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Santrauka

Stevijos augaly kultivavimas yra placiai paplites visame pasaulyje. Sio augalo sudétyje yra natiiraliy
saldikliy, kurie maisto ir gérimy pramonéje daznai naudojami kaip cukraus pakaitalas. Taip pat $io
stevijoje gausu biologiskai aktyviyjy cheminiy junginiy, kurie pasizymi teigiamomis savybémis
Zmogaus organizmui, todél neretai naudojami medicinoje. Did¢jant natiiraliy augaly poreikiui, vis
dazniau agrikultiiroje yra naudojami augaly augimo reguliatoriai. Sios medZiagos padidina derliy,
apsaugo augalus nuo aplinkos sukelto streso ar jvariy vabzdziy bei patogeny. Taip pat vis dazniau yra
atliekamas augaly kultivavimas in vitro badu. Toks auginimo budas leidzia reguliuoti ir sudaryti
sterilias bei optimalias augimo salygas.

Sio darbo tikslas — jvertinti augimo reguliatoriy bei Paenibacillus genties bakterijy jtaka stevijos
augimui in vitro, biologiskai aktyviyjy junginiy ir bioaktyvumo poveikiui. Siame darbe nustatytas
bendra fenoliniy junginiy, flavonoidy, chlorofily a ir b bei karotinoidy koncentracija. Taip pat atliktas
antioksidacinio aktyvumo jvertinimas, naudojant DPPH ir ABTS metodus. Pasirinktas augalas —
Stevia rebaudiana B., buvo atliekamas Sio augalo mikrodauginimas in vitro, pasirinkta WPM
auginimo terpé. Stevijos augalas paveikiamas augimo reguliatoriais: giberelinu, abscizo rugstimi,
paklobutrazoliu, bei bakterijomis — Paenibacillus sp.
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Summary

Cultivation of the stevia plant is globally widespread. Stevia contains natural sweeteners, which are
commonly used in the food and drink industry, often as sugar substitute. Stevia plant also contains a
large amount of bioactive substances that have positive properties for the human body and often used
in medicine. As the demand for natural plants increases, plant growth regulators are increasingly used
in agriculture. These substances increase yields, protect plants from environmental stress or various
insects and pathogens. However, plant cultivation in vitro is becoming more common. This method
of cultivation allows to regulate and create sterile and optimal growth conditions.

The aim of this work was to evaluate the influence of growth regulators and Paeinibacillus spp.
Bacteria on stevia growth in vitro, in terms of biologically active compounds and bioactivity. In this
work, the total amount of phenolic compounds, flavonoids, chlorophylls a and b and carotenoids was
determined. Evaluation of antioxidant activity was also performed using DPPH and ABTS methods.
The selected plant — Stevia rebaudiana Bertoni. For this plant was performed micropropagation in
vitro. The WPM growth medium was selected. Stevia plant was affected by growth regulators:
gibberellin, abscisic acid, paclobutrazol, and bacteria of Paenibacillus sp.
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Santrumpy ir terminy sgrasas
Santrumpos:
WPM — McCown Woody Plant Medium mitybiné terpé;
S.M. — Sausosios medziagos;
DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas;
ABTS — 2,2 -azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonragstis);
PBZ — Paklobutrazolis;
ABR — Abscizo riigstis;

GA — Giberelinas.



Ivadas

Pastaraisiais metais vis dazniau yra naudojami mazai kalorijy turintys bei nattraliis saldikliai.
Prognozuojama, kad jy poreikis ir toliau didés. Nattralis ir sintetiniai saldikliai naudojami maisto ir
gérimy pramongje, kaip cukraus pakaitalas, bei medicinoje, dél teigiamo poveikio sveikatai. Daznas
zmogus labiau linkes rinktis natiiralius produktus, todél vieni placiausiai naudojamy natiraliy
saldikliy — steviozidas ir rebaudiozidas A, kurie yra gaunami i§ Stevia rebaudiana augalo [1].
Steviozidas ir rebaudiozidas A pasizymi iki keliy §imty karty saldesnémis uZ cukry savybémis. Sis
augalas kultivuojamas daugelyje pasaulio Saliy. Be pla¢iai naudojamy saldikliy, stevijoje yra gausu
biologiskai aktyviyjy junginiy, kurie turi teigiama poveikj zmogaus sveikatai.

Biologiskai aktyviis cheminiai junginiai — tai augaluose susidariusios antrinés metabolinés
medziagos, kurios turi teigiamg arba neigiamg jtakg augalui ir Zmogaus sveikatai. Stevijoje gausu
antioksidanty (flavonoidy, fenoliniy junginiy ir kt.), kurie apsaugo augala nuo laisvyjy radikaly
fotosintezés metu, kadangi pasizymi antioksidacinémis savybémis. Sios medZiagos maZina
uzdegimus Zmogaus organizme, gydo vézinius, Sirdies ir kraujagysliy ligy susirgimus [2]. Taip pat
antioksidacinémis savybémis pasizymi stevijos augaluose esanCios pigmentinés medziagos —
karotinoidai, chlorofilai. Karotinoidai kaupia geltonos, oranzinés, raudonas ar violetinés spalvos
junginius. Sie junginiai zmogaus organizme gali biiti paveré¢iami vitaminu A [3]. Chlorofilai pasizymi
zalios spalvos junginiais, kurie absorbuoja energija reikalingg fotosintezés procesui. Taip pat Sios
medziagos zmogaus organizme mazina uzdegimg, gydo zaizdas, apsaugo nuo oksidacijos procesy

[4].

Norint gauti didesn¢ natiiraliy naudingyjy medziagy iSeiga vis labiau yra pleciamas jvairiy augaly
auginimas kontroliuojamose salygose ir naudojamos augaly augima reguliuojancios medziagos.
Kelios i$ jy yra paklobutrazolis, giberelinas, abscizo riigstis, taip pat biologisSkai aktyviyjy junginiy
augaluose susidarymui teigiamos jtakos turin¢ios Paenibacillus genties bakterijos. Taciau iki $iol
néra iStirtas $iy medziagy ir bakterijy poveikis stevijos (Stevia rebaudiana Bertoni) vystymuisi ir
cheminiy medZziagy sintezei.

Tiriamojo darbo tikslas — nustatyti augaly augimo reguliatoriy ir Paenibacillus sp. bakterijy jtaka
stevijos (Stevia rebaudiana Bertoni) vystymuisi, biologiSkai aktyviyjy cheminiy junginiy sintezei ir
bioaktyvumui.

Tiriamojo darbo uzdaviniai:

1. istirti Paenibacillus bakterijos koncentracijos poveikj in vitro iSaugintos saldZiosios stevijos
(Stevia rebaudiana Bertoni) biologiskai aktyviyjy cheminiy junginiy ir fotosintezés pigmenty
sintezei;

2. jvertinti Paenibacillus bakterijos laikymo trukmés poveikj in vitro isaugintos saldZiosios stevijos
(Stevia rebaudiana Bertoni)) biologiskai aktyviyjy cheminiy junginiy ir fotosintezés pigmenty
sintezei;

3. isanalizuoti Paenibacillus bakterijos koncentracijos ir augimo reguliatoriy abscizo riigsties
(ABR), giberelino (GAs+7) ir paklobutrazolio (PBZ) poveikj in vitro iSaugintos saldziosios
stevijos (Stevia rebaudiana Bertoni) biologiSkai aktyviyjy cheminiy junginiy ir fotosintezés
pigmenty sintezei.



1. Literatiiros apZvalga

Sparciai besivystanCioms maisto ir medicinos pramonés Sritims, skiriamas vis didesnis démesys
augaly derliaus didinimui, sveikatai naudingyjy medziagy iSskyrimui i$ jy. Todél labai svarbu istirti
jvairius augalus, suzinoti jy cheming sudétj bei savybes, atlikti tyrimus, kurie leisty pagerinti Siy
augaly vystymasi ir padidinti panaudojimo galimybes.

1.1. Stevijos (lot. Stevia rebaudiana Bertoni) apibiidinimas

Stevija (Stevia rebaudiana Bertoni) — tai vaistazolé, daugiametis kriimas, priklausantis astriniy
(Asteraceae) $eimai. Siai $eimai priklauso daugiau kaip 200 stevijos rasiy, kelios i jy: S. rebaudiana,
S. plummerae, S. salicifolia, S. ovata, S. eupatoria, S. micrantha, S. lemmoni, S. viscida, S. crenata ir
kt. [5]. Stevija yra kilusi i§ Piety Amerikos $aliy: Paragvajaus, Brazilijos ir Argentinos [6]. Pirmg
kartg Sis augalas botaniSkai aprasytas 1899 m. mokslininko Santiago Bertoni. Stevia rebaudiana ir
kitos stevijos riiSys gali uzaugti iki 1 m aukscio krimy, $iy augaly Saknys pasizymi dideliu Sakotumu
ir sumedéjusiu stiebu [7]. Rudenio laikotarpiu pradeda zydéti baltais, smulkiais ziedais (zr. 1.1 pav.)

[8].

|
v ‘-"'

1.1 pav. Stevijos augalo besiskleidziantys ziedai [9]

Praéjus keliems ménesiams po Zydéjimo pilnai susiformuoja sé€klos, kurioms sudygti optimali
temperatiira siekia 20 °C laipsniy [6]. Brestant stevijos augalo séklai, ji dazniausiai buina Sviesios
spalvos, sékla subresta per 45-60 dieny ir patamséja [9]. Sio augalo séklos pasizymi susiformavusiais,
viename sé¢klos gale, plaukeliais (Zr. 1.2 pav.). Sie plaukeliai, dar vadinami tseliai, leidzia s¢kloms
placiai pasklisti po dirvozemj. Taciau séklos yra labai smulkios ir sunkiai prisitaiko prie aplinkos,
todél stevijos sékly daigumas siekia tik iki 50 % [9].
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1.2 pav. a) brestanti ir b) subrendusi stevijos augalo sékla [9]

Daugiausia stevijos augaly auga kalnuotose pusiau drégnose vietovése, kuriose yra rausvo molio
dirvozemis. Tokio dirvozemio pH 6,5-7,5. Taip pat pastebéta, kad stevijos augalai netoleruoja Zemy
ziemos temperatiiry, todél puikiam augimui oro temperatiira gali svyruoti nuo 15 °C iki 30 °C laipsniy
[7]. Nors natiiraliai stevija randama Piety Amerikoje, tadiau jy auginimas sékmingai ple¢iamas
visame pasaulyje bei atliekami jvairis $io augalo tyrimai. Komerciskai auginama dél sudétyje esanciy
natliraliyjy saldikliy — steviolio glikozidy. Vieni i§ placiausiai naudojamy steviolio glikozidy yra
steviozidas, kuris sudaro iki 80 % visy steviolio glikozidy stevijoje, ir rebaudiozidas A, kuris sudaro
iki 10 % visy steviolio glikozidy stevijoje [10]. Sio augalo sausy lapeliy milteliuose steviozidas
sudaro iki 20 %, o rebaudiozidas A iki 4 % [10-12]. Sie junginiai yra kelis §imtus karty saldesni uz
cukry: steviozidas iki 300 karty, o rebaudiozidas iki 450 karty saldesnis uz sacharozg [10]. Be Siy
saldikliy sausuose stevijos lapeliy milteliuose yra ir kity saldikliy: rebaudiozidas C, D, E, F,
dulkozidas A, steviozidas, rubusozidas. Taciau jy bendras kiekis stevijos lapeliy milteliuose gali siekti
tik iki 2 % [11]. IS augalo lapy iSgauti saldikliai pla¢iai naudojami maisto ir gérimy pramon¢je kaip
skonio stipriklis. Steviolio glikozidai pagal galiojancius reglamentus yra Zymimi E 960, o jy kiekiai
yra ribojami. Galiojantis Komisijos Reglamentas (EB) Nr. 1333/2008 nurodo leistinus naudoti
steviolio glikozidy kiekius jvairiuose maisto produktuose, o galiojan¢iame Komisijos Reglamente
(ES) Nr. 2016/1814 steviolio glikozidai apibiidinami kaip baltos arba Sviesiai geltonos spalvos
milteliai, mazdaug 200-350 karty saldesni nei sacharozé (kai sacharozés ekvivalentiSkumas 5 %) [13].

Nuo senyjy laiky stevijos lapai buvo naudojami medicinoje, létiniy ir nelétiniy ligy gydymui:
diabetui, nutukimui, uzdegiminei zarnyno, $irdies ir kraujagysliy, danty éduoniui, véziui, inksty ir
kity ligy gydymui [14]. Todél ir Siais laikais vis daugiau yra atliekama tyrimy, kurie parodo Sio augalo
teigiamg poveik] sveikatai.

Per pastaruosius 50 mety cukraus suvartojamas zenkliai iSauges. Taip pat padidéjo ir sveikatos
problemos susijusios su per dideliu cukraus suvartojimu. Ne vienerius metus mokslininkai bandé
jrodyti, kad suvartoto cukraus kiekis yra glaudziai susij¢s su nutukimu bei rizika susirgti cukriniu
diabetu. Moksliniais tyrimais jrodyta, kad daugiau suvartojus 10 proc. daugiau cukraus kiekio nei
rekomenduojama, padidina Sirdies ir kraujagysliy ligy, cukrinio diabeto, nutukimo, burnos ertmés
ligy, nealkoholinés riebaly kepeny ligos, kognityviniai sutrikimai ar net vézinius susirgimy rizika
[15]. Diabetas ir vir§svoris padidina létiniy ligy sergamumg ir asmeny mirtinguma [16]. SprendZiant
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susirgimo pavojy buvo sugalvota ir priimta naudoti cukraus pakaitalg — saldiklius. Nustatyta, kad kali
kurie saldikliai yra kalorijy neturin¢ios medziagos [17]. Pastebéta, kad vartojant maistg, kuriame yra
steviolio glikozidy, sumazéja kraujyje cukraus bei insulino kiekiai [4]. Taip pat mazina kraujo
spaudimg, mazina vézinius susirgimus, gerina inksty funkcionavima, mazina nutukima, apsaugo
dantis nuo éduonies bei Zarnyng, nuo uzdegiminiy ligy [14]. Be steviolio glikozidy stevijoje gausu ir
kity biologiskai aktyviyjy cheminiy medziagy, kurios naudingos zmogaus sveikatai. Kurj laikg, nuo
1991 m., saldikliai buvo uzdrausti vartoti Amerikoje, dél neigiamo poveikio Zzmoniy sveikatai. Buvo
istirti keletas sintetiniy saldikliy ir jrodyta, kad jie gali sukelti smegeny auglj, Slapimtakiy vézj ir kitas
ligas [18], taCiau pradéjus tirti natdralius saldiklius, pavyzdziui, tokius kuriuos galima iSgauti i$
stevijos augalo, buvo patvirtinta jo nauda ir netoksiSkumas zmogaus organizmui [ 19]. Todél nuo 2008
m. Amerikoje pradéta placiai naudoti steviolio glikozidai, ypa¢ gérimy pramon¢je. Stevija pradéta
laikyti funkcinio maisto komponentu [20].

Pradéjus leisti vartoti steviolio glikozidus padidéjo stevijos augaly poreikis visame pasaulyje.
Pradétas plésti Sio augalo kultivavimas. Daznai didinant augaly derlius yra naudojami jvairiis
pesticidai, augaly augimo reguliatoriai, kurie skatina augaly augima bei vystymasi, apsaugo augalus
nuo aplinkos sukelto streso ar jvairiy patogeny bei vabzdziy. Natiraliai augaluose susidaro
medziagos, kurios atsakingos uz augalo vystymasi. Daznai Sios medziagos yra augaly hormonai.
Vieni hormonai skatina, kiti prie§ingai, neleidZia augalui formuotis. Siy medZiagy balansas yra
svarbus faktorius augaly augimo procesuose. Be augaly hormony yra jvairiy bakterijy, kurios taip pat
turi didele jtakg augalams formuoti. Iki Siol dar néra iStirta, kokig jtakg Paenibacillus genties
bakterijos bei augaly augimo hormonai, tokie kaip giberelinas, paklobutrazolis ar abscizo riigstis, turi
stevijos augalui augti.

1.2. Biologiskai aktyvieji cheminiai junginiai stevijoje

Biologiskai aktyvieji cheminiai junginiai — tai biologinj aktyvuma turin¢ios medziagos, kurios
dalyvauja jvairiuose biologiniuose procesuose. Tai dazniausiai yra antrinés metabolinés medziagos.
Daugelis tokiy junginiy turi teigiamg poveikj zmogaus organizmui bei augalams, todé¢l yra vertinami
ir naudojami farmacijos, maisto, gyviiny pasary ir zemes iikio pramonéje. Biologiskai aktyviyjy
cheminiy junginiy gausu augaluose, vaisiuose. Siy junginiy Zmogaus organizmas gauna vartodamas
augalinj maista.

Stevijoje gausu jvairiy antioksidanty bei pigmentiniy medziagy, kurios susidaro augalo augimo
procesuose. Antioksidacinémis savybémis pasizymi fenoliniai junginiai, flavonoidai, taip pat ir
fotosintezés pigmentai: chlorofilai, karotinoidai. Fotosintezés metu susidaro pigmentinés medziagos,
kurios augalui ar jo vaisiams suteikia spalva. Chlorofilai atsakingi uz zalig ar mélynai Zalig spalva,
tuo tarpu karotinoidai pasizymi oranzine, geltona ar raudona spalvomis. Nors stevijoje be Siy
medziagy yra ir kity biologiSkai aktyviyjy cheminiy junginiy, taciau fenoliniai junginiai, flavonoidai,
chlorofilai ir karotinoidai yra vieni i§ svarbiausiy [21].

Antioksidantai yra svarbiis biologiSkai aktyvils cheminiai junginiai saugantys Zmogaus organizmag
nuo radioaktyviyjy daleliy. Laisvieji radikalai paveikdami gyvasias organizmo lasteles jas
modifikuoja ar pazeidzia. Pazeistos lgstelés neatlieka savo funkcijy ir neapsaugo zmogaus organizmo.
Daznai dél Sios prieZasties i§sivysto véZiniai susirgimai, nes jvyksta DNR struktiiros poky¢iai ar
lipidy peroksidacijos procesai [22]. Radioaktyviosios dalélés dazniausiai atsiranda, kai medZiagos
yra paveikiamos jvairiomis spinduliuotémis. Tuo metu susidaro reaktyvioji dalelé, kuri greitai
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reaguoja su kitais junginiais, sudarydama reakcijy granding ir zmogaus sveikatai pavojingus
junginius. Sig grandinine reakcija gali nuslopinti antioksidantai, prie savo struktiiros prisijungdami
laisvuosius radikalus [23]. Dél Sios priezasties antioksidantai yra labai svarbiis biologiskai aktyviis
cheminiai junginiai zmogaus sveikatai. Maisto pramongje antioksidantai, stabdydami jvairias
nepageidaujamas reakcijas, naudojami maisto produkty galiojimui prailginti.

1.2.1. Fenoliniai junginiai

Polifenoliniai junginiai yra antriniai augaly metabolitai. Skirtingi jy kiekiai randami visuose
augaluose ir vaisiuose. Fenoliniy junginiy kiekis jvairiuose vaisiuose vidutiniskai gali siekti iki 15 %
S.M. [24]. Sie junginiai pasizymi prie§vézinémis savybémis, padeda gydyti cukrinj diabeta bei
18vengti kraujagysliy ir Sirdies ligy. Polifenoliai pasiZymi antioksidacinémis savybémis, jy struktiira
leidzia sumazinti laisvyjy radikaly aktyvuma.

Sie biologiskai aktyviis cheminiai junginiai yra vandeniliy arba elektrony donorai, todél stabilizuoja
ir delokalizuoja neporin; elektrong, taip uzbaigdami grandining laisvyjy radikaly reakcijg,
suformuodami chelatus [25]. Todél laisvieji radikalai nebegali neigiamai paveikti sveiky organizmo
lasteliy. Nors kai kurie sintetiniai antioksidantai padeda apsaugoti organizmg nuo laisvyjy radikaly
poveikio, taciau daznai pasizymi neigiamomis savybés Zzmogaus organizmui. Tuo tarpu naturalis
antioksidantai tokiomis neigiamomis savybémis nepasizymi ir yra saugiis bei labiau vertinami. Be
laisvyjy radikaly apsaugos, fenoliniai junginiai atlieka ir kitas apsaugines funkcijas: sustiprina
imuning sistema, naikina patogeninius mikrobus [25].

Fenoliniai junginiai maisto pramonéje naudojami ne tik praturtinant maisto produktus biologiskai
aktyviomis cheminémis medziagomis, bet taip pat jic leidzia prailginti produkto galiojimo laika,
kadangi Sie junginiai stabdo riebaly degradacija, gaunami aukstesnés kokybés produktai.

Augaluose fenoliniai junginiai atlieka apsauging ir gynybing funkcijg pries ligas ir patogenus [ 26-
28]. Mokslininky atliktais tyrimais nustatyta, kad Siy junginiy kiekis stevijoje gali siekti iki 61,50
mg/g galo ragsties ekvivalentu [29]. Vieni i§ daugiausiai susidaran¢iy fenoliniy junginiy stevijoje yra
fenolinés riigStys bei flavonoidai. Chlorogeniné rtigstis ir jos dariniai yra fenolinés riigStys, i§ kuriy
33 aptinkamos stevijoje. Keletas i Sio augalo lapy etanolinio ekstrakto iSskirty fenoliniy riigs¢iy yra
trans-5-O-kafeoilchino ragstis, 3,5-dikafeoilchino ragstis, kaempferol-7-O-diheksozidas ir kt. [30].
Tuo tarpu net 22 junginiai iSskirti i$ etanolinio stevijos lapy ekstrakto ir identifikuoti kaip flavonoidai:
rutinas, dikafeoilchino rtigsties izomeras, apigenin-7-O-heksozidas ir kt. [30].

1.2.2. Flavonoidai

Flavonoidai junginiai yra antriniai augaly metabolitai, kurie randami vaisiuose ir darzovése. Sie
junginiai augaluose daZniausiai randami glikozido susijungusio su cukrais forma. PavyzdZziui,
gliukoze, galaktozé, ramoze, arabinoze, ksiloseé ar rutinozé konjuguotai prisijungusi prie glikozido
vienos ar keliy fenolinés hidroksi- grupés [24].

Flavonoidai turi stipry apsauginj poveikj, apsaugantj zmogy nuo jvairiy ligy. Sie junginiai veikia kaip
prieSvirusinés, prieSalerginés, prieSveézinés priemonés [31]. Augaluose flavonoidai atsakingi uz
augaly aklimatizacijg. Jie sintetinami skirtingose augalo dalyse, suteikia augalui spalva ir kvapa, taip
pat padeda jam vystytis ir augti [32]. Augalo viduje flavonoidai veikia kaip signalinés molekulés,
detoksikantai, antimikrobiniai junginiai [33].
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Mokslininky atliktais tyrimais nustatyta, kad stevija paveikus azoto tragSomis didziausia bendroji
flavonoidy koncentracija gali siekti 104,03 mg/g S.M. [34]. Taip pat nustaté, kad luteolin-7-O-
gliukozidas yra pagrindinis flavonoidas stevijos augaluose, kuris sudaro iki 74 % bendra flavonoidy
kiekj [34]. Stevijos lapy etanoliniame ekstrakte aptinkama net 22 skirtingi flavonoidai [30].

1.2.3. Fotosintezés pigmentai

Fotosintezés metu susidaro pigmentinés medziagos. Sios medziagos suteikia augalui ar jo vaisiams
budingg spalvg. Chlorofilai sudaro Zalius ar mélynai Zalius, o karotinoidai — oranzinius, geltonus ar
raudonus junginius. Chlorofilai labai svarbis augalams, dél savo gebéjimo sugerti saulés Sviesos
energija ir ja panaudoti fotosintezés vykdymui [25]. Tai pagrindiniai fotosintezés pigmentai, susije
su augimo potencialu ir produktyvumu [36]. Karotinoidai, absorbuodami mélyng ir zalig §viesa,
pavercia ja energija ir perduoda chlorofilams, kas padidina fotosintezés efektyvuma augale [37].

Alexieva ir kt. nurodé, kad karotinoidai yra antioksidantai, apsaugantys augaly lgsteles nuo patiriamo
streso [38]. Taigi, fotosintezés pigmentai parodo augalo bukle ir produktyvumg. Augalui pradéjus
keisti spalva, galima suprasti, kad augalas patiria biotinj ar abiotinj stresa: vandens, maistiniy
medziagy, Sviesos trikumg, vambzdziy ar kity padariniy padarytas zaizdas ir sukeltas ligas. Augalui
patyrus stresg padidéja karotinoidy koncentracija ir sumazéja chlorofily koncentracija, todél augalai
dazniausiai  pageltonuoja.  Siy  pigmentiniy  medziagy  koncentracijos  nustatomos
spektrofotometriniais arba didelio efektyvumo skys¢iy chromatografiniais metodais [39, 40].

Chlorofilas, kaip svarbiausias ir gausiausias fotosintezés proceso pigmentas, absorbuojantis Sviesa,
yra esminis veiksnys optimaliam augaly augimui. Chlorofilo a ir b tinkamas santykis uztikrina
efektyvy fotosintetinio aparato veikimag [41]. Optimalus chlorofilo a ir b santykis, kuris paprastai yra
3:1, uztikrina maksimaliai efektyvy fotosintezés procesa, o tuo paciu pasiekiamas didziausias augalo
produktyvumas [42]. Chlorofily koncentracija augaluose gali biiti nustatoma fluorescensiniais
metodais. Moksliniais tyrimais jrodyta, kad fotosintezés metu padidinus $viesos intensyvumg
chlorofily kiekis augaluose padidé€ja [43]. Svarbiausi parametrai yra augaly ekstrakto paruoSimas,
naudojamas tirpiklis, temperatiira, slégis ir laikas. Mokslininky atlikti tyrimai parod¢, kad chlorofilo
a stevijoje gali susidaryti iki 2,5 umol/g, chlorofilo b — iki 1,8 umol/g, o karotinoidy — iki 0,8 mg/g
Sviezios masés [44].

1.3. Augaly mikrodauginimas in vitro

Mikrodauginimas — tai greitas pasirinkto augalo dauginimas naudojant in vitro kulttros metodus.
Augaly audiniy kultiiros potencialas yra gerai pripazintas, nes jis didina zemés iikio produkcijg. Nors
dauginimas padeda didinti augaly kultiira per trumpg laikg ir uZtenka mazo pradinés medziagos
kiekio. Nors pats mikrodauginimo procesas yra pigus, tafiau patalpy jrengimas §iam procesui —
brangus. Mikrodauginimui atlikti reikalingos ypatingai sterilios salygos, irengtos patalpos su tam
pritaikytais jrenginiais, taip pat naudojami gryni reagentai, steriliis vienkartiniai ar pakartotinai
sterilizuojami daugkartiniai indai. Mokslininkai atliecka vis daugiau tyrimy, norédami pagerinti
mikrodauginimo metodus, padidinti norimy augaly derliy, sumazinti $io proceso ir patalpy jrengimo
kaina. Mikrodauginimo in vitro privalumai: spartus dauginimo greitis, mazi cheminiy medziagy
sunaudojimo kiekiai, nedidelio ploto reikalaujantis procesas, didelis augaly Saknijimasis ir
iSgyvenimo procentas, visapusiskai reguliuojamas procesas, uztikrinama saugi ir sterili aplinka. I§
pradziy augaluose kurie yra mikrodauginami atsiranda tam tikri morfologiniai poky¢iai, taciau laikui
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bégant jie mazéja [9]. Augaly fenotipy skirtumas gali biiti laikomas laikinu arba nuolatiniu. Laikini
poky¢iai apima padidéjusj Sakojimasi, didesnj jautruma ligoms ir vienodo atsako j dirgiklius trikuma.
Tokiu biidu padaugintus augalus reikia stebéti, tam kad gauti ilgalaikius duomenis apie jy augima,
i8likima, derlinguma ir atsparumg ligoms lauko salygomis, nes yra dar labai nedaug informacijos apie
daugelj augaly.

1.4. Paklobutrazolis

Ivairiy augaly derliui padidinti vis daZniau yra naudojami augaly augimo reguliatoriai. Sie
reguliatoriai ne tik padidina ar sumazina augaly vystymasi, bet neretai padidina augalo atsparuma |
patiriamg aplinkos stresg, apsaugo nuo kenkéjy ir jvairiy patogeny.Vienas i§ placiai naudojamy
triazolo grupés augaly augimo reguliatoriy yra paklobutrazolis. Sio junginio cheminé struktiriné
formulé pateikta 1.3 paveiksle.

CH;OH

|
CH; —(Ij—CH—(le—CHz —O—m

CH; /N\

1
NN

1.3 pav. Paklobutrazolio cheminé strukttriné formulé [45]

Paklobutrazolis — tai sintetinis augimo reguliatorius. Sis triazolo grupés junginys yra gaunamas
keliais biidais. Vienas i$ keleto ir daznai naudojamo paklobutrazolio sintetninimo metody yra vykdant
1,2,4-triazolo ir 1-chloro-3,3-dimetil-2-butanono kondensacijg. Susidares junginys 1-(3,3-dimetil-2-
oksobutil)-1,2,4-triazolas toliau kondensuojamas su 4-chlorobenzaldehidu ir taip gaunamas
paklobutrazolis, kuris véliau yra kristalizuojamas ir gryninamas jvairiais tirpikliais [46]. Vieni i$
dazniausiai naudojamy ir rekomenduojamy paklobutrazolio gryninimui tirpikliy yra etanolis arba
acetonitrilas.

Keletas mokslininky tyré paklobutrazolio termodinamines savybes ir tirpumg jvairiuose organiniuose
tirpikliuose: toluene, 1,4-dioksane, acetone, 1-butanolyje, n-propanolyje, etanolyje, izopropanolyje,
acetonitrile, etilo acetate. Tyrimais jrodyta, kad keliant temperatiirg tiriamosios medziagos tirpumas
did¢ja ir didziausig tirpumg pasiekia panaudojant tolueno tirpiklj, esant 318 K (45 °C) temperatirai
[46]. Sis Xinbao Li ir kt. mokslininky atliktas bandymas leidZia pasirinkti tinkamg tirpiklj ir
temperatiirg norint optimizuoti paklobutrazolio gryninimo procesa.

Triazolai pasiZymi fungicidinémis ir augaly augimg reguliuojanciomis savybémis. Paklobutrazolis
yra zinomas kaip antagonistas augaluose natiiraliai esantiems hormonams giberelinui ir abscizo
rugsciai [46, 47]. Jis veikia inhibitoriskai giberelino biosinteze, sumazindamas tarpmazginj stiebo
augima, taip augalas jgauna stambius, tvirtus stiebus, todél augalai uzauga zemesni bei tvirtesni. Taip
pat paveikus paklobutrazoliu padidindamas Sakny augimo greitis, kuris lemia ankstyva gausy derliaus
susiformavima [46].
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Mokslininky atliktais tyrimais nustatyta, kad mazos koncentracijos paklobutrazolio tirpalas (26 uM)
nepaveikia kai kuriy augaly lasteliy augimo. Taciau padidinus §io junginio koncentracijg iki 52 uM
ir daugiau lagsteliy augimo greitis smarkiai sumazéjo [47]. Taip pat kiti mokslininkai tyrinéjg
paklobutrazolio jtaka augalui, nustaté, kad Sis junginys ne tik slopina augaly stieby augima, didina
Sakny augimo greitj, bet ir apsaugo augalg nuo grybeliy ir patogeniniy bakterijy [46], o svarbiausia
padidina tolerancijg biotiniui ir abiotiniui stresui [48]. Nustatyta, kad PBZ apsaugo augalg nuo
aplinkos sukelto streso padidindamas antioksidacinj aktyvuma arba sumazindamas oksidaciniy
fermenty aktyvuma augalo viduje [48]. S. Moradi ir kt. mokslininkai tyré granaty daigy atsparumag
po sukelto 7 valandy -3 °C temperatiirinio streso, naudodami skirtingos koncentracijos
paklobutrazolio tirpalg purskiant lapus arba drékinant dirva Siuo tirpalu. Tyrimo metu nustate, kad
paklobutrazolis padidino atsparumg sukeltam stresui, santykini chlorofily kiekj lapuose, santykinj
dréegmés kiekj, tirpiy angliavandeniy kiekj, askorbato peroksidazés ir gvajakolio peroksidazés
fermentinj aktyvumg. Eksperimento metu nustyta, kad didziausia atsparumg stresui augalas jgauna
naudojant 50 mg/l arba 75 mg/l koncentracijos paklobutrazolio tirpalg, taip pat iStyre, kad
paklobutrazolio tirpalg augalas puikiai pasisavina tiek apipurSkiant augala, tiek drékinanant dirva $iuo
tirpalu [48]. Taip pat kity mokslininky tyrimo metu nustatyta, kad paklobutrazolis sumazina fenoliniy
ir kity biologiSkai aktyviyjy cheminiy junginiy kiekius raudonSaknio Salavijo augale [47].
Mokslininky tyrimuose galima pastebéti, kad paklobutrazolis jvairius augalus veikia skirtingai.
Vienuose augaluose sumazina, kituose padidina arba nedaro jokios jtakos biologiSkai aktyviyjy
cheminiy junginiy susidarymui. Todél kategoriSkai teigti, jog §is junginys didina arba maZina
biologiskai aktyviyjy cheminiy medziagy susidarymg augaluose negalima.

Dél derliaus didinimo savybiy paklobutrazolio pesticidai pla¢iai naudojamas agrikultiiroje, ypac
didele jtakg daro ryziy, kvieCiy, Zemés rieSuty, vaisiniy medziy ir vejy auginimui. Kadangi pesticidy
kiekiai yra ribojami maisto produktuose, todél svarbu uztikrinti leisting jy kiekj. Daugelis
mokslininky pesticidy kiekiams nustatyti naudoja dujy chromatografijos, auksto efektyvumo skysc¢iy
chromatografijos (HPLC), ultra auksSto efektyvumo skysCiy chromatografijos - tandeminés masiy
spektroskopijos (UPLC-MS/MS) metodus ir imunologinius tyrimus. D¢l Siuose metoduose
naudojamy brangiy ir dideliy kiekiy reagenty, vis dazniau naudojami greiti paklobutrazolio pesticidy
liku¢iy nustatymai panaudojant fluorescencijos spektry analize, kiekybiniams tyrimams atlikti.
Paklobutrazolis uzfiksuojamas 321-341 nm bangos ilgiuose [45]. Imunologiniai tyrimai nors ir
maziau tiksliis nei chromatografiniai metodai, bet yra pigesni, greitesni tod¢l puikiai tinka greitam
paklobutrazolio kiekiui nustatyti vandens telkiniuose ir dirvoje [49].

1.5. Giberelinas

Kaip jau minéta ankséiau, giberelino biosinteze slopina augimo reguliatorius paklobutrazolis.
Giberelinas — hormonas, kuris randamas augaluose ir grybuose. Augaluose yra daug mazesné §io
junginio koncentracija nei grybuose. Giberelino pavadinimas kiles nuo gryby Gibberella fujikuroi —
tai ryziy patogenai, kurie lemia stieby peraugima [50]. Sis natiiralus augalo augimo reguliatorius, turi
didele jtakg augalo formavimuisi. Jis yra pagrindinis hormonas atsakingas uz augaly ziedy vystymasi.
Taip pat Sis junginys skatina augaly augimg, dalyvauja antriniuose metabolity susidarymo
procesuose. Egzistuoja nemazai giberelino risiy. Sie junginiai yra tetracikliniai diterpenai ir tik keli
i§ 126 gibereliny yra istirti kokiag jtaka turi sékly daigumui, daigy formavimosi procesui, stiebo
pailgéjimui, augaly ziedy bei vaisiy formavimuisi [50, 51]. Giberelinai skiriasi pagal jy tipus ir
funkciniy grupiy iSsidéstyma molekuléje. Gibereliny riiSys numeruojamos pagal jy atradimo
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eiliskuma (GA1, GAz...GAy). Zemiau pateikta giberelino GAz chemingé struktiriné formulé (zr. 1.4
pav.).

HO

COOH

1.4 pav. Giberelino GAs cheminé strukttriné formulé [52]

Viena augalo riiSis savyje turi daugiau kaip 20 skirtingy giberelino raisiy, taciau tik vienas i§ jy
pasizymi budingu biologiniu aktyvumu ir aktyviomis hormoninémis savybémis. Likusios giberelino
rasys yra aktyvaus hormono deaktyvuoti produktai. Giberelinai: GA1, GAs, GA4 ir GAy, yra labiausiai
aktyvis. Jy aktyvumas skiriasi skirtinguose augaluose. Giberelinai augaluose randami vegetatyvinio
dauginimosi meristemy audiniuose, kuriuose gibereliny koncentracija svyruoja nuo 0,1 iki 100 ng/g
Sviezios masés. Pradéjus formuotis sékloms $iy junginiy koncentracija gerokai padidéja [50].

Gibereliny biosintezg galima padalinti j tris stadijas [50]:

1. pirmoji stadija - tetraciklinio angliavandenilio ir ent-kaureno biosintezé plastidése,

2. antroji stadija, ent-kaurenas oksidacija, susiformuojant pirmajai giberelino formai - GA12 (zr. 1.5
pav.). Sis procesas vyksta endoplazminiame tinkle,

3. trecioji stadija vyksta citozolyje, kuriame formuojamos ir padauginamos jvairios gibereliny
atmainos.

Qi

1.5 pav. Giberelino GAi2 cheminé struktiiriné formulé [52]

[vairtis gibereliny dariniai, papildomai sudaryti i§ dviejy a, B-nesotaus ketono, pasizymi antivéziniu
aktyvumu [52]. Taip pat nustatyta, kad giberelinas antagonistiskai veikiamas abscizo rugsties, todél
ji laikoma inhibitorine medziaga giberelino veikimui [47]. Mokslininkai tyrinéja, kokig reikSme
giberelinas turi augalams vystytis. Jingiang Zhang ir kt. mokslininkai stebéjo augalo Pseudostellaria
heterophylla sakny formavimasi panaudojant gibereling, nustaté, kad Sakny diametras sumazgjo, nors
ju ilgis padid¢jo. Taciau slopinant giberelino biosinteze su paklobutrazoliu sulétéjo stiebo augimo
greitis, skatindamas ksileno susidaryma, kuris padidina gumbiniy Sakny vystymasi [53]. Giberelinas
augalo stiebo viduje skatina lgsteliy dalijimasi ir taip leidzia uzaugti ilgesniam augalo stiebui. Augalui
patyrus stresg ar uzsikrétus ligomis, hormony pusiausvyra yra iSbalansuojama, tod¢l jvairios augalo
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dalys sustoja vystytis. Jingiang ir kt. nustaté, kad paveike augalg giberelinu yra isbalansuojami
endogeniniai hormonai, kurie paveikia gumbiniy Sakny formavimasi. Po 60 dieny kasdien augalus
laistant 150 mg/l gibereliny tirpalu, stiebai ilgéjo, padidéjo lapy kiekis bei augalo svoris, laistant 75
mg/l Siuo tirpalu, pailgéjo Sakny ilgis, taciau sumazéjo gumbiniy Sakny diametras, kartu mazéjant ir
svoriui [53]. Tiriant giberelino poveikj ne tik Saknims bet ir stiebo ar ziedy vystymuisi, pastebéta, kad
augalg paveikus giberelino tirpalu iSauga gana auksti augalai bei Ziedy pumpurai susiformuoja ir
prasiskleidzia anks¢iau, suformuodami ankstyva derliy. Inhibitorinémis medziagomis prislopinus
giberelino sintez¢ augalai auga ir formuojasi lé¢iau [50].

Giberelinas svarbus fitohormonas, kuris augalams suteikia ne tik pastebimus pokyc¢ius, bet ir didina
atsparumg aplinkos sukeltam stresui padidina biologiskai aktyviyjy cheminiy junginiy kiekius augalo
viduje. Butent S§is junginys padidina augaly atsparumg sausrai, potvyniams ir ligoms [53].
Mokslininkai tyrinédami giberelino poveikj biologiskai aktyviems junginiams susidaryti, pastebéjo,
kad juo paveikus augalg susidaro didesni kiekiai fenoliniy junginiy. Zongsuo Liang ir kt. tyré
giberelino poveikj raudonsaknio Salavijo cheminés sudéties pokyc€ius. Mokslininkai nustaté, kad Sis
hormonas padidina fenoliniy junginiy koncentracija, kadangi padidina fermenty, kurie atsakingi uz
fenoliniy junginiy susidaryma, aktyvumg augalo Saknyse. Taip pat iStyré giberelino koncentracijos
jtaka Siy junginiy susidarymui ir nustaté, kad veikiant 100 pM ir didesnés koncentracijos giberelino
tirpalu yra pasiekiamas gerokai didesnis biologiskai aktyviyjy cheminiy junginiy kiekis. [47].

D¢l savo savybiy giberelinai dazniausiai naudojami sodininkystéje, agronomijoje ar net alaus
gamyboje. Alaus gamyboje Sis hormonas naudingas tuo, kad grido embrio sluoksnyje skatina a-
amilazeés biosinteze, kuri véliau katalizuoja griiduose esantj krakmola i$skirdama energija. Si energija
panaudojama grudy daigy augimui padidinti [50].

1.6. Abscizo rugstis

Pries 70 mety mokslininkai i§ augaly iSskyré riigStis, kurias identifikavo plonasluoksnés
chromatografijos metodu. Pasteb¢jo, kad augaluose yra jvairiy augimo hormony. Abscizo rtgstis
viena i§ jy. Dar kitaip $is natiiralus junginys vadinamas augalo streso hormonu. Sis hormonas atrastas
prie§ daugiau nei 50 mety, jis pradeda kauptis augalui patyrus aplinkos stresa, pavyzdziui, sausra,
Saltj, padidéjusj druskingumg [54]. Abscizo riigstis leidzia augalui adaptuotis, apsisaugoti nuo
patiriamo streso ir toliau puikiai vystytis.

Abscizo rigstis — tai terpenoidas, nors natiiraliai randamas yra S enantiomeras, taciau komerciskai
naudojamas S ir R abscizo riigsties enantiomery misinys. Abu $ie enantiomerai pasizymi fiziologiniu
aktyvumu [55]. Sis hormonas sintetinamas beveik visose lastelése, kuriose yra chloroplasty arba
amiloplasty [54]. Taip pat randamas kai kuriose bakterijose, grybuose, augaluose. Jo cheminé
struktiiriné formulé pateikta 1.6 paveiksle.

O~ OH

1.6 pav. Abscizo rtigsties cheming struktiiriné formulé [54]
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Augaluose ABR biosintezé vyksta i$ karotinoidy. Biosintezés reakcijos prasideda chloroplastuose
arba kitose plastidése [54]. Endogeniné abscizo riigtis yra sintetinama i$ ksantofily ir kaupiama
augaluose veikiant sausros, druskos, sauséjimo, Salcio ar infekcijos sukeltam stresui [56].

Moksliniais tyrimais jrodyta, kad giberelinas antagonistiskai veikia abscizo rtigsties biosinteze. Todél
Siy dviejy medziagy kiekiy reguliavimas augalo viduje yra labai svarbus, ypa¢ augalui pereinant nuo
embriogenezés iki sékly daiginimo proceso [47]. ABR hormonas padeda augalams suformuoti séklas.
Abscizo rugstis dazniau naudojama kaip augaly augimo inhibitorius. Ji stabdo augalo ilgéjima,
skatina Sakny i$siSakojima, o augalui patiriant stresa, kai yra vandens trukumas, $is hormonas slopina
etileno sintezg ir taip skatina Sakny augima, ilgéjima. Jingiang Zhang ir kt. mokslininkai atliko tyrima,
kurio metu nustaté, kad Pseudostellaria heterophylla augalas paveiktas ABR padidino gumbuoty
Sakny diametrg [53]. Abscizo rigstis dalyvauja jvairiuose augalo formavimosi etapuose: embriono
formavime, s¢klos brandinime, s¢klos ramybeés biisenoje ir daiginimo procese, daigy vystyme,
vegetaciniame vystymesi, Sakny augime, stomaliniame judéjime, Zydéjime, reakcijoje  patogenus,
augalo senéjime. Taip pat ji didina augalo atsparumg abiotiniam stresui (t.y. sausrai, druskingumai,
zemai temperatiirai). [54]. Timothy J. Buran ir kt. iStyré ar iSoriskai augalg paveikus ABR pakinta
Silauogiy (lot. Vaccinium darrowii) vaisiy kokybé. Tyrimai parodé, kad paveikus $io hormono tirpalu
gaunamos tvirtesnés uogos, kadangi ABR prislopino vaisiaus nokinimg [57].

Abscizo rigstis dalyvauja antriniuose metabolity susidarymo procesuose, tod¢l padidinus jos
koncentracijg augaly auginimo metu, pastebima, kad augalo sudétyje padaugéja fenoliniy rigsciy
kiekis. Zongsuo Liang ir kt. tirinéjo fenoliniy riig8§¢iy susidaryma raudonsaknio Salavyjo Saknyse,
paveikus Siuo hormonu, nustaté, kad ABR padidina fenoliniy riigs¢iy susidaryma, kadangi padidina
tose reakcijose dalyvaujanciy fermenty (fenilalanino amonio liazés ir tirozino aminotransferazés)

aktyvuma [47].

Taip pat Sis augalo augimo reguliatorius turi savyb¢ padidinti antioksidanty kiekj ne tik augalo
Saknyse, bet ir vaisiuose ar darzovése. Timothy J. Buran ir kt. iStyré ar iSoriSkai augalg paveikus
abscizo rugstimi pakinta Silauogiy augalo (lot. Vaccinium darrowii) antioksidanty kiekis, fitocheminé
sudétis. Si mokslininky komanda nustaté, kad ABR netur¢jo reik§minés jtakos §ilauogiy augalo
antioksidanty ir fitocheminiy junginiy (anticianiny, flavonoidy, fenoliniy rags¢iy) kiekio pakitimui.
Taciau mokslininkai pastebéjo, kad paciy Silauogiy augalo uogy maistiné verté padidéjo. Kituose Li
Zhao Gu ir kt. mokslininky tyrimais nustatyta, kad abscizo rugstis, nors ir sumazino augaly derliy,
taciau gerokai padidina antocianiny kiekj raudonlapése salotose, kartu padidindama chlorofilo b ir
bendra karotinoidy kiekj Zalialapése salotose [57, 58]. Antioksidantai ir fitocheminiai junginiai turi
teigiama poveikj sveikatai, tod¢l medicinoje didelis démesys skiriamas $iy medziagy kiekiui bei
aktyvumui. Fitohormonai veikia kaip fitoaleksinai, kurie apsaugo augala nuo patirto streso. Jvairios
aplinkos salygos gali skirtingai paveikti skirtingy rtsiy augalus, pavyzdziui, salotos paveiktos
ultravioletine spinduliuote praranda flavonoidy, tac¢iau didesnis kiekis sudaro antocianiny. ABR
padidina vandenilio peroksido ir superoksido sintez¢ augalui patiriant stresg ir taip sukelia oksidacinj
stresg. Taciau §is augalo hormonas tuo paiu metu stimuliuoja antioksidacing augalo apsaugos
sistema, kurios metu i$skiriama daugiau antioksidanty, padidina jy antioksidacinj aktyvuma. Sie
antioksidantai kaupiasi ir padeda augalui isvengti neigiamo aplinkos poveikio. Ankstesniais tyrimais
nustatyta, kad raudonosiose vynuogése abscizo riigstis padidino antocianiny kiekj [59], 0 kukuriizy
daiguose padidino chlorofily ir karotinoidy kiekius [60].
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Xiaogiang Han ir kt. mokslininkai tyré abscizo riigsties dariniy savybes, nustaté, kad susintetinti ABR
dariniai pasizymi geresniu fotostabilumu: atsparesni ultravioletinei $viesai. Sis hormonas pasizymi
inhibituojan¢iomis arba augimg skatinanCiomis savybémis, palaiko séklas ir pumpurus ramybés
biisenoje, turi jtakos zydéjimui. Abscizo rugstis, dél savo augaly augimg reguliuojanciy savybiy,
pla¢iai naudojama agrikultiiroje [61, 62].

1.7. Paenibacillus genties bakterijos

Paenibacillus gentyje yra simbiotiniy bakterijy, kurios gyvena augalo vidiniuose audiniuose arba ant
augalo pavirSiaus ir su augalu sudaro simbiozés rysius. Lazdelés formos lastelés yra judancios, turi
iSsiskirsCiusius ziuzelius. Kai kurios S$ios genties bakterijos geba gaminti augalo augima
stimuliuojan¢ius hormonus (pvz., citokining), antibiotinius peptidus bei hidrolizuojané¢ius fermentus,
kurie yra atsakingi uz antagonisting (priesiska) elgeseng daugelio augaly patogeny atzvilgiu. Dél to
didzioji dalis Paenibacillus rasiy priskiriamos augalo augimg skatinanciy bakterijy sarasui [63].

Paenibacillus bakterijos yra plagiai paplitusios. Sios bakterijos yra aerobai arba fakultatyviis
anaerobai, galintys formuoti endosporas. Didzioji dalis $iy bakterijy randama dirvozemyje ir yra
daugiau kaip 200 riisSiy [64]. Jos pasizymi metaboline jvairove ir gali gyventi skirtingose buveinése:
dirvozemyje, vandenyje, medziuose ir jy Saknyse, maisto produktuose, darzovése, vabzdziy lervose,
ligoninés klinikinése medziagose [65]. Dirvozemyje esancios Paenibacillus bakterijos skatina augaly
augima, kadangi biologiskai fiksuoja azotg, didina fosfaty tirpuma, gamina fitohormono 3-indolilacto
rugst] ir iSskiria sideroforus, kurie lemia lengvesnj gelezies jsisavinimg [64]. Taip pat Sios bakterijos
apsaugo augalus nuo zolédziy vabzdziy ir fitopatogeny, jskaitant jvairias kitas bakterijas, grybelius,
nematodus ir virusus. Tokj apsauginj poveikj galima pasiekti, naudojant insekticidus, kuriy sudétyje
yra Paenibacillus genties bakterijy [64]. Medicinoje gaminami jvairys antimikrobiniai vaistai,
kuriuose naudojami §iy bakterijy i$skirtos medziagos, tokios kaip polimiksinai, fusaricidinai. Sie
junginiai yra neribosominiai lipopeptidai [64]. Paenibacillus genties bakterijy kolonija pateikta 1.7
paveiksle.

1.7 pav. Paenibacillus genties bakterijy kolonija mikroskopinéje Ieksteléje [66]

Jos gali biiti ir gramneigiamos, ir gramteigiamos, lazdelés formos endosporas formuojantys aerobai
ir fakultatyviniai anaerobai. Paenibacillus sp. pasizymi didele sintetinamy junginiy jvairove: augaly
hormonai, hidroliziniai fermentai, antibiotikai, veikiantys tiek pries gyvuny, tiek prie§ augaly
patogeninius mikroorganizmus [65].
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Kai kurios Paenibacillus riiSys ant sukietintos maitinamosios terpés formuoja specializuotas
sudétingas stikurio formos struktiiras. Pavyzdziui, tokios struktiiros buidingos Paenibacillus vortex
bakterijy rusiai. Stkurio formos struktiiry formavimas padeda augancioms bakterijy kolonijoms
greiciau judéti terpés pavir§iumi [67].

Kitos naudingos medziagos isskirtos Paenibacillus genties bakterijy yra egzopolisacharidai ir
fermentai: amilazés, celiulazés, hemiceliulazés, lipazés, pektinazés, oksigenazés, dehidrogenazés,
ligning modifikuojantys fermentai, mutanazés. Sie fermentai naudojami plovikliy, maisto, pasary,
tekstilés, popieriaus, biokuro, sveikatos priezitiros, augalininkystés pramonése [ 64].

1.8. Literatiiros apzvalgos apibendrinimas

Augimo reguliatoriai — tai medziagos, kurios skatina arba stabdo augaly augimg. Augaluose natiiraliai
susidaro jvairis hormonai, atsakingi uz augaly vystymagsi. Be natiraliy augimo reguliatoriy yra
gaminami ir sintetiniai. Vienas i§ sintetiniy augima reguliuojan¢iy medziagy yra paklobutrazolis. Si
medZziaga stabdo stieby augima, taip skatina augalg suformuoti tvirtus trumpus stiebus, padidina
Sakny augimo greitj bei lemia anktyvaus derliaus susiformavimg. Paveikus augalus paklobutrazoliu
padidéja antioksidacinis aktyvumas, chlorofily a ir b santykis, ta¢iau sumazéja fenoliniy junginiy
koncentracija. Tuo tarpu giberelinas yra natiiralus augaly hormonas. Sis junginys skatina stieby
augimg, ziedy ir vaisiy vystymasi, didina Sakny ilgj, taiau mazina jy diametra. Paveikus augalus
giberelinu padidéja fenoliniy junginiy koncentracija. Abscizo ragstis, kaip ir giberelinas, yra
natiraliai augaluose esantis hormonas. Sis hormonas skatina sékly formavimasi, stabdo stieby
augimg, skatina Sakny iSsiSakojima, didina jy diametrg ir ilgj. Paveikus augalus abscizo rtigstimi
padidéja fenoliniy ragsc¢iy, antioksidanty, chlorofilo b, karotinoidy koncentracija.

Be natiiraliai augaluose esanciy arba chemijos pramongje sintetinamy augimo reguliatoriy yra
bakterijy, kurios sugeba gaminti augaly augimg reguliuojancius hormonus. Tokios bakterijos, kaip
Paenibacillus sp., gamina augimo hormong — citokining, jvairius peptidus ir fermentus. Taip pat Sios
bakterijos padeda augalams geriau pasisavinti makroelementus ir mikroelementus. Dél savo gebéjimy
jos laikomos augimg skatinan¢iomis bakterijomis.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

Siame skyriuje pateikiama informacija apie moksliniame tyrime naudotas medziagas, jy paruo§ima,
darbo vietos parengima darbui, taikytus metodus ir reikalingas darbo priemones tyrimams atlikti.

2.1. Paenibacillus preparato paruoSimas

Mokslinio tiriamojo darbo metu naudojamos bakterijos — Panenibacillus sp., kurios isskirtos
LAMMC Misky instituto laboratorijoje auginamy hibridinés drebulés (Populus tremuloides x P.
tremula; 51DF1001) in vitro kulttiry. Auginant $ias bakterijas naudojama i§ ,,Duchefa* (Nyderlandai)
jsigyta maitinamoji terpé Lysogeny broth LB — Lennox (10 g/L triptono, 5 g/L mieliy ekstrakto, 5
g/L NaCl). Ruosiant bakterijas liofilizavimui, skysta maitinimoji terpé po bakterijy inkubavimo
centrifuguojama, tada skystis nupilamas, o nuosédos suspenduojamos 10 % sacharozés tirpale
(naudojant 5 ml sacharozés tirpalo 100 ml pradinés maitinamosios terpés). Sacharozés tirpale
suspenduotos bakterijos uzSaldomos ir liofilizuojamos. IS liofilizuoty bakterijy milteliy buvo
paruostas Paenibacillus preparatas. Bakterijy liofilizavimas ir preparato paruoSimas atliktas UAB
,,MKDS* laboratorijoje.

Po bakterijy liofilizavimo gauti milteliai prie§ eksperimentus buvo tirpinami vandenyje, siekiant
paruosti atitinkamy koncentracijy tirpalus. Paenibacillus preparato milteliy koncentracijos vandenyje
buvo 2 g/l, 6 g/l ir 10 g/l. ] Siuos paruostus tirpalus buvo pamerkti ir laikomi 30 min. in vitro sglygomis
uzauginti ir nuskinti stevijos ugliai, véliau jie buvo sodinami j durpines tabletes. Stevijos
mikrodauginimas pateiktas sekan¢iame 2.2. poskyriuje, o eksperimento sglygos ir stevijos augaly
paruo$imas pateiktas zemiau Siame darbe esanciame 2.3. poskyriuje.

2.2. Stevijos augalo mikrodauginimas in vitro

Maitinamaja terpe sudaro makroelementai ir mikroelementai, vitaminai, Kiti organiniai komponentai,
augimo reguliatoriai, kietinancios medziagos, cukris. Terpés sudétis priklauso nuo augalo rasies,
eksplanty ir bandymo tikslo.

2.2.1. Mitybinés terpés sudétis

Stevijos augalo auginimui in vitro naudojami stiklainéliai (70 mm skersmens, 70 mm plo¢io, 75 mm
aukscéio) su 30 ml WPM terpe, kurios sudétis pateikta 2.1 lenteléje.

2.1 lentele. McCown Woody Plant Medium (WPM) mitybinés terpés sudétis

Mikroelementai mg/I Makroelementai mg/I Vitaminai mg/I
CoS0; - 6H,0 0,025 CaCl2 72,50 Glicinas 2,00
FeNaEDTA 37,30 Ca(NO3)2 - 4H20 386,34 Myo-Inozitolis | 100,00
HsBO; 620 | KH2PO4 170,00 I(‘gg’tmo rugstis | g 5
MnSO, - H0 2230 | K2s04 990,00 E‘é‘l’do"s'”o 0,50
Na;MoOq- 2H,0 0,213 MgSO4 180,54 Tiamino HCI 1,00
ZnS04 - 7TH,0 8,60 NH4NO3 400,00
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2.2.2. Mitybinés terpés paruosimas

Iranga ir reagentai: elektroninés svarstyklés, pH-metras, elektriné plytelé, mégintuvéliai, buteliai,
dozatorius, distiliuotas vanduo, sacharozé, gelritas, Woody Plant Medium terpés vitaminy ir drusky
misinys, NaOH ir HCl tirpalai.

Darbo eiga: | butelj jpilama 800 ml distiliuoto vandens, jberiama 2,46 g WPM terpés vitaminy ir
drusky mi$inio, iSmaiSoma. Iberiama 20 g sacharozés, gerai iSmaiSoma, kad nelikty neistirpusiy
medziagy. Pripildomas butelis distiliuotu vandeniu iki 1 1 tirpalo. Naudojamas pH-metras, pH
reik§mé reguliuojama NaOH ir HCI tirpalais, kol nustatoma pH 5,8 verté. Tirpalai padalijami j dvi
talpas ir kaitinami, kol tirpalo temperatara pasiekia 30-40 °C, jberiami gelrito milteliai. Tirpalai toliau
kaitinami, kol gelritas iStirpsta. Paruogti tirpalai supilami atgal j viena talpg ir gerai i¥maiSomi. Si
terpé pilama j mégintuvélius po 5,5 ml, naudojant dozatoriy. Véliau mégintuvéliai, SU juose esancia
terpe, autoklavuojami 121 °C laipsniy temperattiroje 21 min., kad baty iSvengta kontaminacijos.

2.2.3. Mikrodauginimo procesas

Mokslinis tyrimas buvo atliekamas naudojant stevijos (Stevia rebaudiana Bertoni) augalo eksplanty
kulttirg in vitro. Prie§ eksperimentg augalai buvo laikomi stiklainéliuose su WPM mitybine terpe
laikymo kameroje, kurioje nustatytas 16-os valandy fotoperiodas, normaliose sglygose. Pamatavus
10 mm nuo augalo vir§iinés, augalas buvo nupjaunamas ir uzdedamas ant sterilios stiklinés Petri
lekstelés (55 mm skersmens ir 13 mm auksc¢io). Steriliu peiliu nuo augalo ekspanto paSalinami lapai
ir Saknys.

Po to j kiekvieng sterily stiklainélj su WPM terpe pasodinama po penkis eksplantus. Svarbu, kad
augaly eksplanty nebuty pridéta per daug arba arti vienas $alia kito, nes gali netolygiai augti.

Naudojama laikymo kamera, kurioje yra 16 valandy fotoperiodas. Eksplantai auginami apie 3
savaites. Véliau $iy augaly klonai ir toliau mikrodauginami in vitro, kol pasiekiamas tyrimui
reikalingas augaly kiekis. Siame procese naudojamos darbo priemonés ir darbo eiga aprasyta Zemiau.

Darbo priemonés: laminaras, 95% spiritas, petri lekstele, skalpelis, du maZzi pincetai, didelis
pincetas, augalai, kuriuos dauginsime, mégintuvéliai su nauja nenaudota terpe, stovelis, Siuksling,
Sluosté.

Darbo eiga: augaly dauginimas vyksta laminare, todél svarbu tinkamai paruosti darbo viets.
Pirmiausia spiritu nuvalomas laminaro darbinis pavirSiy. Reikalingi jrankiai dezinfekuojami,
nudeginami ugnimi. Priemonés, kurios bus naudojamos darbo metu, sudedamos patogiai, kad
netrukdyty darbo metu ir buty lengvai pasickiamos. Imami mégintuvéliai su norimu padauginti
augalu, meégintuvélis atidaromas, su nudegintu pincetu iSimamas augalas ir padedamas |} steriliai
paruosta stikline Petri lékstele. Augaliuko lapukai nuskinami, stiebas supjaustomas taip, kad gautysi
mazdaug 1,5 cm eksplantai. Tada po vieng eksplanta dedami j naujg stiklainélj su terpe. Stiklainélio
virSus ir kamstukas nudeginami, stiklainélis uzdaromas ir padedamas j stovelj. Procesas kartojamas
su visais dauginimui paruostais augalais.

2.3. Stevijos paruoSimas ir eksperimento salygos

Tyrimai atlikti su saldziosios stevijos (Stevia rebaudiana Bertoni) klonais, padaugintais ir iSaugintais
in vitro kultGroje. Pirminiai eksplantai buvo paruosti i$ figliy atkarpy su vegetatyviniais pumpurais,
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dezinfekuoty 75% C2HsOH ir 0,1% AgNOs tirpalais. Po dezinfekcijos Gigliai buvo patalpinti ant
maitinamosios terpés in vitro kultiiroje ir atliekant reguliarius gyvybingy eksplanty perkélimus ant
Sviezios maitinamosios terpés, buvo gautos stabiliai naujus tglius formuojancios kultiiros. IS tokiy
kultiiry paimti Gigliai naudoti Siame darbe atliktuose tyrimuose. Ugliy dauginimui in vitro naudota
Woody Plant Medium (WPM; McCown ir Lloyd, 1981) maitinamoji terpé (3 % sacharozés, 1 mg/1
benzilaminopurino), sustandinta 0,8 % fitoagaro. Standartinés dirbtinés aplinkos salygos in vitro
auginimo metu buvo tokios: 16 h fotoperiodas (ap$vietimas 30 pmol m?2s?) ir 25/18 °C
(,,diena‘/,,naktis*) temperatiiros rezimas. Placiau apie mikrodauginimo metoda pateikta 2.2. skyriuje.

Prie§ in vitro kultiiroje iSaugusiy mikrotigliy sodinimg j nesterilias sglygas buvo paruosti mini
Siltnamiai su daigintuvémis (vienas mini Siltnamis skirtas 80 mikrotigliy). Ugliy adaptacijai ex vitro
salygomis naudotos 30 mm skersmens Jiffy-7 durpinés tabletés (Jiffy Products International AC,
Norvegija). Prie§ sodinimg tabletés buvo apie 1 val. mirkomos vandenyje, o po iSbrinkimo sudétos |
daigintuves.

2,0-2,5 cm aukscio stevijy stambis (vidutinis lapo plotis 11,9+0,6 mm) ir smulkds (vidutinis lapo
plotis 5,1+0,2 mm) mikrotigliai buvo pincetais nuskinti i§ in vitro kultiiros, skynimo metu taip pat
pasalinant apatinius lapus. Prie§ veikimag Paenibacillus preparatu bei pries sodinimg j durpines
tabletes, didzioji dalis Gigliy buvo apdoroti augimo reguliatoriy tirpalais, aprasytais 2.2 lenteléje.
Ugliai buvo pamerkti j 100 umol/l augimo reguliatoriy tirpalus (kaip tirpiklj naudojant distiliuota
vandenj), o ketvirtadalis tigliy (kontrolinis variantas) buvo pamerkti i distiliuotag vandenj be jokiy
augimo reguliatoriy. Siuose tirpaluose Gigliai buvo laikomi 20 val. (tamsoje, kambario temperatiroje).

2.2 lentelé. Tyrime naudoti augimo reguliatoriai (gamintojas — ,,Duchefa Biochemie®, Nyderlandai)

Augimo reguliatorius Sutrumpinimas Naudota koncentracija, atitinkanti 100 umol/I
Abscizo rugstis ABR 26,43 mg/l

Gibereliny A4 ir A7 misinys GAs+7 33,2 mgl/l

Paklobutrazolis PBZ 29,38 mg/l

Pries sodinimg j durpines tabletes, paruosti tigliai buvo papildomai pamerkti j paruostus atitinkamy
koncentracijy Paenibacillus preparato tirpalus, iSmaisant liofilizuotus bakterijy miltelius vandenyje.
Buvo naudojamos tokios preparato koncentracijos: 0 g/l (t.y., vanduo be bakterijy milteliy), 6 g/l ir
10 g/1. I8 kiekvieno aukStesnéje pastraipoje apraSyto augimo reguliatoriy poveikio varianto, jskaitant
kontrolinj, Gigliai buvo tolygiai paskirstyti skirtingiems Paenibacillus preparato poveikiams. Po 30
min. trukusio mirkymo tigliai buvo pasodinti j isbrinkusias Jiffy-7 tabletes daigintuvése, kurios buvo
uzdengtos skaidriais dangteliais.

Kiekvieng bandymo variantg sudaré 40 mikrotigliy, i$skirstyty pakartojimais (4 x 10) po skirtingas
daigintuves. Rezultatai buvo vertinami po 50 d. nuo mikrotigliy adaptacijos pradzios.

2.4. BiologiSkai aktyviyjuy junginiy nustatymas

BiologiSkai aktyvils junginiai pasizymi didelio bioaktyvumu, todél jy koncentracijos augale
nustatymui svarbu tiksliai atlikti metodus. Méginiy ekstrakty paruoSimas ir atlikty eksperimenty
metodai pateikti sekan¢iuose skyreliuose.
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2.4.1. Meéginiy paruoSimas

Apie 0,5 g stevijos Ugliy sutrinta griistuvélyje. Homogenizuotas turinys uZzpiltas 10 ml 75 %
metanolio tirpalu ir paliktas 24 valandy ekstrakcijai naudojant inkubatoring Klhner purtykle (Adolf
Kihner AG, Sveicarija) 150 karty per minute greiiu, 25 °C temperatiiroje. Po ekstrakcijos visi
meéginiai nufiltruoti per Rotilabo ® - 113A celiuliozés membraninius (@ 90 mm) filtrus (Carl Roth,
Vokietija).

2.4.2. Suminés fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas

Bendroji fenoliniy junginiy koncentracija jvertinta spektrofotometriniu metodu naudojant Folin-
Ciocalteu reagentg pagal Slinkard ir Singleton metodg ir matuojant 760 nm bangos spektre [69].
Meéginio paruoSimui 100 pl metanolinio ekstrakto sumaisyta su 2,5 ml distiliuotu vandeniu ir 100 pl
Folin-Ciocalteu (VWR International GmbH, Viena) reagentu. Gerai i$maiSoma ir laikoma 6 min. |
matavimg kambario temperatiiroje. Matavimai atlikti naudojant Synergy HT Multi-Mode Microplate
skaitytuvg (BioTek Instruments, Inc, Germany). Kiekvienam méginio variantui atlikti trys analitiniai
pakartojimai. Suminé fenoliniy junginiy koncentracija isreikstas pagal chlorogeninés ragsties (>98%,
TCI Europe, Belgija) ekvivalenta mg/g Zalios masés.

ISmatavus standarto absorbcijg, sudaroma kalibracing kreive, 1$ kurios gauname lygt;:
1) Fenoliy: y=0,206x + 0,1272 (R? = 0,9888)

Suminé fenoliniy junginiy koncentracija, iSreikSta pagal chlorogeninés rugsties ekvivalenta mg/g
zalios masés, apskaiiuojamas pagal formule:

c-v

Koncentracija, mg/g = — (2.1)

Cia ¢ — koncentracija mg/ml, gauta i§ kalibracinés kreivés; V — ekstrakto tiiris, ml; m — atsvertas
zaliavos kiekis, g.

2.4.3. Suminés flavonoidy koncentracijos nustatymas

Suminé flavonoidy koncentracija jvertinta spektrofotometriniu metodu pagal flavonoidy ir Al (III)
komplekso susidarymga [70]. Absorbcija matuojama 470 nm bangos spektre, naudojant Synergy HT
Multi-Mode Microplate skaitytuva (BioTek Instruments, Inc, Germany). Méginio paruo$imui 1 ml
75 % metanolinio ekstrakto (LaboChema, Vilnius) sumaiSyta su 0,3 ml 5 % (w/v) NaNO2 (VWR
International, Austrija) ir po 5 min supilti 0,5 ml AICls (2% w/v) (99%, Alfa Aesar, Vokietija).
Meéginys sumaiSytas ir po 6 minuciy neutralizuotas supilant 0,5 ml 1M NaOH (99%, LaboChema,
Lietuva). Kiekvienam méginio variantui atlikti trys analitiniai pakartojimai. Suminé flavonoidy
koncentracija isreikstas pagal katechino (>98%, Sigma-Aldrich, Kinija) ekvivalenta mg/g zalios
mases.

ISmatavus standarto absorbcija, sudaroma kalibraciné kreive, i§ kurios gauname lygtj:
1) Flavonoidy: y=0,22x - 0,01272 (R? = 0,9805)

Sumin¢ flavonoidy koncentracija, iSreikSta pagal katechino ekvivalenta mg/g Zalios masés,
apskai¢iuojamas pagal formule:

25



c-v

Koncentracija, mg/g = — (2.2)

Cia c —koncentracija mg/ml, gauta i§ kalibracinés kreivés; V — ekstrakto tiiris, ml; m — zaliavos kiekis,

g.
2.4.4. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas
DPPH radikaly aktyvumo nustatymas

DPPH radikaly aktyvumas matuojamas po reakcijos su 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas (DPPH),
remiantis Ragaee ir kity mokslininky metodika [71]. 0,1 ml paruo$to metanolinio ekstrakto sumaiSyta
su 0,4 ml 75% metanolis (LaboChema, Vilnius) ir 1 ml DPPH (0,1 mM koncentracijos) (>97%, TCI
Europe, Belgija). Méginio absorbcija matuojama po 16 minu¢iy 515 nm bangos ilgiu, naudojant
spektrofotometrg Genesys 6 (Thermospectronic, USA). DPPH ir metanolis naudojamas kaip
palyginamasis tirpalas.

DPPH surisimo geba iSreiskiama standartinio antioksidanto trolokso ekvivalentus gramui Zaliavos ir
apskaiciuojama pagal formulg:

_cv
TE = (2.3)

Cia ¢ — trolokso koncentracija nustatyta i§ kalibracinés kreivés mM/ml; V — ekstrakto tiris ml; m —
tikslus atsvertas zaliavos kiekis g.

ABTS radikaly aktyvumo nustatymas

Pradinio tirpalo paruosimas: tamsaus stiklo buteliuke 50 ml distiliuoto vandens istirpinama 0,056 g
ABTS (>99%, Fluka, Vokietija) panaudojant ultragarso bangas. | gautg tirpalg jdedama 200 pl 70 nM
kalio persulfato (0,1982 g K.S»0s tirpinama 10 ml distiliuoto vandens). Paruostas tirpalas gerai
sumaiSomas ir palickamas tamsoje 16 valandy.

Darbinio tirpalo paruosimas: po 16 valandy pirminis ABTS tirpalas skiedziamas distiliuotu vandeniu
tol, kol nustatoma 0,70040,2 absorbcijos reikSme, esant 734 nm bangos ilgiui. Kontrolei naudojama
distiliuotas vanduo. | mégintuvelj analizei imama 50 pl tiriamojo ekstrakto ir jpilama 2 ml darbinio
ABTS tirpalo, laikoma tamsiai, po 10 min matuojama absorbcija.

Standartinio tirpalo paruosimas: 25 mg trolokso milteliy (97%, Sigma-Aldrich, JAV) iStirpinama 80
% metanolyje (LaboChema, Vilnius) 25 ml kolbutéje. Pirminio tirpalo koncentracija yra lygi 1
mg/ml. Gaminami 5 koncentracijy trolokso tirpalai. Imamas 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml bei 5 ml pirminio
trolokso tirpalo ir pilama 80 % (V/V) etanolio iki 10 ml.

ABTS radikaly-katijony suri§imo geba iSreiSkiama standartinio antioksidanto trolokso ekvivalentus
gramui zaliavos ir apskaiciuojama pagal 2.3 formulg.

2.4.5. Fotosintezés pigmenty nustatymas

Chlorofilai a ir b bei karotinoidai nustatyti pagal Wettstein metodika [72]. Apie 0,2 g stevijos tgliy
sutrinta griistuvélyje su CaCO3z (>98,5%, Duchefa Biochemie, Nyderlandai) ir uzpilta 10-20 ml
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acetonu (VWR International, France). Visi méginiai nufiltruoti per Rotilabo ®-113A celiuliozés
membraninius (@ 90 mm) filtrus (Carl Roth, Vokietija). Perfiltruoti méginiai uzpildomi acetonu iki
30 ml. Pigmenty koncentracija 100 % acetono istraukos filtrate nustatyta spektrofotometru T80 UV-
VIS (PG Instruments, Jungtin¢ Karalyst¢) atitinkame bangos spektre:

1. 662 nm — chlorofilui a (chla);

2. 644 nm — chlorofilui b (chly);

3. 440,5 nm — karotinoidams (Chlkarotinoidy).

Pigmenty koncentracija apskai¢iuota pagal formules (¢ia D — optinis tankis prie atitinkamo bangos
ilgio):

Chl, = 9,784 - Dggy — 0,990 - Dygs (2.4)
Chlb = 21,4‘26 . D644 - 4‘,650 . D662 (25)
Chlarotinoidy = 4,695 - Dygo5s — 0,268 (Chla + b) (2.6)

Pigmenty koncentracija zaliavoje (mg-g™) nustatomas pagal formule:

_Ccv
"~ pB1000

(2.7)

Cia C — pigmenty koncentracija, mg-g*; V — pigmenty ekstrakto tiris, ml; p — augalinés medziagos
svoris, g; A — pigmenty koncentracija, mg-g™* Zalios masés (ZM).
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Siame skyriuje pateikiami atlikty tyrimy rezultatai ir jy aptarimas. Gauti duomenys pavaizduoti
grafikuose, taip pat juose nurodyti statistiskai patikimi skirtumai.

3.1. Paenibacillus bakterijos koncentracijos poveikis biologiskai aktyviyju cheminiy junginiy
sintezei

Mokslinio tyrimo metu, tiriant Paenibacillus preparato poveikj in vitro adaptuojamoms stevijoms,
buvo nustatytas S§io preparato skirtingos koncentracijos poveikis svarbiausiems stevijy
biocheminiams rodikliams: antriniy metabolity fenoliniy junginiy bei flavonoidy koncentracijai,
pigmenty karotinoidy bei chlorofily koncentracijai, taip pat — antioksidaciniam stevijy tgliy
aktyvumui pagal DPPH ir ABTS rodiklius. Biocheminiy rodikliy nustatymo metodai pateikti antrame
Sio darbo skyriuje (zr. 2. skyrius).

Fenoliniai junginiai yra svarbis biologiskai aktyviis cheminiai junginiai Zmogaus organizmui ir
augalams. Pateke | Zmogaus organizma su augaliniu maistu, jie atlieka daugybe apsauginiy funkcijy.
Plac¢iau apie Sias savybes pateikta 1.2.1. skyrelyje.

Sio tyrimo metu buvo itirtos fenoliniy junginiy ir flavonoidy koncentracijos Paenibacillus preparatu
paveiktuose stevijos tigliuose (Zr. 3.1 pav. ir 3.2 pav.). Nustatyta, kad fenoliniy junginiy koncentracija
stambiuose tgliuose Siek tiek sumazino 10 g/l preparato koncentracija, 2 g/l ir 6 g/l koncentracijos
tirpalai neturéjo reikSmingos jtakos fenoliniy junginiy susidarymui (zr. 3.1 pav.). Smulkiuose
tigliuose fenoliniy junginiy koncentracijg zenkliai padidino 6 g/l preparato koncentracija (zr. 3.1
pav.).
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Bakterijy koncentracija

3.1 pav. Bakterijos koncentracijos jtaka suminei fenoliniy junginiy koncentracijai Stevia rebaudiana augaly
stambiuose ir smulkiuose tigliuose. Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto
pazyméti: **P < 0,01; ***P < 0,001.
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Flavonoidai yra atsakingi uz augalo augima ir vystymasi, taip pat apsaugo Zzmogaus organizma nuo
jvairiy ligy. Pla¢iau apie flavonoidus pateikta 1.2.2. skyrelyje.

Sio tyrimo rezultatai parodé ryskius teigiamus arba neigiamus bakterinio preparato sukeltus poky&ius
flavonoidy koncentracijos kitimui. Galima pastebéti, kad didinant bakterijos koncentracija
stambiuose stevijos Gigliuose susidaré mazesné flavonoidy koncentracija (zr. 3.2 pav.). Stambiy tigliy
kontroliniame méginyje flavonoidy koncentracija sieké 158,69 mg/g, o paveikus 10 g/l
koncentracijos bakteriniu preparatu $iy junginiy koncentracija sumazéjo iki 107,04 mg/g (zr. 3.2
pav.). Tuo tarpu smulkiuose tgliuose 2 g/l ir 10 g/l koncentracijos bakteriniai preparatai smarkiali
padidino flavonoidy koncentracija (zr. 3.2 pav.). 6 g/l koncentracijos bakterinis preparatas Siek tiek
maziau, lyginant su 2 g/l ir 10 g/l koncentracijos bakterinio preparato poveikiu, padidino flavonoidy
koncentracijg (zr. 3.2 pav.).
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Bakterijy koncentracija

3.2 pav. Bakterijos koncentracijos jtaka flavonoidy koncentracijai Stevia rebaudiana augaly stambiuose ir
smulkiuose tigliuose. Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto pazymeti: ***P <
0,001.

Vertinant augaly maistines savybes, svarbis rodikliai yra jy geb€jimas sintetinti antioksidantus.
Antioksidanty pagrindiné funkcija yra saugoti jvairias lasteles nuo laisvyjy radikaly pazeidimy [22].
O maisto pramonéje placiai naudojami kaip maisto produkty galiojimo trukme prailginantys
komponentai [68].

Siame tyrime gauti rezultatai parodé, kad stambiuose figliuose DPPH antioksidacinj aktyvuma stipriai
sumazino 2 g/l preparato koncentracija (3.3 pav.), o ABTS antioksidacinj aktyvumg — ir 2 g/l, ir 10
g/l koncentracijos tirpalai (3.4 pav.). Tuo tarpu smulkiuose tigliuose ir DPPH (3.3 pav.), ir ABTS (3.4
pav.) antioksidacinj aktyvumg daugiau negu du kartus padidino visos tirtos preparato koncentracijos,
taciau labiausiai (apie 4 kartus) — 6 g/l koncentracija.
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3.3 pav. Bakterijos koncentracijos jtaka DPPH antioksidaciniam aktyvumui Stevia rebaudiana augaly
stambiuose ir smulkiuose tigliuose. Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto
pazyméti: ***P < 0,001.
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3.4 pav. Bakterijos koncentracijos jtaka ABTS antioksidaciniam aktyvumui Stevia rebaudiana augaly
stambiuose ir smulkiuose tigliuose. Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto
pazyméti: **P < 0,01; ***P <0,001.




Atsizvelgiant | gautus rezultatus galima teigti, jog paveikus salyginai smulkius in vitro kultiiroje
iSaugintus stevijos tiglius Paenibacillus preaparatu, galima gauti itin geros maistinés kokybés tiglius,
pasizyminc¢ius aukstu antioksidaciniu aktyvumu.

Chlorofilai ir karotinoidai absorbuoja saulés energija, $ig energija panaudoja padidindami
fotosintezés efektyvuma augale [37]. Placiau apie fotosintezés pigmentus pateikta 1.2.3. skyrelyje.

Tyrimo metu gauti rezultatai parodé, kad karotinoidy koncentracijai esminés jtakos turéjo 10 g/l
bakterinio preparato koncentracijos poveikis, padidings karotinoidy koncentracijg tiek stambiuose,
tiek smulkiuose stevijos tgliuose (3.5 pav.). Taip pat 2 g/l preparato koncentracija padidino
karotinoidy kiekj stambiuose ir smulkiuose Gigliuose, taciau su 6 g/l preparato koncentracijos tirpalu,
lyginant su 2 g/l ir 10 g/l koncentracijos tirpalais, gaunama mazesné karotinoidy koncentracija (3.5

pav.).
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Bakterijy koncentracija

3.5 pav. Bakterijos koncentracijos jtaka karotinoidy koncentracijos kitimui Stevia rebaudiana augaly
stambiuose ir smulkiuose figliuose. Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto
pazymeti: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P <0,001.

Paenibacillus preparato salygoti chlorofily a ir b koncentracijos poky¢iai pateikti 3.6 ir 3.7
paveiksluose. Gauti duomenys parode¢, kad chlorofilo a koncentracija statistiSkai patikimai padidéjo
Siais atvejais: stambiuose tigliuose — po 10 g/l koncentracijos poveikio, o smulkiuose tigliuose — po 2
g/l ir 10 g/l koncentracijy poveikio (3.6 pav.). Tuo tarpu chlorofilo b koncentracija statistiskai
patikimai padidéjo tiek stambiuose, tieck smulkiuose TGigliuose — po po 2 g/l ir 10 g/l koncentracijy
poveikio (3.7 pav.).

31




=
(N

OStambts Ggliai  ® Smulkds tgliai *dk

H
—H

Hi

HH

o
@

Chlorofilo a koncetracija, mg/g
o
(o]

o
()

T

i

0gll 29/l 6 g/l 10 g/
Bakterijy koncentracija

3.6 pav. Bakterijos koncentracijos jtaka chlorofilo a koncentracijos kitimui Stevia rebaudiana augaly
stambiuose ir smulkiuose tigliuose. Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto
pazyméti: **P < (0.01; ***P < 0.001.
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Bakterijy koncentracija

3.7 pav. Bakterijos koncentracijos jtaka chlorofilo b koncentracijos kitimui Stevia rebaudiana augaly
stambiuose ir smulkiuose tigliuose. Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto
pazyméti: **P < 0,01; ***P <0,001.
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Chlorofilo a ir b tinkamas santykis uztikrina efektyvy fotosintetinio aparato veikimg. Optimalus
santykis chlorofilo a ir b atitinkamai yra 3:1. Atlikti tyrimai parodé, kad chlorofily a/b santykis dél
bakterinio preparato poveikio reik§mingai nepasikeité (zr. 3.8 pav.), nes nustatytas bakterijy poveikis
atskiry chlorofily (a ir b) koncentracijos kitimui buvo gana tolygus (zr. 3.6 ir 3.7 pav.).
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3.8 pav. Bakterijos koncentracijos jtaka chlorofilo a/b santykio Kitimui Stevia rebaudiana augaly stambiuose
ir smulkiuose Giglivose. Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto pazyméti: *P <
0,05; **P < 0,01;

3.2. Paenibacillus bakterijos laikymo trukmés poveikis biologiskai aktyviyjy cheminiy
junginiy sintezei stevijos augaluose

Mokslinio tyrimo metu, tiriant Paenibacillus preparato 1 sav. ir 16 sav. senumo poveikj in vitro
adaptuojamoms stevijoms, buvo nustatytas Sio preparato skirtingos koncentracijos poveikis
svarbiausiems stevijy biocheminiams rodikliams: antriniy metabolity fenoliniy junginiy bei
flavonoidy koncentracijai, pigmenty karotinoidy bei chlorofily koncentracijai, taip pat —
antioksidaciniam stevijy tgliy aktyvumui pagal DPPH ir ABTS rodiklius. Biocheminiy rodikliy
nustatymo metodai pateikti antrame $io darbo skyriuje (zr. 2. skyriy).

Sio tyrimo metu buvo nustatyta, kad fenoliniy junginiy koncentracija stevijos figliuose padidéjo
naudojant 2 g/l ir 6 g/1 senesnio (16 sav.) preparato koncentracijg bei 6 g/l Sviezio (1 sav.) preparato
koncentracijg (zZr. 3.9 pav.).
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3.9 pav. Bakterijos laikymo trukmés jtaka bendrai fenoliniy junginiy koncentracijai Stevia rebaudiana
augaluose. Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto pazyméti: ***P < (,001.

Tyrimo metu flavonoidy koncentracija gerokai padidéjo stevijos tigliuose, kurie paveikti buvo $viezio
(1 sav.) 2 g/l ir 10 g/l bakterinio preparato koncentracijos, taciau dar stipresn;j teigiamg poveikj Siam
rodikliui turéjo senesnio (pries 16 sav. liofilizuotas) 6 g/l bakterinio preparato koncentracijos (zr. 3.10

pav.).
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3.10 pav. Bakterijos laikymo trukmés jtaka flavonoidy koncentracijos kitimui Stevia rebaudiana augaluose.

Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto pazyméti: ***P < (0,001.
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Tyrimai parodé, kad didziausias teigiamas poveikis stevijos fgliy antioksidacinio aktyvumo
pokyciams, lyginant su kontroliniu variantu, nustatytas po 6 g/l koncentracijos Sviezio (1 sav.)
bakterinio preparato poveikio (zr. 3.11 ir 3.12 pav.). Truput; silpnesnis teigiamas poveikis, lyginant
su 6 g/l koncentracijos preparatu, DPPH ir ABTS antioksidaciniam aktyvumui nustatytas panaudojus
2 g/l bei 10 g/l $viezio bakterinio preparato koncentracijas (zr. 3.11 ir 3.12 pav.). Tuo tarpu senesnio
(16 sav.) bakterinio preparato teigiamas poveikis stevijos tigliy antioksidaciniam aktyvumui nebuvo
toks ryskus, kaip Sviezio preparato. Taciau su senesniu (16 sav.) 10 g/l koncentracijos bakteriniu
preparatu buvo pasicktas didziausias antioksidacinis aktyvumas, lyginant su kitomis senesnio
preparato koncentracijomis (zr. 3.11 ir 3.12 pav.).
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3.11 pav. Bakterijos laikymo trukmés jtaka DPPH antioksidaciniam aktyvumui Stevia rebaudiana
augaluose. Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto pazyméti: *P < 0,05; ***P <
0,001.
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3.12 pav. Bakterijos laikymo trukmeés jtaka ABTS antioksidaciniam aktyvumui Stevia rebaudiana

augaluose. Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto pazyméti: **P < 0,01; ***p

< 0,001.

Sio tyrimo metu nustatyta, kad karotinoidy kiekj stevijos Gigliuose labiausiai padidino 2 g/l ir 10 g/l
$viezio (1 sav.) bakterinio preparato koncentracijos (zr. 3.13. pav). Siuose variantuose, lyginant su

kontroliniu, buvo nustatyta 1,5 karto didesné karotinoidy koncentracija, kuri siekia iki 0,26 mg/g.

0.3
E Kontrolé 116 sav. 1 sav.
on *k*k
< /
‘S 0.2 *
5
20.15 7
o
-
g
ie]
5 0.1 -
£
o
5 0.05 -
0

29/l

6 g/l
Bakterijy koncentracija

10 g/l

3.13 pav. Bakterijos laikymo trukmeés jtaka karotinoidy koncentracijos kitimui Stevia rebaudiana augaluose.
Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto pazymeéti: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P

< 0,001.
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Tolimesnio tyrimo metu nustatyta, kad svarbiausio fotosintezés pigmento — chlorofilo a —
koncentracija stevijos Tigliuose taip pat labiausiai padidino 2 g/l ir 10 g/1 Sviezio (1 sav.) bakterinio
preparato koncentracijos (Zr. 3.14 pav.). Siy koncentracijy senesnis (16 sav.) preparatas pasizymeéjo
Siek tiek mazesniu teigiamu poveikiu, lyginant su §vieziu preparatu (zr. 3.14 pav.).
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3.14 pav. Bakterijos laikymo trukmeés jtaka chlorofilo a koncentracijos kitimui Stevia rebaudiana augaluose.

Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto pazymeéti: *P < 0,05; **P < 0,01; ***Pp
< 0,001.

Chlorofilo b susidarymui gana stipry teigiama poveikj turéjo tick Sviezio, tiek senesnio preparato 2
g/l ir 10 g/l koncentracijos (zr. 3.15 pav.). DidZiausia chlorofilo b koncentracija gauta stevijos tiglius
paveikus senesniu 2 g/l bakterinio preparato koncentracija (r. 3.15 pav.). Siame méginyje chlorofilo
b koncentracija siekia iki 0,45 mg/g.
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3.15 pav. Bakterijos laikymo trukmeés jtaka chlorofilo b koncentracijos kitimui Stevia rebaudiana augaluose.
Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto pazyméti: **P < 0,01; ***P < (0,001.

Optimalus chlorofilo a ir b santykis yra 3:1, taciau atlikto tyrimo metu nepastebétas reikSmingas
teigiamas poveikis stevijos tiglius paveikus bakteriniu preparatu (zr. 3.16 pav.).
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3.16 pav. Bakterijos laikymo trukmés jtaka chlorofilo a/b santykio kitimui Stevia rebaudiana augaluose.
Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto pazyméti: *P < 0,05; ***P < 0,001;
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Atlikti tyrimai leidzia daryti iSvada, kad tiek 16 sav. laikyta bakterija, tieck po 1 sav. paruosta 6 g/l
bakterijos koncentracija yra optimaliausias variantas norint paspartinti cheminiy junginiy sintezg,
padidinti antioksidanty gamyba.

3.3. Paenibacillus bakterijos koncentracijos ir augimo reguliatoriy poveikis stevijos
vystymuisi ir biologiSkai aktyviyjy cheminiy junginiy sintezei

Sio mokslinio tyrimo metu, tiriant Paenibacillus preparato bei cheminiy augimo reguliatoriy poveikj
ex vitro adaptuojamoms stevijoms, buvo nustatyti ir $iy medziagy poveikiai svarbiausiems stevijy
biocheminiams rodikliams: antriniy metabolity fenoliy bei flavonoidy koncentracijai, pigmenty
karotinoidy bei chlorofily koncentracijai, taip pat — antioksidaciniam stevijy tigliy aktyvumui pagal
DPPH ir ABTS rodiklius. Biocheminiy rodikliy nustatymo metodai pateikti antrame Sio darbo
skyriuje (zr. 2. skyrius).

Tiriamy preparaty poveikis fenoliniy junginiy koncentracijoms stevijy tigliuose pavaizduotas 3.17
pav. Tyrimai parodé, kad vienas i$ tirty hormoniniy augimo reguliatoriy — ABR — sukéle rySkesnius
poky¢ius negu Paenibacillus preparatas. Vertinant bendra fenoliniy junginiy koncentracijg ir
atliekant palyginima su jokiu preparatu nepaveiktu variantu, nustatyta, kad 6 g/l Paenibacillus
preparato padidino fenoliniy junginiy koncentracijg 1,48 karto, o ABR (be bakterinio preparato) — net
2,33 karto (zr. 3.17 pav.). Itin auksta fenoliniy junginiy koncentracija buvo nustatyta ir varianto,
paveikto GAs+7 ir 10 g/l Paenibacillus preparato, tigliuose, Siek tieck mazesni teigiamg poveik],
lyginant su GAs+7 ir 10 g/l bakterinio preparato koncentracija, parodé ir bandinys su ABR ir 6 g/l
bakterinio preparato koncentracija (zr. 3.17 pav.).
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3.17 pav. Skirtingy naudojamy augaly hormony paklobutrazolio (PBZ), giberelino (GA4+7) ir abscizo
rugsties (ABR) ir bakterijy koncentracijos jtaka bendrai fenoliniy junginiy koncentracijai Stevia rebaudiana
augaly tgliuose. ,,Kontrolé™ — bakterijomis nepaveikti augalai. Skirtingos raidés zZymi statistiskai patikimus

skirtumus (Pp < 0,01; Pc < 0,001) tarp skirtingomis bakterijos koncentracijomis paveikty augaly grupes.
Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto pazyméti: ***P < 0,001.
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Tolesniy tyrimy metu gauti rezultatai parodé, kad ABR (be bakterinio preparato) poveikis salygojo
2,19 karto didesne¢ flavonoidy koncentracija, taciau ypatingai iSsiskyré ABR ir 6 g/l Paenibacillus
preparato kombinacijos poveikis: taikant pastargjj stevijy apdorojimo variantg, buvo gauta net 3,13
karto didesné flavonoidy koncentracija, lyginant su jokiu preparatu nepaveiktu variantu (zr. 3.18
pav.). Taip pat teigiamu, bet ne tokiu rySkiu poveikiu pasizyméjo bandinys su GAs+7 ir 10 g/l
bakterinio preparato koncentracija, lyginant su bakterijomis nepaveiktu GAs+7 méginiu (zr. 3.18

pav.).
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3.18 pav. Skirtingy naudojamy augaly hormony paklobutrazolio (PBZ), giberelino (GAa4+7) ir abscizo
rugsties (ABR) ir bakterijy koncentracijos jtaka flavonoidy koncentracijai Stevia rebaudiana augaly
tgliuose. ,,Kontrolé* — bakterijomis nepaveikti augalai. Skirtingos raidés Zymi statistiSkai patikimus
skirtumus (Pa < 0,05; P, < 0,01; P. < 0,001) tarp skirtingomis bakterijos koncentracijomis paveikty augaly
grupes. Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto pazyméti: ***P < 0,001.

Vertinant Paenibacillus preparato poveikj antioksidaciniam aktyvumui nustatyta, kad abi tirtos $io
preparato koncentracijos sustiprino tiek DPPH, tiek ABTS antioksidacinj efektyvumga kontroliniuose
tirpaluose (zr. 3.19 ir 3.20 pav.). Taciau 6 g/l poveikis buvo stipresnis negu 10 g/l poveikis. Lyginant
su jokiu preparatu nepaveiktu variantu, 6 g/l Paenibacillus preparato poveikis salygojo 3,68 karto
didesnj DPPH antioksidacinj aktyvuma (Zr. 3.19 pav.) ir 3,42 karto didesnj ABTS antioksidacinj
aktyvumg (Zr. 3.20 pav.). Taip pat labai rySkus teigiamas poveikis gautas ABR ir 6 g/l preparato
koncentracija, lyginant su bakterijomis nepaveiktu ABR méginiu tiek DPPH, tiek ABTS
antioksidaciniam aktyvumui (zr. 3.19 ir 3.20 pav.).
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3.19 pav. Skirtingy naudojamy augaly hormony paklobutrazolio (PBZ), giberelino (GAa4+7) ir abscizo
rugsties (ABR) ir bakterijy koncentracijos jtaka DPPH antioksidaciniam aktyvumui Stevia rebaudiana augaly
tgliuose. ,,Kontrolé* — bakterijomis nepaveikti augalai. Raidé zymi statistiskai patikimus skirtumus (P¢ <
0,001) tarp skirtingomis bakterijos koncentracijomis paveikty augaly grupes. Patikimi skirtumai nuo
bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto pazyméti: **P < 0,01; ***P < 0,001.
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3.20 pav. Skirtingy naudojamy augaly hormony paklobutrazolio (PBZ), giberelino (GAa4+7) ir abscizo
rugsties (ABR) ir bakterijy koncentracijos jtaka ABTS antioksidaciniam aktyvumui Stevia rebaudiana augaly
aglivose. ,,Kontrolé“ — bakterijomis nepaveikti augalai. Skirtingos raidés zymi statistiSkai patikimus
skirtumus (Pp < 0,01; Pc < 0,001) tarp skirtingomis bakterijos koncentracijomis paveikty augaly grupes.
Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto pazyméti: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P
< 0,001.
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Tyrimo rezultatai parodé, kad karotinoidy koncentracija patikimai padidino 10 g/ preparato
koncentracija, t.y 1,71 karto, lyginant su jokiu preparatu nepaveiktu variantu (zr. 3.21 pav.).
Reguliatoriy teigiamu poveikiu i$siskyré ABR, kuri, veikdama atskirai nuo bakterinio preparato, taip
pat patikimai padidino karotinoidy koncentracija, t.y. 1,79 karto, lyginant su jokiu preparatu
nepaveiktu variantu (zr. 3.21 pav.). Didziausias karotinoidy koncentracijg stevijy tigliuose salygojo
bendras GAus+7 ir Paenibacillus preparato (tiek 6 g/l, tieck 10 g/l) poveikis, taciau $iy kombinacijy
pranaSumas prie§ atskirai panaudoty ABR arba 10 g/l bakterinio preparato teigiamus poveikius
nebuvo itin rySkus (zr. 3.21 pav.).
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3.21 pav. Skirtingy naudojamy augaly hormony paklobutrazolio (PBZ), giberelino (GAa4+7) ir abscizo
rugsties (ABR) ir bakterijy koncentracijos jtaka karotinoidy koncentracijos kitimui Stevia rebaudiana augaly
agliuose. ,,Kontrolé*“ — bakterijomis nepaveikti augalai. Skirtingos raidés Zymi statistiSkai patikimus
skirtumus (Pa < 0,05; P, < 0,01; P < 0,001) tarp skirtingomis bakterijos koncentracijomis paveikty augaly
grupes. Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto pazyméti: **P < 0,01; ***P <
0,001.

Tyrimo metu gautas labai panasus bakterijy ir hormony poveikis chlorofilo a ir karotinoidy
koncentracijos poky¢iui. Chlorofilo a koncentracija patikimai padidino 10 g/l preparato
koncentracija, t.y. 1,47 karto, lyginant su jokiu preparatu nepaveiktu variantu (zr. 3.22 pav.).
Reguliatoriy teigiamu poveikiu i§siskyré ABR, kuri, veikdama atskirai nuo bakterinio preparato, taip
pat patikimai padidino chlorofilo a koncentracija, t.y. 1,67 karto, lyginant su jokiu preparatu
nepaveiktu variantu (Zr. 3.22 pav.). DidZiausias chlorofilo a koncentracijg stevijy tigliuose salygojo
bendras GAs+7 ir Paenibacillus preparato (tick 6 g/l, tieck 10 g/l) poveikis, taciau §iy kombinacijy
pranasumas prie§ atskirai panaudoty ABR arba 10 g/l bakterinio preparato teigiamus poveikius
nebuvo itin rySkus (Zr. 3.22 pav.).
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3.22 pav. Skirtingy naudojamy augaly hormony paklobutrazolio (PBZ), giberelino (GAa4+7) ir abscizo
rigsties (ABR) ir bakterijy koncentracijos jtaka chlorofilo a koncentracijos kitimui Stevia rebaudiana augaly
tgliuose. ,,Kontrolé* — bakterijomis nepaveikti augalai. Skirtingos raidés Zymi statisti§kai patikimus
skirtumus (P, < 0,05; P¢ < 0,001) tarp skirtingomis bakterijos koncentracijomis paveikty augaly grupes.
Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto pazyméti: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P
< 0,001.

Vertinant tyrimo metu gautus chlorofilo b koncentracijos rezultatus, galima pastebéti, kad ABR be
bakterinio preparato poveikio pasizymi didziausiu teigiamu poveikiu chlorofilo b susidarymui. Siame
méginyje pasiekta iki 0,62 mg/g chlorofilo b koncentracija (zr. 3.23 pav.). Kiti méginiai nepasizyméjo
rySkesniu poveikiu chlorofilo b susidarymui.
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3.23 pav. Skirtingy naudojamy augaly hormony paklobutrazolio (PBZ), giberelino (GA4.7) ir abscizo

rigsties (ABR) ir bakterijy koncentracijos jtaka chlorofilo b koncentracijos kitimui Stevia rebaudiana augaly

tgliuose. ,,Kontrolé* — bakterijomis nepaveikti augalai. Skirtingos raidés Zymi statistiSkai patikimus
skirtumus (P, < 0,05; P¢ < 0,001) tarp skirtingomis bakterijos koncentracijomis paveikty augaly grupes.

Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto pazyméti: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P

< 0,001.

Atlikto tyrimu metu pastebéta, kad bakterijos ir hormonai nepasieké optimalaus chlorofilo a ir b
santykio, kuris atitinkamai yra 3:1. DidZiausig santykj pavyko pasiekti stevijos iglius paveikus ABR
ir 6 g/l bakterinio preparato koncentracija, $is santykis siekia 2,68 mg/g (zr. 3.24 pav.).
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3.24 pav. Skirtingy naudojamy augaly hormony paklobutrazolio (PBZ), giberelino (GAa4+7) ir abscizo
rtgsties (ABR) ir bakterijy koncentracijos jtaka chlorofilo a/b santykio kitimui Stevia rebaudiana augaly
tgliuose. ,,Kontrolé* — bakterijomis nepaveikti augalai. Skirtingos raidés Zymi statisti§kai patikimus
skirtumus (Pp < 0,01; P.< 0,001) tarp skirtingomis bakterijos koncentracijomis paveikty augaly grupes.
Patikimi skirtumai nuo bakterijomis neuzkrésto kontrolinio varianto pazyméti: *P < 0,05; ***P < 0,001;

45



4. Rekomendacijy dalis

Atlikti tyrimai parodé, kad paveikus stevijos (Stevia rebaudiana Bertoni) augalg jvairiais augimo
reguliatoriais bei bakterijomis, augalo viduje susidaro didesné koncentracija biologiskai aktyviyjy
cheminiy junginiy, kurie teigiamai veikia zmogaus sveikata. Atsizvelgiant j Siy medziagy tirpuma
riebaluose [73], 4.1 paveiksle pateikiama eterinio aliejaus, i$skirto i§ stevijos (Stevia rebaudiana
Bertoni) lapy, principiné aparatiirine schema. Sig schema sudarandiy jrenginiy Zzyméjimai ir
paaiskinimai pateikti 4.1. lenteléje.

Pirmiausia stevijos augalo lapai patalpinami j ekstrakcijos talpg (C-1). Véliau anglies dioksido dujos
i§ jy laikymo talpos (A-1) stimokliniu siurbliu (S-1), pro atidarytus voztuvus (V-1, V-2), tieckiamas j
talpg (B-1), kuri yra kaitinama iki 30 °C laipsniy temperatiiros [74, 75]. | $ig talpg tickiamos anglies
dioksido dujos, kol susidaro 200 bar slégis [74, 75]. Susidariusio slégio rodiklis iSmatuojamas slégio
matuokliu (P-1). Kai anglies dioksido dujos kaitinamojoje talpoje (B-1) pasiekia nurodytus
parametrus, S$ios dujos biina superkrizin¢je, dar vadinama virskrizin¢je, busenoje. Tokioje biisenoje
anglies dioksidas yra skystas ir pasizymi efektyviu jvairiy medziagy tirpinimu. Slégio reikSmei
palaikyti yra naudojamas atgalinio slégio reguliatorius (V-3). Taip pat reikalingos temperatiiros
uztikrinimui yra jrengtas Silumokaitis (HE-1) ir termometras (T-1), temperatiiros poky¢iams stebéti.
Sklandziam procesui palaikyti naudojamas skys¢iy srauto matuoklis (FM-1) ir mechaninis voztuvas
(V-4), pro kuriuos 10 ml/min. greiCiu prateka skystas anglies dioksidas [76].

Skystas anglies dioksidas tiekiamas j ekstrakcijos talpg (C-1), kurioje 1§ anksto yra patalpinti stevijos
lapai. Stevijos lapuose esantys biologiskai aktyviis cheminiai junginiai pereina j anglies dioksido
skystj ir taip pro talpos (C-1) visy ir atidarytg voztuva (V-5) patenka j separatoriy (D-1). Ekstrakcijos
metu svarbu palaikyti reikiamg slégj, tam jrengtas papildomas slégio matuoklis (P-2).

Anglies dioksidas patekes j separatoriy, kuriame néra sudarytas 6,5-300 bar slégis ir palaikoma 25-
120 °C laipsniy temperatira [77], i§ skystos busenos tampa dujomis ir yra surenkamas j atskirg tam
skirtg talpa (E-1). Tuo tarpu likes ekstraktas iScentrinio siurblio (S-2) sudarytu slégiu, pro atidarytus
voztuvus (V-6, V-7), tickiamas ] maiSykle (F-1). ] $ig maiSykle tiekiamas 0,5 ml/min. grei¢iu etanolio
tirpalas [76]. Sio proceso metu kaitinimo elementais palaikoma 30 °C laipsniy temperatiira [74, 75
,78]. Si reikémé matuojama prie maiSyklés pritvirtintu termometru (T-2). Mas¢ mai$ykléje (F-1)
valandg laiko maiSoma 200 aps/min. [79]. Véliau susidares etanolio ekstraktas iScentriniu siurbliu (S-
3) pro atidaryta voztuva (V-8) yra tickiamas j ekstrakto laikymo talpykla (G-1), kuri 4 valandas
laikoma -70 °C laipsniy temperatiiroje [80].

Praéjus 4 valandoms, iScentrinio siurblio (S-4) sudarytu slégiu, pro atidaryta voztuva (V-9) skystis
tiekiamas link vakuuminio filtro (VF-1). Vakuuminio siurblio (VS-1) sudarytu vakuumu skystis
pereina pro filtrg (VF-1) ir toliau yra tiekiamas j sekancig laikymo talpg (H-1). Slégio matuokliu (P-
3) stebimas slégis, kuris lemia efektyvy filtracijos process. Filtracijos metu i§ riebaluose tirpiy
medziagy ir etanolio tirpalo paSalinami riebalai ir vaskai. I§ laikymo talpos (H-1) filtratas supilamas
i apvaliadugne kolba, kuri véliau pritvirtinama prie rotacinio vakuuminio garintuvo (I-1). Sio proceso
metu i§ aliejaus ir etanolio tirpalo pasalinamas alkoholis. Nustatomas 200 mbar slégis, palaikoma 30
°C laipsniy temperatiira 60 min. [80, 81]. Pasibaigus garinimo procesui surinktas etanolis kaupiamas
ir laikomas etanolio surinkimo talpoje (J-1), o likes eterinis aliejus perpilamas j eterinio aliejaus
laikymo talpg (K-1).
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4.1. lentelé. Principinés aparattrinés schemos prietaisy pavadinimai ir Zyméjimai

Prietaiso pavadinimas

Prietaiso Zyméjimas

CO talpa A-1
Talpa su aukstos temperatiiros kaitinimo elementu B-1
Ekstrakcijos talpa C-1
Separatorius D-1
Talpa su panaudotu CO; E-1
Maisyklé su kaitinimo elementu F-1
Ekstrakto laikymo talpa G-1, H-1
Rotacinis vakuuminis garintuvas I-1
Talpa su panaudotu etanoliu J-1
Talpa su produktu K-1
Pneumatinis voztuvas V-1, V-2, V-5
Atgalinio slégio reguliatorius V-3

Mechaninis voztuvas

V-4, V-6, V-7, V-8, V-9

Skysciy srauto matuoklis

FM-1

Silumokaitis HE-1

Slégio matuoklis P-1, P-2, P-3
Stiimoklinis siurblys S-1
IScentrinis siurblys S-2, S-3,5-4
Vakuuminis siurblys VS-1
Termometras T-1,T-2
Vakuuminis filtras VF-1
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a V-3 HE-1 FM-1 V4
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Stevijos lapal —»-—

H-1 I-1 J-1 K-1

4.1 pav. Eterinio aliejaus, isskirto i§ stevijos (lot. Stevia rebaudiana Bertoni) lapy, principiné aparatiiriné schema
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ISvados

1. Nustatyta, kad didziausios vertés biologiskai aktyviyjy cheminiy junginiy, stevijos uglius

paveikus skirtingomis bakterinio preparato koncentracijomis, buvo: 64,36 mg/g fenoliniy
junginiy (paveikus 6 g/l bakteriniu preparatu), 158,69 mg/g flavonoidy (nepaveikus bakterijomis),
44,80 mM/g DPPH ir 47,37 mM/g ABTS antioksidacinis aktyvumas (paveikus 6 g/l bakteriniu
preparatu), 0,29 mg/g karotinoidy (paveikus 10 g/l bakteriniu preparatu), 1,08 mg/g chlorofilo a
(paveikus 10 g/l bakteriniu preparatu), 0,46 mg/g chlorofilo b (paveikus 10 g/l bakteriniu
preparatu), 2,52 chlorofilo a/b santykis (paveikus 6 g/l bakteriniu preparatu arba nepaveikus
bakterijomis).

. Nustatyta, kad didzZiausios vertés biologiSkai aktyviyjy cheminiy junginiy, stevijos tglius
paveikus Svieziu (1 sav.) arba senesniu (16 sav.) bakteriniu preparatu, buvo: 64,36 mg/g fenoliniy
junginiy (paveikus 1 sav. bakteriniu preparatu), 168,30 mg/g flavonoidy (paveikus 16 sav.
bakteriniu preparatu), 44,8 mM/g DPPH ir 47,37 mM/g ABTS antioksidacinis aktyvumas
(paveikus 1 sav. bakteriniu preparatu), 0,26 mg/g karotinoidy (paveikus 1 sav. bakteriniu
preparatu), 1,04 mg/g chlorofilo a koncentracija (paveikus 1 sav. bakteriniu preparatu), 0,45 mg/g
chlorofilo b (paveikus 16 sav. bakteriniu preparatu), 2,58 chlorofilo a/b santykis (paveikus 16 sav.
bakteriniu preparatu).

. Nustatyta, kad didziausios vertés biologiSkai aktyviyjy cheminiy junginiy, stevijos tglius
paveikus augimo reguliatoriu giberelinu, paklobutrazoliu arba abscizo riigstimi ir bakterijomis,
buvo: 100,84 mg/g fenoliniy junginiy (paveikus ABR be bakterijy), 246,33 mg/g flavonoidy
(paveikus ABR ir 6 g/l bakteriniu preparatu), 74,68 mM/g DPPH antioksidacinis aktyvumas
(paveikus ABR ir 6 g/l bakteriniu preparatu) ir 52,88 mM/g ABTS antioksidacinis aktyvumas
(paveikus GAs+7 be bakterijy), 0,29 mg/g karotinoidy (paveikus GAas+7 ir 10 g/l bakteriniu
preparatu), 1,30 mg/g chlorofilo a (paveikus GAs«+7 ir 10 g/l bakteriniu preparatu), 0,62 mg/g
chlorofilo b (paveikus ABR be bakterijy), 2,68 chlorofilo a/b santykis (paveikus ABR ir 6 g/l
bakteriniu preparatu).
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