Ktu

1922

Kauno technologijos universitetas

Cheminés technologijos fakultetas

Antioksidacinio, fermentinio ir antibakterinio aktyvumo
jvertinimas bei palyginimas vaistinés medetkos (lot. Calendula
officinalis L.) ir dazinio dygmino (lot. Carthamus tinctorius L.)

kaliaus kultiiry in vitro ekstraktuose

Baigiamasis magistro projektas

Laura Bernikaité

Projekto autoré

Doc. Ilona Jonuskiené

Vadové

Kaunas, 2021



Ktu

1922

Kauno technologijos universitetas

Cheminés technologijos fakultetas

Antioksidacinio, fermentinio ir antibakterinio aktyvumo
jvertinimas bei palyginimas vaistinés medetkos (lot. Calendula
officinalis L.) ir dazinio dygmino (lot. Carthamus tinctorius L.)

kaliaus kultiiry in vitro ekstraktuose

Baigiamasis magistro projektas
Pramoniné biotechnologija (6211FX010)

Laura Bernikaité

Projekto autore

Doc. Ilona Jonuskiené

Vadové

Doc. dr. Neringa Petrasauskiené

Recenzenté

Kaunas, 2021



Ktu

1922

Kauno technologijos universitetas
Cheminés technologijos fakultetas

Laura Bernikaité

Antioksidacinio, fermentinio ir antibakterinio aktyvumo
jvertinimas bei palyginimas vaistinés medetkos (lot. Calendula
officinalis L.) ir dazinio dygmino (lot. Carthamus tinctorius L.)

kaliaus kultiiry in vitro ekstraktuose

Akademinio sgziningumo deklaracija

Patvirtinu, kad:

1. baigiamajj projekta parengiau savarankiskai ir saZiningai, nepaZeisdama(s) kity asmeny autoriaus
ar kity teisiy, laikydamasi(s) Lietuvos Respublikos autoriy teisiy ir gretutiniy teisiy jstatymo nuostaty,
Kauno technologijos universiteto (toliau — Universitetas) intelektinés nuosavybés valdymo ir
perdavimo nuostaty bei Universiteto akademines etikos kodekse nustatyty etikos reikalavimy;

2. baigiamajame projekte visi pateikti duomenys ir tyrimy rezultatai yra teisingi ir gauti teisétai, nei
viena §io projekto dalis néra plagijuota nuo jokiy spausdintiniy ar elektroniniy Saltiniy, visos
baigiamojo projekto tekste pateiktos citatos ir nuorodos yra nurodytos literatiiros sarase;

3. jstatymy nenumatyty piniginiy sumy uz baigiamajj projekta ar jo dalis niekam nesu mokéjg¢s (-Usi);

4. suprantu, kad iSaiskéjus nesgziningumo ar kity asmeny teisiy pazeidimo faktui, man bus taikomos
akademinés nuobaudos pagal Universitete galiojanciag tvarka ir biisiu pasalinta(s) i§ Universiteto, o
baigiamasis projektas gali buti pateiktas Akademinés etikos ir procediiry kontrolieriaus tarnybai
nagrinéjant galimg akademinés etikos pazeidima.

Laura Bernikaité

Patvirtinta elektroniniu bidu



Bernikaité, Laura. Antioksidacinio, fermentinio ir antibakterinio aktyvumo jvertinimas bei
palyginimas vaistinés medetkos (lot. Calendula officinalis L.) ir dazinio dygmino (lot. Carthamus
tinctorius L.) kaliaus kulttiry in vitro ekstraktuose. Magistro baigiamasis projektas / vadové doc. Ilona
Jonuskiené¢; Kauno technologijos universitetas, Cheminés technologijos fakultetas.

Studijy kryptis ir sritis (studijy krypciy grupé): Biotechnologijos, Technologijy mokslai.
ReikSminiai Zodziai: medetka, dygminas, bioatyvumas, fermentai, antioksidantai.

Kaunas, 2021. 73 p.
Santrauka

Aplinkos poveikis, pavyzdziui, toksinai, terSalai, mityba ar UV spinduliuoté, yra pagrindinés
biomolekulinés oksidacijos ir oksidacinio streso priezastys, galincios sukelti ligas ar sutrikimus bei
pagreitinti Zmogaus sené€jimo procesg. Junginiai su antioksidacinémis savybémis ne tik apsaugo
organizmg nuo kai kuriy ligy, susijusiy su senéjimu, bet ir sumazina oksidacinio streso poveikj.
Biotechnologijos naudoja gyvuosius organizmus, kurie yra modifikuojami geny inzinerijos metodais
tam, kad lastel¢je biity gaminamos naujos, jai nebtidingos, medziagos. Naudojant lagsteliy kulttras,
gaminami naudingi junginiai, gali tapti Saltiniu farmakologiniy junginiy gamybai. D¢l §iy priezasCiy
tyrime buvo vertinama dviejy vaistiniy augaly, t. y. medetkos ir dazinio dygmino, antioksidacinis ir
antibakterinis aktyvumas.

Tyrimo metu siekiama i$siaiSkinti stipriausias antioksidacines savybes turintj augalg, tarpusavyje
palyginti kulttiras, nustatyti antioksidacinius fermentus bei bioaktyviuosius junginius ir istirti augaly
antibakterinj aktyvumga prie§ gramneigiamas bakterijas. IStyrus medetkos (lot. Calendula officinalis
L.) ir dygmino (lot. Carthamus tinctorius L.) antioksidacinj aktyvuma, nustatyta, kad stipriausiomis
antioksidacinémis savybémis pasizyméjo dygminy stieby kaliaus (TDZ 0,5 mg/l; NAR 0,2 mg/l)
ekstaktas, kurio antioksidacinis aktyvumas sieké 24,06 umol/l. Nustatyti antioksidaciniai fermentai
medetkos (lot. Calendula officinalis L.) ir dygmino (lot. Carthamus tinctorius L.) augaly
ekstraktuose, kuriuose askorbatperoksidazés, superoksido dismutazés ir katalazés didziausias
aktyvumas buvo medetky Ziedy in vivo ekstrakte. Didziausios fenoliniy junginiy koncentracijos
nustatytos medetky Sakny kaliaus su N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)-3-((4-metoksifenil)amino)
propanamido junginiu ekstakte, o didziausia liuteino koncentracija buvo rasta medetkos Zieduose in
VIVO.
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Summary

Environmental exposure, such as toxins, pollutants, diet, or UV radiation, are major causes of
biomolecular oxidation and oxidative stress that can cause disease or disorder and accelerate the aging
process in human body. Compounds with antioxidant properties not only protect the body from some
diseases associated with aging, but also reduce the effects of oxidative stress. Biotechnology uses
living organisms that are modified by genetic engineering to produce new, non-specific substances.
The use of cell cultures to produce useful compounds can become a source of pharmacological
compounds. For these reasons, the study evaluated two medicinal plants (Calendula officinalis L. and
Carthamus tinctorius L.) antioxidant and antibacterial activity.

The aim of the study is to find out the plant with the strongest antioxidant properties, to compare
cultures, to determine antioxidant enzymes and bioactive compounds and to investigate the
antibacterial activity of plants against gram-negative bacteria. Examination of the antioxidant activity
of calendula (Calendula officinalis L.) and safflower (Carthamus tinctorius L.) showed that the
strongest antioxidant properties were found in safflower stem callus culture (TDZ 0,5 mg/l; NAR 0,2
mg/l) extract with antioxidant activity 24,06 umol/l. Antioxidant enzymes were detected in extracts
of calendula (Calendula officinalis L.) and safflower (Carthamus tinctorius L.) plants, in which
ascorbate peroxidase, superoxide dismutase and catalase activity had the highest activity in in vivo
extract of calendula flowers. The highest concentrations of phenolic compounds were found in the
extract of calendula root callus culture with  N-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-3-((4-
methoxyphenyl)amino)propanamide compound, and the highest concentration of lutein was found in
calendula flowers in vivo.
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Santrumpy ir terminy sarasas
Santrumpos:

EDTA — etilendiamintetraacto rigstis;

MDA — malondialdehidas;

FRAP — gelezies redukcijos antioksidaciné galia;
DTT — ditiotreitolis;

PMSF — fenilmetilsufonilfluoridas;

DMSO - dimetilsulfoksidas;

SOD - superoksido dismutazé;

TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-triazinas;

DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas.



Ivadas

Biotechnologija yra disciplina, kuri labai spar€iai vystosi ir yra vis labiau pritaikoma kasdieniame
gyvenime: nuo farmacijos plétros iki maisto gamybos ir terSianCiy atlieky apdorojimo.
Biotechnologija naudoja gyvas lasteles kurti bioproduktus, skirtus specialiems tikslams. Si mokslo
sritis yra susijusi su geny inzinerija ir 20-0jo amziaus pradzioje atsirado kaip savarankiSka sritis
maisto pramonéje, prie kurios véliau prisijunge kiti sektoriai, tokie kaip medicina ir aplinka. Siomis
dienomis minimos penkios pagrindinés Siuolaikinés biotechnologijos Sakos - Zmogaus, aplinkos,
pramongés, gyviiny ir augaly, kurios padeda pasauliui kovoti su badu ir ligomis, gaminti saugiau,
Svariau ir efektyviau, sumazinti ekologinj pédsaka ir taupyti energija. Pastaruoju metu augaly
biotechnologiniais metodais suformuojamos augaly pagrindu veikiancios in vitro sistemos.

Vaistinése medetkose (lot. Calendula officinalis L.) yra veikliyjy medziagy, tokiy kaip flavonoidai,
triterpenai, saponinai, salicilo riigStis, kurios suteikia prieSuzdegiminiy, antioksidaciniy,
nuskausminamyjy ir drékinamyjy savybiy. Jy eterinis aliejus pasizymi stipriomis antibakterinémis
savybémis. Nustatyta, kad medetky zieduose esantys flavonoidai turi prieSuzdegiminj ir slopinantj
poveikj storosios zarnos véziui, leukemijai ir melanomos lgsteléms. Medetkos padeda organizmo
detoksikacijos procesui paalinti visas organizme susikaupusias nuodingas medziagas. Sis
detoksikavimas ne tik naudingas virSkinimo sistemai, bet ir limfinei sistemai, nes palengvina
limfmazgiy uzdegima.

Dygminy aliejuje be vitamino E yra ir omega-6 riebaly ragsciy. Sékly aliejuje yra mazai so¢iyjy
riebaly riigs§ciy, todél jis yra sveikas pasirinkimas gaminant maistg. Dygminy sékly aliejus
naudojamas esant padid¢jusiam cholesterolio kiekiui, Sirdies ligoms, insultui, diabetui, randy
prevencijai ir daugeliui kity ligy gydyti. Gamyboje dygminy ziedai naudojami kosmetikai ir
audiniams dazyti. Dygminy sékly aliejus naudojamas kaip dazy tirpiklis. Sékly aliejuje esancios
linoleno ir linolo riigStys gali padéti iSvengti ,,arterijy sukietéjimo*, sumazinti cholesterolio kiekj ir
sumazinti Sirdies ligy rizika. Dygminuose yra cheminiy junginiy, kurie padeda skystinti krauja,
i§siplecia kraujagysles, sumazina kraujospiidj.

Augalai svarbis ir dél savo terapiniy savybiy. Jy fenoliniai junginiai sukuria vieng i§ pagrindiniy
molekuliy grupiy, apsauganciy nuo laisvyjy radikaly arba veikian¢iy kaip antioksidantai. Augalai
sugeba sintezuoti skirtingus antrinius metabolitus, ir Sie metabolitai turi reik§minga biologinio
aktyvumo potencialg. Naudojant Siuolaikines technologijas, moksliSkai galima analizuoti tradicinj
augaly naudojimg ir atskleisti perspektyvius junginius, kurie gali biiti naudojami ligoms gydyti.

Darbo tikslas — jvertinti ir palyginti bioaktyvumg vaistinés medetkos (lot. Calendula officinalis L.) ir
dazinio dygmino (lot. Carthamus tinctorius L.) kaliaus kultiiry in vitro ekstraktuose.

Tikslui jgyvendinti numatomi Sie uzdaviniai:

1. suformuoti tiriamyjy augaly kaliaus kulttiras in vitro;

2. istirti tiriamyjy augaly ekstrakty antioksidacinj aktyvuma;

3. nustatyti antioksidacinius fermentus ir bioaktyviuosius junginius tiriamyjy augaly ekstraktuose;
4. palyginti tirlamyjy augaly ekstrakty antibakterinj aktyvuma;

5. pateikti liuteino i8skyrimo i§ vaistinés medetkos Ziedy aparatiiring schema.



1. Literatuiros apzvalga
1.1. Augaly biotechnologija

Nuo neatmenamy laiky zmonés augalinius produktus naudojo kaip vaisty, agrochemikaly ir mitybos
Saltinius. Net ir Siandien beveik visi pasaulio gyventojai priklauso nuo augalinés kilmés produkty.
Pastaruoju metu biotechnologijos sitillo patrauklias galimybes auginti augaly pagrindu sukurtas in
vitro sistemas (pvz., kaliaus kulttras, lgsteliy suspensijos kultiiras ir organy kulttras) bei atlikti
genetines manipuliacijas, siekiant lengviau sukurti norimus augalus ir augalinius produktus. Kadangi
vis daugiau natiiraliy buveiniy yra naikinamos, biotechnologiniai in vitro metodai gali padéti uzkirsti
kelig visiSkai i8nykti nykstan¢ioms rasims [1].

Augalai prisitaiko prie abiotiniy ir biotiniy stresy, naudodamiesi savo plastiSkumu, kad atsistatyty, ir
sintetina antrinius metabolitus, kuriuos suaktyvina elicitoriai bei iSskiria kaip gynybinius atsakus.
Cheminiy junginiy susidarymg i§ antrinio metabolizmo gali paskatinti iSoriniai streso signalai (pvz.,
patogeninai elicitoriai, oksidacinis stresas ir kt.), kuriy biosintezéje dalyvauja zasmonatas, salicilo
rigstis ir jy dariniai kaip signalo keitikliai. Sios elicitoriaus molekulés augaluose stimuliuoja gynybos
ar streso sukeltus atsakus. Jie gali biiti gaunami i§ paciy patogeny (egzogeniniai elicitoriai; pvz.,
chitinas, chitozanas ir gliukanas) arba augaly i$skiriami veikiant patogenui (endogeniniai elicitoriai;
pvz., pektinas, pektino rugstis, celiulioze ir kiti polisacharidai). PrieSingai nei Sie, biotiniai elicitoriai,
taip pat yra abiotiniy elicitoriy, kurie veikia kaip fiziniai veiksniai (t. y. $altis, karstis, UV spinduliuotg,
osmosinis slégis) ir cheminiai agentai (t. y. etilenas, fungicidai, antibiotikai, druskos ir sunkieji
metalai). Elicitoriai reguliuoja geny ekspresija reaguodami j cheminius ir fiziologinius dirgiklius. Jie
taip pat skatina fermenty sintezg ir taip skatina daugybés antriniy metabolity: flavonoidy, alkaloidy,
terpenoidy, tioniny, fenilpropanoidy ir polipeptidy, susidaryma.

Daugelis antriniy metabolity ne tik atlicka apsaugines funkcijas, bet ir turi medicining vert¢ Zmonéms,
todél augaly lgsteliy in vitro yra patrauklis Saltiniai jy gamybai. Sukurtos metodikos, siekiant
optimizuoti auginimo sglygas ir padidinti antriniy metabolity gamybg augaly in vitro kultarose. Be
to, dél genetiniy manipuliacijy ekonominiais augalais, tokiais kaip kvie€iai, ryziai, kukuriizai ir kiti,
atsirado veisliy, atspariy stresui ir ligoms. Taigi augaly biotechnologijos gali papildyti tradicinj zemés
k] pramoniniu mastu [2, 3].

1.1.1. Kaliaus kultiiros in vitro

Augaly audiniy kultiros yra svarbios mokslo tyrimams ir komerciniams tikslams. Visose
pagrindinése sausumos augaly Seimose suzeistas audinys yra iSgaunamas nediferencijuotomis kaliaus
lastelémis. Sias kaliaus lasteles galima kultivuoti in vitro biotechnologinéms reikméms. Beveik bet
kuri augalo dalis gali buiti naudojama auginti kaliaus kulttirg. IS augaly audiniy paimti eksplantai létai
auga in vitro j lasteliy mas¢ nuo amorfiskos ir bespalvés iki Sviesiai rudos spalvos, bet jie turi bati
gaunami steriliomis salygomis, iSvengiant mikroby infekcijos, ir auginami kietoje gelio terpéje,
papildytoje augimo hormonais (t. y. auksinu, citokininu). Reguliariai perkeliant Igsteles, kaliaus
kultaras galima neribotg laikg laikyti in vitro. Diferencijuotos augaly lgstelés ir kultivuojamos kaliaus
lastelés labai skiriasi. Kaliaus lgstelés yra panaSios j nediferencijuotas meristemines lgsteles - jos
18siskiria mazomis vakuolémis ir, be kity ypatybiy, neturi chloroplasty fotosintezei. Kaliaus kultiiros
gali 1Sauginti ] augalus, jei jos laikomos tinkamose auginimo terpése, kurios skiriasi nuo standartiniy
kultiiriniy terpiy. Nors kai kurioms kaliaus kultiiroms reikia augimo tamsoje, kitos auga tam tikromis
dienos ir nakties saglygomis (pvz., 16 val. S§viesoje, 8 val. tamsoje). Kaliaus kultiiros paprastai auga
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(25 £ 2) °C temperatiiroje. Jos gali biiti kompaktiskos formos kultiiros ir purios kultiiros. Vienalgstés
kulttros, laikomos létai sumaiSytoje skystoje terpéje, gali biiti naudojamos puriai kaliaus kultiirai
gauti [4].

Pagrindiniai lgsteliy kulttiros sistemy privalumai, palyginti su jprastiniu viso augalo auginimu, yra
Sie: pasirinktus augalinius junginius galima iSgauti nepriklausomai nuo iSoriniy veiksniy (pvz.,
dirvoZzemio sudéties ar klimato); auginamos Igstelés apsaugotos nuo mikroorganizmy ar vabzdziy;
bet kurio augalo, netgi reto ar nykstancio, lasteles galima lengvai prizitiréti, kad susidaryty jy antriniai
metabolitai; o roboty valdomi bioreaktoriai, reguliuoja antriniy metabolity gamybg, sumazina
sgnaudas ir pagerina produktyvuma [5].

1.1.2. Kaliaus kultiiros in vitro salygos

Kaliaus kulttiry laikymo laboratorinémis saglygomis jvairioms rasims yra skirtingos, todél jos turi buti
parengtos kiekvienu atskiru atveju. ISoriniai veiksniai, tokie kaip Sviesa, temperattra, terpés pH ir
kulttiry aeracija, turi jtakos antrinei metabolity biosintezei. Paprastai kaliaus kultiiros palaikomos
kietoje agaro terpéje, papildytoje specifinémis maistinémis medziagomis, druskomis, vitaminais ir
elementais (pvz., azotu, fosforu ir kaliu). Apskritai, didelé amonio jony koncentracija slopina antriniy
metabolity susidaryma, o mazéjant amonio azotui, susidarymas padidéja. Neorganinis fosfatas yra
bitinas fotosintezei ir glikolizei. Didelis fosfaty kiekis daznai skatina lgsteliy augimg ir pirminj
metabolizma, o maza fosfaty koncentracija skatina antriniy metabolity susidaryma. Daugelis antriniy
metabolity susidaro dél fosforilinty tarpiniy produkty, kurie véliau iSskiria fosfata (pvz.,
fenilpropanoidus ir terpenoidus).

Pridéjus prekursoriy, pageré¢ja produkto susidarymas. Antriniy metabolity biosintezé augaly kulttrose
paprastai yra nedidelé ir turi biti patobulinta siekiant komerciniy tiksly. Prekursoriy molekuliy
pridé¢jimas | terp¢ daznai padidina produkto susidaryma. Daugumos antriniy metabolity biosinteze
sudaro keliy fermenty daugiapakopés reakcijos. Bet kuris reakcijos etapas fermenty biosintezeje gali
biti stimuliuojamas, kad biity sustiprintas produkto susidarymas.

Labiausiai yra naudojamos Murashige ir Skoog (MS), White ir sumedéjusio augalo terpés. Auginimui
stimuliuoti ] terpe reikia jpilti specifiniy fitohormony. Antriniy metabolity gamybai optimizuoti
bitina atrinkti terpe augaly Iasteléms auginti ir svarbiems junginiams susidaryti.

Kaliaus formavimasi arba somating embriogeneze¢ lemia augaly hormonai, tokie kaip auksinai,
citokininai ir giberelinai. Augaly iSauginimas i§ kaliaus audinio vadinamas organogeneze arba
morfogeneze. Siam procesui taip pat reikalingi specifiniai hormonai. Augimo faktoriai, tokie kaip
metilglikoksalis ir askorbo ruigstis, sustiprina nepakankama organogenezg in vitro.

Tiek embrioninés, tiek postembrioninés raidg reguliuoja totipotencija ir diferenciacija pagal
paaiSkinamy audiniy genetinius ir epigenetinius mechanizmus bei kaliaus formavimasi veikiant
fitohormonams. Kaliaus kultiiros gali biiti embriogeninés arba neembriogeninés. Embriogeninése
kultiirose yra diferencijuotos embriogeniskai kompetentingos Iastelés, kurios regeneruoja istisus
augalus. Neembriogeninése lastelése yra vienalytés, diferencijuotos lastelés, kurios naudojamos
antriniy metabolity gamybai. Suspensiniy lasteliy kultiiros daznai naudojamos masiniam auginimui
specialiai sukurtuose bioreaktoriuose [4, 5].
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1.1.3. Antriniai metabolitai kaliaus kultiroje

Kaliaus kultiiros gali buti naudojamos antriniams metabolitams gaminti, kurie panaudojami
kosmetikos, maisto ir susijusiose pramonés Sakose. IS vaistiniy augaly kaliaus kultiry gaminami
bioaktyvis fitochemikalai, kurie gali biiti naudojami gydant jvairias ligas (pvz., vézj, Sirdies ir
kraujagysliy ligas, neurodegeneracines ligas, infekcines ligas ir kt.); be to, pagamintos cheminés
medZziagos neapsiriboja tam tikromis cheminiy klasiy riiSimis, taciau turi didele chemine jvairove.
Kadangi fitochemikalus galima tiesiogiai iSgauti i§ kaliaus neprarandant viso augalo, kaliaus
technologija gali padéti apsaugoti retas ir nykstancias augaly rasis, o in vitro gali biiti pagamintas
pakankamas kiekis antriniy metabolity. Kaliaus kultiiras taip pat galima paversti vienalgstelémis
suspensijy kultiiromis, auganéiomis kolbose ant purtykliy ar biofermentoriuose, antriniams
metabolitams gauti. Kultiiros auga kontroliuojamomis salygomis, neveikiant jvairiems aplinkos
veiksniams, sezoninéms mikrobiologinéms ligoms, kenké&jams ir geografiniams apribojimams. Taigi,
taip nuolat gali bti gaminami aukstos kokybés antriniai metabolitai [6].

Kadangi kaliaus ir suspensijos kultiirose yra sukaupta genetiné informacija apie iStisus augalus, jie
turi visiSkg potencialg antriniy metabolity biosintezei. Be to, audiniy kultiiros technologijos suteikia
galimybe manipuliuoti augaly lasteliy biosintezes biidais, kad biity galima gauti antriniy metabolity
darinius, pasizyminc¢ius patobulintomis rinkai savybémis. Taip pat, biotransformacijos reakcijos gali
biiti naudojamos paversti specifinius substratus j norimus galutinius produktus.

Antriniams metabolitams i$skirti ir i§gryninti, naudojami cheminiai metodai yra vienodi augaly
lasteliy kultiiroms ir iStisuose augaluose. Jei susidare produktai patenka j auginimo terpg, juos atskirti
lengva. Jei jie laikomi vakuolése, reikia suardyti augaly Iasteliy membrang ir tonoplasta (pvz.,
permeabilizuojan¢iomis medziagomis, tokiomis kaip dimetilsulfoksidas). Norint optimizuoti norimy
fitochemikaly gamyba, reikia padidinti jy biosintez¢ ir kuo labiau sumazinti nepageidaujamy
Salutiniy produkty sinteze. Morfologiné diferenciacija ir brendimas skatina antriniy metabolity
biosintez¢ specializuotose Igstelése [7].

1.2. Augaly charakteristika
1.2.1. Medetkos (lot. Calendula officinalis L.) apibaidinimas

Calendula officinalis L. (medetka) visame pasaulyje Zinoma dél savo medicininés svarbos, turinti
jvairiy fitochemikaly, jskaitant angliavandenius, aminoriigstis, lipidus, riebaly riigstis, karotinoidus,
terpenoidus, flavonoidus, chinonus, kumarinus ir kitas sudedamasias dalis, rodancias svarby biologinj
aktyvuma, pavyzdZziui, Zaizdy gijimg, imunostimuliatorinj, spazmogeninj ir spazmolitinj, genotoksinj
ir antigenotoksinj, prieSuzdegiminj, antibakterinj, antigrybelinj, antioksidantinj, antidiabetin] ir
prieSveézinj poveik].

Pagrindinés aktyviosios augaly sudedamosios dalys yra triterpendiolio esteriai, saponinai ir
flavonoidai, jskaitant ruting ir hiperozida. Medetkoje yra daug karotinoidy, jskaitant ir euroksanting
bei flavoksanting.

Medetky ekstraktai pasiZymi placiu farmakologiniu poveikiu ir yra naudojami kaip antiseptiniai,
stimuliuojantys, antispazminiai ir antipiretiniai agentai. Augaly ekstraktai turi antivirusinj poveikj
ZIV. In vitro Calendula officinalis augaly ekstraktai rodo prie§vézinj poveikj jvairioms navikiniy
lasteliy linijjoms, gautoms i§ leukemijy, fibrosakomy, melanomy, krities, gimdos kaklelio, prostatos,
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kasos ir plauciy. Jis taip pat buvo naudojamas gastrito, kolito ir dvylikapir§tés Zarnos opy kraujavimui
gydyti. Dél zymaus Calendula officinalis ir jo komponenty biologinio aktyvumo, augalui buvo
skiriamas didelis démesys ir yra naudojamas kaip vaistas [8].

Ivairiis fitocheminiai tyrimai atskleidé skirtingy cheminiy junginiy, jskaitant angliavandenius,
aminorugstis, lipidus, karotinoidus, terpenoidus, flavonoidus, lakiyjy aliejy, chininus, kumarinus ir
kitas sudedamasias dalis, egzistavimg:

Angliavandeniai. Vandenyje tirpiuose polisachariduose i§ C. officinalis Ziedyno yra 9,25 %
drégmes, 25,77 % riigstinio cukraus, 29,25 % peleny, 31,25 % redukuojanciy cukry, 84,58 %
pektino medziagy ir jvairiy monosacharidy, jskaitant gliukoze, arabinoze, ramnoze, ksilozg,
galaktoze ir galakturono ragstj. Taip pat, C. officinalis Zziedyno etanoliniame ekstrakte yra
monosacharidy kartu su polisacharidais.

Aminorugstys. C. officinalis ekstraktas parodé 15 laisvyjy aminoragsciy, jskaitant prolina,
fenilalaning, histiding, lizing, leucing, sering, alaning, valing, argining, tirozing, asparging,
treoning, glutamata, metioning ir aspartata bei aminortigsciy riig§ciy kieki, jy yra daugiausiai
ziede — 4,5 %.

Lipidai ir riebaly ragstys. Riebaly riigstys, esancios C. officinalis riigstyje: oleino rugstis,
linolo rugstis ir linolo ragstis. C. officinalis séklose esantys lipidai yra fosfolipidai,
glikolipidai ir neutralls lipidai. Sékly sudétyje yra 9-hidroksi- (trans-9, cis-11) rugsties-
dimorfenolio riigsties ir konjuguotos trieninés ragsties. Sékly aliejuje yra D - (+) - 9-hidroksi-
10, 12-oktadekadadieno riigsties (deguonimi prisotintos riebaly rtigsties). IS vienuolikos
medetkos sékly aliejy genotipy buvo nustatyta devyniolika riebiyjy rtagsciy, Kkuriose
vyraujancios riebiosios riigstys yra kalendros acidadas ir linolo riigstis (51,47-57,63 % ir
28,5-31,9 %), po jy seka oleino ragstis (4,44-6,25 %) ir palmitino rugstis (3,86—4,55 %).
Riebaly riigStys, randamos mazais kiekiais, yra lauro, stearino, miristino, palmitoleino, o-
linoleno, arachidino, elaidino, gondoino, behenino, linoelaidino, pentadekanino, cis-7-
heksadecenoino rugstys. Kalendriné riigstis yra konjuguota trieno riigstis, turintis konjuguoty
trans-8-, trans-10- ir cis-12 dviguby jung¢iy. Konjuguotos trans-8- ir trans-10-dvigubos
jungtys kalendrinés riigSties jungtys susidaro modifikuojant cino-12-dvigubg linolo riigsties
ryS§]. Sekly brendimo laikotarpiu nustatyta, kad kalendros riigsties koncentracija tolygiai ir
staigiai did¢ja, mazéjant linolo ir oleino riig§ciy kiekiui, nes kalendros séklose yra specifiné
konjugazé, kuri linolo riigst] pavercia kalendros riigStimi.

Karotinoidai. C. officinalis Ziedyne gausu karotinoidy, kurie suteikia augalams geltonai
oranzin¢ spalva, o spalvos atspalvis priklauso nuo pigmento turinio ir pigmento profilio.
Medetkos geltonuose ziedlapiuose yra 19 karotinoidy ir oranZiniy géliy ziedlapiy, 10 unikaliy
karotinoidy. Sie 10 karotinoidy turi UV spinduliuose matomg absorbcijos maksimuma, esant
bangos ilgiui, ilgesniam nei flavoksantinas, ir suteikia géliy Ziedlapiams oranZing spalva. Sesi
karotinoidai, turintys cis formg C-5, gali buti izomerizuoti C-5 fermentais, nukrypstant nuo
pagrindinio karotenoidbiosintezés kelio. Kai kurie i§ karotinoidy, kurie buvo neseniai
atpazinti, yra likopenas ir rubiksantinas. Pagrindiniai Ziedlapiuose ir Ziedadulkése esantys
karotinoidai yra flavoksantinas, liuteoksantinas, auroksantinas, 9Z-antraheksantinas,
neoksantinas, liuteinas ir jo Z izomerai, mutatoksantinas, violaksantinas, 9Z-neoksantinas,
9Z-violaksantinas, karotinas ir kriptoksantinas su dideliu likopeno kiekiu ziedlapiuose.
Bendras ziedlapiuose ir ziedadulkése esantis karotinoidas sudaro 7,71 % ir 1,61 %. Liuteinas,
karotinas, neoksantinas, 9Z-neoksantinas, liuteino Z-izomerai, antheraksantinas ir

13



violaksantinas yra pagrindiniai karotinoidai, aptinkami lapuose ir stiebe. Bendras karotinoidy
kiekis lapuose ir stiebuose yra atitinkamai 0,85 % ir 0,18 %. Vaistazoliy arbatos (Calendula
flos) karotinoidinis suskaidymas yra mazesnis dél to, kad dzitista augaliné medziaga, be to,
nedideli kiekiai buvo nustatyti mantakserheksantino ir 9Z-heteroksantino. Dziovinant
augaling medziaga padid¢jo liuteino Z-izomery ir karotino santykis. Foto apsaugai reikalingas
zeksantinas arba liuteinas, kaip ir slopinant lipidy peroksidacija.

e Terpenoidai. Medetky miSinyje yra jvairiy terpenoidy, jskaitant tigmasterolius, sitosterolius,
lupeolj, taraksasterolj, taraksasterolio 3-monoesterius, ursadiolj, dioliy diesterius, eritrodiolj,
kalendros miristatus, palmitatus, kalendros glikozida A, kalendros glikozidg B, kalendros
glikozida C, gliukuronidai (daugiausia zaliosiose dalyse) ir oleanolio riigsties gliukozidai
(daugiausia biina auganciuose ir senesniuose augaluose). Pagrindiniai medetky zieduose
esantys triterpenoidy esteriai yra palmitatas, miristatetas ir faradiolis 3-O-lauratas. Triterpeno
alkoholiai ir triterpeno saponinai randami liguliuose zieduose.

¢ Flavonoidai. C. officinalis ziedyne yra jvairiy flavonoidy, jskaitant izorhamneting, kvercetina,
izorhamnetin-3-O-D-glikozidg, izokverceting, kalendoflavosidg, ruting, kvercetin-3-O-
rutinosida, kvercetin-3-O-gliukozida, kalendoflavobiozida. Flavonoidy kiekis priklauso nuo
augaly veislés, auginimo laiko ir vietos. Tarp florelio spalvos ir bendro C. officinalis
flavonoidy kiekio visada randamas rysys [9].

1.2.1.1. Antriniai metabolitai medetkoje

In vitro tigliy kultiras galima lengvai iSauginti i§ steriliy daigy. Meristemg turincius tigliy galiukus
galima kultivuoti in vitro, gaunant jy dalis i§ atsitiktiniy pumpury. Ugliai yra potencialios augaly
regeneracijos metody alternatyvos, nes jie maziausiai priklauso nuo genotipo. Jy kultiiros pasizymi
genetiniu stabilumu ir geromis antrinio metabolito gamybos galimybémis.

Augaly regeneracija i§ igliy ir stieby meristemos buvo sékminga daugelyje vaistiniy ir aromatiniy
augaly. Si kultiira daznai gamina didesnj antriniy metabolity kiekj nei kaliaus ir suspensijy kultiiros.
Pvz., kai kurie antriniai metabolitai (terpenoidai ir eteriniai aliejai) nebuvo reguliariai sintezuojami
nediferencijuotose kultiirose, ir tai yra dél to, kad in vitro kultiirose néra specializuoty, tam skirty,
lasteliy. Daznai nediferencijuotose lasteliy kultirose, auganciose normaliomis sglygomis, visame
augale galima aptikti mazg antriniy metabolity koncentracijg. DidZiausias antriniy metabolity kiekis
pastebimas, kai kultiira i$skiria besikaupiancias struktiiras, paprastai esancias visame augale.

Mokslininky tyrimuose nustatyta, kad daug Igsteliy augimo, Igsteliy diferenciacijos ir organogenezes
audiniy kultiiros aspekty kontroliuoja sgveika tarp citokininy ir auksiny. Auksino kontroliuojami
Sakny tyrimai ir citokinino sukelti morfogenetiniai tyrimai grindZiami auksiny gebéjimu sukelti
atsitiktinj Sakny susidaryma, o citokininy - atsitiktinius figlius. Nors augimui ir morfogenezei
paprastai reikia ir auksino, ir citokinino, auksinas gali slopinti citokinino kaupimasi, tuo tarpu
citokininai gali slopinti bent kai kuriuos auksino veiksmus [20].

Fitohormono koncentracija daznai yra lemiamas antrinio metabolito kaupimosi in vitro kultiirose
veiksnys. Auksino ar citokinino tipas ir koncentracija arba auksino ir citokinino santykis gali pakeisti
auginamy augaly lgsteliy augima ir antrinio metabolito gamybg. Daugybé in vitro kultiiry, kultivuoty
terpéje su fitohormonais, gamino specifinius vaistinius junginius, kuriy greitis buvo panasus arba
didesnis uz nepazeisty augaly. Lasteliy, audiniy ir organy atsakas in Vitro j egzogeniskai taikomus
fitohormonus gali skirtis priklausomai nuo kultiiriniy sglygy, eksplanto tipo ir genotipo. Todél biitina
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rasti optimalig fitohormony koncentracija skirtingy in vitro kultiry augimui ir antrinio metabolito
gamybai.

Cocu ir kt. (2004) pranesé apie s€kmingg atsitiktin} medetky iSauginima i$ hipokotiliy ir skil¢ialapiy
auginamy MS terpése, papildytose jvairiomis tidiazurono (TDZ), kinetino (KIN), NAR ir IBR
koncentracijomis. Didziausias atsitiktinio tglio atsinaujinimo daZnis buvo pasiektas naudojant
hipokotilo ir skil¢ialapiy eksplantus MS terpése, papildytose 0,75 mg L™* TDZ ir 0,25 arba 0,50 mg
L IBR. Efektyvus dauginimasis in vitro taip pat buvo vykdomas i§ séky jvairiose terpése,
papildytose 0,75 mg - LT TDZ ir 0,05 mg - L' NAR arba 2 mg L KIN ir 1 mg L™t NAR. Regeneruoti
medetky figliai buvo jsiaknije MS terpéje, papildytoje 1 mg L™t NAR. [siSaknije lapeliai véliau buvo
perkelti | vazonus. Pakartotiniai tyrimy rezultatai parod¢, kad fitohormony koncentracijos daznai yra
lemiamas veiksnys norint sékmingai regeneruoti in vitro kultaras. Auksino ar citokinino tipas ir
koncentracija arba auksino ir citokinino santykis gali pakeisti auginamy augaly audiniy augima.
Grzelak ir Janiszowska (2002) iStyré apie kaliaus kultiiros ir lasteliy suspensijos susiformavimg i$
Calendula officinalis L. izoliuoty eksplanty dalyvaujant auksinams ir citokininams. Kaliaus kultiiros
buvo auginamos MS terpéje su skirtingomis auksiny koncentracijomis: 2,4-dichlorfenoksiacto
riig8timi (2,4-D) arba IAR ir citokininais: kinetinu (KIN) arba [N®- (2-izopentil)adeninu] (2iP). I3
visy terpéje naudojamy hormony deriniy du efektyviausiai skatino kaliaus vystymasi: 1,81 uM (0,4
mg L) 2,4-D ir 1,85 uM (0,4 mg L) kinetino arba 0,45 pM (0,1 mg L) 2,4-D ir 2,02 uM (0,5 mg
L) 2iP. Sie deriniai buvo pasirinkti lasteliy suspensijai suformuoti. Suspensijos kultiiros buvo
laikomos $viesos arba tamsos sglygomis. Sviesa stimuliavo lasteliy agregacija kultiirose. Abiejose
kultiirose Iastelés nebuvo diferencijuotos tamsoje, kur, kaip ir Sviesoje, pastebéta riogeneze. Lasteliy
biomasés gamyba buvo panasi ir Sviesoje, ir tamsoje. Po 7-8 meénesiy lagsteliy augimas Sviesoje
sumazeéjo mazdaug 30%. Taigi, 1§ medetky gali buti suformuotos kaliaus ir suspensijos kultiiros. Be
to, kei¢iant auksino ir citokinino koncentracijy santykiu terpéje gali iSauginti Giglius, i§ kuriy véliau
auginami didesni augalai [20, 21].

ISnagrinétas optimizuotas citokininy ir antriniy metabolity susidarymas medetkos in vitro augimo
metu. Citokininas BA (0,5 mg L) neturi jtakos antriniy metabolity gamybai, tadiau medetky tigliy
augimas buvo nepakankamas. Citokininy poveikis antriniam metabolity kaupimuisi in vitro kultiirose
gali bti skirtingas, priklausomai nuo augaly rtsies [21].

Taigi, antrinio metabolito gamyba in vitro kultiirose galima i$ dalies pakeisti papildant fitohormonais,
0 gerai kontroliuojamos Calendula officinalis kultiiros in vitro gali biiti naudojamos kaip Saltinis
greitai ir padidéjusiai antriniy metabolity ir susijusiy farmakologiniy junginiy gamybai.

1.2.2. Dygmino (lot. Carthamus tinctorius L.) apibiidinimas

Carthamus tinctorius L., placiai pripazintas dygminu arba netikru Safranu, priklauso Compositae arba
Kinijoje, Indijoje, Irane ir Egipte. IS dygminy ziedlapiy galima i$gauti jvairiy spalvy jvairove nuo
oranzinés iki baltos. Sis augalas naudojamas kulinarijos ir tekstilés gaminiams gaminti. Atsiradus
sintetiniams anilino dazams, jis daugiausia auginamas kaip aliejaus sékla ir pauksc¢iy seklos, kurias
galima pritaikyti medicinos srityse. Dygminy aliejus turi didele maisting verte ir susideda i§ 70 %
polinesociyjy riebaly riig§¢iy (t. y. linolo rugsties), 10 % mononesociyjy riebaly rigsciy ir tik stearino
rugsties. Dygminai pasizymi nepaprastomis, nuskausminanciomis ir kar$¢iavimg maZzinanciomis
savybémis ir yra naudingi apsinuodijimams gydyti. Si augaly rasis kliniskai naudojama esant Sirdies
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ir kraujagysliy, smegeny kraujagysliy ir ginekologinéms komplikacijoms. Kinijoje Carthamus
tinctorius vandens ekstraktas buvo sukurtas kaip injekcija j vena, kuris yra placiai taikomas kliniskai
gydyti Sirdies ir kraujagysliy ligas. Jo dazai daugiausia naudojami kaip dazikliai. Dygminai gali biiti
naudojami kaip stiprus gyvsidabrio (Hg) ir seleno (Se) i§ uzterSto dirvoZemio fitomediatorius.
Fitoterapija yra biotechnologinis augaly naudojimas detoksikuojant terSalus, o tai yra moderni
aplinkos valymo technika [18].

Is Carthamus tinctorius buvo i$skirta daugiau nei 200 junginiy, o dazniausiai Zinomi yra flavonoidai,
feniletanoidiniai glikozidai, kumarinai, riebaly riigStys, steroidai ir polisacharidai. Dygminy sékly
analizé parodé, kad baltymy koncentracija svyravo nuo 14,9 % iki 17 %, bendra cukraus
koncentracija nuo 3,2 % iki 9,2 % ir ekstrahuojamy lipidy kiekis nuo 25 % iki 40 %. Aliejaus kiekis
séklose yra panasus j alyvuogiy ir apima: linolo rigstj (63—72 %), oleino rugstj (1625 %) ir linoleno
ragstj (1-6 %).

Septyni antioksidaciniai serotonino dariniai, ferulamidas, kumaramidas ir kt. buvo i$skirti i§ dygminy
aliejaus. Serotomidas (trans-N-kofeoilserotoninas) ir saflomidas (trans-N-kofeoiltriptaminas),
priklausantys serotonino daromiems amidams, taip pat buvo rasti Carthamus tinctorius.

Vandeninis ekstraktas pasizymi dideliu antioksidaciniu aktyvumu. Kadangi augaluose yra daug
fenolio junginiy, tai patvirtina, kad jos vaidina svarby vaidmenj antioksidacinéje veikloje.

Flavonoidiniai glikozidai, kartaminas, flavonoidinio tipo geltoni dazai yra pagrindinés Carthamus
tinctorius ziedo sudedamosios dalys. Zieduose taip pat yra kartamidino, izokartamidino, kvercetino,
kaempferolio, 6-hidroksikaempferolio ir jo glikozidy.

Carthamus tinctorius polisacharidus sudaro ksilozés, fruktozés, galaktozés, gliukozés, arabinozeés,
ramnozes ir urono rigsties liekanos.

Is Carthamus tinctorius ziedlapiy iSskiriamas kartaminas, safloras A ir B, saflominas A ir C,
izokartaminas, izokartamidinas, geltonasis hidroksisafloras, tinktorminas, puerarinas, 3'-metoksil-
puerarinas ir puerarinapiozido pigmentai [16].

Literatiros duomenys parodé, kad Carthamus tinctorius atlieka farmakologines funkcijas, jskaitant
antioksidanting, prieSuzdegiming, analgetika, antidiabeting, hepatoprotekcing ir antihiperlipideming
veikla. Taip pat, yra galimybe¢, kad serotonino dariniai ir flavonoidai gali biiti toliau naudojami kaip
vaistai nuo ligy [19].

1.2.2.1. Sausros streso jtaka dygminui

Sausros stresas yra abiotinis augaly stresas, todél jis neigiamai veikia dygming. Stresas uzdaro
zioteles, sumazina CO2 redukcija, slopina Kalvino cikla, stabdo elektrony pernasa ir sukuria
laisvuosius radikalus chloroplaste, kartu sumazéja augaly augimas ir augalininkystés derlius. Lapy
pavirSiaus ploto augimas ir sausyjy medziagy susidarymas fotosintezes biidu yra svarbios lastelinés
funkcijos vegetatyvinio augalo augimo metu. Sausros stresas sumazina lgsteliy dalijimasi ir uzkerta
kelig lgsteliy dauginimuisi, veikdamas fotosinteze, atsinaujinimg, medziagy absorbcijg ir perdavima,
taip pat mazindamas turgorinj slégj. Tai parodo fotosintetiniy pigmenty (Chl a, b) sumazéjimas
maZzdaug trecdaliu. Taciau sausros stresas teigiamai veikia Sakny augima, todél Saknies ilgis ir svoris
padidé¢ja apie 45 %. Tai siejama su vandens truikumu, kuris lemia Saknies i$siplétima ir augima, kad
dirvozemis buity efektyviai absorbuotas [23].
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Chl a, ir Chl b yra jautras dirvoZemio vandens potencialo sumazéjimui. Chlorofilas yra vienas i8
svarbiausiy fotosintezés daliy. Jo kiekio sumazéjimas, esant sausros stresui, parodé galimg jo visiSka
suskaidyma. Sausros stresas padidina chlorofilazés fermento aktyvuma, pakeicia chlorofilo struktiirg
ir lipidy-baltymy kompleksa membranoje bei sumaZzina Sviesos fazés pigmento baltymo kiekj,
susijusj su II fotosistema ir neaktyviu Kalvino ciklo fermentu. Karotinoidai svarbiis fotosintezéje ir
atsparume sausros stresui. Sios molekulés dalyvauja $viesos fazéje fotosintezés metu, yra
antioksidantai ir pavieniai deguonies surinkéjai, apsaugo nuo lipidy peroksidacijos ir stabilizuoja
membranas.

Sausros stresas kartu su osmosiniu Soku augalams sukelia antriniy metabolity kiekio pakitimus.
Fenilalanino amoniako liazé (PAL) yra pagrindinis fenoliniy junginiy, pvz., flavonoidy ir antocianino,
biosintezés fermentas, dél kurio padidéja fenolio ir flavonoidy reakcija j kai kuriuos biotinius ir
abiotinius stresus. Fenoliniai junginiai turi ypatingg cheming struktirg augaluose, apsauganciuose
lasteles nuo oksidacinio streso, sudarant metaly chelatus ir jungiantis su laisvaisiais radikalais bei
mazinant lipidy peroksidacija. Flavonoidai taip pat slopina lipidy peroksidacijg ir padidina
membranos stabilumg bei membranos laiduma.

Antriniy metabolity, tokiy kaip antocianino ir fenolio, koncentracija dygmine sumazéja, kai salicilo
rigstis (SA) ir natrio nitroprusidas (SNP) kartu yra naudojami augalams, patyrusiems sausrg. NO
pasalina ROS ir dél to sumazina laisvyjy radikaly sausra patyrusiame dygmine. SA ir SNP
apdorojimas esant dideliam druskingumui padidino flavonoidy ir antocianiny koncentracijg dél
padidéjusiy laisvyjy radikaly. Taciau pridéjus SA ir SNP, antocianino, fenolio, kvercetino ir
liuteloino koncentracija sumazéja dél kity augalo gynybiniy funkcijy suaktyvéjimo. Dél to sausros
streso salygomis ROS yra efektyviai pasalinama nefermentiniais ir fermentiniais antioksidantais. Be
to, SNP gali apsaugoti membrang pasalindamas laisvuosius radikalus ir slopindamas membranos
peroksidacinius fermentus. SNP vaidina apsauginj vaidmenj, reaguodamas su lipidy radikalais ir
slopindamas jj vystymosi ar dauginimosi fazéje ir taip uzkirsdamas kelig lipidy peroksidacijai. Dél
sausros streso dygminuose padidéja fermentiniy antioksidanty kiekiai, tokiy kaip katalazé, ir
nefermentiniy, tokiy kaip rutinas ir apigeninas. Pastarieji gali sumazinti laisvyjy lasteliy radikalus ir
padidinti augalo atsparumg sausros stresui.

Sausros stresas neigiamai paveikia dygminy augimg. Taciau tiek SvieZios, tiek sausos Saknies mase
padidéja tam, kad Sakny prailginimo biidu biity iSvengta vandens trikumo ir taip efektyviai
Jsisavinama dirvoZemio drégmé. SA sumaZina sausros stresg, pagerindamas fotosintezg ir
aktyvindamas fermentinius bei nefermentinius antioksidantus (karotinoidus, tocianing ir PAL
aktyvuma). SNP apdorojimas pagerina atskiry augalo daliy augima, apsaugodamas fotosintetinius
pigmentus, pasalindamas laisvuosius radikalus. Jis sumaZina Sakny augima, regulivodamas lasteliy
cikla ir Sakny vystymosi genus. Dél sausros streso padidéja antriniy metabolity (flavonoidy,
antocianiny, fenoliniy junginiy) ir PAL aktyvumas bei sumazéja fotosintetiniy pigmenty (karotinoidy
ir Chl a, b). Taigi, vienalaikis SA ir SNP taikymas sumazina sausros streso daromg zalg dél
sustiprintos fotosintetiniy pigmenty gamybos ir apsaugos, laisvyjy radikaly pasalinimo ir
antioksidaciniy sistemy suaktyvinimo [23].

1.3. Antioksidantai

Antioksidantai yra zmogaus sukurtos ar natiiralios medziagos, kurios gali uzkirsti kelig tam tikriems
lasteliy pazeidimams. Nustatyta, kad dietos, kuriose yra daug darzoviy ir vaisiy, kurie yra geri
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antioksidanty Saltiniai, yra sveika; taciau tyrimai neparod¢, kad antioksidantai yra naudingi ligy
prevencijai. Antioksidanty pavyzdziai yra vitaminai C ir E, selenas ir karotinoidai, tokie kaip beta-
karotinas, likopenas, liuteinas ir zeaksantinas.

Laisvieji radikalai gali sukelti oksidacinj stresa, kuris gali sukelti 1gsteliy pazeidimg. Manoma, kad
oksidacinis stresas turi jtakos daugybei ligy, jskaitant vézj, Sirdies ir kraujagysliy ligas, diabeta,
Alzheimerio liga, Parkinsono ligg ir akiy ligas, tokias kaip katarakta ir su amziumi susijusi
geltonosios démés degeneracija [15, 11].

1.3.1. Liuteinas

Karotinoidai yra organiniai pigmentai, esantys augaly chloroplastuose/chromoplastuose ir
fotosintetiniuose organizmuose, ir yra poliizopreniniai junginiai, sudaryti i§ izopreno vienety (astuoni
vienetai, keturiasdeSimt anglies atomy).

Karotinoidiniai pigmentai vaidina svarby vaidmenj fotosintezéje ir apsaugo chlorofilo molekules bei
kitas veiklias medziagas nuo fotodestrukcijos. Sj foto apsaugos procesa galima pasiekti
karotinoidiniais junginiais, kurie susije su chlorofilais, nes oksidoredukcijos procesais jie gali fiksuoti
deguonj ir sudaryti nestabilius deguonies turinius junginius. Karotinoidai taip pat gali sudaryti
tarpinius metabolitus, kurie stimuliuoja arba slopina augaly vystymasi, o tai svarbu jy aktyvumui.

Liuteinas yra vienas i§ vertingiausiy antioksidanty: jo antioksidacinis aktyvumas yra didesnis uz
tokoferolio, askorbo riigsties, karotino, likopeno. Liuteinas turi ta patj chromoforg ir tg patj spektra
kaip ir jo pagrindinis karotinoidas -karotinas. Liuteinas skiriasi nuo zeaksantino tik tuo, kad yra
vienas i§ galiniy konjuguoty dviguby rysiy, taciau chromatografinis $iy junginiy atskyrimas, nors ir
sudétingas, apsaugo oksidacijos fotosintezés aparatg. Organiniuose tirpaluose liuteinas yra pavienio
deguonies gaudyklé - peroksilo radikaly, atsirandanéiy oksiduojant lipidus, inhibitorius [11].

Liuteinas ir jo stereoizomeras zeaksantinas yra ksantofiliniai karotinoidai, jy gausu kiauSinio
tryniuose ir Zalumyny darZoveése, tokiose kaip Spinatai ir lapiniai koptstai. Nors Siy karotinoidy
struktlira panasi j a- ir p-karotino, jie neturi provitamino A aktyvumo.

Siy dviejy karotinoidy absorbcijai turi jtakos tie patys veiksniai, kurie veikia maisto riebalus. Luteinas
ir zeaksantinas, palyginti su kitais dietiniais karotinoidais, yra pagrindiniai. Jie yra vieninteliai
karotinoidai, esantys tinklainés le¢Siuke ir geltonojoje démeje, o tai rodo, kad Sie junginiai gali atlikti
apsauginj vaidmenj dviejuose gyvybiskai svarbiuose akiy audiniuose.

Nors liuteinas néra biitina maistiné medziaga zmogaus sveikatai, jis pasizymi biologiniu aktyvumu,
sunkiy akiy ligy prevencijos ir panaikinimo tyrimams. Daugybé epidemiologiniy tyrimy teigia, kad
didelis ksantofily suvartojimas su maistu yra stipriai susij¢s su sumazejusia tinklainés degeneraciniy
ligy, ypa¢ AMD (su amziumi susijusi geltonosios démés degeneracija) ir kataraktos, rizika. Keli
tyrimai taip pat parodé galimg liuteino indé¢lj j koronarinés Sirdies ligos ir tam tikry véZio riiSiy
prevencija.

Liuteinas yra deguonimi prisotintas karotinoidas, susidedantis i§ 40 anglies junginiy su devyniais
konjuguotais dvigubais rysiais polieno grandinéje. Jy struktiroms budinga tai, kad ant molekulés
galiniy Ziedy, ant pagrindinés CaoHsg karotino struktiiros, yra dvi hidroksilo grupés, todél jos
vadinamos ksantofilais. Manoma, kad hidroksilo grupés suteikia unikalig ksantofily biologing
funkcija. Luteinas, palyginti su angliavandeniliy karotinoidais, yra labiau hidrofiliskas ir poliSkas
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kraujyje bei audiniuose. Hidrofilinés savybés leidzia efektyviau reaguoti su vandens fazéje
susidaranciu deguonimi nei nepoliniai karotinoidai.

Be to, santykinai didesnis poliSkumas lemia skiriamasias charakteristikas liuteino metabolizmo metu.
Jis turi absorbcijos juostg nuo mélynos iki violetinés spalvy spektro, todél yra idealus mélynos Sviesos
filtras. Liuteinas apytiksliai statmenai orientuotas j} membranos plokStumg. Jis apima Igsteliy
membranas su lipofiline angliavandeniliy grandine lipidy dvisluoksnyje, o hidrofilinés hidroksilo
grupés skatina membranos i$plitima. Si padétis optimizuoja kontakta su labai oksiduojamais lasteliy
membranos lipidais, taip pat padidina membranos stabiluma.

Skirtingai nuo kai kuriy karotinoidy, tokiy kaip a- ir B-karotinas, liuteing negalima atskirti ties 15—
15’ rysiu specifiniu skilimo fermentu, kad biity sudarytas vitamino A aldehidas.

Ksantofilai, liuteinas ir zeaksantinas, pasizymi specifiniais pasiskirstymo biidais zmogaus audiniuose,
ypac geltonojoje déméje ir lgSiuke. Manoma, kad Siy ksantofily buvimas suteikia unikalig gyvybiskai
svarbiy akiy audiniy funkcija. Atliekama vis daugiau epidemiologiniy ir klinikiniy tyrimy, taciau ne
visi parode¢, kad didesnis liuteino kiekis maiste, susijgs su mazesne akiy ligy rizika. Laboratoriniai
duomenys taip pat rodo svarby karotinoidy vaidmenj apsaugant nerving tinklaine nuo fotooksidaciniy
pazeidimy ir jprasta regéjimo negalig sukeliancius sutrikimus, absorbuojant melyna Sviesg ir gesinant
ROS (reaktyviosios deguonies risys) per galinga antioksidacinj aktyvuma. Literatiiroje randama
tyrimy, apraSanciy, kad liuteinas ir zeaksantinas gali padéti atitolinti tinklainés ir leSiuko ligas,
atsirandancias dél amziaus [12].

1.3.2. Antioksidaciniai fermentai

Reaktyviosios deguonies risys (ROS) natiiraliai susidaro daugelio medziagy apykaitos procesy metu,
todél lastelés sukiiré jvairius mechanizmus, kad sumazinty zalingas ROS pasekmes. Norédamos
apsisaugoti nuo ROS, lastelés sukiiré antioksidacing apsauga, apimancia fermentinius ir neenziminius
mechanizmus. ROS ir antioksidanty gynyba turi biti visiSkai subalansuota, kad bty iSvengta
pusiausvyros tarp ROS susidarymo ir iSvalymo. Fermentai, dalyvaujantys ROS eliminacijoje, yra
superoksido dismutazes (SOD), katalaz¢e ir glutationo peroksidaze.

Be fermentinés antioksidanty sistemos, yra neenziminiy antioksidanty arba laisvyjy radikaly Salintojy,
kurie tiesiogiai pasalina ROS dél jy elektrony donorystés galimybiy ir taip neutralizuoja galimg ROS
toksiSkuma. Geriausiai zinomi neenziminiai antioksidantai yra vitaminas E (a-tokoferolis), vitaminas
C (askorbatas), glutationas (GSH), B-karotinas ir pastaruoju metu melatoninas [25].

Antioksidaciniai fermentai yra baltymy grupé, atsakinga uz ROS transformacijg j stabilesng ir maziau
reaktyvig molekuline struktiirg. Jy vystymasis ankstyvosiose protocelése buvo kritinis organizmy
evoliucijos zingsnis. Filogenetiskai konservuoti antioksidaciniai fermentai sudaro pirmaja gynybos
nuo ROS linija, jie placiai paplite gyvuose organizmuose, pasizyminc¢iuose skirtingoms lasteléms ir
audiniams budingomis izoformomis, ir lokalizuoti skirtingose lasteliy vietose. Antioksidaciniai
fermentai daugiausia katalizuoja tris skirtingus reakcijos mechanizmus: dismutacijg, peroksidavimo
reakcijas ir tiolio redukcijg [26].

1.3.2.1. Superoksido dismutazés

Skilimo reakcijos pasiekiamos superoksido dismutazémis (SOD) (EC 1.15.1.1), o kataliziné reakcija
susideda 18§ labai reaktyvaus superoksido jono transformavimo j vandenilio peroksida, kuriame néra
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nesuporuoty elektrony, bet tai vis tick labai reaktyvi molekulé. Zmogaus lastelése buvo nustatytos
trys skirtingos Sio fermento izoformos: vario-cinko superoksido dismutazé, mangano superoksido
dismutazé, tarplasteliné superoksido dismutazé [26, 27].

1.3.2.2. Katalazé

Katalazé¢ (EC 1.11.1.6) yra homotetramerinis fermentas, kurio molekuliné masé yra 240 kDa; jo
gynybos mechanizmai susidaro i§ H.O, skaidymo j vandenj ir deguonj. Katalaz¢ taip pat turi jtakos
fenoliy, skruzdziy rigsties, metanolio ir etanolio detoksikacijai. Daugiausia ji yra lokalizuota
peroksisomose ir, tam tikru mastu, citozolingje frakcijoje. Aminotiazolas slopina katalazg in vivo,
trukdydamas histidino prisijungimui prie hemo prostetinés grupés. Zinduoliy lastelése katalazé taip
pat gali pasiekti peroksidacijos reakcijg. Acatalazemija yra reta jgimta buklé, kai eritrocituose ir
kituose audiniuose triiksta katalazés. Katalazé yra svarbi toleruojant 1asteliy adaptacinj atsaka j didele
deguonies jtampg [26, 28].

1.3.2.3. Glutationo peroksidazés

Glutationo peroksidazés (GPxs) (EC 1.11.1.19) yra fermentai, kurie katalizuoja hidroperoksidy (-
ROOH) redukcija j alkoholines grupes ir vandenj, naudojant kosubstratg redukuota glutationg (GSH).
GPx fermentai yra suskirstyti j dvi grupes, atsizvelgiant | seleno buvima jo aktyviose vietose. Tie,
kuriy sudétyje yra seleno (nuo seleno priklausomas GPx), taip pat gali suskaidyti H2O iki vandens
ir deguonies. Oksiduota glutationg (GSSG) fermentu GSH reduktaze (GR) galima redukuoti atgal |
GSH, naudojant reduktoriy substrata NADPH. Gebéjimas perdirbti GSH padeda uzkirsti kelig 1asteliy
tioliy iSeikvojimui ir turi daug reik§més kaip antioksidacinis mechanizmas aerobinéms Igsteléms.
Zinduoliy lastelése yra genetiskai skirtingy lasteliy GPx formy. GPx $eima sudaro maZiausiai astuoni
izofermentai (GPx1-GPx8). GPx1 yra labiausiai paplitgs ir gausiausias izofermentas, esantis
tarplastelinéje frakcijoje. GPx2 yra virSkinimo trakto fermentas. GPx3 cirkuliuojamas kraujyje,
gaminamas ir iSskiriamas i§ inksty. GPx buvo susij¢ su skirtingomis kardiometabolinémis ligomis, o
hipertenzija sergan¢iy asmeny cirkuliuojan¢iose mononuklearinése lastelése jo aktyvumas yra
sumazejes. Mazas raudonyjy lasteliy glutationo peroksidazés 1 aktyvumas yra nepriklausomai susijes
su padidéjusia Sirdies ir kraujagysliy ligy rizika.

SOD, katalazes ir GPx fermenty koordinavimas ir sinchronizuota veikla uZztikrina antioksidacine
strategija, kurios pagrindiné funkcija yra iSvengti labai reaktyvaus hidroksilo radikalo ir peroksinitrito
(ONOO-) susidarymo, todél isvengiama lasteliy pazeidimo [26, 29].

1.4. Literatiiros apZvalgos apibendrinimas

Vaistiné medetka (Calendula officinalis L.) ir dygminas (Carthamus tinctorius L.) zinomi dél
medicininés svarbos, turi jvairiy fitochemikaly, jskaitant angliavandenius, aminoriigstis, lipidus,
riebaly riigStis, karotinoidus, flavonoidus ir kitas sudedamasias dalis, rodanc¢iy svarby biologinj
aktyvumga. Augaluose esantys antioksidaciniai fermentai (katalazé, superoksido dismutazé) sumazina
zalingas ROS pasekmes ir apsaugo lasteles. Siy augaly audiniy kultiiros yra svarbios mokslo
tyrimams ir komerciniams tikslams, nes lasteles galima lengvai prizitréti, valdyti jy antriniy
metabolity susidaryma, reguliuoti gamyba, sumazinti sgnaudas ir pagerinti produktyvuma. Antriniy
metabolity gamyba in vitro kultiirose galima i$ dalies pakeisti papildant fitohormonais, o tai yra
Saltinis farmakologiniy junginiy gamybai. Medetkos zieduose esantis liuteinas yra svarbus
fotosintezés procesuose ir apsaugo molekules nuo fotodestrukcijos. Jis gali padéti atitolinti tinklainés
ir lesiuko ligas, atsirandancias del amziaus.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Reagentai

Natrio fosfatinis buferis 0,2 M (pH=6,6); 1 % Ks[Fe(CN)s]; 10 % Trichloracto rugstis; 0,1 % FeCls;
300 mM acetato buferis (pH=3,6); 10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas) istirpintas 40 mmol/l
HCI, FeCl3 x 6H20 (20 mmol/l); FRAP reagentas ruoSiamas su 25 ml 300 mM acetato buferio, 2,5
ml 10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazino) ir 2,5 ml FeCls x 6H20 (20 mmol/l); etaloninis DPPH
tirpalas ruosiamas 0,0024 g DPPH radikalo tirpinant metanolyje 100 ml talpos matavimo kolboje;
lediné acto rugstis; ninhidrinas; HaPOgs; prolinas; 80 % metanolis; 2 mM natrio tetrachlorpaladatas;
konc. HCI; acetonas (70 %); albumino tirpalas; 28 % HCI; etilo acetatas; aliuminio chloridas; acto
rugstis; metanolis; 0,066 M K/Na fosfatinis buferis; 1 mM ditiotritolis (DTT); 0,5 mM
fenilmetilsufonilfluoridas (PMSF); DMSO; polivinilpirolidonas; 40 mM Tris-HCI buferis; 10 mM
L-metioninas; 54 uM nitromélynasis tetrazolis; 0,025% Tritonas X- 100; 3 uM riboflavinas; 0,05 M
K/Na fosfatinis buferis; 0,1 M vandenilio peroksidas; 0,1 M fosfatinis buferis (pH=7); 0,5 mM
askorbo riigstis; 0,1 mM EDTA; 20 % trichloracto riigstis; 0,5 % tiobarbitiiriné rugstis.

2.2. Aparatiira

» Horizontalaus srauto laminaras;

» spektrofotometras;

* pH-metras;

« centrifuga;

» centrifiga Epindorfo mégintuvéliams;
 termostatas;

« termostatuojamas kratytuvas;

» svarstykleés;

e Petri lekstelés;

» keiCiamo tirio automatings pipetés;
* meégintuvéliai.

2.3. Augaly lasteliy maitinamosios terpés paruosSimas

Augaly lasteliy kultiiros kultivavimui biitina maitinamoji terpé ir iSorinés aplinkos veiksniai (Sviesa,
temperatiira). Kultivuojant augaly lasteles in vitro maitinamoji terpé sudaroma i$ $iy komponenty:
makroelementai, mikroelementai, gelezies Saltinis, organiniai priedai, anglies Saltinis, augimo
hormonai.

MS (Murashige & Skoog) terpé - tai viena i$ placiausiai naudojamy audiniy kultGroms skirty
maitinamyjy terpiy. Svarbus Sios terpés bruozas yra aukS$tos nitraty, kalio ir amonio jony
koncentracijos. | jos sudét] jeina mioinozitolis, nikotining rugstis, piridoksino hidrochloridas (B6) ir
tiamino hidrochloridas (B1).

2.4. Augaly lasteliy kultivavimo sglygos

Eksperimento metu optimali kultivavimo temperattra yra 20 — 22 °C, fotoperiodas — 24 valandos,
eksperimento metu naudojama MS terpé, kurios pH = 5,7 — 5,8. Eksplantai reguliariai kas 3 savaites
perkeliami j Sviezig maitinamajg terpe.
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2.1 lentelé. Maitinamosios Murashige & Skoog (MS) terpés sudétis (b — 50 ml tirpalo pilame j terpe; ¢ — 5 ml
tirpalo | terpg)

Reagentai Koncentracija tirpale mg/I Koncentracija terpéje mg/l

Makroelementai P

NH4NOs 33000 1650
KNOs 38000 1900
CaCl, 2H.0 8800 440
MgSO4-7 H.0 7400 370
KH2PO4 3400 170

Mikroelementai®

KJ 166 0,83
H3BOs 1240 6,2
MnSQO4-4H,0 4460 22,3
ZnS04-7 H20 1720 8,6
Na;Mo0O4-2 H.0 50 0,25
CuS0O4 -5 H,0 5 0,025
CoCl; -6H.0 5 0,025

Gelezies §altinis®

FeSO4-7H,0 5560 27,8

Na;EDTA -2H>0 7460 37,3

Organiniai priedai®

Mioinozitolis 20000 100
Nikotino rigstis 100 0,5
Piridoksinas-HCl 100 0,5
Tiaminas-HCI 100 0,5
Glicinas 400 2
Sacharozé 30000
Agar-agaras 5

2.2 lentelé. MS terpés reagenty kiekis, paimamas i$ pradiniy tirpaly

Reagentai Reagenty kiekiai reikalingi 1 1 terpés
Makro druskos 50 ml

Mikro druskos 5ml

Fe-EDTA 5mi

Sacharoze 30g

Agaras 59

Organiniai priedai 5mi
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ISmatuotas terpés pH naudojant pH-metrg. Terpés pH turi biti 5,7. Terpe, kuri naudojama kaliaus
auginimui (kaliaus auginimo terpé) papildoma augimo reguliatoriais: 1 mg/l 2,4—dichlorfenoksiacto
rugsties (2,4-D). Maitinamoji terpé¢ sterilinama autoklave 120 °C, esant 0,75 — 1 atm. slégiui, 15 min.

2.5. Augimo reguliatoriy paruosSimas

Pradinio tiriamosios medziagos tirpalo (0,1 mg/ml) paruoSimas. Pasverta 10 mg tiriamojo junginio ir
suberta | matavimo kolbg. Jpilta 2 — 5 ml tirpiklio (distiliuoto vandens), kad iStirpty milteliai. VisiSkai
1Stirpdzius tiriamg junginj, buvo jpiltas dvigubas kiekis distiliuoto vandens. Tirpalg iSmaiSius, pripilta
distiliuoto vandens iki reikiamo lygio, t. y. iki 100 ml.
Reikalingas paimti tiriamyjy medziagy tirpalo tiiris i$ pradinio tirpalo apskai¢iuojamas pagal formule
(2.2):

_AxB,

X c (2.1)

X — reikalingas paimti tirpalo tiris i$§ pradinio paruosto tirpalo su tiriamgja medziaga, ml;
A — reikalinga gauti galutiné koncentracija, mg/l;

B — praskiedimo tiiris, 1;

C — pradinio tirpalo, paruosto su tiriamaja medziaga, koncentracija (mg/ml).

Sis tiiris praskiedziamas iki 100 ml, kad gauti reikiama koncentracija (mg/l):

norima fitohormono

koncentracija, mg/l X terpés turis, |

reikalingas fitohormono
kiekis, ml

turima fitohormono koncentracija, mg/ml

2.3 lentelé. Auksinai

Sutrumpinimas

Cheminis pavadinimas

2,4-D 2,4-dichlorfenoksiacto riigstis
1,45-T 2,4 ,5-trichlorfenoksiacto riigstis
IAR 3-indolilacto rugstis

IBR 3-indolilbutano ragstis

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

NOR 2-naftiloksiacto riigstis

2.4 lentelé. Citokininai

Sutrumpinimas

Cheminis pavadinimas

BAP? 6-benzilaminopurinas
2iP (IPA)® [N®-(2-izopentil)adeninas]
Kinetinas® 6-furfurilaminopurinas

Tidiazuronas®

1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-iljuréja

Zeatinas?

4-hidroksi-3-metil-trans-2-butenilaminopurinas
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2 sintetiniai analogai
b natiiraliis citokininai
¢ pakeistos feniluréjos tipo citokininas

2.5 lentelé. Auksiny molekulinés masés ir tirpaly paruosimas

Augimo reguliatorius Molekuliné masé Tirpalo paruos$imas

2,4-dichlorfenoksiacto ragstis (2,4-D) 221 -

3-indolilacto rugstis (IAR) 197,2 Vanduo
1-naftilacto rugstis 186,2 IN NaOH ir praskiedziama vandeniu
3-indolilbutano riigstis 241,3 Vanduo
2,4,5-trichlorfenoksiacto rugstis 255,5 Etanolis

2.6 lentelé. Citokininy molekulinés masés ir tirpaly paruoSimas

Augimo reguliatorius Molekuliné masé Tirpalo paruoSimas
6-benzilaminopurinas 225,3 1 N NaOH ir vanduo
Kinetinas 215,2 1 N NaOH ir vanduo
Zeatinas 219,2 1 N NaOH ir vanduo

2.7 lentelé. Gibereliny ir kity augimo reguliatoriy molekulinés masés ir tirpaly paruosimas.

Augimo reguliatorius Molekuliné masé Tirpalo paruoSimas
Giberelino rugstis 346,4 Etanolis
Zasmino rugstis 210,3 Etanolis
.
o)

2.1 pav. N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)-3-((4-metoksifenil)Jamino)propanamido formulé
2.6. Augaly sékly sterilinimas

Medetkos séklos sterilinamos 70 % C2HsOH — 1 min, 1,5 % NaOCI — 10 min, 3 kartus plaunamos
steriliu distiliuotu vandeniu. Sékly sodinimas j Petri Iéksteles ir  mégintuvélius vykdomas saglygomis
laminare. Laminaras sterilinamas ultravioletiniais spinduliais bei etanoliu (70 %).

Dazinio dygmino séklos sterilinamos vandeniu su Tween detergentu — 10min, 70 % C2HsOH — 3 min,
1 % AgNO3 10 min, 0,1 % HgCl> — 5 min, 3 kartus plaunamos steriliu distiliuotu vandeniu. Sékly
sodinimas j Petri 1éksteles ir | mégintuvélius vykdomas sglygomis laminare. Laminaras sterilinamas
ultravioletiniais spinduliais bei etanoliu (70 %).
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2.7. Antioksidaciniai tyrimy metodai

2.7.1. Vaistiniy augaly ekstrakty antioksidacinis aktyvumas DPPH metodu

Augaly ekstrakty antiradikalinis aktyvumas jvertinamas matuojant, kiek procenty stabilaus 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo neutralizuoja fenoliniai junginiai.

N—N NO, + R = —— N—N NO,

2.2 pav. Radikalo DPPH redukcijos reakcija su antioksidantu

Fenoliniams junginiams buidingas antioksidacinis aktyvumas dél jy gebéjimo iSaktyvinti laisvuosius
radikalus. Reakcijos metu (2.2 pav.) antioksidantas atiduoda vandenil;j ir taip iSaktyvina laisvuosius
radikalus ir jie tampa stabiliai DHHP — H tipo junginiais.

1 g susmulkintos augalinés zaliavos uzpilama 10 ml metanoliu ir homogenizuojama 10 min.
Homogenatas centrifuguojamas 9000 aps./min 10 minuciy ir supernatantas surenkamas.

Tiriamasis tirpalas ruoSiamas j meégintuveélj jpilant 0,077 ml paruosto ekstrakto, 3 ml DPPH etaloninio
tirpalo. Mégintuvélio turinys sumaiSomas ir po 15 minuciy laikymo tamsoje pamatuojamas tirpalo
optinis tankis prie 515 nm bangos ilgio.

Palyginamasis tirpalas ruoSiamas j mégintuvel; jpilant 0,077 ml metanolio, 3 ml DPPH etaloninio
tirpalo.

Etaloninis DPPH tirpalas ruosiamas 0,0024 g DPPH radikalo tirpinant metanolyje 100 ml talpos
matavimo kolboje.

% slopinimas= [(As - Aa)/Ag ] - 100; (2.2)

Ag — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis;
Ana — tirlamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis.

2.7.2. Antioksidacinis aktyvumas augaluose pagal FRAP metoda, naudojant 2,4,6-tripiridil-s-
triazing

Sis metodas nustato augalo redukuojanéias savybes, kuris paremtas Fe**-TPTZ pavertimu j Fe?*-
TPTZ (mélyna spalva) 593 nm bangos ilgyje.

I§dziovinta augaliné medziaga (0,1 g) ekstrahuojama metanolyje (5 ml) 45 "C, 0,5 val. Ekstraktas
centrifuguojamas 10 min ir naudojamas tyrimams.

Ruosiami $ie reagentai: 300 mM acetato buferis (pH=3,6), 10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas)
istirpintas 40 mmol/l HCI, FeCls x 6H20 (20 mmol/l). FRAP reagentas ruosiamas su 25 ml 300 mM
acetato buferio, 2,5 ml 10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazino) ir 2,5 ml FeCls x 6H20 (20 mmol/l).
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Meéginiai 100 pl yra sumaiSomi su 3 ml FRAP reagentu. Reakcijos miSinys matuojamas esant 593 nm
spektrofotometriskai pradzioje ir po 6 minuciy. Kalibravimo kreivé ruosiama FeSO4 x 7H20 (5, 10,
15, 20; 25 umol/l). Reik§mé apskai¢iuojama pagal kalibravimo kreive pmol/l Fe(Il)/l. ] FeSOa4 x
7H:0 taip pat jpilama FRAP reagento.

2.7.3. Redukciniy savybiy jvertinimas augaluose

Isdziovinta augaliné¢ medziaga (0,1 g) ekstrahuojama metanolyje (5 ml) 45 °C 0,5 val. Ekstraktas
centrifuguojamas ir naudojamas tyrimams.

I 0,5 ml skirtingy koncentracijy ekstrakty méginius, supilama 1,25 ml 0,2 M fosfatinio buferio bei
1,25 ml Kz[Fe(CN)s]. Sumaisoma ir inkubuojama 50 °C temperatiiroje 20 min. Po to pridedama 1,25
ml 10 % trichloracto riigsties ir sumaiSoma. Centrifuguojama 10 min.

Nucentrifuguoto tirpalo (1,25 ml) sumaiSoma su 1,25 ml distiliuotu vandeniu ir 0,25 ml 0,1 % FeCls.
Méginiai iSmatuojami 700 nm bangos ilgyje. Didesné $viesos sugertis reiskia didesnes redukcines
savybes.

2.7.4. Vaistiniy augaly antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ABTS metodu

ABTS metodas paremtas radikalo anijono slopinimu. ABTS yra gaunamas pridedant j jj kalio
persulfato tirpalg. Radikalo anijonas turi mélynai-Zalig spalvg ir Sviesos sugertis matuojama 734 nm
bangos ilgyje. ABTS tirpalas praskiedZiamas, kad Sviesos sugertis 734 nm bangos ilgyje buty 0,9-1.
Praskiesto ABTS reik§mé uzraSoma, nes reikSme jeina j formulg.

Iidziovinta augaliné medZiaga (0,1 g) ekstrahuojama metanolyje (5 ml) 45 "C, 0,5 val. Ekstraktas
centrifuguojamas 10 min ir naudojamas tyrimams. | 0,5 ml ekstrakta jpilama 1,7 ml fosfato buferio
(20 mM) ir 0,3 ml praskiesto ABTS tirpalo. Nustatoma ABTS $viesos sugertis 734 nm bangos ilgyje.
Tus¢ias bandinys bus fosfato buferis (20 mM).

% slopinimas= [(As - Aa)/Ag ] x 100; (2.3)

Ag — praskiesto ABTS tirpalo Sviesos sugerties dydis;
An — tiriamojo augaly ekstrakto Sviesos sugerties dydis.

2.8. Pirminiai ir antriniai metabolitai
2.8.1. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy jvertinimas augaluose

Chlorofilo a ir b bei karotinoidy nustatymas vaistiniy augaly audiniuose paremtas $viesos sugerties
nustatymu spektrofotometru esant bangos ilgiams:

e chlorofilui a (662 nm);
e chlorofilui b (644 nm);
e karotinoidams (441 nm).

Chlorofilo a ir b koncentracijos nustatymui 0,1-0,2 g augaly lapy susmulkinama gristuvéje. Jpilama
20 ml 96 % C,HsOH, po to viskas susmulkinama iki vientisos masés ir filtruojama. Nufiltruoto
ekstrakto tiiris iSmatuojamas cilindru. Véliau ekstraktai praskiedziami etanoliu tol, kol optinis
tankis praskiesty tirpaly biity nuo 0,1 iki 0,8. Filtratas supilamas j matavimo kiuvete ir matavimai
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atliekami spektrofotometru esant 662 nm (chlorofilo a), 644 nm (chlorofilo b) ir 441 nm
(karotinoidai) bangy ilgiams.

Pigmenty koncentracija apskai¢iuojama pagal formules:

chlorofilo a koncentracija (mg/l): Ca=9,784 Des2 -0,99D644; (2.4.1)
chlorofilo b koncentracija (mg/l): Cp=21,426D¢4s- 4,65Ds62; (2.4.2)
Ca+Cp=5,134D¢s2+20,436Dgas; (2.4.3)
karotinoidy koncentracija (mg/l) Ckarotinoidai=4,695D441-0,268 (Ca+Cb); (2.4.9)

pigmenty koncentracija mg/100g apskai¢iuojama:
X=CVV2-100/nV1 - 1000; (2.4.5)

C — pigmenty koncentracija mg/l;

V — pradinis ekstrakto tiiris;

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

n — augaliné mase, g.

2.8.2. L-Prolino jvertinimas

100 mg vaistinés augalinés Zaliavos susmulkinama ir uzpilama 4 ml distiliuotu vandeniu stiklingje.
Stikliné su augaline zaliava 3 kartus uzverdama iki virimo ir atSaldoma. Ekstraktas filtruojamas.
Gautas ekstraktas praskiedziamas iki 6-7 ml ir toliau naudojamas tyrimams.

Meégintuveliai su 1 ml ekstraktu, 1 ml ledine acto riig§timi, 1 ml ninhidrininiu reagentu (1,25 g
ninhidrinas, 20 ml HaPOa, 30 ml lediné acto riigstis) verdami 1 val verdancioje vandens voneléje. |
kontrolinj méginj vietoj ekstrakto jpilamas 1 ml distiliuoto vandens. Sviesos sugertis matuojama 520
nm bangos ilgyje.

Prolino kiekis apskai¢iuojamas naudojantis kalibravimo kreive pagal formule:

E-Vbendr. |

Cx = (2.9)

b
Vpaimta - M

Cx — prolino koncentracija pmol/g;

E — tirpalo Sviesos sugertis;

V bendras — bendras ekstrakto tiiris, ml;

V paimta — paimto ekstrakto tiiris, ml;

m — vaistinés augalinés Zaliavos kiekis, g.

2.8.3. Bendras fenoliniy junginiy jvertinimas Folino- Kiokalto metodu

Sausa, susmulkinta augaliné medziaga yra jpilama j 10 ml acetono (70 %) tirpalg ir maiSoma
kratytuve 20 min kambario temperatiiroje. Véliau megintuvélis centrifuguojamas 10 min 9000
aps/min 4 °C. Supernatantas surenkamas ir laikomas ant ledo.
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2.8.3.1. Kalibravimo kreivés parengimas

Paimama 0,0; 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100, 110, 120, 130 ul standartinio tanino rtgsties
tirpalo j mégintuvélius. Tada pridedama distiliuoto vandens, kad kiekis mégintuvéliuose buty 500 pl.
I §j tirpalg pridedama 250 pl Folino-Kiokalto reagento ir 1,25 ml natrio karbonato tirpalo. Sumaisoma
ir inkubuojama kambario temperatiiroje 40 min tamsoje. Po 40 min matuojama absorbcija pries tus¢ig
méginj.

2.8.3.2. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas

Paimamas atitinkamas kiekis paruosto ekstrakto ir praskiedziama vandeniu iki 500 pl. Pridedama j jj
250 ul Folino-Kiokalto reagento ir jpilama 1,25 ml natrio karbonato tirpalo. SumaiSoma ir matuojama
absorbcija tirpalo 725 nm bangos ilgyje po 40 min laikyto tamsoje. ApskaiCiuojamas bendras
fenoliniy junginiy kiekis pagal formule:

x=aV -100/(nVy); (2.6)

a — tanino rugsties koncentracija i§ kalibravimo kreivés, mg;
V — pradinis ekstrakto taris, ml;

V1 — pradinis ekstrakto tiiris, ml, paimtas praskiedimui;

n — augaliné mas¢, mg.

2.8.4. Liuteino nustatymas augaluose

I augaling zaliava (100 mg) jpilama 20 ml acetono ir maiSoma 3 val. 250 rpm. Suspensija yra
palickama stovéti 5 min ir centrifuguojama 10 min 9000 aps/min. Supernatantas yra surenkamas,
nuosédos maiSomos 1 valandg su acetonu (10 ml). Nuosédos su acetonu yra centrifuguojamos 15 min
9000 aps./min ir Sviesos sugertis iSmatuojama pagal acetong 446 nm bangos ilgyje. Liuteino
koncentracija apskaiciuojamas pagal formulg:

= Gt (5) 56888 -7 - gy - 10° L S @)
X — liuteino koncentracija, mg/I;

Ause — absorbcija 446 nm bangos ilgyje;

b — bangos ilgis;

V — ekstrakto tiiris, ml;

M — augalinés zaliavos kiekis, kg.

2.8.5. Flavonoidy nustatymas augaluose

0,5 g susmulkintos augalinés Zaliavos maiSoma su 5 ml 80 % metanoliu parg 150 rpm. Homogenatas
nucentrifuguojamas 9000 rpm 10 min ir supernatantas naudojamas.

Bendras flavonoidy kiekis nustatomas su aliuminio chloridu. | tiriamajj pavyzdj 0,1 ml jpilama iki 1
ml 80 % metanolio ir 1 ml 2 % aliuminio chlorido. MiSinys paliekamas stoveéti 30 min ir absorbcija
1Smatuojama 415 nm bangos ilgyje. Flavonoidai apskai¢iuojami pagal kverceting mg/g sausos mas¢s.

Flavonoidy koncentracija mg/g pagal kverceting apskai¢iuojama pagal formule:
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C =" (2.8)

C1 — kvercetino koncentracija, mg/ml, pagal kalibravimo kreiveg;
V — ekstrakto pradinis tiiris, ml;
g — augaliné mase, g.

2.8.5.1. Kvercetino kalibravimo kreivé
Kvercetinas (1 mg/ml) iStirpinamas metanolyje.
Po to paruosiamos kvercetino koncentracijos (10 mg/l; 20 mg/I; 30 mg/l; 40 mg/l; 50 mg/l):

1. | pirmg mégintuvélj jpilama 0,1 ml kvercetino ir 0,15 ml 2 % aliuminio chlorido bei
praskiedziama iki 10 ml su metanoliu;

2. | antra mégintuvélj jpilama 0,2 ml kvercetino ir 0,15 ml 2 % aliuminio chlorido bei
praskiedziama iki 10 ml su metanoliu;

3. |} tre¢ig mégintuvelj jpilama 0,3 ml kvercetino ir 0,15 ml 2 % aliuminio chlorido bei
praskiedziama iki 10 ml su metanoliu;

4. 1 ketvirta mégintuvélj ipilama 0,4 ml kvercetino ir 0,15 ml 2 % aliuminio chlorido bei
praskiedziama iki 10 ml su metanoliu;

5. | penkta mégintuvélj jpilama 0,5 ml kvercetino ir 0,15 ml 2 % aliuminio chlorido bei
praskiedziama iki 10 ml su metanoliu.

ISmatuojama Sviesos sugertis 415 nm bangos ilgyje. TuS¢ias bandinys — metanolis. Braizoma
kvercetino kalibravimo kreive.

2.9. Fermentai ir antioksidaciniai fermentai
2.9.1. Fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas

Paruo$iama kalibravimo kreiveé pagal albuming. Albumino tirpalas ruoSiamas taip: 25 mg albumino
iStirpinama 25 ml vandens. IS pradinio tirpalo imami Zinomo tiirio méginiai ir iki 25 ml skiedZiami
distiliuotu vandeniu.

2.8 lentelé. Kalibravimo kreivés pagal albuming sudarymas

Eil. Nr. | Albumino pradinio tirpalo tiiris IKi 25 ml skiesto tirpalo koncentracija, mg/ml
1 0,2 0,02

2 0,4 0,04

3 0,6 0,06

4 0,8 0,08

5 1,0 01

6 1,2 0,12

7 14 0,14

8 1,6 0,16

9 1,8 0,18
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Kalibravimo kreivei j pirmg mégintuveélj jpilama 0,2 ml distiliuoto vandens, o | 2-6 mégintuvélius po
0,2 ml skiesto albumino tirpalo. | visus mégintuvélius jpilama 2 ml Bradfordo reagento. Méginiai
sumaiSomi ir matuojami spektrofotometru, esant bangos ilgiui 595 nm. Pirmasis mégintuvélis bus
nulinis. Braizoma kalibravimo kreive.

0,1 g augalinés zaliavos susmulkinama ir tirpiy baltymy ekstrakcija vyksta 0,066 M K/Na
fosfatiniame buferyje (pH=7,4) 4 ml tiryje, turin¢iame 1 mM ditiotritolio (DTT), 0,5 mM
fenilmetilsufonilfluorido (PMSF), istirpinto DMSO, 1-3 mg polivinilpirolidono. Méginys
centrifuguojamas 9000 aps/min 10 min ir supernatantas dar karta centrifuguojamas Eppendorf
meégintuveliuose.

Baltymy nustatymui paimama 200 pl méginio ir jpilama 2 ml Bradfordo reagento.

Reakcijos miSinys 2 ml turio turi 40 pl fermentinio preparato, 400 pl 40 mM Tris-HCI buferio
(pH=7,8), 200 ul 10 mM L-metionino; 200 pl 54 uM nitromélynojo tetrazolio, 500 pl 0,025% Tritono
X-100 ir 20 pl 3 uM riboflavino ir 620 pl distiliuoto vandens. ParuosSiamas kontrolinis méginys be
fermentinio preparato.

Reakcija atlickama ap$vieciant liuminescentinémis lempomis 30 min. Kaip kontrolé naudojamas
misinys be fermentinio preparato. Sviesos sugertis matuojama 560 nm bangos ilgyje

Fermento aktyvumas apskai¢iuojamas:

E
i

" log2m’

(2.9)

A — SOD aktyvumas, vnt/mg;

E k — Sviesos sugertis kontrolinio bandinio;

E 1t — Sviesos sugertis tiriamojo bandinio;

m — baltymo mas¢ preparato turyje, mg/ml (Baltymo kiekis apskaic¢iuojamas pagal Bradfordo metoda).

2.9.2. Katalazés aktyvumo jvertinimas

0,1 augalinés Zaliavos susmulkinama ir tirpiy baltymy ekstrakcija vyksta 0,05 M K/Na fosfatiniame
buferyje (pH=7,8) 4 ml tiryje, turin¢iame I mM ditiotritolio (DTT), 0,5 mM
fenilmetilsufonilfluorido (PMSF), iStirpinto DMSO, 1-3 mg polivinilpirolidono. Méginys
centrifuguojamas 9000 aps/min 10 min ir supernatantas dar karta centrifuguojamas Eppendorf
meégintuveliuose.

Reakcijos miSinys 4 ml tiirio turi 100 pl fermentinio preparato, 3900 pl 0,05 M K/Na fosfatinio
buferio. Prie§ matavima j reakcijos misinj jpilama 0,1 M 0,2 ml vandenilio peroksido. Sviesos
sugerties matavimo dinamika registruojama 3 minutes 240 nm bangos ilgyje. Matavimo rodmenys
nuimami kas 2 sekundes.

Fermento aktyvumas apskai¢iuojamas:

A= 1000—AE-V; (2.10)

k-m

A — sunaudoto vandenilio peroksido kiekis per 1 minutg/1 mg baltyminio preparato;
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AE — vidutiné $viesos sugerties reik§mé per 1 min;

V — bendras miSinio tiris, ml;

k — molinés ekstinkcijos koeficientas 32,57,

m — baltymo mas¢ preparato tiiryje, mg (Baltymo kiekis apskai¢iuojamas pagal kalibravimo kreive).

2.9.3. Askorbatperoksidazés aktyvumo jvertinimas

0,1 g augalinés zaliavos susmulkinama su atSaldytu 4 ml 0,1 M fofatiniu buferiu (pH=7), kuris turi 1
mM ditiotritolio (DTT), 0,5 mM fenilmetilsufonilfluorido (PMSF), istirpinto DMSO. Méginys
centrifuguojamas 9000 aps/min 20 min.

Reakcijos misinys (6 ml) turi 50 mM (3ml 0,1M) fosfatinio buferio (pH=7), 0,5 mM (0,6ml) askorbo
ragsties, 0,1 mM (0,06ml) EDTA, 0,1 mM (0,06ml) vandenilio peroksido ir 0,2 ml fermentinio
preparato. Reakcija prasideda pridéjus vandenilio peroksido ir matuojama Sviesos sugertis 290 nm
bangos ilgyje 3 min.

Askorbatperoksidazés aktyvumas nustatomas pagal formulg:

4= AEmin -(ﬁ' VBur. Vperoks.); (2.11)

k-m

A — fermento aktyvumas, mmol/mg;

AE i, — viduting $viesos sugerties reikmé per 1 min;

V — pavyzdzio tiris, pl;

Vgy . — buferio taris, ml;

Vyeroks. — vandenilio peroksido taris, ml;

k — molinés ekstinkcijos koeficientas 2,8 nmol/cm,;

m — baltymo mas¢ preparato tiiryje, mg (Baltymo kiekis apskai¢iuojamas pagal Bradfordo metoda).

2.9.4. Prolindehidrogenazés aktyvumo jvertinimas

0,1 g augalinés Zaliavos susmulkinama ir vykdoma ekstrakcija ekstrakcijos buferyje (pH=7,8) 4 ml
taryje, turin¢iame 0,05 M Tris-HCI; pH=7,8; 1 mM EDTA, 0,5 % Tritono X-100. Méginys maiSomas
kratytuve 10 min ir 25 °C temperatiiroje. Méginys centrifiiguojamas 9000 aps./min 10min ir
supernatantas (800 ul) dar kartg centrifliguojamas Eppendorf mégintuvélyje.

Baltymy nustatymui paimama 20 pl meéginio ir jpilama 2 ml Bradfordo reagento bei iSmatuojama
Sviesos sugertis 595 nm bangos ilgyje. ParuoSiama baltymy kiekio kalibravimo kreive pagal albuming.

I kita mégintuvélj jpilama 400 pl fermentinio preparato, 1800 pl karbonatinio buferio pH=10,3; 1800
ul 0,02 M L-prolino. Prie§ matavimg j reakcijos misinj jpilama 100 ul 100 mM NAD. Sviesos
sugerties matavimo dinamika registruojama pradzioje ir po 3 min 340 nm bangos ilgyje.

Fermento prolindehidrogenazés aktyvumas apskaiciuojamas:

__1000-AE-V

A ; (2.12)

k'm

A — prolindehidrogenazés aktyvumas pmol NAD/mg baltymo - min;
AE — $viesos sugerties pokytis po 3 min ir pradZioje;
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V — bendras miSinio taris, ml;
k — molinés ekstincijos koeficientas 6,22 umol™ - cm™;
m — baltymo mas¢ preparato tiiryje, mg.

2.9.5. Malondialdehido (MDA) koncentacijos jvertinimas

Augaline zaliava (100 mg) homogenizuojama su 1,5 ml 20 % trichloracto riig§timi ir tirpalas
centrifuguojamas 9000 aps/min 10 min 4 °C. Supernatantas (0,3 ml) sumaiSomas su 1,2 ml 0,5 %
tiobarbiturine rugstimi (iStirpinta 20 % trichloracto riigstyje) ir inkubuojamas 95 °C temperatiiroje 30
min, atSaldomas ir centrifuguojamas 15 min 9000 aps/min. Sviesos sugertis i¥matuojama 532, 600
nm bangos ilgiuose.

MDA koncentracija apskaiciuojama:

C, = (Es3s2—Ego0) Ve - 2, (2.13)

k'ms'Va '

C, — MDA kiekis, pmol/g;

E — tirpalo Sviesos sugertis;

V. — ekstrakto taris, ml;

V. —ekstrakto turis analizei, ml;

k — molinés ekstinkcijos koeficientas 156 Mm™ - cm *;
m, — bandinio masé ekstrakcijai, g.

2.9.6. Vandenilio peroksido suardymas vaistiniy augaly ekstraktais

I3dZiovinta augaliné medziaga (0,1 g) ekstrahuojama fosfatiniame buferyje (5 ml) 45 'C, 0,5 val.
Ekstraktas centrifuguojamas 10 min ir naudojamas tyrimams. | 2 ml ekstrakta (jvairiy koncentracijy)
Jpilama 1,2 ml 20 mM vandenilio peroksido tirpalo, paruosto fosfatiniame buferyje (pH=7,4).
MiSinys laikomas 30 min. Suardymas nustatomas 230 nm bangos ilgyje. Palyginimui naudojamas 40
mM vandenilio peroksido tirpalas, paruostas fosfatiniame buferyje (pH=7,4), kaip nulinis — fosfato
buferis (pH=7,4). Naudojamos kvarcinés kiuvetés.

% slopinimas= [(As— Aa)/Ag ] - 100; (2.14)
Ag — palyginamojo tirpalo $viesos sugerties dydis;

Ana — tirlamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis.

2.10. Antibakterinis aktyvumas

2.10.1. Ivairiy vaistiniy augaly ekstrakty antibakterinio aktyvumo nustatymas agaro
difuziniu metodu

Ant LB terpés Petri lékstelése uzpilti Rhizobium radiobacter, Xanthomonas campestris ir
Escherichia coli bakterijy suspensijos 50 pl ir uzdéti popierinj diska, suvilgyta 25 pl vaistiniy augaly
ekstraktu. Petri 1éksteles sudéti j termostatg 37 "C. Po vienos ar dviejy pary stebéti bakterijy augima
ir vaistiniy augaly ekstrakty antibakterinj poveik].
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Slopinimo zona

Atspariy mikroby augimas

2.3 pav. Vaistiniy augaly ekstrakty antibakterinis poveikis
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3. Tyrimuy rezultatai ir jy aptarimas

Tyrimams buvo naudoti medetky ir dygminy augalai uzauginti skirtingose terpése (3.1. lentel¢). Taip
pat buvo tiriamas N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)-3-((4-metoksifenil)amino)propanamido (,,39%)
junginio poveikis augaly antioksidaciniam ir antibakteriniam aktyvumui bei antriniy metabolity

susidarymui.

3.1 lentelé. Tyrimams naudoti vaistiniai augalai ir auginimo terpés

Vaistinis augalas

Auginimo terpé

Medetky Ziedai (in vivo)

Medetky kalius

BAP 2,5 mg/l; NAR 0,5 mg/l

Medetky stieby kalius (1)

IAR 0,1 mg/l; TDZ 0,5 mg/l

Medetky lapy kalius

IAR 0,1 mg/l; BAP 1 mg/I

Medetky stieby kalius (2)

IAR 0,1 mg/l; BAP 1 mg/I

Dygminy lapy kalius (1)

BAP 1,8 mg/l; 2,4 D 0,3 mg/l; Kazeinas 0,1%

Dygminy stieby kalius (1)

BAP 1,8 mg/l; 2,4 D 0,3 mg/l; Kazeinas 0,1%

Dygminy kalius

TDZ 0,5 mg/l; IAR 0,1 mg/l

Dygminy lapy kalius (2)

TDZ 0,5 mg/l; NAR 0,2 mg/I

Dygminy stieby kalius (2)

TDZ 0,5 mg/l; NAR 0,2 mg/I

Medetky Sakny kalius + "39"

TDZ 0,5 mg/l; IAR 0,1 mg/l; "39" 0,1 mg/ml

Medetky stieby ir lapy kalius + "39"

TDZ 0,5 mg/l; IAR 0,1 mg/l; "39" 0,1 mg/ml

3.1. Medetkos ir dygmino ekstrakty antioksidacinis aktyvumas DPPH metodu

Augaly ekstrakty antiradikalinis aktyvumas jvertinamas matuojant, kiek procenty stabilaus 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo neutralizuoja fenoliniai junginiai.

Paruosty medetkos ir dygmino ekstrakty tirpaly Sviesos sugertis iSmatuojama 515 nm bangos ilgyje
(3.2 lentelé). Gauti rezultatai toliau naudojami skai¢iavimams.

3.2 lentelé. Vaistiniy augaly ekstrakty tirpaly $viesos sugerties rezultatai 515 nm bangos ilgyje

Vaistinis augalas

Sviesos sugertis 515 nm

Medetky Ziedai (in vivo) 0,183
Medetky kalius 0,184
Medetky stieby kalius (1) 0,244
Medetky lapy kalius 0,208
Medetky stieby kalius (2) 0,185
Dygminy lapy kalius (1) 0,101
Dygminy stieby kalius (1) 0,146
Dygminy kalius 0,159
Dygminy lapy kalius (2) 0,119
Dygminy stieby kalius (2) 0,131
Medetky Sakny kalius + "39" 0,144
Medetky stieby ir lapy kalius + "39" 0,213
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Istacius gautus rezultatus j formule (2.2) apskaiciuotas vaistiniy augaly ekstrakty antioksidacinis
aktyvumas. Nustatyta kiek procenty stabilaus DPPH radikalo neutralizuoja fenoliniai junginiai (3.1
pav. ir 3.2 pav.).
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ziedai (in vivo) kalius stieby kalius kalius stieby kalius $akny kalius + stieby ir lapy
() 2 "39" kalius + "39"
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3.1 pav. Medetky ekstrakty antioksidacinis aktyvumas

Atlikus vaistiniy augaly antioksidacinio aktyvumo jvertinimg DPPH metodu, nustatyta, kad medetky
Sakny kaliaus + ,,39 ekstrakte esantys fenoliniai junginiai neutralizuoja didziausig kiekj (55 %)
stabilaus DPPH radikalo, medetky ziedy (in vivo), medetky kaliaus ir medetky stieby kaliaus (2)
ekstraktai slopina atitinkamai 43 %, 43 % ir 42 %, 0 medetky stieby ir lapy kalius +,,39* ekstraktas
— 34 %. Medetky stieby kaliaus (1) ekstraktas turi maziausia antioksidacinj aktyvuma — 24 %.
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3.2 pav. Dygminy ekstrakty antioksidacinis aktyvumas

Dygminy ekstraktuose esantys fenoliniai junginiai pasizyméjo didesniu antioksidaciniu aktyvumu nei
medetkoje. Dygminy lapy kaliaus (1) ekstrakte esantys fenoliniai junginiai neutralizuoja didziausia
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kiekj (69 %) stabilaus DPPH radikalo, dygminy lapy kaliaus (2) ir dygminy sticby kaliaus (2)
ekstraktai slopina 63 % ir 59 %. Maziausig antioksidacinj aktyvuma turi dygminy stieby kalius (1) ir
dygminy kalius — 54 % ir 50 %.

3.2. Antioksidacinis aktyvumas medetkos ir dygmino augaluose pagal FRAP metoda,
naudojant 2,4,6-tripiridil-s-triazina

Sis metodas nustato augalo redukuojanéias savybes, kuris paremtas Fe**-TPTZ pavertimu j Fe®*-
TPTZ (mélyna spalva) 593 nm bangos ilgyje.

ParuoSiama FeSOs4 X 7H20 kalibraciné kreivé (3.3 pav.), kuri bus naudojama tolimesniems

skai¢iavimams.

04
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15

rtis 593nm bangos ilgyje

0,1
0,05

Sviesos suge

y =0,0137x + 0,0114

25 30

koncentracija, pmol/Il

3.3 pav. FeSO. x 7H,0 kalibraciné kreivé

Paruosti medetkos ir dygmino ekstrakty tirpalai. ISmatuota jy Sviesos sugertis 593 nm bangos ilgyje

pateikta 3.3 lenteléje.

3.3 lentelé. Vaistiniy augaly ekstrakty tirpaly $viesos sugerties rezultatai 593 nm bangos ilgyje

Vaistinis augalas Sviesos sugertis 593 nm
Medetky Ziedai (in vivo) 0,146
Medetky kalius 0,082
Medetky stieby kalius (1) 0,101
Medetky lapy kalius 0,084
Medetky stieby kalius (2) 0,090
Dygminy lapy kalius (1) 0,276
Dygminy stieby kalius (1) 0,154
Dygminy kalius 0,163
Dygminy lapy kalius (2) 0,252
Dygminy stieby kalius (2) 0,341
Medetky Sakny kalius + "39" 0,239
Medetky stieby ir lapy kalius + "39" 0,218
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Naudojantis sudaryta FeSO4 x 7H20 kalibravimo kreive ir iSmatuotais duomenimis apskai¢iuojamas
tirlamy vaistiniy augaly antioksidacinis aktyvumas (3.4 pav. ir 3.5 pav).
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Vaistinis augalas

3.4 pav. Medetky ekstrakty antioksidacinis aktyvumas

Atlikus antioksidacinio aktyvumo tyrimg medetkos ir dygmino augalams pagal FRAP metoda,
naudojant 2,4,6-tripiridil-s-triazing, nustatyta, kad medetky Sakny kaliaus + ,,39° (17 umol/l),
medetky stieby ir lapy kaliaus + “39” (15 umol/l) ekstraktai turi stipriausias redukuojancias savybes.
Medetky ziedai (in vivo), medetky stieby kaliaus kultiiroje (1) ir medetky stieby kaliaus kultiiroje (2)
apskaiciuota ekstrakty koncentracija atitinkamai 9,8, 6,5, 5,7 umol/l, o medetky lapy kaliaus ir
medetky kaliaus ekstraktai turi silpniausias redukuojancias savybes tik 5,2 ir 5,1 pmol/I.

Dygminy lapy =~ Dygminy stieby Dygminy kalius ~ Dygminy lapy =~ Dygminy stieby
kalius (1) kalius (1) kalius (2) kalius (2)
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3.5 pav. Dygminy ekstrakty antioksidacinis aktyvumas

Dygminy ekstraktai pasizyméjo Siek tiek stipresnémis redukuojanciomis savybémis nei medetkos.
Dygminy stieby kaliaus (2) ir dygminy lapy kaliaus (1) ekstraktai 24 ir 19 umol/l, dygminy lapy
kaliaus — 17,5 umol/l. Silpniausias redukuojancias savybes parodé dygminy kaliaus ir dygminy stieby
kaliaus (1) ekstraktai (atitinkamai 11 ir 10,5 pmol/l).
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3.3. Redukciniy savybiy jvertinimas medetkos ir dygminy augaluose

ISmatuojama paruosty skirtingy koncentracijy medetkos ir dygminy ekstrakty tirpaly $viesos sugertis
700 nm bangos ilgyje (3.6 pav. ir 3.7 pav.). Didesné Sviesos sugertis reiskia didesnes redukcines

savybes.
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ziedai (in vivo) kalius stieby kalius kalius stieby kalius Sakny kalius + stieby ir lapy
(1) 2 "39" kalius + "39"

Vaistinis augalas

= 0,005 g/ml = 0,0025 g/ml

3.6 pav. Redukciniy savybiy jvertinimas skirtingy koncentracijy medetkos ekstraktuose

Atlikus redukciniy savybiy jvertinimg medetkos ekstraktuose, nustatyta, kad medetky ziedy (in vivo)
ekstraktas turi stipriausias redukcines savybes (Sviesos sugertis 0,005 g/ml — 0,469, o0 0,0025 g/ml —
0,269). Siek tiek silpnesnémis redukcinémis savybémis pasizyméjo medetky stieby kaliaus (2)
ekstraktas (0,005 g/ml — 0,401, 0 0,0025 g/ml — 0,236). Silpniausias redukcinés savybes Siame tyrime
turéjo medetky stieby ir lapy kaliaus + ,,39° ekstraktas.
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Vaistinis augalas

700 nm

3.7 pav. Redukciniy savybiy jvertinimas skirtingy koncentracijy dygminy ekstraktuose
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Dygminy ekstraktai taip pat pasizyméjo ir stipresnémis redukcinémis savybémis nei medetkos
ekstraktai. Dygminy stieby kaliaus (2) ekstrakto $viesos sugertis 0,005 g/ml — 0,748 , 0 0,0025 g/ml
— 0,356, dygminy lapy kaliaus (2) ekstrakto $viesos sugertis 0,005 g/ml — 0,691 , 0 0,0025 g/ml —
0,399. Silpniausias redukcinés savybes Siame tyrime parodé dygminy kaliaus ekstraktas.

3.4. Medetkos ir dygminy augaly antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ABTS metodu

ABTS metodas paremtas radikalo anijono slopinimu, kuris turi mélynai- Zalig spalva. Vaistiniy
augaly Sviesos sugertis buvo matuojama 734 nm bangos ilgyje (3.4 lentelé):

3.4 lentelé. Vaistiniy augaly ekstrakty tirpaly $viesos sugerties rezultatai 734 nm bangos ilgyje

Vaistinis augalas Sviesos sugertis 734 nm
Medetky Ziedai (in vivo) 0,019
Medetky kalius 0,021
Medetky stieby kalius (1) 0,007
Medetky stieby kalius (2) 0,012
Dygminy lapy kalius (1) 0,009
Dygminy stieby kalius (1) 0,018
Dygminy kalius 0,003
Dygminy lapy kalius (2) 0,007
Medetky sakny kalius + "39" 0,005
Medetky stieby ir lapy kalius + "39" 0,074

Istacius gautus rezultatus | formule (2.3) apskaiciuotas vaistiniy augaly ekstrakty antioksidacinis
aktyvumas. Nustatyta kiek procenty radikalo anijono yra slopinama medetkos ir dygminy
ekstraktuose (3.8 pav. ir 3.9 pav.).
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3.8 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas medetkos ekstraktuose

39



Atlikus medetkos antioksidacinio aktyvumo jvertinimg ABTS metodu, nustatyta, kad stipriausig
slopinamg poveikj radikalo anijonui turi medetky Sakny kaliaus +,,39* ekstraktas — 99,7 % ir medetky
stieby kaliaus (1) ekstraktas — 99 %. Mazesniu slopinimu pasizymeéjo medetky stieby kaliaus (2),
medetky ziedy (in vivo) ir medetky kaliaus kultros ekstraktai (atitinkamai 98,4 %, 97,5 %, 97,2 %).
Silpniausia slopinima turéjo medetky stieby ir lapy kaliaus + “39” ekstraktas — 95,8 %.
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3.9 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas medetkos ekstraktuose

Dygminy ekstraktai pasizymejo labai panaSiomis antioksidacinémis savybémis kaip ir medetkos
ekstraktai. Stipriausias savybes turéjo dygminy kaliaus ir dygminy lapy (2) ekstraktai — 99,6 % ir 99
%. Silpnesnes savybes rodé dygminy lapy kaliaus (1) ekstraktas — 98,8 % ir dygminy stieby kaliaus
(1) ekstraktas — 97,6 %.

3.5. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy jvertinimas augaluose

Chlorofilo a ir b bei

bei karotinoidy nustatymas vaistiniy augaly audiniuose paremtas $viesos

sugerties nustatymu spektrofotometru esant skirtingiems bangos ilgiams. Pigmenty koncentracija
apskai¢iuojama pagal formules nurodytas metodinéje dalyje (2.4.1 — 2.4.4). Pigmenty koncentracija
mg/100g apskaiiuojama pagal formule 2.4.5 ir pateikiama diagramose iSskiriant chlorofilo a,
chlorofilo b ir karotinoidy koncentracijas.
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3.10 pav. Chlorofilo a koncentracija mg/100g medetkos ekstraktuose

40



Atlikus chlorofilo a jvertinimg medetkos ekstraktuose, nustatyta, kad chlorofilo a koncentracija yra
didziausia medetkos stieby ir lapy kaliaus + ,,39 ekstrakte ir siekia 17,35 mg/100g, mazesne
pigmenty koncentracija pasizyméjo, medetkos ziedy (in vivo), medetkos Sakny kaliaus + ,,39%,
medetky kaliaus ekstraktai. Maziausig chlorofilo a koncentracija turéjo medetky stieby kaliaus (1)
ir medetky lapy kaliaus ekstraktai — 2,16 mg/100g ir 1,71 mg/100g.
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3.11 pav. Chlorofilo b koncentracija mg/100g medetkos ekstraktuose

Chlorofilo b koncentracijos jvertinime labiausiai iSsiskyré medetky stieby ir lapy kaliaus +
,,39° ekstraktas, kuris turéjo 19,67 mg/100g pigmento. Medetky Sakny kaliaus +,,39°, medetky ziedy
(in vivo), medetky kaliaus ekstraktai pasizyméjo mazesne chlorofilo b koncentracija. Medetky stieby
kaliaus (1) ir medetky lapy kaliaus ekstraktai turéjo maziausig ne tik chlorofilo a, bet ir chlorofilo b
koncentracija (atitinkamai 2,99 mg/100g, 2,71 mg/100g).
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3.12 pav. Karotinoidy koncentracija mg/100g medetkos ekstraktuose
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Atlikus karotinoidy jvertinimg medetkos ekstraktuose, nustatyta, kad didziausia jy koncentracija
yra medetky ziedy (in vivo) ekstrakte — 2,51 mg/100g. Mazesné karotinoidy koncentracija rasta
medetky stieby ir lapy kaliaus +,,39° bei medetky stieby kaliaus (2) ekstraktuose (0,95 mg/100g ir
0,93 mg/100g). Medetky lapy kaliaus, medetky stieby kaliaus (1) ir medetky Sakny kaliaus +
,»39° ekstraktuose karotinoidy koncentracija buvo maziausia — 0,11 mg/100g, 0,08 mg/100g, 0,06
mg/100g.

Ivertinus dygminy ekstrakty pigmenty koncentracija, buvo nustatyta, kad dygminy ekstraktai
pasizyméjo mazesne chlorofilo a, chlorofilo b ir karotinoidy koncentracija.
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3.13 pav. Chlorofilo a koncentracija mg/100g dygminy ekstraktuose

Chlorofilo a koncentracijos jvertinime, buvo nustatyta, kad didziausiag koncentracijg pigmento turi
dygminy kaliaus ekstraktas — 4,36 mg/100g. Siek tiek maZesne pigmento koncentracija turéjo
dygminy lapy kaliaus (1), dygminy lapy kaliaus (2) ir dygminy stieby kaliaus ekstraktai. Maziausia
chlorofilo a koncentracija turéjo dygminy stieby kaliaus (1) ekstraktas — 0,71 mg/100g.

Dygminy lapy Dygminy stieby Dygminy kalius Dygminy lapy Dygminy stieby
kalius (1) kalius (1) kalius (2) kalius (2)

Pigmenty koncentracija, mg/100g
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Vaistinis augalas

3.14 pav. Chlorofilo b koncentracija mg/100g dygminy ekstraktuose
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Atlikus chlorofilo b koncentracijos jvertinimg, labiausiai i$siskyré dygminy kaliaus ekstraktas,
kuriame pigmento koncentracija sieké 7,48 mg/100g. Maziau pigmento turéjo dygminy stieby kaliaus
(2), dygminy lapy kaliaus (1) ir dygminy lapy kaliaus (2) ekstraktai. Dygminy stieby kaliaus (1)
ekstrakte buvo tik 1,92 mg/100g pigmento.
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Vaistinis augalas

3.15 pav. Karotinoidy koncentracija mg/100g dygminy ekstraktuose

Dygminy ekstraktai taip pat pasizyméjo labai maza karotinoidy koncentracija lyginant su medetka.
Daugiausia jy turéjo dygminy stieby (2) ekstraktas — 0,81 mg/100g, Siek tiek maziau dygminy lapy
kaliaus (2) ir dygminy lapy kaliaus (1) ekstraktai (0,63 mg/100g ir 0,61 mg/100g). Maziausia
karotinoidy koncentracija turéjo dygminy kaliaus ir dygminy stieby kaliaus (1) ekstraktai (atitinkamai
0,26 mg/100g ir 0,25 mg/100g).

3.6. L-Prolino jvertinimas

Aminortgstys reguliuoja vandens balansg lastelése bei duoda didZiausig antistresinj poveikj kritinése
situacijose, didina augaly atsparumg ekstremalioms augimo salygoms (Sal¢iui, Salnoms, sausrai).

Pradedant skai¢iavimus ir matavimus paruo$iama L-prolino kalibraciné kreivé (3.16 pav.), kuri bus
naudojama norint apskai¢iuoti L-prolino koncentracija medetky ir dygminy ekstraktuose.
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Paruosti vaistiniy augaly ekstrakty tirpalai ir iSmatuota jy Sviesos sugertis 520 nm bangos ilgyje.
Rezultatai pateikti 3.5 lenteléje ir toliau naudojami skai¢iavimams.

3.5 lentelé. Vaistiniy augaly ekstrakty tirpaly Sviesos sugerties rezultatai 520 nm bangos ilgyje

Vaistinis augalas Sviesos sugertis 520 nm
Medetky Ziedai (in vivo) 3,102
Medetky kalius 2,451
Medetky stieby kalius (1) 2,885
Medetky lapy kalius 2,851
Medetky stieby kalius (2) 3,032
Dygminy lapy kalius (1) 2,855
Dygminy stieby kalius (1) 2,580
Dygminy kalius 2,806
Dygminy lapy kalius (2) 2,917
Dygminy stieby kalius (2) 2,812
Medetky Sakny kalius + "39" 0,702
Medetky stieby ir lapy kalius + "39" 1,634

L-Prolino koncentracija apskai¢iuojama naudojantis kalibravimo kreive pagal formulg (2.5), gauti
rezultatai grafiskai pavaizduoti 3.17 ir 3.18 pav.
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Vaistinis augalas

3.17 pav. L-Prolino koncentracija pmol/g medetky ekstraktuose

Atlikus L-prolino jvertinimg medetkos ekstraktuose, nustatyta, kad medetky ziedy (in vivo) ir
medetky stieby kaliaus ekstraktai turéjo didziausig L-prolino koncentracijg (28,75 ir 27,47 umol/g).
Medetky stieby kaliaus kulttiroje (1) ekstraktas L-prolino turéjo 24,87 umol/g, medetky lapy kaliaus
kultiroje ekstraktas 24,29 umol/g, o medetky kaliaus ekstraktas 17,96 pmol/g. Maziausia L-prolino
koncentracija turéjo medetky stieby ir lapy kaliaus +,,39° (7,9 umol/g) ir medetky Sakny kaliaus +
,»39% (1,48 umol/g) ekstraktai.
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3.18 pav. L-Prolino koncentracija umol/g dygminy ekstraktuose

Atlikus L-prolino jvertinimg dygminy ekstraktuose, nustatyta, kad dygminy ekstraktai turi labai
panas$ig L-prolino Koncentracijg, taciau Siek tieck mazesn¢ nei medetky ekstraktai. Dygminy lapy
kaliaus ekstrakte buvo rasta 25,43 umol/g, dygminy lapy kaliaus (1) ekstrakte 24,36 pmol/g, dygminy
kaliaus ekstrakte 23,53 umol/g, dygminy stieby kaliaus (2) ekstrakte 23,63 umol/g L-prolino.
Maziausig jo koncentracija turéjo dygminy stieby kaliaus (1) ekstraktas — 19,89 umol/g.

3.7. Bendras fenoliniy junginiy jvertinimas Folino- Kiokalto metodu

ParuoSiama kalibravimo kreive pagal tanino rtgstj (3.19 pav.), kuri bus naudojama norint apskaiciuoti
fenoliniy junginiy koncentracijg tiriamuosiuose vaistiniuose augaluose.
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Paruosti vaistiniy augaly ekstrakty tirpalai ir iSmatuota jy Sviesos sugertis 725 nm bangos ilgyje.
Rezultatai pateikti 3.6 lentel¢je ir toliau naudoti skaic¢iavimams.

3.6 lentelé. Vaistiniy augaly ekstrakty tirpaly Sviesos sugerties rezultatai 725 nm bangos ilgyje

Vaistinis augalas Sviesos sugertis 725 nm
Medetky ziedai (in vivo) 0,603
Medetky kalius 0,712
Medetky stieby kalius (1) 1,444
Medetky lapy kalius 0,961
Medetky stieby kalius (2) 1,646
Dygminy lapy kalius (1) 1,132
Dygminy stieby kalius (1) 0,213
Dygminy kalius 0,836
Dygminy lapy kalius (2) 0,696
Dygminy stieby kalius (2) 1,974
Medetky Sakny kalius + "39" 14,379
Medetky stieby ir lapy kalius + "39" 2,042

Fenoliniy junginiy koncentracijai medetky ir dygminy ekstraktuose apskaiciuoti naudota formulé
(2.6) ir kalibraciné kreivé pagal tanino riigstj. Gauti skai¢iavimo rezultatai pateikti 3.20 pav.
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3.20 pav. Bendra fenoliniy junginiy koncentracija medetky ekstraktuose

Fenoliniai junginiai yra augaly metabolitai. Sie junginiai yra labai svarbiis augaly augimui bei
reprodukcijai. Pazeidus augalus, pakeitus aplinkos salygas. Norédami apsisaugoti, jie pradeda
sintezuoti fenolinius junginius, kaip atsakg j nepalankias sglygas ar patogenus. Jie kaip cheminiai
signalai dalyvauja lgsteliniuose ir tarplgsteliniuose procesuose. Taip pat yra svarbiis priviliojant
vabzdzius, kurie apdulkina augalus. Atlikus bendrg fenoliniy junginiy jvertinimg Folino-Kiokalto
metodu, gauti duomenys rodo, kad didziausig fenoliniy junginiy koncentracijg turéjo medetky Sakny
kaliaus + ,,39 ekstraktas (5,03 mg/100mg). Mazesne fenoliniy junginiy koncentracija pasizyméjo
medetky stieby ir lapy kaliaus + ,,39“, medetky stieby kaliaus (2), medetky stieby kaliaus (1)
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ekstraktai. Maziausiai fenoliniy junginiy turéjo medetky kaliaus ir medetky ziedy (in vivo) ekstraktai

(0,71 ir 0,6 mg/100mg).
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Vaistinis augalas

3.21 pav. Bendra fenoliniy junginiy koncentracija dygminy ekstraktuose

Dygminy ekstraktuose labiausiai i$siskyré dygminy stieby kaliaus (2) ekstraktas, kuriame fenoliniy
junginiy koncentracija sieké 1,97 mg/100mg. Mazesng¢ jy koncentracija turéjo dygminy lapy kaliaus
(1), dygminy kaliaus, ir dygminy lapy kaliaus (2) ekstraktai. Maziausia fenoliniy junginiy
koncentracija nustatyta dygminy stieby kaliaus (1) ekstrakte — 0,21 mg/100mg.

3.8. Liuteino jvertinimas vaistiniuose augaluose

Atliekant liuteino jvertinimg medetky ir dygmino ekstraktuose, buvo matuojama augaly tirpaly
Sviesos sugertis 446 nm bangos ilgyje (3.7 lentelé).

3.7 lentelé. Vaistiniy augaly ekstrakty tirpaly Sviesos sugerties rezultatai 446 nm bangos ilgyje

Vaistinis augalas Sviesos sugertis 446 nm
Medetky Ziedai (in vivo) 0,142
Medetky kalius 0,028
Medetky stieby kalius (1) 0,024
Medetky lapy kalius 0,027
Medetky stieby kalius (2) 0,019
Dygminy lapy kalius (1) 0,023
Dygminy stieby kalius (1) 0,025
Dygminy kalius 0,044
Dygminy lapy kalius (2) 0,064
Dygminy stieby kalius (2) 0,010
Medetky stieby ir lapy kalius + "39" 0,025
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Gauti rezultatai naudoti liuteino koncentracijos augaluose skai¢iavimui pagal formulg (2.7), 0 gauta
liuteino koncentracija, medetky ir dygminy ekstraktuose, vaizduojama 3.22 ir 3.23 pav.
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3.22 pav. Liuteino koncentracija medetky ekstraktuose

Liuteino randama augaly lapuose, vaisiuose bei Zieduose. Cia jis atlicka pagrindine savo funkcija —
sugeria Sviesos spindulius bei apsaugo nuo per didelio saulés poveikio augalams. Todé¢l didziausia
liuteino koncentracija buvo rasta medetky ziedy (in vivo) ekstrakte — 0,112 mg/g. Mazesne §io
pigmento koncentracija pasizyméjo medetky kaliaus, medetky stieby ir lapy kaliaus + “39” bei
medetky lapy kaliaus ekstraktai. Maziausia liuteino koncentracija buvo rasta medetky stieby kaliaus
(2) ekstrakte — 0,015 mg/g.

0,06
0,05
0,04
0,03

0,02

Liuteino koncentracija, mg/g

0,01

0

Dygminy lapy Dygminy stieby Dygminy kalius Dygminy lapy  Dygminy stieby
kalius (1) kalius (1) kalius (2) kalius (2)
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3.23 pav. Liuteino koncentracija dygminy ekstraktuose

Dygminy ekstraktuose didziausia liuteino koncentracija buvo nustatyta dygminy lapy kaliaus (2)
ekstrakte ir dygminy kaliaus ekstrakte (0,051 ir 0,034 mg/g). Siek tick maZesné liuteino koncentracija
buvo rasta dygminy stieby kaliaus (1) ir dygminy lapy kaliaus (1) ekstraktuose — atitinkamai 0,019
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mg/g ir 0,018 mg/g. Maziausia liuteino koncentracija rasta dygminy stieby kaliaus (2) ekstrakte —
0,008 mg/g.

3.9. Flavonoidy jvertinimas vaistiniuose augaluose

Flavonoidy koncentracijos jvertinimui medetky ir dygminy ekstraktuose, iSmatuota augaly tirpaly
Sviesos sugertis 415 nm bangos ilgyje ir paruosta kalibravimo kreivé pagal kverceting (3.24 pav.).
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3.24 pav. Kalibravimo kreivé pagal kverceting

Flavonoidy koncentracija medetky ir dygminy augaluose buvo apskaiciuotas pagal kverceting mg/g
sausos maseés. Gauti rezultatai vaizduojami 3.25 ir 3.26 pav.
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3.25 pav. Flavonoidy koncentracija medetky ekstraktuose

Flavonoidai atlieka pirmines antioksidacines funkcijas atsakydami j jvairius abiotinius stresus
augaluose, jie yra veiksmingi endogenininio auksino jud¢jimo reguliatoriai, todél gali atlikti augaly
vystymosi reguliatoriy vaidmenj. Atlikus flavonoidy koncentracijos jvertinimg medetkos
ekstraktuose, gauti rezultatai rodo, kad didziausia flavonoidy koncentracija buvo medetky ziedy (in
vivo) (9,47 mg/g) ir medetky stieby ir lapy kaliaus + ,,39 (8,45 mg/g) ekstraktuose. Labai maza
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flavonoidy koncentracija buvo rasta medetky stieby kaliaus (2) ekstrakte (1,57 mg/g), medetky
kaliaus ekstrakte (1,43 mg/g) ir medetky stieby kaliaus (1) ekstrakte (0,82 mg/g).
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3.26 pav. Flavonoidy koncentracija dygminy ekstraktuose

Dygminy ekstraktuose flavonoidy koncentracija buvo rasta daug mazesné nei medetkos ekstraktuose.
Dygminy kaliaus ekstrakte — 1,48 mg/g ir dygminy lapy kaliaus (1) ekstrakte — 1,34 mg/g. Maziausia
flavonoidy koncentracijg turéjo dygminy lapy kaliaus (2) ir dygminy stieby kaliaus (1) ekstraktai —
0,34 ir 0,09 mg/g.

3.10. Fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas

ParuosSiama baltymy kiekio nustatymo kalibravimo kreivé pagal albuming.
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ISmatuojami paruosty medetky ir dygminy ekstrakty tirpaly Sviesos sugertis skirtinguose bangos
ilgiuose (595 ir 560 nm). Gauti duomenys naudojami baltymo kiekiui apskaiciuoti pagal Bradfordo
metoda ir fermento aktyvumo skai¢iavimams (2.9 formulé¢).
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3.28 pav. Superoksido dismutazés aktyvumas medetky ekstraktuose

Superoksido dismutazé yra antioksidacinis fermentas, apsaugantis lasteles ir audinius nuo laisvyjy
radikaly zalos. SOD daznai vadinama pirmgja antioksidacine apsauga. Ji katalizuoja superoksido
virsmg vandenilio peroksidu. Taigi, atlikus fermento jvertinima medetky ekstraktuose , daugiausia jo
buvo rasta medetky ziedy (in vivo) ekstrakte — 4,15 vnt/mg. MazZesniu SOD kiekiu pasizyméjo
medetky kaliaus, medetky Sakny kaliaus + ,,39%, medetky stieby ir lapy kaliaus + ,,39% ekstraktai.
Medetky stieby kaliaus (1) ir medetky lapy kaliaus ekstraktai turéjo maziausig fermento kiekj (2,67
ir 2,54 vnt/mg).
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3.29 pav. Superoksido dismutazés aktyvumas dygminy ekstraktuose

Dygminy ekstraktuose buvo rastas labai panasus fermento aktyvumas kaip ir medetkos ekstraktuose.
Dygminy kaliaus ekstrakte — 3,81 vnt/mg, dygminy stieby kaliaus (1) ekstrakte — 3,73 vnt/mg ir
dygminy stieby kaliaus (2) ekstrakte buvo 3,45 vnt/mg. Siek tiek maZesnis fermento aktyvumas
nustatytas dygminy lapy kaliaus (2) ekstrakte — 3,06 vnt/mg ir dygminy lapy kaliaus (1) ekstrakte —
3,05 vnt/mg.

51



3.11. Katalazés aktyvumo jvertinimas

Katalazés aktyvumo jvertinime medetky ir dygminy ekstraktuose buvo iSmatuota vaistiniy augaly
ekstrakty tirpaly Sviesos sugertis skirtinguose bangos ilgiuose (595 ir 240 nm). Gauti duomenys
naudoti tolimesniuose fermento aktyvumo skai¢iavimuose.

Naudojantis kalibravimo kreive pagal albuming ir formule 2.10, apskaiiuotas fermento katalazes
aktyvumas tiriamuosiuose vaistiniuose augaluose (3.30 ir 3.31 pav.).
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3.30 pav. Katalazés aktyvumas medetky ekstraktuose

Labai svarbi peroksisomose vykstanti vandenilio peroksido (H202) skaidymo reakcija,
katalizuojama fermento katalazés. Katalazé peroksidiniu keliu oksiduoja ir taip detoksikuoja kai
Kurias kitas nuodingas medziagas, pvz., etanolj, metanolj, formaldehida, fenolj, nitritus ir kt. Taigi,
atlikus katalazés jvertinimg medetky ekstraktuose, nustatyta, kad didziausig jos aktyvuma turéjo
medetky ziedy (in vivo) ekstraktas — 6,78 sunaudoto vandenilio peroksido kiekis per 1 minute/1 mg
baltyminio preparato. Mazesniu fermento aktyvumu pasizyméjo medetky kaliaus, medetky stieby
kaliaus (1) ir medetky stieby kaliaus (2) ekstraktai (5,83, 4,94 ir 2,94 sunaudoto vandenilio peroksido
kiekis per 1 minutg/1 mg baltyminio preparato). Maziausig fermento aktyvuma turéjo medetky lapy
kaliaus ekstraktas — 0,33 sunaudoto vandenilio peroksido kiekis per 1 minut¢/l mg baltyminio
preparato.
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3.31 pav. Katalazés aktyvumas dygminy ekstraktuose

Atlikus katalazés jvertinimg dygminy ekstraktuose, gauti rezultatai rodo, kad dygminy stieby kaliaus
(1) ekstraktas turéjo didziausig fermento aktyvuma — 2,8 sunaudoto vandenilio peroksido kiekis per
1 minut¢/1 mg baltyminio preparato. Mazesnj fermento aktyvuma turéjo dygminy kaliaus, dygminy
lapy kaliaus (1), dygminy lapy kaliaus (2) ekstraktai. Maziausiai fermento buvo rasta dygminy stieby
kaliaus (2) ekstrakte — 0,52 sunaudoto vandenilio peroksido kiekis per 1 minutg/1 mg baltyminio
preparato.

3.12. Askorbatperoksidazés aktyvumo jvertinimas

Reakcija prasideda pridéjus vandenilio peroksido ir matuojama §viesos sugertis 290 nm bangos ilgyje
pradzioje ir po 30 min. Askorbatperoksidazés aktyvumas nustatomas naudojantis kalibravimo kreive
pagal albuming ir i§ formulés (2.11).
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3.32 pav. Askorbatperoksidazés aktyvumas medetky ekstraktuose
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Atlikus askorbatperoksidazés jvertinimg medetky ekstraktuose, nustatyta, kad didziausias aktyvumas
vandenilio peroksida detoksikuojancio fermento buvo rastas medetky ziedy (in vivo) ekstrakte — 1,97
mmol/mg. Mazesniu kiekiu pasizyméjo medetky kaliaus ekstraktas (1,56 mmol/mg), medetky stieby
kaliaus (2) ekstraktas (1,39 mmol/mg), medetky lapy kaliaus ekstraktas (1,36 mmol/mg) ir medetky
stieby kaliaus (1) ekstraktas (1,34 mmol/mg).
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3.33 pav. Askorbatperoksidazés aktyvumas dygminy ekstraktuose

Dygminy kaliaus ir dygminy stieby kaliaus (2) ekstraktuose buvo rastas didesnis
askorbatperoksidazés aktyvumas, nei bet kuriame medetkos ekstrakte — atitinkamai 2,28 ir 2,04
mmol/mg. Siek tiek maZesnis fermento aktyvumas buvo nustatytas dygminy stieby kaliaus (1)
ekstrakte (1,97 mmol/mg) ir dygminy lapy kaliaus (1) ekstrakte (1,85 mmol/mg). Maziausias
fermento aktyvuumas buvo dygminy lapy kaliaus (2) ekstrakte — 1,66 mmol/mg.

3.13. Prolindehidrogenazés aktyvumo jvertinimas

ISmatuota medetky ir dygminy ekstrakty Sviesos sugertis 595 nm bangos ilgyje. Paruosta baltymy
koncentracijos kalibravimo kreivé pagal albuming.

Sviesos sugerties matavimo dinamika registruota pradZioje ir po 3 min 340 nm bangos ilgyje.
Fermento prolindehidrogenazés aktyvumas apskaiCiuotas pagal formulg, o gauti rezultatai
vaizduojami 3.34 ir 3.35 pav.
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3.34 pav. Prolindehidrogenazés aktyvumas medetky ekstraktuose
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Prolindehidrogenazés jvertinimo metu, nustatyta, kad daugiausia Sio fermento turéjo medetky stieby
kaliaus (2) ir medetky ziedy (in vivo) ekstraktai (639 ir 583 umol NAD/mg baltymo - min). Mazesne
fermento koncentracija pasizyméjo medetky kaliaus ir medetky lapy kaliaus ekstraktai — 290 ir 199
pmol NAD/mg baltymo - min. MaZiausig koncentracijg prolindehidrogenazés tur¢jo medetky stieby
kaliaus (1) ekstraktas — 65 pmol NAD/mg baltymo - min.
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Vaistinis augalas

3.35 pav. Prolindehidrogenazés aktyvumas dygminy ekstraktuose

Dygminy lapy kaliaus (2) ir dygminy stieby kaliaus (2) ekstrakty rezultatai parodé didziausias
fermento koncentracijas — 338 ir 281 umol NAD/mg baltymo - min. Maziau prolindehidrogenazés
buvo rasta dygminy lapy kaliaus (1) ir dygminy kaliaus ekstaktuose (130 ir 89 umol NAD/mg
baltymo - min). Dygminy stieby kaliaus (1) ekstraktas parodé maziausig fermento koncentracijg —
8,37 umol NAD/mg baltymo - min.

3.14. Malondialdehido (MDA) koncentracijos jvertinimas

ParuoSus vaistiniy augaly ekstrakty tirpalus ir iSmatavus jy Sviesos sugertj skirtinguose bangos
ilgiuose (532 ir 600 nm), gauti rezultatai naudoti formuléje (2.13). Apsakic¢iuotas MDA koncentracija
medetky ir dygminy ekstraktuose pateikiama 3.36 ir 3.37 pav.
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3.36 pav. MDA koncentracijos grafikas medetky ekstraktuose

MDA yra laikomas bendrosios lipidy peroksidacijos ir streso lygiy rodikliu, todél atlikus jo jvertinima,
nustatyta, kad didziausig oksidacinj stresg patyré medetky ziedy (in vivo) ekstraktas — 0,494 pmol/g,
medetky Sakny kaliaus + ,,39“ ekstraktas (0,488 umol/g) ir medetky stieby ir lapy kaliaus +
»39° ekstraktas (0,487 umol/g). Mazesnius streso rodiklius rodé medetky lapy kaliaus ir medetky
stieby kaliaus (1) ekstraktai (0,369 ir 0,354 pmol/g). Maziausiai streso patyré medetky stieby kaliaus
(2) ekstraktas — 0,326 pmol/g ir medetky kaliaus ekstraktas — 0,219 pmol/g.
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3.37 pav. MDA koncentracijos grafikas dygminy ekstraktuose

Dygminy ekstrakty tyrime didziausig oksidacinj stresa rodé dygminy stieby kaliaus (2) ekstraktas —
0,506 umol/g. Mazesnj stresa patyré dygminy lapy kaliaus (1) ekstraktas (0,404 umol/g), dygminy
stieby kaliaus (1) ekstraktas (0,368 pmol/g) bei dygminy lapy kaliaus (2) ekstraktas (0,323 umol/g).
Maziausius streso rodiklius turéjo dygminy kaliaus ekstraktas — 0,25 pmol/g.
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3.15. Vandenilio peroksido suardymas medetky ir dygminy ekstraktais

Vandenilio peroksido suardymas medetky ir dygminy ekstraktais buvo nustatomas 230 nm bangos
ilgyje (3.8 lentelé):

3.8 lentelé. Vaistiniy augaly ekstrakty tirpaly Sviesos sugerties rezultatai 230 nm bangos ilgyje

Vaistinis augalas Sviesos sugertis 230 nm
Medetky ziedai (in vivo) 0,603
Medetky kalius 0,478
Medetky stieby kalius (1) 0,477
Dygminy lapy kalius (1) 0,602
Dygminy stieby kalius (1) 0,380
Dygminy kalius 0,478
Dygminy lapy kalius (2) 0,381

Gauti duomenys buvo naudojami vandenilio peroksido slopinamam kiekiui augaly ekstraktais
skaiciuoti pagal formulg (2.14).
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ziedai (in kalius  stieby kalius lapy kalius stieby kalius ~ kalius  lapy kalius
vivo) o) oY) oY) )

Vaistinis augalas
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3.38 pav. Vandenilio peroksido suardymas vaistiniais augaly ekstraktais

Atlikus vandenilio peroksido suardymg medetky ir dygminy ekstraktais, gauti rezultatai rodo, kad
dygminy stieby kaliaus (1) ir dygminy lapy kaliaus (2) ekstraktai (70 ir 69 %) pasizymi Siek tiek
stipresnémis slopinan¢iomis savybémis nei medetky stieby kaliaus (1) ir medetky kaliaus ekstraktai
(62,3 ir 62,2 %). Silpnesnémis slopinan¢iomis savybémis pasizymeéjo dygminy lapy kaliaus (1) ir
medetky ziedy (in vivo) ekstraktai — 52,5 ir 52,4 %.

3.16. Medetky ir dygminuy ekstrakty antibakterinio aktyvumo jvertinimas agaro difuziniu
metodu

Atliktas antibakterinio aktyvumo jvertinimas medetky ir dygminy ekstraktams naudojant Bacillus
subtilis, Rhizobium radiobacter, Escherichia coli ir Xanthomonas campestris bakterijy suspensijas.
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3.39 pav. Vaistiniy augaly ekstrakty antibakterinis aktyvumas prie§ Bacillus subtilis

Tyrimo metu nustatyta, kad stipriausig antibakterinj poveikj Bacillus subtilis bakterijoms turéjo
dygminy stieby kaliaus (1) ekstraktas, kurio bakterijos slopinimo zonos vidurkis buvo 9,5 mm. Siek
tiek mazesnémis antibakterinémis savybémis pasizyméjo medetky ziedy (in vivo) ir medetky kaliaus
ekstraktai, kuriy slopinimo zonos vidurkiai sieké 8,6 ir 8,3 mm. Silpniausig antibakterinj poveikj
turéjo dygminy lapy Kaliaus (1) ekstraktas — 6,1 mm.

Medetky Medetky Medetky Medetky  Dygminy lapy  Dygminy
ziedai (in vivo) kalius stieby kalius ~ stieby kalius ~ Kkalius (1)  stieby kalius
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3.40 pav. Vaistiniy augaly ekstrakty antibakterinis aktyvumas prie§ Rhizobium radiobacter

Stipriausig antibakterinj poveiki Rhizobium radiobacter bakterijoms turéjo medetky kaliaus
ekstraktas, kurio bakterijos slopinimo zonos vidurkis buvo 11,2 mm. Siek tieck maZesnémis
antibakterinémis savybémis pasizyméjo medetky Ziedy (in vivo), medetky stieby kaliaus ekstraktai,
bei dygminy lapy kaliaus (1) ir dygminy stieby kaliaus (1) ekstraktai. Silpniausig antibakterinj
poveikj turéjo medetky stieby kaliaus (2) ekstraktas — 6,6 mm.
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3.41 pav. Vaistiniy augaly ekstrakty antibakterinis aktyvumas prie$ Escherichia coli

Atlikus antibakterinio poveikio jvertinimg prie§ Escherichia coli bakterijas, nustatyta, kad
stipriausiomis antibakterinémis savybémis pasizyméjo medetky Ziedy (in vivo) ekstraktas — 12,5
mm. Silpnesnes savybes parodé dygminy lapy kaliaus (1) ir dygminy stieby kaliaus (1) ekstraktai —
11,7 ir 11,5 mm. Silpniausias antibakterines savybes turéjo dygminy kaliaus ekstraktas — 7,5 mm.
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3.42 pav. Vaistiniy augaly ekstrakty antibakterinis aktyvumas prie§ Xanthomonas campestris

Tyrimo metu taip pat nustatyta, kad stipriausig antibakterinj poveikj Xanthomonas campestris
bakterijoms turéjo medetky ziedy ir medetky kaliaus ekstraktai, kurio bakterijos slopinimo zonos
vidurkis buvo 10,5 ir 10,2 mm. Siek tiek maZesnémis antibakterinémis savybémis pasizyméjo
dygminy lapy kaliaus (1), medetky stieby kaliaus (1) ir dygminy lapy kaliaus (2) ekstraktai.
Silpniausig antibakterinj poveikj turéjo dygminy stieby kaliaus (1) ekstraktas — 7,7 mm.
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3.17. Antioksidanty ir tiriamojo junginio tyrimai
3.17.1. Antioksidacinis aktyvumas DPPH metodu

Antiradikalinis aktyvumas jvertinamas matuojant, kiek procenty stabilaus 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo neutralizuoja fenoliniai junginiai. Todél tolimesniam tyrimui buvo
paruosti askorbo raigsties, butilino hidroksitolueno (BHT) ir ,,39% junginio tirpalai. ISmatuota jy
Sviesos sugertis 515 nm bangos ilgyje ir gauti rezultatai naudoti antioksidacinio aktyvumo
skaiiavimams.

3.9 lentelé. Tiriamy junginiy tirpaly Sviesos sugerties rezultatai 515 nm bangos ilgyje

Tiriamas junginys Sviesos sugertis 515 nm
Askorbo rugstis 0,448
BHT 0,605
"39" 0,576

Apskaiciuotas tiriamy junginiy antioksidacinis aktyvumas. Nustatyta kiek procenty stabilaus DPPH
radikalo neutralizuoja fenoliniai junginiai (3.43 pav.).
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3.43 pav. Tiriamy junginiy antioksidacinis aktyvumas

Atlikus tiriamy junginiy antioksidacinio aktyvumo jvertinimg DPPH metodu, nustatyta, kad askorbo
rugstis neutralizuoja didziausig kiekj (28,5 %) stabilaus DPPH radikalo, ,,39* junginio tirpalas
slopino 8 % ir BHT 3,5 %.

3.17.2. Antioksidacinis aktyvumas pagal FRAP metoda, naudojant 2,4,6-tripiridil-s-triazing

Paruosti askorbo riigsties, BHT ir,,39* junginio tirpalai, iSmatuota jy Sviesos sugertis 593 nm bangos
ilgyje (3.10 lentelé) ir apskai¢iuotas tiriamy junginiy antioksidacinis aktyvumas (3.44 pav.).

3.10 lentelé. Tiriamy junginiy tirpaly $viesos sugerties rezultatai 593 nm bangos ilgyje

Tiriamas junginys Sviesos sugertis 593 nm
Askorbo riigstis 0,104
BHT 0,134
"39" 2,097
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3.44 pav. Tiriamy junginiy antioksidacinis aktyvumas

Atlikus antioksidacinio aktyvumo tyrimg askorbo riigsties, BHT ir ,,39° junginio tirpalams pagal
FRAP metoda, naudojant 2,4,6-tripiridil-s-triazing, nustatyta, kad stipriausias antioksidacines
savybes turéjo ,,39“ junginys (152 pumol/l). Pramoniniai antioksidantai pasizyméjo labai silpnomis
antioksidacinémis savybémis: BHT — 8,9 umol/l ir askorbo rtgstis — 6,7 pmol/l.

3.17.3. Redukciniy savybiy jvertinimas

[Smatuojama paruosty askorbo rtugsties, BHT ir ,,39% junginio tirpaly $viesos sugertis 700 nm bangos
ilgyje (3.45 pav). Didesné Sviesos sugertis reiskia didesnes redukcines savybes.
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3.45 pav. Tiriamy junginiy redukciniy savybiy jvertinimas

Atlikus redukciniy savybiy jvertinimg tiriamuose junginiuose, nustatyta, kad ,,39* junginys turi
stipriausias redukcines savybes (Sviesos sugertis 1,967). Daug silpnesnémis savybémis pasizymeéjo
pramoniniai antioksidantai — BHT S$viesos sugertis sieké 0,514, o askorbo ragsties 0,376.
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3.17.4. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ABTS metodu

ABTS metodas paremtas radikalo anijono slopinimu, Kuris turi mélynai - zalig spalva. Askorbo
rugsties, BHT ir,,39” junginio $viesos sugertis buvo matuojama 734 nm bangos ilgyje (3.11 lentel¢).

3.11 lentelé. Vaistiniy augaly ekstrakty tirpaly Sviesos sugerties rezultatai 734 nm bangos ilgyje

Tiriamas junginys

Sviesos sugertis 734 nm

Askorbo riigstis 0,0077
BHT 0,0097
"39" 0,0040

Istadius gautus rezultatus | formule (3) apskaiCiuotas tiriamy junginiy antioksidacinis aktyvumas.
Nustatyta kiek procenty radikalo anijono yra slopinama askorbo rtgsties, BHT ir ,,39* junginio
tirpaluose (3.46 pav.).
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3.46 pav. Tiriamy junginiy antioksidacinis aktyvumas

Siame tyrime, stipriausias antioksidacines savybes, taip pat parodé ,,39° junginys, kurio slopinamas
poveikis radikalo anijonui buvo net 99,77 %. Siek tiek maZesniu slopinimu pasizyméjo ir pramoniniai

antioksidantai. Askorbo riigsties slopinamas poveikis buvo 99,57 %, o BHT — 99,46 %.
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4. Rekomendacijy dalis

Liuteino gamybos pricipinéje schemoje (4.1 pav.) pavaizduota, kaip i§ medetkos (lot. Calendula
officinalis L.) ziedy, galima gauti bioaktyviaja medziagg — liuteing.

Ekstrahavimas naudojant superkriting CO> biiseng yra populiari gamybos i§ augaliniy medziagy
technika. Augaly aliejus paprastai susideda i§ mono- ir seskviterpeno angliavandeniliy bei jy
deguonies dariniy, daugiausia alkoholiy, ketony ir aldehidy. [prasti procesai, tokie kaip distiliavimas,
ekstrahavimas tirpikliais ir kt., daznai reikalauja papildomy veiksmuy, tokiy kaip ekstrakto atskyrimas,
0 ir jy selektyvumas paprastai yra prastesnis. Be to, naudojant zemesng temperatiirg iSvengiama
terminio skilimo, o mazas vandens kickis riboja hidrolizés procesa. Taigi, gautuose lakiuose
koncentratuose néra riebaly riigs§ciy, dervy, vasky ir dazikliy, kurie paprastai ekstrahuojami jprastiniu
tirpiklio ekstraktu, o produktas yra panasesnis j prading medziaga, i$ kurios jis buvo gautas. Beveik
iSskirtinis suspausto CO2 panaudojimas lakiyjy medziagy ar aromatiniy medziagy, skirty Zzmoniy
mitybos, farmacijos ir kvepaly pramonei, iSgaunamas dé¢l jo cheminiy ir fizikiniy savybiy. Jis yra
saugus, netoksiskas, nedegus, nebrangus, o jo kritiné temperatira ir slégis néra auksti (31,06 °C;
73,82 baro). Be to, daugelis junginiy rodo lengva tirpumg superkritiniame CO> [38].

Superkritinio CO, ekstrakcija atlickama laboratoriniame aparate, kuriame jrengtas 400 cm?®
ekstrakcijos indas, veikiantis peréjus vienkartiniam CO: praleidimo btdui per fiksuotg augaliniy
daleliy sluoksnj. Auksto slégio diafragminis siurblys P, kurio maksimali galia yra 6 kg/h, pumpuoja
skysta COg, pasirenkant norima srauto greitj. Tada CO> pasildomas iki ekstrahavimo temperatiiros
termostatu valdomame $ildytuve H (tikslumas 0,02 °C). Vaskai padeda gauti laky koncentratg is
dviejy nuosekliai sujungty separatoriy, S1 ir S2, atitinkamai 300 cm?® ir 200 cm?®. Pirmas separatorius
auSinamas naudojant termostata. Antrasis separatorius leidzia skysta produkta iSleisti norimais laiko
intervalais. Ekstrahavimas atliekamas pusiau nuolatiniu rezimu. CO> srautas stebimas kalibruotu
rotametru RO, esanciu po antro separatoriaus S2. Visas ekstrahavimo bandymo metu isleistas CO>
matuojamas sausu dujy tario matuokliu D. Temperatira ir slégis ekstrahavimo metu matuojami
naudojant atitinkamai termoporas (T) ir manometrus (M). Slégj reguliavo dideli slégio voztuvai
valdomi rankiniu bidu (VO).

Lakus C. officinalis L. ziedy koncentratas gaunamas esant 90 bary ir 50 °C temperatiirai (CO> tankis
0,287 glcm?®). Ekstraktas analizuojamas naudojant GC/MS, kad biity galima stebéti jo sudeétj.
Pasirenkamos salygos, sukeliancios visy vasky nusédima pirmajame separatoriuje: 90 bary ir -5 °C.
Tomis paciomis veikimo sglygomis lakiyjy junginiy tirpumas labai didelis. Antrame separatoriuje
randamas tik lakus koncentratas, kurio veikimo salygos pasirinktos siekiant sumazinti lakiyjy
koncentraty nuostolius dujiniame CO: sraute, iSeinanciame i§ aparato. ISnaudotoje matricoje
atliekamas tolesnis ekstrahavimas didesniu slégiu (320 bary) ir 5 °C temperatiroje su vienu
separatoriumi liuteinui ekstrahuoti 1§ medetky Ziedy.

Laky koncentrata, gautg antrame separatoriuje, veikianCiame 15 bary ir 15 °C temperatiiroje,
daugiausia sudaro metilheksadekanoatas (23,8 %), metilo linoleatas (18,6 %), metilas 9,12,15-
oktadekatrienoatas (17,2 %), metiloktadekanoatas (4,8%), metiltetradekanoato (4,6 %), y-kadineno
ir kubenolio (4,0 %), 6-kadineno (3,2 %), a-kadinolio (1,8 %) ir oplopanono (1,3 %). Lakiyjy
koncentraty iSeiga gaunama 0,18 % masés medziagos, esancios ekstraktoriuje. Naudojant superkritinj
COy, 18 Calendula oflcinalis L. ziedy galima i$skirti didesnés molekulinés masés junginius, taciau
lakiyjy koncentraty sudétj galima keisti kei¢iant veikimo parametrus. Ekstrahavimas atliekamas esant
320 bary slégiui ir 50 °C temperatiirai 360 min. Ekstrakta sudaro vaskai (70 %) ir esteriai (30 %).
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Siame ekstrakte yra liuteino, kurio iSeiga apie 0,01 %. Norint gauti patenkinama regeneracija (> 70
%), reikia veikti esant aukStam slégiui (700 bary) [39, 40].

4.1 pav. Principiné aparatiiriné schema liuteinui gauti i§ medetkos (lot. Calendula officinalis L.) ziedy

4.1 lentelé. Aparatiirinéje schemoje naudojami prietaisai

Prietaiso Zyméjimas Prietaisas

CO, tiekimo rezervuaras

voztuvas

manometras

kaitinimo elementas

auksto slégio diafragminé siurblys

Sildytuvas

pulsacijos amortizatorius

termoporos

m =4 (> IT|7|XZ|I<

ekstrakcijos indas

wn
-
[%2]
N

separatorius

Py,
(@)

rotametras

<
@)

slégio reguliavimo voztuvai

D dujy ttrio matuoklis

Superkritinio CO, ekstrahavimo privalumai:

e gaunamas kokybiSkas produktas — i§saugomi naudingi komponentai;

e procesas yra Svarus — CO> dujos yra inertiskos, galutinis produktas neturi pasaliniy
medziagy, o ekstraktuose lieka didelé koncentracija veikliyjy medziagy ir biologiskai
aktyviy junginiy;
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procesas yra aplinkai nezalingas — gamybos proceso metu neiSskiriama gamybiniy atlieky;
platus pritaikymas — tinkama ekstrahuoti medziagoms, neatsparioms kars¢iui;
galimybé gauti ekstraktus, kuriy aromatas labai artimas pradinei zaliavai.
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ISvados

Suformuotos medetkos (lot. Calendula officinalis L.) kaliaus kultoiros in vitro i$ lapy, stieby ir
Sakny. Medetkos lapy ir Sakny kaliaus kulttros in vitro, lyginant su medetkos ziedais in Vvivo,
turéjo maziau antioksidaciniy fermenty, patyré didesnj oksidacinj stresa, taciau beveik nesiskyré
antioksidacinémis savybémis.

Istyrus medetkos (lot. Calendula officinalis L.) ir dygmino (lot. Carthamus tinctorius L.)
antioksidacinj aktyvuma, nustatyta, kad stipriausiomis antioksidacinémis savybémis pasizyméjo
dygminy stieby kaliaus (TDZ 0,5 mg/l; NAR 0,2 mg/l) ekstraktas, kurio antioksidacinis
aktyvumas sieké 24,06 umol/I.

Nustatyti antioksidaciniai fermentai medetkos (lot. Calendula officinalis L.) ir dygmino (lot.
Carthamus tinctorius L.) augaly ekstraktuose, kuriuose askorbatperoksidazés, superoksido
dismutazés ir katalazés didziausias aktyvumas buvo medetky Ziedy in vivo ekstrakte. Didziausios
fenoliniy junginiy koncentracijos nustatytos medetky Sakny kaliaus su N-(1,3-dioksoizoindolin-
2-il)-3-((4-metoksifenil)amino) propanamido junginiu ekstrakte, o didziausia liuteino
koncentracija buvo rasta medetkos zieduose in vivo.

Stipriausiomis antibakterinémis savybémis prie§ gramneigiamas bakterijas pasizyméjo medetky
(lot. Calendula officinalis L.) ekstraktai. Medetky ziedy in vivo ekstrakto slopinimo zona prie$
Escherichia coli sieké 1,25 cm.

Pateikta liuteino aparatiiriné schema bioaktyviajam junginiui - liuteinui ekstrahuoti, naudojant
superkriting CO> ekstrakcija i§ medetkos (lot. Calendula officinalis L.) Ziedy.
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Priedai

1 priedas. Medetkos kaliaus kultuaros in vitro.

1.2 pav. Medetky Sakny ir lapy kaliaus kulttiros
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2 priedas. Vaistiniy augaly ekstrakty antibakterinio aktyvumo jvertinimas pries
gramneigiamas bakterijas.

2.2 pav. Medetky kaliaus (BAP 2,5 mg/l; NAR 0,5 mg/l) ekstrakto slopinimo zona 10 mm
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2.4 pav. Dygminy stieby kaliaus (BAP 1,8 mg/l; 2,4 D 0,3 mg/l; Kazeinas 0,1%) ekstrakto slopinimo zona
9,1 mm
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