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Santrauka

Magistro baigiamajame projekte aptariama eziuolés (lot. Echinacea), kiecio (lot. Artemisia),
serencio (lot. Tagetes) augaly in vivo ir kaliaus kultary in vitro antioksidacinis aktyvumas bei
bioaktyvieji junginiai. Sie vaistiniai augalai pasizymi prie§vézinémis, priesuzdegiminémis,
antibakterinémis, antioksidacinémis savybémis. Tyrimo metu buvo nustatyta, kad
intensyviausias kaliaus kultiros in vitro formavimasis buvo vaistinio kie¢io i§ lapy.
Didziausias priecaugis buvo nustatytas MS terpéje su augimo hormonais BAP 2,5 mg/l +
NAR 0,5 mg/l. Rezultatai parodé, kad didziausios koncentracijos buvo nustatytos
ekstraktuose: chlorofilo a (171,63 mg/100mg) ir karotinoidy (56,73 mg/100mg) gvazdikinio
serenc¢io lapuose, chlorofilo b vaistiniame kietyje in vivo (62,13 mg/100mg). Pagal DPPH
metoda, didziausig antioksidacinj aktyvuma parodé paprastojo kiecio lapy in vivo ekstraktas
(92,41 %), naudojant FRAP metodg — gvazdikinio serenc¢io ziedy in vivo ekstraktas (630,94
umol/l). Antioksidantiniy fermenty didziausiag aktyvumg parodé vaistinio kie¢io kaliaus
kulttiros in vitro i$ lapy ekstraktai: katalazés (1232,13 vnt/mg), superoksido dismutazés (2,08
vnt/mg) ir askorbatperoksidazés (0,23 mmol/mg). Didziausia L-prolino koncentracija buvo
nustatyta karéiojo kieCio stieby in vivo ekstrakte (84,50 pumol/g). Daugiausia fenoliniy
junginiy sukaupé karciojo kiecio stieby in vivo (2,86 mg/100mg) bei vaistinio kiecio in vitro
(5,92 mg/100mg) ekstraktai. Intensyviausiomis antibakterinémis savybémis pasizyméjo
gvazdikinio serencio lapy ekstraktas prie§ bakterijy kultiras Xanthomonas campestris ir
Escherichia coli.
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Summary

The final thesis aims at describing and analyzing the folowing research issue related with
Echinacea, Artemisia, Tagetes plants in vivo and callus cultures in vitro, antioxidant activity
and determination of quantities of bioactive compounds. These medicinal plants have anti-
cancer, anti-inflammatory, antibacterial, antioxidant properties. The research showed that the
most intense callus culture in vitro formation was of Artemisia dracunculus L. from the
leaves in MS medium with growth hormones BAP 2.5 mg/l + NAA 0.5 mg/l. The results
showed that the highest concentrations of pigments were found in the extracts: chlorophyll a
(171.63 mg/100mg) and carotenoids (56.73 mg/100mg) in Tagetes erecta L. leaves,
chlorophyll b in Artemisia dracunculus L. in vivo (62,.13 mg/100mg). According DPPH
method, the highest antioxidant activity was shown in vivo extract of Artemisia vulgaris L.
leaves (92.41 %), using FRAP method — in vivo extract of Tagetes erecta L. (630.94 umol/l).
The highest activities of antioxidant enzymes were shown of Artemisia dracunculus L. callus
cultures: catalase (1232.13 units/mg), superoxide dismutase (2.08 unit/mg) and ascorbate
peroxidase (0.23 mmol/mg). The highest concentration of L-proline was found in vivo extract
of Artemisia absinthium L. (84.50 umol/g). The highest amount of the total amount of
phenolic compounds was accumulated in Artemisia absinthium L. in vivo (2.86 mg/100mg)
and Artemisia dracunculus L. (5.92 mg/100 mg) extracts. The most intensive antibacterial
properties were characterized in Tagetes erecta L. extracts of leaves against bacterial
cultures of Xanthomonas campestris ir Escherichia coli.
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Santrumpuy ir terminy sarasas
DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas;
FRAP — gelezies redukcijos antioksidaciné galia;
LB — Luria-Bertani terpé¢;
MS — Murashige ir Skoog terpé;
NAR — 1-naftilacto riigstis;
TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-triazinas;
MDA — malondialaldehidas;

BAP — 6-benzilaminopurinas.



Ivadas

Astriniy augaly Seimai Lietuvoje priklauso daugiau nei 183 rusys. Didzioji dalis augaly gali
buti priskiriami vaistiniams augalams tik dél jiems budingy savybiy. Jie pasizymi
antioksidacinémis, antibakterinémis, prieSvézinémis, prieuzdegiminémis savybémis.
Svarbiausi trys augalai, pasiZymintys vaistinémis savybémis yra: rausvaziedé¢ eziuolé,
vaistinis, Kartusis ir paprastis kietis bei gvazdikinis serentis. Rausvaziedés eziuolés (lot.
Echinacea purpurea L.) Saknys vaistams naudojamos daug dazniau nei ziedynai. Jas
panaudoti galima tinkt@iroms, ekstraktams ir milteliams gaminti. Saknyse gausu eteriniy aliejy,
polisacharidy, dervy. Dervos pasizymi antiseptinémis ir fungicidinémis savybémis, kurios
stiprina imuning sistema (didina atsparumg uzkreciamosioms ligoms, ypac gripui). O augale
esantys glikozidai — slopina bakterijy ir virusy dauginimasi. Mokslininkai atlike in vitro
tyrimus nustaté, kad preparatai veiksmingi prie§ virusus, sukeliancius pusleling. Taip pat
nustatyta, jog naudojant Sio augalo ekstraktus padidéja fagocity aktyvumas, dél to
svetimkiiniai zmogaus organizme yra suvirSkinami [1, 2]. Paprastojo kie¢io (lot. Artemisia
vulgaris L.) augaluose randama eterinio aliejaus, flavonoidy, kurie yra bioaktyviis
antioksidantai. Taip pat yra kumariny ir fitosteroliy, kurie veikia panaSiai kaip moters
hormonas — estrogenas. Kiny mokslininkai nustaté, kad kieCio preparatai slopina bakterijy
dauginimasi. Siais augaly ekstraktais gydomi odos uZdegimai, reumatas, labai naudingi
prepratai karS¢iavimui mazinti. Taip pat kietyje esantis eterinis aliejus ir seskviterpeny
laktonai yra naudojami nuo paratizuojanéiyjy kirméliy esanciy Zmogaus Zarnyne [3, 2].
Vaistinio kiecio (lot. Artemisia dracunculus L.) augaluose pagrindinés naudojamos dalys yra
krimy vir§inélés. Sis augalas pasizymi jame esandiu eteriniu aliejumi, kartumynais,
dervinémis bei rauginémis medZiagomis. Jis padeda nuo kraujagysliy ligy ir yra gera
prevenciné priemoné apetitui gerinti. Vaistinis kietis padeda lengvinti zmogaus kvépavimg ir
jsisavinti reikiamus vaistus bei gerina miego kokybe [2]. Kar¢iojo kiecio (lot. Artemisia
absinthium L.) augale, kaip ir vaistiniame kietyje gausu rauginiy medziagy, flavonoidy,
eterinio aliejaus, kartumyny. Sis kietis pasizymi prieuzdegiminiu, antimikrobiniu poveikiu,
didina prakaitavima, kuris palengvina kar$¢iavimg. Karciojo kiecio preparatai yra skiriami
parazitinéms kirméléms naikinti, esan¢iy Zzmogaus Zarnyne. Jj galima naudoti gydyti atviras
Zaizdas, sumusimus ar $alinti nemalony burnos skonj ir kvapa [2, 4]. Gvazdikinis serentis (lot.
Tagetes erecta L.) yra svarbus ne tik dél eteriniy aliejy pritaikymo maisto pramonéje, bet ir dél
savo vaistiniy savybiy. Dazniausiai naudojama augalo dalis — ziedynai. Jie pasizymi labai
dideliu liuteino kiekiu, kurio didzioji dalis randama ziedynuose dél intesyvios geltonai
oranzinés spalvos. Liuteino $altiniu gali buti ir lapai, kurie irgi pasizymi didesne liuteino bei
karotinoidy  koncentracija.  Liuteinas yra  antioksidanty  Saltinis, pasiZymintis
prieSuzdegiminémis savybémis ir naudojamas vaistuose, kurie padeda mazinti katarakto
priepuolius ir akiy geltonosios démeés degeneracijos rizika. Tai puiki priemoné nuo vézio,
Sirdies ir kraujagysliy ligy. Dél galimybiy i§ serencio i$skirti svarbius bioaktyvius junginius ir
juos panaudoti vaistiniams perparatams yra tinkami detalesniems tyrimams, kurie gali biti
naudingi naudojant in vitro kaliaus kultiiras. Tai padidina galimybes patikimai metabolity
sintezei bei norimoms bioaktyvioms medziagoms isskirti [2, 5, 6].



Tyrimo tikslas — kiekybiSkai jvertinti ir palyginti bioaktyvius junginius bei antioksidacinj
aktyvumga eziuolés (lot. Echinacea), kiecio (lot. Artemisia), serencio (lot. Tagetes) augaluose
in vivo ir kaliaus kultiirose in vitro.

Tyrimo uzdaviniai:

1. suformuoti tiriamyjy augaly kaliaus kulttiras in vitro;
2. nustatyti ir jvertinti tiriamyjy augaly kaliaus kulttirose in vitroir augaluose in vivo:

a)
b)

c)

d)

pigmenty (chlorofilo a, b bei karotinoidy) koncentracijas;

antioksidacinj aktyvuma, FRAP, DPPH metodais ir redukcines (antioksidacines)
savybes;

antioksidacin} fermentinj aktyvuma: superoksido dismutazeés, katalazés ir
askorbatperoksidazes;

bendryjy fenoliniy junginiy, flavonoidy, L-prolino, MDA koncentracijas;

3. jvertinti tiriamyjy augaly ekstrakty antibakterinj aktyvuma, naudojant Rhizobium
radiobacter, Escherichia coli, Xanthomonus campestris ir Bacillus subtilis bakterijas;

4. pateikti sitiloma liuteino gamybos i$ vaistinio kie¢io (lot. Artemisia dracunculus L.)
kaliaus kultiiry in vitro aparatiring schema.



1. Literaturos apZvalga

Sioje dalyje bus analizuojama mokslinéje literatiiroje ir duomeny bazéje pateikiama
informacija apie Astriniy augaly $eimg. Didesnis démesys bus nukreiptas j eziuolés (lot.
Echinacea), kie¢io (lot. Artemisia), serencio (lot. Tagates) genties tiriamuosius augalus. Taip
pat Siame skyriuje aptariamos $iy augaly cheminés bei gydomosios savybés. Pateikiama
informacija apie tam tikrus svarbius metabolitus ir bioaktyvius junginius.

1.1. Astriniy Seimos apibiidinimas

Astriniai augalai yra viena didziausiy — magnolijiny (lot. Magnoliophyta) augaly Seima su
daugiau nei 1620 genciy ir 23600 rusiy zoliniy augaly, krimy ir medziy (tropinio ir
subtropinio klimato juostose lianos ar medziai, taCiau anatomine sandara artimi Zoliniams
augalams), paplitusiy visame pasaulyje. Seima yra paplitusi visame pasaulyje, iSskyrus
Antarktida, taGiau ypad jvairi tropiniuose ir subtropiniuose Siaurés Amerikos, Andy,
Brazilijos rytuose, piety Afrikoje, Vidurzemio jiiros regione, Centrinéje Azijoje ir pietvakariy
Kinijjoje. Lietuvoje zinomos 189 rusys i§ 64 genciy, kelios rasys jraSytos i Raudongja knyga
[7,8,9].

Tai vienmeciai ar daugiameciai zoliniai augalai arba mazi kriimai taip pat gali buti nedideli
medZiai ar vijokliai. Saknys liemeninés, re¢iau kuokstinés, kai kurie augalai su $akniastiebiais.
Stiebas nesakotas arba $akotas, pasitaiko bestiebiy su lapy skrotele. Ziedai susitelke j jvairaus
dydzio ziedynus, vadinamus graizais. Gali sudaryti sudétinius ziedynus: Sluoteles, netikras
kekes, rutuliskas galvutes. Vaisius — lukstavaisis. Ziedus apdulkina vabzdziai. Seimoje yra
maistiniy, vaistiniy, daziniy, taip pat dekoratyviniy augaly, techniniy kultiry. Astriniams
augalams priklauso: paprastoji kraujazolé, kiaulpiené, medetka, ramuné, Sermuksnis, eziuolé,
Kietis, serentis. Rausvaziedé eziuolé, gvazdikinis serentis, paprastasis, kartusis kietis aprasyti
tolimesniuose poskyriuose [8, 9, 10].

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

EZiuolé — Echinacea Moench. gentis priklauso astriniy (lot. Asteraceae) Seimai. Gentyje yra 9
risys, kurios kilusios i§ Siaurés Amerikos. Genties vardg Echinacea pirmasis 1794 m.
paminéjo C. Moenchas. Echinacea — nauja gentis Europoje, pirmiausiai auginta kaip
dekoratyvus augalas. 1699 m. J. Banister‘is eziuole pradéjo auginti angliskuose soduose. Tik
XIX amziaus pabaigoje eziuol¢ apraSyta kaip vaistinis augalas. EZiuolés panaudojimas
vaistams Europoje ypac iSpopuliaréjo 1930-1960 m [1].
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1.1 pav. Rausvaziedé éZiuolé (lot. Echinacea purpurea L.) [11]

Rausvaziedé eziuolé priklauso Astriniy Seimai. Tai yra daugiametis 60-100 cm (auginamas
kultiroje — daugiau kaip 180 cm) Zzolinis augalas su Sakotine Sakny sistema. Stiebas status,
standus, apauges smulkiais, trumpais plaukeliais, apatinéje dalyje apvalus, virSutiniame
treCdalyje — Sakotas, tuSciaviduris, Siek tiek briaunotas. Lapai prazanginiai, raukslétu
pavirSiumi, Siurks$tls, paprasti, iStisiniai, placiai kiauSiniski arba kiauSiniskai lancetiski,
SirdiSkais pamatais, nusmailéjusia dantyta virSiine, virSutin¢ pusé ryskiai zalia. Pamatiniai
lapai ilgakociai, 17-24 cm ilgio ir 6-10 cm plocio; stieby lapai trumpesniais koteliais arba
bekociai. Pavieniai miSriaziedZiai graizai apsupti 10-20 steriliy, rausvai purpurisko
raudonumo, 4—6 cm ilgio ir 0,6 cm plocio liezuvisky Ziedy. Zydéjimo pradzioje jie biina
horizontalioje padétyje, o pabaigoje nusvyra Zemyn. Vidiniai graizo ziedai dvilyciai,
vamzdiski, geltoni, pridengti Zvyneliy, zydi spirale aukstyn (akropetaliskai). Ziedynsostj
gaubia linijiskai lancetiski, plaukuoti ar pliki, blakstienoti skraistalapiai, sudarantys dvieile —
ketureile skraiste. Ziedynsostis zydéjimo pradZioje biina ploks¢ias, 1,5-3,5 cm skersmens,
zydéjimo metu — iskilus, 2-3,5 cm aukscio, vaisiy brandos metu — kiigiSkas su daugybe
paziedZiy, Seriuotas. PaZiedés siaurai lancetiSkos su yliSkais (Serio pavidalo) tamsiai raudonos
spalvos smaigaliais. Zydi liepa — rugséjj. Vaisius — 4,0-5,5 mm ilgio pilkai rudos spalvos
lukStavaisis (sékla). Jos vaistinéje augalinéje Zaliavoje sukaupiama daugiau nei 200
biologiskai aktyviy medziagy [10].

Cheminé sudétis:

o 0,2-2 % eterinio aliejaus, dervos, fitosterinai;

e organinés riigstys (so€iosios ir neso¢iosios);

e polisacharidai (arabinozé, manozg, ksiloze, gliukozé,lektinai ir kt);

¢ polifenoliniai junginiai — flavonoidai (kvercetinas, kemferolio glikozidai, rutinas);
e fenilkarboninés riigStys (kavos, cikoring, ferulo, kumaro);

e rauginés medZiagos;

e pagrindiniai komponentai yra cikoriné ragstis (0,6-2,1 %);

e Sarminés medziagos (0,01-0,04 %);

e poliacetileno dariniai, polisacharidai ir glikoproteinai;
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e saponinali, vitaminas C [12].

Augalas taip pat kaupia alkilamidus (daugiausia izobutilo amida), kavos ruigsties darinius
(echinakozidus), flavonoidus, eterinj aliejy, kuris turtingas seskviterpenais, makroelementais,
mikroelementais ir Kkitais junginiais Augalo sudétyje esancios fenilkarboninés riigstys (kavos
rugstis, cikoro rugstis ir jy glikozidai) veikia bakteriocidiskai, analgetiSkai bei aktyvina
imunitetg. Cikoro riigstis, kuri pagal cheming struktiirg yra kavos riigSties esteris, pasiZzymi
didziausiu fiziologiniu aktyvumu. Eziuolés sudétyje esantiems flavonoidams taip pat biidingas
imunostimuliuojantis veikimas [12].

Gydomosios savybés. IS eziuoliy pagaminti preparatai yra veiksmingi gydyti gripa, virSutiniy
kveépavimo taky, Slapimo taky infekcijy sukeltus negalavimus. Jie naudojami kaip profilaktiné
priemoné imuninei sistemai stiprinti, apsaugoti nuo uzkre¢iamy ligy ir padéti organizmui
sustipréti. Gliukoproteinai — lektinai lemia imuning sistemg stimuliuojamajj poveikj.
Preparatai stimuliuojamai veikia imuning¢ sistemg — stiprina ne tik suaugusiy, bet ir vaiky bei
pagyvenusiy zmoniy nusilpusig imuning sistemg. Eziuolés preparatai veikia stimuliuojamai
smegeny Ciulpy funkcija, ypa¢ kraujo kurimo funkcijg. Sergant létinémis, uzdegiminémis
ligomis ar ilgai vartojant chemoterapinius preparatus, antibiotikus bei sutrikus medziagy
apykaitai vartojami $io augalo preaparatai.Taip pat patekus | organizma sunkiesiems
metalams, pesticidams, insekticidams, fungicidams naudojami vaistai savo sudétyje turintys
eziuolés ekstrakty. Fenilpropanoidai lemia antibakterinj, antivirusinj poveikj. Veikia Herpes
viruso padermes. Be imuning¢ sistemg stimuliuojamosios funkcijos preparatai veikia
antibakteriskai virusus, grybelius. Ekstraktai sulétina streptokoky, zarnyno lazdeliy, Herpes
viruso vystymasi. Naudojama stomatitams gydyti. EZiuolés preparatai pasiZymi interferong
indukuojamuoju veikimu. Sio savybés salygojo preparaty panaudojima virdutiniy kvépavimo
taky uzdegimams, Slapimo sistemos funkcijy sutrikimams gydyti, sergant gripu, perSalus,
zaizdy gijimui gerinti (gerina audiniy regeneracija), Uzdegiminéms ligoms gydyti (reumatas,
poliartritas, ginekologinés ligos). I vidy ir iSoriSkai preparatai gali biti vartojami ilgai.
Gaminami preparatai (Lymphozyl, Immunal, Echinacin, ir kt.) [13, 14, 15].

Kontraindikacijos. Zinoma jautrumas graizaziedziy S$eimos augalams. Kaip ir visi
imunostimuliatoriai, nerekomenduojama esant progresuojantiems sisteminiams susirgimams
ar autoimuninés sistemos sutrikimams, tokiems kaip tuberkuliozé, leukozé, kolagenozeé,
i§setiné skleroze, AIDS, ZIV infekcijos [14].

1.1.2. Vaistinio kiec¢io (lot. Artemisia dracunculus L.) apibtidinimas

Kietis — Artemisia genties augalai. Artemisia genciai priklauso daugiau kaip 400 augaly rasiy.
Geriausiai zinomi ir labiausiai paplit¢ — kartusis kietis (liaudiSkai pelynas), europiné ir
amerikiné metelés, paprastasis, dirvoninis kieciai, peletriinas (kitaip vaistinis kietis). Be
paprastojo kiecio Lietuvoje randamos ir kitos rusys: baltasis, dirvinis, kartusis, melsvasis,
pajirinis, pontinis, purso, siverso, §luotinis, vaistinis, vienmetis kietis [16, 17].
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1.2 pav. Vaistinis kietis (lot. Artemisia dracunculus L.) [18]

Vaistinis kietis, tai daugiametis Zolinis augalas. Uzauga nuo 60 iki 170 cm, o kartais pasitaiko
ir 2 m aukscio. Jiems biidingos Saknys — Sakotos, trumpos bei rudos spalvos. Augalo stiebai i$
vienos pusés statiis, vagoti, zali, i§ kity pusiy alyvinés spalvos, o virSiin¢je Sakoti. Lapai —
skirtingos formos ir iSsidéste prazangiai. Arciau stiebo apacios yra plunksniskai skaldyti, 0
art¢jant prie virStnés lygiakra$¢iai. Lapo virSutiné dalis yra blizgi ir tamsiai Zalios spalvos.
Apatiné lapo pusé dazniau pilka ir padengta smulkiais plaukeliais. Apatiniai lapai kotuoti,
lapkoCio gysla prie stiebo alyvinés spalvos, pereina | Zalig. VirSutiniai lapai bekociai.
Paprastojo kiecio ziedai — susitelke graizais stieby virSiinése, neiSsiskiriancios, Zalios spalvos.
Zydi nuo liepos pradzios iki pat rudens pabaigos. Vaisiai — lukstavaisiai cilindriki, kiek
iSlekti ir suploti, vir§tinés link siauréjantys, o pacioje vir§iinéje su ziediniu apvadéliu.
Saitavietis irgi apsuptas apvadélio. Lukstavaisis be skristuko, verpstiskos formos, rudas,
smulkiai raukslétas, Siek tiek lenkta apacia, nezymiai suplotas, Sviesiai geltona saitaviete 1,2—
2 mm ilgio 0,3-0,6 mm plocio. 1000 lukstavaisiy sveria 0,1-0,2 gramo. Vienas augalas
uzaugina 50-150 tikstandiy sékly. Sis augalas auga dykvietése, Siukslynuose, pakelése,
pagrioviuose ir pamiskése. Mégsta trasia dirva, pakencia ir skurdesnes [10].

Cheminé sudétis:

e borenolis;

e cineolis (eteriniame aliejuje);
e inulinas;

e karotinas;

e kartumynai;

e tujonas;

e vitaminas C;
e flavonoidai [19].

DvideSimt zinomy flavonoidy buvo i$skirti ir identifikuoti paprastajame kietyje: tricinas,
jaceozidinas, eupafolinas, chrizoeriolis, diosmetinas, homoeriodiktiolis, izorhamnetinas,
apigeninas, eriodiktiolis, liuteolinas, liuteolino 7-gliukozidas, kamferolio 3-gliukozidas,
kamferolio 7-gliukozidas, kamferolio 3-ramzamino, kamferolio 3-ramnozidas, kvercetino 3-
galaktozidas, kveretino rutinas ir viteksinas. Daugiausia buvo rasta eriodiktiolio ir liuteolino
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junginiy. Visy flavonoidy estrogeninis aktyvumas buvo iStirtas naudojant rekonstruota
estrogeno transkripcijos vieneta mielése Saccharomyces cerevisiae, kurios buvo
transformuotos tiek su Zmogaus estrogeno receptoriy ekspresijos plazmidémis, tiek su
reporterio plazmidémis. Du flavonoidai, eriodiktiolis ir apigeninas, gal¢jo sukelti reporterio
geno transkripcijg transgeninése mielése. Transkripcijos aktyvumas proporcingai padidéjo, kai
mieliy lgstelése buvo pridéta daugiau iSgryninto eriodiktiolio ar apigenino [19, 20].

1.1.3. Kar¢iojo kiecio (lot. Artemisia absinthium L.) apibiidinimas

Herba Artemisiae absinthii —karciyju kie¢iy Zolé, Artemisia absinthium — kartusis Kietis,
S. Asteraceae — astriniy [20].

Vaistiné augaliné Zaliava — karciojo kiecio, Zyd¢jimo metu surinkta ir iS§dZiovinta Zolé.
Zaliava — ne ilgesnés kaip 25 cm Zydin&ios stieby virsiinés, neturindios apatiniy sumedéjusiy
stiebo daliy priemai$y. Zaliava kvapi. Skonis labai kartus. Ruosiama Zolés ir lapy Zaliavos.
Lapai renkami iSsivyste, iki augalo zyd¢jimo ar zydéjimo pradzioje geguzés — birzelio meén.
Renkami skroteliniai ir apatiniai stieby lapai. Zolés paruo$os vykdomos birzelio — rugpjacio
mén. Pjaunamos 20-25 cm. ilgio stieby virS$tnés, neturincios apatiniy sumedéjusiy stiebo
daliy. PriemaiSos gali buti paprastastojo kiec¢io (lot. Artemisia vulgaris L.) Zolé. VirSutiné
lapy pusé tamsiai zalia, o apatiné pilkai zalios spalvos, plaukuota [10].

1.3 pav. Kartusis Kietis (lot. Artemisia absinthium L.) [21]

Cheminé sudétis:

* 0,2-1,5 % eteriniy aliejy;

*  0,15-0,4 % kartumyny;

» seskviterpeniai laktonai: absintinas, anabsintinas, artemisininas;
» bicikliniai monoterpenoidai: tujonas, tujanas, pinenas;

* flavonoidai;

*  rauginés medziagos [22].

Panaudojimas. Pelyno zolés galeniniai preparatai: refleksiskai skatina virSkinamojo trakto
liauky sekrecija, pagerina vir§kinimg, suZadina apetita. Tujonas ir tujolis yra labai nuodingi
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junginiai ir veikia } CNS: CNS pakitimus, atminties netekimas, silpnaprotiskumas, gaminti tik
vandeninius uZpilus arba silpnos koncentracijos spiritines tinktiiras, nes eteriniai aliejai mazai
pereina j maZos koncentracijos spiritinius tirpalus. Zolé j apetita ir vir§kinima gerinandiy
arbaty sudétj. Species Amarae sudétj. Gaminami: uzpilai bei ekstraktai. Ekstraktas jeina j
Zelenino lasy sudétj. Zolé j Zdrenkos misinj. Eksperimentais jrodyta, kad Zoléje esantys
terpenai ir laktonai pasizymi prieSuzdegiminiu poveikiu [23, 24].

1.1.4. Paprastojo kiecio (lot. Artemisia vulgaris L.) apibudinimas

Herba Artemisiae — paprastuju kie¢iu Zolé; Artemisia vulgaris L. — paprastasis kietis; S.
Asteraceae — astriniy [25].

Paprastasis Kietis, tai daugiametis, 100—150 cm auks¢io Zolinis augalas. Sakniastiebis tvirtas,
virSutingje dalyje sustor¢jes, su trumpais Gigliais ir Sakotomis rudomis Saknimis. Stiebai keli,
statiis, briaunoti, dazniausiai rausvi, virSutin¢je dalyje daug karty Sakoti, apauge prigludusiais
plaukeliais. Lapai prazanginiai, bekociai arba beveik bekociai, 5—10 cm ilgio, | virSing
maz¢jantys, 1-2 kartus plunksniSkai suskaldyti, galinis lapelis paprastai triskiltis, su zZymiai
ilgesne vidurine skiltimi. Ziedynuose lapai smulkds, 3—5 kartus suskaldyti, pagioje vir§iinéje
paprasti. Ziedai sukrauti j pailgai kiauginiskus arba elipsiskus, nedidelius, 2—-3 mm skersmens,
graizus, sudarancius $luotelg. Zydi liepos — rugpjic¢io mén. Auga prie namy, palaukése, ant
eziy, patvoriuose, dykvietése [10, 25].

Be paprastojo, musy respublikoje paplitgs dirvinis kietis (lot. A. campestris L.), kurio stiebai
tamsiai raudoni, lapai mazi, 23 kartus plunksniSkai suskaldyti j labai siauras, mazdaug 1 mm
plogio, skilteles. I§ pradziy jie biina apauge sidabridkai Zzvilganéiais plaukeliais. Sis kietis
vaistinémis savybémis nepasizymi [26].

Artemisia vulgaris L.

1.4 pav. Paprastasis kietis (lot. Artemisia vulgaris L.) [27, 28]

Vaistiné augaliné Zaliava — paprastojo kie€io, Zyd¢jimo metu nupjauta ir iSdZiovinta Zolé.
Zolé yra iki 35 cm stieby virSinés. Stiebai dazniausiai vagoti, plaukuoti, tamsiai raudonos
spalvos. Lapai praZanginiai, jy prieSiniai krastai nulinke j apacig. VirSutiné jy pusé¢ Zzalia,
plika, o apatiné — pilka ir labai plaukuota. Apatiniai lapai kotuoti, 1-2 kartus plunksniskai
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suskile j lancetiskas, astriomis virSiinémis skilteles. Viduriniai ir virSutiniai lapai bekociai,
smulkesni, triskiau€iai arba vientisiniai, lancetisSki. Graizai panasus ] pailga kiausinj, susitelke
ilgame tankiame $luotelés formos Ziedyne. Ziedai vamzdiski, rausvi. Zaliavos kvapas stiprus,
savitas, skonis kartokas [10, 26].

Cheminé sudétis:

e 7oléje eterinis aliejus;

e 1.8cineolis;

e kamparas, linaloolis;

e tujonas, borneolis;

e seskviterpeninis laktonas vulgarinas — tauremisinas ir Kiti;

e flavonoidai (rutinas ir izoramnetino glikozidai);

e kumarinai (aeskuletinas, aeskulinas, umbeliferonas, skopoletinas);
e sitosterolis, stigmasterolis, karotinoidai [20].

Panaudojimas.

e 70l¢ naudojama i vidy kaip apetita gerinanti priemong;

¢ veikliosios medziagos kartumynai,

e maziau efektyvi nei pelynas;

e eterinis aliejus pasiZymi antimikrobiniu ir priesgrybeliniu poveikiu [26].

1.1.5.Serencio (lot. Tagetes erecta L.) apibudinimas

Serentis (lot. Tagetes) priklauso, astriniy (lot. Asteraceae) Seimos augaly genciai. Vienameté
ar daugiamete Zole, reciau puskrimis arba neaukStas kriimas su staCiais, gausiai Sakotais
stiebais. Lapai prieSiniai, Ugliy virSiin¢je kartais prazanginiai, 1-3 kartus plunksniskai
suskaidyti. Ziedai susitelke j graizus, kurie iSauge po vienag Gigliy virsiinése, rediau sudaro
skecio pavidalo sudétinius Ziedynus. Krastiniai graiZo Ziedai lieZuviskieji, vienaly¢iai, geltoni,
oranziniai, raudonai rudi, retai balti, viduriniai — vamzdiskieji, dvily¢iai, geltoni, raudonai
rudi, retai raudoni. Lukstavaisiai linijiniSki, prie pagrindo siauréjantys, virStinéje su skirtuku,
kurj sudaro ilgos (10—12 mm ilgio) ir trumpos (6 mm ilgio) plevelés. Lukstavaisiai juodu ar
rudu pavirSiumi, apauge ] virSy nukreiptais, prigludusiais plaukeliais, iSilgai vagoti, be
skirtuko 7,5-10 mm ilgio, 0,8-0,9 mm sotrio. Liaudies medicinoje didziojo serencio,
sitilalapio serencio, blizgiojo serencio, actekinio serencio preparatai vartojami virSkinimo
sistemos ligoms gydyti. Daugelio riSiy serenciai turi insekticidiniy savybiy. Serentis daznai
taip pat naudojamas, kaip dekoratyvinis augalas, nors Zinomas kaip karotinoidy Saltinis,
skirtas pramoniniams ir medicininiams tikslams, tac¢iau $iuo metu naudojamas daugiausia
dekoratyviniams tikslams [10, 29, 30, 31].
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1.5 pav. Serentis (lot. Tagetes erecta L.) [32]

Cheminé sudétis:

Tagetes erecta L. lapy ir ziedy eteriniai aliejai buvo tirti GC ir GC/MS metodais. Buvo
nustatyta keturiasdesimt keturios sudedamosios dalys, sudarancios 94,1 % lapy aliejaus, ir 45
ziedy aliejaus sudedamosios dalys, sudarancios 94,0 % [33].

Pagrindiniai lapy aliejaus bioaktyviis junginiai buvo:

e limonenas (7,6 %);

e terpinolenas (11,2 %);

e (Z)-miroksidas (4,2 %);

e piperitonas (52,4 %) ir piperitenonas (5,0 %) [34].

Serencio ziedy aliejuje bioaktyviis junginiai buvo:

e limonenas (6,9 %);

e terpinolenas (4,7 %);

e (Z)-miroksidas (7,9 %);

e piperitonas (28,5 %);

e piperitenonas (10,9 %), piperitenono oksidas (7,2 %);
e [-kariofilenas (7,0 %) [34].

1.2. Kaliaus kultiiry apibudinimas

Kalius — tai neorganizuotai bei netvarkingai ir nesistemingai augantis audinys, kuris susidaro
1§ lasteliy, suskirstyty pagal tam tikrus pozymius. Augalo audiniy arba daliy mechaniniai
pazeidimai yra pirminé kaliaus kultiiry susidarymo priezastis. Ant paZzeisty augalo daliy
susidaro Kkalius, jis apsaugo suzalota augalo vieta nuo infekcijy Sitaip apsaugodamas likusig
augalo dalj bei leisdamas toliau jam augti, kai nepazeistos gyvybiskai svarbios augalo dalys ir
augalas auga natiraliomis ne in vitro salygomis. In vitro salygomis kaliaus susidarymas nuo
in vivo salygy skiriasi tuo, kad steriliose salygose kaliaus susidarymas ant eksplanto yra
svarbus ir naudingas procesas biotechnologiniu poziiiriu. Kaliaus augimo galimyb¢ priklauso
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nuo eksplanto tipo, dydzio, auginimo sglygy, augalo riiSies, genetinés augalo informacijos,
amziaus, augimo tarpsnio, eksplanto tipo [35].

Eksplantas — audinio ar kurio nors organo dalis, kurie auginami savarankiskai maitinamojoje
terpéje ir naudojama augalo audiniy kultturai. Ekpslanto amzius gali nulemti kulttiros sékmeg,
nes kuo eksplantas yra jaunesnis, tuo geriau jis geba formuoti jvairias struktdiras in vitro.
Kultiiros sékmg taip pat lemia ir eksplanto dydis — didesni vystosi produktyviau, nes turi
sukaupe didesnj maisto medziagy, bei augimo reguliatoriy kiekj. Eksplantai turi biuti
izoliuojami i§ augaly nepazeisty ligy ir kenkéjy [35].

Kaliaus kultira — tai nespecializuoto augalinio audinio auginimas maitinamojoje terpéje.
Besivystantis kalius praplésia iSorinio audinio sluoksnj ir daZniausiai vystosi jo pavirSiuje.
Kaliaus gavimui yra naudojami jvairts eksplantai pvz.: subrendusios séklos, subrend¢ ar
nesubrendg sékly gemalai; jauny lapy segmentai, Ziedynai [35].

1.2.1. Augimo fitohormonai

Augaly augimo reguliatoriai dar kitaip vadinami fitohormonais (ir sintetiniai, ir nataralios
kilmés fitohormonai) — tai organinés medziagos, kurios Vykdo sintez¢ augaly audiniuose bei
mazomis koncentracijomis veikia augaly raidos pakitimus. Jie dalyvauja fiziologinése augalo
eigose ir jvairiai veikia vystymasi ir specifines biochemines reakcijas. Fitohormonai néra
specifiniai, nes vienas jis nedidelémis koncentracijomis gali veikti jvairius fiziologinius
procesus. Jie skirstomi j penkias pagrindines grupes:

e auksinai;
e citokininai;
e giberelinai;

e abscizo rugstis;
e etilenas [35].

Auksinai. Siai grupei priklauso natiiraliai augaluose randamas 3-indolilacto rtigstis (IAR) ir
sintitiniuose junginiuose esantys: 3-indolilsviesto ragstis (ISR), 1-naftilacto ragstis (NAR),
2,4-dichlorfenoksiacto  ragstis (2,4-D), 3-indoliletanolis,  3-indolilacetaldehidas, 3-
indolilacetonitrilas, 3-indolilbutano rtgstis, 2-fenilacto rugstis, 2,4,5-trichlorfenoksiacto
rugstis (2,4,5-T). Natiraliis auksinai tokie, kaip TAR néra toks aktyvus, kaip sintetiniai,
priezastis kodél taip — nes greitai nesudaro augalo audiniuose veikiancios fermentinés
sistemos. Pagrindiné vieta, kurioje vyksta sintezés yra stiebo apikalinése merisistemose, o
maziausia vykstanti sintez¢ vieta yra lapuose (senuose lapuose auksino susidaro maziau negu
jaunuose). 3-indolilacto ragstis (IAR) — vienas svarbiausiy Sios grupés fitohormony, kuris
susidaro i§ aminorfigsties triptofano. Sios riigities augaluose yra ne daug ~6 pg 1 kg Zalios
masés [35].

Auksiny atliekamos funkcijos: skatina augima ir tjsimg lgsteliy, palaiko ramybés biisena,
slopina augalo senéjimag lapy, slopina vaisiy nokima, stimuliuoja etileno sinteze [35].
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Citokininai. Jie randami ir kaupiami aukStesniuosiuose augaluose, samanose, grybuose,
bakterijose, prakrioty bei eukorioty tRNR. Sio fitohormony taip pat egzistuoja dvi formos tiek
nattral@is, tiek sintetiniai. Jy aptinkama apie daugiau nei 200 natiraliai susidaranciy.
Daugiausia yra brestanciose ir dygstanciose séklose, jaunuose lapuose bei stieby virSiinése.
Siy fitohormony greitis didesnis nei auksiny, ypa¢ daug jy yra meristemose ir scklose.
Citokininai yra sintetinami augalo Saknyse ir poto transportuojami vandens indais | stiebo
tiglius. Citikonino biosintez¢ vyksta modifikuojant adening. Siai grupei priklauso natiiraliai
augaluose esantis zeatinas bei sintetiniai: 6-furfurilaminopurinas (Kinetinas) ir 6-
benzilaminopurinas (6-BAP). Sintetiniai pasizymi labai auk$tu aktyvumu ir atparumu
auksStoms temperattroms [35].

Citokininy atliekamos funkcijos: skatina lasteliy dalijimasi, stimuliuoja pumpury
formavimasi, Sakny susidaryma augaly kultiirose, aktyving RNR polimeraziy veikimg, RNR
susidaryma ir baltymy sintezg, stabdo lapy sen¢jima, skatina chlorofilo sinteze [35].

Giberelinai yra augaly hormonai skatinantys tjstamajj augima, jis sukelia lgstelés ilgéjima.
Siuo metu yra zinomi 100 $ios grupés fitohormony, kurie savo chemine sudétimi mazai
skiriasi. Veikiant augala giberelinu, didziausias poveikis pasireiSkia stiebams, jy pailgéjimas.
Jie svarbis, nes nulemia augalo aukst] ir vaisiy uzmezgimui. Daugiausia randama ziediniy
augaly jaunuose lapuose, Saknyse, gemaluose, séklose bei vaisiuose [35].

Gibereliny atliekamos funkcijos: skating — sékly, svogiiny dygima; Zydéjima; tarpubambliy
tjsima, slopina lapy bei citrusiniy vaisiy sen¢jima, nutraukia ramybés laikotarpj [35].

Abscizo riigstis — tai izoprenoidinis augimo hormonas. Si riigitis stabdo lasteliy dalijimasi,
todél dar vadinama streso hormonu. Sis hormonas randamas lapuose, vaisiuose, Sakny
virStiinése, séklose. Patys svarbiausi ABR junginio bruozai, kad slopina augima, ir pumpury
augimo reaguliavimg. ABR kiekis didZiausias, kai séklos ir vaisiai formuojasi, 0 maZziausias
po tigliy formavimosi [35].

Abscizo rugsties funkcijos: skatina — zioteliy uzsivérima, sandéliniy baltymy gamyba
s¢klose, slopina — lgsteliy dalijimasi, augima, stimuliuoja amilazés sinteze, kity fitohormony
veikimg [35].

Etilenas — tai dujinis, nataralus bei turintis paprasciausig struktiirg augaly hormonas. Gaming
etileng aukStesnieji  augalai. Jis augaluose aptinkamas Saknyse, igliy apikalingje
mersistemoje, lapy vir§iinése, nokstan¢iuose vaisiuose [35].

Etileno funkcijos: skatina — lapy ir vaisiy kritima, Ziedy skleidimasi, vaisiy nokima, taip pat
lemia Sakny formavimasi nejprastose augalo vietose [35].

1.2.2. Augaly pirminiai metabolitai

Augaly metabolitai — organiniai junginiai, kurie susidaro augaly lastelése, audiniuose ir
organy medZiagy apykaitos metu. Pirminiai metabolitai augaly lasteléms yra gyvybiskai
butini. Tai — riebalai, baltymai, aminortgstys, nukleoriigstys, sacharidai, chlorofilas a ir b
[36].
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Chlorofilas. Augaly lastelése fotosintezés metu saulés energijg sugeria chloroplastuose
tilakoidy membranose esantys pigmentai — chlorofilai ir karotinoidai. Chlorofilas yra
svarbiausias fotoreceptorius, o karotinoidai — tik pagalbiniai. Yra keletas chlorofily: a, b, c1,
c2, d ir bakterijose esantys chlorofilai. Chlorofilo a (CssH720sNsMg ) turi visi fotosintezéje
dalyvaujantys augalai, chlorofilo b (CssH70OsN4Mg) turi aukstesnieji augalai ir zaliadumbliai.
Labiausiai paplitgs ir chlorofilas b, taciau visuose augaluose jo yra maziau nei chlorofilo a.
Trims pastarojo molekuléms vidutiniskai tenka viena chlorofilo b molekulé, o kartais tas
santykis gali siekti 5:1 [35].

(o{0]0 Phy CBOCH

3

1.6 pav. Ivairiy chlorofily struktiiriné formulé [37]

1.1 lentelé. vairiy chlorofily struktiirinés formulés radikalai [37]

Pavadinimas R1 R2 R3 R4

Chlorofilas a CHs CH=CH; CHs CH,-CHjs
Chlorofilas b CH3 CH=CH; CHO CH,-CHjs
Chlorofilas d CHs CHO CHs CH,-CHjs
Chlorofilas f CHO CH=CH; CH3 CH,-CHjs

1.2.3. Antriniai metabolitai

Antriniai augaly metabolitai — tai organiniai junginiai, kurie susidaro medziagy apykaitos
metu augaly Iagstelése, audiniuose bei organuose. Antriniai metabolitai yra tarpiniai ir
galutiniai medZiagy apykaitos produktai. Jie nebiitinai naudojami/gaunami tiesiogiai, bet turi
svarby biologinj potencialg bei platy panaudojima pramonéje. Sie metabolitai gali bati:
fenoliai, alkaloidai, terpenoidai, gliukozinolatai, cianogeniniai gliukozidai. Augalai kaupia
Siuos metabolitus: flavonoidus, kavos riigsties darinius, alkilamidus, polisacharidus, lektinus,
eterinius aliejus, terpenus, steroidus, kumarinus, lignanus ir t.t [35, 38].

1.2.4. Tiriamyjy augaly kaliaus kultiiry antioksidacinis aktyvumas

Antioksidantai — tai tokios medziagos, kurios gali stabilizuoti ir inaktivuoti laisvuosius
radikalus, kurie puola jvairias lgsteliy struktiiras. Jie gali buti skirstomi j fermentinius,
nefermentinius, pagal Saltinius j vidinius ir iSorinius. Fermentiniams priklauso superoksido
dismutazé (SOD), katalazé, nefermentiniams — fenoliniai junginiai, taninai, vitaminai (A, C,
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E). Vidiniams priklauso tokie junginiai, kurie laisvuosius radikalus veréia j maziau toksiskus
junginius. ISoriniai — gaunami su maisto medziagomis, kurios veikia pagal tokig pat sistemg
kaip ir vidiniai antioksidantai [35, 39].

Tiriant vaistinius augalus, taikomi jvairiis antioksidacinio aktyvumo nustatymo metodai:

— superoksido dismutazés, kai laisvas superoksido radikalas paverc¢iamas j vandenilio
peroksidg. Laisvas superoksido radikalas gali padaryti didele zalg lgsteléms. Vandenilio
peroksidas lgstelése skaidomas j vandenj naudojant katalazés sistemoms [39];

— DPPH radikalo, kai reakcijos metu dél jame esan¢io azoto atomo nelyginio elektrono,
redukuojamas antioksidantais j geltonos spalvos hidrazing. Analizé yra pagrjsta
antioksidacinio sujungimo gebos matavimu [40];

— FRAP — tai katijono suri$imo metodas, kuriam naudojama riigstiné terpé (pH = 3,6) [41].
1.2.5. Tiriamyjy augaly kaliaus kultiiros in vitro bioaktyvumo tyrimai

EzZiuolés augaly tyrimai. EZiuolés augalai labai placiai taikomi komerciniams tikslams:
medicinoje antioksidaciniam ir antibakteriniam bei biotechnologiniam panaudojimui. I§
eziuolés isskirti eteriniai aliejai yra laikomi patencialiais vaistiniais preparatais. Sio augalo
dalys gali biiti panaudotos visos: $aknys, stiebai, lapai, Ziedai. E. purpurea augaly ekstraktai
buvo istirti mokslininky ir nustatyta, kad jie turi antibakteriniy ir antioksidaciniy savybiy [42,
43].

EzZiuolés ekstrakty antioksidaciniai tyrimai. Oksidacinis stresas yra disbalanso biisena, kai
reaktyviyjy deguonies rasiy susidarymas virsija lasteliy antioksidanty pajégumus. Buvo atlikti
tyrimai su E. purpurea ir vertinamas Sio augalo etanolio ekstraktas bei jo antiradikalinis
aktyvumas, naudojant DPPH metoda. Antioksidanto galia buvo didesné, nei kad askorbo
ragsties ir pagal bendrajg fenoliniy junginiy Kkoncentracija (353,6 mg galo rugsties
ekvivalento/100 ml). Sie komponentai gali veikti keliais buidais: kaip reduktoriai, vandenilio
donorai, pavieniai deguonies suardytojai ir metaly chelatai. Mokslininky teigimu $io augalo
Saknys nuslopina sintetinj laisvajj radikala DPPH (nuo 104 iki 2165 pg/ml) [43].

UV jtaka eZiuolés kaliaus kultiiroms. Sis augalas kaupia daug antriniy metabolity, kuriuos
galima iStirti naudojant ultravioleting spinduliuote. Buvo atliktas tyrimas su kaliaus ir 1gsteliy
suspensijy kultiry augimu ir antriniy metabolity iS§skyrimu stebint 24, 48 ir 72 valandas ir
veikiant UV. In vitro augimas buvo inicijuotas hipokotilio eksplantais ant MS terpés,
papildytos 1,5 mg/l BA ir 1 mg/l NAR. Kaliaus ir lasteliy suspensijos kultiros buvo
veikiamos UV — C spinduliuotés 15, 30 ir 60 minuciy. Rezultatai parodé, kad bendroji visy
augimo parametry tendencija Zymiai padid¢jo, ilgéjant inkubacijos laikotarpiui. DidZiausig
teigiamg efekta parod¢, kai poveikio laikas buvo po 30 ir 15 min, naudojant kaliaus ir Igsteliy
suspensijos kultiiras po 72 val inkubacinio laikotarpio. Tyrimas parod¢ didziausias lasteliy
suspensijos, kavos rugsties dariniy ir bendryjy fenoliniy junginiy koncentracijas, kai
inkubacinis laikotarpis buvo 72 val, o §viesos spinduliuotés poveikio laikas — 60 min. Kaliaus
ir Igsteliy suspensijos kultirose buvo uzfiksuotas reik§mingas nefermentinio antioksidacinio
aktyvumo padidéjimas, esant 72 valandy inkubaciniam laikotarpiui [44].
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Sviesos jtaka eZiuolés metabolity kaupimui. Sviesa ne tik veiksminga fotosintezéje, augime
ir vystymosi etapuose, bet turi ir svarby vaidmenj pirminiy ir antriniy metabolity biosintezéje.
Mokslininkai atliko tyrima siekdami nustatyti Sviesos poveikj alkamido, kavos ragsties
dariniy ir echinakozido biosintezei — eziuolés Iasteliy suspensijos kultirose. Stiebo eksplantai
buvo panaudoti kaliaus kultiroms, kurioms auginti naudojama B5 terpé papildyta 1 mg/l BAP
ir 2 mg/l NAR. Po 8 dieny inkubacijos lasteliy kultiiros Sviesoje ir tamsioje aplinkoje —
lasteliy paémimas buvo vykdomas 3 dieny intervale 5 kartus. I$ kaliaus kulttiry — alkilamido,
kavos rugsties dariniy ir echinakozido koncentracijos buvo nustatytos naudojant HPLC
metodg. Alkilamido, kaftaro riigsties ir echnikozido koncentracijos reguliariai padidéjo
naudojant $viesos aplinkg. Naudojant $viesg alkilamido kiekis vidutiniSkai padidéjo 57 %,
palyginus su tamsia aplinka. Lasteliy kultaros paveiktos 12 dieny inkubaciniu laikotarpiu
Sviesoje — padidino alkilamido koncentracijg, palyginus su su tamsia aplinka. Veikiant Sviesa
12 dieny, kaftaro riigstis padidéjo 70 %, o echnikozidas 63 %. Sis tyrimas parodé, kad
eziuolés lgsteliy suspensijos kultiros pritaikymas turi didelj potencialg, norint kai kuriuos
svarbius fitochemikalus [45].

Kiecio augaly tyrimai. Artemisia gentis sulauké didelio susidoméjimo dél savo cheminés ir
biologinés jvairovés. Didziausias atradimas ir iSskyrimas Sios genties vaistine reikSme buvo
atrasti vaistai nuo maliarijos — artemisinino pagrindu [24].

Karciojo kiecio antioksidaciniai tyrimai. Karciojo kiecio — (lot. A. absinthium) kaliaus
kultiiry augimas buvo optimizuotas, siekiant padidinti fenoliniy junginiy gamybag ir nustatyti
antioksidacinj aktyvumg. Kaliaus kulttiros buvo suformuotos i§ sékly iSauginty lapy
eksplanty, inkubuoty ant MS terpés, papildyty TDZ 0,5-5 mg/| atskirai arba kartu su NAR 1
mg/l. Kas savaite ir 49 dieny periode buvo tiriamos $iy kaliaus kultiry augimo kinetika,
bendroji fenoliniy junginiy koncentracija ir antioksidacinis aktyvumas. Buvo stebimas
didziausias 8,73 g/l sausos biomasés kaupimasis 42 diena, kai terpé buvo papildyta 1 mg/I
TDZ ir 1 mg/l NAR. Didziausia bendroji fenoliniy junginiy koncentracija 8,53 mg (GAE/g
DW) ir didziausias DPPH radikaly inaktyvinimo aktyvumas buvo 72,6 % 42 dieng. Rezultatai
parodé bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos ir DPPH radikaly slopinimo aktyvuma
daugumoje A. absinthium L. kaliaus kulttiry [4].

Sviesos jtaka kiefio metabolity kaupimui. D¢l savo jtakos morfogenezei §viesa yra
pagrindinis aplinkos veiksnys, keiCiantis augaly struktiiring raidg, taCiau supratimas, kaip
Sviesa kontroliuoja augaly augimg ir vystymasi, vis dar silpnas ir reikia atlikti papildomus
tyrimus mokslininkams. Siame tyrime mokslininkai stebéjo jvairiy monochromatiniy $viesy ir
augaly augimo reguliatoriy deriniy poveikj morfogeniniam ir biocheminiam kitimui,
naudojant kaliaus kulttiras i§ lapy gauty A. absinthium L. Derinant NAR 1 mg/l ir TDZ 2 mg/I
buvo gautas optimalus kaliaus susidarymo efektyvumas (90 %), kai jis buvo laikomas 4
dienas (16/8 h) fluorescencinéje Sviesoje. PrieSingai nei kontrolinis (baltas spektras)
raudonasis spektras padidino peroksidazés aktyvuma, preoteazés aktyvuma, bendra baltymy
koncentracija ir chlorofilo a/b santykj. Zaliasis spektras buvo nustatant bendra fenoliniy
junginiy, flavonoidy koncentracijg ir antioksidacinj aktyvumg. Geltonos Sviesos spektras
padidino MDA koncentracija, o balta ir Zalia §viesa pagerino bendrg chlorofilo ir karotinoidy
koncentracijg. Atliekant §j tyrimg pastebétas rySys tarp kaliaus susidarymo atsako,
antioksidanty aktyvumo ir antioksidacinio fermento aktyvumo. Tyrimo metu buvo suprasti
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Sviesos jtaka komerciskai svarbiy antriniy metabolity gamybai ir jy optimizavimui n Vitro
kultarose A. absinthium L [46].

Paprastojo Kie¢io tyrimai. Paprastasis kietis — Artemisia vulgaris yra viena i$ svarbiausiy
Artemisia genties vaistiniy augaly risiy dél savo lakiujy aliejy. Sis vaistinis augalas pasizymi
placiu terapiniu savybiy spektru: prieSmaliariniu, prieSuzdegiminiu, antihipertenziniu,
antioksidaciniu, imunomoduliaciniu, hepatoprotektiniu, antispaziminiu ir antiseptiniu
poveikiu. Sie poveikiai priskiriami antriniy metabolity buvimui ir gavimui, jskaitant tokius,
kaip: flavonoidai, seskviterpeno laktonai, kumarinai, acetilenus, fenolinés rtgstys, organinés
ragstys, mono- ir seskviterpenai. Mokslininky tyrimai susije su A. vulgaris morfologija,
anatomija ir fitochemija sukélé didelj susidoméjima apie Sios riiSies terapiniy junginiy
kaupimasi ir gavima [3, 47].

Buvo istirta bakterija A. rhizogenes tarpininkaujanti tarp genetinés transformacijos poveikio su
A. tilessi, A. vulgaris, A. dranaculus ir A. annua transgeniniy Sakny antioksidacinei buklei.
Vandeniniy ekstrakty antioksidacinis aktyvumas buvo nustatytas naudojant metodus, pagristus
gebéjimu redukuoti DPPH ir ABTS™ radikalus. Kiecio ekstrakty (50 %), gauty i$ transgeniniy
Sakny, antioksidacinis aktyvumas (DPPH) buvo didesnis nei aktyvumo, kurj turéjo ekstraktai
i§ netransformuoty Sakny. KieCio ekstrakty (80 %) buvo pastebétas padidéjes gebéjimas
redukuoti ABTS" radikala. Aktyviausi buvo A. annua ir A. tilessi transgeniniy Sakny
ekstraktai, o maziausias aktyvumas pasireiské A. dracunculus ekstrakty. A. rhizogenes sukelta
transformacija pakeité keliy Artemisia rusiy Sakny antioksidacinj pajéguma, iSskyrus A.
vulgaris. A. vulgaris gali biiti naudojamas padidinti augaly natiralias antiradikalines savybes,
priklausancias Artemisia genties augalams [48].

Taip pat, mokslininkai atliko tyrima su ,,Toxoplasma gondii* parazitu, nuo kurio kencia
beveik trecdalis Zmoniy visame pasaulyje, sukeldami tokius sutrikimus, kaip abortus ar
igimtas ligas. Ankstesni tyrimai parodé, kad Artemisia annua yra labai efektyvus Siam
parazitui, taciau atlikti tyrimai su Artemisia vulgaris parodé, kad Sio vaistinio augalo eterio
frakcija pasizyméjo reikSmingu antitoksoplazmozés poveikiu, kas rodo, kad nepoliniai
terpenoidai gali buti atsakingi uz §j poveikj [49].

Serencio (lot. Tagetes erecta L.) augaly biologinio aktyvumo tyrimai. Serentis — (lot.
Tagetes erecta L.) biidamas dekoratyviniu augalu, pasizymi vaistinémis savybémis, tokiomis,
kaip: antimikrobinés, insekticidinés, prieSgrybélinémis, antioksidacinés taip pat jis pasizymi
geromis kraujo kre$¢jimo savybémis. Mokslininkai atliko tyrimg dé¢l kraujo kre$é¢jimo gebos.
Kraujo kreséjimo aktyvumas 1§ lapy ekstrakto buvo tiriamas naudojant protrombino laiko
testa-Owreno metoda. Eksperimentai parodé, kad padidéjus lapy ekstrakto koncentracijai,
kreséjimo laikas sutrumpéjo. Serencio lapy ekstraktas parodé labai gerg kraujo krese¢jima
mazesniu kiekiu, t. y. net esant pl kiekiams buvo nustatyti ir kiekybiskai jvertinti fenoliniai
junginiai (pvz., galo raigstis, skopoletinas, ferulo riigstis, kvercetinas), o tai rodo, kad dél jy
buvimo serencio lapy ekstraktas pasizymi kreséjimo savybémis [50, 51, 52].

Taip pat svarbus Tagetes erecta i§ kurio gaunamas eterinis aliejus, kurio sudétyje yra
monoterpeno ir seskviterpenoidy junginiy. Mokslininkai atliko tyrima, norédami nustatyti
seren¢io herbicidinj poveikj prieS Echinochloa crus-galli (piktzol¢) augalus. I$ T. erecta
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iSskirto eterinio aliejaus iSeiga buvo 0,72 mg/kg Sviezio svorio. Eterinio aliejaus cheminei
sudéciai nustatyti buvo naudojama dujy chromatografija — masiy spektrometrija. Aptikti
monoterpenai daugiausia susidedantys i$ piperitono (17,12 %), piperitenono (10,46 %) ir
ocimino (8,59 %). Identifikuotus seskviterpenoidus daugiausia sudaré neofitadienas (16,18 %)
ir kariofilenas (11,10 %). Eterinis aliejus buvo paruostas kaip emulsinis koncentratas, skirtas
naudoti kaip herbicidas. Nustatyta, kad T. erecta gali stipriai nuslopinti sékly daiguma
Echinichloa crus-galli dél slopinamo a-amilazés aktyvumo. Emulsinta koncentruoto eterinio
aliejaus struktura slopino Echinochloa crus-galli augalus. Emulsiklio koncentrato stuktiira
pagerino eterinio aliejaus herbicidinj potencialg ir stabilumg lauko salygomis. T. erecta
eterinis aliejus turi fitotoksiniy junginiy, kurie galéty biti naudojami kaip natiiraltis herbicidai
piktzoliy kontrolei [31, 53, 54].

1.2.6. Liuteinas

Liuteinas yra karotinoidas ir randamas daugelyje organizmy, nuo bakterijy iki dumbliy, mieliy
ir augaly. Konkreciau jis randamas gelése, griiduose, vaisiuose, darZovése (tokiose kaip
Spinatai, kopiistai). Grynas liuteinas dazniausiai yra geltonai oranzinis, kristalinis, lipofilinis,
kietas, kurio molekuliné formulé yra CaoHs6O2. Liuteinas naudojamas farmacijos, maisto
papildy, gyviiny — Zuvy paSary, maisto pramonés Sakose. Taciau maisto pramongje jo
naudojimas yra ribojamas dél nestabilumo, kuris susidaro perdirbant maista (nes maistas
perdirbiamas aukstoje temperatiiroje). Jis tirpsta riebaluose ir yra jautrus Sviesai, Silumai,
deguoniui ir ragstims, ekstremaliam pH. Taip pat ekstremalus pH maZesnis nei 4,0 arba
didesnis nei 8,0, gali sukelti esterifikacijg ir cis/trans molekulés izomerizacijg. O esant Sviesai
gali susidaryti bespalviai maZos molekulinés masés junginiai. Dél Sios priezasties labai
svarbu, kad preparatai bty sukurti taip, kad biity uztikrintas liuteino stabilumas galutinio
produkto saugojimo metu [55, 56, 57].

Vistienos kiauSinio trynys buvo pripazintas puikiu liuteino Saltiniu gyvininiu Saltiniu.
Liuteino koncentracija vistienos kiaus$inio trynyje yra 1622+650 ng/100 g trynio, o dé¢l didelio
riebumo liuteino biologinis prieinamumas yra didelis. Siuo metu pagrindinis liuteino 3altinis
yra serentis. Serencio augalo ekstrakte yra nemazas kiekis liuteino Tagetes erecta L. 21,600
2,794600 ug/100 g naudojant tirpiklj tetrahidrofurang. Liuteino Kiekis serentyje priklauso nuo
spalvos intensyvumo. Jo Ziedai geltonai oranziniai, ir juose gausu $io karotinoido, kuo spalva
rySkesné ir intensyvesné nuo geltonai oranzinés iki tamsiai oranzinés, tuo daugiau liuteino
randama. Liuteino gamybos iSlaidos yra didelés, nes jis gali buti iSgaunamas tik Tagetes
erecta L. gelés zydéjimo metu nuo liepos iki spalio mén [55, 58].

Liuteinas biidamas antioksidantu turi jtakos mazo tankio (MTL) lipoproteiny oksidacijai ir
limfocity DNR oksidacinei Zzalai ir veikia kaip slopintojas. Placiai zinomas dél laisvyjy
radikaly Salinimo, foto sukelty reaktyviy deguonies riisiy nuslopinimo, jis pasizymi
prieSuzdegiminémis savybémis bei padeda stiprinti imuniteta. Vartojant liuteing gali sumazeéti
kataraktos priepoliy ir akiy geltonosios démés degeneracijos rizika (kuri didéja su amziumi).
Liuteinas kaip prevenciné priemoné pries vézio aterosklerozés ir Sirdies bei kraujagysliy ligas
[59].
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1.2.7. Karotinoidai

o _-OH
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1.9 pav. Liuteino oksidacijos produktai [55]
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1.10 pav. B-karotino struktiiriné formulé [35]

Karotinoidai (lot. carota — morka) yra nesotieji angliavandeniliai, zinomi kaip riebaluose
tirpls, biologiSkai aktyvls pigmentai, salygojantys oranZing¢ — raudong arba geltong spalva.
Augaluose karotinoidai absorbuoja Sviesa fotosintezés proceso metu, versdami ja energija,
taip pat apsaugo augalus nuo fotooksidacijos. Zmogaus organizme karotinoidai svarbiis kaip
provitamino A Saltiniai, antioksidantai. Karotinoidai skirstomi j dvi pagrindines grupes:
karotinus ir ksantofilus. | karotiny sudétj jeina tik anglies ir vandenilio atomai; i§ jy
labiausiai paplites B-karotinas. Ksantofily sudétyje yra vienas ar daugiau deguonies atomy;
pagrindinis jy atstovas — liuteinas, taciau yra ir daugiau karotinoidams priklausanc¢iy junginiy,
taCiau jie savo sandara labai artimi vienas kitam. Karotinoidai — tai tik pagalbiniai
chloroplasty tilakoiduose esantys pigmentai [55, 60, 61].

Karotinoidai yra lipofiliniai junginiai. Jie netirpsta vandenyje, ta¢iau gerai tirpsta organiniuose
tirpikliuose tokiuose, kaip acetonas, dietilo eteris, alkoholis, chloroformas, etilo acetatas, todél
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jie i$ augaly ekstrahuojami organiniais tirpikliais. Karotinai — geriau tirpsta heksane ir toluene,
0 ksantofilai — metanolyje ir etanolyje. Karotinoidy skilimas gali jvykti ir dél cheminio ar
fizikinio poveikio, dél fermenty katalizuojamy reakcijy. Jie ypac jautriis Silumos, Sviesos,
deguonies ir rugsciy poveikiui. Pagrindiné karotinoidy degradacijos priezastis — oksidacija.
Oksidacija priklauso nuo esamo deguonies, karotinoidy struktiiros ir fiziniy salygy [35, 55,
60].

Pagrindinis karotinoidy poveikis sveikatai yra jy stiprus antioksidanty potencialas. Be to,
specifiniai karotinoidai gali turéti papildomy privalumy, tokiy kaip B-karotinas, kuris turi
gebéjimg veikti kaip vitaminas A. Liuteinas ir zeaksantinas gali apsaugoti akis nuo UV
spinduliy ir yra butinas smegeny vystymuisi. Kiti karotinoidai gali padéti iSvengti Sirdies ligy,
blokuodami mazo tankio lipoproteiny susidarymg [55].

1.3. Literattiros apzvalgos apibendrinimas

Literatiros apzvalgos skyriuje supazindinta su eziuolés (lot. Echninacea), kiec¢io (lot.
Artemisia) ir serencio (lot. Tagetes) morfologinémis, cheminémis savybémis. Pateikta
informacija apie $iy augaly chemines sudétis, gydomasias savybes bei galimg jy panaudojima
pramonéje. Analizuoti pirminiai, antriniai metabolitai bei augimo fitohormonai. Svarbiausi
aptarti pirminiai metabolitai analizuojami tiriamuosiuose augaluose buvo chlorofilas a ir b ir
antriniai metabolitai, tokie kaip: liuteinas, karotinoidai, fenoliniai junginiai, flavonoidai.
Aptarti tiriamyjy augaly kaliaus kultiiry antioksidaciniai aktyvumai bei jy nustatymo metodai:
superoksido dismutazés, DPPH, FRAP. I$nagrinéti tiriamyjy augaly kaliaus kulttry in vitro
bioaktyvumo tyrimai. Apzvelgti eZziuolés augaly ekstrakty antioksidaciniai tyrimai, UV jtaka
Sio augalo kaliaus kultGroms bei $viesos jtaka metabolity kaupimuisi. Aptarti kKie¢io augaly
antioksidaciniai tyrimai ir jy reikSmé kaliaus kultiroms, Sviesos jtaka metabolity kaupimuisi.
Aprasyti seren¢io augaly biologinio aktyvumo tyrimai.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Tyrimuose naudotos jrangos sarasas

e autoklavas ,,Certoclav Labor-Autoclav*;

e |laminaras ,,Telstar BV—-100*;

e laminaras ,Holten LaminAir;

e termostatuojama vandens vonele ,,Biosan ultratherm BWT-U*;

e termostatuojama vandens vonele ,,Memmert;

e centrifuga ,,Hettich Universal 320R*;

e spektrofotometras ,,Shimadzu UV-1280;

e spektrofotometras ,,mrc Windaus D-38678 Clausthal—Zellerfeld*;
e maiSyklé ,,Biosan Environmental Shaker-Incubator ES-20%;

e svarstyklés ,,Shimadzu ATX84*.

2.2. Tyrimuose naudoti reagentai

300 mM acetato buferis (pH=3,6), 10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas), 40 mmol/Il
HCI, FeClz x 6H20 (20 mmol/l), FRAP reagentas, Folino-Kiokalto reagentas (1 N), natrio
karbonatas (20 %), standartinis tanino ragsties tirpalas (0,1 mg/ml), 0,05 M K/Na fosfatinis
buferis, 1 mM ditiotritolis (DTT), 0,5 mM fenilmetilsufonilfluoridas (PMSF), 0,1 M
vandenilio peroksidas, 0,066 M K/Na fosfatinis buferis, 1 mM ditiotreitolis (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, 0,1 M fosfatinis buferis (pH=7), 1mM ditiotritolis (DTT), 0,5 mM
fenilmetilsufonilflouridas (PMSF), 0,5 mM askorbo ragstis, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM
vandenilio peroksidas, acto rtigstis, ninhidrinas, 6 M H3POs, natrio fosfatinis buferis 0,2 M
(pH=6,6), 1 % Kz[Fe(CN)e], 10 % trichloracto rugstis, 0,1 % FeClz, metanolis, kvercetinas,
acetonas, triptonas, mieliy ekstraktas, mikro agaras, natrio chloridas.

2.3. Sékly sterilinimas

EzZiuolés augaly sékly gemaliukai sterilinami ACE 20 % — 15 min, 3 kartus nuplaunami
steriliu distiliuotu vandeniu, 70 % etanolyje — 2 min, ir 3 kartus nuplaunami steriliu distiliuotu
vandeniu.

Kiecio séklos sterilinamos 70 % etanolyje — 1 min, HgCl> 0,1 % tirpale — 10 min, NaClO 1,5
% tirpale - 10 min, 3 kartus nuplaunamos steriliu distiliuotu  vandeniu.
Serencio séklos sterilinamos etanolyje 70 % — 5 sekundes, NaCIO 1,5 % tirpale — 20 min, 3
kartus plaunamos steriliu distiliuotu vandeniu. Séklos sodinamos j Petri léksteles laminare.
Laminare sterilinamas ultravioletiniais spinduliais ir 70 % etanoliu.

2.4. Augaly lasteliy maitinamosios terpés paruoSimas

Augaly lasteléms auginti yra reikalinga maitinamoji terpé ir joms auginti reikalinga optimali
temperatira ir Sviesa. Kultivuojant augaly lasteles in vitro maitinamoji terpé buvo sudaryta is:
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makroelementy, mikroelementy, gelezies Saltinio, organiniy priedy, anglies Saltinio bei
augimo hormony.

EZiuolés, kie¢io augaly sékly augimui buvo naudota Murashige ir Skoog (MS) terpé. Si terpé
viena placiausiai naudojama dél aukstos nitraty ir kalio bei amonio jony koncentracijos joje.
Terpé sterilizuojama autoklave 120 °C, esant 0,75 — atmosferos slégiui ir 15 minuciy.

Optimali augaly kultivavimo temperatiira buvo 20-22 °C, fotoperiodas — 24 val, MS terpés
pH 5,7. Eksplantai reguliariai perkeliami j $viezig maitinamajg terpe kas ménesj. MS terpés
pH reguliuojamas 0,1 N NaOH ir 0,1 N H2SOa.

2.1 lentelé. MS terpés reagenty kiekiai, kurie paimami i$ pradiniy tirpaly

Reagentai Reagenty kiekiai reikalingi 1 1 terpés
Makro druskos 50 ml
Mikro druskos 5 ml
Fe-EDTA 5 ml
Sacharozé 309
Agaras 5¢g
Organiniai priedai 5 ml

2.2 lentelé. Tyrimui naudotos terpiy sudétys

Terpé

Terpés sudétis

EZiuolés kaliaus kultira

BAP (3mg/l) + NAR (0,5 mg/l)

Kiecio kaliaus kultira BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l)

Serencio kaliaus kultiira BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l)

2.5. Augimo reguliatoriy paruoSimas

Augimo reguliatoriy medziagos 0,1 mg/ml tirpalo paruoSiama — pasverta 10 mg tiriamojo
junginio ir suberta j matavimo kolbg bei istirpinta 2-5 ml tirpiklio (distiliuotas vanduo). Kai
milteliai visiSkai iStirp¢ praskiedziama iki reikiamo tirio, tai yra 100 ml. Paiimti reikalingas
tirlamyjy medziagy tirpalo turis i$ pradinio tirpalo skai¢iuojamas pagal pateikta 2.1 formule:

__AXB,
==

X (2.1)

Cia

X —reikalingas paiimto tirpalo tiiris i§ pradinio paruosto tirpalo su tiriamaja medziaga, ml,
A —reikalinga gauti galutiné koncentracija, mg/l;

B — praskiedimo tiris, 1;

C — pradinio tirpalo, paruosto su tiriamajg medziaga, koncentracija, mg/ml;

2.6. Tiriamyjy junginiy tyrimy metodika

2.6.1.Vaistiniy augaly ekstrakty antioksidacinis aktyvumas DPPH metodu

0,2 g susmulkinta augalinés medziagos uzpilta 2 ml metanoliu ir homogenizuota 10 min
kratytuve 25 °C. Homogenizatas centrifuguotas 9000 aps/min 10 min ir filtratas surinktas
[40].
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Tiriamajam tirpalui paruosti j mégintuvélj jpilama 0,077 ml paruosto ekstrakto, 3 ml DPPH
etaloninio tirpalo. Mégintuvélio turinys sumaiSomas ir po 15 minuciy laikymo tamsoje
matuojama tirpalo S$viesos sugertis 515 nm bangos ilgyje. Palyginamajam tirpalui |
meégintuvelj jpilama 0,077 ml metanolio, 3 ml DPPH etaloninio tirpalo. Etaloninis tirpalas
DPPH ruosiamas 0,0024 g DPPH radikalo tirpinant metanolyje 100 ml talpos matavimo
kolboje. DPPH radikalo slopinimas procentais apskai¢iuojamas pagal 2.2 formulg:

% slopinimas = (ABA;AA)X 100 %; (2.2)

B
Cia
Ag — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis;
Ana — tiriamojo tirpalo $viesos sugerties dydis [40].

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

Isdziovinta augaliné medziaga (0,1 g) ekstrahuojama metanolyje (5 ml) 45 °C, 30 min.
Ekstrakta centrifuguojamas 10 min ir supernatantas naudojamas tolimesniam tyrimui. Gautas
ekstraktas 100 pl yra sumaiSomas su 3 ml FRAP reagentu. Reakcijos miSinys matuojamas 593
nm bangos ilgyje. Kalibravimo kreivé ruosiama i§ FeSO4 x 7H20 (5, 10, 15, 20, 25 pumol/l).
Kalibravimo kreivés reik§mé apskaic¢iuojama pmol/l Fe(ll)/I | FeSO4x 7H,0 [41].

Gelezies chlorido paruosimas (10ml):

_ 0,02x10x270,3 _ 54,06

1x1000 1000 ~ »0°*4g
Kalibraciné tiesé FeSOs X 7H»0:

1, X110 _ 5025 ml + 3 ml FRAP
2000 pl

2. L0HX10 _ 05 mi + 3 mi FRAP
2000 pl

3. BHX0 _ 0075 mi + 3 mi FRAP
2000 pl

4, 22HX10 _ 01 mi +3mi FRAP
2000 pl

5, BHX10 _ (125 ml + 3 ml FRAP
2000 pl

Ir praskiedziame iki 10 ml H2O. Sugertis matuojama prie 593 nm bangos ilgis [41].
2.6.3.Chlorofilo a ir b bei karotinoidy nustatymas augaluose

Chlorofilo a ir b nustatymui pasveriama 0,1 g augaly lapy, kurie susmulkinami grastuvélyje.
Ipilama 10 ml 96 % etanolio, sumaiSoma iki vientisos masés ir filtruojama. Nufiltruoto
ekstrakto tiris iSmatuojamas cilindru. Ekstraktai praskiedziami etanoliu iki tol, kol Sviesos
sugerties praskiesty tirpaly bty nuo 0,1 iki 0,8 ribose. Filtratas supilamas j matavimo kiuvete
ir matavimai atliekami spektofotometru 662 nm (chlorofilo a), 644 nm (chlorofilo b) ir 441
nm (karotinoidams) bangy ilgiuose [62].
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Pigmenty koncentracija (mg/l) apskai¢iuojama pagal 2.3; 2.45; 2.6 formules:

Chlorofilo a koncentracija (mg/l ): C, = 9,784 X Dgg, — 0,99 X Dgya, (2.3)
Chlorofilo b koncentracija (mg/l ): C, = 21,426 X Dgssq — 4,65 X D¢, (2.4)
C,+ C, = 5,134 X Dggp + 20,436 X Dy, (2.5)
Karotinoidy koncentracija (mg/l): C,, = 4,695 X Dyyq — 0,268 x C, + Cp, (2.6)

Pigmenty koncentracija mg/100g apskai¢iuojama pagal 7 formulg:

__ CxVxV;x100
T nxV;x1000

, (2.7)

Cia C — pigmenty koncentracija, mg/I;

V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;

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

n — augaliné masé, g [62].

2.6.4. Bendras fenoliniy junginiy nustatymas Folino-Kiokalto metodu

Sausa, susmulkinta augalin¢ medziaga (0,1 g) yra pasveriama ir | mégintuvélj jpilama 10 ml
acetono (70 %) ir maiSoma termostatuojamajame kratytuve 20 min kambario temperatiiroje.
Meéginys centrifuguojamas 10 min 9000 aps/min 4 °C. Supernatantas surenkamas ir laikomas
ant ledo [63].

Kalibravimo kreivés parengimas. Paimama 0,0; 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100; 110;
120; 130 pl standartinio tanino riigsties tirpalo, pridedama distiliuoto vandens, kad kiekis
mégintuvéliuose bty lygus 500 ul. | §j tirpalg pridedama 250 ul Folino-Kiokalto reagento ir
1,25 ml natrio karbonato tirpalo. SumaiSoma ir inkubuojama kambario temperatiiroje
tamsoje. Po 40 min i§ matuojama Sviesos sugertis 725 nm bangos ilgyje prie§ tus€iag meginj
[63].

Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas. Paimama paruoSto ekstrakto
(10, 20, 30, 50, 100 pl) ir praskiedziama vandeniu iki 500 pl. Pridedama j ji 250 pl Folino-
Kiokalto reagento ir tada jpilama 1,25 ml natrio karbonato tirpalo. SumaiSoma ir matuojama
tirpalo $viesos sugertis 725 nm bangos ilgyje po 40 min laikyto tamsoje [63].

Bendra fenoliniy junginiy koncentracija mg/100mg apskai¢iuojama i$ 2.8 formulés:

axVx100,

X = : (2.8)

nXVl

Cia a— tanino riigities koncentracija i§ kalibravimo kreivés, mg/ml;
V — pradinis ekstrakto tiiris ml;

V1 — pradinis ekstrakto taris, ml, paimtas praskiedimui;

n — augaliné masé, mg [63].
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2.6.5. Katalazés aktyvumo nustatymas

0,1 augalinés zaliavos susmulkinama ir tirpiy baltymy ekstrakcija vykdoma 0,05 M K/Na
fosfatiniame buferyje (pH=7,8) 4 ml turyje, turinéiame 1 mM ditiotreitolio (DTT), 0,5 mM
fenilmetilsufonilfluorido (PMSF), istirpinto DMSO, 1-3 mg polivinilpirolidono. Méginys
centrifuguojamas 9000 aps/min 10 min, surinktas supernatantas dar karta centrifuguojamas
Eppendorf mégintuvéliuvose. Baltymy nustatymui paimama 200 ul méginio ir jpilama 2 ml
Bradfordo reagento bei iSmatuojama Sviesos sugertis 595 nm bangos ilgyje. ParuoSiama
baltymy kiekio kalibravimo kreivé pagal albuming. Reakcijos misinyje 4 ml tario yra 100 pl
fermentinio preparato, 3900 pl 0,05 M K/Na fosfatinio buferio. Prie§ matavimg 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 naudojant 2.9 formule:

__1000xXAE XV,

A : (2.9)

kxm

Cia A — sunaudoto vandenilio peroksido kiekis per 1 minut¢/1 mg baltyminio preparato;

AE — vidutiné $viesos sugerties reikSme per 1 min;

V — bendras miSinio taris, m;

k — molinés ekstinkcijos koeficientas 32,57;

m — baltymo masé preparato turyje, mg. (Baltymo kiekis apskai¢iuojamas pagal kalibravimo
kreive) [64].

2.6.6. Fermento superoksido dismutazes aktyvumo nustatymas

0,1 g augalinés zaliavos susmulkinama ir vykdoma ekstrakcija, 066 M K/Na fosfatiniame
buferyje (pH=7,4) 4 ml taryje, turinéiame 1 mM ditioteritolio (DTT), 0,5 mM
fenilmetilsufonilfluorido (PMSF), istirpinto DMSO, 1-3 mg polivinilpirolidono. Méginys
maiSomas kratytuve 10 min 25 °C. Méginys centrifuguojamas 9000 aps/min 10 min ir
supernatantas (400 pl) dar karta centrifuguojamas Eppendorf tipo mégintuvéliuose [39].

Baltymy nustatymui paimama 200 pl méginio ir jpilama 2 ml Bradfordo reagento bei
iSmatuojama Sviesos sugertis 595 nm bangos ilgyje. ParuoSiama baltymy kiekio kalibravimo
kreivé pagal albuming. | kitag mégintuvélj jpilama 40 pl méginio, 400 pl 40 mM Tris-HCI
buferio (pH=7,8); 200 pl 10 MM L-metionino; 200 pul 54 uM nitromélynojo tetrazolio; 500 pl
0,025 % Tritono X-100; 20 pl 3 pM riboflavinas, 620 pl distiliuoto vandens. Taip pat
paruoSiamas kontrolinis meginys be fermentinio preparato. Meéginiai apSvie€iami
liuminescentinémis lempomis 30 min. Sviesos sugertis matuojama 560 nm bangos ilgyje [39].

Fermento SOD aktyvumas apskai¢iuojamas pagal 2.10 formulg:

E
log(;%)

" log2xm’

(2.10)

Cia A—SOD aktyvumas vnt/mg;
Ek — Sviesos sugertis kontrolinio méginio;
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Et — Sviesos sugertis tiriamojo méginio;
m — baltymo mas¢ preparato tiiryje, mg (Baltymo kiekis apskai¢iuojamas pagal Bradfordo

metodg) [39].

Albumino kalibraciné tiesé. Albumino tirpalas ruosiamas taip: 25 mg albumino iStirpinama

25 ml vandens. I§ pradinio tirpalo imami Zinomo ttirio méginiai (ml) ir iki 10 ml skiedziami

distiliuotu vandeniu [39].

2.3 lentelé. Albumino kalibravimo kreivés sudarymas [39]

Eil. Nr. | Albumino pradinio tirpalo tiiris, ml

IKi 10 ml skiesto tirpalo koncentracija mg/ml

1 0,2 0,02
2 04 0,04
3 0,6 0,06
4 0,8 0,08
5 1,0 0,1
6 1,2 0,12
7 14 0,14
8 1,6 0,16
9 1,8 0,18

Kalibravimo kreivei | pirmg mégintuvélj jpilama 0,2 ml distiliuoto vandens, o | 2-10
mégintuvélius po 0,2 ml skiesto albumino tirpalo. | visus mégintuvélius jpilama 2 ml

Bradfordo reagento. Méginiai sumaiSomi ir matuojami spektrofotometru bangos ilgyje 595
nm. Braizoma kalibravimo kreivé [39].

2.6.7. Malondialaldehido (MDA) koncentracijos nustatymas

Augaliné Zaliava (100 mg) homogenizuojama su 1,5 ml 20 % trichloracto rtigstimi ir tirpalas
centrifuguojamas 9000 aps/min 10 min 4 °C. Supernatantas (0,3 ml) sumaiSomas su 1,2 ml
0,5 % tiobarbitiirine rigstimi (iStirpinta 20 % trichloracto riigStyje) ir inkubuojamas 95 °C
temperatiiroje 30 min, atSaldomas ir centrifuguojamas 15 min 9000 aps/min. Sviesos sugertis
iSmatuojama 532, 600 nm bangos ilgiuose. MDA koncentracija apskai¢iuojama:

_ (Es32—Eg00) X Ve X 2
Ck =

kxmgxVy !

Cia

Cy — MDA koncentracija pumol/g;

E — tirpalo Sviesos sugertis;

V. — ekstrakto tiris, ml;

V, —ekstrakto tiiris analizei, ml;

(2.11)

k — molinés ekstinkcijos koeficientas 156 Mm™?*xcm

m, — bandinio masé, ekstrakcijai, g [65].
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2.6.8. Askorbatperoksidazés aktyvumo nustatymas

0,1 g augalinés zaliavos susmulkinama su atSaldytu 4 ml 0,1 M fosfatiniu buferiu (pH=7),
kuris turi 1 mM ditioteritolio (DTT), 0,5 mM fenilmetilsufonilfluorido (PMSF), istirpinto
DMSO. Méginys maiSomas kratytuve 10 min 25 °C. Méginys centrifuguojamas 9000 aps/min
20 min ir supernatantas (400ul) dar kartg centrifuguojamas Eppendorf mégintuvéliuose.
Baltymy nustatymui paimama 200 pl méginio ir jpilama 2 ml Bradfordo reagento bei Sviesos
sugertis iSmatuojama 595 nm bangos ilgyje. PatuoSiama Paruo$iama baltymy kalibravimo
kreive pagal albuming.
Reakcijos misinyje (6ml) yra 3 ml 0,1 M fosfatinio buferio (pH=7), 0,6 ml 0,5 mM askorbo
ragsties, 0,06 ml 0,1 mM EDTA , 0,06 ml 0,1 mM vandenilio peroksido ir 0,2 ml fermentinio
preaparato. Reakcija prasideda pridéjus vandenilio peroksido ir matuojamma Sviesos sugertis
290 nm bangos ilgyje ir fiksuojama 3 minutes. Askorbatperoksidazés aktyvumas nustatomas
pagal 2.12 formule:

Vv
pav
AEmin X T000 T VbuftVperok)

A= , (2.12)

kxm

Cia A — fermento aktyvumas, mmol/mg;

AEmin — viduting Sviesos sugerties reikSmé per 1 min;

V — pavyzdzio tiris, pl;

Vbuferio — buferio tiiris, ml;

Vperoks — vandenilio peroksido tiiris, ml;

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

m — baltymo masé¢ preparato tiiryje, mg. (Baltymo kiekis apskai¢iuojamas pagal Bradforda).

2.6.9. L-Prolino koncentracijos nustatymas

100 mg vaistinés augalinés Zaliavos susmulkinama ir uZpilama 4 ml distiliuotu vandeniu
mégintuvélyje. Mégintuvélis su augaline zaliava 3 kartus uzverdamas iki virimo ir at§aldomas.
Atsaldytas mégintuvél] reikia centrifuguoti 10 min 9000 aps/min. Gautas ekstraktas
praskiedziamas iki 6 ml ir toliau naudojamas tyrimams [66].

I kita mégintuvel; jpilama 1 ml ekstrakto, 1 ml acto rugsties, 1 ml ninhidrininio reagento (1,25
g ninhidrino, 20 ml 6 M H3POa, 30 ml acto rugsties) ir verdama 1 val verdancioje vandens
voneléje. | kontrolinj méginj vietoj ekstrakto jpilama 1 ml distiliuoto vandens. Sviesos
sugertis iSmatuojama 520 nm bangos ilgyje. Prolino koncentracija apskai¢iuojama naudojantis
kalibravimo kreive pagal 2.13 formulg:

Cx = X% Vbendras f,:":tbxfn (2.13)
Cia

Cx — prolino koncentracija pumol/g;

E — tirpalo Sviesos sugertis;

k — prolino kiekis, gautas pagal kalibravimo kreive (umol);

Vbendras — bendras ekstrakto tiiris, ml;
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Vpaimta — paimto ekstrakto tiiris, ml;
m — vaistinés augalinés Zaliavos kiekis, g [66].

2.6.10. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy nustatymas augaluose

I8dziovinta augaliné masé (0,1 g) ekstrahuojama metanolyje (5 ml) 45 °C 0,5 val. Ekstraktas
centrifuguojamas ir naudojamas tyrimamas. I 0,5 ml skirtingy koncentracijy ekstrakty
méginius, supilama 1,25 ml 0,2 M fosfatinio buferio bei 1,25 ml K3[Fe(CN)e]. SumaiSoma ir
inkubuojama 50 °C temperatiiroje 20 min. Po to pridedama 1,25 ml 10 % trichloracto riigsties
ir sumaiSoma. Centrifuguojama 10 min [47].

VirSutinio tirpalo (2,5 ml) sumaiSoma su 2,5 ml distiliuotu vandeniu ir 0,5 0,1 % FeCls,
Méginiai iSmatuojami 700 nm bangos ilgyje. Didesné Sviesos sugertis reiskia didesnes
redukcines savybes [47].

0,1x100

FeCl3 10 ml= =0,01g;

Koncentracijos:

_01x1
T s

X

= 0,02 g/ml

Naudojam 0,005 ir 0,0025 koncentracijas

_0005x05 _
- 002 oM
_00025x05 _
-7 002 7V m

0,5 ml - 0,125 ml = 0,375 ml (metanolio)
0,5 ml - 10,0625 ml = 0,4375 (metanolio).
2.6.11. Flavonoidy koncentracijos nustatymas augaluose

0,5 g susmulkintos augalinés zaliavos maiSoma su 5 ml 80 % metanolio parg laiko esant 150
aps/min. Homogenatas centrifuguojamas 9000 aps/min 10 min ir supernatantas naudojamas
tolimesniam tyrimui. Bendra flavonoidy koncentracija nustatoma su aliuminio chloridu. [
augalo ekstraktg 0,1 ml jpilama metanolio 80 % iki 1 ml ir 1 ml 2 % aliuminio chlorido.
MiSinys palickamas stovéti 30 min ir absorbcija iSmatuojama 415 nm bangos ilgyje.
Flavonoidy koncentracija apskai¢iuojama pagal kvercetino koncentracijg, gautg i$ kalibracinés
kreivés. Flavonoidy koncentracija mg/g pagal kverceting apskaic¢iuojama pagal 2.14 formulg:

C= Cl;( V; (214)

Cia C1 — kvercetino koncentracija mg/ml pagal kalibravmo kreive;
V — ekstrakto pradinis tdris, ml;
g — augalo masé, g [67].
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Kvercetino Kkalibraciné tiesé. Kvercetinas (1 mg/ml) istirpinamas metanolyje. Toliau
paruosiamos kvercetino koncentracijos: 10 mg/l; 20 mg/l; 30 mg/l; 40 mg/l; 50 mg/l.

1. ] pirmajj mégintuvélj jpilama 0,1 ml kvercetino ir 0,15 ml aliuminio chlorido 20 % bei
praskiedziama iki 5 ml metanoliu.

2. [ antrajj mégintuvélj jpilama 0,2 ml kvercetino ir 0,15 ml aliuminio chlorido 20 % bei
praskiedziama iki 5 ml metanoliu.

3. [ trecigji mégintuvélj jpilama 0,3 ml kvercetino ir 0,15 ml aliuminio chlorido 20 % bei
praskiedziama iki 5 ml metanoliu.

4. ] ketvirtajj mégintuvelj jpilama 0,4 ml kvercetino ir 0,15 ml aliuminio chlorido 20 %
bei praskiedziama iki 5 ml metanoliu.

5. | penktaji mégintuvélj jpilama 0,5 ml kvercetino ir 0,15 ml aliuminio chlorido 20 %
bei praskiedziama iki 5 ml metanoliu.

Absorbcija iSmatuojama 415 nm bangos ilgyje. Braizoma kvercetino kalibraciné kreivé [67].
2.6.12. Liuteino koncentracijos nustatymas augaluose

I augaling zaliavg 100 mg jpilama 20 ml acetono ir maiSoma 3 valandas 250 rpm 25 °C.
Suspensija palickama stovéti 5 min ir centrifuguojama 10 min 9000 aps/min 4 °C.
Supernatantas yra surenkamas, nuosédos maiSomas pridéjus 10 ml acetono 1 valanda 250 rpm
25 °C. Méginys yra centrifuguojamas 15 min 9000 aps/min ir §viesos sugertis iSmatuojama
466 nm bangos ilgyje. Liuteino koncentracija nustatoma naudojant 2.15 formulg:

C=Auss/(14,45 x 10%) x (1/b) x 568,88 x V/M x 1L/10%ml x 10°mg/g x Kg/10%g; (2.15)

Cia C — liuteino koncentracija (mg/g);

Auses — absorbcija;

b — bangos ilgis;

V — ekstrakto tiris , ml,

M — augaliné¢ Zaliava, kg;

14,45 x 10* — molinés ekstinkcijos koeficientas (Lmolcm™) [59].

2.6.13. Antibakterinis tiriamyju junginiy nustatymas

I susmulkintg augaline Zaliava (0,5 g) jpilama 5 ml DMSO ir palieckama 1-7 paroms kambario
temperattiroje. Po 1-2 pary ekstraktas centrifuguojamas 10 min 9000 aps/min ir atliekamas
antibakterinio aktyvumo jvertinimas prie§ gramteigiamas ir gramneigiamas bakterijas.
Paruosiama LB terpé Petri 1¢kstelése ir ant jy perkeliamos gramteigiamos ir gramneigiamos
bakterijos (50 pl). Po to j Petri 1éksteles jdedami diskeliai ir ant jy uzpilama 25 pl tiriamyjy
augaly ekstrakto (2.1 pav.). Petri 1ékstelés jdedamos | termostatg 37 °C. Po paros stebimas
vaistiniy augaly ekstrakty antibakterinis aktyvumas. Bakterijy Sviesos sugertis iSmatuojama
600 nm bangos ilgyje.
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Q A — popierinis diskelis su tiriamuoju junginiu

O O B — bakterijy augimo slopinimo zona

C — mikroorganizmy augimas

2.1 pav. Antibakterinio poveikio jvertinimas: a) antibakterinio poveikio jvertinimas, b) Petri lekstelé

su kultivuojama bakterijy kultiira, c) diskeliy iSdéstymas Petri 1éksteléje
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Svarbiausias augaly auginimas steriliomis salygomis ant maitinamyjy terpiy vadinamas
izolivoty audiniy kultira. Tinkamoms augaly kultiry augimo salygoms uztikrinti reikia:
atrinkti atitinkamus kulttiry audinius, parinkti maitinimo terpes su mikro, makro elementais ir
augimo hormonais (svarbu uztikrinti maitinamosios terpés konsistencija), sterilias sglygas
[35]. Gvazdikinio serencio ir kiecio kaliaus kultiiros in vitro pateiktos 3.1 paveiksle.

3.1 pav. Gvazdikinio serencio ir kie¢io kaliaus kulttros in vitro

3.1. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas pagal DPPH metoda

Augaly ekstrakty antiradikalinis aktyvumas jvertinamas kiek procenty stabilaus 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo neutralizuoja fenoliniai junginiai. Fenoliniams junginiams
budingas antioksidacinis aktyvumas dél jy gebéjimo inaktyvinti laisvuosius radikalus [40].

100 8934 91.97
S 79.09 81.45
] % 65.98
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Vivo Kaliaus  serencio lapai serentis ziedai  serentis
kultara in vivo kaliaus kultiira

Augaliné zaliava
3.2 pav. Augaly ekstrakty DPPH slopinimo jvertinimas

Vertinant eziuole ir serentj, buvo nustatytas antioksidacinis aktyvumas, kurio rezultatai
pateikti grafike (3.2 pav.). Didziausias antioksidacinis aktyvumas buvo nustatytas
ekstraktuose: gvazdikinio serencio ziedy in vivo — 91,97 % ir eziuolés kaliaus kultiry — 89,34
%, maziausias aktyvumas buvo gvazdikinio serencio lapy — 65,98 %.
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Augaliné zaliava
3.3 pav. Kiecio augaly ekstrakty DPPH slopinimo jvertinimas

Kiecio augaly ekstrakty antioksidacinio aktyvumo pagal DPPH rezultatai pateikti grafike (3.3
pav.). Didziausias antioksidacinis aktyvumas nustatytas ekstraktuose: paprastojo kiec¢io in vivo
stieby — 92.41 %, karc¢iojo kiecio lapy in vivo — 89,05 % ir vaistinio kie¢io kaliaus kultiiry —
81,04 %. Maziausias antioksidacinis aktyvumas buvo nustatytas ekstraktuose: vaistinio kie¢io
kaliaus kultiry — 70,08 %, vaistinio kie¢io in vivo — 60,45 %, kar¢iojo kiec¢io in vivo stieby —
52,26 %.

3.2. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos jvertinimas augaluose

Chlorofilo a ir b bei karotinoidy nustatymas augaly audiniuose paremtas Sviesos sugerties
nustatymu spektrofotometru bangos ilgiuose: chlorofilui a (662 nm); chlorofilui b (664 nm);
karotinoidams (441nm) [62].
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Augaliné zaliava
3.4 pav. Chlorofilas a esantis eziuolés ir gvazdikinio serencio augaly ekstraktuose

Pigmenty koncentracijos jvertinimo metu nustatyta, kad chlorofilo a koncentracija didZiausia
buvo gvazdikinio serencio lapy ekstrakte — 171,63 mg/100mg, o maziausia eZiuolés in Vvivo
ekstrakte — 3,21 mg/100mg. Taip pat, tokios pat mazos chlorofilo a koncentracijos buvo
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ekstraktuose: gvazdikinio serenéio Ziedy in vivo — 4,07%, eziuolés kaliaus kultiry — 5,20 %
bei gvazdikinio serencio kaliaus kultiiry 9,32%. Rezultatai pateikiami grafike (3.4 pav.).
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Augaliné Zaliava
3.5 pav. Chlorofilas a esantis kie¢io augaly ekstraktuose

Nustatytos trys didziausios chlorofilo a koncentracijos ekstraktuose: vaistinio kie¢io in vivo
— 102,96 mg/100mg, paprastojo kiecio lapy in vivo — 100,78 mg/100mg ir vaistinio kiecio
kaliaus kultiry — 46,95 mg/100mg. Trys maziausios chlorofilo a koncentracijos nustatytos
ekstraktuose: karciojo kiecio stieby in vivo — 9,58 mg/100mg, paprastojo Kiecio stieby in vivo
— 20,69 mg/100mg ir karciojo kie€io lapy in vivo — 25,89 mg/100mg. Rezultatai pateikiami
grafike (3.5 pav.).
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Augaling¢ zaliava
3.6 pav. Chlorofilas b esantis eziuolés ir gvazdikinio serencio augaly ekstraktuose

Chlorofilo b buvo koncentracija buvo gvazdikinio serencio lapy ekstrakte — 54,64 mg/100mg,
0 maziausia eziuolés in vivo ekstrakte — 5,18 mg/100mg. Mazos koncentracijos buvo
ekstraktuose: gvazdikinio serencio zZiedy in vivo — 7,29 mg/100mg, eziuolés kaliaus kulttry—
7.59 mg/100mg bei gvazdikinio serenéio kaliaus kultiry — 13,59 mg/100mg. Rezultatai
pateikiami grafike (3.6 pav.).
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Augaliné zaliava
3.7 pav. Chlorofilas b esantis kie¢io augaly ekstraktuose

Kiecio augaly ekstraktuose chlorofilo b koncentracijos buvo nustatytos ekstraktuose: vaistinio
kie¢io in vivo — 62,13 mg/100mg, paprastojo kieCio lapy in vivo — 55,62 mg/100mg.
Maziausios koncentracijos nustatytos kar¢iojo kieCio stieby in vivo ekstrakte — 8,02
mg/100mg, kar¢iojo kieCio lapy in vivo ekstrakte — 15,36 mg/100mg, likusiyjy augaly
ekstrakty koncentracijos labai nezymiai skyrési nuo karciojo kie€io lapy in vivo ekstrakte
koncentracijos (3.7 pav.).

56.73

(o2}
o

a1
o

N
o

29.26

w
o

N
o

=
o

0.19

Pigmenty koncentrcija mg/100mg
o

Gvazdikinis serentis  Gvazdikinis serentis lapai EZiuolé in vivo
ziedai in vivo
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3.8 pav. Karotinoidy koncentracijos eziuolés ir gvazdikinio serencio augaly ekstraktuose

Didziausios karotinoidy koncentracijos buvo ekstraktuose: gvazdikinio serencio lapy — 56,73
mg/100mg ir gvazdikinio serencio Ziedy in vivo — 29,26 mg/100mg. MaZiausia karotinoidy
koncentracija buvo eziuolés in vivo ekstrakte — 0,19 mg/100mg. Karotinoidy nebuvo aptikta
gvazdikiniame serencio kaliaus kultiiry ir eziuolés kaliaus kultiry ekstraktuose (3.8 pav.).
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3.9 pav. Karotinoidy koncentracijos kie¢io augaly ekstraktuose

Kiecio augaly ekstraktuose didziausios karotinoidy koncentracijos buvo: paprastojo kiecio in
vivo — 47,85 mg/100mg, vaistinio kie¢io in vivo — 28,48 mg/100mg ir vaistinio kiecio kaliaus
kultary — 15,88 mg/100mg. Maziausios karotinoidy koncentracijos nustatytos — karciojo
kiecio stieby, lapy in vivo ekstraktuose (3.9 pav.).

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

Antioksidacinis aktyvumas augaluose buvo atliekamas pagal FRAP metoda, naudojant 2,4,6-
tripiridil-s-triazing. Sis metodas nurodo augalo redukuojandias savybes, pagal Fe**-TPTZ
redukcija j Fe?*-TPTZ (mélyna spalva). Kuo redukuojanéios savybés stipresnés tuo
intensyvesné tirpalo spalva. Pagal kalibravimo kreive buvo gauta tiesiné Fe?* jony
koncentracijos priklausomybé nuo $viesos sugerties [41].

0.45
0.4 y=0.0171X-0.0

0.35
0.3

Sviesos sugertis, esant 593 nm
bangos ilgiui

0 5 10 15 20 25 30
Koncentracija pmol/I

3.10 pav. FeSO4x 7H20 (umol/l) kalibraciné kreivé

ISvesta lygtis y=0,0171x-0,001 (3.10 pav.) ir ji naudojama apskaiciuoti antioksidacinj
aktyvumga tiriamyjy augaly ekstraktuose.
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3.11 pav. Fe (11) koncentracijos (umol/l) jvertinimas eZiuolés ir gvazdikinio serencio augaly
ekstraktuose

Ivertinant eziuolés ir gvazdikinio serencio augaly ekstrakty koncentracijas pagal FRAP
metodg Fe (II) nustatyta, didziausia Fe (I1) koncentracija buvo gvazdikinio serencio Ziedy in
vivo ekstrakte — 630,94 umol/l, o maZziausia gvazdikinio serencio kaliaus kultiiry ekstrakte —
40,58 pumol/l. Eziuolés in vivo ekstrakte, eziuolés kaliaus kultiiry ekstrakte bei gvazdikinio
serencio lapy ekstrakte Fe (II) koncentracijos nezymiai skyrési nuo 68,07—76,55 pmol/I (3.11

pav.).
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3.12 pav. Fe (1) koncentracijos (umol/l) jvertinimas kiecio augaly ekstraktuose

Ivertinant vaistinio, paprastojo ir karciojo kieCio augaly ekstraktus, didZiausios Fe (II)
koncentracijos nustatytos ekstraktuose: paprastojo kie¢io lapy in vivo — 310,76 pmol/l,
vaistinio kiecio kaliaus kultiiry — 149,06 umol/l ir karciojo kiecio lapy in vivo — 94,68 umol/l.
Maziausios Fe (II) koncentracijos buvo ekstraktuose: karciojo kie¢io stieby in vivo — 37,95
umol/l, vaistinio kiecio in vivo — 67,19 pmol/l ir paprastojo kiecio lapy in vivo — 74,50 pmol/l
(3.12 pav.).
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3.4. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas Folino-Kiokalto metodu

Pagal Folino-Kiokalto metoda galima nustatyti bendrasias fenoliniy junginiy koncentracijas
augaly ekstraktuose (skirtingy tariy 30, 50, 100).
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6 6.5

Gauta lygtis

3.14 pav. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas eziuolés ir gvazdikinio serencio
augaly ekstraktuose (30 pl ekstrakto tiris)

Didziausios bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos buvo nustatytos ekstraktuose:
eziuolés kaliaus kultiry (30 pl) — 0,93 mg/100mg, gvazdikinio serencio lapy — 0,73
mg/100mg ir eziuolés in vivo — 0,56 mg/100mg. Maziausios bendrosios fenoliniy junginiy
koncentracijos buvo nustatytos ekstraktuose: gvazdikinio serencio kaliaus kultiry — 0,11

mg/100mg bei gvazdikinio serencio ziedy in vivo — 0,39 mg/100mg (3.14 pav.).
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3.15 pav. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas kie¢io augaly ekstraktuose (30 pl
ekstrakto turis)

Tame pafiame paimtame turyje, lyginant kiecio augaly ekstraktus didziausios Fe (I1)
koncentracijos nustatytos ekstraktuose: karciojo kiecio stieby in vivo — 2,28 mg/100mg,
vaistinio kie¢io kaliaus kultiry — 1,44 mg/100mg ir paprastojo kie¢io lapy in vivo — 0,94
mg/100mg. Maziausios Fe (Il) koncentracijos nustatytos vaistinio kie¢io in vitro — 0,36
mg/100mg, paprastojo kiecio stieby in vivo — 0,37 mg/100mg ir karciojo kiecio lapy in vivo —
0,53 mg/100mg (3.15 pav.).
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3.16 pav. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas vaistinio kiecio ir gvazdikinio
serencio augaly ekstraktuose (50 pl ekstrakto tiris)

N w

N
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mg/100mg

Didziausios bendryjy fenoliniy junginiy koncentracijos buvo nustatytos vaistinio kiecio ir
gvazdikinio serencio augaly ekstraktuose (50 pl): vaistinio kiecio in vivo — 2,86 mg/100mg,
gvazdikinio serencio kaliaus kulttry — 1,95 mg/100mg ir vaistinio kie¢io kaliaus kultry i$
lapy — 1,76 mg/100mg. Maziausios bendryjy fenoliniy junginiy koncentracijos buvo
nustatytos ekstraktuose: vaistinio kieCio kaliaus kultiry i§ stieby — 1,08 mg/100mg ir
gvazdikinio serencio in vitro — 1,24 mg/100mg (3.16 pav.).
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3.17 pav. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas vaistinio kiecio ir gvazdikinio
serencio augaly ekstraktuose (100 ul ekstrakto tiiris)

Vaistinio kiecio ir gvazdikinio serencio augaly ekstraktuose didziausios bendryjy fenoliniy
junginiy koncentracijos buvo nustatytos ekstraktuose: vaistinio kiec¢io in vitro — 5,92
mg/100mg, vaistinio kie¢io kaliaus kulttry i$ stieby — 3,80 mg/100mg ir gvazdikinio serenéio
kaliaus kultary — 3,68 mg/100mg. Maziausios fenoliniy junginiy koncentracijos buvo
nustatytos ekstraktuose: wvaistinio kieCio kaliaus kultiry i§ lapy — 2,54 mg/100mg ir
gvazdikinio serencio in vivo — 3,40 mg/100mg (3.17 pav.).

3.5. Katalazés aktyvumo jvertinimas

Katalazés aktyvumas nustatomas sunaudoto vandenilio peroksido kiekiu per 1 minutg/1mg
baltyminio preparato.
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3.18 pav. Katalazés aktyvumo jvertinimas eziuolés ir gvazdikinio serencio augaly ekstraktuose

Didziausias fermento aktyvumas (palyginus eziuolés ir gvazdikinio serencio augalus) buvo
ekstraktuose: gvazdikinio serenc¢io lapy — 100,29 vnt/mg, eziuolés kaliaus kultiry — 956,50
vnt/mg ir gvazdikinio serenCio ziedy in vivo — 448,45 vnt/mg. Maziausias fermenty
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aktyvumas buvo nustatytas ekstraktuose: gvazdikinio serencio kaliaus kultary — 21,32 vnt/mg
ir eziuolés in vivo — 63,90 vnt/mg (3.18 pav.).
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3.19 pav. Katalazés aktyvumo jvertinimas kiecio augaly ekstraktuose

Lyginant katalazés fermenty aktyvuma tarp kie¢io augaly didziausi fermento aktyvumai buvo
ekstraktuose: vaistinio kiecio kaliaus kulttry i§ lapy — 1232,13 vnt/mg, karciojo kiecio stieby
in vivo — 1092,77 vnt/mg ir paprastojo kie¢io stieby in vivo — 567,79 vnt/mg. Maziausias
katalazés fermenty aktyvumas buvo ekstraktuose: vaistinio kie¢io in vivo — 142,52 vnt/mg,
paprastojo kie¢io lapy in vivo ekstrakte — 297,69 vnt/mg ir kar¢iojo kie¢io lapy in vivo —
388,81 vnt/mg (3.19 pav.).

3.6. Fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas

Fermento SOD aktyvumo jvertinimui buvo naudojami eziuolés, gvazdikinio serencio ir kiecio
augaly ekstraktai, biitina suZinoti baltymo mase preparato tiiryje, todél braizoma albumino
kalibraciné kreiveé [39].
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ISvesta lygtis baltymams skai¢iuoti y=0,3146x+0,0257 (3.20 pav.).
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3.21 pav. Fermento SOD aktyvumo jvertinimas eZiuolés ir gvazdikinio serencio augaly ekstraktuose

Didziausias SOD fermento aktyvumas (eziuolés ir gvazdikinio serencio augaly) buvo
nustatytas ekstraktuose: gvazdikinio serencio ziedy in vivo — 0,98 vnt/mg, eziuolés kaliaus
kulttry — 0,83 vnt/mg ir gvazdikinio serencio kaliaus kulttiry — 0,83 vnt/mg. MaZiausias SOD
aktyvumas buvo ekstraktuose: eziuolés in vivo — 0,27 vnt/mg ir gvazdikinio serencio lapy —
0,59 vnt/mg (3.21 pav.).
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3.22 pav. Fermento SOD aktyvumo jvertinimas kiecio augaly ekstraktuose

Didziausias fermento SOD aktyvumas (vaistinio, kar¢iojo, paprastojo kieCio augaly) buvo
nustatytas ekstraktuose: vaistinio kie¢io kaliaus kultiiry i$ lapy — 2,08 vnt/mg, vaistinio kie¢io
kaliaus kultory i§ stieby — 1,97 vnt/mg bei vaistinio kie¢io in vivo — 1,86 vnt/mg. Maziausi
fermento SOD aktyvumai buvo nustatyti ekstraktuose: paprastojo kie¢io lapy in vivo— 0,81
vnt/mg, karciojo kiec¢io lapy in vivo — 0,95 vnt/mg bei paprastojo kiecio stieby in vivo — 0,94
vnt/mg (3.22 pav.).

3.7. Malondialaldehido (MDA) koncentracijos jvertinimas

Vertinant lipidy peroksidacija, aktyviosios deguonies formos jungiasi prie dvigubojo
polinesoCiyjy riebaly rtgsciy rySio ir susidaro lipidy hidroperoksdinai. Kaip antriniai
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oksidacijos produktai susidaro atitinkami aldehidai, vienas jy malondialaldehidas (MDA). Jis
naudojamas, kaip molekulinis zymuo lipidy peroksidacijai [68].

M

0.70
0.60
0.60
2
o
g- 0.50
> 0.40 0.87
%
< 0.30
< 0.20 0.19 0.19
o 0.12
]
0.00
EZiuolé in vivo Eziuolé kaliaus Gvazdikinis  Gvazdikinis  Gvazdikinis
kulttra serentis lapai serentis kaliaus serentis Ziedai
kultaira in vivo

Augaliné zaliava
3.23 pav. MDA koncentracijos jvertinimas eziuolés ir gvazdikinio serencio augaly ekstraktuose

Eziuolés ir gvazdikinio serenCio augaly ekstaktuose nustatytos didziausios MDA
koncentracijos: gvazdikinio seren¢io ziedy in vivo — 0,60 pmol/g ir gvazdikinio serencio
kaliaus kultiiry — 0,37 umol/g. Maziausia koncentracija buvo nustatyta ekstraktuose: eziuolés
kaliaus kultiiry — 0,12 pmol/g, eziuolés in vivo — 0,19 umol/g bei gvazdikinio serencio lapy —
0,19 umol/g (3.23 pav.).
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3.24 pav. MDA koncentracijos jvertinimas kiecio augaly ekstraktuose

KieCio augaly ekstraktuose MDA didziausios koncentracijos buvo ekstraktuose: karciojo
kie¢io lapy in vivo — 0,33 umol/g, paprastojo kiecio lapy in vivo — 0,29 umol/g ir kar¢iojo
kiecio stieby in vivo — 0,20 umol/g. Maziausios koncentracijos buvo nustatytos ekstraktuose:
vaistinio kie¢io kaliaus — 0,10 pmol/g, vaistinio kie¢io in vivo — 0,15 pumol/g ir paprastojo
kiecio stieby in vivo — 0,120 umol/g (3.24 pav.).
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3.8. Askorbatperoksidazés aktyvumo jvertinimas

Askorbatperoksidazés aktyvumo jvertinimas priklauso antioksidaciniam fermentiniam
mechanizmui. Siuo procesu vyksta reaktyviy deguonies formy bei kity radikaly
neutralizavimas, naudojant jvairius mechanizmus mazinancius keliama stresg [69].
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3.25 pav. Askorbatperoksidazés aktyvumo jvertinimas eziuolés ir gvazdikinio serencio augaly
ekstraktuose

Didziausi askorbatperoksidazés aktyvumas (eziuolés ir gvazdikinio serencio augaly) buvo
nustatyti ekstraktuose: eziuolés in vivo — 0,22 mmol/mg, gvazdikinio serencio lapy — 0,18
mmol/mg ir gvazdikinio seren¢io ziedy in vivo — 0,16 mmol/mg. Maziausi fermento
aktyvumai buvo nustatyti ekstraktuose: gvazdikinio serencio kaliaus kultary — 0,10 mmol/mg
ir eziuolés kaliaus kultiiry — 0,12 mmol/mg (3.25 pav.).
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3.26 pav. Askorbatperoksidazés aktyvumo jvertinimas kie¢io augaly ekstraktuose

Didziausi askorbatperoksidazés aktyvumas (kieCio augaly) buvo nustatyti ekstraktuose:
vaistinio kie¢io in vivo — 0,23 mmol/mg, vaistinio kieCio kaliaus kultary i§ lapy — 0,20
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mmol/mg ir paprastojo kie¢io lapy in vivo — 0,11 mmol/mg. Maziausias aktyvumas kiecio
stieby in vivo ekstrakte —0,001mmol/mg (3.26 pav.).

3.9. L-prolino koncentracijos jvertinimas

L-prolino koncentracijai nustatyti reikalinga kalibraciné kreivé. 1§ kalibracinés kreivés
gaunamas L-prolino kiekis pmol, reikalingas apskai¢iuoti koncentracija.

08
0.7 y = 3.8481x - 0.005
06
05
04

0.3

bangos ilgiui

0.2
0.1

Sviesos sugertis esant 520nm

0
0 0.05 0.1 0.15 0.2

-0.1
Koncentracija pmol/I

3.27 pav. L-prolino kalibraciné kreive

ISvesta lygtis L-prolino kiekiui gauti y=3,8481x-0,0056 (3.27 pav.).
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3.28 pav. L-prolino koncentracijos jvertinimas eziuolés ir gvazdikinio serencio augaly ekstraktuose

Didziausios L-prolino koncentracijos nustatytos Siuose ekstraktuose: gvazdikinio serencio
ziedy in vivo — 76,87 umol/g, eziuolés kaliaus kultiiry — 38,92 umol/g ir eziuolés in vivo —
19,02 umol/g. Maziausios prolino koncentracijos buvo nustatytos ekstraktuose: gvazdikinio
serencio kaliaus kultiiry — 4,63 umol/g ir gvazdikio serencio lapy — 14,76 pumol/g (3.28 pav.).
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3.29 pav. L-prolino koncentracijos jvertinimas kiecio augaly ekstraktuose

Didziausios L-prolino koncentracijos (vaistinio, paprastojo, kar¢iojo kiecio augaly) buvo
nustatytos ekstraktuose: karciojo kie¢io stiecby in vivo — 84,50 pumol/g, paprastojo kie¢io
stieby in vivo — 81,65 umol/g ir paprastojo kiecio lapy in vivo — 77,22 umol/g. Maziausios L-
prolino koncentracijos buvo nustatytos ekstraktuose: vaistinio kiec¢io in vivo — 11,37 umol/g,
vaistinio kie¢io kaliaus kultiry i§ lapy — 57,04 pmol/g ir karé¢iojo kiecio lapy in vivo — 66,02
pmol/g (3.29 pav.).

3.10. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy jvertinimas augaluose

Kuo didesné §viesos sugertis, tuo didesnés redukcinés (antioksidacinés) savybes. Siy savybiy
jvertinimui buvo naudojamas 0,125 ml tiriamyjy augaly ekstrakty turis.
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3.30 pav. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy jvertinimas eziuolés ir gvazdikinio seren¢io augaly
ekstraktuose (0,125 ml ektrakto taris)

Didziausios redukcinés (antioksidacinés savybés) (gvazdikinio serencio ir eziuolés augaly)
buvo nustatytos ekstraktuose: gvazdikinio serencio Ziedy in vivo — 2,17, gvazdikinio serenc¢io
in vitro - 0,62 ir eziuolés kaliaus kultary — 0,50. Maziausios redukcinés savybés buvo
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gvazdikinio serencio kaliaus kultiry — 0,13, eZiuolés in vivo ekstrakte — 0,30 ir gvazdikinio

serencio lapy — 0,33 (3.30 pav.).
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3. 31 pav. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy jvertinimas kiecio augaly ekstraktuose ( 0,125 ml

ektrakto taris)

Vaistinio, paprastojo, karCiojo kieCio augaly ekstraktuose nustatytos buvo nustatytos
didziausios antioksidacinés savybés: kiecio kaliaus kultiiry — 1,94, paprastojo kiecio lapy in
vivo — 1,35 ir vaistinio kie¢io in vitro — 0,80. Maziausios savybés buvo nustatytos
ekstraktuose: karciojo kiecio stieby in vivo — 0,15, paprastojo kiecio stieby in vivo — 0,24 ir

vaistinio kiecio in vivo — 0,27 (3.31 pav.).

3.11. Flavonoidy koncentracijos jvertinimas augaluose

Flavonoidy koncentracijai nustatyti reikalinga kvercetino kalibraciné kreivé. IS kalibracinés
kreivés gaunama kvercetino koncentracija mg/L reikalinga skai¢iavimams.
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Gauta lygtis kvercetino koncentracijai y=0,0636x+0,0293 (3.32 pav.).
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3.33 pav. Flavonoidy koncentracijos jvertinimas eziuolés ir gvazdikinio serencio augaly ekstraktuose

Didziausios flavonoidy koncentracijos (gvazdikinio serencio ir eziuolés augaly) buvo
nustatytos ekstraktuose: gvazdikinio serencio ziedy in vivo — 49,35 mg/g, gvazdikinio serencio
kaliaus kultiry — 37,50 mg/g ir eziuolés in vivo — 18,33 mg/g. Maziausios flavonoidy
koncentracijos buvo nustatytos ekstraktuose: eziuolés kaliaus kultiry — 4,13 mg/g ir
gvazdikinio serencio lapy — 14,27 mg/g (3.33 pav.).
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3.34 pav. Flavonoidy koncentracijos jvertinimas kie¢io augaly ekstraktuose

Vaistinio, paprastojo ir kar¢iojo kie€io augaly ekstraktuose buvo didziausios flavonoidy
koncentracijos: vaistinio kie¢io kaliaus kultiiry — 13,77 mg/g, vaistinio kie¢io kaliaus kulttiry
— 12,18 mg/g ir paprastojo kieCio lapy in vivo — 12,10 mg/g. Maziausios flavonoidy
koncentracijos buvo nustatytos ekstraktuose: kar¢iojo kiecio stieby in vivo — 0,89 mg/g,
paprastojo kiecio stieby in vivo — 1,54 mg/g ir karciojo kie¢io lapy in vivo — 5,99 mg/g (3.34
pav.).
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3.12. Liuteino koncentracijos jvertinimas augaluose

Liuteino koncentracijos jvertinimas buvo atliktas remiantis molinés ekstinkcijos koeficientu
[59].
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3.35 pav. Liuteino koncentracijos jvertinimas eZiuolés ir gvazdikinio serencio augaly ekstraktuose

DidZiausia liuteino (eziuolés ir gvazdikinio serenc¢io)  koncentracija buvo nustatyta
ekstraktuose: gvazdikinio serencio ziedy in vivo — 795,25 mg/g, o maZiausia koncentracija
eziuolés in vivo — 56,10 mg/g, gvazdikinio srencio lapy — 87,60 mg/g (3.35 pav.).
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3.36 pav. Liuteino koncentracijos kiecio augaly ekstraktuose

Didziausios liuteino (vaistinio, paprastojo, karCiojo kiecio augaly) koncentracijos buvo
nustatytos ekstraktuose : paprastojo kiecio lapy in vivo — 22,43 mg/g, karc¢iojo kie€io lapy in
vivo — 114,17 mg/g ir karciojo kiecio stieby — 65,94 mg/g. Maziausios liuteino koncentracijos
nustatytos ekstraktuose: paprastojo kie€io stieby in vivo — 55,12 mg/g ir vaistinio kiecio
kaliaus kultary lapy — 1,97 mg/g (3.36 pav.).
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3.13. Antibakterinis augaly ekstrakty jvertinimas

Antibakteriniam augaly ekstrakty aktyvumui jvertinti buvo naudoti Siy augaly ekstraktai:
gvazdikinio serencio in vivo Ziedai, kar¢iojo kiecio in vivo stiebai, paprastojo kiecio in vivo
lapai, paprastojo Kkiecio stiebai in vivo, karéiojo kiecio in vivo lapai, gvazdikinio serencio
lapai, eziuolés kaliaus kulthros, vaistinio Kkiecio kaliaus kultiiros i§ lapy, vaistino Kiecio
kaliaus kultiros, vaistinis kiecio stiebai. Antibakteriniam aktyvumui jvertinti naudotos
keturios bakterijy kultiry rasys: Xanthomonas campestris, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Rhizobium radiobacter. Antibakteriniam aktyvumui nustatyti yra matuojama aplink diskelius
susidares slopinimo zonos diametras (mm).
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3.37 pav. Antibakterinis gvadikinio serencio ir kie¢io augaly ektrakty jvertinimas naudojant
Xanthomonas campestris bakterijas

Sio tyrimo metu didziausius antibakterinius aktyvumus pries Xanthomonas campestris
bakterijas parodé ekstraktai: karciojo kie¢io lapy in vivo — (slopinimo zona — 3,50 mm),
karc¢iojo kiecio stieby in vivo — (slopinimo zona — 3,33 mm) ir gvazdikinio serencio ziedy in
vivo — (slopinimo zona — 3,17 mm). Silpnesnis antibakterinis aktyvumas buvo ekstrakty:
paprastojo kiecio stieby in vivo — (slopinimo zona — 1,50 mm) ir paprastojo kiecio lapy in vivo
— (slopinimo zona — 1,67 mm) (3.37 pav.).

3.38 pav. Antibakterinis aktyvumas naudojant Xanthomonas campestris bakterijas (1 —
gvazdikinis serentis (in vivo), 2 — Kkartusis Kietis (in vivo), 3 — paprastasis Kietis (in vivo) ekstraktai
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Antibakteriniam aktyvumui istirti prie§ Xanthomonas campestris tolimesniam tyrimui naudoti
Sie ekstraktai: gvazdikinio serencio lapy, eziuolés kaliaus kultiiry, vaistinio kiecio kaliaus
kultiiry lapy, vaistinio kiec¢io kaliaus kultiiry ir vaistinio kiecio stieby zaliavy.
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3.39 pav. Antibakterinis gvazdikinio serencio, eZiuolés ir kie¢io augaly ekstrakty jvertinimas
naudojant Xanthomonas campestris bakterijas

Sio tyrimo metu didZiausia antibakterinj aktyvuma prie§ Xanthomonas campestris bakterijas
parodé ekstraktai: gvazdikinio serenéio lapy — (slopinimo zona 10,33 mm). Silpnesnius ir
panasius antibakterinius aktyvumus parodé ekstraktai: vaistinio Kiecio kaliaus kulttiry i$ lapy
— 4,83 mm ir vaistinio kiecio kaliaus kultiiry — 4,33 mm. Maziausias aktyvumas ekstraktuose:
eziuolés kaliaus kulttiry ekstraktas 1,83 mm ir vaistinio kiecio stieby — 3,33 mm (3.39 pav.).
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3.40 pav. Antibakterinis gvazdikinio serencio ir kie¢io augaly ekstrakty jvertinimas naudojant Bacillus
subtilis bakterijas

Pries Bacillus subtilis bakterijy kultirg antibakterinj aktyvumg parodé tik gvazdikinio
serencio lapy ekstraktas ir vaistinio kieCio stieby ekstraktas. Stipresnis aktyvumas buvo
vaistinio kieCio stieby ekstrakto — 4,00 mm (3.40 pav.).
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3.41 pav. Antibakterinis gvazdikinio serencio, eziuolés ir kiecio augaly ekstrakty jvertinimas
naudojant Escherichia coli bakterijas

Antibakteriniu aktyvumu pries Escherichia coli labiausiai pasizyméjo Sie ekstraktai:
gvazdikinio serencio ziedy in vivo — 9,67 mm , gvazdikinio serencio lapy — 8,00 mm ir
eziuolés kaliaus kultiry — 6,17 mm. Maziausius antibakterinius aktyvumus parodé Sie
ekstraktai: karciojo kiecio stieby in vivo — 2,00 mm, paprastojo kiecio stieby in vivo — 2,17
mm ir karciojo kiecio lapy in vivo — 3,83 mm (3.41 pav.).

Naudojant bakterijas Rhizobium radiobacter antibakterinis aktyvumas nustatytas tik su
karciojo kiecio lapy in vivo ekstraktu, kurio slopinimo skersmuo buvo 4,67 mm.
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3.42 pav. Antibakterinis gvazdikinio serencio ir eZiuolés augaly ekstrakty jvertinimas naudojant
Rhizobium radiobacter bakterijas

Naudojant bakterijas Rhizobium radiobacter antibakterinis aktyvumas buvo jvertinamas
naudojant gvazdikinio serencio ir eZiuolés augaly ekstraktus. DidZiausias antibakterinis
aktyvumas buvo nustatytas ekstrakty: gvazdikinio serencio ziedy in vivo — 4,67 mm,
silpnesnis gvazdikinio serencio lapy — 3,50 mm, silpniausiai eziuolés kaliaus kultiry — 1,67
mm (3.42 pav.).
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3.43 pav. Antibakterinis kiecio augaly ekstrakty jvertinimas naudojant Rhizobium radiobacter
bakterijas

Vertinant kieCio augaly ekstrakty antibakterinj aktyvuma naudojant Rhizobium radiobacter,
didziausias aktyvumas nustatytas ekstraktuose: paprastojo kiecio stieby in vivo — 3,67 mm,
kar¢iojo kiecio stieby in vivo — 3,50 mm ir vaistinio kiecio stieby — 3,33 mm. Silpniausias
aktyvumas buvo ekstraktuose: vaistinio kiecio kaliaus kultary i§ lapy — 1,33 mm, vienodg
aktyvuma parodé vaistinio kiecio kaliaus kulttiry ir paprastojo kiecio lapy in vivo — 1,67 mm
(3.43 pav.).

Buvo naudojamas antibiotikas Ciprofloxacin bei naudota jo koncentracija 50 pg/ml, pries 4
bakterijy kulttras Escherichia coli, Bacillus subtilis, Rhizobium radiobacter, Xanthomonas

campestris.
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@ E.Coli B. Subtilis R. Radiobacter X. Campestris
Bakterija

3.44 pav. Antibakterinis bakterijy aktyvumo jvertinimas pries antibiotikg Ciprofloxacin

Naudojant Ciprofloxacin antibiotikg antibakterinis aktyvumas stipriausias buvo naudojant
Escherichia coli bakterijas — 7,00 mm ir Xanthomonas campestris bakterijas — 5,50 mm.
Silpnesnis antibakterinis aktyvumas buvo su Bacillus subtilis bakterijas — 3,17 mm, o
silpniausias naudojant Rhizobium radiobacter bakterijas — 2,17 mm (3.44 pav.)
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4. Rekomendacijy dalis

Liuteino i$skyrimas yra vykdomas i§ vaistinio kiecio (lot. Artemisia dracunculus L.) (4.1
pav.) kaliaus kulttry in vitro.

Biomasés augimas vyksta dvejomis stadijomis. Pirmuoju etapu pagaminama terpé su
fitohormonais (T — 1), kuri autoklavuojama ir perkeliama j autoklavg (A — 1). Antru etapu
uzauginamos vaistinio kiecio in vitro kaliaus kultaros. Uzaugintos kultiiros perkeliamos ]
kolbg (K — 1), tuomet gaunama vaistinio kie¢io in vitro kaliaus kultdry suspensija ir
perkeliama j bioreaktoriy (B — 1), i kurj taip pat patenka ir autoklavuota terpé.

Uzaugintos vaistinio kie¢io kaliaus kultiros iScentriniu siurbliu (S — 1) patenka j centrifuga
(C — 1). Atlikus centrifugavimg, biomasé patenka sraigtinj transporterj (T — 1), 0 tada i$ jo
tiekiama per iScentrinj siurblj (S — 2) i dziovykla (D — 1). ISdziovinta augalin¢ zaliava
perkeliama ant juostinio transporterio (T — 2). I§ (T — 2) ir i8dZiovinta biomasé tiekiama j
blighinj maling, kuriame ji susmulkinama. Susmulkinta Zzaliava tiekiama juostiniu
transporteriu ir perkeliama j $arminio apdorojimo talpa (S — 1), kuri papildoma vandeniu ir
kalio Sarmu ir vyksta liuteino riebaly rtgsciy esterio muilinimas. Muilinimo metu gaunamas
liuteinas. Véliau liuteinas yra ekstrahuojamas ekstraktoriuje (EH — 1) heksanu. Liuteinas lieka
nepolinio tirpiklio fazéje ir siurbliu (S —5) patenka j ekstrakcijos talpa (E — 1) superkritiniy
skysciy ekstrakcijai atlikti.

Ekstrakcija vykdoma ekstrakcijos talpoje (E — 1). IS CO> talpos baliono (BL — 1) dujos
tiekiamos siurbliu (S —7) j CO2indg (TA — 1), kai tirpikliu naudojamas — etanolis. Voztuvu
(VO - 1) reguliuojamas CO> tiekimas | ekstrakcijos talpg (E — 1). Po ekstrakcijos
atskiriamas tirpiklis, kuris patenka j pirmaja bandinio talpg (B — 1), o tolimesné medziaga
nukreipiama j separatoriy (SE — 1). Separatoriaus talpoje (SE — 1) vyksta efektyvus medziagy
atskyrimas. Atskirtas liuteino tirpalas patenka j bandinio talpg (B — 2). Toliau jis tiekiamas j
garintuvg (G — 1), kuriame pasalinamas etanolis. Gautas liuteinas tiekiamas juostiniu
transporteriu (T — 3) j liofilizatoriy (L — 1). Liofilizatoriuje gaunamas sausas produktas —
liuteinas.
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4.1 pav. Principiné aparatiiriné schema liuteinui gauti i§ vaistinio kiecio (lot. Artemisia dracunculus L.) kaliaus kulttry
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4.1 lentelé. Principingje aparatiiringje schemoje naudojami prietaisai

Prietaiso Zyméjimas

Prietaisas
T-1 MS+ BAP+ NAR terpés talpa
K-1 terpés talpa —kolba (250 ml)
A-1 autoklavas
F-1 oro filtras
KP-1 0ro kompresorius
B-1 bioreaktorius
S$-1;5-2;5-3;S-4;S-5;S-6;S-7 iScentrinis siurblys
c-1 centrifuga
T-1,T-2,T-3;,T-4 transporteris
D-1 dziovykla
M-1 bligninis maliinas
S-1 Sarminis valymas
SE-1 separatorius

V-1,V-2,V-3;V-4;,V-5 ventilius
BA-1,BA-2;BA-3 barometras
D-1 dujy srauto matuoklis
E-1 ekstrakcijos talpa
TA-1 CO; indas
1-1 modifikatoriaus indas
VO-1;,VO-2 voztuvas
BL-1 CO, talpos balionas
AU -1 COg siurblio auSintuvas
B-1,B-2 bandinio talpa
G-1 garintuvas
L-1 liofilizatorius
EH-1 ekstraktorius
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ISvados

1. Intensyviausiai susiformavo vaistinio kie¢io kaliaus kultiros in vitro i§ lapy
eksplanty. Didziausias vaistinio kaliaus kultiitos prieaugis buvo MS terpéje su augimo
hormonais BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l).

2. Eziuolés (lot. Echinacea), kiecio (lot. Artemisia), serencio (lot. Tagetes) augaluose in
vivo ir kaliaus kulttirose in vitro:

a) didziausia chlorofilo a, b bei karotinoidy koncentracija buvo nustatyta gvazdikinio
serencio lapy ekstrakte, o maziausia eziuolés in vivo ekstrakte.

b) didziausig antioksidacinj aktyvuma DPPH metodu parodé paprastojo kiecio lapy in
vivo ekstraktas. FRAP bei redukciniy savybiy metodais didziausias antioksidacinis
aktyvumas buvo gvazdikinio serencio ziedy in vivo ekstrakte.

c¢) didziausiu antioksidaciniy fermenty aktyvumu (katalazés, superoksido dismutazes
ir askorbatperoksidazés) pasizyméjo vaistinio kie¢io kaliaus kulttiros in vitro i§ lapy
ekstraktas.

d) didZiausiomis bendryjy fenoliniy junginiy bei flavonoidy koncentracijomis
pasizyméjo ekstraktai: karCiojo kie€io stieby in vivo bei vaistinio kieCio in vitro
(fenoliniy junginiy) bei gvazdikinio serencio ziedy in vivo (flavonoidy). DidZiausia L-
prolino koncentracija buvo nustatyta karciojo kiecio stieby in vivo ekstrakte.

3. Intensyviausiomis antibakterinémis savybémis pasizyméjo gvazdikinio serencio lapy
ekstraktas prie$ bakterijy kultiras Xanthomonas campestris ir Escherichia coli.

4. Pasiilyta liuteino aparatiiriné technologiné schema, pagal kuria rekomenduojama
iSskirti liuteing i§ vaistinio kie¢io (lot. Artemisia dracunculus L.) kaliaus kulttiry in
vitro.
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