios sudéties
maitinamasias terpes, kurios suZadina jy diferenciacija ir organy susidaryma. Sie procesai labai
priklauso nuo fitohormony balanso terpéje. Kai terpéje daugiau auksiny, formuojasi Saknelés, o
esant daugiau citokininy — virStniy stiebeliai. Biitent Sios dvi fitohormony klasés (auksinai ir
citokininai) laikomos svarbiausiomis augaly regeneracijos tyrimams audiniy kultiiroje. Kiti
fitohormonai (giberelinai, etilenas, abscisiné ragstis, poliaminai, jazmonatai) naudojami reciau
[24].

1.3. p-Galaktozidazé

B-Galaktozidazé yra fermentas, kuris hidrolizuoja D-galaktoziltransferazés polimery likucius,
oligosacharidus arba antrinius metabolitus [25]. B-Galaktozidazé hidrolizuoja B-1—4 laktozés rysj
tarp D-galaktozés ir D-gliukozés [26].

SOt
OH o CHy OH
OH
o] \I."’ S OH
OH
OH
Laktozé
p-Galaktozidazé
CHOH
OH o ©OH CHy OH
OH o oH
OH HO
OH
Galaktoze GIi'ukOZé

3 pav. p—Galaktozidazés veikimas [27]
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B-Galaktozidazé egzistuoja gana pla¢iame pH diapazone: fermentai i§ gryby pH 2,5 — 5/4,
mieliy ir bakterijy fermentai veikia tarp pH 6,0 - 7,0. p-Galaktozidazés randama
mikroorganizmuose (bakterijose, grybuose, mielése), augaluose, ypa¢ migdoluose, persikuose,
abrikosuose, obuoliuose ir gyviiny organuose. Taip pat aptinkama pupelése, ridikéliuose, pupose,
mieziuose, morkose, ryziy dgliuose, lubinuose. B-Galaktozidazés yra augaly audiniuose. Sie
fermentai dalyvauja tokiuose biologiniuose procesuose kaip augaly augimas, vaisiy nokimas ir
laktozés hidrolizé [25].

B-Galaktozidazé daugiausiai naudojama siirio gamybai i$ iSrigy. B-Galaktozidazé suteikia saldy
skonj, kuris gali buti naudojamas kaip ledy, jogurto ir kity pieno produkty priedas. Kitas f-
galaktozidazés taikymas yra pieno produkty gamyba. Nemazai zmoniy netoleruoja laktozés ir negali
suvirskinti pieno arba pieno produkty. Pieno produkty gamyba be laktozés naudojant B—

galaktozidaze suteikia galimybe zmonéms vartoti pieno produktus [28].

1.4. Bioaktyviis junginiali

1.4.1. Chlorofilas ir karotinoidai

Chlorofilas a ir chlorofilas b yra esminiai pigmentai, gebantys $viesos energija paversti |
kaupiama, chemine energija. Saulés radiacijos kiekis absorbuojamas lapuose. Be to, lapuose,
esancio chlorofilo kiekis yra glaudziai susijgs su augalo patiriamu stresu ir senéjimu [29].

Yra keletas chlorofily: a, b, c1, c¢2, d ir bakterijose esantys chlorofilai. Chlorofilo a
(Css5H7205N4Mg ) turi visi fotosintezéje dalyvaujantys augalai, chlorofilo b (CssH70OsNsMQ) turi
aukstesnieji augalai ir Zaliadumbliai. Nors chlorofily a ir b cheminé sudétis yra labai panasi, vis
delto jie skiriasi spalva, paplitimu ir atlickamomis funkcijomis.

Chlorofilas a yra melsvai zalias, chlorofilas b — gelsvai Zalias. Itin paplitgs ir svarbesnis yra
chlorofilas a. Be jo fotosintezé iSvis nevyksta, todél jo turi visi zalieji augalai. Paplitgs ir chlorofilas
b, taciau visuose augaluose jo yra maziau nei chlorofilo a. Trims pastarojo molekuléms vidutiniskai
tenka viena chlorofilo b molekulé, o kartais tas santykis gali siekti 5:1. Bendras chlorofily a ir b
kiekis yra nedidelis: jy daliai tenka maziau nei 1 % sausosios lapy masés. Budinga visy chlorofily
savybé yra ta, kad jie netirpsta vandenyje ir greitai pakinta veikiami Sarmy bei riig§¢iy. Todeél, kad
nepakisty chlorofilas, i§ augaly jj reikia ekstrahuoti neutraliais organiniais tirpikliais — metanoliu,
etanoliu, acetonu.

Svarbiausia chlorofily savybé yra geba sugerti Sviesos spindulius. Chlorofilai intensyviai sugeria

violetinius ir mélynuosius (A = 400 - 470 nm) bei raudonuosius (A = 620 - 700 nm) regimosios

21



Sviesos spindulius, o kity beveik nesugeria. Chlorofily a ir b sugerties spektrai nesutampa. Skiriasi ir
Siy chlorofily Sviesos sugerties koeficientai: raudonuosius spindulius intensyviau sugeria chlorofilas
a, mélynuosius — chlorofilas b [30].

Lapy ekstrahavimas su organiniais tirpikliais ir spektofotometrinis nustatymas tirpale yra
reikalingas pigmenty analizei cheminiais metodais. Sukurti alternatyvis, nedestrukciniai, optiniai
metodai lapy pigmenty (chlorofilo, karotinoidy ir antocianiny) analizei. Sie naujesni metodai yra
nebrangus, greitai atlieckami [29].

Karotinoidai yra nataralas izoprenoidiniai pigmentai, suteikiantys lapams vaisiams, darzovéms
ir géléms savitg geltong, oranzing, kartais rausva spalva, taip pat skirtingg aromata augalams.

Karotinoidai yra komerciSkai svarbiis Zemés tkiui, maisto, sveikatos ir kosmetikos pramonéje
[31]. Jie svarbus augaly dauginimuisi. Karotinoidai reikalingi ir fototropizmui, nes jautriausiai
augalai reaguoja 1 to bangos ilgio (460 nm) Sviesos spindulius, kuriuose intensyviausiai absorbuoja
B - karotinas. Viena 1§ karotinoidy funkcijy — dalyvavimas fotosintezéje. Jie absorbuoja violetinius,
mélynus bei zaliuosius spindulius ir jy energija perduoda chlorofilams. Didziausig Sios energijos dalj
perduoda karotiny (bet ne ksantofily) molekulés. Karotinai taip pat apsaugo chlorofilus nuo
fotooksidacijos. Jau seniai buvo pastebéta, kad yra tiesioginis rySys tarp chlorofily irimo greicio

saulés apSviestame ekstrakte ir karotinoidy kiekio jame [30].
1.4.2. Fenoliniai junginiai

Fenoliniai junginiai yra antriniai metabolitai, kurie yra pentozés fostato, Sikimo riigsties ir
fenilpropanoidiniai dariniai augaluose. Sie junginiai atlieka didele fiziologine ir morfologine svarba
augaluose. StrukturiSskai fenolio junginiai sudaro aromatinj zieds, turintj vieng arba daugiau

hidroksilo pakaity. Junginiai gali bati suskirstyti j keletg grupiy (1 lentelé).

1 lentelé. Fenoliniy junginiy grupés augaluose

Grupés Struktira
Paprastieji fenoliai, benzochinonai Cs
Hidroksibenzenkarboksiragstys Ce—Cy
Acetohinonai, fenilacto rugstys Ce—C,
Hidroksicinamono rtigstis, fenilpropanoidai
(kumarinai, izokumarinai, chromonai, chromenai) CoCs
Naftochinonai Ce—C4
Ksantonai Ce—C1—Cs
Antrochinonai Ce—C2——Cs
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1 lentelés tesinys

Flavonoidai, izoflavonoidai Cs—C3—Cs
Lignanai, neolignanai (Ce—C3):
Bioflavonoidai (C6—C3—Co)2
Ligninai (Ce—Cs)n
Kondensuoti taninai (Ce—C3—Cg)n

I$ jy, fenolio rugstys, flavonoidai ir taninai yra laikomi pagrindiniais fenoliniais junginiais [32].

Fenoliniai  junginiai  pasizymi  Siomis fiziologinémis  savybés:  antialerginémis,
prieSuzdegiminémis, antimikrobinémis, antioksidacinémis, antitrombinémis ir kraujagysles
plecianciomis savybémis.

Fenoliniai junginiai svarbiis augaly vystymuisi ir dauginimuisi. Jie kaip cheminiai signalai
dalyvauja lasteliniy ir tarplasteliniy fiziologiniy procesy valdyme, o kaip vaizdiniai signalai
privilioja vabzdzius. Polifenoliai apsaugo augalus nuo jvairiy patogeniniy mikroorganizmy, Zalingo
UV-B spinduliy poveikio ir oksidacinio streso. Fenoliniy junginiy gausu vaisiuose, darzovése,
gérimuose ir kituose augalinés kilmés maisto produktuose. Fenoliniy junginiy antioksidantinis

aktyvumas jrodytas daugybe in vitro tyrimy [33].
1.4.3. Antioksidantai ir ju charakteristika

Antioksidantai yra junginiai, kurie slopina arba atitolina kity molekuliy oksidacija, slopindami
inicijavimo arba skilimo grandinines reakcijas. Yra dvi pagrindinés antioksidanty grupés -
sintetiniai ir gamtiniai. Sintetiniy antioksidaciniy junginiy fenolio struktiiroje btina jvairas alkilo
grupés pakeitimai. Natiiraliis antioksidantai gali biti fenolio junginiai (tokoferoliai, flavonoidai ir
fenolio riigStys), azoto junginiai (alkaloidai, chlorofilo dariniai, amino riig§tys ir aminai) arba
karotinoidai taip pat askorbo riigstis [34].

Laisvieji radikalai — tai chemiskai aktyviis vienetai (atomas, molekuliy grupé ar jonas), turintys
neporinius elektronus iSorin¢je orbital¢je. Jie yra nestabiliis, trumpos gyvavimo trukmes ir dél to
daZniausiai veikia toje vietoje, kur susidaro. Kai kurie laisvieji radikalai, pavyzdZiui, vandenilio
peroksidas ar azoto oksidas, yra stabilesni, todél gali prasiskverbti per membrang ir paZeisti kitos
lastelés organeles. Laisvieji radikalai lasteléje sukelia DNR grandinés triikkius, baltymy
fragmentacija, lipidy peroksidacija. Jy reiksmé nustatyta daugelio ligy, tokiy kaip cukrinis diabetas,
miokardo infarktas, arterin¢ hipertenzija, katarakta ir kt., vystymosi patogenezéje. Su laisvyjy

radikaly gamyba taip pat siejamas nutukimas bei senéjimas [35].
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Veikiant nattralios aplinkos veiksniams bei sutrikus pusiausvyrai tarp laisvyjy radikaly
susidaro organizme ir ten veikianCiy apsauginiy oksidanty sistemy, gali pasireiksti oksidacinis
stresas, kuris skatina ligy atsiradimg. Oksidacinis stresas pasireiskia ligy metu, kuriy patogenezéje
dalyvauja laisvieji radikalai.

Antioksidantai vitaminas E, B-karotinas, vitaminas C ir kiti gali padéti sumazinti tikimybg sirgti
Sirdies ir kraujagysliy ligomis, saugoti nuo oksidacinio streso. Natiraliy augalinés kilmés

antioksidanty buvimas taip pat jrodytas moksliniais tyrimais [36].
1.4.4. Flavonoidai

Augaluose randami vir§ keturiy tokstan¢iy flavonoidy, remiantis Cs-C3-Ce Sandara, kuri
aptinkama augaluose ir yra suskirstyta j keletg klasiy: antocianinai, flavonai, flavonoliai, flavanonai,
dihidroflavonoliai, chalkonai, flavanai ir proantocianidinai, izoflavonoidai, biflavonoidai ir kiti.

Daug flavonoidy risiy pasitaiko augaluose kartu su hidroksilu, metoksilu, metilo arba glikozilu.
Kartais aromatinés ir alifatinés ragstys, sulfatai, metilenodioksilas arba izoprenilo grupés taip pat
prisideda prie flavonoidy branduolio ir jy glikozidy. Daugeliu atvejy flavonoidai yra randami géliy
vakuolése, lapuose, stiebuose arba saknyse [37].

Flavonoidai yra viena gausiausiy ir svarbiausiy polifenoliniy junginiy grupiy, aptinkamy
augaluose. Flavonoidy aglikono pagrindas yra Cg-C3-Cg struktiira, susidedanti i§ dviejy aromatiniy
benzeno ziedy (A ir B ziedai) sujungty trimis anglies atomais, per deguonies tiltelj suformuojanciais

heterociklinj zieda (C ziedas) (4 pav.)

-
“r

4 pav. Flavonoidy struktiirinis pagrindas [38]
Daugelis tyrimy parodé¢, kad flavonoidai pasizymi biologiniu aktyvumu, t.y. antialerginémis,
antivirusinémis, prieSuzdegiminémis ir kraujagysles plec¢ian¢iomis savybémis. Taciau didZiausias
démesys skiriamas flavonoidy antioksidaciniam aktyvumui, dél jy gebéjimo sumazinti laisvyjy

radikaly susidaryma [39].
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Flavonoidai yra augaly pigmentai, kurie yra susintetinti i§ fenilalanino, daZniausiai suteikia
spalvas géliy ziedlapiams. Jie reguliuoja augaly augima, indukcijg ir geny ekspresijg. Flavonoidai
yra pagrindiniai funkciniai komponentai daugeliui zoliniy ir vabzdziy preparaty naudojamy
medicinos tikslams, pavyzdziui, propolio ir medaus, kurie buvo naudojami nuo seniausiy laiky.

Rekomenduojama flavonoidy paros dozé i§ maisto, ypac vaisiy ir darzoviy, yra 1-2 g [40].
1.4.5. Saponinai

Saponinai yra svarbi augaly antriniy metabolity grupé, kuri yra placiai paplitusi augaluose.
Saponiny pavadinimas yra kilgs i$ lotyny kalbos Zzodzio ,,sapo®, kuris reiskia ,,muilas®. Jy molekules
sudaro glikozilinti steroidai, steroidiniai alkaloidai ir triterpenoidai. Saponiny kiekis ir sudétis gali
zenkliai skirtis priklausomai nuo augalo genetinés sudéties, audiniy tipo, amziaus, fiziologinés
buklés ir aplinkos veiksniy [41]. Daugelis turi farmakologiniy savybiy ir yra naudojami
fitoterapijoje ir kosmetikos pramonéje.

Saponinai gali biuiti suskirstyti ; dvi grupes pagal jy aglikong. Pirmoji grupé susideda i
nesteroidiniy saponiny, kurie yra beveik vien tik vienaskil¢iuose gaubtasékliuose augaluose. Antroji
grupé susideda 1§ triterpenoido saponiny, kurie yra labiausiai paplitusi grupé ir daugiausiai
aptinkama dviskilC¢iuose gaubtaséklivose. Kai kurie autoriai isskiria ir treCia grupe, pavadinta
steroidiniais aminais, kurie klasifikuojami pagal kitus kaip steroidiniai alkaloidai.

Steroidiniai saponinai susideda i$ steroidinio aglikono, C,7 spirostano skeleto, kuris paprastai
sudarytas i§ SeSiy ziedy struktiros (5 pav. A). Kai Kkuriais atvejais, Sviezioje augalinéje zaliavoje
hidroksilo grupé 26-oje padétyje yra glikozidinis rySys ir taip aglikono struktiira lieka pentacikle.
Tai vadinamasis furostano skeletas (5 pav. B). Triterpenoidiniai saponinai susideda i§ triterpenoido

aglikono, kuris susideda i§ C3p skeleto, susidedancio i$ pentaciklés struktiiros (5 pav. C) [42].
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%

5 pav. Saponiny struktiira:
(A) Aglikono skeletas steroidinis spirostanas, (B) steroidinis furostanas,

(C) triterpenoidiniai saponinai
1.4.6. Askorbo ragstis

Askorbo raigstis yra 2,3-dehidro-L-gulono ragsties y-laktonas, vitaminas C [43]. Cheminé

formulé CgHgOg. Natiiralios formos vitaminas yra L - izomeras.

OH

{1

O “H“"?‘_-.'-'Z'-" O

HO OH
6 pav. Cheminé askorbo rugsties struktiira [44]

Askorbo riigstis yra stiprus antioksidantas, nes ji gali atiduoti vandenilio atomg ir susidaro
santykinai stabilts askorbilo laisvieji radikalai. Askorbo riigstis palengvina gelezies absorbcija [45].

Askorbo ragsties aptinkama augaly audiniuose. Ji fotosintezés metu funkcionuoja kaip fermenty
kofaktorius (jskaitant etileno, gibereliny ir antocianiny sintezg) ir kontroliuoja Iasteliy augima [46].

Askorbo riigstis atsakinga uz hormony, neurotransmiteriy sintetinimg ir tam tikry aminortigsciy
ir vitaminy metabolizma. Dalyvauja toksiniy medziagy detoksikacijoje. Askorbo rugstis kaip
antioksidantas reaguoja su histaminu ir peroksidu sumazindama uzdegimo simptomus. JOS

antioksidacinés savybés yra susijusios su vézio rizikos sumazinimu.
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Nors yra daug vitamino C funkcijy, jo vaidmuo sveikatai daugiausiai minimas atsizvelgiant j jo
antioksidacines savybes ir poveiki kovai pries vézj, kraujo spaudimg, imunitetg, vaisty metabolizmo
ir i§siskyrimg su §lapimu i$ hidroksiprolino [47].

Askorbo riigSties daugiausia yra uogose (ypa¢ erSkéciy, juodyjy serbenty), citrusuose,

kopstuose [48].
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2. METODINE DALIS

Tyrimai atlikti Kauno technologijos universiteto Cheminés technologijos fakulteto Organinés
chemijos katedros Biotechnologijos laboratorijoje.

2.1. Tiriamoji medZiaga

Tiriamoji medzZiaga — Lietuvoje iSvestos liucernos veislés:

Antané (Medicago sativa L.),

Birutée (Medicago varia Martyn),

Malvina (Medicago sativa L.),

Zydriiné (Medicago varia Martyn), kurios buvo gautos i§ Lietuvos agrariniy ir misky moksly

centro Zemdirbystés instituto.

Tyrimams taip pat naudotos Lietuvoje i§vestos lubiny veislés ir hibridiniai lubinai:
VB Vilniai - siauralapiai, paSariniai lubinai,
VB Derliai — siauralapiali, sideraciniai (kartieji) lubinai,

hibridiniai — siauralapiai, sideraciniai, determinantiniai lubinai,
Trakiai — geltonziedZiai, pasariniai lubinai. Siy lubiny séklos buvo gautos i§ Lietuvos agrariniy ir

misky moksly centro Vokes filialo.

2.2. Augaly lasteliy maitinamoji terpé

Augaly lasteliy kultiiros kultivavimui bltina maitinamoji terpé ir iSorinés aplinkos faktoriai
(Sviesa, temperatiira). Kultivuojant augaly Igsteles in vitro maitinamoji terpé buvo sudaryta is Siy
komponenty: makroelementai, mikroelementai, geleZies Saltinis, organiniai priedai, anglies Saltinis,
augimo hormonai.

Eksperimento metu naudotos MS (Murashige & Skoog) terpés sudétis (2 lentelé). Svarbus $ios
terpés bruozas yra aukstos nitraty, kalio ir amonio jony koncentracijos. Sudétyje yra mioinozitolis,

nikotino rtigstis, piridoksino hidrochloridas (Bg) ir tiamino hidrochloridas (B;).

2 lentelé. Maitinamosios Murashige & Shoog (MS) terpés sudétis [49]

Reagentai Koncentrr]?;;{a tirpale Koncentracija terpéje
Makroelementai
NHsNO; 33000 1650
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2 lentelés tesinys

KNO3 38000 1900
CaCl,-2H,0 8800 440
MgSO4-7H,0 7400 370
KH,;PO4 3400 170
Mikroelementai

KJ 166 0,83
H3;BO; 1240 6,2
MnSO,4-4H,0 4460 22,3
ZnS0O4-7HL,0 1720 8,6
Na;Mo0O4:2H,0 50 0,25
CuSO, 5H,0 5 0,025
CoCl, 6H,0 5 0,025
Gelezies Saltinis

FeSO,4.7H,0 5560 27,8
Na,EDTA-2H,0 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
Anglies Saltinis

Sacharoz¢ Dedama kietu pavidalu 30000
Agar-agaras 5

Eksperimento metu optimali kultivavimo temperatiira 20 — 22 °C, fotoperiodas — 24 valandos.
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3 lentelé. MS terpés reagenty Kiekis, paimtas i§ pradiniy tirpaly

Reagentai Reagenty Kiekiai reikalingi 1 1 terpés
Makro druskos 50 mi

Mikro druskos 5ml

Fe-EDTA 5ml

Sacharozé 300

Agaras 5¢

Organiniai priedai 4 ml

2.3. Liucerny (Medicago) sékly ir kaliaus kultiiry sterilinimas ir daiginimas

Atliekant tyrimg liucerny séklos sterilizuotos:

2 min 75 % C,HsOH;

15 min mirkant 0,14 % HgCl, tirpale;

3 kartus praplautos steriliu distiliuotu vandeniu.

Darbas buvo atliktas aseptinémis sglygomis laminare ,, TELSTAR BV-100*. Sterilintos
liucernos (Medicago L.) séklos pasodintos j Murashige-Skoog (MS) agarizuota maitinamaja terpe
(pH = 5,7) laminare. Laminaras dezinfekuotas 15 min ultravioletiniais spinduliais bei valytas 70 %
C,HsOH. Daiginta visg parg apsviestoje aplinkoje, esant 20-22 °C temperatiirai. Liucernos
(Medicago L.) sudygo po 7 dieny.

Isskaidytos liucernos (Medicago L.) dalys, t. y. stiebeliai, Saknys ir hipokotiliai pasodintos j Petri
léksteles. Liucernos kaliaus kulttira in vitro auginta maitinamose terpése:

1. MS su 2,4-dichlorofenoksiacto riigstimi (2,4-D) (2 mg/l) ir kinetinu (0,25 mg/l) (MS1) [50];

2. MS su 6-benzilaminopurinu (BAP) (0,5 mg/l), 1-naftilacto ragstimi (NAR) (0,05 mg/l) ir
kinetinu (0,25 mg/l) (MS2).

Tolimesniems tyrimams buvo atrinkta maitinamoji terpé MS su 2.4-dichlorofenoksiacto
ragstimi (2,4-D) (2 mg/l) ir kinetinu (0,25 mg/l).

Siekiant suformuoti liucerny veislés Biruté kaliaus kultiirg iSbandyti 9 sterilinimo biidai:

1 sterilinimo buidas:
1) 2 min 75 % C,HsOH;
2) 15 min 0,14 % HgCly;
3) 3 kartus praplauta steriliu distiliuotu vandeniu.
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2 sterilinimo buadas:
1) 15575 % C,HsOH,;
2) 5min 5%, ACE™;

3) 3 kartus praplauta steriliu distiliuotu vandeniu.

3 sterilinimo buadas:
1) 10 min 0,1 % HgCly;
2) 5min 6 % H,0,;

3) 3 kartus praplauta steriliu distiliuotu vandeniu.

4 sterilinimo budas:
1) 3 min 70 % C,HsOH,;
2) 10 min 10 % NaClIO;

3) 3 kartus praplauta steriliu distiliuotu vandeniu.

5 sterilinimo buadas:
1) 2570 % C,HsOH;
2) 20 min 1 % AgNOsg;

3) 3 kartus praplauta steriliu distiliuotu vandeniu.

6 sterilinimo buadas:
1) 3 min 50 % ,, ACE*;
2) 2 min 75 % C,Hs0OH;

3) 3 kartus praplauta steriliu distiliuotu vandeniu.

7 sterilinimo budas:

1) 2 val. mirkyta steriliame distiliuotame vandenyje;
2) 5 min 1 % HgCly;

3) skalauta 10 % ploviklyje;

4) 30 s 70 % C,HsOH;

5) 20 min 10 % NaClIO;

6) 3 kartus praplauta steriliu, distiliuotu vandeniu;
7) 40 min 0,1 % KMnOs,.
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8 sterilinimo baidas:

1) 24 val. mirkyta steriliame distiliuotame vandenyje;
2) 5 min 1 % HgCly;

3) skalaujama 10 % ploviklyje;

4) 2 min 70 % C,HsOH;

5) 10 min 20 % NaClIO;

6) 3 kartus praplauta steriliu, distiliuotu vandeniu;

7) 40 min 0,1 % KMnO,.

9 sterilinimo buadas:
1) 30 s 70 % C,HsOH;
2) 5 min 15 % NaCIO;

3) 3 kartus praplauta steriliu distiliuotu vandeniu.

Kaliaus kultiira (i$ stiebeliy, hipokotiliy ir $akny) susiformavo po 30 dieny [51]. Nustatyta, kad

liucernos veislé Biruté neformavo kaliaus kulturos in vitro.

2.4. Lubiny (Lupinus) sékly sterilinimas ir daiginimas

Atliekant tyrimg lubiny séklos sterilizuotos:
30 sek. 70 % C,HsOH;
10 min mirkyta 10 % NaClO.

3 kartus praplaunant steriliu distiliuotu vandeniu.

Darbas buvo atliktas aseptinémis sglygomis laminare ,,TELSTAR BV-100%. Sterilintos lubiny
(Lupinus) séklos pasodintos j standarting Murashige-Skoog (MS) agarizuotg maitinamaja terpe (pH=
5,7) laminare. Laminaras dezinfekuotas 15 min ultravioletiniais spinduliais bei valytas 70 %
C,HsOH. Daiginta visa parg apsviestoje aplinkoje, esant 20-22 °C temperattrai. Lubinai (Lupinus)
sudygo po 7 dieny.

Statistinis rezultaty jvertinimas. Gauti tyrimy duomenys buvo pakartoti tris kartus, statistiSkai
apdoroti ir jvertinti, skai¢iuojant standarting vidurkio paklaida [52].

Chlorofilas a, chlorofilas b bei karotinoidai buvo nustatyti po 7 ir 14 dieny lubinuose,
iSaugintuose in vitro MS terpéje. Biocheminiams tyrimams, i$skyrus chlorofilo a ir chlorofilo b bei
karotinoidy kiekiy nustatyma, buvo panaudota sausa iSdziovinta medziaga (45 °C temperatiiroje, 3
val.)
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2.5. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy nustatymas tiriamuosiuose augaluose

Chlorofilo a ir b bei karotinoidy nustatymas augaly audiniuose paremtas optinio tankio
nustatymu spektrofotometru, esant bangos ilgiams:

Chlorofilui a (662 nm);

Chlorofilui b (644 nm);

Karotinoidams (441 nm).

Chlorofilo a ir b kiekio nustatymui 1 g augaly lapy buvo susmulkinti grastuvélyje. Ipilta 15 ml
70 % C,HsOH, sumai$yta iki vientisos masés ir filtruota. Pigmenty i$skyrimas vykdytas etanoliu tol,
kol filtratas prasvieséja. Nufiltruoto ekstrakto taris (30—40 ml) iSmatuotas cilindru. Véliau ekstraktai
praskiesti etanoliu tol, kol optinis tankis praskiesty tirpaly buty nuo 0,1 iki 0,8. Filtratas supiltas j
matavimo kiuvete ir matavimai atlikti spektofotometru, esant 662 nm (chlorofilo a), 644 nm

(chlorofilo b) ir 441 nm (karotinoidams) bangy ilgiams.

Pigmenty koncentracija (mg-I') apskai¢iuojama pagal formules:

Chlorofilo a koncentracija (mg-l'l): Ca=9,784-Dgg> — 0,99 Deaa; 1)
Chlorofilo b koncentracija (mg-l'l): Cp=21,426-Dgas- 4,65 Dggo: 2

Cat+Cp=5,134Dgs,+20,436 Dgaa; (3)
Karotinoidy koncentracija (mg-1™) Crarotinoidai=4,695D441-0,268+(Ca+Cp); 4)

Pigmenty kiekis mg/100g apskaiciuotas pagal formule:

o CV-V,-100
n-V, -1000 )

C — pigmenty koncentracija, mg/l;

V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;

V1 — pradinis ekstrakto tiiris, paimtas praskiedimui, ml;
V, — praskiesto ekstrakto tiiris, ml;

n — augaliné masé, g [53].
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2.6. Baltymy ekstrakcija i§ augaly

Augaliné medziaga iSdZiovinta, pasverta 0,05 g ir panaudojant buferius iSekstrahuoti baltymai.
Augaliné medziaga buvo uzpilta buferiais ir maiSyta vieng valandg bei po to nucentrifuguota 9000
aps/min 20 min 4 °C. Baltymy kiekis apskai¢iuotas i3 kalibravimo kreivés.

Baltymy ekstrakcijai naudoti buferiai:

4 lentelé. Baltymu ekstrakcijai naudoty buferiniy tirpaly sudétis

Eil. Baltymy ekstrakcijai naudojamo Buferinio tirpalo pH
Nr. buferio sudétis

1. 0,1 M glicinas — HCI, 2,6

5 0,1 M CH3COONgag, 9 ml; 4.0

0,1 M CH3COOH, 85 ml;
3 0,1 M CH3COONa, 57 ml; 6.0
' 0,1 M CH3COOH, 5 ml; ’
0,1 M Tris-(hidroksimetil)-
aminometanas — HCI;

5. 0,1 M natrio boratas. 10,0

8,0

Visi turi 0,15 M NaCl.

Kiekvieno buferio buvo paimta po 2 ml, po centrifugavimo paimta 100 pl ekstrakto, pridéta
Bradfordo reagento (2,5 ml). Po 2 minuéiy buvo iSmatuotas optinis tankis esant 595 nm bangos
ilgiui. Baltymy kiekis buvo apskaiciuotas i$ kalibravimo kreivés.

Bendras baltymy kiekis X (mg/100mg) apskai¢iuotas pagal formulg:

_a-v-100

X

Cia:
a — baltymo koncentracija i§ kalibravimo kreivés, mg;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;
V1 — pradinis ekstrakto tiiris, ml, paimtas praskiedimui;

n — augaliné masé, mg [54].
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2.7. Askorbo rigsties kiekybinis nustatymas

Askorbo riigsties koncentracija tirpale gali buti nustatyta daugeliu metodu, labiausiai paplite yra
titravimo su oksiduojanciy agentu metodai. Tam gali buti naudojamas jodas, jodatas, re¢iau N-
bromosukcinimidas [53].

Vitamino C nustatymui buvo pasirinktas metodas, kurio metu askorbo riigstis reaguoty su 2,6-
dichlorofenolindofenolio natrio druskos hidratu (DCIP, DPIP). Metodas pagristas askorbo riigsties
savybe redukuoti mélynos spalvos dazg 2,6-dichlorfenolindofenol;.

| grustuve buvo sudéta nedziovinta zaliava, kuri uzpilta 10 ml druskos rtgsties ir viskas gerai
sutrinta, pripilta dar 40 ml ragsties, viskas sumaiSyta ir filtruota 10 ml filtrato jpilta j 50 ml tdrio
konusing kolbg ir titruota 0,001 N 2,6-dichlorfenolindofenoliu, kol méginys nusidazé $viesiai rausva

spalva. Titruota tris kartus ir iSvedamas vidurkis [55].

2.8. Flavonoidy kiekio nustatymas

I apvaliadugne kolbg jberta 2 g susmulkintos augalinés medziagos, jpilta 20 ml acetono, 2 ml
28 % HCI tirpalo ir virinta 30 min su grjztamuoju Saldytuvu ant verdancios vandens vonelés.
Atvéses hidrolizatas filtruotas j 100 ml talpos matavimo kolba. Nuosédos grazintos j kolba, uzpilta
20 ml acetono ir 10 min virinta ant vandens vonios, po to filtruota j tg pacig matavimo kolba,
acetonu papildyta iki briiksnio. 20 ml ekstrakto praskiesta 20 ml vandens ir ekstrahuota etilo acetatu:
1 kartg — 15 ml ir 3 kartus po 10 ml. Sujungtos virSutinés organinés fazés 2 kartus praplautos po

40 ml vandens, filtruota j 50 ml matavimo kolbg ir skiesta etilo acetatu iki braksnio.

Tiriamasis tirpalas:
I 10,0 ml pagrindinio tirpalo jpilta 2 ml aliuminio chlorido (20 g/l) tirpalo ir papildyta acto

rigsties ir metanolio miSiniu (1:19) iki 25 ml.

Palyginamasis tirpalas:

10,0 ml pagrindinio tirpalo skiesta tuo paciu acto rtgsties ir metanolio mi$iniu iki 25 ml. Po
30 min iSmatuota tirpalo Sviesos sugertis, kai bangos ilgis 426 nm, naudojant palyginamajj tirpala.
Nustatytas flavonoidy kiekis (X, %) apskaiciuotas hiperozidui pagal formule:

Ak
m

X (7)
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%

Cia:
A — tiriamojo tirpalo $viesos sugertis;
k — perskai¢iavimo koeficientas hiperozidui (k=1,25);

m — augalinés zaliavos mas¢, g [53].

2.9. Bendras fenoliniy junginiy nustatymas Folino-Kiokalto metodu

Sausa, susmulkinta augaliné medziaga (0,05 g) pasverta ir | mégintuvélj su ja jpilta 10 ml
acetono (70 %) ir maiSyta termostatuojamajame kratytuve 20 min kambario temperatiiroje. Véliau

centrifuguota 10 min 9000 aps 4 °C. Supernatantas surinktas ir laikytas ant ledo.

Kalibravimo Kkreivés parengimas. Paimta 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100 ul
standartinio tanino ragsties tirpalo, véliau pridéta distiliuoto vandens, kad kiekis mégintuvéliuose
bty 500 ul. | §j tirpalg pridéta 250 ul Folino-Kiokalto reagento ir 1,25 ml natrio karbonato tirpalo.
Sumaisyta ir inkubuota kambario temperattiroje tamsoje. Po 40 min iSmatuota absorbcija pries$ tuscia

meéginj.
Bendras fenoliniy junginiy kiekio nustatymas

Paimta paruosto ekstrakto ir praskiesta vandeniu iki 500 pl. Pridéta j ji 250 ul Folino-Kiokalto
reagento ir tada jpilta 1,25 ml. natrio karbonato tirpalo. Sumai$yta ir matuota $viesos sugertis
tirpalo, esant 725 nm po 40 min. laikymo tamsoje. Apskaiciuotas bendras fenoliy kiekis pagal tanino

rugstj (pagal kalibravimo kreive). Bendras fenoliy kiekis mg/100mg apskai¢iuotas i$ formulés:

_a-v-100
n-v,

X (8)

%

Cia:
a — tanino rugsties koncentracija i§ kalibravimo kreives, mg;
V — pradinis ekstrakto tiiris ml;
V1 — pradinis ekstrakto tiiris, ml, paimtas praskiedimui;

n — augaliné masé, mg [56].
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2.10. Antioksidacinis aktyvumas pries§ 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH) radikala

Augaly ekstrakty antiradikalinis aktyvumas jvertintas matuojant, kiek procenty stabilaus DPPH

radikalo neutralizuoja fenoliniai junginiai.

O,N O,N
R

. |
N

N—N NO, + R —= N—

DPPH* + R* =DHHH -H

NQ,

7 pav. Radikalo DPPH redukcijos reakcija su antioksidantu

Fenoliniams junginiams budingas antioksidacinis aktyvumas dél jy gebéjimo iSaktyvinti
laisvuosius radikalus. Reakcijos metu (7 pav.) antioksidantas atiduoda vandenilj, iSaktyvina
laisvuosius radikalus ir jie tampa stabiliais DHHP — H tipo junginiais.

1 g susmulkintos augalinés zaliavos uzpilta 10 ml metanolio ir homogenizuota 10 min.
Homogenatas centrifuguotas 9000 aps/min 10 minuciy ir supernatantas buvo surinktas.

Tiriamasis tirpalas paruoStas ] meégintuvélj jpilant 0,077 ml paruosto ekstrakto, 3 ml DPPH
etaloninio tirpalo.

Mégintuveélio turinys sumaisytas ir po 15 min laikymo tamsoje pamatuotas tirpalo optinis tankis
prie 515 nm bangos ilgio.

Palyginamasis tirpalas paruoStas i mégintuveli jpilant 0,077 ml metanolio, 3 ml DPPH
etaloninio tirpalo.

Etaloninis DPPH tirpalas paruostas 0,0024 g DPPH radikalo tirpinant metanolyje 100 ml talpos
matavimo kolbutéje. Slopinimas apskai¢iuotas pagal formule

slopinimas, % = —ABA‘ An 100 % (9)

B

Ag — palyginamojo tirpalo absorbcijos dydis;

Anx-tiriamojo tirpalo absorbcijos dydis [57].
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2.11. Saponiny kokybinis nustatymas

1 g susmulkintos augalinés medziagos uzpilta 50 ml vandens, virta 10 min ir perfiltruota.
Atliekamos kokybinés reakcijos:

1. Imami du mégintuvéliai, j vieng jpilta 5 ml 0,1 N HCI, j kitg 5 ml 0,1 N NaOH. | abu
meégintuvélius jlasinami 2-3 lasai saponino tirpalo ir stipriai sumai$yti. Turi susidaryti putos.

2. 12 ml vandeninio ekstrakto jpilta keleta lasy 10 % Svino acetato. Susidaro nuosédos.

3. 12 ml vandeninio ekstrakto jpilta 1 ml. konc. H,SO,4, 1 ml etanolio ir 1 lasas 10 % gelezies
sulfato. Kaitinant atsiranda mélynai-zalia spalva.

4. 12 ml ekstrakto jpilta 1 ml 10 % natrio nitrato tirpalo ir vienas lasas konc. H,SO,4. Atsiranda

raudona spalva [56].

2.12. B-Galaktozidazés enziminis jvertinimas

1 g pavydzio susmulkinta ir ekstrahuota saltame ekstrakcijos buferyje, turin¢iame 0,1 M natrio
citrato pH 4,6 1 M natrio chlorido, 13 mM etilendiamintetraacto ragstis (EDTA), 1 %
polivinilpirolidonas-10 (PVP-10) ir 100 ug/ml fenilmetilsulfonilfluorido (PMSF), kuris jdétas
santykiu 5 ml per vienag grama svorio. Pavyzdziai yra laikomi lede, pastoviai maiSant ir
centrifuguojant 9000 rpm 20 min 4 °C. Supernatantai, turintys p-galaktozidaze laikyti —20 °C.

Kiekvieno buferio imta po 2 ml, po centrifugavimo paimta 100 ul ekstrakto, pridéta Bradfordo
reagento (2,5 ml). Po 2 minuciy matuotas optinis tankis esant 595 nm bangos ilgiui. Baltymy kiekis
apskaiciuotas i§ kalibravimo kreives.

Bendras baltymy kiekis X (mg/100mg) apskaiciuotas pagal formulg:

_a-Vv-100
n .Vl (10)

X

a — baltymo koncentracija 18 kalibravimo kreivés, mg;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;
V1 — pradinis ekstrakti tiiris, ml, paimtas praskiedimui;

n — augaliné masé, mg [54].

Bandymui yra sunaudota 20 ug bendro tirpaus baltymo kiekio. Ekstraktai inkubuoti su 13 mM
4-nitrofenil-p-D-galaktopiranozidu (PNPG) 37 °C 30 min, $viesos sugertis iSmatuota esant 405 nm.

Standartiné kreivé gauta skiedziant 2 kartus 50 mM p-nitrofenolj [58].
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Chlorofilo a ir chlorofilo b bei karotinoidy Kiekio jvertinimas liucernose

Pigmenty (chlorofilo a ir chlorofilo b bei karotinoidy) kiekiams nustatyti buvo naudojami

liucerny daigai, iSauginti maitinamojoje MS terpéje (pH = 5,7) (8 pav.).

140 1306 mCa
2 oChb
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§ OKarotinoidai
' 100 -
g
2 60 - .
o B b B k.
Eﬂ 20 - 16,5 16.6 19,0
-

0 i YEN NS |

Antané Birut¢  Malvina  Zydriiné

Liucernos veislés

8 pav. Pigmenty kiekis skirtingy veisliy liucernose in vitro po 7 dieny:
Ca - chlorofilas a, Cb — chlorofilas b
I$ gauty rezultaty (8 pav.) matyti, kad po 7 dieny liucerny auginimo didziausias chlorofilo a
kiekis buvo nustatytas liucernose Antané, isaugintose in vitro MS terpéje (130,6 + 0,06 mg/100 g),
maziausias Birut¢e — (71,8 £ 0,08 mg/100 g). Didziausias chlorofilo b kiekis buvo jvertintas
liucernose Antané (49,2 + 0,06 mg/100 g), didziausias karotinoidy kiekis - veisléje Antané (37,0 £
0,08 mg/100 g), isaugintose in vitro MS terpéje.
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9 pav. Pigmenty kiekis skirtingy veisliy liucernose in vitro po 14 dieny:
Ca - chlorofilas a, Cb — chlorofilas b

I§ gauty rezultaty (9 pav.) matyti, kad po 14 dieny liucerny auginimo didziausias chlorofilo a
kiekis buvo nustatytas liucernose Zydriné, isaugintose in vitro MS terpéje (76,7 + 0,06 mg/100 g),
maziausias Malvina — (71,8 + 0,08 mg/100 g). DidZiausias chlorofilo b kiekis buvo jvertintas
liucernose Zydriiné (24,6 = 0,06 mg/100 g), didziausias karotinoidy kiekis - veisléje Antané (23,5 +
0,08 mg/100 g), isaugintose in vitro MS terpéje.

3.2. Chlorofilo a ir chlorofilo b bei karotinoidy jvertinimas liucernos kaliaus kultiiroje

Pigmentai taip pat buvo nustatyti liucernos kaliaus kulttirose po 30 dieny, suformuotose in vitro
MS terpéje su 2,4-dichlorofenoksiacto ragstimi (2,4-D) (2 mg/l) ir kinetinu (0,25 mg/l).

Tyrimo rezultatai parodé (10 pav.), kad didziausias chlorofilo a kiekis buvo nustytas liucerny
Zydriiné kaliaus kultiirose i§ stiebeliy (19,4 £ 0,18 mg/100 @), maziausias — veisléje Antané
kultiirose i3 $akny (0,4 + 0,01 mg/100 g), t. y. jo Kiekis buvo 19 mg mazesnis nei veisléje Zydriiné.

40



20

=11}
S 18 mCa
= 16
- Och

Eﬂ 14
- 12 O Karotinoidai
£ 10
=
Z 8
=
£ )
e *? y
g 2 e
& 0 - .

A . ) R SN S

a\'o '_e\@ \é\‘\ \O&b @@ ‘S\.\ ~o‘>® ,;\\\’b @.\
e & & & & E o &
& e & 2 N & e &
F & TN gl
AalR < \‘@} 7N ﬂ;\&

Skirtingy liucernos veisliy kaliaus kultaros

10 pav. Pigmenty kiekis skirtingy veisliy liucernos kaliaus kultiirose

Didziausias chlorofilo b kiekis nustatytas liucerny Malvina kaliaus kulttirose i§ hipokotiliy (7,00
+0,05 mg/100 g), o maziausias - Zydriné kaliaus kultiirose i§ hipokotiliy (0,07 + 0,02 mg/100 g),
t. y. jo kiekis buvo 6,93 mg mazesnis nei Malvina kaliaus kultiirose. DidZiausias karotinoidy kiekis
buvo gautas veisléje Zydriné kaliaus kultirose i§ stiebeliy (14,8 + 0,01 mg/100 g), 0 maZiausias
karotinoidy kiekis — Antané kaliaus kultiirose i§ Sakny (0,3 + 0,07 mg/100 g), t.y. juy kiekis buvo
14,5 mg maziau nei Zydriinéje.

Liucernos daigai pasizyméjo didesniu pigmenty (chlorofilo a ir chlorofilo b bei karotinoidy)
kiekiu nei liucernos kaliaus kultiiros. Didziausias chlorofilo a kiekis buvo jvertintas veisléje
Zydriiné, iSaugintose in vitro Murashige-Skoog (MS) terpéje, kuris buvo 4 kartus didesnis, palyginus

su kaliaus kultiiromis i3 stiebeliy veisléje Zydriine.

3.3. Baltymuy Kkiekio jvertinimas liucernose, augintose MS terpése in vitro

Pirmiausia nubraizyta kalibraciné kreivé, pagal kurig buvo apskaiciuotas bendrasis albumino
kiekis. Paruosti kalibracinei kreivei buvo paimta 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ul standartinio albumino

tirpalo (1 mg/ml) ir iSmatuota Sviesos sugertis. Sudaryta kalibraciné kreivé (11 pav.).
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11 pav. Kalibraciné kreivé albumino kiekio nustatymui

Naudojantis kalibracine kreive (11 pav.) apskai¢iuotas albumino kiekis (12 pav.).
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12 pav. Baltymy kiekis skirtingose liucernos veislése
I$ gauty rezultaty matyti (12 pav.), kad didziausias baltymy kiekis buvo nustatytas liucernose
Antané, iSaugintose MS terpéje (32 + 0,7 %), o mazZiausias - veisléje Zydriné (11 + 0,05 %), t. y. jy
kiekis buvo 3 kartus mazesnis nei veisléje Antané. I8 literatiiros yra zinoma, kad liucernose yra 15 —

22 % zaliyjy baltymy [49].
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3.4. Baltymuy Kkiekio jvertinimas liucerny kaliaus kultiirose, augintose MS terpése in vitro
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13 pav. Baltymy Kkiekis skirtingy liucernos veisliy kaliaus kultiirose

I§ rezultaty (13 pav.) matyti, kad didziausi baltymy kiekiai kaliaus kultGrose buvo nustatyti is
stiebeliy (0,88 + 0,09 %) veisléje Antané, i$ hipokotiliy (0,82 £ 0,06 %) ir i$ Sakny (1,16 £+ 0,05 %)
veisléje Malvina.

Gauti rezultatai (12 — 13 pav.) parodé, kad liucernos daigai in vitro kaupé gerokai daugiau

baltymy nei kaliaus kulttiros.

3.5. Askorbo rigsties kiekio jvertinimas liucernose, augintose MS terpése in vitro
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14 pav. Askorbo riigsties kiekis skirtingu veisliu liucernose
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IS gauty rezultaty nustatyta (14 pav.), kad didziausias askorbo rigsties kickis buvo rastas

liucernose Biruté (70,4 + 0,01 mg/100 g), o maziausias - veisléje Zydriné (28,6 £0,01 mg/100 g),

t. y. jos kiekis buvo 41,8 mg mazesnis nei veisl¢je Birute.
3.6. Flavonoidy kiekio nustatymas skirtingose liucernos veislése

Flavonoidy kiekis liucernose buvo nustatytas pagal hiperozida [53].

3 ]
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15 pav. Flavonoidy kiekio jvertinimas skirtingose liucernos veislése

Tyrimo rezultatai (15 pav.) parodé, kad didziausias flavonoidy kiekis buvo nustatytas liucernose
Malvina, isaugintose in vitro MS terpéje (1,5 £ 0,01 mg/g), o maziausias - veisléje Biruté (0,9 + 0,01

mg/q). I8 literattiros yra zinoma, kad liucernose flavonoidy in vivo yra 10,32 mg/g [59].

3.7. Bendras fenoliniy junginiy kiekio jvertinimas liucernose

Pirmiausia nubraizyta kalibraciné kreivé, pagal kurig buvo apskaiCiuotas bendrasis fenoliniy
junginiy kiekis. Paruosti kalibracinei kreivei buvo paimta 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100

mg/ml tanino riigsties Kiekis, mg/ml ir iSmatuotas optinis tankis. Sudaryta kalibraciné kreivé

(16 pav.).
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17 pav. Bendryjy fenoliniy junginiy Kiekis skirtingose liucernos veislése

IS gauty tyrimo duomeny (17 pav.) matyti, kad didziausias fenoliniy junginy kiekis buvo

nustatytas liucernose Antané, kurios buvo isaugintos in vitro MS terpéje (0,07 + 0,01 mg/100 mg).
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3.8. Bendras fenoliniy junginiy kiekio jvertinimas liucerny kaliaus kultiirose
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18 pav. Bendryju fenoliniy junginiy Kiekis skirtingy liucernos veisliy kaliaus kultiirose

Didziausias fenoliniy junginiy kiekis kaliaus kulttirose (18 pav.) buvo nustatytas i§ stiebeliy
veisléje Malvina (0,036 = 0,005 mg/100 mg), i§ hipokotiliy veisléje Antané (0,024 + 0,005 mg/100
mg), i§ Sakny veisléje Zydriné (0,0092 + 0,001 mg/100 mg).

3.9. Antioksidacinio aktyvumo pries 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH) radikala jvertinimas
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19 pav. Skirtingy liucernos veisliy antioksidacinis aktyvumas
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IS rezultaty (19 pav.) matyti, kad didziausias liucerny antioksidacinis aktyvumas pries DPPH
stabily radikala buvo nustatytas 22,3 + 0,01 % veisléje Zydriné, ty. aktyvumas buvo 3,5 Karto

didesnis nei veisléje Malvina.

3.10. Antioksidacinio aktyvumo pries 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH) radikala
ivertinimas liucernos kaliaus kulturose
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20 pav. Skirtingy veisliy liucernos kaliaus kultiiry antioksidacinis aktyvumas

I§ gauty tyrimo duomeny (20 pav.) matyti, kad didziausias liucerny antioksidacinis aktyvumas
pries DPPH stabily radikalg kaliaus kultiirose buvo nustatytas i§ stiebeliy - 17,58 + 0,07 %, i$
hipokotiliy — 25,13 = 0,02 % veisléje Antané, i§ Sakny - 26,36 + 0,03 % veisléje Malvina.

Liucernos kaliaus kultiiros pasizyméjo didesniu antioksidaciniu aktyvumu nei liucernos daigai.
Didziausias antioksidacinis aktyvumas buvo kaliaus kultirose i$ Sakny veisléje Malvina, kuris 4,14

karto didesnis nei liucernos tos pacios veislés daiguose.

3.11. Chlorofilo a ir chlorofilo b bei karotinoidy jvertinimas lubinuose (Lupinus)

Pigmenty (chlorofilo a ir chlorofilo b bei karotinoidy) kiekiams nustatyti buvo naudoti lubiny

daigai, iSauginti maitinamojoje MS terpéje (pH = 5,7) (21 pav.)
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21 pav. Pigmenty kiekis lubinuose in vitro po 7 dieny: Ca — chlorofilas a, Cb — chlorofilas b

I$ gauty rezultaty (21 pav.) matyti, kad po 7 dieny lubiny auginimo didziausias chlorofilo a
kiekis buvo nustatytas lubinuose VB Derliai, iSaugintuose in vitro MS terpéje (164,9 + 0,01 mg/100
g), maziausias - hibridiniuose lubinuose (57,5 + 0,02 mg/100 g). DidZiausias chlorofilo b kiekis
buvo jvertintas lubinuose VB Derliai — (51,2 + 0,04 mg/100 g), didziausias karotinoidy kiekis -
lubinuose VB Derliai (50,9 + 0,03 mg/100 g), iSaugintuose in vitro MS terpéje.

Lubiny daigai po 7 dieny auginimo pasizyméjo didesniu chlorofilo a, chlorofilo b bei

karotinoidy kiekiu nei liucernos daigai.
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22 pav. Pigmenty kiekis lubinuose in vitro po 14 dieny: Ca — chlorofilas a, Cb — chlorofilas b
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Tyrimo rezultatai parodé (22 pav.), kad didZiausias chlorofilo a kiekis po 14 dieny buvo
nustatytas lubinuose VB Derliai (128,9 + 0,04 mg/100 g), maziausias - veisléje Trakiai (78,4 + 0,03
mg/100 g), t. y. jo kiekis buvo 50,5 mg maZesnis nei lubinuose VB Derliali.

Didziausias chlorofilo b kiekis buvo nustatytas lubinuose VB Derliai (11,6 + 0,02 mg/100 g), o
maziausias — VB Vilniai (6,7 = 0,02 mg/100 g), t. y. jo kiekis buvo 4,9 mg mazesnis nei VB Derliai.
Didziausias karotinoidy kiekis buvo gautas lubinuose VB Vilniai (5,4 + 0,06 mg/100 g), o
maziausias karotinoidy kiekis - hibridiniuose lubinuose (2,7 + 0,03 mg/100 g), t. y. jy kiekis buvo
2,7 mg mazesnis nei VB Vilniai.

Lubiny daigai po 14 dieny auginimo pasizyméjo didesniu chlorofilo a kiekiu nei liucernos

daigai, taciau didesniu chlorofilo b ir karotinoidy kiekiu pasizyméjo liucerny daigai.

3.12. Baltymuy Kkiekio jvertinimas lubinuose, augintuose MS terpése in vitro

Pirmiausia nubraizyta kalibraciné kreivé (11 pav.), kuria naudojantis apskai¢iuotas albumino
kiekis (23 pav.)
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23 pav. Baltymuy kiekio jvertinimas lubinuose

I$ gauty rezultaty matyti (23 pav.), kad didZiausias baltymy kiekis buvo nustatytas lubinuose
Trakiali, iSaugintuose MS terpéje (18,53 + 0,02 %), o maziausias - hibridiniuose lubinuose (4,86 +
0,01 %), t. y. jy kiekis buvo 3,8 karto mazesnis nei hibridiniuose lubinuose.

Gauti rezultatai (pav.) parodé, kad liucernos daigai in vitro kaupé daugiau baltymy nei lubiny
daigai.
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3.13. Askorbo rugsties kiekio jvertinimas lubinuose, augintose MS terpéje in vitro

A
2
1
0 T T T

VB Vilniai VB Derliai Hibridiniai Trakiai

Vitamino C Kiekis, mg/100 g
W

Lubinai

24 pav. Askorbo riigsties kiekis lubinuose

I$ gauty rezultaty nustatyta (24 pav.), kad didziausias askorbo riigsties kiekis buvo jvertintas
lubinuose VB Vilniai (5,28 + 0,01 mg/100 g), o maziausias — VB Derliai (3,52 +0,03 mg/100 g),
t. y. jos kiekis buvo 1,76 mg mazesnis nei lubinuose VB Vilniai.

Didesnis askorbo ragsties kiekis nustatytas liucerny veisléje Biruté nei lubinuose VB Derliai.

3.14. Flavonoidy kiekio jvertinimas lubinuose

Flavonoidy kiekis lubinuose buvo nustatytas pagal hiperozida [53].

oo DI
0

Hibridiniai

VB Derliai

Lubinai

VB Vilniai

0,2 0,4 0,6 0,8
Flavonoidy kiekis, mg/g

25 pav. Flavonoidy kiekio jvertinimas lubinuose
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Tyrimo rezultatai (25 pav.) parodé, kad didziausias flavonoidy kiekis buvo nustatytas
hibridiniuose ir VB Derliai lubinuose, iSaugintose in vitro MS terpéje (0,8 + 0,02 mg/g), o maZziausias -
lubinuose VB Vilniai (0,6 + 0,03 mg/g).

Liucernos daigai pasizyméjo (0,7 mg/g) didesniu flavonoidy kiekiu nei lubiny daigai.
3.15. Bendras fenoliniy junginiy kiekio jvertinimas lubinuose

Pirmiausia nubraizyta kalibraciné kreivé (16 pav.), pagal kurig buvo apskaiciuotas bendrasis

fenoliniy junginiy kiekis (26 pav).
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26 pav. Bendryjy fenoliniy junginiy kiekis skirtingy veisliy lubinuose

IS gauty tyrimo duomeny (26 pav.) matyti, kad didZiausias fenoliniy junginy kiekis buvo
nustatytas lubinuose VB Derliai, kurie buvo iSauginti in vitro MS terpéje (0,064 + 0,04 mg/100 mg).

Gauti rezultatai parodé, kad liucernos daigai in vitro kaupé didesnius fenoliniy junginiy kiekius
nei lubiny daigai.

I$ literatiros yra zinoma, kad siauralapiuose lubinuose (Lupinus augustifolius L.) po 6 dieny

bendryjy fenoliy - (16,61 + 1,13 mg/g sausos medziagos) Zaliaviniy lubiny ir jy daigy [60].
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3.16. Antioksidacinio aktyvumo pries prie§ 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH) radikalg

ivertinimas
Trakiai ‘
_ Hibridiniai |
=
= -
E
=1 VB Derliai
VB Vilniai |
0 10 20 30 40 50 60
Antioksidacinis aktyvumas, %

27 pav. Lubiny antioksidacinis aktyvumas

IS rezultaty (27 pav.) matyti, kad didZiausias lubiny antioksidacinis aktyvumas prie§ DPPH
stabily radikalg buvo nustatytas 51,9 = 0,1 % hibridiniuose lubinuose, t. y. antioksidacinis
aktyvumas buvo 11,9 % didesnis nei lubiny veisléje VB Derliai.

Lubiny daigai pasiZzyméjo didesniu antioksidaciniu aktyvumu nei liucerny daigai. DidZiausias
antioksidacinis aktyvumas buvo nustatytas hibridiniuose lubinuose, kuris buvo 29 % didesnis nei

liucerny veisléje Zydrine.

3.17. Saponiny kokybinis nustatymas

Saponiny kokybinis jvertinimas buvo atliktas su dziovintais lubiny daigais, iSaugintais in vitro

(5 lentelg).
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5 lentelé. Kokybinis saponiny jvertinimas lubinuose

Ekstraktas+
) Ekstraktas+ Ekstraktas+konc. 10 %
Reakcija | Ekstraktas+ 01N Ekstraktas+ H2SO4+ NaNO.+
0,1 N HCI N'aOH Pb(CH3CO0O0); CoHsOH+10 % konc3
Fe,SO, H,SO,
. . . . N Atsirado
VB Vilniai | Nesusidaré | Nesusidare Susidare Nevyko reakcija gelsva
putos putos nuosédos spalva
o idare o Atsirado
VB Derliai | Susidar¢ Susidaré Susidare Nevyko reakcija rausva
putos putos nuosédos spalva
. . o Atsirado
Hibridiniai Susidaré Susidaré Susidare Nevyko reakcija raudona
putos putos nuosédos spalva
. . L Atsirado
Traklal NeSUSIdare NeSUSIdare SU.SldaI‘e Nevyko reakcua elsva
putos putos nuosédos gpalva

IS 5 lentelés matyti, kad 4 i§ 5 reakcijy metu susidaré pozymiai patvirtinantys, kad lubinai

kaupia saponinus (28, 29 pav.). Viena reakcija su koncentruota sieros riigstimi, etilo alkoholiu ir

gelezies sulfatu nevyko.

28 pav. Kokybinis saponiny jvertinimas lubinuose VB Derliai

1 — Ekstraktas + 0,1 N HCI; 2 — Ekstraktas + 0, 1 N NaOH; 3 - Ekstraktas+ Pb(CH;COO),;
4 — Ekstraktas + 10 % NaNOs+ konc. H,SO,
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29 pav. Kokybinis saponiny jvertinimas hibridiniuose lubinuose

1 — Ekstraktas + 0,1 N HCI; 2 — Ekstraktas + 0,1 N NaOH; 3 — Ekstraktas + Pb(CH3;COO),;
4 - Ekstraktas+ 10 % NaNO; + konc. H,SO,

3.18. p-Galaktozidazés enziminis jvertinimas

Pirmiausia nubraizyta p-nitrofenolio kalibraciné kreivé, pagal kurig buvo apskaiciuota fermento
[-galaktozidazés koncentracija. Paruosti kalibracinei kreivei buvo paimtas 0,04; 0,17; 0,34 mg/ml

p-nitrofenolio kiekis ir iSmatuota $viesos sugertis. Sudaryta kalibraciné kreivé (30 pav.).
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30 pav. Kalibraciné kreivé fermento f—galaktozidazés koncentracijos nustatymui

Naudojantis kalibracine kreive (30 pav.) apskaiciuota f—galaktozidazés koncentracija
(31 pav.).
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31 pav. p—Galaktozidazés jvertinimas lubiny séklose

IS gauty rezultaty matyti (31 pav.), kad didziausia B-galaktozidazés koncentracija nustatyta
lubiny VB Vilniai séklose (0,32 + 0,02 mg/ml), maziausia — lubiny VB Derliai séklose
(0,09 £ 0,03 mg/ml).
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32 pav. p—Galaktozidazés jvertinimas lubiny daiguose

Tyrimo rezultatai (32 pav.) parodé, kad didziausia B-galaktozidazés koncentracija nustatyta
hibridiniy lubiny daiguose (0,13 + 0,03 mg/ml), maziausia — VB Vilniai (0,06 + 0,02).

Lubiny séklose nustatytas didesné B-galaktozidazés fermento koncentracija nei jy daiguose.
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Prie§ daiginimg séklaskilciy sienelése yra labai daug galaktozés (71 %) ir arabinozés (20 %)
liekany, o likusi dalis sudaryta i§ nedidelio kiekio gliukozés, uroninés rtigSties ir ramnozés. Po
daiginimo dauguma galaktozés ir arabinozés yra pasalinamos i§ lasteliy sieneliy, lieka daigai, kurie

praturtinti ramnozés, uroninés ragsties ir gliukozés [61].
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REKOMENDACIJOS

Gauti tyrimy rezultatai atlikti laboratorijoje patvirtina, kad lubinuose yra aptinkamas [3-
galaktozidazés fermentas. Nustatyta, kad tinkamiausia augaliné Zzaliava — siauralapiy lubiny
(Lupinus augustifolius L.) veislé VB Vilniai. Technologinio proceso metu naudojama Murashige-
Skoog (MS) maitinamoji terpé (pH =5,7).

Si technologiné schema (2 priedas) skirta i$skirti B-galaktozidazés fermenta i3 lubiny augalinés
zaliavos.

B—Galaktozidazés gamyba yra skirstoma | tris etapus:

1. Fermentacija.
2. Biomasés gavimas.
3. Gryninimas.

Fermentacija. Vamzdynu tiekiamas vanduo ir mineralinés medziagos. Viskas sumaiSoma
neriidijan¢iame plieno rezervuare maiSytuvu (R-1). ParuoSta maitinamoji terpé iScentriniu siurbliu
(S-1) tiekiama j sterilizatoriy (ST-1), kur ji yra sterilizuojama (121 °C temperatiiroje sterilizuojama
15 min, slégis 0,75 atm). Sterilizuota maitinamoji terpé siurbliu (S-2) tickiama j bioreaktoriy (BR-
1). T ji taip pat tieckiamas oras i§ dujy kompresoriaus (DK-1), kuris iS§valomas oro filtre (OF-1) ir
sumaiSomas su amoniaku. I§ bioreaktoriaus pasalintas oras yra filtruojamas oro filtru (OF-2),
susidariusios dujy atliekos (amoniakas, anglies dioksidas, azotas ir deguonis) paSalinamos. |
bioreaktoriy (BR-1) i§ rezervuaro (R-2) patenka lubiny VB Vilniai daigai. Bioreaktoriuje (BR-1)
steriliomis sglygomis 14 dieny auginami siauralapiai lubinai VB Vilniai (22 °C temperatiiroje, pH =
5,7). Siurbliu (S-3) i$ bioreaktoriaus j laikymo rezervuarg (R-3) yra tiekiami uzauginti lubinai su
maitinamaja terpe.

Biomasés gavimas. IS laikymo rezervuaro (R-3) siurbliu (S-4) biomasé tiekiama j disking
centrifugg (DC-1). Po centrifugavimo pasalinamos skystos atliekos, o kieta augaliné medziaga
tiekiama sraigtiniu transporteriu (T-1) j praplovimo filtrg (PF-1), | kurj patenka vanduo skirtas
praplovimui. Kieta medziaga transportuojama sraigtiniu transporteriu (T-2) j dziovyklg (D-1) véliau
sraigtiniu transporteriu (T-3) tickiama j homogenizatoriy (HG-1). Homogenizuota augaliné zaliava
buferiais ekstrahuojama ekstraktoriuje (E-1), tada siurbliu (S-5) tiekiama j disking centrifugg (DC-
2), susidariusios atliekos i$ ekstraktoriaus (E-1) ir diskinés centrifugos (DC-2) patenka i laikymo
rezervuarg i$ kurio pasalinamos.

Gryninimas. Siurbliu (S-6) baltyminis tirpalas i§ rezervuaro (R-5) tickiamas ir gryninamas jony

mainy chromatografingje kolonéléje (C-1), | kurig patenka sterilus vanduo, buferis Tris-
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(hidroksimetil)-aminometanas (Tris), natrio chloridas (NaCl), natrio hidroksidas (NaOH). Skystis
siurbliu (S-7) patenka i laikymo rezervuara (R-6). Tirpalas tiekiamas siurbliu (S-8) ir vykdoma
gelfiltracija (CF-1), i kolonéle paduodamas praplovimo skystis ir eliuentas, pasalinamos atliekos.
Baltyminis tirpalas siurbliu (S-9) tickiama j laikymo rezervuara (R-7), tada vykdomas diafiltravimas
(DF-1), kei¢iamas gelio filtravimo buferis, pasalinamos skystos atliekos. Tada baltyminis tirpalas
tiekiamas siurbliu (S-11) ir yra liofilizuojamas (L-1). Gaunamas paruostas produktas (B-

galaktozidazés fermentas), pasalinamos skystos atliekos.
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ISVADOS

1) Nustatyta, kad didziausi pigmenty kiekiai tiriamuosiuose augaluose buvo:

a) chlorofilo a - 130,6 + 0,06 mg/100 g; chlorofilo b - 49,2 + 0,06 mg/100 g; karotinoidy -
37,0 £ 0,08 mg/100 g liucernose Antané, iSaugintose in Vvitro MS terpéje po 7 dieny
auginimo;

b) chlorofilo a - 164,9 £ 0,01 mg/100 g; chlorofilo b - 51,2 + 0,04 mg/100 g, karotinoidy -
50,9 £+ 0,03 mg/100 g lubinuose VB Derliai, iSaugintuose in vitro MS terpéje po 7 dieny
auginimo.

2) Nustatyta, kad didziausi baltymy kiekiai buvo:

a) liucernose Antané - 32 + 0,07 %, iSaugintose in vitro MS terpéje;

b) lubinuose Trakiai - 18,53 £ 0,02 %, iSaugintuose MS terpéje.
3) Nustatyta, kad didziausi askorbo riigsties kiekiai buvo:

a) liucernose Biruté - 70,4 £ 0,01 mg/100g;

b) lubinuose VB Vilniai - 5,28 + 0,01 mg/100g.
4) Istirta, kad didziausi flavonoidy kiekiai buvo:

a) liucernose Malvina - 1,5 + 0,01 mg/g, iSaugintose in vitro MS terpéje;

b) hibridiniuose ir VB Derliai lubinuose, isaugintuose in vitro MS terpéje (0,8 £ 0,02 mg/g).
5) Gauta, kad didZiausi fenoliniy junginiy kiekiai buvo:

a) liucernose Antané - 0,07 = 0,01 mg/100 mg, iSaugintose in vitro MS terpéje;

b) lubinuose VB Derliali, iSaugintuose in vitro MS terpéje (0,064 + 0,04 mg/100 mg).
6) Istirta, kad didziausias antioksidacinis aktyvumas prie§ DPPH stabily radikala buvo:

a) liucernose Zydriné - 22,3 + 0,01 %;

b) hibridiniuose lubinuose - 51,9 = 0,1 %.

7) Nustatyta, kad didziausias p — galaktozidazés koncentracija buvo lubiny VB Vilniai séklose
(0,32 + 0,02 mg/ml).

8) Pateiktas f-galaktozidazés isskyrimo i$ lubiny (Lupinus) technologinio proceso brézinys.
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PRIEDAI

1 priedas. Technologinés schemos prietaisy Zyméjimas ir pavadinimai

Prietaiso Zyméjimas Prietaiso pavadinimas
R-1 SumaiSymo rezervuaras
R-2-7 Laikymo rezervuarai
V-1-12 Voztuvai
S-1-11 IScentriniai siurbliai
ST-1 Sterilizatorius
DK-1 Dujy kompresorius
OF-1-2 Oro filtrai
BR-1 Bioreaktorius
DC-1-2 Diskinés centrifugos
T-1-3 Straigtiniai transporteriai
PF-1 Praplovimo filtras
D-1 Dziovykla
HG-1 Homogenizatorius
E-1 Ekstraktorius
CK-1 Chromatografiné kolonélé
GK-1 Gelfiltravimo kolonélé
DF-1 Diafiltratorius
L-1 Liofilizatorius
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