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Patvirtinu, kad mano, Kristinos Marinescu, baigiamasis projektas tema ,,a-Aminortig§¢iy ir N,N-
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SANTRAUKA
Mokslininkai bando surasti naujas biologiskai aktyvias medziagos, kurios padéty kovoti su
augaly ligomis bei padidinty jy derliy. Tod¢l §iuo darbu buvo sieckiama surasti naujas medziagas,

kurios pasizymétu antibakteriniu, antioksidaciniu ar augaly augima regulivojanciu veikimu.

Azolai yra klasé junginiy, kurie gali pasizyméti biologiniu aktyvumu. Todél yra sintetinami
junginiai, savo struktiiroje turintys jvarius azoly fragmentus, pvz., 1,2,4-triazolus, 1,3-tiazolus,
1,3,4-tiadiazolus, 1,3,4-oksadiazolus. Siame darbe buvo tirta a-aminoriigitys ir Kauno
technologijos universitete susintetinti nauji N,N-pakeisti-B-alanino junginiai. Buvo siekiama

jvertinti jy biologinj aktyvuma.

IS gauty rezultaty nustatyta, kad 3-[(4-metoksifenil)-{4-metil-5-[3-(4-bromfenil)prop-2-
enoil]-1,3-tiazol-2-il}amino]propano riigstis turéjo didZiausig antibakterinj poveikj. Geriausiomis
antioksidacinémis savybémis pasizyméjo 3-[5-{1-[(E)-2-((Z)-1{2-[(3-hidroksi-3-oksopropil)-(4-
metoksifenil)amino]-4-metil-1,3-tiazol-5-il}etiliden)hidrazono}etil-4-metil-1,3-tiazol-2-il]-(4-

metoksifenil)amino]propano rugstis.

Rapsy in vitro tyrimuose buvo nustatyti trys labiausiai augimg ir metabolity kaupimasi
skating  junginiai:  3-[(4-metoksifenil)(1,3-tiazol-2-il)amino]propano  ragstis,  3-[{4-(4-
fluorfenil)tiazol-2-il}-(4-metoksifenil)amino]propano rugstis, 3-[{5-[(4-chlorfenil)metilen]-4-
okso-tiazol-2-il}-(4-metoksifenil)amino]propano rtgstis.



Marinescu, Kristina. a-Amino Acids And N, N-substituted-g-amino Acids With Azole
Fragments Biological Activity Research: Master‘s thesis in Chemistry / supervisor assoc. prof.

Ilona Jonuskiené. The Faculty of Chemical Technology, Kaunas University of Technology.
Research area and field: Physical Sciences, Chemistry.
Key words: N, N-substituted-p-amino acids, amino acids, azoles, rapeseed.

Kaunas, 2016. 55 p.

SUMMARY

Scientists are trying to discover new biologically active substances, which could improve
plants resistances to diseases and would increase crop yields. Therefore, the goal of this work was
to investigate new materials, which could have antibacterial, antioxidant activities or plant growth

regulating properties.

Azoles are a class of compounds, which can have biological activity. This is why, there have
been synthesized compounds, which has in them structure fragments of the various azoles, for
example, 1,2,4-triazole, 1,3-thiazole, 1,3,4-thiadiazole, 1,3,4-oxadiazole. In this work was
investigated a-amino acids and new N, N-substituted-p-alanine derivatives, which was synthesized

in Kaunas University of Technology and was evaluated their biological activity.

The evaluate showed that compound 3 - [(4-methoxyphenyl) - {4-methyl-5- [3- (4-
bromophenyl) prop-2-enoyl] -1,3-thiazol-2-yl} amino]propionic acid had the greatest antibacterial
activity. The best antioxidant activity had 3-[5-{1-[(E)-2-((Z)-1{2-[(3-hidroxi-3-oxopropyl)-(4-
metoxiphenyl)amino]-4-methyl-1,3-thiazol-5-yl}etiliden)hidrazono}etil-4-methyl-1,3-thiazol-2-

yl]-(4-metoxiphenyl)amino]propionic acid.

Also, there was determined three compounds, which increased in vitro germination of
rapeseed: 3 - [(4-methoxyphenyl) (1,3-thiazol-2-yl) amino] propionic acid, 3 - [{4- (4-fluorphenyl)
thiazol-2- yl} - (4-methoxyphenyl) amino]propionic acid, 3-[{5 - [(4-chlorphenyl) methylene] -4-

oxo-thiazol-2-yl}-(4-methoxyphenyl) amino]propionic acid.
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IVADAS
Did¢jant Zmoniy populiacijai, auga ir susiriipinimas dél ligy plitimo, maisto trilkumo ir
pasaulinio klimato kaitos. Todél yra svarbu surasti biologiskai aktyvias medziagas, kurios padéty

spresti Sias problemas.

Patogeninés bakterijos, grybeliai ir virusai Zmonéms ir augalams sukelia ligas. Neracionalus
esamy vaisty naudojimas mazina jy veiksmingumg ir didina atspariy jiems mikroorganizmy

augima.

Siltéjantis klimatas ir augantis maisto poreikis, ver¢ia ieskoti naujy auginimo technologijy.
Vienas i§ biidy panaudoti biologiskai aktyvius sintetinius junginius, kurie leisty reguliuoti augaly

augima.

Siuo darbu siekiama surasti naujas medZziagas, kurios pasizymétu antibakteriniu,

antioksidaciniu ar augaly augima reguliuojanciu veikimu.

Darbo tikslas: istirti ir jvertinti o-aminoriig§iy ir Kauno technologijos universiteto
Organinés chemijos katedroje susintetinty N,N-pakeisty-f-aminoriigséiy su azoly fragmentais

biologinj aktyvuma.
Siekiant tikslo reikéjo jvykdyti Sivos darbo uzdavinius:

e [vertinti naujai susintetinty junginiy antibakterinj aktyvuma;

e Nustatyti tirilamy junginiy antioksidacinj aktyvuma,

e Nustatyti junginiy poveiki rapsy augimui in vitro ir istirti rapsy ekstrakty
antioksidacinj aktyvuma;

e Atrinkti junginius ir nustatyti jy poveikj rapsy metabolity susidarymui: chlorofilui a,
chlorofilui b, karotinoidams bei baltymams;

e Nustatyti mirozinazés aktyvumga rapsuose, augintuose maitinimo terpéje, papildytoje
atrinktais junginiais;

e Rekomenduoti naujus biologiskai aktyvius junginius tolimesniems tyrimams.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Azolo junginiy biologinis aktyvumas

Azolai — tai klasé heterocikliniy junginiy, kurie pasizymi biologiniu aktyvumu [1]. Todél
yra kuriami vaistai, kurie savo struktiiroje turi jvarius azolus, pvz., 1,2,4-triazolus, 1,3-tiazolus,
1,3,4-tiadiazolus, 1,3,4-oksadiazolus [2, 3]. Be to, azolo fragmenta turintys junginiai gali buti

randami gyvuose organizmuose, kaip antriniai metabolitai — alkaloidai [4].

Zinoma, kad 1,3,4-oksadiazolai, 1,3,4-triazolai, 1,3,4-tiadiazolai gali bat naudojami gydant
diabeta, hipertenzija, artrita, tuberkuliozg, alergijas bei pasizymi antimikrobiniu, antioksidaciniu,
uzdegima slopinanciu ir antivirusiniu veikimu [2]. Kai kurie triazolai yra augaly augimo

reguliatoriai [5]. Tiazolai taip pat pasizymi prie§véziniu veikimu [6].
1.1.1 Antibakterinis aktyvumas

Didéjant mikroorganizmy atsparumui antibiotikams, darosi vis svarbiau surasti naujus
vaistus, kuriy veikimas skirtysi nuo jau esamy. Todél mokslininas Liaras su kolegomis susintetino
junginius, turin¢ius du biologiskai aktyvius fragmentus — tiazola ir chalkona. Taip buvo tikimasi

gauti veiksmingesnius antimikrobinius junginius [7].

Si moksliné grupé susintetino desimt naujy junginiy su chalkono ir tiazolo fragmentais (1.1
pav.) ir iStyré jy antibakterinj poveikj gramneigamoms ir gramteigiamoms bakterijoms. Atlikus
tyrimus buvo nustatyta, kad visi junginiai turéjo arba tokj patj, arba geresnj antibakterinj aktyvuma
nei ampicilinas, bet buvo maziau aktyvas, lyginant su streptomicinu. Rezultatai parodé, kad
jautriausia junginiams buvo gramneigiama bakterija E.faecalis, o atspariausia — gramteigiama

Listeria monocytogenes.

A
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I. H 6. 2-Cl
2. 4-NO: 7. 4-OMe
3 3-NO» 8. 2-OMe
4. 4-Cl 9. 2,6-diCl
5. 3-Cl 10. 2.4-diCl

1.1 pav. Chalkonai su tiazolo fragmentu



Kitame tyrime Omar su kolegomis susintetino naujg klas¢ tiazolinony, savo struktiiroje
turinciy tris biologiskai aktyvius fragmentus: tiazolo, tiazolidinono ir adamantino (1.2 pav.). Buvo
iStirtas  Susintetinty junginiy antibakterinis aktyvumas. Tyrimui naudotas gramneigiamos
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, S. typhimurium, Proteus mirabilis) ir gramteigiamos

(B. cereus, M. flavus, Listeria monocytogenes, S. aureus) bakterijos [8].

/s)\/LH

5a: R = 4-Cl

5h: R =3-Cl

Sc: R=2-Cl

5d: R = 4-NO:

Se: R=3-NO:

5f: R =2-NO»
Sg:R=4-OH

5h: R =4-0OH, 3-OCH;
5i: R =4-OH, 3,5-OCH;
5j: R =4-OCH:

1.2 pav. Nauji tiazolinonai

Rezultatai parodé, kad 4-adamantilo-2-tiazolilimino-5-arilideno-4-tiazolidinonai (5a-j
junginiai) gerokai labiau slopino augima gramteigiamy ir gramneigiamy bakterijy, lyginant su
streptomicinu ir ampicilinu. Labiausiai tiazolidonino junginiams jautri buvo gramteigiama

bakterija B. cereus, o atspariausia — gramteigiama Proteus mirabilis.
1.1.2 Antioksidacinis aktyvumas

Antioksidantai yra svarbiis d¢l savo savybés — apsaugoti organizmg ir lgsteles nuo
pazeidimy, kurie gali atsirasti oksidacinio streso metu. Todél mokslininkai stengiasi susintetinti

arba isskirti i§ natiiraliy Saltiniy junginius, kurie pasizyméty antioksidacinémis savybémis [9].

Keli sintetiniai antioksidantai, tokie kaip butilintas hidroksitoluenas ir butilintas
hidroksianizolis, buvo komerciskai prieinami ir naudojami maisto pramong¢je. Taciau dél Salutinio
poveikio, jie yra uzdrausti. Todél yra sintetinami nauji junginiai ir tirilama jy antioksidacinés
savybés [3]. Mokslininkai Jaishree ir Ramdas susintetino ir iStyré in vitro tiazolo dariniy
antioksidacinj aktyvuma. Tyrime buvo jvertintas junginiy aktyvumas azoto oksido, vandenilio
peroksido laisvy radikaly neutralizavimui. Buvo nustatyta, kad visi naujai susintetinti junginiai
turi didelj arba vidutinj radikaly neutralizavimo aktyvumg, palyginus su standartiniu askorbo

rugsties.
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Kita mokslininky grupé, vadovaujama Khan, susintetino naujus 1,2,4-triazolo ir 1,3,4-
tiadiazolo junginius, kurie buvo istirti su 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH) radikalu ir
peroksido anijonu, jvertinant jy antioksidacinj aktyvuma. Nustatyta, kad keletas turéjo didelj
aktyvumg neutralizuojant peroksido anijona. Geriausias buvo N-(2,4-dimetilfenil)-5-(4-
nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol-2-aminas, kuris parodé didesnj aktyvuma nei kontrolé — antioksidantas

propilgalatas [1].

Madhu su kolegomis. atliko tyrimus su sulfidrilo grupg turinéiais 1,2,4-triazoly junginiais,
siekiant jvertinti jy antioksidacines savybes in vitro ir in vivo. Antioksidacinio aktyvumo
nustatymui naudoti DPPH ir FRAP metodai, o in vivo tyrimai atlikti su pelémis. Nustatyta, kad N-
amino-5-merkapto-3-pakeisty-1,2,4-triazoly junginiai turi gerg antioksidacinj aktyvumg ir néra

toksiski, naudojant 1600mg/kg kiino masés [9].
1.1.3 Augaly augimo reguliatoriai

Augaly augimo reguliatoriai — tai junginiai, kurie mazomis koncentracijomis veikia augalo
fiziologines ir biochemines savybes. Tai nattraliai augaluose randamos medziagos — fitohormonai.
Taip pat yra zinoma, kad kai kurie sintetiniai junginiai gali paveikti natiiralius augimo reguliatorius
ir skatinti arba slopinti jy biosinteze augaluose [10]. Tokiy sintetiniy junginiy panaudojimas
augalininkystéje padeda kontroliuoti fiziologines augalo savybes, metabolity susidarymg ir

svarbiausia padidinti derliy.

Zinoma, kad triazolo junginiai augalams padeda jsisavinti mineralus. Taip pat jie gali
stabdyti giberelino, abczico riigsties ir steroliy sinteze. Metkonazolas ir tebukonazolas (1.3 pav.)
— augimo reguliatoriai, kurie apsaugo augalus nuo grybiniy ligy. Sie triazolai slopina giberelino ir

steroliy sinteze augaluose. [5].

-
Na N HaC
X
HO G
<Nﬁ HO
NS
N/l\'I
Cl

¥ tebukonazolis
metkonazolis Cl

1.3 pav. Metkonazolio ir tebukonazolio struktiiros

Rajalekshmi su kolegomis tyré kaip triazolai keicia antioksidanty kiekius augaluose.
Tyrimuose naudojo propikonazolj ir heksakonazolj (1.4 pav.). Rezultatai parodé, kad Siais
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junginiais purkStuose Plectranthus aromaticus ir Plectranthus vettiveroides augaluose buvo
nustatytas didesnis askorbo rigsties kiekis. Si riigstis yra svarbi augaly antioksidacinés sistemos
dalis. Taip pat Sie triazolai padidino tirtuose augaluose tokoferolio ir fenoliy kiekius. Visi §ie

junginiai yra antioksidantai ir padeda augalui apsisaugoti nuo neigiamo aplinkos poveikio [11].

Cl

CHZCHZCHZCH3 - >
c1 c OH @ A /

4 ) (H(_H(lh

Heksakonazolis propikonizols

1.4 pav. Propakonazolio ir heksakonazolio struktiira
1.2 Fitohormonai

Sudétingy daugialasCiy organizmy jvairiy organy medziagy apykaita, augima ir vystymasi
regulivoja cheminés medziagos, vadinamos hormonais. Augaluose Sie junginiai vadinami

fitohormonais. Jie biocheminémis reakcijomis kontroliuoja lasteliy fiziologinius procesus [12].

Fitohormonai susidaro tam tikruose organuose ir biologinj signalg perduoda per receptorius
] kitas augalo dalis. Jas augimo reguliatoriai pasiekia per augaly apytakinius audinius — medieng
ir karniena. Siuo metu yra skirtos septynios augaly hormony grupés: auksinai, citokininai,

giberelinai, abscizo riigstis, etilenas, Zazmono ragstis ir brasinosteroidai (1.5 pav.)

Auksinai buvo patys pirmieji atrasti fitohormonai. Svarbiausias §ios grupés atstovas yra 3-
indolilacto ragstis, kuri savo chemine struktiira panasi j gyviiny hormong — melatoning. Auksinai
dalyvauja beveik visose augaly vystymosi stadijose. Jie stimuliuoja Iasteliy ilgéjima ir dalijimasi,
rétiniy ir vandens indy audinio diferenciacijg. Taip pat skatina Sakny vystymasi ir Soniniy Sakny
formavimasi. Auksinai gali reguliuoti kryptinga augalo lenkimasi, pavyzdziui, daigy lenkimasi j
Sviesg ir $akny lenkimasi pagal sunkio jégos kryptj. Sie hormonai gali létinti vaisiy ir lapy

brendimg. Be to, gali stimuliuoti kito fitohormono metileno gamyba.[13]

Citokininai yra antri pagal svarbg fitohormonai, kurie savo chemine struktiira panaSus |}
adening. Jie skatina augaly lgsteliy dalijimasi ir jy augimg audiniuose, Sakny vystymasi ir gali

stabdyti senéjimo procesus bei chlorofilo yrima lapuose [14].

Gibereliny yra labai daug, bet ne visi turi biologinj aktyvuma. Juo pasizymi giberelino
rugstis. Ji pirma karta buvo atrasta grybuose, kurie gali stimuliuoti augaly lasteliy pailgéjimg ir
skatinti stiebo istysima. Sis hormonas taip pat svarbus augaly Zydéjimui. Giberelino riigsties
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junginiai turi 19-20 anglies atomus, sudaranc¢ius keturiy ar penkiy Ziedy sistemg. Todél pagal
chemine sudéti panasis j diterpenus. Svarbu paminéti, kad gibereleno riigtis yra abscizo rugsties

antagonistas, nes skatina amilazés gamyba [13].

Abscizo rusgstis daugiausia veikia kaip inhibitorius. Ji stabdo pumpury augima, Sakny
vystymasi, amilazés sinteze bei skatina séklas kaupti baltymus. Taigi abscizo riigstis reguliuoja
seklos ramybés biisena. Tadiau ji turi ir kita svarbia funkcija. Sis fitohormonas reguliuoja augalo
vandens pusiausvyra ir tolerancijg osmosiniam stresui. Vandenj abscizo riigstis padeda islaikyti,
skatindama lapy zioteliy uzsivérima, o lastelés tolerancijg vandens triikumui stiprina, suzadindama

osmosinio streso toleravimui svarbius genus. [15].

Etilenas — tai dujinés fazés medziaga, kuri labiausiai Zzinoma, dél vaisiaus nokinimg
skatinanCiy savybiy. Tai pacios paprasCiausios struktiiros augaly hormonas, kurj gamina visi
aukStesnieji augalai. Taip pat etilenas skatina Sakny augima, ziedy skleidimasi, lapy ir géliy

sen¢jimg [16, 13].

Neseniai augaly hormonams buvo priskirti Zazmono riigstis ir brasinosteroidai. Pastarieji
pasizymi slopinanciy poveikiy Sakny vystymuisi ir lapy kritimui ir skatina medienos formavimasi.
Zazmono rigstis — tai fitohormonas, riebaly riigities darinys, kuris savo struktira ir biologiniu
aktyvumu panasus j prostaglandinus, randamus gyviiny organizmuose. Si riigstis reguliuoja augaly

gynybinius procesus, kurie apsaugo nuo vabzdziy, virusy ir patogeniniy bakterijy.

CHLCO0M 1
m— i . g
CHy=CH; % L:JI > @\/
. ~

Etilenas Auksinai Citokinonai Zasmono rigitis

Leil]

OO

Ol o

Brasmosteroidai Giberelinai Abscizo rgstis

1.5 pav. Augaly augimo reguliatoriai
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1.3 Aminoruagstys

Gamtoje yra atrasta daugiau nei 700 aminorugséiy (1.6 pav.) ir beveik visos jos — a-
aminortgstys. Jos egzistuoja arba laisva forma, arba susijungusios j didesnes molekules ir sudaro
peptidus bei baltymus. Taip pat augaluose, grybeliuose ir bakterijose jos naudojamos jvariy
antriniy metabolity biosisntezei. Pavyzdziui, daugelis alkaloidy yra sudaryti i§ fenilalanino ir

tirozino [17].

HyN
OH

1.6 pav. Bendroji aminoriig§¢iy formulé

Aminortgstis prolinas yra viena svarbiausiy augaluose. Ji yra sintetinama i§ L-glutamato
rigsties augaly mitochondrijose. Prolinas yra osmolitas ir atlicka kaupimo funkcija (anglies ir
azoto S$altinis). Taip pat Si aminoriugstis yra labai svarbi augalo apsaugos mechanizmui nuo
reaktyvaus deguonies, kuris susidaro sausry metu ir esant intensyviam ap$vietimui. Prolinas

0smosinio streso metu stabdo baltymy denatiiracijg, taip apsaugomas fermenty aktyvumas [18].

B-Aminortgstys néra taip paplitusios kaip a-aminortigstys, taciau jos yra labai svarbios, nes
aptinkamos nattiraliai susidaranc¢iuose medziagose — peptiduose, glikopeptiduose, alkaloiduose.
Todél junginiai, turintys [-aminorigsties fragmentg pasizymi biologiniu aktyvumu. Jie turi

antimikrobiniy, prie$§véziniy savybiy, dél to gali biiti naudojami farmacijos pramonéje [19].
1.4  Augaly metabolitai

Augaly metabolitai — tai organiniai junginiai, kurie natiiraliai susidaro augaly lastelése,

audiniuose ir organuose, kaip medziagy apykaitos produktai. Jie skirstomi j pirminius ir antrinius.

Pirminiais vadinami tie, kurie yra gyvybiSkai biitini augalams. Tai —aminortigstys, baltymai,
riebalai, nukleortigstys, sacharidai, chlorofilas, karotinoidai. Antriniais metabolitais vadinami
tokie junginiai, kurie padeda augalams prisitaikyti ir iSgyventi, apsisaugoti nuo zalingy aplinkos

veiksniy. Vieni i$ tokiy yra gliukozinolatai, alkaloidai, flavonoidai, kumarinai, saponinai [20].
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1.4.1 Chlorofilas ir karotinoidai

Chlorofilas yra vienas 1§ pigmenty, dalyvaujanciy fotosintezés procese. Jis absorbuoja
Sviesos kvantus, kuriy energija véliau paveréiama j cheming energija bei naudojama anglies
dioksidui asimiliuoti. Augaluose chlorofilo kiekis néra pastovus visos vegetacijos metu, todél tai

parodo augalo fiziologinj aktyvuma [10].

Chlorofilo struktaros pagrindas — porfirino ziedas, kurio centre koordinaciniais ir
kovalentiniais rySiais prisijunges magnio atomas. Pagrindiniai $io pigmento tipai yra du:
chlorofilas a ir chlorofilas b. Jie skiriasi labai nedaug, tik Soninés grandinés sudétimi (1.7 pav.) ir
spalva. Chlorofilas a yra mélynai zalias, 0 chlorofilas b — geltonai zalias [21].

Chlorofilas a, R = CH3

Chlorofilas b, R = CHO

1.7 pav. Chlorofilo a ir b strukttira

Karotinoidai — tai kita fotosintezés pigmenty grupé. Juos sintetina augalai ir kai kurie
mikroorganizmai. Sie pigmentai yra antioksidantai, nes apsaugo Iasteles nuo §viesos oksidacinio
pazeidimo. Taip pat karotinoidai suteikia darZovéms, vaisiams, geliy Ziedams geltona, oranZing ir

raudong spalvas [22].
1.4.2 Gliukozinolatai ir mirozinazé

Gliukozinolatai — tai gamtoje randamy medziagy grupé, kurig sudaro daugiau nei 120
skirtingos cheminés sudéties junginiy. Gliukozinolatai hirolizuojami mirozinazés skyla |
biologiskai aktyvius junginius. Daugiausiai rapsuose randama gliukonapino, progoitrino,
napoleiferino, gliukobrasikanapino ir 4-hidroksibrasicino. Sie junginiai sutrikdo skydliaukés
darba. Todél rapsuose, skirtuose maistiniam aliejui ir pasarams, gliukozinolaty kiekis yra

ribojamas [23].
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Visy gliukozinolaty struktiira susideda 1§ B-D-tiogliukozés grupés, kuri susijungusi su

sulfoninta oksimo dalimi, ir Soninés grandinés R (1.8 pav.).

OH
o
HO —Sx

o)
s, [

OHYNO
R

1.8 pav. Bendroji gliukozinolaty strukttira

R grupé sudaryta i§ aminortuigs¢iy ir yra kintama. Ji gali buti aromatiné, heterocikliné ar
alifatiné. Todél ir gliukozinolatai yra skirstomi j tris grupes: aromatiniai, indoliniai arba alifatiniai.
Pagrindinés aminoriigstys, i$ kuriy yra sintetinami gliukozinolatai, yra alaninas, valinas, leucinas,

isoleucinas, metioninas, tirozinas, fenilalaninas ir triptofanas [24].

Patys pavojingiausi gyviinams ir zmonéms Yyra alifatiniai. Kitos dvi grupés, manoma, turi

antivéziniy savybiy, aktyvina kai kuriy fermenty veiklg ir gerina apetitg. [23]

Gliukozinolatai yra hidrolizuojami fermento tiogliukozidazés, Kitaip mirozinazés.
Augaluose jie yra skirtinguose audiniuose: mirozinazé yra indioblastuose, o gliukozinolatai —
vakuolése. Kai augalas yra pazeidziamas mirozinazé iSsilaisvina ir hidrolizuoja gliukozinolatus.
Jie skyla j D-gliukoze ir agliukonus (1.9 pav.). Agliukonas, priklausomai nuo gliukozinolato ir
fermentinés reakcijos salygy, spontaniskai persitvarko ] tiociantg, izotiocianatg, nitrilg,

epitionitrilag arba oksazoliding [24]. Bitent Sie hidrolizés metu susidarg¢ junginiai turi biologinj

aktyvuma.
Glinkozinolatas
/OH* o ) D-glinkozé
HO . 0O Mirozinazé SH OH
HO\,—-@,.S\ R ———= |[R—< + HO’Ki/;g_ oH
on I H,0 N-0-80,- HO\L
N P N OH
0] e
] eyl .
S0,- ESP. A
< pHe h
e p p pH T, AN
,/ / / \ ~
» ¥’ 1 RN
Epitionitrilas Tiocianatai Nitrilai Izotiocianatal Olcsazolidinas
CHiy CHCH C=N R-S-C=N A—C=N R-N=C=S  CH;"CH—CH~—CH,
v
S O NH
N\ /
C
I
S

1.9 pav. Mirozinazes hidrolizés reakcija
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1.5 Rapsai (Brassica napus L.)

Rapsai auginami visame pasaulyje ir yra vieni i§ svarbiausiy augaly, naudojamy techniniam
ir maistiniam aliejui gaminti, gyvuliy paSarui ruosti. Geb¢jimas augti Zzemoje temperatiiroje
nulémé jy paplitima vidutinio klimato zonoje [24]. Zinoma, kad jis buvo augintas dar 4 tikst. m.
pr. m. e. Indijoje. Po to paplito Azijoje ir Europoje [25]. Rapsai (Brassica napus var. Oleifera DC)
priklauso Brassica L. gen¢iai ir bastutiniy (Cruciferae arba Brassiceae) Seimai. Sie augalai yra
rapsiuky (2n=20, genomas AA) ir kopusty (2n=18, genomas CC) amfidiploidai. Rapsai yra dviejy

risiy: vasariniai (annua) ir zieminiai (biennis) [26].

Rapsai — fitosanitariniai augalai. Jie yra geras prie$sélis javams, mieziams ir kitiems
griidiniams augalams. D¢l ilgy Sakny rapsai sugeba 1§ gilesniy dirvoZzemio sluoksniy jsisavinti
medziagas, kurias véliau gali pasisavinti po jy augantys augalai. Be to, rapsy Saknys iSskiria
fitoncidus, kurie slopina cerkosporeliozés ir ofioboliozés (t.y. kvieCiy paSaknio ligos) vystymasi
[27]. Taip pat Sie augalai supurena Zemg, pagerina salygas aeracijai ir mikroorganizmy veiklai
[28].

Zieminiai rapsai mégsta $viesa ir ilga diena. Kai oro temperatiira yra apie 1 °C, ju séklos
pradeda dygti. Taciau geriausios oro sglygos yra esant 13-15 °C temperatirai. Jeigu dirvoje
pakanka drégmés, o séklos jterptos 1,5-3,0 cm gylyje, daigai pasirodo po 4—6 dieny. Paséjus per
giliai arba sausoje dirvoje séklos sudygsta tik po 10-20 dieny.

Siltéjantis klimatas bei Europos Sajungos draudimas pesticiduose naudoti neonikotinoidy
veikligsias medziagas nulémé vasariniy rapsy auginamy ploty sumaze¢jimg. Per trejus metus plotas
sumazejo 3 kartus (nuo 145 tikst. ha iki 41 tikst. ha). Todél svarbu didinti zieminiy rapsy
derlinguma, nes jy auginimo plotai bus pleciami. Prie§ metus, 2015 m., buvo deklaruota 123 tiikst.

ha Zieminiy rapsy, kai vasariniy — tik 43 tukst. ha. [29, 30].
1.5.1 Zieminiy rapsy veislés

Zieminiy rapsy veislés tinkamiausios auginti Lietuvoje yra ,,Accord®, ,,Apex*, ,,Casin®,
,,Valesca®, ,,Orkan‘,,Silvia®, ,,Amber*, ,,Libea“, ,,Alasla®, ,,Attila“, ,,Libea‘ ir ,,Kasimir Fp*. Visos

isvestos Svedijoje bei Vokietijoje, kur panasios oro salygos j miisy $alies [31].

Galima i8skirti dvi veisliy kurimo kryptis: maistui bei pasarams ir technikos reikméms.
Daugiausia yra auginamos 00-tipo rapsy veislés, nes dél cheminés sudéties séklos tinkamiausios

maistiniam aliejui ir pasary gamybai. Jose turi biiti kuo maziau eruko rugstis ir gliukozinolaty, o
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alicjaus ir baltymy — kuo daugiau. Kity tipy veislés tinkamos tik techninéms reikméms. Rapsy
sékly kokybés rodikliai, pateikti 1.1 lenteléje [27, 28].

1.1 lentelé. Reikalavimai rapsy sékloms, kurios skirtos perdirbti j maistinj aliejy [27, 32].

Rodiklio pavadinimas Norma
Drégnis ir lakios medziagos — ne daugiau kaip, % 8,5
Eruko rugsties — ne daugiau kaip, % 2
Gliukozinolatai sausose s¢klose — ne daugiau kaip, pmol/g 20
Chlorofilai — ne daugiau kaip, mg/kg 30
Sinapinas, g/kg 4-9
Taninai ir fenolio rugstys, g/kg 2-3
Aliejaus kiekis sausose séklose — ne maziau kaip% 42
Baltymai sausose s¢klose — ne maziau kaip % 38

1.5.2 Rapsy ligos

Kiekvienais metais rapsy derlius yra nevienodas ir jo dydis priklauso nuo daugybés priezasciy.

Vienas i§ svarbiausiy derliaus kiekj lemianciy veiksniy yra jvairios ligos. Jos kiekvienais metais

plinta vis grei¢iau [33]. Tai vyksta dél iy priezasciy:

e did¢janciy rapsy paséliy ploty;

e krituliy kiekio ir jy daznumo;

e klimato atSilimo (dél ilgo ir $ilto rudens);

e taikomy agrotechniniy priemoniy (zemés dirbimo, paséliy priezitiros ir pan.) [34].

Rapsai gali buti paZeisti neinfekciniy ir infekciniy ligy. Pastargsias sukelia virusai, bakterijos,

mikoplazmos ar jvairis grybai. Labiausiai paplite grybinés rapsy ligos, o i§ jy svarbiausios

pateiktos 1.2 lenteléje. [28].

1.2 lentelé. Svarbiausiy rapsy grybiniy ligy charakteristika

Liga Lotyniskas y PoZymiai Zalingumas

Juodoji démétlige Alternaria Juodos ar pilkos démes Liga placiai paplitusi.

(alternarioze) Brassicae, A. ant lapy, stieby, ankstary | Ligotos ankStaros
brassicicola ir sékly. bresta anksciau laiko,

susproginéja.
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Fomoze Phoma lingam Stiebo apatinéje dalyje Augalai bresta

formuojasi pilkos démés | anksciau, seklos

su smulkiais juodais uzauga smulkios ir
taskeliais. raukslétos.
Baltasis (sklerotinis) | Sclerotinia Ant stiebo, ankStary ar Augalai subresta
puvinys sclerotiorum Soniniy Sakny susidaro anksciau, séklos
baltos démés su balta susmulkéja arba visai

vatos pavidalo grybiena. | neuzauga.

Neseniai intensyviai pradéjo plisti kita liga — verticiliozé. Ji daugiausia randama vésesnio
klimato Salyse. Dél Sios ligos rapsy sékly nuostoliai gali siekti iki 50 proc., be to, cheminé apsauga
néra veiksminga. Pagrindinis verticiliozés sukéléjas — mikromicetai, kurie plinta per dirvg ir turi

platy augaly (Seimininky) pasirinkimg [34].

Tam tikri grybeliai ir bakterijos uzkrecia augalus, sickdami panaudoti jy isteklius savo mitybai.
Tai daznai sukelia augaly ligas, tod¢l Sie mikroorganizmai vadinami patogenais. Tam, kad
veiksmingai uzkrésty augalg, Sie patogeniniai mikrobai gamina agresyvias medziagas, pavyzdziui,

fermentus (puola lasteliy sieneles) arba toksinus (pazeidzia augala) [12].

Kultariniuose augaluose, taip pat ir rapsuose, yra daug patogeniniy bakterijy, bet

agresyviausios ir labiausiai paplitusios §ios:

e Pseudomonas syringae pathovars (sukelia pomidory ligas, kastony nekroze);

e Ralstonia solanacearum (plinta dirvoZzemiu, augalus uzkrecia per zaizdas, Sakny
itrukimus);

e Agrobacterium tumefaciens (sukelia neoplastines iSaugas);

e Xanthomonas oryzae pv. oryzae (sukelia bakterinj lapy amarg);

e Xanthomonas campestris pv. campestris (sukelia juodajj puvinj);

e Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis (sukelia bakterinj amarg);

e Erwinia amylovora (sukelia baktering deglike) [35].

Patogening bakterija Xanthomonas campestris pv. Campestris galima iSskirti, kaip vieng
labiausiai kenkianc¢ig rapsy paséliams. kryZmaziedziams augalams §is patogenas sukelia bakterinj
juodaji puvinj [36]. Ypac Sia liga zieminiai rapsai Serga, jeigu ziemg nebtina sniego ir labai

svyruoja temperattra [37].
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1.6 Rapsy derliaus didinimas

Siekiant gero rapsy derliaus reikalingi dideli maistiniy medziagy kiekiai. Ypa¢ rapsams
svarbu gauti pakankamai azoto ir sieros, nes $ie elementai dalyvauja aminorugsciy ir baltymy
sintezéje [38]. Jeigu dirvoje triikksta azoto Zieminiai rapsai tampa Sviesiai zali, o véliau pagelsta.
Tokie lapai nudzitsta, o augalo stiebas tampa raudonas ir menkas. Todél azoto triikumg svarbu
pasalinti, treSiant Sio elemento turin¢iomis trgSomis [27]. Labai svarbi rapsams ir siera, nes jiems
jos reikia tris kartus daugiau nei kitiems pasé¢liams. Sio elemento rapsam reikia ne tik baltymy ir

amino rugciy, bet ir gliukozinolaty sintezei [24].

Siuo metu treSimui daugiausiai naudojamos neorganinés trasos, turin¢ios azoto ir sieros.

Taciau vien jy nepakanka. Siekiant padidinti rapsy produktyvumg galima panaudoti:

e oOrganiniy atlieky traSas ( aminortigStys);

e sintetinius augimo reguliatorius.

Tinkamai panaudojus trasas galima ne tik uzauginti didesn]j derliy, bet ir padidinti augaly

baltyminguma, pakeisti aminortigs¢iy kiekius.

Tai padéty ne tik sumazinti neorganiniy trasy naudojima, bet ir leisty efektyviai panaudoti

organines atliekas [39].
1.6.1 Aminoragstys Zemés ukyje

Neorganinés tragSos yra vienas svarbiausiy veiksniy, padedanc¢iy padidinti augaly derliy.
Taciau didelis neorganiniy tragSy panaudojimas daro neigiamg jtaka aplinkai.[40] Dideli nitraty

kiekiai terSia dirvoZzemj, vandenj ir org bei kenkia gyviiny ir Zmoniy sveikatai [39].

Aminoriigstys gali buiti gera alternatyva neorganinéms azoto tragSoms. Manoma, kad augalai
jsisavina aminortigstis, todél jos yra tinkamos naudoti treSimui [41].Geras aminortigs¢iy Saltinis
yra organings atliekos, kuriy yra daugelyje pramonés Saky. Atliekami tyrimai su gyviiny ir augaly
organinémis atlieckomis, siekiant juos pritaikyti Zemés iikyje. Tai padéty ne tik sumaZzinti

neorganiniy tragsy naudojima, bet ir leisty efektyviai panaudoti organines atliekas [39].
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2. METODINE DALIS

Tyrimai buvo atlikti Kauno technologijos universiteto, Cheminés technologijos fakulteto,

Organinés chemijos katedros biotechnologijos laboratorijoje.

Tyrimams naudotos zieminiy rapsy (Brassica napus L.) ,,Abakus” séklos. Tai hibridiné
veislé sukurta Vokietijoje. Séklos smulkios, vidutinio riebalingumo, labai baltymingos. Sie

rapsai pasizymi aukstu derlingumu, atsparumu Zzemoms temperatiiroms ir iSgulimui.

Tyrime naudoti L-cisteinas, L-cistinas, L-tirozinas, L-fenilalaninas ir L-hidroksiprolinas.
Taip pat tirti N,N-pakeisti-p-alanino junginiai su azolo fragmentais, kurie buvo susintetinti Kauno
technologijos universiteto, Cheminés technologijos fakulteto Organinés chemijos katedroje, prof.

V. Mickeviciaus mokslingje grupg¢je.. IS viso tirti 28 nauji junginiai buvo suskirstyti j tris grupes:

1. N,N-pakeisti-B-alaninai su tiazolo fragmetu (2.1 lentelé),
2. N,N-pakeisti-p-alaninai su tiazolono fragmentu (2.2 lentel¢),

3. N,N-pakeisti-p-alaninai su tiazolo ir chalkono fragmentais (2.3 lentelé).

Buvo tikimasi, kad $ie junginiai galéty pasizyméti antioksidaciniu, antibakteriniu

aktyvumu ar veikti kaip augimo reguliatoriai.

2.1 lentelé. N,N-pakeisti-p-alanino junginiai su tiazolo fragmetu.

Junginys | Junginio pavadinimas Formule

s/ﬁ
1 3-[(4-metoksifenil)(1,3-tiazol-2- >;N
il)amino]propano riigstis HsCO N

COOH

CH;
S/Y
5 3-[(4-metoksifenil)(4-metiltiazol-2- >:N
il)Jamino|propano ruagstis H;CO N

COOH
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O% CH;
CH;
. - . 7N
3-[(5-acetil-4-metiltiazol-2-il)(4- -
metoksifenil)amino]propano riigstis >/N
COOH
3-[{4-(2-oksochromen-3-il)tiazol-2-il}-(4- | 0
metoksifenil)amino|propano ruagstis s7 N |
>;N (6]
H3CO©—N
COOH

3-[{4-(4-fenil)tiazol-2-il}-(4-
metoksifenil)amino]propano ragstis

COOH
3-[(4-metoksifenil)-(4,5,6,7- 7N
tetrahidrobenzotiazol-2- >:N
il)amino]propano rugstis H3co@N

COOH

F
. . N
3-[{4-(4-fluorfenil)tiazol-2-il}-(4- _
metoksifenil)amino]propano riigstis >/N
H3COON
COOH
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8 3-[{4-(4-chlorfenil)tiazol-2-il}-(4- /
metoksifenil)amino]propano rigstis ::: >/N
H;CO N
COOH
NO,
3-[{4-(4-nitrofenil)tiazol-2-il}-(4- sw
9 metoksifenil)amino|propano ruagstis >;N
H3COON
COOH
- . ¢ N | I
10 3-[{4-(2-naftil)tiazol-2-il}-(4- ]
metoksifenil)amino]propano ruagstis :::
H,CO N
COOH
OCHs
HOOC\\V//A\\ig:?;::::]//
3-[5-{1-[(E)-2-((Z2)-1{2-[(3-hidroksi-3- 0
oksopropil)-(4-metoksifenil)amino]-4- = -
11 metil-1,3-tiazol-5- AN A ‘
il}etiliden)hidrazono}etil-4-metil-1,3- o
\ 3

tiazol-2-il]-(4-
metoksifenil)amino]propano riigstis

COOH




Cl

12 3-[{4-(4-chlorfenil)tiazol-2-il}-(4-

hidroksifenil)amino]propano ruaigstis : : : >:N
HO N

COOH

H;C /N—N H@
13 1-[2-(4-metoksianilino)-4-metil-1,3- sj%/cm
tiazol-5-il]-1-etanono N-fenilhidrazonas >;N
——< :%——N

H;CO

COOH

2.2 lentelé. N,N-pakeisti-p-alanino junginiai su tiazolono fragmentu

Junginys Cheminis pavadinimas Formule

S/wéo

3-[(4-metoksifenil)(4-okso-4,5- N

14 | dihidrotiazol-2-ilyamina]propano hco N>/
rugstis \

COOH
Cl
3-[5-[(4-chlorfenil)metilen]-4-okso- | 0
15 tiazol-2-il]-4- 5 =
metoksifenil)amino)propano riigstis >:N
H3co©—N
COOH
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3-[5-[(4-fluorfenil)metilen]-4-okso-

O
16 | tiazol-2-il]-4- <
metoksifenil)amino)propano ragstis >:N
COOH
3-[5-[4-fenilmetilen]-4-okso-tiazol-2- | 0
17 il]-4-metoksifenil)amino)propano S ~
ragstis >:N
COOH
S
=
3-[5-(3-tienilmetilen)-4-okso-tiazol-2- | 40
18 il]-4-metoksifenil)amino)propano 8
rugstis >:N
COOH
Br
3-{[5-[(4-bromfenil)metilen]-4-okso- | 0
19 | tiazol-2-il]-(4- s
metoksifenil)amino}propano ragstis >:N
HSCOON
COOH
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3-[5-(2-furilmetilen)-4-okso-tiazol-2-

20 il]-4-metoksifenil)amino)propano
ragstis
COOH
Br Br
O
¥
21 3-[(5,5-dibromo-4-okso-tiazol-2-il)-(4- >;N
metoksifenil)amino]propano ragstis HSCOON
COOH
OCH,
3-{[5-[(2)-(4-{[2-[(3-hidroksi-3- HOOG
oksopropil)-4-metoksianilino]-4-okso- N =
o9 | 1,3-tiazol-5(4H)- —( /}N
ilidene]metil}fenil)metilidene]-4-okso- TN o N
1,3-tiazol-2(4H)-il]-4-
metoksianilino}propano rigstis COOH
H,CO
2.3 lentelé. N,N-pakeisti-p-alanino jugniai su tiazolo ir chalkono fragmentais
Junginiai Cheminis pavadinimas Formulé
0 N
3-[(4-metoksifenil)-{4-metil-5-[3- CH,
23 fenilprop-2-enoil]-1,3-tiazol-2- O
il}amino]propano ruagstis >;‘N
H3co©—N
COOH
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3-[(4-metoksifenil)-{4-metil-5-[3-(4-

24 chlorfenil)prop-2-enoil]-1,3-tiazol-2- 7N
il}amino|propano rugstis >;N
COOH
F
0 NN
3-[(4-metoksifenil)-{4-metil-5-[3-(4- CH;
25 florfenil)prop-2-enoil]-1,3-tiazol-2- O
il}amino]propano ragstis >;N
COOH
AN
(6] \ S
N NN
3-[(4-metoksifenil)-{4-metil-5-[3-(2- CH;
26 tienil)prop-2-enoil]-1,3-tiazol-2- N
il}amino]propano ragstis —N
H;CO N
\
COOH
Br
O\\ .
3-[(4-metoksifenil)-{4-metil-5-[3-(4-
27 bromfenil)prop-2-enoil]-1,3-tiazol-2-
il}Jamino]propano rugstis
- 3-[(4-metoksifenil)-{5-[3-(2-furil)prop-2-

enoil]-4-[2-(2-furil)vinil]-1,3-tiazol-2-
il}amino]propano ragstis

COOH
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N,N-pakeisti-B-alanino junginiy biologinio aktyvumo tyrimas buvo atliktas pagal Zemiau

pateikta schema.

Antibakterinio
aktyvumo tyrimas

Junginiai

Antioksidacinio Poveikio rapsams
aktyvumo tyrimas tyrimai

Rapsy augimo in
vitro tyrimas

Rapsy auginimas
Rapsy L -
antioksidacinio terg‘;';”ggﬁldoylgje
LD Wil atrinktais junginiais

) L Mirozinazés
Metabolity kiekio aktyvumo
nustatymo tyrimai )
tyrimas
Chlorofilo a ir b bei itz dlelie

karotinoidy kiekio

nustatymo tyrimas TUBERITE WS

2.1 pav. Atlikty tyrimy metodiné schema
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Atliekant tyrimus buvo naudoti Sie jrenginiai:

e autoklavas ,,Certoclav®,

e centrifuga ,,Universal 320R",

e laminaras ,,Teostar BV-100%,

e pH-metras ,,Winlab®,

e spektrofotometras ,,UV-200RS*,

e spektrofotometras ,,Shimadzu UV-1280%,
e termostatas ,,Binder®,

e termostatiné vonelé ,,.Biosan®,

e termostatinis kratytuvas ,,ES-20%.
2.1 Antibakterinio aktyvumo nustatymas

Antibakterinis aktyvumas buvo nustatomas agaro difuziniu metodu [42]. Tyrimams
naudotos Xanthomonas campestris ir Rhizobiu radiobacter bakterijos, kurios buvo augintos Luria-
Bertani (LB) terpéje esant 37 °C temperatiirai. Tiriamy junginiy tirpalai (konc. 1000 pg/ml) buvo
istirpinti dimetilsulfokside (DMSO).

LB terpé yra kieta ir sudaryta i§: 10,0 g/L natrio chlorido, 10,0 g/L triptono, 5,0 g/L mieliy
ekstrakto ir 10,0 g/L mikroagaro.

Ant LB terpés Petri 1ékstelése buvo uzpilta Rhizobium radiobacter ir Xanthomonas
campestris bakterijy suspensijos 50 pl ir uzdéti popieriniai diskai, suvilgyti 25 pl tiriamy junginiy
tirpalais (Img/l). Petri 1ékstelés sudétos j termostata, palaikant 37 °C temperatiirg. Po dviejy pary

stebétas bakterijy augimas ir tiriamy junginiy antibakterinis poveikis. ISmatuota slopinimo zona.

Slopinimo
zona

Atspariy bakterijy
augimas

2.2 pav. Antibakterinio poveikio jvertinimas
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2.2 DPPH laisvo radikalo slopinimo tyrimas

Tiriamy jugniniy antioksidaciniam aktyvumui jvertinti buvo naudojamas DPPH laisvo
radiakalo slopinimo metodas [9]. I§ pradziy buvo paruostas 1 mM DPPH tirpalas etanolyjge, o
1 mg/ml tiriamieji junginiai iStirpinti DMSO.

Paruosto ImM DPPH tirpalo po 1 mL jpylta j 1 mL tiriamy junginiy tirpalus. Tada mi$iniai
sumaisyti ir palikti stovéti 20 minuiy. Sviesos sugerties dydis i§matuotas, esant 517 nm bangos

ilgiui. DPPH slopinimas apskaic¢iuotas pagal formulg:
slopinimas, % = [(As— Aa)Ag)] x 100 (1)

Ag — palyginamojo tirpalo absorbcijos dydis;

Ana — tiriamojo tirpalo absorbcijos dydis.
2.3 Rapsy daigumo in vitro nustatymas

Rapsy séklos sterilintos 70 % C2HsOH — 3 min., 10 % NaClO tirpalu — 10 min, po to 3 kartus
plautos steriliu distiliuotu vandeniu. Po to séklos daigintos stiklinése petri 1¢kstelése ant sterilaus
filtirinio popieriaus, sudrékinto 2,5 mL tiriamy junginiy tirpalais [43]. I§ pradZiy paruosti 1mg/ml
tirpalai, iStirpinti DMSO. Tada praskieti vandeniu iki 2mg/I.

Kiekvienoje 1éktsteléje daiginta deSimt sékly. Rapsy daigumas nustatytas po 14 dieny.
ISmatuotas daigy stieby aukstis ir Sakny ilgis. Kontrolei rapsai daiginti steriliame distiliuotame

vandenyje.
2.4 Augaly ekstrakty antioksidacinio aktyvuo tyrimas

Augaly ekstrakty antioksidacinis aktyvumas jvertintas matuojant, kiek procenty stabilaus

DPPH radikalo neutralizuoja fenoliniai junginiai [44].

N—N"> NO, + R ——= N—N NO,

DPPH* + R* =DHHH - H

2.3 pav. Radikalo DPPH redukcijos reakcija su antioksidantu
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Fenoliniams junginiams biidingas antioksidacinis aktyvumas dél jy gebéjimo iSaktyvinti
laisvuosius radikalus. Reakcijos metu (2.3 pav.) antioksidantas atiduoda vandenilj ir taip

iSaktyvina laisvuosius radikalus ir jie tampa stabiliais DHHP — H tipo junginiais.

1 g susmulkintos augalinés zaliavos uzpilta 10 ml metanoliu ir homogenizuota 10 minuciy.

Homogenatas centrifuguotas 10 minuc¢iy 9000 aps./min, po to supernatantas surinktas.

Tiriamasis tirpalas paruostas ] mégintuvélj jpilant 0,077 ml paruosto ekstrakto ir 3 ml DPPH

etaloninio tirpalo.

Mégintuvélio turinys sumaisytas ir po 15 minuciy laikymo tamsoje iSmatuotas tirpalo optinis

tankis prie 515 nm bangos ilgio.

Palyginamasis tirpalas paruostas ; mégintuvel; jpilant 0,077 ml metanolio ir 3 ml DPPH

etaloninio tirpalo.

Etaloninis DPPH tirpalas paruostas 0,0024 g DPPH radikalo tirpinant metanolyje 100 ml
talpos matavimo kolboje. DPPH slopinimas apskaiciuotas pagal formulg:

slopinimas, % = [(As— Aa)Ag)] x 100 (1)

Ag — palyginamojo tirpalo absorbcijos dydis.
Ana — tiriamojo tirpalo absorbcijos dydis.

2.5 Maitinamosios terpés paruosSimas

Rapsai buvo daiginti Murashige-Skoog (MS) terpéje, papildytoje atrinktais junginiais [43],
kurie daiginant rapsus ant filtrinio popieriaus skatino $akny formavimasi labiau uz kontrolg.

Naudota tirpaly koncentracija — 2mg/I.

Kultivuojant augaly augimag in vitro maitinamoji terpé sudaroma i$ $iy komponenty:
makroelementai, mikroelementai, gelezies Saltinis, organiniai priedai, anglies Saltinis, augimo
reguliatoriai. Murashige & Skoog (MS) terpé — tai viena i$ pladiausiai naudojamy maitinamyjy
terpiy. Svarbus Sios terpés bruozas yra aukstos nitraty, kalio ir amonio jony koncentracijos. | jos
sudét] jeina mioinozitolis, nikotininé riigstis, piridoksino hidrochloridas (Bs) ir tiamino

hidrochloridas (By).

Eksperimento metu naudojama MS terpé, kurios pH = 5,7-5,8. Terpé, papildyta tiriamy
junginiy tirpalai,. sterilinta autoklave 120 °C temperatiiroje 15 minuciy esant 0,75 — 1 atmosferos
slégiui.
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2.4 lentelé. Maitinamosios MS terpés sudétis

Reagentai Koncentracija tirpale mg/I Koncentracija terpéje
Makroelementai
NHsNO3 33000 1650
KNO3 38000 1900
CaCl, 2H.0O 8800 440
MgSQO4-7 H20 7400 370
KH2PO4 3400 170
Mikroelementai
KJ 166 0,83
H3BO3 1240 6,2
MnSO4-4H,0 4460 22,3
ZnSQ04-7 H20 1720 8,6
NaMo0O4-2 H,0 50 0,25
CuS0Os4 -5 H20 5 0,025
CoCl, -6H>0 5 0,025
Gelezies $altinis®
FeSO4-7H,0 5560 27,8
Na2,EDTA -2H>0 7460 37,3
Organiniai priedai®
Mioinozitolis 20000 100
Nikotino riigstis 100 0,5
Piridoksinas-HCI 100 0,5
Tiaminas-HCI 100 0,5
Glicinas 400 2
Sacharozé 30000
Agar-agaras 5

2.6 Chlorofilo a ir b bei karotinoidy nustatymas augaluose

Chlorofilo a ir b bei karotinoidy nustatymas augaly audiniuose paremtas optinio tankio
matavimu spektrofotometru esant bangos ilgiams: chlorofilui a (662 nm), chlorofilui b (644 nm),
karotinoidams (441 nm) [45].

Chlorofilo a ir b kiekio nustatymui 1 g augaly lapy susmulkinti griistuvéje. Po to jpilta 20 ml
50 % etanolio, sumaisyta iki vientisos masés ir filtruota. Nufiltruoto ekstrakto tiris iSmatuotas
cilindru. Véliau ekstraktai skiesti etanoliu tol, kol optinis tankis praskiesty tirpaly buvo nuo 0,1 iki
0,8. Tada atlikti matavimai spektofotometru esant 662 nm (chlorofilo a), 644 nm (chlorofilo b) ir

441 nm (karotinoidams) bangy ilgiams.
Pigmenty koncentracijos (mg I) apskai¢iuota pagal formules:

Chlorofilo a koncentracija (mg I%):

Ca= 9,784 Des2— 0,99Ds4s; (2
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Chlorofilo b koncentracija (mg I%):

Cb=21,426Dgas- 4,65D¢62; 3
Bendra chlorofilo ar ir b koncentracija:
CatCb = 5,134De62+20,436Deu4; 4)

Karotinoidy koncentracija (mg 1)

Crarotinoidai = 4,695D441-0,268 (Ca"'Cb); (5)

Pigmenty kiekis mg/100g apskaiciuotas:

_C-V.V,-100

6
n-V, -1000 ©

Cia:

C — pigmenty koncentracija, mg I%;

V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;

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

n — augaliné masé g;

X — pigmenty kiekis, mg/100g.
2.7 Baltymy kiekio nustatymas rapsuose

Baltymy kiekio nustatymui remtasi Bradfordo metodu [46]. Jis pagristas specifine baltymy
sgveika su Kumasi briliantiniu méliu ir susidariusio komplekso koncentracijos matavimu
spektrofotometru esant 595 nm bangos ilgiui. Baltymy koncentracija apskaiCiuojama i

kalibracinés kreivés.

Kalibravimo kreivei sudaryti, paruosti skirtingos koncentracijos tirpalai (0,02 mg/ml,
0,04 mg/ml, 0,06 mg/ml, 0,08 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,8 mg/ml) is
standartinio albumino tirpalo (1 mg/mL). Kiekvienos koncentracijos albumino tirpaly paimta 100
ul ir jpilta 1,5 ml Bradfordo reagento (Kumasi mélis etanolyje ir fosforo riigstis). Méginiai
sumaiSyti ir iSmatuotas optinis tankis prie 595 nm bangos ilgio. IS gauty duomeny nubraizyta

kalibraciné kreive.

Augaliné medziaga idziovinta, pasverta po 0,05 g ir panaudojant buferius iSekstrahuoti
baltymai. Augaliné medziaga uzpilta buferiais po 1 ml ir maiSyta vieng valanda. Po to

nucentrifuguota 9000 aps./min grei¢iu 20 minuciy 4 °C temperatiroje. Po centrifugavimo paimta
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100 pl ekstrakto ir pridéta Bradfordo reagento (1,5 ml). Po 15-20 minuciy iSmatuotas optinis
tankis esant 595 nm bangos ilgiui.

Baltymy ekstrakcijai naudoti buferiai:

1) 0,1 M Glicinas — HCI (pH=2,6);
2) 0,1 M Natrio acetatas (pH= 4,0);
3) 0,1 M Natrio acetatas (pH= 6,0):
4) 0,1 M Tris — HCI; (pH=8,0);

5) 0,1 M Natrio boratas (pH=10,0).

Baltymy kiekis apskaiCiuojamas i$ formulés:

_a-v-100

Vi

X ; mg/100 mg (7)
Cia:

a — baltymo koncentracija i§ kalibravimo kreivés, mg;

V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;

V1 — pradinis ekstrakto taris, paimtas praskiedimui, ml;

n — augaliné mase, mg;

X — baltymy kiekis, mg/100mg.
2.8 Mirozinazés aktyvumo jvertinimas

Augalinés medziagos 0,1 g susmulkinta ir ekstrahuota 1 ml ekstrakcijos buferyje, kurj
sudaro: 10 mM Tris-HCI (pH = 8,0), 1 mM etilendiamintetraacto rugstis (EDTA), 1 %
polivinilpirolidonas (PVP) ir 1 mM ditiotreitolis (DTT) [47]. MiSiniai centrifuguoti 15 minuciy

10 000 aps./min 4 °C temperatiiroje. Supernatantas turi fermentg mirozinazg ir Kitus baltymus.

Mirozinazé nustatyta pagal gliukoze¢ hidrolizés reakcijoje i§ 2-propenilgliukozinolato
(sinigrino), kuris buvo pridétas | mirozinazés ekstrakta. Sinigrino tirpalas paruostas 15 mg
sinigrino iStirpinant 1 ml distiliuoto vandens. Mégintuvéliai suskirstyti j reakcijos ir kontrolinius.
| reakcijos mégintuvélius jpilta 0,35 ml kalio fosfato buferio 33 mM (pH = 6), 0,05 ml tiriamo
tirpalo ir 0,1 ml sinigrino. Kontroliniuose mégintuvéliuose jpilama 0,35 ml kalio fosfato buferio ir

0,05 ml tiriamo tirpalo.

Visi mégintuvéliai inkubuoti 30 minuciy 37 °C temperatiiroje vandens voneléje. Mirozinazés
aktyvumas iSaktyvuotas 100 °C temperatiiros vandens voneléje, laikant 5 minutes. Po to |

kontrolinius mégintuvélius jpilta 0,1 ml sinigrino tirpalo.
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Tada j visus méginius jpilta 2 ml o-toliudininio tirpalo ir jdéta j 100 °C temperatiiros vandens

vonel¢je 8 minutéms. Tada iSmatuota Sviesos sugertis esan 590 nm.

Gliukozés kalibracinei kreivei sudarymui paruosti 0,5 mg/mL, 0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml,
0,4 mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,8 mg/ml, 1,0 mg/ml D-gliukozés vandeniniai tirpalai. Tada paimta 10 ml
visy skirtingy koncentracijy D-gliukozés tirpaly ir jpilta po 4 ml o-toluidininio tirpalo ir jdéta j 100
°C temperatiiros vandens voneléje 8 minutéms. Sviesos sugertis matuota esant 540 nm bangos

ilgiui.

Mirozinazés aktyvumas apskaiciuotas pagal 8 formulg.

W )_ £9(gliuk) x bendraskikistirpalgqml) ®)
ml/™ 1801 x enzimosunaidota(ml) x inkubacijeslaikag(min)
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame darbe buvo tirta 28-iy N,N-pakeisty-B-alanino junginiy su azolo fragmentais
antibakterinis ir antioksidacinis aktyvumas bei poveikis rapsy daigumui. Taip pat tyrime buvo
naudotos penkios a-aminoragstys: L-fenilalaninas, L-cistinas, L-cisteinas, L-tirozinas, L-

hidroksiprolinas.
3.1 Antibakterinio aktyvumo jvertinimas

Antibakterinis poveikis buvo tirtas naudojant agaro difuzinj metoda. Tyrimui pasirinktos
Xanthomonas campestris ir Rhizobium radiobacter bakterijos. Junginiy koncentracija naudota

tyrime — 1mg/ml. Zemiau esan¢ioje diagramoje pateikti junginiai, rode antibakterinj poveikj.

Xanthomonas campestris Rhizobium radiobacter
<
© <
™ —
-
~
—
© -
. S
i
s o IN
© . S S
3 8 °
Q 8 o -
o “ &
> o
E ; N 0
-_— o
S s g % °©
| © o
w
9 10 12 23 24 25 26 27
JUNGINIAI

3.1 pav. Junginiy antibakterinio aktyvumo jvertinimas

Apibendrinus rezultatus matyti, kad i§ 28-niy tirty junginiy tik astuoni turéjo antibakterinj
aktyvuma. Didziausia slopinimo zona (1,44 cm prie§ Xanthomonas campestris ir 1,17 cm pries§
Rhizobium radiobacter) nustatyta su 27 junginiu. Taip pat galima iSskirti 26 junginj, nes jis slopino
Xanthomonas campestris (slopinimo zona — 1,38 cm), taciau pries Rhizobium radiobacter
bakterijg poveikis buvo labai mazas. DidZiausig antibakterinj aktyvuma parodé tiazoly ir chalkony

fragmentus turintys junginiai.
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3.2 Antioksidacinio aktyvumo tyrimai

Antioksidacinés sabyvés buvo iStirtos DPPH radikalo slopinimo reakcija. Tirti junginiai
sumaisyti su DPPH etanoliniu tirpalu ir palikti tamsoje. Po 20 minuciy buvo iSmatuota absorbcija

esant 517 nm. Toliau aptarti Sio tyrimo rezultatai.
3.2.1 Junginiy antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH metodu

Junginiy rezultati pateikti trijose diagramose pagal grupes: tiazolai, tiazolonai ir chalkonai
su tiazolo fragmentu.

100 91,18 gg9,95

83,43
80 75,56 72,04 7439 73,74
47,98 49.63
36,03
28,68
21,81
| I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

3.2 pav. Junginiy su tiazolo fragmentu antioksidacinis aktyvumas

Slopinimas, %
N (o]
o o

o

o

Tiazoly fragmentus turincioje grupéje beveik visi junginiai turéjo gera antioksidacinj
aktyma, bet daugiausia DPPH slopino 11, 12 ir 8 junginiai: 11 junginys — 91,18 proc., 12 — 89,95
proc., 8 — 83,43 proc. radikalo. Visiskai antioksidacinio aktyvumo neparodé 3 junginys.

100

81,86
80 72,17

(o2}
o

Slopinimas, %
I
o

20
11,21 841 9,62

2,38
, 1n k= 011Z

14 15 16 17 18 19 20 21 22

3.3 pav. Junginiy su tiazolony fragmentais antioksidacinis aktyvumas
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Auksciau pateiktoje diagramoje matyti, kad i$ tiazolony fragmentus turin€iy junginiy
geriausig anitoksidacinj aktyvuma turéjo 21 ir 17 junginiai (atitinkamai 81,86 proc. ir 72,12 proc.),
o kiti neslopino arba slopino labai nedaug DPPH radikalo.

100
81,79
80
S
> 60 57,94
@©
=
=
g
wn
20
331 3,82
o mm =
23 24 25 26 27 28

3.4 pav. Junginiy su tiazoly ir chalkony fragmentais antioksidacinis aktyvumas

TreCioje junginiy grupéje, turinioje chalkony ir tiazoly fragmentus, antioksidacinj
aktyvumg parodé 28 ir 26 junginiai. Pastarasis neutralizavo 81,79 proc. DPPH laisvo radikalo.
Sioje junginiy grupéje 26 junginys buvo geriausias.

Rezultatai parod¢, kad tiazoly fragmentus, turincioje grupéje buvo daugiausiai junginiy,
kurie slopino daugiau nei 70 proc. radikalo, o geriausias i§ visy Siame tyrime buvo 11 junginys
(3.5 pav.), kuris slopino 91,18 proc. DPPH radikalo.

OCH;
HOOC\/\N /( j
)&N
/
H;C

CH
N—N
CH;
s

S,

3

w2

N

COOH
3.5 pav. Junginys 11 geriausiai slopino DPPH radikala
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3.2.2 Aminoriigsciy antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Tokiu paciu metodu kaip ir junginiai buvo istirtos ir a-aminorugstys.

100,00
80,00
S
v 60,00
©
£
= 40,80
EL 40,00
n
20,00 21,60
20,00
0,00
L-hidroksiprolinas L-cistinas L-cisteinas L-tirozinas L-fenilalaninas

3.6 pav. Aminortigs¢iy antioksidacinis aktyvumo jvertinimas DPPH metodu

Pateiktuose duomenyse matoma, kad L-hidroksiprolinas neturéjo antioksidacinio poveikio.
L-fenilalaninas taip pat neparodé didelio aktyvumo - slopino tik 1,60 proc. Kitos trys
aminoragstys, palyginus su 11 junginiu, slopino gerokai maziau DPPH radikalo. I§ aminortigsciy,
L-cisteinas slopino daugiausia (40,80 proc.) radikalo. Taigi i$ rezultaty nustatyta, kad trylika

junginiy buvo geresni antioksidantai nei tirtos aminortgstys.
3.3 Augaly augimg reguliuojanciy savybiy jvertinimas

Sioje darbo dalyje buvo tirtas L-tirozino, L-fenilalanino, L-hidroksiprolino, L-cisteino, L-
cistino ir N,N-dipakeisty-B-alanino junginiy poveikis rapsy organogenezei. Naudotos ,,Abakus*

veislés rapsy seklos.
3.3.1 Junginiy poveikio rapsuy daigumui in vitro jvertinimas

Tyrimo rezultatai pateikti suskirs¢ius junginius j tris grupes, kaip ir antioksidacinio

aktyvumo jvertinime. Junginiy tirpaly koncentracija tyrime — 2 mg/I.
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3.7 pav. Junginiy su tiazoly fragmentais poveikis rapsy daigy auksciui ir Sakny ilgiui

I§ pirmosios grupés junginiy uz kontrole geresni buvo 1, 3, 7, 9, 10, 11, 13 junginiali.
Didziausig poveikj turéjo 7 junginys, su kuriuo Sakny ilgis buvo 2 kartus didesnis uz kontrolg ir
Siek tiek didesnis daigy aukstis. Galima iSskirti ir 1 junginj, nes jis taip pat padidino Sakny ilgj 1,8

karto.
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3.8 pav. Junginiy, su tiazolono fragmentu, poveikis rapsy daigy auksciui ir Sakny ilgiui

Antroje grupéje geresni rezultatai gauti su 15 ir 16 junginiais. Lyginant su kontrole 15
junginys Sakny ilgj padidino 40 proc., 0 16 junginys — 14 proc. Daigy aukstj $ioje grupéje taip pat

labiausiai padidino 15 junginys.
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3.9 pav. Junginiy, su tiazolo ir chalkono fragmentais, poveikis rapsy daigy auksciui ir Sakny ilgiui

Trecig grupe sudaro $esi junginiai, i§ kuriy du padidino rapsy Sakny ilgj (23 ir 27 junginiai).
Rapsy daiginty su 23 junginio tirpaly Sakny ilgis buvo 6,15 cm, o su 27 junginiu — 5,54 cm. Daigy

aukstj padidino 23 ir 28 junginiai, kiti teigiamo poveikio netur¢jo.

Apibendrinant tyrimo rezultatus labiausiai buvo jvertintas poveikis augalo Sakny ilgiui, nes
daigy aukstis dygimo metu néra toks svarbus kaip Sakny formavimasis. Taigi i§ visy trijy grupiy
atrinkti 1, 7, 13, 15, 23, 27 junginiai. Jie buvo naudoti MS terpés papildymui ir rapsy metabolity

1$tyrimui.
3.3.1.1 Rapsy, daiginty su junginiais, antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Buvo istirti rapsy, kurie auginti su junginiy tirpalais, ekstrakty antioksidacinés savybés.

Bandymas buvo atliktas tik su tais rapsais, kuriy Sakny ilgis buvo didesnis uZ kontrolg.

41



100,00

82,41 80,75
80,00
S
g 60,00
E
c
‘e 40,00
°
wn
20,00
0,00
go\b 'é&% N ™ q;) b\Q ‘)\ g)b‘ (o‘o
&
A
& @\\\
Y

3.10 pav. Rapsy, daiginty su junginiy tirpalais, antioksidacinis aktyvumas jvertinimas DPPH metodu

IS 3.10 pav. diagramos matyti, kad Rapsy, daiginty su junginiy tirpalais, antioksidacinis

aktyvumas DPPH metodu gautas labai panasus.
3.3.2 Aminoriaigsciy poveikio rapsy daigumui in vitro jvertinimas

Siame tyrime rapsai buvo daiginti su a-aminortigstimis, kuriy koncentracija buvo 2 mg/I.
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3.11 pav. Aminortigsc¢iy poveikis rapsy stieby auksciui ir Sakny ilgiui

I$ pateikty rezultaty (3.11 pav.) matyti, jog visos aminoriigstys skatino Sakny vystymasi. L-
fenilalaninas turéjo maZziausig poveikj Saknims, o stieby aukstis buvo 0,19cm mazesnis uz

kontrole. Didziausias $akny ilgis gautas rapsy auginty su L-hidroksiprolinu — 8,15 cm. Tai 2,5
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karto ilgesnés Saknys nei kontrolés. Didziausi stiebai nustatyti rapsy auginty su L-tirozino tirpalu.
Vidutinis stieby aukstis buvo 5,88 cm.

3.3.2.1 Rapsy, daiginty su aminoriagstimis, antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Taip pat buvo nustatytas rapsy, daiginty 2 mg/ml aminoriigséiy tirpaluose, ekstrakty antioksidacinis
aktyvumas.
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3.12 pav. Rapsy, auginty su aminoriigstimis, antioksidacinis aktyvumas slopinant DPPH

I$ rapsy antioksidacinio aktyvumo jvertinimo rezultaty (3.12 pav.) galima teigti, kad L-
cisteinas neigiamai paveiké rapsuose esanciy antioksidanty aktyvumg. Su $ia aminortgStim
auginty rapsy ektraktas slopino 77,22 proc. DPPH radikaly, kai rapsai daiginti vandenyje slopino
— 89,45 proc.

3.4 Rapsy metabolity jvertinimas

Siuose tyrimuose buvo nustatytas atrinkty junginiy poveikis metabolity susidarimui
rapsuose. Nustatyti chlorofilo a ir b, karotinoidy, baltymy kiekiai. Taip pat jvertintas rapsuose
esancios mirozinazés aktyvumas. Tyrimams rapsai buvo auginti ant MS terpés, kuri buvo papildyta
a-aminortugstimis (L-fenilalaninu, L-tirozinu, L-hidroksiprolinu) ir 1, 7, 13, 15, 23, 27 junginiais.
Naudota tirpaly koncentracija buvo 2 mg/l. Rapsai auginti 14 dieny.
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3.4.1 Chlorofilo a ir b bei karotinoidy kiekiy rapsuose jvertinimas

Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos rapsy ekstraktuose nustatyti prie Siy bangy
ilgiy: chlorofilui a — 662 nm; chlorofilui b — 644 nm; karotinoidams — 441 nm.
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3.13 pav. Chlorofilo a kiekio rapsuose jvertinimas

Chlorofilo a rezultatai parodé, kad net penki junginiai padidino jo kiekj. I$ o-aminorigséiy
daugiausia padidino — L-hidroksiprolinas (86,67 mg/100g). Didziausia chlorofilo a koncentracija (2,2 karto
didesné uz kontrole) nustatyta rapsuose, augintuose MS terpéje, papildytoje 7 junginiu. Taip pat rapsuose,
augintuose MS terpéje su 15 junginiu, chlorofilo a kiekis buvo didesnis 1,7 karto nei kontroliniame

méginyje.
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3.14 pav. Chlorofilo b kiekio rapsuose jvertinimas

44



Chlorofilo b augaluose visada yra maziau. Pateiktoje diagramoje matyti, kad 7 junginio
jdéjimas j MS terpe padidino chlorofilo b kiekj rapsuose 5,7 karto, lyginant su kontrole. I§ a-
aminortgsciy labiausiai padidino chlorofilo b kiekj L-hidroksiprolinas (25,45 mg/100mg).
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3.15 pav. Karotinoidy kiekio rapsuose jvertinimas

Karotinoidy kiekis didziausias taip pat su 7 junginiu. Jis lyginant su kontrole net 3 kartus
didesnis. Taip pat rapsuose, augintuose MS terpéje su L-hidroksiprolinu, nustatytas 2 kartus
didesnis karotinoidy kiekis. Galima isskirti ir 15 junginj, kurio pridéjimas MS terpg padidino
karotinoidy kiekj rapsuose 2 kartus, lyginant su kontrole.

Taigi, iStyrus ir jvertinus chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijas rapsuose, matyti,

kad teigiama poveikj jy kiekiams turéjo 7 juginys, 15 junginys ir L-hidroksiprolinas.
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3.4.2 Baltymu kiekio rapsuose jvertinimas

Baltymy kiekis rapsuose buvo nustatytas Bradfordo metodu. Standartui naudotas albuminas,

pagal kurio koncentracijas buvo nubraizyta kalibraciné kreivé (3.16 pav.).
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3.16 pav. Baltymy kalibraciné kreivé.

Tyrime baltymai ekstrahuoti su penkiais skirtingais buferiais, kuriy pH buvo 2,6; 4,0; 6,0;

8,0; 10,0. Gauti rezultatai pateikti zemiau esan¢iose diagramose.
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3.17 pav. Baltymy kiekis rapsuose, kurie ektrahuoti 0,1 M Glicino — HCI (pH=2,6) buferiu

Paveikslélyje 3.17 pateikti baltymy kiekiai rapsy ekstraktuose, gautuose panaudojus buferj,
kurio pH buvo 2,6. Kaip matyti i§ diagramos, rapsuose augintuose MS terpéje, papildytoje 7
junginiu, baltymy kiekis buvo didziausias — 1,88 mg/100mg. Tai yra 2,8 karto daugiau, nei
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kontroléje, kuri gauta i$§ rapsy auginty MS terpéje. Didziausias baltymy kiekis i§ a-aminortgsciy

(0,78 mg/100mg) buvo rapsuose, kurie auginti MS terpéje su L-tirozinu, bet tai tik 12 proc. daugiau

nei kontroléje.
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3.18 pav. Baltymy kiekis rapsuose, kurie ektrahuoti 0,1 M natrio acetato (pH = 4,0) buferiu

Paveiksle 3.18 pateikti baltymy kiekiai rapsy ekstraktuose, gautuose panaudojus buferj,
kurio pH 4,0. Nustatyta, kad rapsuose augintuose MS terpéje, turincioje 27 junginj, baltymy kiekis
buvo didZiausias (1,55 mg/100mg). Tai yra 2,8 karto daugiau, nei kontroléje, kuri gauta i§ rapsy
auginty MS terpéje. Didziausias baltymy kiekis tarp a-aminortigsciy (1,42 mg/100mg) buvo
rapsuose, kurie auginti MS terp¢je su L-hidroksiprolinu (13,6 proc. daugiau nei kontrolgje).
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3.19 pav. Baltymy kiekis rapsuose, kurie ektrahuoti 0,1 M natrio acetato (pH=6,0) buferiu

Paveiksle 3.19 pateikti baltymy kiekiai rapsy ekstraktuose, gautuose panaudojus buferj, kurio pH 6,0.
Kaip matyti i§ diagramos, rapsuose, augintuose MS terpéje, papildytoje 27 junginiu, baltymy
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kiekis buvo didZiausias — 11,88 mg/100mg. Tai 1,04 mg daugiau nei kontroléje, kuri gauta i$ rapsy

auginty MS terpéje. Visuose kituose rapsuose nustatytas mazesnis baltymy kiekis nei kontroléje.
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3.20 pav. Baltymy kiekis rapsuose, kurie ektrahuoti 0,1 M Tris — HCI (pH=8,0) buferiu

Paveiksle 3.20 pateikti baltymy kiekiai rapsy ekstraktuose, gautuose panaudojus buferj,
kurio pH 8,0. Nustatyta, kad rapsuose auginsiuose MS terpéje, papildytoje 27 junginj, baltymy
kiekis buvo didziausias (14,49 mg/100mg), T. y. 1,4 karto daugiau, nei kontrol¢je, kuri gauta i$
rapsy auginty MS terpéje. Didziausias baltymy kiekis tarp a-aminortigsciy (11,09 mg/100mg)

buvo rapsuose, kurie auginti MS terpéje su L-hidroksiprolinu.
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3.21 pav. Baltymy kiekis rapsuose, kurie ektrahuoti 0,1 M natrio borato (pH=10,0) buferiu

Paveiksle 3.21 pateikti baltymy kiekiai rapsy ekstraktuose, gautuose panaudojus buferj,
kurio pH 10,0. Kaip matyti i§ diagramos, rapsuose augintuose MS terpéje, papildytoje 27 junginiu,
baltymy kiekis buvo didziausias — 15,88 mg/100mg, t. y. 3,76 mg daugiau nei kontroléje. Taip pat
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didesnis baltymy kiekis nei kontrolei nustatytas rapsuose, augintuose MS terp¢je papildytoje 1
junginiu.

Pateiktuose rezultatuose matyti, jog didziausios koncentracijos buvo su buferiais, kuriy pH
buvo 6,0; 8,0; 10,0. Ekstrahuojant su jais didziausios baltymy koncentracijos lyginant su kontrole

nustatytos rapsuose, augintuose MS terpéje su 27 junginiu (3.22 pav.).
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3.22 pav. Baltymy kiekis rapsuose, augintuose MS terpéje su 27 junginiu prie skirtingy pH

Taigi pagal rezultatus galima teigti, kad 27 junginys labiausiai padidino baltymy kiekj
rapsuose.

3.4.3 Rapsy mirozinazés aktyvumo jvertinimas

Tiriant mirozinazés aktyvuma spektrofotometru, buvo nubraizyta D-gliukozés kalibraciné
kreivé (3.23 pav.)
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Istirtas mirozinazés aktyvumas rapsuose, augintuose su atrinktais junginiais, o rezultatai

pateikti 3.24 paveiksle.
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3.24 pav. Mirozinazés aktyvumo jvertinimas

Pagal auksciau pateiktos diagramos duomenis, matyti, kad tirtos a-aminorigstys turéjo
neigiama poveikj ir sumazino mirozinazés aktyvuma, taciau i$ Sesiy junginiy, net keturi —
padidino. DidZiausig poveikj turéjo 27 junginys, su kuriuo mirozinazés aktyvumas nustatytas

1,297 V/ml 1,8 karto didesnis nei kontrolinio varianto.
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ISVADOS

Nustatyta, kad geriausiai bakterijy augimg slopino 3-[(4-metoksifenil)-{4-metil-5-[3-(4-
bromfenil)prop-2-enoil]-1,3-tiazol-2-il}amino]|propano  rugstis. Slopinimo zona prie$
Xanthomonas campestris bakterija buvo 1,44 cm, o prie§ Rhizobium radiobacter — 1,17cm.
Nustatyta, kad stipriausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo 3-[5-{1-[(E)-2-((Z2)-1{2-[(3-
hidroksi-3-oksopropil)-(4-metoksifenil)amino]-4-metil-1,3-tiazol-5-
il}etiliden)hidrazono}etil-4-metil-1,3-tiazol-2-il]-(4-metoksifenil)Jamino]propano rtgstis. Ji
neutralizavo 91,18 proc. DPPH laisvy radikaly.

. Nustatyta, kad rapsy Sakny formavimasi skatino visos aminortgstys, bet labiausiai L-
hidroksiprolinas. Sakny ilgis padidéjo 2,6 karto lyginant su kontrole.

. Ivertinta, kad labiausiai rapsy Sakny formavimasi skatino 3-[(4-metoksifenil)(1,3-tiazol-2-
il)amino]propano  rugstis, 3-[{4-(4-fluorfenil)tiazol-2-il}-(4-metoksifenil)amino]propano
ragstis  ir  3-[5-[(4-chlorfenil)metilen]-4-okso-tiazol-2-il]-4-metoksifenil)amino)propano
ragstis. Visi junginiai padidino Sakny ilgj 2 kartus, lyginant su kontrole.

. Nustatyta, kad chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijoms teigiama poveikj turéjo 3-[{4-
(4-fluorfenil)tiazol-2-il}-(4-metoksifenil )amino]propano rugstis ir 3-[5-[(4-
chlorfenil)metilen]-4-okso-tiazol-2-il]-4-metoksifenil)amino)propano ~ riigstis  bei  L-
hidroksiprolinas. Is Siy trijy geriausia 3-[{4-(4-fluorfenil)tiazol-2-il}-(4-
metoksifenil)amino]propano rtigstis, kuri, chlorofilo a kiekj padidino 1,7 karto; chlorofilo b —
5,7 karto, o karotinoidy — 3 Kkartus, lyginant su kontrole.

. Nustatyta, kad didZiausias baltymy kiekis buvo rapsuose, kurie augo MS terp¢je papildytoje
3-[(4-metoksifenil)-{4-metil-5-[3-(4-bromfenil)prop-2-enoil]-1,3-tiazol-2-il }Jamino]propano
rugstimi.

. IStyrus mirozinazés aktyvumg rapsuose gauta, kad 3-[(4-metoksifenil)-{4-metil-5-[3-(4-
bromfenil)prop-2-enoil]-1,3-tiazol-2-il} amino]propano riigstis padidino fermento aktyvuma
1,8 karto, lyginant su kontrole.

Tolimesniems tyrimams i§ naujai susintetinty junginiy rekomenduojami 1, 3-[{4-(4-
fluorfenil)tiazol-2-il}-(4-metoksifenil)Jamino]propano riigstis, 3-[5-{1-[(E)-2-((2)-1{2-[(3-
hidroksi-3-oksopropil)-(4-metoksifenil)amino]-4-metil-1,3-tiazol-5-
il}etiliden)hidrazono}etil-4-metil-1,3-tiazol-2-il]-(4-metoksifenil )Jamino ]propano riigstis, ir 3-
[(4-metoksifenil)-{4-metil-5-[3-(4-bromfenil)prop-2-enoil]-1,3-tiazol-2-il }amino]propano

rugstis.
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