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SANTRAUKA 

 

Šio darbo tikslas buvo ištirti naujai susintetintų N-pakeistų 3-amino-9-metilkarbazolo darinių 

biologinį aktyvumą ir sudaryti mirozinazės išskyrimo ir išgryninimo technologinę schemą. 

Nustatyta, kad didžiausias radikalo ABTS slopinimas buvo 3-[(3-hidrazino-3-oksopropil)-(9-

metilkarbazol-3-il)amino]propanhidrazido (5) – 0,401 A, kuris taip pat pasižymėjo ir didžiausiu 

antioksidaciniu aktyvumu pagal FRAP metodą – Fe
+2

 koncentracija 56 µmol/l. Ištirta, kad 

didžiausias antioksidacinis aktyvumas prieš DPPH radikalą buvo 3-[(9-metilkarbazol-3-

il)karbamotioilamino]propano rūgšties (15), (90,9 %). Gauta, kad didžiausios redukcinės savybės 

buvo 3,3‘-(fenilimino)bis(N‘-benziliden)propanhidrazido (9) (2,401 A). Nustatyta, kad 

mažiausias gliukozinolatų kiekis ,,Abakus“ veislės rapsų kaliuje iš stiebų in vitro (1,97 %) ir 

didžiausias mirozinazės aktyvumas ,,Abakus“ veislės rapsų kaliaus kultūroje iš lapų ir iš šaknų in 

vitro (0,51 vnt/ml ir 2,04 vnt/ml) buvo 3-(4-amino-5-tiokso-1H-1,2,4-triazol-3-il)-1-(9-

metilkarbazol-3-il)-5-oksopirolidino (11) poveikyje. Pateikta mirozinazės išskyrimo ir 

išgryninimo technologinio proceso schema. 

 

Vajegaitė, Gintarė. Investigation of Biological Activity of N-substituted 3-amino-9-

methylcarbazole Derivatives: Master‘s thesis in Chemical Engineering, supervisor assoc. prof. 

Ilona Jonuškienė. The Faculty of Chemical Technology, Kaunas University of Technology.  

Research area and field: Chemical and Process Engineering, Technological Sciences  

Key words: carbazole, biological activity, myrosinase. 

Kaunas, 2016. 76 p.  

 

SUMMARY 

 

The aim of the present research was to investigate the newly synthesized of N-substituted 3-

amino-9-methylcarbazole derivatives biological activity and to present technological scheme of 
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myrosinase extraction and purification. It was found, that the highest suppresion of ABTS radical 

was of 3-[(3-hydrazin-3-oxopropyl)-(9-methylcarbazol-3-yl)amino]propanhydrazide (5) – 0.401 

A, which also showed the highest antioxidant activity by FRAP method – 56 µmol/l 

concentration of  Fe
+2

. It was established, that the highest antioxidant activity against DPPH 

radicals was of 3-[(9-methylcarbazol-3-yl)carbamothioylamino]propan acid (15), (90.9 %).  It 

was found, that the highest reductive properties were of 3,3‘-(phenylimino)bis(N‘-

benzyliden)propanhydrazide (9) (2.401 A). It was found, that the smallest amount of 

glucosinolates in ,,Abakus“ rapeseed callus culture from stems in vitro (1.97 %). The highest 

activity of myrosinase in ,,Abakus“ rapeseed callus culture from leaves and roots in vitro (0.51 

U/ml and 2.04 U/ml), which were grown with 3-(4-amino-5-tioxo-1H-1,2,4-triazol-3-yl)-1-(9-

methylcarbazol-3-yl)-5-oxopyrrolidine (11). It was presented technological scheme of 

myrosinase extraction and purification. 
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SANTRUMPOS 

 

ABTS – 2,2‘-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-sulfonrūgšties)diamonio druska 

TPTZ –  2,4,6-tripiridil-s-triazinas 

DPPH – 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas 

Tris – 2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diolis 

EDTA – etilendiaminotetraacto rūgštis 

PVP – polivinilpirolidonas 

DTT – ditiotreitolis 

LB – Luria-Bertani terpė 

MS – Murashige-Skoog terpė 

BAP – 6-benzilaminopurinas 

2,4-D – 2,4-dichlorfenoksiacto rūgštis 

DMSO – dimetilsulfoksidas 
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ĮVADAS 

 

Sparčiai besiplėtojant biotechnologijai, medicinai, chemijos pramonei, nuolat reikalingi 

nauji, efektyvūs gamtiniai ir sintetiniai biologiškai aktyvūs junginiai. Tarp šių junginių svarbią 

vietą užima penkianariai ir šešianariai heterocikliniai junginiai. Jie įeina į vaistinių preparatų, 

pesticidų, dažiklių, antioksidantų, korozijos inhibitorių, termiškai patvarių polimerinių medžiagų 

sudėtį [1]. 

Triazolas ir jo dariniai plačiai naudojami farmacijos pramonėje gaminant vaistinius 

preparatus. Karbazolas ir jo junginiai yra gerai žinomi dėl jų įvairaus farmakologinio aktyvumo: 

anti-ŽIV, priešvėžinio, antibakterinio ir priešgrybelinio. Pirolo dariniams būdingas fungicidinis 

ir antimikrobinis veikimas. Jie yra potencialūs dopamino antagonistai, naudojami 

hiperlipidemijai gydyti. Pirimidino dariniai naudojami infekciniams susirgimams gydyti. 

Pirimidino žiedas įeina į tiamino sudėtį bei antibiotiko bleomicino, pasižyminčio priešvėžinėmis 

savybėmis. Pavyzdžiui, 5-fluoruracilas – priešvėžinis preparatas, AZT (3‘-azido-3‘-deoksi-

timidinas) – priešvėžinis anti-AIDS preparatas [2,3]. 

Rapsų produktyvumą, juose besikaupiančių maistinių medžiagų, pirminių ir antrinių 

metabolitų kiekį lemia: agrotechnikos, gamtinės sąlygos ir veislė. Priklausomai kokiais 

cheminiais preparatais augalai buvo veikiami vegetacijos metu, gliukozinolatų ir kitų metabolitų 

kiekis gali kisti [4].  

Rapsuose esantys gliukozinolatai, tiogliukozido gliukohidrolazės (mirozinazės) poveikyje 

skyla į gliukozę ir aglikoną, kuris esant neutralioms sąlygoms atpalaiduoja sulfatą, o po to skyla 

į: nitrilą, epitionitrilą, tiocianatą, izotiocianatą arba oksazolidin-2-tioną, priklausomai nuo 

gliukozinolatų prigimties ir reakcijos sąlygų [5]. 

Atliekant naujai susintetintų junginių pirminius tyrimus, svarbu išvengti ilgalaikių lauko 

bandymų ir ieškoti būdų jų greitam ir efektyviam testavimui. Tam gali padėti in vitro tyrimų 

sistema [6]. 

Vykdant darbus heterociklinių junginių sintezės ir tyrimų srityje bei atsižvelgiant į galimas 

panašios struktūros junginių taikymo sritis buvo iškeltas šis darbo tikslas – ištirti naujai 

susintetintų N-pakeistų 3-amino-9-metilkarbazolo darinių, savo struktūroje turinčių triazolo, 

oksadiazolo, pirolidinono ar pirimidino fragmentų, biologinį aktyvumą. 

Darbo tikslui pasiekti reikėjo išspręsti šiuos uždavinius: 

1. Įvertinti biologiškai aktyvių junginių antibakterinį aktyvumą prieš bakterijas Rhizobium 

radiobacter ir Xathomonas campestris. 

2. Įvertinti junginių ABTS radikalo slopinimą, antioksidacines ir redukcines savybes. 

3. Atrinkti junginius, pasižyminčius didžiausiu biologiniu aktyvumu. 
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4. Paruošti maitinamąsias terpes su atrinktais junginiais ir sudaiginti rapsus (Brassica napus 

L.) in vitro steriliomis sąlygomis.  

5. Suformuoti rapsų kaliaus kultūras in vitro su atrinktais junginiais terpėje. 

6. Ištirti atrinktų junginių įtaką rapsų augimui in vitro, chlorofilo a ir b bei karotinoidų 

kiekiams. 

7. Nustatyti gliukozinolatų kiekius rapsų sėklose, daiguose, kaliaus kultūrose ir atrinktų 

junginių poveikyje susiformavusiose kaliaus kultūrose in vitro. 

8. Įvertinti mirozinazės aktyvumą rapsų sėklose, daiguose, kaliaus kultūrose ir atrinktų 

junginių poveikyje susiformavusiose kaliaus kultūrose in vitro. 

9. Pateikti mirozinazės išskyrimo ir išgryninimo technologinę schemą. 
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1. LITERATŪROS APŽVALGA 

 1.1. Karbazolai 

Karbazolai sudaro svarbią heterociklinių junginių klasę [7]. Susintetinti karbazolo dariniai: 

oksazinokarbazolai, piridokarbazolai [8], tetrahidrokarbazolai [9], benzokarbazolai [10], 

furokarbazolai [11], pirolokarbazolai [12], tiazolokarbazolai [13], benzopiranokarbazolai [14] ir 

N-pakeisti karbazolai yra gerai žinomi dėl farmakologinių savybių [15]. Kai kurie karbazolo 

dariniai pasižymi antioksidacinėmis [16], priešuždegiminėmis [17], antibakterinėmis [18], 

priešvėžinėmis [19] savybėmis.  

Ištirta, kad antimikrobinėmis, antibakterinėmis ir priešgrybelinėmis savybėmis pasižymi N-

pakeisti karbazolai [20,21]. N-pakeisti karbazolai savo sudėtyje turintys 2-(2,-3-dimetil-

fenil)amino benzoinės rūgšties fragmentą pasižymi antiepilepsinėmis savybėmis [22]. 

Piridokarbazolai pasižymi stipriu antivėžiniu ir anti-ŽIV aktyvumu. Nustatyta, kad kai kurie 

karbazolo junginiai įeina į profilaktinius ir terapinius vaistus naudojamus gydyti cukrinį diabetą, 

nutukimą ir hiperlipidemiją [23]. 

 

 

1.1 pav. Karbazolo darinys [24] 

 

Karbazolai taip pat yra naudingos organinės medžiagos, pasižyminčios fotorefrakcinėmis, 

fotolaidžiomis ir šviesą spinduliuojančiomis savybėmis. Karbazolo žiedą turintys junginiai 

naudojami optoelektronikoje kaip skyles pernešančios medžiagos. Pavyzdžiui, 4,4‘-bis(karbazol-

9-il)bifenilas (žr. 1.1 pav.) kaip transportuojanti skyles medžiaga naudojama OLED 

(organiniuose šviesos dioduose) [24-26]. 

 

1.2. Pirimidinas ir jo dariniai 

Pirimidinas ir jo dariniai jau seniai yra žinomi ir naudojami medicinoje praktiškai. Pasižymi 

ir stipriu priešvėžiniu aktyvumu, įskaitant antivirusinį aktyvumą prieš ŽIV ir HSV virusus [27]. 

1-(3-Azido-2,3-dideoksipentofuranosil)-5-metil-2,4(1H,3H)-pirimidindionas stipriai slopina 
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replikacijas in vivo ir citopatinį ŽIV poveikį ir yra naudojamas gydant AIDS ir su AIDS 

susijusias komplikacijas [28]. 

Gerai žinomi trys pirimidino dariniai (žr. 1.2 pav.): uracilas (1), timinas (2), citozinas (3), 

kurie yra esminiai nukleino rūgščių DNR ir RNR blokai ir tai yra viena iš galimų priežasčių jų 

plataus panaudojimo gydomaisiais tikslais [29]. 

 

1.2 pav. Pirimidino dariniai [30] 

 

Taip pat heterociklai su pirimidino fragmentu yra labai svarbūs, nes jie sudaro didelę klasę 

natūralių gamtos produktų, pasižyminčių naudingomis biologinėmis savybėmis [31]. Yra ištirta, 

kad įvairūs pirimidino analogai turi: antibakterinį [32], priešgrybelinį [33], priešuždegiminį [34], 

antihipertenzinį [35], antioksidacinį [36], skausmą ir karščiavimą [37] mažinantį poveikį. 

Pavyzdžiui, pirazolo[3,4-d]pirimidinas pasižymi antimikrobiniu ir priešuždegiminiu poveikiu 

[38]. Žinoma, kad  5-hidroksi-2-metoksipirimidin-4-aminas yra antibiotikas, kuris yra aktyvus 

prieš stafilokokinę infekciją [39]. 

 Daugelis pirimidino darinių turi potencialių centrinę nervų sistemą slopinančių savybių bei 

veikia kaip kalcio kanalų blokatoriai. Be to pirimidino fragmentas įeina į daugelio natūralių 

produktų sudėtį, tokių kaip vitaminas B1 (tiaminas) bei sintetinių junginių sudėtį, tokių kaip 

barbitūro rūgštis ir Veranalas, kurie naudojami kaip migdomieji vaistai [40,41]. 

 

1.3. Triazolo dariniai 

Triazolas ir jo dariniai vieni iš biologiškai aktyviausių heterociklinių junginių, pasižyminčių 

antimikrobinėmis [42], antituberkuliozinėmis [43]  ir priešvėžinėmis savybėmis [44]. Taip pat 

biologiniu aktyvumu tokiu kaip: antiuždegiminis, analgetikas, antivirusinis [45-47] ir kt. Yra 

nustatyta, kad 1,2,4-triazolas turi priešgrybelinių ir anti-ŽIV savybių [48]. 

Triazolo junginiai įeina į svarbius vaistus (žr. 1.3 pav.) naudojamus grybelinei infekcijai 

gydyti. 
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1.3 pav. Priešgrybeliniai triazolo dariniai [49] 

 

Šie triazolo vaistai (Flukonazolis, Itrakonazolis, Vorikonazolis ir Pozakonazolis)  jau daugelį 

metų sėkmingai paplitę ir naudojami klinikinėje terapijoje įvairių mikrobų infekcijoms gydyti 

[50]. Nepaisant to, kad šie triazolo dariniai plačiai vartojami, jie sukelia ir daug nepageidaujamų 

reakcijų. Triazolai yra teratogeniški ir embriotoksiški, pavyzdžiui, Flukonazolis sukelia 

pykinimą, alopeciją, odos pažeidimus, galvos ir pilvo skausmus, kepenų pažeidimus, o 

Itrakonazolis yra hepatotoksiškas ir sukeliantis gastrointestinalinius sutrikimus [51]. 

Šiuo metu svarbu sukurti naujų priešgrybelinių preparatų, kurie būtų efektyvūs, tačiau 

nesukeltų arba sukeltų kuo mažesnį šalutinį poveikį bei būtų kuo mažesnis grybelių atsparumas 

jiems [52]. 2009 m. Prancūzijoje buvo susintetinti 1-[(1H-indol-5-ilmetil)amino]-2-fenil-3-(1H-

1,2,4-triazol-1-il)propan-2-oliai, iš kurių vienas junginys (turintis N-Boc protekcinę grupę indolo 

liekanoje ir N-H jungtį) pasižymėjo priešgrybeliniu aktyvumu prieš Flukonazoliui mažai jautrias 

ir atsparias rūšis [53]. 2011 m. Kinijoje buvo susintetinti nauji triazolo junginiai, kurie 

pasižymėjo didesniu aktyvumu nei Vorikonazolis prieš C. albicans  ir tokiu pat poveikiu prieš A. 

fumigatus  bakterijas [54].  

Vis daugiau mokslininkų dėmesio yra skiriama 4-tiazolidinono dariniams, kurie pasižymi 

didesniu aktyvumu nei palyginamieji junginiai (ketokonazolis, streptomicinas, bifonazolis, 

ampicilinas) ir yra potencialūs priešgrybeliniai preparatai [55]. 

Yra žinoma, kad triazolo žiedas įeina ir į šių vaistų sudėtį: Ribavirinas (antivirusinis) [56], 

Rizatriptanas (antimigreninis) [57], Estazolamas ir Alprazolamas (anksiolitinis) [58], Letrozolas 

ir Anastrozolas (priešvėžinis) [59], Rufinamidas (nuo epilepsijos) [60]. Triazolo dariniai yra 

naudojami ir žemės ūkyje kaip veiksmingi pesticidai ir fungicidų antiseptikai [61]. 
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1.4. Oksadiazolo junginiai 

Pastaraisiais metais oksadiazolo chemija vis dar plačiai vystosi. Šiuo metu yra daug kliniškai 

vartojamų vaistų, kuriuos sudaro oksadiazolo, tetrazolo fragmentas kartu su įvairiais 

heterocikliniais žiedais [62]. Daugelis oksadiazolų junginių pasižymi antibakterinėmis, 

priešgrybelinėmis [63], priešuždegiminėmis, prieš traukulinėmis, antihipertenzinėmis savybėmis 

ir turi analgetiko ir diuretiko savybių [64]. Kai kuriems dariniams būdingas antivirusinis poveikis 

prieš RNR virusus ir gali slopinti ŽIV replikaciją [65]. Be to, dariniai yra aktyvūs prieš hepatito 

B ir ŽIV virusus [66]. 

Vienas iš oksadiazolo izomerų, 1,3,4-oksadiazolas, pasižymi įvairiomis biologinėmis 

savybėmis, pavyzdžiui, 2-amino-1,3,4-oksadiazolas veikia raumenis atpalaiduojančiai. 1,3,4-

Oksadiazolo dariniai yra geri monoamino oksidazės inhibitoriai (antidepresantai), epilepsijos 

agentai ir potencialūs chitino biosintezės skatintojai. 1,3,4-Oksadiazolas turintis naftaleno 

branduolį pasižymi priešuždegiminėmis savybėmis [67].  

 

1.5. 2-Pirolidinonai 

Penkianaris heterociklinis junginys – 2-pirolidinonas turi daug biologinių savybių, 

pavyzdžiui, nustatytas jų antibakterinis ir priešgrybelinis poveikis [68]. Ištirta, kad 5-[1-N-fenil-

3-fenil-pirazol]-2-okso-1-N-fenil-sulfanilamido-pirolidinono-4-karboksilo rūgštis gauta iš 2-

pirolidinono, pasižymi panašiomis arba geresnėmis antimikrobinėmis savybėmis prieš B. 

subtillis, S. aureus, E. coli ir Ps. aeruginosa bakterijas, lyginant su standartiniais junginiais: 

ampicilinu, tetraciklinu, gentamicinu ir chloramfenikoliu [69].  

Žinoma, kad N-metil-2-pirolidinonas daugiausiai naudojamas kaip ekstrahavimo tirpiklis 

naftos chemijos pramonėje, reaktyvus tarpininkas polimerinėse ir nepolimerinėse cheminėse 

reakcijose bei kaip dažų nuėmiklis. Jis taip pat naudojamas farmacijos pramonėje siekiant 

pagerinti vaistų efektyvumą ir kosmetikos pramonėje, kaip tirpiklis [70].  

Efektyvūs gydant opaligę yra 1-pakeisti-4-karboksi-2-pirilidinonai ir jų alkilinimo, 

feniletilamino, cikloheksilamino, geranilamino dariniai [71].  

1-Arilpakeistiems-4-karboksi-2-pirolidinono dariniams – druskoms, esteriams, amidams, 

aromatiniame žiede turintiems įvairius alkilinius, alkoksi-, trifluormetilinius pakaitus būdingos 

augalų augimą reguliuojančios savybės [72]. 
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1.6. Rapsų (Brassica napus L.) charakteristika 

Rapsai (Brassica napus L.) – bastutinių šeimos augalų genties aliejinė kultūra. Skirstomi į du 

porūšius – vasariniai rapsai bei žieminiai rapsai. Žieminiai rapsai žydi gegužės mėnesį, o 

vasariniai birželio-liepos mėnesiais tai priklauso nuo sėjos ir vegetacijos laikotarpio [73]. 

Iš rapsų išgaunamas aliejus, lyginant su kitomis aliejinėmis kultūromis, pasižymi geriausiai 

subalansuota riebalų rūgščių sudėtimi. Yra gan nemažas kiekis polinesočiųjų rūgščių grupei 

priklausančio α-linoleno, kuris žmogaus organizme yra nesintetinamas [74]. 

 

1.6.1 lentelė. Riebalų rūgščių sudėtis rapsų aliejuje 

Riebalų rūgštys Kiekis, % 

Mononesočiosios 61 

Polinesočosios 8-12 

Sočiosios 6 

 

Rapsų kokybę lemiančios sudedamosios dalys yra išskiriamos į tris grupes: 

 vertingos sudedamosios medžiagos; 

 neutralios sudedamosios medžiagos; 

 maistinę vertę mažinančios sudedamosios medžiagos. 

Vertingos sudedamosios medžiagos – aminorūgštys, baltymai, vitaminai, riebalai bei riebalų 

rūgštys, lyginant su kitų aliejinių augalų sėklomis pvz. sojų pupelėmis, riebalų rapsų sėklose yra 

daugiau nei dvigubai, tačiau baltymų beveik  40 % mažiau. Neutralios sudedamosios medžiagos 

– tai cukrus, celiuliozė. Maistinę vertę mažinančios sudedamosios medžiagos – gliukozinolatai, 

ligninas, oligosacharidai, sinapinas ir kitos medžiagos. 

Rapsų sėklos bei jų produktai plačiai naudojami įvairioms reikmėms. Apdorojant rapsų 

sėklas gaunamas žaliavinis aliejus ir ekstrahuoti rupiniai, kurie naudojami maistui, pašarui. 

Toliau apdorojant žaliavinį aliejų gaunamas biodyzelinas ir neapdorotas glicerolis, kuris 

naudojamas pašarams bei farmacijos produktų gamybai. 

Aliejus iš rapsų gali būti išgaunamas vienu iš šių būdų: 

 spaudimo ir ekstrahavimo derinimu; 

 šaltuoju spaudimu; 

 karštuoju spaudimu. 

Vienas iš plačiausiai naudojamų būdų yra spaudimo ir ekstrahavimo derinimas, nes 

aliejaus liekana šalutiniame produkte itin maža. Lyginant karštąjį spaudimą su šaltuoju, aliejaus 

liekana šalutiniame produkte yra mažesnė spaudžiant – šaltuoju būdu [75]. 
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Rapsai yra vertinga kultūra tiek dėl maistinio aliejaus, tiek dėl išspaudų. Augalinis rapsų 

aliejus pasižymi kaloringumu, išgaunama didelė potencinė energija. Yra apskaičiuota, kad 

sudeginus 1 g rapsų aliejaus, išsiskiria net – 9,5 tūkst. kalorijų. Žmogaus organizmas kartu su 

aliejumi gauna ir geriausiai pasisavina natūralius vitaminus A, K, F, E, D, kurie tirpsta riebaluose 

ir jų perteklius nesikaupia organizme. Taip pat naudojami rapsų sėklų miltai, rupiniai bei 

išspaudos, kaip baltyminis pašaras gyvuliams. Vidutiniškai rapsų sėklose yra 18-21 % baltymų: 

1 kg rapsų sėklų yra 1,7-1,8 pašarinio vieneto ir 150-170 g virškinamųjų baltymų [76]. 

 

1.7. Augalų audinių kultūros in vitro 

Augalų audinių kultūros auginimas in vitro – izoliuotų audinių ląstelių auginimas ant 

maitinamųjų terpių steriliomis sąlygomis. Tai vienas svarbiausių augalų biotechnologijoje 

naudojamų metodų.  

Veiksniai, lemiantys augalų audinių kultūrų augimą: 

 augimo terpė; 

 eksplanto šaltinis; 

 genetika; 

 aplinkos veiksniai. 

Efektyviems rezultatams pasiekti svarbu parinkti tinkamą maitinamąją terpę. Būtina 

optimizuoti hormoninius ir mineralinius priedus, kurie reikalingi augalų augimui ir vystymuisi 

bei sudaryti tinkamą temperatūros ir šviesos režimą [77]. 

 

1.8. Augimo reguliatoriai 

Augalų augimo reguliatoriai yra hormonai, kurie vadinami – fitohormonais. Tai organinės 

medžiagos – tiek natūraliai aptinkami fitohormonai tiek sintetinės medžiagos, kadangi daugumos 

sintetinių medžiagų poveikis yra panašus į fitohormonų. Šios medžiagos mažomis 

koncentracijomis veikia augalų augimą, vystymąsi, žydėjimą, vaisių formavimąsi, dauginimąsi 

bei kontroliuoja specifines biochemines reakcijas. Paprastai jų sintezė vyksta kurioje nors 

vienoje augalo dalyje iš kur vėliau transportuojami ir į kitas. Augalų fitohormonai kaupiasi 

mažomis koncentracijomis, daugelyje ląstelių bei audinių, taip pat meristemoje ir pumpuruose. 

Fitohormonų klasifikacija su kiekvienos grupės cheminė struktūra pateikti 1.8.1 lentelėje. 
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1.8.1 lentelė. Fitohormonų klasifikacija 

Fitohormonai Cheminė struktūra 

Auksinai 

 

Citokininai 

 

Giberelinai 

 

Abscizo rūgštis 

 

Etilenas 

 

 

Audinių kultūrose plačiausiai yra naudojami auksinai ir citokininai. Fitohormonai gali būti 

naudojami kartu ir atskirai, pavyzdžiui, auksinų ir citokininų santykis lemia regeneruoto audinio 

tipą: esant didesnei auksinų koncentracijai formuojasi – šaknys, esant citokininų koncentracijai – 

ūgliai, esant vienodam santykiui – formuojasi kalius.  

Tiek natūralūs tiek  sintetiniai augimo reguliatoriai plačiai taikomi augalų biotechnologijoje 

bei augalininkystėje. Augimo reguliatoriai naudojami siekiant padidinti derlių ir atsparumą 

nepalankiems aplinkoms veiksniams [77]. 

 

1.8.1. Auksinai 

Auksinai būna meristeminiuose ir besidalinančiuose audiniuose. Jie sintezuojami 

viršutiniuose pumpuruose bei jaunuose lapuose iš kurių juda į apačią. Didžiausias kiekis jų 

aptinkamas augančiose augalo dalyse [78]. 
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Auksinams priskiriami cheminiai junginiai, kurie atsakingi yra už augalų stiebų ilgėjimą. 

Dažniausiai naudojami auksinai yra: 3-indolilacto rūgštis (IAR) ir 3-indolilbutano rūgštis (IBR). 

Auksino sintezė vykdoma iš aminorūgšties triptofano. Jo funkcijos: 

 neapšviestoje vietoje skatina ląstelių ilgėjimą; 

 skatina apytakinio audinio (rėtinių ir vandens indų) diferenciaciją; 

 atsakingas už augalo judesius (reguliuoja: fototropizmą, geotropizmą, 

hidrotropizmą); 

 stimuliuoja augalų vaisių formavimąsi neįvykus apvaisinimui (dėl šios priežasties 

vaisiai būna besėkliai); 

 skatina etileno sintezę; 

 skatina šaknų formavimąsi; 

 neleidžia vystytis šoninėms šakoms t. y. indukuoja viršūnės dominavimą; 

 indukuoja augalo storėjimą, nes kartu su citokininu skatina brazdo augimą ir 

dalijimąsi; 

 slopina vaisių nokimą; 

 stimuliuoja kai kuriuose augaluose vaisių formavimąsi ir augimą. 

 

1.8.2. Citokininai 

Citokininai kaupiasi augalų meristemose bei sparčiai augančiose dalyse t. y. šaknyse, 

sėklose, besivystančiuose vaisiuose, jaunuose lapuose. Citokininų sintezė vykdoma šaknyse, o 

dar tiksliau jų viršūnėlėse. Iš apačios vandens indais jie juda į aukščiau esančias augalo dalis. 

Citokininų sintezė vykdoma modifikuojant nukleotidą adeniną. Jų atliekamos funkcijos: 

 indukuoja ramybės būseną; 

 skatina ląstelių dalijimąsi; 

 audinių kultūroje stimuliuoja pumpurų formavimąsi; 

 didėjant ląstelėms stimuliuoja lapo platėjimą; 

 stimuliuoja šoninių šakų vystymąsi. 

 

1.8.3. Giberelinai 

Giberelinai – fitohormonai, kurie skatina ląstelės tįsimą. Daugiausiai randami žiedinių 

augalų jaunuose lapuose, gemaluose, vaisiuose, šaknyse, sėklose. Sintetinant acetil-KoA 

giberelinų sintezė vykdoma jaunuose augalo ūglio audiniuose bei besivystančiose sėklose. Jų 

funkcijos: 
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 stimuliuoja vaisių augimą; 

 skatina žydėjimą; 

 stimuliuoja tįstamąjį augimą; 

 stabdo augalo ramybės būseną – pradeda dygti sėklos ir sprogti pumpurai; 

 nutraukia augalo audinių senėjimą; 

 iš gemalo į endospermą patekę giberelinai suaktyvina proteazes bei α-amilazės 

sintezę. 

 

1.8.4. Abscizo rūgštis 

Absciso rūgštis – augalų streso hormonas, nes absciso rūgšties sintezę sukelia įvairūs stresai. 

Šis fitohormonas slopina augalų augimą. Didžiausi jo kiekiai randami kuomet augalas yra 

ramybės būsenoje, jo sėklose ir pumpuruose. Abscizo rūgšties sintezė vyksta iš β-karoteno. 

Abscizo rūgšties atliekamos funkcijos: 

 skatina augalo organų senėjimą; 

 stimuliuoja lapų ir vaisių kritimą; 

 mažina pumpurų augimą; 

 slopina amilazės sintezę; 

 slopina vegetaciją; 

 stimuliuoja sėklų ir pumpurų ramybės būseną; 

 skatina žiotelių atsivėrimą. 

 

1.8.5. Etilenas 

Etilenas – fitohormonas skatinantis vaisių nokimą. Tai vienintelis hormonas esantis dujinės 

būsenos. Etileno sintezė vykdoma iš aminorūgšties metionino beveik visose augalo audiniuose. 

Jo atliekamos funkcijos: 

 stimuliuoja vaisių nokimą; 

 lemia lapų ir vaisių kritimą; 

 stimuliuoja augalų šaknų ir pumpurų augimą bei diferenciaciją; 

 skatina lapų ir žiedų senėjimą; 

 indukuoja šaknų formavimąsi joms nebūdingoje vietoje; 

 indukuoja trigubą atsaką [79]. 
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1.9. Antioksidacinis aktyvumas 

Antioksidantai esantys maiste vaidina svarbų vaidmenį kaip sveikatos apsauginis faktorius. 

Mokslininkų yra įrodyta, kad antioksidantai sumažina lėtinių ligų riziką įskaitant vėžį ir širdies 

ligas. Tokie antioksidantai kaip vitaminas C, vitaminas E, fenolinės rūgštys, fitatas, karotinoidai 

bei fitoestrogenai yra pripažinti kaip mažinantys ligų riziką. Didžioji antioksidacinių junginių 

dalis yra gaunama iš augalų šaltinių, priklausančių įvairioms junginių klasėms su įvairiomis 

cheminėmis ir fizikinėmis savybėmis. Vieni junginiai, pavyzdžiui, galatai pasižymi stipriu 

antioksidaciniu aktyvumu, o kiti, pavyzdžiui, monofenoliai yra silpni antioksidantai.  

Pagrindinis antioksidantų požymis tai jų gebėjimas sugaudyti laisvuosius radikalus. 

Reaktyvūs laisvieji radikalai ir deguonies junginiai dalyvauja įvairių šaltinių biologinėse 

sistemose. Šie laisvieji radikalai gali oksiduoti nukleino rūgštis, lipidus, baltymus bei inicijuoti 

degeneracines ligas. Antioksidaciniai junginiai, tokie kaip fenolinės rūgštys, flavonoidai, 

polifenoliai, slopinant oksidacinį mechanizmą, pašalina laisvuosius radikalus: peroksidą, 

hidroperoksidą ar lipidų peroksidaciją, kurie lemia degeneracines ligas [80]. 

Praktikoje antioksidacinis aktyvumas matuojamas naudojant laisvąjį radikalą 2,2-difenil-1-

pikrilhidrazilą (DPPH). Šis laisvųjų radikalų metodas remiasi elektronų perdavimu, kuris 

suteikia etanolyje violetinę spalvą [81]. 

 

1.10. Gliukozinolatai 

Gliukozinolatai – tai antrinių metabolitų grupė, apimanti mažiausiai 120 anijoninių 

tiogliukozidų su aiškiai apibrėžtomis struktūromis. Randami augaluose, daugelyje svarbių 

kultūrų tokių kaip: rapsai, kopūstai, brokoliai. Gliukozinolatai egzistuoja kartu su mirozinaze, 

kuri yra atsakinga už gliukozinolatų skilimo produktus. Kai audiniai yra pažeidžiami 

mirozinazės, gliukozinolatai yra hidrolizuojami į skirtingus skilimo produktus su įvairiu 

biologiniu aktyvumu.  

Dėl savo toksiškumo ir kintamumo skilimo produktai yra svarbūs augalų sąveikoje su 

patogenais ir vabzdžiais žolėdžiais. Gliukozinolatai atlieka apsauginį ir evoliuciškai svarbų 

vaidmenį augaluose. Jie apima alelopatiją (kaimyninių augalų augimo slopinimą), plačias 

antibiotikų savybes įskaitant nematicidinį, antimikrobinį, priešgrybelinį ir insekticidinį 

poveikius.  Kai kurie skilimo produktai dalyvauja augalų mitybos ir augimo reguliavime. 

Gliukozinolatų metabolitai turi įtakos žmogaus sveikatai. Gliukozinolatai ir jų izotiocianatų 

hidrolizės produktai gerai žinomi kaip apsauga prieš kancerogenus [82,83]. 
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1.10.1. Gliukozinolatų struktūra 

Gliukozinolatai – gamtinių junginių grupė, kuri kaupiasi bastutinių augalų sėklose bei 

paplitusi Capparales augaluose, kuriems priklauso šios šeimos: 

 Tovariaceae, 

 Resedaceae, 

 Capparaceae, 

 Moringaceae, 

 Brassicaceae. 

Gliukozinolatų molekulę sudaro: 

 β-tiogliukozė arba β-D-tiogliukopiranozė,  

 sulfoninta oksimo dalis, 

 radikalas R (kurio pirmtakas – aminorūgštys).  

 

 

1.4 pav. Pagrindinė gliukozinolatų struktūra [84] 

 

Daugiau nei šimtas skirtingų gliukozinolatų yra randami gamtoje. Visi jie turi gliukozės 

liekaną prijungtą per sierą su aglikonu. Įvairiuose junginiuose radikalas kinta, kuris gali būti: 

alifatinis, aromatinis (heteroaromatinis), heterociklinis. Apima tokias funkcines grupes kaip: 

hidroksilo, metil-, esterių arba ketonų. Pagal šoninės grandinės prigimtį yra išskiriamos trys 

gliukozinolatų grupės: alifatiniai, aromatiniai ir indoliniai gliukozinolatai.   

 

 

1.5 pav. Alifatinio (4-metilsulfinilbutilgliukozinoltas), aromatinio (benzilgliukozinolatas), 

indolinio (indol-3-il-metilgliukozinolatas) gliukozinolato struktūros [85] 
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Yra žinomos septynios gliukozinolatų šoninės grandinės struktūros, kurios susintetintos iš 

šių aminorūgščių: alanino, fenilalanino, leucino, izoleucino, valino, tirozino, triptofano. 

Vyraujantys gliukozinolatai yra susintetinti atitinkamai iš metionino, fenilalanino ir triptofano. 

Kitos šoninės grandinės gali susidaryti šiais būdais: 

1. Iš aminorūgščių, dažniausiai metionino arba fenilalanino, pailgos homologų grandinės.  

2. Modifikuojant šoninės grandininės struktūrą po aminorūgšties prailginimo ir 

gliukozinolato biosintezės. 

Skirtingas radikalas gliukozinolatų molekulėje sąlygoja jų įvairovę bei klasifikaciją. Tam 

tikroje augalų rūšyje bendrą gliukozinolatų kiekį sudaro keli tai rūšiai būdingi individualūs 

junginiai, tačiau kiekviena augalų rūšis turi ribotą junginių skaičių.  

Rapsuose yra aptikta 12 skirtingų gliukozinolatų junginių, o baltažiedyje vairenyje – 23 

skirtingų gliukozinolatų. Rapsų sėklose daugiausia yra aptinkama 4-hidroksibrasicino, 

gliukonapino, gliukobrasikanapino, progoitrino bei napoleiferino, kurių kiekiai priklauso nuo 

rapsų veislės bei metų sąlygų. Pavyzdžiui, nuo veislės priklauso alifatinių gliukozinolatų 

progoitrino bei gliukonapino koncentracijos, tačiau 4-hidroksibrasicino koncentracijai turi mažą 

įtaką. Taip pat gliukozinolatų kiekiui ir sudėčiai rapsuose didelę įtaką turi auginimo sąlygos. 

Rapsai reaguoja į šiuos aplinkos veiksnius: 

 vandens trūkumą; 

 ligas; 

 dirvos rūgštingumą; 

 temperatūros pokyčius. 

Esant vandens trūkumui, sieros pertekliui dirvoje bei aukštai oro temperatūrai skatins 

gliukozinolatų kaupimąsi. Yra ištirta, kad gliukozinolatų kaupimąsi rapsuose skatina azoto 

trąšos, tačiau tokiame dirvožemyje kuriame yra pakankamai sieros junginių [86-88]. 

 

1.10.2. Gliukozinolatų-mirozinazės sistema 

Sveikose sėklose gliukozinolatai yra stabilūs, tačiau paveiktos drėgmės ar kokiu kitokiu 

poveikiu pažeistose sėklose yra išlaisvinamas fermentas tiogliukozido gliukohidrolazė – 

mirozinazė, kuris hidrolizuoja gliukozinolatus. Gliukozinolatai ir jų fermentas yra skirtinguose 

audiniuose: gliukozinolatai vakuolėse, o mirozinazė – idioblastuose dar vadinamosiose mirozin-

celėse. Gliukozinolatų skilimo metu susidaro stechiometriniai D-gliukozės ir hidrosulfato jono 

kiekiai bei įvairūs aglikonai, tokie kaip izotiocianatai, nitrilai, tiocianatai ir kt. Priklausomai nuo 

gliukozinolatų cheminės struktūros bei reakcijos sąlygų, skilimo junginių sudėtis gali būti įvairi. 
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Pavyzdžiui, jei terpės pH artimas neutraliam bus išskirti izotiocianatai, o jei terpė rūgšti 

susidarys daugiau nitrilų, kurių susidarymą ypač skatina geležies jonai [88]. 

 

 

1.6 pav. Gliukozinolatų hidrolizė mirozinazės poveikyje 

 (1) Esant mažesniame pH (pH<3), susidaro nitrilai. (2) Jei gliukozinolato šoninė grandinė yra 

hidroksilinama anglies, gaunamas oksazolidin-2-tionas. (3) Esant neutraliame pH nestabilus 

aglikonas pakeičiamas į izotiocianatą. (4) kai kurie gliukozinolatai gali būti hidrolizuojami į 

tiocianatus. (5) esant epitiospecifiniam proteinui (ESP), susidaro epitionitrilai [89,90]. 

 

Vienas iš gliukozinolatų-mirozinazės sistemos pavyzdžių yra nustatytas baltažiedyje 

vairenyje (Arabidopsis thaliana L.): tarp ląstelės turinčios daug sieros, esančios tarp floemos ir 

žiedkočio endodermos bei turinčios didelę koncentraciją gliukozinolatų ir uždaros mirozinazės 

esančios kaimyninėje ląstelėje [90]. 

Gliukozinolatų hidrolizės produktai yra atsakingi už prieskonių aštrų skonį tokių kaip 

garstyčios ir krienai, ir prisideda prie daržovėms būdingo skonio, pavyzdžiui, kopūstų, Briuselio 

kopūstų, ridikėlių, ropių, žiedinių kopūstų ir brokolių.  

Biologinis vaidmuo gliukozinolatų-mirozinazės sistemos nėra visiškai aiškus, tačiau šios 

sistemos sudėtingumą parodo, kad ji atlieka svarbų vaidmenį augalų gyvavimo cikle [91]. 
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1.10.3. Gliukozinolatų biosintezė 

Gliukozinolatų biosintezė apima tris etapus: 

1. Šoninės grandinės pailgėjimas. 

2. Gliukono sintezė. 

3. Šoninės grandinės modifikacija. 

Pirmasis etapas, kai aminorūgštys, tokios kaip metionino ir fenilalanino, pailginamos viena 

ar keliomis metileno grupėmis. Antrasis, pirminės aminorūgštys pakeičiamos į gliukozinolatus. 

Ir trečiasis etapas, pirminių gliukozinolatų modifikacijos. Šių etapų sekos buvo pasiūlytos 

remiantis tyrimais in vivo. 

Šoninės grandinės pailgėjimas. Pailgėjimas prasideda aminorūgšties transamininimu –

amino grupė yra pernešama iš vienos molekulės į kitą siekiant gauti α-ketorūgštį. Po to seka 

kondensacija su acetil-KoA, izomeracija perkeliant hidroksilo grupę ir oksidacija siekiant gauti 

pailgėjusią α-ketorūgštį. Šis pailgėjimas yra panašus į leucino susidarymą iš valino. Pailgėjusi α-

ketorūgštis gali dalyvauti tolimesniuose pailgėjimo cikluose – yra nustatyta iki 11 ciklų 

santykinai pailgėjusio produkto. Pabaigoje α-ketorūgštis yra transamininima ir gaunama 

pailgėjusi aminorūgštis. 

Gliukono sintezė. Pirmasis etapas gliukozinolatų biosintezėje yra pradinės aminorūgšties 

pervertimas į oksimą. Skirtingos aminorūgštys yra paverčiamos skirtingų fermentų. Oksimas yra 

oksiduojamas į nitrilo oksidą, kuris vėliau jungiasi su cisteinu. Gauta tiohidroksiminė rūgštis yra 

S-gliukozilinama su tirpia UDP-gliukoze: tiohidroksimato gliukoziltransferaze siekiant gauti 

desulfogliukozinolatą. Pabaigoje desulfogliukozinolatai yra sulfoninami 3‘-fosfoadenozino 5‘-

fosfosulfato (PAPS): desulfogliukozinolato sulfotransferazės iki gliukozinolato [90,91]. 

 

 

1.7 pav. Gliukozinolatų biosintezė [92] 
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Aminorūgščių pevertimas į oksimą yra pagrindinis etapas gliukozinolatų biosintezėje. Šis 

etapas yra dažnai pasitaikantis gliukozinolatuose ir susijęs su natūralių augalinių produktų grupe 

– cianogeniniais glikozidais. CYP79 šeimos citochromai P450 katalizuoja alifatinių ir aromatinių 

aminorūgščių pavertimą į atitinkamus oksimus, cianogeninių glikozidų biosintezėje. Taip pat šie 

citochromai katalizuoja alifatinių ir aromatinių aminorūgščių bei triptofano konversiją į oksimus 

gliukozinolatų biosintezėje. Oksimų susidarymas gliukozinolatų biosintezėje yra reguliarus 

etapas. 

Šoninės grandinės modifikacija. Po gliukono biosintezės gali būti atliekamos šoninės 

grandinės įvairios modifikacijos. Ypač iš gliukozinolatų gautas metioninas rodo didelius šoninės 

grandinės pasikeitimus. Dažniausiai pasitaikančios modifikacijos yra oksidacija, hidroksilinimas. 

Metilinimas yra dar viena galima modifikacija, kai keli aromatiniai ir indoliniai gliukozinolatai  

yra metoksilinami [90-93]. 

 

1.11. 4-Metilsulfinilbutilgliukozinolatas 

Izotiocianatai gauti iš Cruciferae šeimos metilsulfinilalkilgliukozinolatų hidrolizės metu yra 

svarbūs žmogaus mitybai mažinant vėžio riziką. Pagal atliktus tyrimus yra nustatyta, kad žmonės 

kurie valgo daug daržovių yra mažiau linkę į vėžinius susirgimus, tačiau nėra nustatyta būtent 

kurie junginiai galėtų būti kaip potencialūs antikancerogenai. 

Manoma, kad kopūstinės (Brassica) daržovės pasižymi antikancerogeninėmis savybėmis dėl 

tam tikrų gliukozinolatų buvimo. 4-Metilsulfinilbutilizocianatas, kilęs iš atitinkamų 

gliukozinolatų rastų brokoliuose, yra nustatytas kaip stiprus induktorius antikancerogeninio 

žymeklio, fermento – chinono reduktazės (NADP(H): chinono-akceptorius oksidoreduktazė) 

pelių hepatomos Hepa 1c1c7 ląstelėse. Mokslininkai siekia išauginti kopūstinių daržovių  

hibridus su didesniu kiekiu šių antikancerogeninių gliukozinolatų ir jų ekstraktų gebėjimu 

padidinti chinono reduktazės aktyvumą  [94]. 

Vienas iš geriausiai ištirtų izotiocianatų išskirtų iš kryžmažiedžių daržovių yra sulforafanas 

(1-izotiocianato-4-metilsulfinilbutanas), kuris buvo izoliuotas brokoliuose ir buvo gaunamas iš 

gliukozinolatų pirmtako gliukorafanino (4-metilsulfinilbutilgliukozinolato) [95].  
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1.8 pav. Gliukorafanino transformacija į sulforafaną (gliukoerucino transformacija į 

eruciną) veikiant fermentui – mirozinazei [96] 

 

Gliukorafaninas paverčiamas mirozinaze į sulforafaną. Mirozinazė yra denatūruojama 

virimo metu, kai nepažeistas gliukorafaninas yra nuryjamas, galiausiai, jis yra konvertuojamas į 

sulforafaną žarnyno mikrofloros tiogliukozidazių. 

Gliukozinolato gliukorafanino skilimo produktas sulforafanas yra stiprus fazės II 

detoksikuojančių fermentų, glaudžiai susijusių su tam tikrų vėžio rūšių prevencija, induktorius. 

Pavyzdžiui, izotiocianatas – sulforafanas slopina fazės I fermentus, aktyvuojančius 

kancerogenus, sužadina fazės II detoksikuojančius fermentus tokius kaip chinono reduktazė ir 

glutationo S-transferazė pelių hepatomos ląstelėje ir blokuoja krūties naviko formavimąsi.  

 Sulforafanas gali slopinti kancerogeninius mechanizmus tokius kaip:  

 oksidacinis stresas; 

 fazės I fermentus; 

 uždegiminę angiogenezę; 

 metastazę. 

Ir atvirkščiai sukelti apsaugančiuosius mechanizmus tokius kaip: 

 fazės II detoksikuojančius fermentus, kurios apima glutationo S-transferazę; 

 terminio šoko atsaką; 

 apoptozę. 
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Žmogaus vėžyje pastebėta pakitimų tarp epigenetinių DNR, sulforafanas slopina DNR 

metilinimą ir Histono pakitimus [95-98]. 
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2. MEDŽIAGOS IR JŲ APTARIMAS 

 

Magistrinio baigiamojo darbo tyrimai atlikti Kauno technologijos universitete, Cheminės 

technologijos fakulteto Organinės chemijos katedros Biotechnologijos laboratorijoje. 

 

2.1. Tiriamoji medžiaga 

 Rapsai (Brassica napus L.) – ,,Sponsor“, ,,Terra“, ,,Digger“, ,,Abakus“. 

 Naujai susintetinti biologiškai aktyvūs junginiai (iš viso 21). 

 Tiriamosios bakterijos – Rhizobium radiobacter, Xanthomonas campestris. 

 

2.2. Nauji biologiškai aktyvūs junginiai 

2.2.1 lentelė. Tiriamajame darbe naudoti nauji biologiškai aktyvūs junginiai 

Nr. Struktūrinė formulė Pavadinimas 

1. 

 

N-(2,5-Dimetil-1H-pirol-1-il)-3-(9-metil-

karbazol-3-il)-5-oksopirolidin-3-karboks-

amidas 

 

 

 

R
  9-metilkarbazol-3-il 

2. 

 

1-(9-Metilkarbazol-3-il)-3-(2-tiokso-3H- 

1,3,4-oksadiazol-5-il)-5-oksopirolidinas 

 

 

 

 

R
  9-metilkarbazol-3-il 

3. 

 

3-[4-(Fenilmetiliden)amino]-1-[(9-metil-

karbazol-3-il)-5-tiokso-4,5-dihidro-1H-1,2,4-

triazol]-5-oksopirolidinas 

 

 

 

R
  9-metilkarbazol-3-il 

4. 

 

3-(3,5-Dimetilpirazolo-1-karbonil)-1-(9- 

metilkarbazol-3-il)-5-oksopirolidinas 

 

 

 

 

R
  9-metilkarbazol-3-il 
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 2.2.1 lentelės tęsinys 

5. 

 

3-[(3-Hidrazino-3-oksopropil)(9-metil- 

karbazol-3-il)amino]propanhidrazidas 

6. 

 

3-(Benzilidenhidrazinokarbonil)-1-(9-metil-

karbazol-3-il)-5-oksopirolidinas 

 

 

 

R
  9-metilkarbazol-3-il 

7. 

 

1-(9-Metilkarbazol-3-il)-5-okso-3-pirolidin-

karbhidrazidas 

 

 

 

R
  9-metilkarbazol-3-il 

8. 

 

3,3‘-[9-Metilkarbazol-3-il)imino)]bis(N- 

3-indoliden)propanhidrazidas 

 

 

 

 

 

 

 

R
1  3-indolil 

9. 

 

3,3‘-(Fenilimino)bis(N‘-benziliden)-

propanhidrazidas 
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2.2.1 lentelės tęsinys 

10. 

 

N-(2,5-Dimetilpirol-1-il)-3-[3-dimetil- 

pirol-1-il)-amino]-3-oksopropil)-(9-metil-

karbazol-3-il)amino]propanamidas 

11. 

 

3-(4-Amino-5-tiokso-1H-1,2,4-triazol-3-il)-1-

(9-metilkarbazol-3-il)-5-oksopirolidinas 

 

 

 

 

R
  9-metilkarbazol-3-il 

12. 

 

9-Metil-2,3,5,6-tetrahidro-1H-chinolizino- 

[1,9-bc]karbazol-1,7(9H)-dionas 

13. 

 

1-(9-Metilkarbazol-3-il)dihidro-4(1H,3H)- 

pirimidinon-2-tionas 

14. 

 

1-(9-Metilkarbazol-3-il)dihidro-2,4-(1H,3H)- 

pirimidindionas 
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2.2.1 lentelės tęsinys 

15. 

 

3-[(9-Metilkarbazol-3-il)karbamotioilamino]- 

propano rūgštis 

16. 

 

3-[(9-Metilkarbazol-3-il)karbamoilamino]- 

propano rūgštis 

17. 

 

3,3’-[(9-Metilkarbazol-3-il)imino)]bis- 

(N’-4-nitrobenziliden)propanhidrazidas 

18. 

 

3-(4-Brombenzilidenhidrazinokarbo- 

nil)-1-(9-metilkarbazol-3-il)-5-

oksopirolidinas 

19. 

 

1-(9-Metilkarbazol-3-il)-3-(4-nitrobenziliden-

hidrazinokarbonil)-5-oksopirolidinas 
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2.2.1 lentelės tęsinys 

20. 

 

3-(2-Chlor-4-nitrobenzilidenhidrazinokarbo-

nil)-1-(9-metilkarbazol-3-il)-5-

oksopirolidinas 

21. 

 

4-(1,3-Benzoksazol-2-il)-1-(9-metilkarba- 

zol-3-il)-5-oksopirolidinas 

 

2.3. Biologiškai aktyvių junginių paruošimas 

Paruošta pradinio tiriamosios medžiagos tirpalo (1 mg/ml). Pasverta 10 mg tiriamojo 

junginio ir suberta į matavimo kolbą. Įpilta  10 ml dimetilsulfoksido, kad ištirptų medžiaga. 

Reikalingas paimti tiriamųjų medžiagų tirpalo tūris  iš pradinio tirpalo apskaičiuota pagal 

formulę [99]: 

C

BA
X


    (1) 

 

Čia:  

X – reikalingas paimti tirpalo tūris iš pradinio paruošto tirpalo su tiriamąja medžiaga, ml; 

A – reikalinga gauti galutinė koncentracija, mg/l; 

B – praskiedimo tūris, l; 

C – pradinio tirpalo, paruošto su tiriamąja medžiaga, koncentracija (mg/ml). 

 

Šis tūris praskiestas iki 100 ml, gaunant reikiamą koncentraciją (mg/l). 
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2.4. Rhizobium radiobacter, Xanthomonas campestris bakterijų dygimo įvertinimas 

Paruoštos Luria-Bertani terpės bakterijoms auginti. Luria-Bertani (LB) terpės sudėtis: 

 natrio chloridas – 10 g/l; 

 triptonas - 10,0 g/l; 

 mielių ekstraktas – 5,0 g/l; 

 mikro agaras – 10,0 g/l. 

 

Tyrimams naudotas ampicilinas (darbinė koncentracija – 50 µg/ml). Bakterijos buvo pasėtos 

į terpes Petri lėkštelėse. Po 24 val stebėtas jų augimas [100]. 

 

 

2.4.1 lentelė. Antibiotikų paruošimas darbui su bakterijomis 

Antibiotikas 
Pradinė koncentracija ir 

antibiotiko paruošimas 
Darbinė koncentracija 

Ampicilinas 10 mg/ml vandenyje 50 µg/ml 

Karbenicilinas 10 mg/ml 50 µg/ml 

Chloramfenikolis 6 mg/ml 100% etanolyje 30 µg/ml 

Gentamicinas 3 mg/ml vandenyje 15 µg/ml 

Kanamicinas 10 mg/ml vandenyje 50 µg/ml 

Rifampicinas 20 mg/ml 100% metanolyje 100 µg/ml 

Spektinomicinas 20 mg/ml vandenyje 100 µg/ml 

Streptomicinas 10 mg/ml vandenyje 50 µg/ml 

Tetraciklinas  2,5 mg/ml 50% etanolyje 12,5 µg/ml 

 

 

2.5. Biologiškai aktyvių junginių tirpalų antibakterinio aktyvumo nustatymas agaro 

difuziniu metodu 

Ant LB terpės Petri lėkštelėse užpilta Rhizobium radiobacter, Xanthomonas campestris  

bakterijų suspensijos 50 µl ir uždėtas popierinis diskas, po to užpilta 25 μl biologiškai aktyvaus 

junginio tirpalo (1 mg/ml). Petri lėkštelės sudėtos į termostatą 37 
°
C. Po vienos paros stebėtas 

bakterijų augimas ir sintetinių junginių antibakterinis poveikis [99,100]. 
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2.1 pav. Biologiškai aktyvių junginių tirpalų antibakterinio aktyvumo nustatymas 

agaro difuziniu metodu 

 

2.6. Augalų regeneracija ir kaliaus gavimas 

Darbo eiga: 

1. Paruoštos maitinamosios kultūrų terpės rapsams:  

  Murashige-Skoog (MS); 

  MS+BAP (2 mg/l) + 2,4-D (0,2 mg/l). 

2. Išsterilintos sėklos. 

3. Sudaigintos sėklos in vitro. 

4. Suformuotas kalius iš augalų. 

 

Reagentai: NH4NO3, KNO3, CaCl2·2H2O, MgSO4·7H2O, KH2PO4, KJ, H3BO3, MnSO4·4 

H2O, ZnSO4·7H2O, Na2MoO4·2H2O, CuSO4·5H2O, CoCl2·6H2O, FeSO4·7H2O, 

Na2EDTA·2H2O, mioinozitolis, nikotino rūgštis, piridoksinas-HCl, tiaminas-HCl, glicinas, 

sacharozė, Agar-agaras, augimo hormonai [101]. 

 

2.7. Rapsų (Brassica napus L.) sėklų sterilinimas 

Rapsų sėklų sterilinimas buvo atliktas tokiomis sąlygomis: 

 0,1 % HgCl2 – 10 minučių; 

 6 % H2O2 – 5 minutes; 

 70 % C2H5OH – 1 minutę; 

 steriliu distiliuotu vandeniu – 3 kartus praplaunant juo rapsus. 

Sėklų sėjimas į lėkšteles vykdytas laminare aseptinėmis sąlygomis. Laminaras sterilintas 

ultravioletiniais spinduliais bei 96 % etanoliu [102]. 
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2.8. Augalų ląstelių maitinamoji terpė 

Augalų ląstelių kultūros kultivavimui būtina maitinamoji terpė ir išorinės aplinkos faktoriai 

(šviesa, temperatūra). Kultivuojant augalų ląsteles in vitro maitinamoji terpė buvo sudaryta iš šių 

komponentų: makroelementai, mikroelementai, geležies šaltinis, organiniai priedai, anglies 

šaltinis, augimo hormonai. 

Eksperimento metu naudotos MS (Murashige & Skoog) terpės sudėtis (2.8.1 lentelė). 

Svarbus šios terpės bruožas yra aukštos nitratų, kalio ir amonio jonų koncentracijos. Sudėtyje yra 

mioinozitolis, nikotino rūgštis, piridoksino hidrochloridas (B6) ir tiamino hidrochloridas (B1). 

 

2.8.1 lentelė. Maitinamosios Murashige & Shoog (MS) terpės sudėtis  

Reagentai 
Koncentracija tirpale 

mg/l 

Koncentracija 

terpėje 

Makroelementai 

NH4NO3 33000 1650 

KNO3 38000 1900 

CaCl2·2H2O 8800 440 

MgSO4·7H2O 7400 370 

KH2PO4 3400 170 

Mikroelementai
 

KJ 166 0,83 

H3BO3 1240 6,2 

MnSO4·4H2O 4460 22,3 

ZnSO4·7H2O 1720 8,6 

Na2MoO4·2H2O 50 0,25 

CuSO4 ·5H2O 5 0,025 

CoCl2
·
6H2O 5 0,025 

Geležies šaltinis
 

FeSO4·7H2O 5560 27,8 

Na2EDTA·2H2O 7460 37,3 

Organiniai priedai
 

Mioinozitolis 20000 100 

Nikotino rūgštis 100 0,5 

Piridoksinas-HCl 100 0,5 

Tiaminas-HCl 100 0,5 
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2.8.1 lentelės tęsinys 

Glicinas 400 2 

Anglies šaltinis 

Sacharozė Dedama kietu pavidalu 30000 

Agar-agaras  5 

 

Eksperimento metu optimali kultivavimo temperatūra 20 – 22 
o
C, fotoperiodas – 24 

valandos,  terpės pH – 5,7 (išmatuotas naudojant pH-metrą). Maitinamoji terpė buvo sterilinta 

autoklave 120 
º
C, esant 0,75 – 1 atm. slėgiui, 15 min [103]. 

 

2.9. Biologiškai aktyvių junginių antioksidacinis aktyvumas prieš DPPH 

Biologiškai aktyvių medžiagų antiradikalinis aktyvumas įvertinamas matuojant, kiek 

procentų stabilaus 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo neutralizuoja biologiškai 

aktyvūs junginiai.  

 

 

2.2 pav. Radikalo DPPH· redukcijos reakcija su antioksidantu 

 

Biologiškai aktyviems junginiams būdingas antioksidacinis aktyvumas dėl jų gebėjimo 

išaktyvinti laisvuosius radikalus. Reakcijos metu antioksidantas atiduoda vandenilį ir taip 

išaktyvina laisvuosius radikalus ir jie tampa stabiliai DPPH – H tipo junginiais.  

Tiriamieji junginiai (1 mg/ml) buvo ištirpinti dimetilsulfokside (DMSO). 

Tiriamojo tirpalo ruošimas. DPPH (1 mM) tirpalas paruoštas etanolyje ir 3 ml tirpalo įpilta 

į 3 ml tiriamų junginių tirpalą (1 mg/ml).  

Mėgintuvėlio turinys sumaišytas ir po 20 minučių laikymo tamsoje išmatuotas tirpalo 

šviesos sugertis prie 515 nm bangos ilgio. 

Palyginamojo tirpalo ruošimas. Į mėgintuvėlį įpilta 3 ml DMSO ir 3 ml DPPH etaloninio 

tirpalo. 
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Etaloninio DPPH tirpalo ruošimas. 0,0024 g DPPH radikalo tirpinta metanolyje 100 ml 

talpos matavimo kolbutėje [104]. 

Slopinimas apskaičiuotas pagal (2) formulę: 

 

 

100(%) 



B

AB

A

AA
slopinimas                             (2) 

Čia:  

 AB – palyginamojo tirpalo šviesos sugertis; 

        AA – tiriamojo tirpalo šviesos sugertis. 

 

2.10. Biologiškai aktyvių junginių antioksidacinio aktyvumo nustatymas pagal FRAP 

metodą, naudojant 2,4,6-tripiridil-s-triaziną 

Šis metodas nustato junginio redukuojančias savybes, kuris paremtas Fe
3+

 - TPTZ pavirtimu 

į Fe
2+

 - TPTZ (mėlyna spalva) esant 593 nm. 

Mėginiai 100 μL sumaišyti su 3 ml FRAP reagentu ir pakaitinti iki 37 ºC 10 min. Reakcijos 

mišinys išmatuotas esant 593 nm spektrofotometriškai. Reikšmė apskaičiuota pagal kalibravimo 

kreivę. 

FRAP reagento ruošimas. 5 ml (10 mmol/l) TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazino) tirpalo 

ištirpinto 40 mmol/l HCl ir 5 ml FeCl3 (20 mmol/l) ir 50 ml acetato buferio (0,3 mol/l, pH=3,6) 

šviežiai paruošta ir pakaitinta iki 37ºC.  

Kalibravimo kreivės ruošimas. Paimta 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15, 10, 5 μmol/l FeSO4 x 

7H2O, įpilta 3 ml  FRAP reagento ir skiesta vandeniu iki 10 ml. Mėginiai sumaišyti ir išmatuota 

šviesos sugertis prie 593 nm. Iš gautų duomenų nubraižyta kalibracinė kreivė [105]. 

 

2.10.1 lentelė. Šviesos sugertis, esant skirtingoms FeSO4 x 7H2O tirpalo koncentracijoms 

FeSO4 x 7H2O tirpalo koncentracija, 

įvertinant praskiedimą vandeniu, µmol/l 
Šviesos sugertis, A 

0 0 

5 0,173 

10 0,192 

15 0,287 

20 0,405 

25 0,503 
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2.10.1 lentelės tęsinys 

30 0,692 

40 0,966 

50 1,094 

60 1,277 

70 1,460 

 

Pagal gautus duomenis nubraižyta kalibravimo kreivė (žr. 2.3 pav.) 

 

2.3 pav. Šviesos sugerties priklausomybė nuo FeSO4 x 7H2O tirpalo koncentracijos 

 

2.11. Biologiškai aktyvių junginių redukcinių savybių nustatymas 

Reagentai: 

 Natrio fosfatinis buferis 0,2 M (pH=6,6); 

 1 % K3[Fe(CN)6]; 

 10 % Trichloracto rūgštis; 

 0,1 % FeCl3. 

 

Paruošti biologiškai aktyvių junginių tirpalai (1 mg/ml). Į 1 ml mėginius supilta 2,5 ml 0,2 

M fosfatinio buferio bei 2,5 ml K3[Fe(CN)6]. Mėginiai sumaišyti ir inkubuoti 50 °C 

temperatūroje 20 min. Po to pridėta 2,5 ml 10 % trichloracto rūgšties ir sumaišyta. Centrifuguota 

10 min. 

Viršutinio tirpalo (2,5 ml) sumaišyta su 2,5 ml distiliuotu vandeniu ir 0,5 ml 0,1 % FeCl3. 

Mėginiai išmatuoti esant 700 nm bangos ilgiui. Didesnė šviesos sugertis reiškė didesnes 

redukcines savybes [106]. 
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2.12. Biologiškai aktyvių junginių 2,2‘-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-

sulfonrūgšties)diamonio druskos slopinimo nustatymas  

ABTS metodas yra paremtas radikalo anijono slopinimu.  ABTS yra gaunamas pridedant  jį į 

kalio persulfato tirpalą. Radikalo anijonas turi mėlynai-žalią spalvą ir šviesos sugertis išmatuota 

esant 734 nm.  

Į reakcijos mišinį, turintį 50 µl (1000 µg/ml) junginių, įpilta 1 ml 100 μM ABTS (paruoštas 

sumaišant 2 mM ABTS su 0,17 mM kalio persulfatu, kuris ištirpintas 20 mM fosfato buferyje 

(pH=7,4)  ir buvo laikomas per naktį). Nustatytas radikalo ABTS slopinimas [107]. 

 

2.13. Chlorofilo a ir b bei karotinoidų nustatymas rapsuose (Brassica napus L.) 

Chlorofilo a ir b bei karotinoidų nustatymas rapsuose paremtas šviesos sugerties nustatymu 

spektrofotometru esant bangos ilgiams: 

 chlorofilui a (662 nm); 

 chlorofilui b (644 nm); 

 karotinoidams (441 nm). 

Chlorofilo a ir b kiekio nustatymui 0,1 g rapsų lapų susmulkinta grūstuvėlyje. Įpilta 20 ml 96 

% etanolio, sumaišyta iki vientisos masės ir nufiltruota. Filtratas supiltas į matavimo kiuvetę ir 

matavimai atlikti spektrofotometru esant 662 nm (chlorofilo a), 644 nm (chlorofilo b) ir 441 nm 

(karotinoidams) bangų ilgiams [108]. 

Išmatavus augalų ekstrakto šviesos sugertį, apskaičiuota pigmentų koncentracija (mg/l) 

naudojantis (3-7) formulėmis: 

Chlorofilo a koncentracija (mg l
-1

):   Ca=9,784 D662 – 0,99D644;  (3)     

Chlorofilo b koncentracija (mg l
-1

):   Cb=21,426D644 – 4,65D662; (4)         

                                                              Ca+Cb=5,134D662 + 20,436D644; (5)         

Karotinoidų koncentracija (mg l
-1

): Ckarotinoidai=4,695D441 – 0,268 (Ca+Cb); (6)          

 Pigmentų kiekis mg/100g apskaičiuotas pagal (7) formulę: 

 

1000

100

1

2






Vn

VVC
X   (7)  

 

Čia:     

   C – pigmentų koncentracija, mg/l; 

   V – pradinis ekstrakto tūris, ml; 
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   V1 – pradinis ekstrakto tūris, ml, paimtas praskiedimui; 

   V2 – praskiesto ekstrakto tūris, ml; 

   n – augalinė masė g. 

 

2.14. Mirozinazės aktyvumo nustatymas rapsuose (Brassica napus L.) 

Rapsų audiniai 0,1 g susmulkinti ir ekstrahuoti 1 ml ekstrakcjos buferyje, kurį sudaro 10 mM 

Tris-HCl (pH=8,0), 1 mM EDTA, 1 % PVP (polivinilpirolidonas) ir 1 mM DTT (ditiotreitolis). 

Mišinys buvo maišomas 15 min 9000 4 ºC ir laikomas 4 ºC. Supernatantas turėjo fermentą 

mirozinazę, baltymus. 

      Mirozinazė nustatyta pagal gliukozę hidrolizės reakcijoje iš 2-propenil gliukozinolato 

(sinigrino), kuris buvo pridėtas į mirozinazės ekstraktą. Sinigrino tirpalas paruoštas taip: 15 mg  

sinigrino ištirpinta 1 ml distiliuotame vandenyje. Mėgintuvėliai skirstomi į reakcijos 

mėgintuvėlius ir kontrolinius mėgintuvėlius. Į reakcijos mėgintuvėlius įpilta 0,35 ml kalio 

fosfato buferio 33 mM (pH=6), turinčio 0,05 ml tiriamo tirpalo, ir 0,1 ml sinigrino. 

Kontroliniuose mėgintuvėliuose įpilta 0,35 ml kalio fosfato buferio ir 0,05 ml tiriamo tirpalo. 

Visi mėgintuvėliai inkubuoti 37 ºC 30 min. Mirozinazės aktyvumas inaktyvuotas 100 ºC 5 min. 

Po to 0,1 ml sinigrino tirpalo įpilta į kontrolinį mėgintuvėlį. Tuomet į mėgintuvėlius įpilta  2 ml 

o-toluidininio reagento, viskas sumaišyta ir įdėta 8 min į verdančią vonelę. Atšaldžius išmatuotas 

intensyvumas esant 540 nm (prieš vandenį ir o-toluidininis reagentas).   

Gliukozės kreivės paruošimas.  Paruošti 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4 ir 0,6 mg/ml gliukozės 

tirpalai. Į mėgintuvėlius įpilta 0; 0,5; 1; 2; 4 ir 6 ml gliukozės (1 mg/ml) tirpalo, 4 ml o-toluidi-

ninio tirpalo ir iki 10 ml distiliuoto vandens. Šviesos sugertis buvo matuojama esant 540 nm. Iš 

gautų duomenų nubraižyta gliukozės kreivė [109]. 

 

2.14.1 lentelė. Šviesos sugertis, esant skirtingoms gliukozės tirpalo koncentracijoms 

Gliukozės tirpalo koncentracija, mg/ml Šviesos sugertis, A 

0 0 

0,05 0,009 

0,1 0,029 

0,2 0,120 

0,4 0,273 

0,6 0,471 
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Pagal gautus duomenis nubraižyta gliukozės kalibravimo kreivė (žr. 2.4 pav.) 

 

 

2.4 pav. Šviesos sugerties priklausomybė nuo gliukozės tirpalo koncentracijos 

 

Mirozinazės aktyvumas  apskaičiuotas (vnt/ml) pagal (8) formulę: 

 

               (8) 

 

Čia:  

m – gliukozės kiekis, µg; 

V1 – bendras tirpalo kiekis, ml; 

V2 – sunaudoto enzimo kiekis, ml; 

t – inkubacijos laikas, min. 

 

2.15. Gliukozinolatų nustatymas rapsuose (Brassica napus L.) 

Reagentai: fosfatinis buferis (pH=7); askorbo rūgštis (5 %), ZnSO4 (30 %), K4 [Fe(CN)6] 

(15 %), o-toluidininis tirpalas, tiogliukozidazė (0,001g/100ml). 

Darbo eiga: 

Į 2 mėgintuvėlius įdėta po 0,5 g susmulkintų rapsų audinių. Mirozinazės inaktyvacijai įpilta 

20 ml fosfatinio buferio, sumaišyta ir kaitinta 5 min verdančioje vandens vonelėje, po to 

atšaldyta iki 37 °C. Į 1 bandymo mėgintuvėlį įpilta 5 ml mirozinazės tirpalo ir 1 ml 5 % vitamino 

C, į 1 kontrolinį mėgintuvėlį įpilta 5 ml fosfatinio buferio ir 1 ml 5 % vitamino C. Mėgintuvėliai 

sumaišyti ir įdėti į termostatą 37 °C. Po hidrolizės paimtos 100 ml kolbos ir įpilta 60 ml 
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distiliuoto vandens, 2 ml ZnSO4, ir  2 ml 15 % K4 [Fe(CN)6] ir po 10 min praskiestos vandeniu 

iki žymės. 

Į mėgintuvėlius įpilta 1 ml filtrato ir 4 ml o-toluidininio reagento, viskas sumaišyta ir įdėta  8 

min į verdančią vonelę. Atšaldžius išmatuotas intensyvumas esant 650 nm (prieš vandenį ir o-

toluidininį reagentą).   

Gliukozės kiekis nustatytas iš kreivės (žr. 12 pav.), kai ruošiami gliukozės tirpalai, turintys 

0,05-0,6 mg/ml gliukozės. Po o-toluidininio tirpalo įdėjimo buvo atliktas spektrofotometrinis 

nustatymas. Gliukozė, įeinanti į gliukozinolatų sudėtį, nustatyta pagal skirtumą tarp bandinio ir 

kontrolės [110]. 

Gliukozinolatų kiekis (%) apskaičiuotas pagal (9) formulę: 

 

                                                           
nM

VaM
x






1

100
                       (9) 

 

Čia: 

M – gliukozinolato molekulinė masė; 

(421,1 –  vidutiniškai rapsams). 

a – gliukozės kiekis g/ml; 

M1 – gliukozės molekulinė masė; 

n – masė, g; 

V – hidrolizato tūris, ml.  

 

Gliukozinolatų kiekis (µmol/g) apskaičiuotas pagal (10) formulę: 

 

                                                    
1,42110 6

1 




nM

VaM
x                      (10) 

 

Čia:  

M – gliukozinolato molekulinė masė; 

(421,1 – vidutiniškai rapsams). 

a – gliukozės kiekis g/ml; 

M1 – gliukozės molekulinė masė; 

n – masė, g; 

V – hidrolizato tūris, ml. 
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3. REZULTATAI  

3.1. Biologiškai aktyvių junginių antibakterinio aktyvumo įvertinimas agaro difuziniu 

metodu 

Atliekant bandymą buvo naudotos Rhizobium radiobacter, Xanthomonas campestris  

bakterijų suspensijos 50 µl ir biologiškai aktyvūs junginiai 1000 µg/ml ir 500 µg/ml. 

Gauti rezultatai pateikti 3.1 ir 3.2 paveiksluose. 

 

 

3.1 pav. Biologiškai aktyvių junginių tirpalų (1000 µg/ml) antibakterinio aktyvumo prieš 

Rhizobium radiobacter  įvertinimas agaro difuziniu metodu 

 

Tyrimo rezultatai (žr. 3.1 pav.) parodė, kad didžiausiu antibakteriniu aktyvumu prieš 

Rhizobium radiobacter  pasižymėjo 3,3‘-[9-metilkarbazol-3-il)imino)]bis(N-3-indoliden)pro-

panhidrazidas (8) ir N-(2,5-dimetilpirol-1-il)-3-[3-dimetilpirol-1-il)amino]-3-oksopropil)-(9-

metilkarbazol-3-il)amino]propanamidas (10), kurių slopinimo zona buvo atitinkamai 0,58 cm ir 

0,58 cm, esant junginių koncentracijai 1000 µg/ml. Ampicilino slopinimo zona buvo 2,9 cm. 

Likusieji 13-15 ir 17-21 junginiai antibakteriniu aktyvumu prieš Rhizobium radiobacter  

nepasižymėjo. 
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3.2 pav. Biologiškai aktyvių junginių tirpalų (500 µg/ml) antibakterinio aktyvumo prieš 

Rhizobium radiobacter  įvertinimas agaro difuziniu metodu 

 

Tyrimo rezultatai (žr. 3.2 pav.) parodė, kad didžiausiu antibakteriniu aktyvumu prieš 

Rhizobium radiobacter  pasižymėjo N-(2,5-dimetil-1H-pirol-1-il)-3-(9-metilkarbazol-3-il)-5-

oksopirolidin-3-karboksamidas (1) ir 3-(4-amino-5-tiokso-1H-1,2,4-triazol-3-il)-1-(9-metil-

karbazol-3-il)-5-oksopirolidinas (11), kurių slopinimo zona buvo atitinkamai 0,48 cm ir 0,43 cm, 

esant jų koncentracijai 500 µg/ml. Likusieji 4, 13-21 junginiai antibakteriniu aktyvumu prieš 

Rhizobium radiobacter  nepasižymėjo. 

Tirti junginiai neslopino Xanthomonas campestris bakterijų augimo, išskyrus 16 junginys, 

esant jo 1000 µg/ml koncentracijai.  

 

3.2. Biologiškai aktyvių junginių antioksidacinio aktyvumo įvertinimas prieš DPPH 

Eksperimentui ruošiantis tiriamieji junginiai (1 mg/ml) buvo ištirpinti dimetilsulfokside 

(DMSO). 

Atlikus bandymą su biologiškai aktyviais junginiais, gauti rezultatai pateikti 3.3 paveiksle. 
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3.3 pav. Biologiškai aktyvių junginių DPPH radikalo slopinimas 

 

Tyrimo rezultatai (žr. 3.3 pav.) parodė, kad didžiausiu antioksidaciniu aktyvumu pasižymėjo 

3-(4-amino-5-tiokso-1H-1,2,4-triazol-3-il)-1-(9-metilkarbazol-3-il)-5-oksopirolidinas (11) ir 3-

[(9-metilkarbazol-3-il)karbamotioilamino]propano rūgštis (15), kurių  DPPH slopinimas buvo 

atitinkamai 90,9 % ir 84,2 %.  

 

3.3. Antioksidacinio aktyvumo biologiškai aktyviuose junginiuose įvertinimas pagal FRAP 

metodą, naudojant 2,4,6-tripiridil-s-triaziną 

Bandymui buvo naudoti biologiškai aktyvių junginių (1-21) 1000 µg/ml koncentracijos 

tirpalai.  

Gauti rezultatai pateikti 3.4 paveiksle.  

 

3.4 pav. Biologiškai aktyvių junginių antioksidacinis aktyvumas 
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Remiantis diagramos duomenimis  matyti (žr. 3.4 pav.), kad 3-[(3-hidrazino-3-

oksopropil)(9-metilkarbazol-3-il)amino]propanhidrazide (5) didžiausias antioksidacinis 

aktyvumas – 56 µmol/l, o mažiausias 3 ir 4 junginiuose atitinkamai – 2 µmol/l ir 1,8 µmol/l. 

 

3.4. Biologiškai aktyvių junginių redukcinių savybių įvertinimas 

Eksperimentui atlikti buvo naudoti biologiškai aktyvių junginių (1-21) 1000 µg/ml 

koncentracijos tirpalai. 

Redukcinių savybių įvertinimas pateiktas 3.5 paveiksle. 

 

3.5 pav. Biologiškai aktyvių junginių redukcinių savybių įvertinimas  

 

Iš diagramos duomenų (žr. 3.5 pav.) matyti, kad didžiausiomis redukcinėmis savybėmis 

pasižymėjo 3,3‘-(fenilimino)bis(N‘-benziliden)propanhidrazidas (9) – 2,401 A. Taip pat 

didesnėmis redukcinėmis savybėmis pasižymėjo 8 junginys – 2,159 A  bei 5 junginys – 2,071 A. 

Mažesnėmis redukcinėmis savybėmis – 4 (0,097 A), 6 (0,111 A), 16 (0,111 A) junginiai, o 

mažiausiomis 12 junginys – 0,039 A. 

 

3.5. Biologiškai aktyvių junginių 2,2‘-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-

sulfonrūgšties)diamonio druskos slopinimo įvertinimas  

Eksperimentui atlikti buvo naudojami biologiškai aktyvūs junginiai. 

Gauti rezultatai pateikti 3.6 paveiksle.  
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3.6 pav. Biologiškai aktyvių junginių 2,2‘-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-

sulfonrūgšties)diamonio druskos slopinimo įvertinimas  

 

Remiantis diagramos duomenimis matyti (žr. 3.6 pav.), kad didžiausias radikalo slopinimas 

pasireiškė 2, 3, 5, 10 ir 15 junginiuose, iš kurių didžiausias buvo 3-[(3-hidrazino-3-oksopropil)- 

(9-metilkarbazol-3-il)amino]propanhidrazide (5) – 0,401 A. Mažiausias slopinimas pasireiškė 4 

junginyje – 0,040 A, o 7 ir 11 junginiai visai neslopino radikalo. 

 

3.6. Chlorofilo a ir b bei karotinoidų įvertinimas rapsuose 

Bandymui buvo naudojami 2, 5, 8, 9, 11, 13, 14, 15, 16 biologiškai aktyvūs junginiai bei 

rapsai. Rapsai po sterilinimo buvo sėjami į Petri lėkšteles su maitinamąja terpe ir skirtinga (0,5 

mg/l ir 2 mg/l) koncentracija biologiškai aktyviais junginiais. Sudygus rapsams įvertintas jų 

daigų aukštis, šaknų ilgis bei biomasė. Taip pat  buvo nustatytas chlorofilo a, chlorofilo b bei 

karotinoidų kiekis sudygusiuose skirtingose terpėse rapsuose. 

Skirtingose terpėse sudygusių rapsų daigų aukščio, šaknų ilgio bei biomasės įvertinimas 

pateiktas 3.7 – 3.12 paveiksluose. 
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3.7 pav. Biologiškai aktyvių junginių (0,5 mg/l) įtaka rapsų daigų aukščiui daiginant rapsus 

MS terpėje 

. 

Iš gautų tyrimo rezultatų matyti (žr. 3.7 pav.), kad rapsų daigai buvo aukščiausi augalams 

augant MS terpėse, papildytose 9 junginiu – 3,3‘-(fenilimino)bis(N‘-benziliden)propanhidrazidu. 

Gauta, kad dėl šio junginio 0,5 mg/l koncentracijos poveikio daigų aukštis buvo 1,4 karto 

didesnis, lyginant su kontroliniu variantu.  

 

3.8 pav. Biologiškai aktyvių junginių (0,5 mg/l) įtaka rapsų šaknų ilgiui daiginant rapsus MS 

terpėje 

 

Tyrimo rezultatai parodė (žr. 3.8 pav.), kad rapsų šaknys buvo ilgiausios augalams augant 

MS terpėse, papildytose junginiu 5 – 3-[(3-hidrazino-3-oksopropil)(9-metilkarbazol-3-il)ami-

no]propanhidrazidu, palyginti su MS terpėje be papildomų junginių augusiais rapsais. Dėl šio 
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junginio 0,5 mg/l koncentracijos poveikio šaknys buvo 1,9 karto ilgesnės, lyginant su kontroliniu 

variantu. 

 

 

3.9 pav. Biologiškai aktyvių junginių (0,5 mg/l) įtaka rapsų biomasei daiginant rapsus MS 

terpėje 

 

Iš gautų tyrimo rezultatų matyti (žr. 3.9 pav.), kad didžiausia rapsų biomasė buvo MS terpėje 

su 5 junginiu – 3-[(3-hidrazino-3-oksopropil)(9-metilkarbazol-3-il)amino]propanhidrazidu 

(koncentracija 0,5 mg/l). Dėl šio junginio poveikio rapsų biomasė 1,3 karto buvo didesnė, 

lyginant su kontroliniu variantu.  

 

3.10 pav. Biologiškai aktyvių junginių (2 mg/l) įtaka rapsų daigų aukščiui daiginant rapsus 

MS terpėje 
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Iš gautų tyrimo rezultatų matyti (žr. 3.10 pav.), kad rapsų daigai buvo aukščiausi augalams 

augant MS terpėse, papildytose 1-(9-metilkarbazol-3-il)dihidro-2,4-(1H,3H)-pirimidindionu 

(14). Gauta, kad dėl šio junginio 2 mg/l koncentracijos poveikio daigų aukštis buvo 1,6 karto 

didesnis, lyginant su kontroliniu variantu.  

 

3.11 pav. Biologiškai aktyvių junginių (2 mg/l) įtaka rapsų šaknų ilgiui daiginant rapsus MS 

terpėje 

 

Tyrimo rezultatai parodė (žr. 3.11 pav.), kad rapsų šaknys buvo ilgiausios augalams augant 

MS terpėse, papildytose 3-(4-amino-5-tiokso-1H-1,2,4-triazol-3-il)-1-(9-metilkarbazol-3-il)-5-

oksopirolidinu (11), lyginant su MS terpėje be papildomų junginių augusiais rapsais. Dėl šio 

junginio 2 mg/l koncentracijos poveikio šaknys buvo 1,8 karto ilgesnės, lyginant su kontroliniu 

variantu.  

 

3.12 pav. Biologiškai aktyvių junginių (2 mg/l) įtaka rapsų biomasei daiginant rapsus MS 

terpėje 
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Iš gautų tyrimo rezultatų matyti (žr. 3.12 pav.), kad didžiausia rapsų biomasė buvo MS 

terpėje su 1-(9-metilkarbazol-3-il)dihidro-2,4-(1H,3H)-pirimidindionu (14) (koncentracija 2 

mg/l). Dėl šio junginio poveikio rapsų biomasė 1,3 karto buvo didesnė, lyginant su kontroliniu 

variantu. 

 

Chlorofilo a ir chlorofilo b bei karotinoidų kiekio nustatymo skirtingose terpėse 

sudygusiuose rapsuose bandymo rezultatai pateikti 3.13 – 3.18  paveiksluose. 

 

 

 

3.13 pav. Biologiškai aktyvių junginių (0,5 mg/l) įtaka chlorofilo a kiekiui rapsuose in 

vitro 

 

Apibendrinus rezultatus (žr. 3.13 pav.) matyti, kad didžiausias chlorofilo a kiekis rapsuose 

buvo augintuose MS terpėse, papildytose 1-(9-metilkarbazol-3-il)-3-(2-tiokso-3H-1,3,4-oksa-

diazol-5-il)-5-oksopirolidinu (2) ir 3-(4-amino-5-tiokso-1H-1,2,4-triazol-3-il)-1-(9-metil-

karbazol-3-il)-5-oksopirolidinu (11). Gauta, kad dėl šių junginių (koncentracija 0,5 mg/l) 

poveikio chlorofilo a kiekis buvo 1,5 karto didesnis, lyginant su kontroliniu variantu. 
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3.14 pav. Biologiškai aktyvių junginių (0,5 mg/l) įtaka chlorofilo b kiekiui rapsuose in vitro 

 

Iš gautų duomenų matyti (žr. 3.14 pav.), kad chlorofilo b kiekis buvo didžiausias rapsams, 

augant MS terpėse, papildytose 1-(9-metilkarbazol-3-il)-3-(2-tiokso-3H-1,3,4-oksadiazol-5-il)-5-

oksopirolidinu (2). Dėl šio junginio (koncentracija 0,5 mg/l) poveikio chlorofilo b kiekis buvo 

1,5 karto didesnis, lyginant su kontroliniu variantu.  

 

 

3.15 pav. Biologiškai aktyvių junginių (0,5 mg/l) įtaka karotinoidų kiekiui rapsuose in vitro 

 

Tyrimo rezultatai (žr. 3.15 pav.) parodė, kad didžiausias karotinoidų kiekis buvo rapsuose 

augintuose MS terpėje su 1-(9-metilkarbazol-3-il)-3-(2-tiokso-3H-1,3,4-oksadiazol-5-il)-5-

oksopirolidinu (2) esant 0,5 mg/l koncentracijai. Karotinoidų kiekis buvo 1,7 karto didesnis, 

palyginti su rapsais, augintais kontroliniame variante.  
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3.16 pav. Biologiškai aktyvių junginių (2 mg/l) įtaka chlorofilo a kiekiui rapsuose in vitro 

 

Apibendrinus rezultatus (žr. 3.16 pav.) matyti, kad didžiausias chlorofilo a kiekis rapsuose 

buvo augintuose MS terpėse, papildytose 3-(4-amino-5-tiokso-1H-1,2,4-triazol-3-il)-1-(9-

metilkarbazol-3-il)-5-oksopirolidinu (11). Gauta, kad dėl šio junginio (koncentracija 2 mg/l) 

poveikio chlorofilo a kiekis buvo 1,7 karto didesnis, lyginant su kontroliniu variantu. 

 

 

3.17 pav. Biologiškai aktyvių junginių (2 mg/l) įtaka chlorofilo b kiekiui rapsuose in vitro 

 

Iš gautų duomenų matyti (žr. 3.17 pav.), kad chlorofilo b kiekis buvo didžiausias rapsams, 

augant MS terpėse, papildytose 1-(9-metilkarbazol-3-il)-3-(2-tiokso-3H-1,3,4-oksadiazol-5-il)-5-

oksopirolidinu (2) ir 3-(4-amino-5-tiokso-1H-1,2,4-triazol-3-il)-1-(9-metilkarbazol-3-il)-5-

oksopirolidinu (11). Dėl šių junginių (koncentracija 2 mg/l) poveikio chlorofilo b kiekis buvo 1,4 

karto didesnis, lyginant su kontroliniu variantu. 

 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

70 

2 5 8 9 11 13 14 15 16 

C
h

lo
ro

fi
lo

 a
 k

ie
ki

s,
 m

g/
1

0
0

m
g 

Junginiai (2 mg/l konc.)  

MS+junginys Kontrolė 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

2 5 8 9 11 13 14 15 16 

C
h

lo
ro

fi
lo

 b
 k

ie
ki

s,
 m

g/
1

0
0

m
g 

 

Junginiai (2mg/l konc.) 

MS+junginys Kontrolė 



57 

 

 

 

 

3.18 pav. Biologiškai aktyvių junginių (2 mg/l) įtaka karotinoidų kiekiui rapsuose in vitro 

 

Tyrimo rezultatai (žr. 3.18 pav.) parodė, kad didžiausias karotinoidų kiekis buvo rapsuose 

augintuose MS terpėse su 1-(9-metilkarbazol-3-il)-3-(2-tiokso-3H-1,3,4-oksadiazol-5-il)-5-

oksopirolidinu (2) ir 3-(4-amino-5-tiokso-1H-1,2,4-triazol-3-il)-1-(9-metilkarbazol-3-il)-5-

oksopirolidinu (11) esant 2 mg/l koncentracijai. Karotinoidų kiekis buvo 1,7 karto didesnis, 

lyginant su rapsais, augintais kontroliniame variante.  

 

3.7. Gliukozinolatų kiekio nustatymas rapsuose 

Gliukozinolatų kiekio nustatymas buvo atliktas su ,,Sponsor“, ,,Terra“, ,,Digger“ ir 

,,Abakus“ veislių rapsais. Gliukozinolatų kiekis nustatytas rapsų sėklose, daiguose ir jų kaliaus 

kultūrose. Taip pat ,,Abakus“ veislės rapsų kaliaus kultūrose, esant 2, 11, 14 biologiškai aktyvių 

junginių poveikiui. Bandymui paimta  po 0,5 g medžiagos. 

Tyrimo rezultatai pateikti 3.19-3.22 paveiksluose.  
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3.19 pav. Gliukozinolatų kiekis rapsų sėklose 

 

Tyrimo rezultatai parodė (žr. 3.19 pav.),  kad mažiausias gliukozinolatų kiekis rapsų sėklose 

buvo nustatytas ,,Abakus“ veislės rapsuose,  4,3 karto mažesnis, lyginant su ,,Digger“ veislės 

rapsais, kuriuose gliukozinolatų kiekis buvo didžiausias.  

 

3.20 pav. Gliukozinolatų kiekis rapsų daiguose in vitro 

 

Apibendrinus gautus rezultatus (žr. 3.20 pav.) nustatyta,  kad mažiausias gliukozinolatų 

kiekis buvo ,,Abakus“ veislės rapsuose,  15,2 karto mažesnis lyginant su ,,Sponsor“ veislės 

rapsais, kuriuose gliukozinolatų kiekis buvo didžiausias.  
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3.21 pav. Gliukozinolatų kiekis rapsų kaliuje iš stiebų susiformavusių ant MS terpės su 

BAP+2,4-D in vitro 

 

Remiantis diagramos duomenis (žr. 3.21 pav.) matyti, kad mažiausiai gliukozinolatų 

susikaupė ,,Terra“ veislės rapsų stiebuose. Jų buvo 6,8 karto mažiau už ,,Abakus“, 1,7 karto už 

,,Sponsor“ ir 1,9 karto už ,,Digger“ rapsų stiebuose susikaupusių gliukozinolatų kiekį. 

 

 

3.22 pav. Gliukozinolatų kiekis ,,Abakus“ rapsų kaliuje iš lapų ir stiebų susiformavusiame 

ant MS terpės su 2, 11, 14 tiriamaisiais junginiais in vitro 

 

Apibendrinus rezultatus (žr. 3.22 pav.) matyti, kad tiriamasis junginys – 3-(4-amino-5-

tiokso-1H-1,2,4-triazol-3-il)-1-(9-metilkarbazol-3-il)-5-oksopirolidinas (11) nežymiai mažino 

gliukozinolatų kiekį rapsų kaliaus kultūroje iš lapų, tačiau efektyviai slopino rapsų kaliuje iš 
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stiebų. Nustatytas gliukozinolatų kiekis 2,9 karto mažesnis nei kontroliniame bandinyje. 1-(9-          

metilkarbazol-3-il)dihidro-2,4-(1H,3H)-pirimidindionas (14) taip pat stabiliai mažino 

gliukozinolatų kiekį rapsų kaliuje iš lapų ir stiebų. Tyrimų eigoje pastebėtas svarbus tiriamojo 

junginio – 1-(9-metilkarbazol-3-il)-3-(2-tiokso-3H-1,3,4-oksadiazol-5-il)-5-oksopirolidino (2) 

poveikis. Remiantis rezultatais nustatyta, kad 2 junginys gliukozinolatus mažino rapsų kaliaus 

kultūroje ir iš lapų, ir iš stiebų. Rapsų kaliuje iš lapų gliukozinolatų kiekis 5,8 karto buvo 

mažesnis, o rapsų kaliuje iš stiebų 1,8 karto mažesnis, lyginant su kontrole.  

 

3.8. Mirozinazės aktyvumo įvertinimas rapsuose 

Mirozinazės aktyvumo įvertinimas buvo atliktas su ,,Sponsor“, ,,Terra“, ,,Digger“ ir 

,,Abakus“ veislių rapsais. Aktyvumas ištirtas rapsų sėklose, daiguose ir ,,Abakus“ veislės rapsų 

kaliaus kultūrose, esant 2, 11, 14 biologiškai aktyvių junginių poveikiui. Bandymui paimta po 

0,1 g medžiagos. 

Tyrimo rezultatai pateikti 3.23-3.25 paveiksluose. 

 

3.23 pav. Mirozinazės aktyvumo įvertinimas rapsų sėklose 

 

Iš gautų rezultatų matyti (žr. 3.23 pav.), kad didžiausias mirozinazės aktyvumas buvo 

,,Abakus“ veislės rapsuose (1,34 vnt/ml), 19,1 karto didesnis, lyginant su ,,Sponsor“ ir ,,Digger“ 

veislės rapsais.  
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3.24 pav. Mirozinazės aktyvumo įvertinimas rapsų daiguose in vitro 

 

Iš rezultatų matyti (žr. 3.24 pav.), kad didžiausias mirozinazės aktyvumas buvo ,,Digger“ ir 

,,Abakus“ veislės rapsuose, atitinkamai 2,37 vnt/ml ir 1,92  vnt/ml. Šiuose rapsuose 21,5 ir 17,5 

karto aktyvumas buvo didesnis nei ,,Sponsor“ veislės rapsuose.  

 

 

3.25 pav. Mirozinazės aktyvumas ,,Abakus“ rapsų kaliuje iš lapų, šaknų ir stiebų 

susiformavusių ant MS terpės su 2, 11, 14 tiriamaisiais junginiais in vitro 

 

Apibendrinus rezultatus (žr. 3.25 pav.) matyti, kad tiriamieji junginiai 1-(9-metilkarbazol-3-

il)-3-(2-tiokso-3H-1,3,4-oksadiazol-5-il)-5-oksopirolidinas (2), 3-(4-amino-5-tiokso-1H-1,2,4-
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2,4-(1H,3H)-pirimidindionas (14) didino mirozinazės aktyvumą rapsų kaliaus kultūroje iš šaknų, 

tačiau rapsų kaliaus kultūroje iš lapų, lyginant su kontrole,  aktyvumas nepadidėjo. Nustatytas 

mirozinazės aktyvumą kaliuje iš stiebų didinantis 11 ir 14 junginių poveikis.  
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4. REKOMENDACIJOS 

 

Remiantis tyrimo rezultatais ir moksline literatūra galima nubraižyti mirozinazės išskyrimo 

ir išgryninimo technologinę schemą. Nustatyta, kad tinkamiausias biologiškai aktyvus junginys 

tinkantis didinanti mirozinazės išskyrimo iš rapsų augalinės žaliavos apimtis yra naudojant – 3-

(4-amino-5-tiokso-1H-1,2,4-triazol-3-il)-1-(9-metilkarbazol-3-il)-5-oksopirolidiną (11). 

Mirozinazės išskyrimo ir išgryninimo technologinė schema pateikta (žr. 4.1 pav.), o ją 

sudarančių įrenginių sąrašas pateiktas 4.1 lentelėje. Technologinė schema apima biomasės 

auginimo, biomasės apdorojimo ir gryninimo etapus. 

1. Biomasės auginimas. Nerūdijančio plieno maišyklėje (M-1) ruošiama MS terpė. Į ją 

tiekiamas vanduo, mineralinės medžiagos ir parinktas biologiškai aktyvus junginys (11). 

Paruoštas tirpalas išcentriniu siurbliu (S-1) tiekiamas į sterilizatorių (ST-1). MS terpė 

sterilizuojama 15 min esant 120 ºC temperatūrai ir 0,75 atm slėgiui. Sterilizuota terpė išcentriniu 

siurbliu (S-2) tiekiama į bioreaktorių (BR-1), į kurį  taip pat tiekiamas oras iš dujų 

kompresoriaus (DK-1), kuris išvalomas oro filtre (OF-1) ir sumaišomas su amoniaku. Pašalintas 

oras iš bioreaktoriaus (BR-1) yra filtruojamos oro filtru (OF-2) iš kurio susidariusios dujų 

atliekos yra pašalinamos. Į bioreaktorių (BR-1) taip pat tiekiami rapsų daigai iš rezervuaro (R-1). 

Bioreaktoriuje (BR-1) rapsai kultivuojami 2 savaites esant 20-22 ºC temperatūrai ir 5,7 terpės 

pH. Užauginti rapsai su MS terpe tiekiami siurbliu (S-3) į laikymo rezervuarą (R-2). 

2. Biomasės apdorojimas.  Išcentriniu siurbliu (S-4) biomasė tiekiama į diskinę centrifugą 

(DC-1) iš laikymo rezervuaro (R-2). Po centrifugavimo kieta augalinė masė tiekiama į 

praplovimo filtrą (PF-1), o skystos atliekos pašalinamos. Praplovimo filtre vandeniu praplauta 

augalinė medžiaga patenka į džiovyklą (D-1). Išdžiovinta augalinė masė tiekiama į 

homogenizatorių (H-1). Iš homogenizatoriaus (H-1) augalinė medžiaga patenka į ekstraktorių (E-

1), kuriame vyksta homogenizuotos medžiagos ekstrakcija buferiais (Tris-HCl, EDTA, DTT, 

PVP). Po ekstrakcijos augalinė medžiaga siurbliu (S-5) tiekiama į diskinę centrifugą (DC-2), o 

susidariusios atliekos tiekiamos į rezervuarą (R-3) ir pašalinamos.  

3. Gryninimas. Baltyminis tirpalas išcentriniu siurbliu (S-6) iš diskinės centrifugos (DC-2) 

tiekiamas į rezervuarą (R-5), kuriame nusodinamas 55 % prisotintu amonio sulfato tirpalu. 

Mišinys siurbliu (S-7) tiekiamas į maišyklę (M-2), kurioje maišomas 10 min ledo vonioje ir 30 

min paliekamas nusistovėti kambario temperatūroje. Siurbliu (S-8) suspensija patenka į diskinę 

centrifugą (DC-3). Centrifuguojama 7000 aps/min 30 min, nuosėdos patenka į rezervuarą (R-6) 

iš kurio pašalinamos. Viršutinis sluoksnis siurbliu (S-9) patenka į diafiltratorių (DF-1), kuriame 

tirpalas sukoncentruojamas ir pašalinamos skystos atliekos. Sukoncentruotas tirpalas siurbliu (S-

10) tiekiamas į rezervuarą (R-7) ir siurbliu (S-11) į lektinu užpildytą afininę chromatografijos 



64 

 

kolonėlę (CK-1).  Į kolonėlę tiekiamas buferis (Tris-HCl, NaCl) ir vanduo. Skystos atliekos 

pašalinamos, o buferiais praplautas tirpalas siurbliu (S-12) patenka į laikymo rezervuarą (R-8). Iš 

kurio vėliau siurbliu (S-13) tiekiamas į diafiltratorių (DF-2), kuriame tirpalas yra 

sukoncentruojamas, pašalinamos skystos atliekos. Tuomet išgrynintas tirpalas tiekiamas siurbliu 

(S-14) ir liofilizuojamas (L-1). Gaunamas produktas yra fermentas – mirozinazė. 

 

4.1 lentelė. Technologinės schemos įrenginių žymėjimas ir pavadinimai 

Žymėjimas Pavadinimas 

M-1 – M-2 Maišyklės 

S-1 – S-14 Išcentriniai siurbliai 

V-1 – V-14 Vožtuvai 

ST-1 Sterilizatorius 

BR-1 Bioreaktorius 

DK-1 Dujų kompresorius 

OF-1-2 Oro filtrai 

DC-1 – DC-3 Diskinės centrifugos 

PF-1 Praplovimo filtras 

DF-1 – DF-2 Diafiltratorius 

D-1 Džiovyklė 

H-1 Homogenizatorius 

E-1 Ekstraktorius 

L-1 Liofilizatorius 

CK-1 Chromotografinė kolonėlė 

R-1 – R-8 Rezervuarai 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



65 

 

 

 

 

 

 

 

4.1 pav. Mirozinazės išskyrimo ir išgryninimo technologinė schema
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IŠVADOS 

 

1. Įvertinta, kad didžiausiu antibakteriniu aktyvumu prieš Rhizobium radiobacter bakterijas 

pasižymėjo: 

 N-(2,5-dimetil-1H-pirol-1-il)-3-(9-metilkarbazol-3-il)-5-oksopirolidin-3-karboksamidas 

(1) (500 µg/ml) – slopinimo zona 0,48 cm; 

 3-(4-amino-5-tiokso-1H-1,2,4-triazol-3-il)-1-(9-metilkarbazol-3-il)-5-oksopirolidinas 

(11) (500 µg/ml) – slopinimo zona 0,43 cm; 

 3,3‘-[9-metilkarbazol-3-il)imino)]bis(N-3-indoliden)propanhidrazidas (8) (1000 µg/ml) 

ir N-(2,5-dimetilpirol-1-il)-3-[3-dimetilpirol-1-il)amino]-3-oksopropil)-(9-metilkarbazol-

3-il)amino]propanamidas (10) (1000 µg/ml) – slopinimo zona 0,53 cm. 

2. Gauta, kad didžiausias radikalo ABTS slopinimas buvo 3-[(3-hidrazino-3-oksopropil)-(9-

metilkarbazol-3-il)amino]propanhidrazido (5) – 0,401 A, kuris taip pat pasižymėjo ir 

didžiausiu antioksidaciniu aktyvumu pagal FRAP metodą – Fe
+2

 koncentracija 56 µmol/l. 

Didžiausiu antioksidaciniu aktyvumu prieš DPPH radikalą pasižymėjo 3-[(9-metilkarbazol-

3-il)karbamotioilamino]propano rūgštis (15), kuris neutralizuoja radikalą 90,9 %. 3,3‘-

(Fenilimino)bis(N‘-benziliden)propanhidrazidas (9) pasižymėjo didžiausiomis redukcinėmis 

savybėmis – 2,401 A. 

3. Nustatyta, kad didžiausią įtaką  rapsų augimui in vitro turėjo 3-[(3-hidrazino-3-oksopropil)-

(9-metilkarbazol-3-il)amino]propanhidrazidas (5) ir 1-(9-metilkarbazol-3-il)dihidro-2,4-

(1H,3H)-pirimidindionas (14). Junginio 5 (0,5 mg/l) poveikyje rapsų šaknys 1,9 karto 

ilgesnės ir 1,3 karto rapsų biomasė didesnė, lyginant su kontrole. Junginio 14 (2 mg/l) 

poveikyje rapsų daigų aukštis 1,6 karto didesnis ir 1,3 karto rapsų biomasė didesnė, lyginant 

su kontrole. 

4. Įvertinta, kad didžiausią įtaką rapsų pigmentų kiekiams turėjo 1-(9-metilkarbazol-3-il)-3-(2-

tiokso-3H-1,3,4-oksadiazol-5-il)-5-oksopirolidinas (2) ir 3-(4-amino-5-tiokso-1H-1,2,4-

triazol-3-il)-1-(9-metilkarbazol-3-il)-5-oksopirolidino (11). Junginio 2 (0,5 mg/l) poveikyje 

chlorofilo a kiekis buvo 62,19 mg/100g, chlorofilo b – 29,66 mg/100g,  karotinoidų – 23,98 

mg/100g. Junginio 11 (2 mg/l) poveikyje chlorofilo a kiekis buvo 70,18 mg/100g, chlorofilo 

b – 28,13 mg/100g,  karotinoidų – 25,29 mg/100g. 

5. Gauta, kad ,,Abakus“ veislės rapsų kaliuje iš lapų in vitro mažiausias gliukozinolatų kiekis 

buvo 1-(9-metilkarbazol-3-il)-3-(2-tiokso-3H-1,3,4-oksadiazol-5-il)-5-oksopirolidino (2) 

poveikyje (0,37 %), o iš stiebų – 3-(4-amino-5-tiokso-1H-1,2,4-triazol-3-il)-1-(9-metil-

karbazol-3-il)-5-oksopirolidino (11) poveikyje (1,97 %). 
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6. Nustatyta, kad ,,Abakus“ veislės rapsų kaliaus kultūroje iš lapų ir iš šaknų in vitro 

didžiausias mirozinazės aktyvumas buvo 3-(4-amino-5-tiokso-1H-1,2,4-triazol-3-il)-1-(9-

metilkarbazol-3-il)-5-oksopirolidino (11) poveikyje (0,51 vnt/ml ir 2,04 vnt/ml), o iš stiebų – 

1-(9-metilkarbazol-3-il)dihidro-2,4-(1H,3H)-pirimidindiono (14) poveikyje (1,67 vnt/ml). 

7. Pateikta mirozinazės išskyrimo ir išgryninimo technologinio proceso schema. 
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