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Darbo tikslas buvo nustatyti vaistingyjy augaly (paprastojo Ciobrelio, vaistinés medetkos, didziosios dilgélés, dygliuotojo
Saltalankio, vaistinio Salavijo, vaistinés taukés, paprastosios kraujazolés, kar¢iojo kieCio, paprastosios pakalnutés), augusiy
in vivo, antrinius metabolitus (vitaming C, raugines medziagas, flavonoidus, bendruosius fenolinius junginius) ir istirti jy
antioksidacinj aktyvuma. Nustatyta, kad i$ 9 tirty augaly didziausius vaistingyjy medziagy kiekius kaupia Sie augalai: vitaming C
(297,19 mg/100g) — dygliuotas Saltalankis (Hippophae rhamnoides L.), raugus (10,2 %) — paprastasis Ciobrelis (Thymus
serpyllum L.), flavonoidus (4,39 mg/g) — vaistiné medetka (Calendula officinalis L.), bendruosius fenolinius junginius
(49,91 mg/g) — vaistinis Salavijas (Salvia officinalis L.). Nustatyta, kad vaistinis Salavijas in vifro sukaupé 1,7 karto daugiau
rauginiy medziagy, 3,8 karto vitamino C ir 3 kartus flavonoidy, palyginti su vaistiniu $alavijumi, augusiu in vivo.

Raktazodziai: vaistiniai augalai, vaistinis $alavijas, antriniai metabolitai.

Ivadas

Augaly metabolitai (pirminiai ir antriniai) — tai
organiniai junginiai, kurie susidaro augaly lastelése,
audiniuose ir organuose vykstant medziagy apykaitai.
Pirminiai metabolitai augaly lasteléms yra gyvybiskai
biutini. Tai ricbalai, baltymai, aminortigstys,
nukleoriig§tys, sacharidai, chlorofilas a ir b. Antriniai
metabolitai — tai tarpiniai ir galutiniai medziagy apykaitos
produktai. Augalai kaupia Siuos antrinius metabolitus:
flavonoidus, eterinius aliejus, alkaloidus, glikozidus,
gliukozinolatus,  terpenus,  steroidus,  saponinus,
kumarinus, lignanus. Skirtingy augaly rii$iy metaboliniai
keliai turi skirtingas biochemines reakcijas [1].

Yra zinoma, kad paprastojo Cciobrelio (7Thymus
serpyllum L.) vaisting medziaga pasizymi
dezinfekuojamosiomis ir raminamosiomis savybémis.
Vaistinés medetkos (Calendula officinalis L.) preparatai
slopina uzdegimus, spartina audiniy granuliacijos
procesus. Didziosios dilgélés (Urtica dioica L.)
preparatai vartojami kaip polivitamininé Zaliava. Taip pat
jie pasizymi kraujavima stabdanciu poveikiu, didina
hemoglobino kiekj, skatina S$lapimo iSsiskyrima.
Dygliuotojo Saltalankio (Hippophae rhamnoides L.)
vaisiai — polivitamininé¢ zaliava, o jy aliejus turi
uzdegiming slopinamajj, nuskausminamajj, antimikrobinj
poveiki, spartina Zaizdy gijima. Vaistiniy Salavijy (Salvia
officinalis L.) preparatai vartojami kaip baktericiding,
sutraukiamoji priemoné, taip pat priemoné nuo uzdegimo.

Vaistiné tauké (Symphytum officinale L.) liaudies
medicinoje  vertinama dél uzdegimo slopinamojo,
antimikrobinio,  kraujavima  stabdancio  poveikio.

Paprastosios kraujazolés (Achillea millefolium L.) Zolé ir
ziedai yra kraujavima stabdantis, zaizdas gydantis vaistas.
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Karc¢iojo kieCio (Artemisia absinthium L.) preparatai
naudojami virskinimui pagerinti, taip pat skatina tulzies
i§siskyrima, slopina uzdegimus. Paprastosios pakalnutés
(Convallaria majalis L.) preparatai skiriami Sirdies
nepakankamumui, neurozéms, kardiosklerozei gydyti. Jie
retina Sirdies susitraukimy ritmg, stiprina Sirdies
susitraukimus [2].

Vaistiniy augaly biotechnologijos tikslas yra iSskirti
bioaktyvius antrinius metabolitus i§ vaistiniy augaly in
vitro. Augaly biotechnologijoje galima isskirti antrinius
metabolitus pigiau ir su didesne iSeiga nei naudojant
augalus, iSaugintus natliraliomis sglygomis. I§ vaistiniy
augaly kultiiry iSskirti antriniai metabolitai yra tikslios
cheminés sudéties, gryni ir natlralis. Antriniai
metabolitai, iSskirti i§ augaly, yra naudojami farmacijoje,
kosmetikoje, taip pat kaip maisto priedai, insekticidai.
Dauguma antriniy metabolity pasizymi specifiniu
biologiniu  aktyvumu, pvz., fitoaleksinai  dél
antimikrobinio aktyvumo augalus apsaugo nuo gryby ir
pazeidimy [1].

Sintetinamy antriniy metabolity kaupimgsi augaly
audiniy kultiirose lemia daug veiksniy. Pirmiausia jy
kiekis, kaupimosi kiekybiniai ir kokybiniai désningumai

priklauso nuo augalo riSies, genotipo, genetinés
prigimties, amZiaus, augimo ir vystymosi fazes.
Antriniams  metabolitams  gauti  naudojamos

skirtingos kultiiros in vitro:
kaliaus kulttiros;
lasteliy suspensinés kultiiros,
organy (daigy ir Sakny) kultiros.

Antriniy metabolity iSeigai padidinti taikomi jvairis
metodai:

1) optimizuojamos augaliniy
kultiiry auginimo salygos:

lasteliy ir audiniy



a) keiciami maitinamosios terpés komponentai,
augimo reguliatoriai,

b) nustatomas palankiausias pH,

c) reguliuojama Sviesa, aeracija, maiSymas;

2) atlieckama augaliniy lasteliy selekcija;

3) automatizuojamas augaliniy Iasteliy auginimas
bioreaktoriuose.

Antriniy metabolity sintezés efektyvuma lemia
maitinamosios terpés sudétis, kuri reikalinga tiek
augalams auginti, tiek antriniams metabolitams
susidaryti. Norint pagerinti maitinamosios terpés sudétj,
biitina maitinamojoje terpéje optimizuoti hormoninius ir
mineralinius priedus [1].

I literatiros yra zinoma, kad wvaistinis Salavijas
(Salvia officinalis L.) lasteliy kultiirose in vitro kaupia
rozmarino rugsti (36,0 %), fenolinius junginius,
pasizymincius antioksidaciniu aktyvumu, kavos riigsties
darinius [3].

Sio darbo tikslas — nustatyti vaistingyjy augaly
(paprastojo Ciobrelio, vaistinés medetkos, didZiosios
dilgélés, dygliuotojo Saltalankio, vaistinio S$alavijo,
vaistinés taukés, paprastosios kraujazolés, karciojo
kietio, paprastosios pakalnutés), augusiy in vivo,
antrinius metabolitus (vitaming C, raugines medZiagas,

flavonoidus, bendruosius fenolinius junginius) ir
antioksidacinj aktyvuma.

Siekiant darbo tikslo buvo iskelti Sie darbo
uzdaviniai:

— atrinkti vaistinius augalus in vivo, kaupiancius
didziausius antrinius metabolitus;

— istirti, kokiomis salygomis esant vaistinio
Salavijo auginimo intensyvumas ir kaupiamy
metabolity kiekiai yra didZiausi.

Medziagos ir tyrimy metodikos

Tyrimai atlikti Kauno technologijos universiteto
Cheminés technologijos fakulteto Biotechnologijos ir
Lietuvos agrariniy ir misky moksly centro filialo
Sodininkystés ir darzininkystés instituto Biochemijos ir
technologijos laboratorijose. Tiriamoji medziaga -
vaistiniai augalai surinkti 2012 metais Kalvarijos rajone
birzelio—rugpjucio ménesiais, apdoroti skystu azotu ir
susmulkinti. Augaly ekstrakty radikaly sujungimo
aktyvumas stabilaus DPPH radikalo reakcijos sistemoje
buvo nustatytas spektrofotometru, taikant Brand ir
Williams ir kt. metoda [4]. Vitaminui C nustatyti buvo
pasirinktas metodas, kurio metu askorbo riigstis reaguoja
su 2,6-dichlorofenolindofenolio natrio druskos hidratu
[5]. Flavonoidai buvo nustatyti taikant AICI; metoda,
rauginés medziagos nustatytos taikant titravimo metoda
[6]. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy nustatymas augaly
audiniuose buvo paremtas optinio tankio matavimu
spektrofotometru [6]. Bendras fenoliniy junginiy kiekis
vaistiniy augaly ekstraktuose buvo nustatytas Folin ir
Ciocalteu reagentu, taikant Slinkard ir Singlton metoda
[7]. I8 visy tirty vaistiniy augaly biotechnologiniams
tyrimams buvo pasirinktas vaistinis $alavijas, kuris
pasizyméjo didZiausiu kaupiamy antriniy metabolity
kiekiu. Atliekant tyrima vaistinio Salavijo (Salvia
officinalis L.) séklos sterilintos 1 % NaClO tirpalu 15 min

ir 3 kartus plaunamos steriliu distiliuotu vandeniu. Sékly
sodinimas j Petri léksteles vykdomas laminare [7].

Tyrimas vykdomas naudojant tris skirtingas MS
(Murashige & Skoog), G1 (terpés sudétyje buvo dvigubas
KH,PO, kiekis negu jprastai) ir G2 (terpés sudétyje buvo
keturgubas KH,PO, kiekis nei jprastai). Paruostos skirtingos
sudéties mitybinés terpés pH matuokliu Meter Winlab®Data-
Line ir 0,1 N HCI, 0,1 N NaOH tirpalais kiekvienoje terpéje
buvo nustatytos pH reikSmes 4,7; 5,2; 5,7; 6,2; 6,7. 1§ viso
buvo padaryta penkiolika skirtingy mitybiniy terpiy, kurios
skiriasi sudétimi ir pH verte.

Statistinis rezultaty jvertinimas. Gauti
rezultatai buvo statistiskai apdoroti ir
skaiciuojant standarting vidurkio paklaida [8].

tyrimy
jvertinti,
Rezultatai ir jy aptarimas

Nustatyti vitamino C, flavonoidy, bendryjy fenoliniy

junginiy, raugy kiekiai ir antiradikalinis aktyvumas
skirtingose vaistinése augalinése zaliavose (1; 2; 3; 4;
5 pav.).
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2 pav. Rauginiy medziagy kiekis vaistiniuose augaluose
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3 pav. Bendras fenoliniy junginiy kiekis skirtingose Zaliavose
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4 pav. Flavonoidy kiekis skirtingoje Zaliavoje
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5 pav. Antioksidantinis aktyvumas vaistinése Zaliavose
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IS gauty rezultaty (1-5 pav.) matyti, kad didziausias
vitamino C kiekis buvo dygliuotame $altalankyje
(297,19 mg/100 g), t. y. 9,46 karto daugiau negu buvo
citrinoje, raugy kiekis — paprastajame Ciobrelyje
(10,2 %), flavonoidy kiekis — wvaistinéje medetkoje
(4,39 mg/g), bendras fenoliniy junginiy kiekis —
vaistiniame Salavijuje (49,91 mg/g), o didziausias
antioksidantinis slopinimas — vaistiniame Salavijuje
(314,90 pmol TE/g sausos masés). I§ literatiiros yra
zinoma, kad vaistinis $alavijas in vivo kaupé flavonoidus
nuo 0,034 mg/g iki 0,22 mg/g [9], vaistiné medetka — nuo
2,1 mg/g iki 6,8 mg/g [10]. Vitamino C kiekis
dygliuotame $altalankyje in vivo kito nuo 28 mg/100 g iki
201 mg/100 g [11]. Misy tyrimuose flavonoidy kiekis
vaistiniame $alavijuje in vivo buvo 0,75 mg/g, vaistinéje
medetkoje — 4,39 mg/g, o vitamino C kiekis dygliuotame
Saltalankyje — 297,19 mg/100 g. Maziausius kiekius
metabolity kaupé vaistiné tauke.

Vaistinio Salavijo (Salvia officinalis L.) auginimo
in vitro optimizavimas

IS ankstesniy tyrimy nustatyta, kad daugiausiai
veikliyjy medziagy turi vaistinis Salavijas ir paprastasis
Ciobrelis,  kuriems  dar  budingas  didZiausias
antioksidacinis  aktyvumas.  Tolesniems tyrimams
pasirinktas vaistinis Salavijas (Salvia officinalis L.).
Vaistiné zaliava vertinama ne tik dél kaupiamy
metabolity kiekio, bet ir dél vaistinés zaliavos biomasés.
Todél Sis tyrimas atliekamas, norint nustatyti, kokiomis
salygomis vaistinio Salavijo auginimo intensyvumas ir
kaupiamy metabolity kiekiai yra didziausi.

Vaistinio Salavijo sékly daigumo Sviesoje ir
tamsoje, augusio skirtingose terpése, palyginimas

I§ rezultaty matyti (6 pav.), kad vaistinio Salavijy
sékly daigumas buvo geriausias §viesoje MS (po 8 dieny
—49 % ir po 13 dieny — 66 %) ir G1 (po 8 dieny — 54 % ir
po 13 dieny — 66 %), maitinamosiose terpése, kuriy pH
buvo 6,7. Vaistinio $alavijo séklos maitinamojoje terpéje,
kurios pH buvo 4,7; 6,2 ir 6,7 nesudygo.
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6 pav., a. Vaistinio Salavijo sékly daigumas po 8 dieny Sviesoje
skirtingose mitybinése terpése esant skirtingoms pH reik§méms
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7 pav., b. Vaistinio $alavijo sékly daigumas po 13 dieny Sviesoje
skirtingose mitybinése terpése esant skirtingoms pH reik§méms
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8 pav. Vaistinio Salavijo sékly daigumas po 8 dieny tamsoje
skirtingose mitybinése terpése esant skirtingoms pH reik§méms
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9 pav. Vaistinio Salavijo sékly daigumas po 13 dieny tamsoje
skirtingose mitybinése terpése esant skirtingoms pH reikSméms
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I$ gauty rezultaty matyti (7 ir 8 pav.), kad vaistinio
Salavijo sékly daigumas buvo geriausias tamsoje G2
maitinamojoje terpéje, kurios pH 5,2 (po 8 dieny — 93 %
ir po 13 dieny — 93 %) ir 6,7 (po 8 dieny — 83 % ir po 13
dieny — 90 %). Kontroliniame variante buvo distiliuotas
vanduo.

Chlorofilo a ir b bei karotinoidy Kkiekio
jvertinimas vaistiniame Salavijuje in vitro

Chlorofilo a ir b bei karotinoidy kiekiai buvo
nustatyti vaistiniame Salavijuje, augintame skirtingg pH
verte turiniose maitinamosiose terpése po 15 dieny.
Vaistinio $alavijo chlorofilo a ir b bei karotinoidy kiekio
tyrimas nebuvo atliktas G2 maitinamojoje terpéje, kurios
pH 6,2 ir 6,7, ir G1 maitinamojoje terpéje (pH 5,2) dél
augalinés zaliavos stygiaus.
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10 pav. Chlorofilo a kiekio vaistiniame $alavijuje palyginimas
esant skirtingoms pH reik§méms ir skirtingoms terpéms

IS rezultaty matyti (9 pav.), kad didziausias chlorofilo
a kiekis vaistiniame S$alavijuje buvo augintame GI1
maitinamojoje terpéje, kurios pH 5,7 (70,94 mg/100 g) ir
6,7 (56,92 mg/100 g) po 15 dieny.
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11 pav. Chlorofilo b kiekio vaistiniame $alavijuje palyginimas
esant skirtingoms pH reik§méms ir skirtingoms terpéms



I$ gauty duomeny matyti (10 pav.), kad didziausias
chlorofilo b kiekis buvo vaistiniame $alavijuje, augintame
Gl maitinamojoje terpéje, kurios pH 5,7
(26,22 mg/100 g) ir 6,2 (22,99 mg/100 g) po 15 dieny.

6,2
W
E 537
m& d [ leX]
Bor
52 Bs

20 40 60 80 100 120

Karotinoidy koncentracija, mg/100 g

12 pav. Karotinoidy kiekio vaistiniame $alavijuje palyginimas
esant skirtingoms pH reik§meéms ir skirtingoms terpéms

IS rezultaty (11 pav.) matyti, kad didziausias
karotinoidy kiekis vaistiniame Salavijuje augintame Gl
maitinamojoje terpéje, kurios pH 5,7 (97,16 mg/100 g) ir
6,2 (78,24 mg/100 g) po 15 dieny.

Vaistinio S$alavijo, augusio skirtingose terpése,
biomasés kiekio palyginimas

Vaistinio $alavijo biomasei jvertinti buvo naudota
vaistiné Zaliava, kuri auginta MS, G1, G2 maitinamosiose
terpése esant skirtingoms pH reik§méms. Po 30 dieny

auginimo dgliukai atskirti nuo terpiy ir iSdziovinti.
Rezultatai pateikti 12 pav.
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13 pav. Vidutinis vaistinio $alavijaus, augusio maitinamosiose
terpése esant skirtingoms pH reik§méms, vieno tiglio svoris

Tyrimo rezultatai (12 pav.) parodé, kad didziausias
vidutinis vaistinio $alavijo vieno T{glio svoris buvo
augintame G1 maitinamojoje terpéje, kurios pH 6,7 (3,78
mg) ir 6,2 (2,65 mg). Vaistinis Salavijas nesukaupé
biomasés G2 maitinamojoje terpéje (pH 6,2 ir 6,7).

Flavonoidu kiekio vaistiniame
Salavijuje

Flavonoidams kiekybiskai (pagal hiperozida) jvertinti
naudoti  i8dziovinti  augalai, iSauginti naudojant
maitinamasias terpes esant skirtingoms pH reikSméms
(13 pav.).
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14 pav. Flavonoidy kiekis vaistiniame $alavijuje, augusiame MS (a), G1 (b) ir G2 (c) maitinamosiose terpése esant skirtingoms pH

reik§méms
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I8 rezultaty (13 pav.) matyti, kad didziausi flavonoidy
kiekiai buvo vaistiniame $alavijuje, augusiame MS ir G1
terpése, kai pH 5,7 (1,60 ir 2,43 mg/g), G2 terpéje, kai
pH 5,2 (1,32 mg/g).

Rauginiy medziagy kiekio
vaistiniame Salavijuje

Rauginéms medziagoms kiekybiskai nustatyti buvo
naudota vaistinio $alavijo sausa zaliava.
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15 pav. Rauginiy medziagy kiekis vaistiniame Salavijuje,
augusiame MS (a) ir G1 (b) maitinamosiose terpése

IS gauty rezultaty (14 pav.) matyti, kad didziausias
rauginiy medziagy kiekis buvo vaistiniame Salavijuje,
augusiame MS terpéje, kai pH 6,7 (6,08 %), G1 terpéje,
kai pH 6,2 (9,23 %).

Vitamino C kiekio palyginimas vaistiniame
salavijuje

Nustatytas askorbo riigsties kiekis vaistinio Salavijo
zaliavoje, kuri buvo auginta maitinamosiose terpése esant
skirtingoms pH reikSméms. Rezultatai pateikti 15 pav.
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Vitamino C kiekis, mg/100 g
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16 pav. Vitamino C kiekis vaistiniame $alavijuje, augusiame
MS (a) ir G1 (b) maitinamosiose terpése

I§ gauty tyrimo duomeny (15 pav.) matyti, kad
didZiausias vitamino C kiekis buvo vaistiniame Salavijuje,
augusiame MS (69,23 mg/100 g) ir G1 (93,87 mg/100 g)
terpése, kai pH 6,7.

ISvados

1. Nustatyta, kad i§ 9 tirty augaly didziausius
vaistingyjy medziagy kiekius kaupia Sie augalai:
vitaming C (297,19 mg/100 g) - dygliuotas
Saltalankis (Hippophae rhamnoides L.), raugines
medziagas (10,22 %) — paprastasis Ciobrelis
(Thymus serpyllum L.), flavonoidus (4,39 mg/g) —
vaistine medetka (Calendula officinalis L.),
bendruosius fenolinius junginius (49,91 mg/g) —
vaistinis Salavijas (Salvia officinalis L.).

2. Nustatyta, kad didziausiu antioksidantiniu aktyvumu
pasizymi vaistinis Salavijas (314,9 umol TE/g
sausos masés), o maziausiu — vaistiné tauké
(21,5 pmol TE/g sausos masés).

3. Noustatyta, kad intensyviausias (po 8 dieny — 54 % ir
po 13 dieny — 66 %) vaistinio Salavijo sékly



daigumas in vitro buvo Sviesoje G1 (Murashige ir
Skoog terpéje, kurioje buvo dvigubas KH,PO,
kiekis) maitinamojoje terpéje, kurios pH 6,7.

Rasta, kad didziausias chlorofilo a kiekis buvo
vaistiniame Salavijuje, augusiame G1 maitinamojoje
terpéje, kurios pH 5,7 (70,94 mg/100g) po 15 dieny.
Didziausias flavonoidy (2,43 mg/g) kiekis buvo
vaistiniame S$alavijuje, augusiame Gl terpgje, kai
pH 5,7; raugy (9,2 %) — Gl terpéje, kai pH 6,2;
vitamino C (93,87 mg/100 g) — G1 terpéje, kai
pH 6.,7.

Nustatyta, kad vaistinis $alavijas in vitro sukaupé
1,7 karto daugiau rauginiy medziagy, 3,8 karto
vitamino C ir 3 kartus flavonoidy, palyginti su
vaistiniu $alavijumi, augusiu in vivo. DidZiausius
metabolity kiekius ir didZziausiag biomas¢ vaistinis
Salavijas in vitro kaupia G1 maitinamojoje terpéje,
kurios pH 5,7-6,7.
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Summary

Plants produce a wide variety of secondary metabolites that
have been selected during evolution as defense substances
against herbivores, predators or infective microbes and viruses,
or as signal compounds. These secondary compounds have
attracted great interest for drug development as they may
represent lead structures for new or already existing drug
targets.

The goals of the research:

1) to explore metabolites (total phenolic compounds,
flavonoids, vitamin C) and the antioxidant activity of medicinal
plants in vivo;

2) to select medicinal plants which have accumulated the
highest content of secondary metabolites;

3) to prepare the culture media with different pH values for
the sage in vitro;

4) to prepare the culture media with different KH,PO,
quantities for the sage (Salvia officinalis L.) in vitro;,

5) to explore secondary metabolites (total phenolic
compounds, vitamin C, tannins) of the sage in vitro;

6) to compare the content of metabolites of sage plants in
vivo and in vitro;

In conclusion, in order to grow sage (Salvia officinalis L.)
which would give a large biomass and produce large quantities
of metabolites, it is useful to increase the amount of KH,PO,
two times in the Murashige—Skoog (MS) nutrient medium and
to maintain pH within 5.7-6.7. Sage (Salvia officinalis L.) was
found to accumulate the larger amount of metabolites in vitro,
i.e. 1.7 times of tannins, 3.8 times of the vitamin C, and 3 times
of flavonoids in comparison with the sage in vivo.



