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SANTRAUKA

Siame darbe vykdytos 3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanhidrazido reakcijos su keliais
skirtingais organiniais reagentais siekiant gauti jvairius jo darinius. Hidrazido gavimui 4-metil-3-
nitroanilinas buvo veiktas akrilo riig§timi, i$ gautos karboksirtig§ties gautas esteris, o §is veiktas
su hidrazino monohidratu. Gavus hidrazida, buvo vykdomos jo reakcijos su 2,4-pentandionu,
2,5-heksandionu, acetonu, anglies disulfidu, maleino rtgsties anhidridu ir malono rigsties
anhidridu, gaunant skirtingy organiniy grupiy darinius. Gautieji junginiai patvirtinti *H BMR,
3C BMR bei elementinés analizés duomenimis.

Tirta hidrazido gavimo tarpiniy junginiy bei jo dariniy biologinés savybés. Nustatytos
antioksidacinés savybés, redukcinés ir DPPH bei ABTS radikaly slopinimo savybés, vandenilio
peroksido suardymo bei deoksiribozés apsaugos nuo hidroksi-radikaly efektyvumas. Taip pat
tirtas antibakterinis aktyvumas ir atrinkty medziagy mieziy augimo skatinimo gebéjimas.

Trys junginiai, pasiZyméj¢ geriausiu antioksidaciniu aktyvumu, buvo atrinkti mieZiy augimo
in vitro reguliavimo tyrimams. 3-[(4-Metil-3-nitrofenil)amino]propanhidrazidas geriausiai
skatino mieziy augima, N-(2,5-dimetil-1H-pirol-1-il)-3-[(4-metil-3-
nitrofenil)amino]propanamidas turéjo didziausig jtakg pigmenty kiekiui mieziuose, o 5-{2-[(4-
metil-3-nitrofenil)amino]etil}-1,3,4-oksadiazol-2(3H)-tionas pasizyméjo didziausia jtaka mieziy
antioksidacinéms savybéms. Metil-3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino] propanoatas, 3-(2-{3-[(4-
metil-3-nitrofenil)amino] propanoil}hidrazinil)propano ragstis ir N-(2,5-dioksopirolidin-1-il)-3-
[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanamidas pasizyméjo antibakteriniu veiksmingumu prie§ E.
coli. N-(2,5-dimetil-1H-pirol-1-il)-3-[(4-metil-3-nitrofenil)Jamino]propanamidas  parodé
reikSmingus rezultatus daugumoje biologiniy tyrimy ir buvo parinktas gamybai. Nubraizyta jo

gamybos linija ir apskai¢iuoti pagrindiniai reakcijos parametrai.
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SUMMARY

This work involved performing reactions of 3-[(4-methyl-3-nitrophenyl)amino]propane
hydrazide with several different organic reagents with the goal of producing its various
compounds. To get the hydrazide, 4-methyl-3-nitroaniline was reacted with acrylic acid, the
resulting carboxylic acid was esterified, and the ester was treated with hydrazine monohydrate.
After obtaining the hydrazide, it was used in reactions with 2,4-pentanedione, 2,5-hexanedione,
acetone, carbon disulfide, malonic anhydride and maleic anhydride, resulting in compounds with
different moieties. The compounds were confirmed by *H NMR, *C NMR, mass spectrometer
and elemental analysis data.

Derivatives of the hydrazide as well as its synthesis intermediates were analyzed for their
biological activity. Tests were done to determine the compounds’ anti-oxidative, reductive and
DPPH, ABTS radical inhibitive properties, hydrogen peroxide scavenging as well as deoxyribose
hydroxyl radical protection effectiveness. In addition, antimicrobial and barley seedling growth
stimulation properties of select compounds were tested as well.

The three compounds that showed the best antioxidative properties were chosen for in vitro
barley seed growth regulation testing. 3-[(4-Methyl-3-nitrophenyl)amino]propanehydrazide
stimulated barley growth the most, N-(2,5-dimethyl-1H-pyrrol-1-yl)-3-[(4-methyl-3-
nitrophenyl)amino]propanamide had the biggest effect on barley pigment amount and 5-{2-[(4-
methyl-3-nitrophenyl)amino]ethyl}-1,3,4-oxadiazole-2(3H)-thione showed the greatest effect on
the sprouts’ antioxidative properties. Methyl-3-[(4-methyl-3-nitrophenyl)amino]propanoate, 3-
(2-{3-[(4-methyl-3-nitrophenyl)amino]propanoyl}hidrazinyl)propanoic  acid and  N-(2,5-
dioxypyrrolidin-1-yl)-3-[(4-methyl-3-nitropheyl)amino]propanamide  showed  antimicrobial
activity against E. coli. N-(2,5-dimethyl-1H-pyrrol-1-yl)-3-[(4-methyl-3-
nitrophenyl)amino]propanamide exhibited good results in many of the biological activity tests
and was selected for further production. A principal technological production line of the

compound was created, and the main reaction properties were calculated.



JZANGA

Nauji junginiai nuolat sintetinami norint atrasti vis naujesnius ir efektyvesnius biidus Zzmoniy
poreikiams tenkinti. Junginiai su azoto turin¢iomis grupémis, ypa¢ junginiai su nitro grupe
pasizymi biologiniu ir pigmentiniu veiksmingumu. Tokie junginiai naudojami agrochemijoje,
biotechnologijoje, dazy pramonéje, kosmetikoje, medicinoje. Sioms sritims visada ie§koma
naujesniy Sio tipo junginiy su naudingomis savybémis.

Kauno technologijos universiteto Organinés chemijos katedra ilga laikg uZsiima aminy,
piroly, pirazoly, kity nitro junginiy sinteze bei ju cheminiais ir biologiniais tyrimais. Siame darbe
buvo susintetintas 3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanhidrazidas i§ 4-metil-3-nitroanilino ir i$
gauto hidrazido susintetinti skirtingi nauji junginiai su azoto turin¢iomis grupémis, Kurios
pasizymi analgetinémis, prieSuzdegiminémis, priesvézinémis, antibakterinémis,
antioksidacinémis savybémis, stimuliuoja augaly augimg in vitro. Pagal biologiniy tyrimy
rodiklius parinkta didziausig potenciala rodziusi medziaga ir remiantis laboratorinés sintezés

rezultatais sukurta teoriné Sios medziagos gamybos linija.

Darbo tikslas: Susintetinti naujus potencialiai biologiskai aktyvius 3-[(4-metil-3-
nitrofenil)amino]propanhidrazido darinius, nustatyti jy struktiira, istirti jy biologines savybes ir,

parinkus gamybos technologija, suprojektuoti atrinkto junginio principing gamybos linija.

Uzdaviniai:

1. Susintetinti 3-[(4-metil-3-nitrofenil)Jamino]propanhidrazida i§ 4-metil-3-nitroanilino ir
vykdyti jo reakcijas su jvairiais organiniais reagentais.

2. Istirti visy sintetinty junginiy antioksidacines savybes.

3. Ivertinti visy sintetinty junginiy antibakterines savybes bei atrinkty junginiy mieziy
augima reguliuojancias savybes.

4. Nustatyti atrinkty junginiy jtakg mieziy antioksidacinéms savybems.

5. Sudaryti ir nubraizyti atrinkto junginio gamybos schema.



'H BMR
B¢ BMR

DMSO-ds
DPPH
ABTS
EDTA
TPTZ
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— deuteriuotas dimetilsulfoksidas

— 2,1-difenil-1-pikrilhidrazilas

— 2,2'-azino-bis(3-etilbenzentiazolino-6-sulfonragstis)

— etilendiaminotetracto riigsStis

— 2,4,6-tripiridin-2-il-1,3,5-triazinas



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Biologiskai aktyviy junginiy sintezé

Yra nustatyta, jog anilinas reaguoja su akrilo ragstimi. [2-5]. Lengvai vyksta p-
fenilendiamino nukleofilinio prisijungimo prie akrilo rugsSties o anglies atomo reakcija,
susidarant nuo di- iki tetrakarboksietildariniams. 4-Nitroanilinas sildant dalyvavo reakcijoje su
akrilo riigStimi ir gautas N-(4-nitrofenil)-B-alaninas [5].

Si reakcija vyksta pagal Michaelio jungimasi, kuriame vykdoma nukleofiliné prijungimo
reakcija prie a,p-nesotaus karbonilinio junginio. Cia naudotas anilinas kaip nukleofilas. Aniling
prijungti prie akrilaty néra efektyviausias buidas, taciau reakcija vyksta nesunkiai [1]

(zr. 1.1.1 schema).

C¢HsNH,, vario akrilatas, //O
o 90-100°C, 1h
HZC/\/ - NH—/_\OH
OH

1.1.1 schema.

Naudojant paladzio katalizatoriy gaunamos daug geresnés iSeigos ir tokiu biidu galima prie
anilino jungti didele jvairove Michaelio akceptoriy.

Hidrazidai reaguoja su daugeliu organiniy reagenty. Viena reakcijy kryptis yra gauti azoly
darinius veikiant karbohidrazidus su diketonais. Kaip pavyzdj galima paimti hidrazidy reakcijas
su 2,4-pentandionu [3],[6,7], 2,5-heksandionu [3,7].

4-{[3-(3,5-Dimetil-1H-pirazol-1-il)-3-oksopropilJamino}benzen-1-sulfonamidas 3  buvo
gautas veikiant hidrazida 2 2,4-pentandionu propan-2-olyje esant koncentruotai druskos riig§éiai.
Sildant hidrazidui 2 reaguojant su 2,5-heksandionu, esant acto riig§¢iai, gaunamas 4-({2-[N-(2,5-

dimetil-1H-pirol-1-il)-3-[(sulfamoilfenil)amino] propanamidas 4 (zr. 1.1.2 schema).

10



/\540 /\340
o~ o~
a
NH 0 NH 0
V V
NH-NH, N\Q,
2 3 /Q)\
H.C
3 \ CH,
b H,N
\ O
S/
Oé
NH O HiC
_\—/\/
~I
NH-N
4 _—
HsC
1.1.2 schema

Cia: a — propan-2-ol/HCI, 2,4-pentandionas, 5 h; b — propan-2-olis/AcOH, 2,5-heksandionas,
10 min.
Taip pat galima vykdyti reakcijas su acetonu [3,7,8]. Hidrazidas 2 veiktas acetonu, gaunant

junginj 5 (Zr. 1.1.3 schema)

H,N HzN 0
Z\ A \S¢
=S 0%
O/
c
NH o NH /o
\—</ \_< S
NH-N
NH-NH, \
2 5 CHs
1.1.3 schema

Cia: ¢ — metanolis, acetonas, 4h.
Nustatyta, kad hidrazidai kondensuojasi juos veikiant anglies disulfidu alkoholyje, esant

Sarminei aplinkai [9,10].
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Vykdant Zinimo junginio 6 reakcija su atitinkamos karboksi riigties hidrazidu, anglies

disulfidu, alkoholiu ir Sarmu buvo gautas naujo tipo junginys 7 (Zr. 1.1.4 schema).

KOH, CS,, EtOH
RCONHNHR,CSK > R
@) \S
6 7
1.1.4 schema

Cia: 6,R — 4-piridil arba CHs, Ry — H arba fenil; 7,R — CHa.

Jy reakcijos su maleino bei malono riigStimis jau apraSytos [11]. Atlikta reakcija tarp
maleino r. anhidrido ir hidrazido 8, gaunant maleino hidrazida 9 (r. 1.1.5 schema). Si reakcija
buvo vykdoma hidrazidg veikiant maleino r. anhidrido ir ledinés acto rtigsties miSiniu, kambario

temperatiiroje.

O

| |

I
Actor. N
O@ + RNH-NH, - I
_~N
8

4

O OH
9

1.1.5 schema
Cia: 8,R — SO,CsH¢ arba COCH3; 9, R - SO,CgHg arba COCHj3

1.2 Biologiskai aktyviy junginiy savybés
1.2.1 Nitro grupé junginiuose
Junginiai, turintys nitro grup¢ pasiZymi jvairiu biologiniu aktyvumu. Tokj aktyvuma jiems
suteikia nitro grupés redukcinés savybés — redukuojant amino grupe¢ susidaro biologiskai aktyvi
amino grupé. Redukcijos metu susidaro laisvieji vandenilio ir kiti radikalai bei hidroksilamino

dariniai, kurie toliau redukuojasi iki aminy, taciau Sie kitimai gali biiti griztami. Tai apibrézia

Sios reakcijos:

12



RNO, + 4e +4H" — RNHOH + H,0

RNHOHzJr + 2 + H — RNH, + H,O

RNHOH = RNO + 2e +2H"

Aprasytos savybés leisty nukreipti vaistus ] Igsteles esant mazam deguonies kiekiui.
Didziausiag medicininj pritaikymg $iuo pozitriu turi nitro aromatiniai junginiai, kurie buvo
panaudoti anaerobiniy infekcijy gydyme, taip pat vézio gydymuose kaip hipoksiniai véziniy
lasteliy citotoksinai bei radiacijos jautrikliai.

Nustatyta, kad tik organizmai, kurie sugeba vykdyti pakankamai stiprias oksidacijos-
redukcijos reakcijas gali redukuoti nitro grupes iki biologiskai aktyviy junginiy. Tikslus nitro
grupiy biologinio aktyvumo mechanizmas vis dar néra galutinai nustatytas, bet medicininis ir
prieSvezinis §iy junginiy panaudojimas priklauso nuo minety laisvyjy radikaly mechanizmy.
Tiksliau, vieno elektrono poros RNO2/RNO; - oksidacijos-redukcijos savybés nusako visas nitro

grupés biologines savybes [12,13].
1.2.2 Hidrazidai
Hidrazidai bei hidrazonai turi daug skirtingy biologiniy bei klinikiniy pritaikymy.
Nustatytos jy antimikrobinés, antimikobakterinés (ypa¢ prie§ tuberkuliozg), prieSvéZinés,

analgetinés, prieSuzdeginimés, antidiabetinés, antimaliarinés savybés. Izoniazidas, arba INH (Zr.

1.2.2.1 pav.) rodé aukstg in vivo slopinantj aktyvuma pries M. tuberculosis [20].

1.2.2.1 pav. Izonikotinilhidrazidas arba izoniazidas (INH)

13



1.2.3 Hidrazonai

Hidrazonai ypac¢ tinkami naudoti kaip reagentai daugeliui sudétingesniy junginiy. Vienas i$
§iy junginiy, iproniazidas (zr. 1.2.3.1 pav.), naudojamas tuberkuliozés gydyme. Jis taip pat
parodé antidepresantines savybes. Gydant tuberkulioze hidrazidais, tokiais kaip INH, bitina
Zinoti, jog jie reaguoja su vitaminu Bg sudarydami hidrazonus, todél gali sukelti vitamino Bg
trikumg. Junginiai, panasis ] iproniazidg in vitro antibakteriniuose tyrimuose parodé gerus
rezultatus prie$ antibiotikams atsparius bakterijy kamienus. [21]
CHq

0. _NH ,L
NH “CHsy
»

M
1.2.3.1 Iproniazidas

1.2.4 Pirazolai

Pirazolai zinomi dél savo jvairiapusio biologiniu aktyvumo, veikia prevencisSkai prie$
uzdegimus, grybelj, traukulius [6]. Rasta daugybé natiiraliy junginiy su $ia grupe, kurie turi platy
biologiniy savybiy rinkinj ir pagal kuriuos kuriami jvairGs taikomieji vaistai. Didzioji dalis
receptiniy vaisty (~70 %) turi heterocikliniy ziedy sistemas. Svarbi dalis yra vaistai, turintys
pirazolo grupe. Vis daugiau tyrimy atlickama su pirazolais agrokultiirinéms bei medicininéms
reikméms. Taip pat jrodyta, kad jvairiis pakeistieji pirazolai gali biiti panaudoti kaip chelatinimo
bei gryninimo reagentai daugeliui metaly jony. Gamtoje pirazolai randami retai. Numanoma, kad
gyviems organizmams sunku sudaryti N-N jungtis, taciau jie dideliais kiekiais sintetinami
laboratorijose [14].

Daug démesio pirazoly antibakteriniam, antivirusiniam ir prieSvéZiniam aktyvumui buvo
pradéta skirti po nattiralaus pirazolo C-glikozido, pirazofurino (4-hidroksi-3-p-D-ribofuranosil-
1H-pirazol-5-karboksiamido) atradimo (zr. 1.2.4.1 pav.). Sis antibiotikas buvo aprasytas kaip
turintis daug jvairiy antibakteriniy ir antivirusiniy savybiy, taip pat esantis aktyvus prie$ keletg
véziniy lasteliy tipy. Sis atradimas paskatino daugelj ieskoti naujy pirazoly dariniy su

naudingomis biologinémis savybémis [15].
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Ho's

1.2.4.1 pav. Pirazofurinas

Priesvéziniu aktyvumu pirazolai gali pasizyméti kaip platinos ar paladzio ligandai. Cis-
platinas (cis-PtCl>(NH3),) yra gerai zinomas junginys su stipriomis prie$vézinémis savybémis,
taciau jis turi daug nepageidaujamy Salutiniy efekty, tokiy kaip nefrotoksisSkumas,
ototoksiskumas bei alergijy sukélimas. IesSkant saugesniy alternatyvy, buvo atrasta, jog platinos
(II) ir paladzio (II) kompleksai su pirazolais pasizyméjo panaSiomis auglius Salinanciomis

savybémis [16].

1.2.5 Pirolai

Pirolai randami jvairiuose biologiskai aktyviuose dariniuose kaip kofaktoriy ir natiraliy
junginiy sudedamosios dalys. Gamtiniy dariniy su pirolu pavyzdZziai yra vitaminas By, tulZies
pigmentai, porfirinai, alkaloidai. Jie jeina j vaisty ir elektrai laidziy polimery sudétis.

Pirolai ir jy dariniai turi didele reikime naujy vaisty sintezeje ir paieskoje. Zinomos jy
priesuzdegiminés savybés, in Vitro citotoksinés savybés pries augliy modelius, efektyvumas pries

hyperlipidemijg, prieSauglinés savybés, taip pat zinomi kaip COX-1/COX-2 inhibitoriai [17-19].
1.2.6 Pirolidin-2,5-dionai ir oksadiazolai

Pirolidin-2,5-dionai (zr. 1.2.6.1 pav.) su skirtingais pakaitais buvo atrasti kaip potencialiis

vaistai nuo epilepsijos. Daugumai S$iy junginiy nustatytas efektyvumas elektroSoko (MES) bei

poodinio pentilentetrazolo testavimuose. Jy dariniai toliau tirti kaip antikonvulsiniai preparatali,

tarp kuriy geriausiai pasizyméjo 2-(2,5-dioksipirolidin-1-il)acetamidai [22].

15



R ¥

1.2.6.1 pav. Bendroji tirty pirolidin-2,5-diony struktiira

Z

@)
e
|
N

Grupé tirty junginiy su oksadiazolo grupe pasizyméjo prieSuzdegiminémis, analgetinémis

savybémis, mazu toksiskumu bei nesukeldavo opy [23].
1.2.7 Antipirinas

Pirazolony dariniai antipirinas (zr. 1.2.7.1 pav.) ir 4-(N,N-dimetil)-aminoantipirinas yra
naudojami, kaip analgetikai, antipiretikai ir prieSuzdegiminiai vaistai. Siy junginiy biologinis
aktyvumas yra pagrindziamas jy sugebéjimu suardyti pavojingus radikalus. Nustatyta, kad
antipirinas labai veiksmingas prie§ ROO" (peroksilo-radikala) [24]. Jo dariniai taip pat pasizymi

antimikrobinémis ir prieSvéZinémis savybémis [25].

CHj

ofC MN~ch,

N

1.2.7.1 pav. Antipirinas
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 BiologiSkai aktyviy junginiy sintezé

3-[(4-Metil-3-nitrofenil)amino]propano rigstis (1)
oy  Misinys 15,2 g (0,1 mol) 4-metil-3-nitroanilino, 9,46 g (0,13 mol) akrilo

1 rugsties ir 45 ml tolueno Kaitinant maiSytas 25h. Gautos nuosédos
o 9 © filtruotos, piltos j 50ml 20% NaOH tirpalg. MiSinys filtruotas, filtratas
1
B 7 w2 rugstintas acto ragstimi, ausintas, filtruotas.
-
c -~
4 NOz
CHy

11
'H BMR (DMSO-dg, 700 MHz) : & =2.18 (s, 3H, CHs), 2.58 (t, 2H, J= 7.0, CH,CO), 3.39 (t,
2H, J= 7.0, CH,N), 5.42-6.16 (pl.s, 1H, NH), 7.22 (d, 1H, J= 8.4, H-5 Ar.), 7.26 (d, 1H, J= 2.1,
H-2 Ar.), 7.39 (dd, 1H, J= 2.1, 8.4, H-6 Ar.).
3C BMR (DMSO-ds, 175 MHz): 8= 17.71 (C-11), 33.58 (C-9), 39.08 (C-8), 102.04 (C-6),
110.43 (C-4), 130.08 (C-5), 130.25 (C-2), 147.12 (C-1/3), 173.45 (C-10).
Rasta, % C(54,64); H(5,34); N(12,61). CioH12N,O4 (224.213). Paskaiciuota, % C(53.57)
H(5.39) N(12.49)

Metil-3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanoatas (2)

(132|—|3 Misinys 19,2 g (0,086 mol) propano rtigsties 1, 3 ml koncentruotos

[:I.-f
3 l\ sieros rugSties ir 70 ml metanolio kaitinant maiSytas 24h. MiSinys
HNW 10~0  distiliuotas, neutralintas 10% natrio karbonato tirpalu, atSaldytas,
N filtruotas.
s
g -
s NOj
CH,

'H BMR (DMSO-ds, 700 MHz) : & = 2.18 (s, 3H, CHa), 2.69 (t, 2H, J= 7.0, CH,CO), 3.45 (g,
2H, J= 7.0, 12.6, CH,N), 3.64 (s, 3H, OCHg), 5.59 (t, 1H, J= 5.6, NH), 7.23 (dd, 1H, J=0.7, 7.0,
H-5Ar), 7.27 (d, 1H, J= 2.1, H-2Ar), 7.40 (dd, 1H, J=2.1, 7.0, H-BA).

3C BMR (DMSO-ds, 175 MHz): &= 17.73 (C-11), 32.93 (C-9), 38.69 (C-8), 51.30 (C-12),
102.05 (C-6), 110.53 (C-4), 130.12 (C-5), 130.24 (C-2), 146.83 (C-3), 147.80 (C-1)171.87 (C-
10).
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Rasta, % C(54,90); H(5,86); N(12,21). C1iHuN,0s. (238.240). Paskaitiuota, % C(55.46)
H(5.92) N(11.76)

3-[(4-Metil-3-nitrofenil)amino]propanhidrazidas (3)

lllif' Misinys 13,73 g (0,058 mol) propanoato 2, 17,51 g (0,346 mol)
8
" 1 NHENHE hidrazino monohidrato ir 50 ml 2-propanolio kaitinant maisytas 3h.
] ’ Gautos  nuosédos  filtruotos,  praplautos  2-propanoliu.
6~ T 2
g
g -
s NOj
CHy

'H BMR (DMSO-ds, 700 MHz): 6= 2.18 (s, 3H, CH3), 2.41 (t, 2H, J= 7.0, CH,CO), 3.40 (q,
2H, J= 7.0, 12.6, CH,N), 4.23 (S, 2H, NH,), 5.62 (t, 1H,NH), 7.23 (d, 1H, J= 7.7, H-5Ar), 7.28
(d, 1H, J= 2.1, H-2Ar), 7.40 (dd, 1H, J=2.1, 7.0, H-6Ar.), 9.11 (s, 1H, NH).

3C BMR (DMSO-dg, 175 MHz): 8=17.71 (C-11), 32.60 (C-10), 39.43 (C-9), 102.04 (C-6),
110.40 (C-4), 130.07 (C-5), 130.16 (C-2), 146.98 (C-3), 147.13 (C-1), 170.01 (C-10).

Rasta, % C(50,66); H(5,74); N(24,41). CioH14N4Os. (238.243). Paskaiciuota, % C(50.41)
H(5.92) N(23.52)

1-(3,5-Dimetil-1H-pirazol-1-il)-3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propan-1-onas (4)

[IZJ Misinys 0,48 g (0,002 mol) hidrazido 3, 0,6 g (0,006 mol)
" 12 N o 2,4-pentandiono, 1 ml HCI ir 15 ml 2-propanolio kaitinant
; 10 =l /1 13° maisyas 20h. Gautos nuosédos filtruotos, praplautos 2-
& | = 2 HC 7 propanoliu.
: ’f NO,
e

'H BMR (DMSO-ds, 700 MHz): 8= 2.18 (s. 3H, CH3), 2.21 (s, 3H, CHCCHa), 2.49 (d, 3H, J=
0.6, HC=CCHj), 2.63 (t, 0.3H(LH), J= 7.2, CH,CO), 3.39 (t, 1.7H(1H), J= 7.2, CH,CO), 3.24
(@, 0.3H(1H), J= 2.1, 12.6, CH,N), 3.55 (q, 1.7H(LH), J= 2.1, 12.6, CH,N), 5.64 (s, 1H, CH),
5.68-5.70 (m,1H, NH),6.21 (s, 1H, HC=CCHs), 7.26 (d, 1H, J= 8.4, H-5Ar), 7.36 (d, 1H, J= 2.1,
H-2Ar), 7.40 (dd, 1H, J= 2.1, 8.4, H-6A).
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13C BMR (DMSO-ds, 175 MHz): 5=13.32 (C-13), 13.97 (C-14), 17.79 (C-11), 34.57 (C-10),
38.60 (C-9), 101.98 (C-6), 110.44 (C-4), 111.12 (C-3°), 130.10 (C-5), 130.23 (C-2), 143.17 (C-
29), 146.90 (C-3), 147.12 (C-1), 151.44 (C-1°), 171.31,171.72 (C-12).

Rasta, % C(61,26); H(5,84); N(18,33). CisHisN4Os. (302.328). Paskaiciuota, % C(59.59)
H(6.00) N(18.53)

N-(2,5-dimetil-1H-pirol-1-il)-3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanamidas (5)
Misinys 0,714 g (0,003 mol) hidrazido 3, 0,684 g (0,006 mol)
o \11_:/#_/\ 2,5-heksandiono, 0,5 ml acto ragsties ir 15 ml 2-propanolio

8 47 N 7T kaitinant maiSytas 20h. Gautos nuosédos kristalintos i§ eterio.
HN NH 2
10
1 CH
2 ’
3
—_
s NO3
CHy

11
'H BMR (DMSO-dg, 700 MHz): & =1.97 (s, 6H, 2CH3), 2.20 (s, CH3), 2.68 (t, 2H, J= 7.0,
CH,CO), 3.55 (q, 2H, J= 7.0, 12.6, CH,N), 5.64 (s, 2H, 2 CH), 5.69 (t, 1H, J=5.6, NH), 7.24 (d,
J=8.8,H-5Ar), 7.35 (d, 1H, J=2.1, H-2Ar), 7.42 (dd, 1H, J=2.1, 12.6, H-6), 10.66 (s, 1H, NH).
3C BMR (DMSO-ds, 175 MHz): $=10.77 (2CHs), 17.67 (C-11), 32.59 (C-10), 39.02 (C-9),
102.16 (C-2¢/3%), 102.82 (C-6), 110.50 (C-4), 126.58 (C-1¢/4%), 130.14 (C-5), 130.24 (C-2),
146.85 (C-3), 147.15 (C-1), 170.18 (C-12).
Rasta, % C(59,53); H(6,43); N(18,19). CisHxN4Os. (316.355). Paskaigiuota, % C(60.75)
H(6.37) N(17.71)

N*,N'-dimetil-3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanhidrazidas (6)
Misinys 0,714 g (0,003 mol) hidrazido 3 ir 27,7 g (0,55 mol)

/VJ\ a3 CH3 acetono kaitinant maiSytas Sh. Gautos nuosédos filtruotos,
praplautos 2-propanoliu.

6 2
s
g -
s NOg
CHy
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'H BMR (DMSO-ds, 700 MHz): & =1.85, 1.86 (2s,(0.5/0.5)3H(Z),s-z/s-e), 1.92,1.93
(2s,(0.5/0.5)3H, (E), s-z/s-e), 2.18 (s, 3H, CH3), 2.59 (1H(2H), J=7.0, (Z), s-z/s-e, CH,CO), 2.88
(1H(2H), J=7.0, (E), s-z/s-e, CH,CO), 3.46 (q, 2H, J=5.6, 7.2, 12.6, CH,N), 5.61 (t, 0.5H(1H),
J=5.6, NH), 5.63 (t, 0.5H(1H), J=5.6, NH), 7.19-7.42 (m, 3H, H-2,5,6 Ar), 10.02, 10.12 (2s,
(0.5/0.5)1H, NH).

3C BMR (DMSO-dg, 175 MHz): & = 16.96, 17.70 (C-14, (Z)), 17.39 (C-11), 24.83, 25.00 (C-
14 (E)), 31.98, 33.10 (C-10), 38.79, 39.36 (C-9), 101.89, 102.36 (C-6)110.30, 110.49 (C-4),
130.07, 130.12 (C-5), 130.16 (C-2), 150.43, 155.04 (C-13), 167.04, 172.83 (C-10, (Z/E)).

Rasta, % C(56,34); H(6,98); N(20,28). CiH1gN4Os. (266.296). Paskai¢iuota, % C(54.12)
H(6.81) N(21.04)

5-{2-[(4-Metil-3-nitrofenil)amino]etil}-1,3,4-oksadiazol-2(3H)-tionas (7)

H Misinys 0,25 g (0,004 mol) KOH, 1,5 ml vandens, 7 ml etanolio ir
—N
/T\/Nt \___S 0,456 g (0,006 mol) CS, maisytas 15 min kambario temperatiiroje.
A1 e . . . .
HN b Gautas miSinys supiltas j karsta 0,952 g ( 0,004 mol) hidrazido 3,
8
. 1 . 30 ml etanolio ir vandens miSinj ir maisytas 20 h. Gautas miSinys
T
| ; neutralintas koncentruota acto r., filtruotas, praplautas vandeniu.
g -
1+ NO;
CHo

'H BMR (DMSO-dg, 700 MHz): 8 =2,17 (s, 3H, CHs), 3,03(t, 2H, J= 6.8, CH,CO), 3.58 (g, 2H,
J=6.8, 12.8, CH,N), 5.79 (t, 1H, J=5.6, NH), 7.25(d, 1H, J=8.4, H-5Ar), 7.31 (d, 1H, J=2.4, H-
2Ar), 7.42 (dd, 1H, J=2.4, 8.4, H-6Ar), 13.66-14.8 (m,s, 1H, NH).

13C BMR (DMSO-ds, 175 MHz): 5=17.88 (C-9), 24.61 (C-7), 39.4 (C-8), 102.18 (C-6), 110.74
(C-4), 130.3 (C-2/5), 146.48 (C-1/3), 162.43 (C-10), 177.72 (C-11).

Rasta, % C(46.58); H(4.54); N(19.02) S(12.41). CiiH12N4OsS. (280.303). Paskaidiuota, %
C(47.13) H(4.32) N(19.99) S(11.44)
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N-(2,5-diokso-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)-3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanamidas (8)

12 0,24 g (0,001 mol) hidrazido 3 tirpinta 20 ml etilacetato.

/\/L Y\u 0,1 g (0,001 mol) maleino r. anhidrido tirpinta 10 ml
NH \\11 ctilacetato. MiSiniai sujungti ir maiSyti 20°C 1,5 h. Etilacetatas

nudistiliuotas, kristalinta i§ vandens ir perkristalinta i§ 2-

&6 “\\_ 2
- propanolio, filtruota.
g o
s NOp
CH,

'H BMR (DMSO-ds, 400 MHz): & =2.199 (s, 3H, CH3), 2.58 (t, J=6.8, 2H, CH2CO), 3.35-3.52
(m, 2H, CH2N), 5.58 (t, J=5.2, 0.5(1H), NH), 5.65 (t, J=5.2, 0.5(1H), NH), 6.39 (q, J=12, 23.6,
4H, 2CH2), 7.23-7.31 (m, H5-Ar, H2-Ar, 7.39-7.43 (m, H6-Ar), 10.32 (s, 1H, NH)

3C BMR (DMSO-ds, 175 MHz): §=17.76 (C-7), 32.48, 32.60 (C-9), 39.49 (C-8), 102.06 (C-
12), 102.12 (C-6), 127.46, 132.53 (C-11), 147.01 (C-1/3), 130.40, 130.19 (C-2/5), 169.1,
166.22(C-10)

3-(2-{3-[(4-Metil-3-nitrofenil)amino]propanoil}hidrazinil)propano rigstis (9)

0 0,24 g (0,001 mol) hidrazido 3 tirpinta 20 ml etilacetato.
8 1ul D\\ OH 0,12 g (0,001 mol) malono r. anhidrido tirpinta 10 ml
A A etilacetato. MiSiniai sujungti ir maisyti 20°C 8 h. Kristalinta
1
6 .~ 2 AN 12 i§ 2-propanolio, filtruota.
| . 11
c o
s NOg
CH
=3

'H BMR (DMSO-dgs, 400 MHz): §=2.17(s, 3H, CH3), 2.48-2.55 (m, CH2CO), 3.38 (s, 2H,
CH2N), 3.45 (g, J=12.8, 6.8, CH2N), 5.56 (t, J=5.2, 1H, NH), 7.20-7.30 (m, H2-Ar, H5-Ar),
7.43 (dd, J=2,2, H6-Ar), 9.07 (s, 0,5(1H), NH), 9.15 (s, 0,5H(1H), NH), 9.88 (s, 1H(2H),
CH2CO0), 9.93 (s, 1H(2H), CH2CO), 10,06(d, J=4, 1H, NH).

3C BMR (DMSO-ds, 175 MHz): 8=17.73 (C-7), 27.709 (C-11), 32.45 (C-12), 39.43(C-8),
102.08 (C-6), 110.58 (C-4), 130.15, 130.41 (C-2/5), 146.94, 147.15 (C-1/3), 169.96, 169.50 (C-
10, 173.55 (C-13).
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2.2 Biologiskai aktyviy junginiy sintezés aptarimas

Susintetinty junginiy ‘H BMR ir *C BMR spektrai uzrasyti Varian Unity Inova
spektrometru kambario temperatiiroje 700, 400 MHz *H bei 175 MHz **C dazniuose, tirpikliais
naudojant DMSO-dg, vidiniu standartu — TMS. Cheminiai poslinkiai matuoti ¢ skaléje
milijoninémis dalimis (m. d.). Elementiné analiz¢ atlikta Exeter Analytical CE-440 Elemental
aparatu. Medziagy lydymosi temperatiira nustatyta aparatu TS 25-11-1144-76. Reakcijos eiga
sekta ir gauty junginiy grynumas nustatytas plonasluoksnés chromatografijos biidu, naudojant
Silufoil UV-254 ploksteles. Plokstelés rySkintos ultravioletinéje Sviesoje, naudojant UV filtrg (A
=254 nm).

Aminai lengvai reaguoja su daugeliu ruigsciy. 4-Metil-3-nitroanilinas dalyvavo reakcijoje su
akrilo rugstimi [2-3] ir prisijungé prie rugsties a anglies atomo (zr 2.2.1 schema). Po kaitinimo

gautas produktas grynintas jj iStirpinant natrio Sarme ir, nufiltravus, silpnai rugstinant acto

rugsStimi.
OH
S
NH, o HN A)““c:u
T
‘x o | ‘x
= - =
NO, NO,
CH, CH,

1

2.2.1 schema

3-[(4-Metil-3-nitrofenil)amino]propano rigsties (1) susidaryma patvirtina *C BMR spektre
matomi ragsties grandies anglies atomai ties 33.58 bei 173.45 m. d. ir karboksigrupés anglies
tripletas ties ‘H BMR spektro 2.58 m. d. Toliau gauta karboksiriigstis 1 esterifikuota metanoliu
katalizuojant sieros ragstimi [1-2] ir miSinys po distiliacijos neutralintas ir $aldytas. Metil-3-[(4-
metil-3-nitrofenil)amino]propanoato (2) gavimas matomas i§ naujai prisijungusio metilo esterio
anglies atomo matomo *H BMR spektro 3.64 m. d. ir **C BMR spektro 51.30 m. d. poslinkiuose.
Toliau esteris 2 veiktas SeSiakartiniu hidrazino monohidrato pertekliumi siekiant gauti 3-[(4-
metil-3-nitrofenil)amino]propanhidrazidg (3) (zr 2.2.2 schema), kuris susidaro greitai ir lengvai
misinj kelias valandas pakaitinus 2-propanolio terpéje. Kad susidare hidrazidas 3, matoma pagal
'H BMR spektre ties 4.23 ir 9.11 m. d. stebimus naujus amino grupiy singletus, pakeitusius

metilo esterio grupg.
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OH
HN’f““f“L*o

B
| p

CHq

NO,

1

Gautas hidrazidas 3 veiktas skirtingais organiniais

CH-0H, H:S0,
—_—

CH
o 7 0
AA MJ\ M2
HM o HM MH
R NH:NH-H.O e
L | T
NO, NO 5
CH, CH,
2 3
2.2.2 schema
reagentais — 2,4-pentandionu,

2,5-heksandionu, acetonu, anglies disulfidu, maleino bei malono riigs¢iy anhidridais. 1-(3,5-
Dimetil-1H-pirazol-1-il)-3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propan-1-onas (4), N-(2,5-dimetil-1H-

pirol-1-il)-3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanamidas (5) bei

N*,N*-dimetil-3-[(4-metil-3-

nitrofenil)amino]propanhidrazidas (6) gauti pagal metodika [3].

CH;
4
HC
CH, 0 3 =
(9]
i /\)J\ N /
CH, HN NH
ACOH, 2-propanolis CH,
NO,
CH,
5
2.2.3 schema

Junginys 4 gautas tirpiklyje 2-propanolyje reaguojant 2,4-pentandionui su hidrazidu 3 esant

stipriai riigstinei terpei, kuriai sudaryti panaudotas mazas kiekis koncentruotos druskos riigsties

(zr. 2.2.3 schema). Junginio gavimg uztikrina naujai stebimi penkianario ziedo anglies atomai

ties *3C BMR spektro 111.12 (C-3), 143.17 (C-2¢), 151.44 (C-1¢) m. d. ir dvi metilo grupés ties

'H BMR spektro 2.21 ir 2.49 m. d.
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Junginys 5 gautas vykstant reakcijai tarp hidrazido 3 ir 2,5-heksandiono tirpiklyje 2-
propanolyje (Zr 2.2.3 schema). Reakcijai reikalinga nestipri riigstiné terpé gauta naudojant leding
acto riigstj. Susidarusios nuosédos kristalintos i§ dietilo eterio. Susidarymg jrodo naujai laisva
NH grupé, stebima ties *H BMR spektro 10.66 m. d. ir toliau matomi penkianario Ziedo
anglieatomai *C BMR spektro 102.16 (C-2¢/3¢), 126.58 (C-1¢/4) m. d. poslinkiuose.

0

/,\NV/JL\ N CHs
HN NH Q%r’

0
/\)J\ k
HN NH o)
H3C)-kCH3 CH;
SR
NO, NO,
CHj

CHs

3 6

2.2.4 schema
Junginys 6 gautas hidrazidui 3 lengvai reaguojant su acetono pertekliumi (zr 2.2.4 schema)

ir patvirtinimas dviem naujomis metilo grupémis, stebimomis prie **C BMR spektro 16.96,

17.70 m. d. bei azoto atomu, prie kurio jos prisijunge, matomo ties ‘*H BMR spektro 5.61 ir 5.62

H
o N—N
/\)'L NH2 /\/& >:S
HN NH HN ©
EtOH, KOH CS,
NO, NO,
CHs CHjs

3 7

m. d. poslinkiy.

2.2.5 schema

Junginys 7 gautas paruoSus anglies disulfido mi$inj su kalio Sarmu bei etanoliu ir §j miSinj
sumaisius su karstu etanolyje istirpintu hidrazidu 3 (zr.2.2.5 schema) [10]. Junginj patvirtina
naujai atsiradusi NH grupé matoma 'H BMR spektro 13.66-14.8 poslinkiuose bei stebint naujo
penkianaro ziedo anglies atomus ties 3C BMR spektro 162.43 ir 177.72 m. d.
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/\)I\ _NH,
HN NH
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NO, NS0 AN NH O
I
CH3 etilacetatas HN
3 -
NO,
CH,
9

2.2.6 schema

Junginys 8 gautas atskirai iStirpinus hidrazidg 3 ir maleino r. anhidridg etilacetate ir abu
tirpalus sumaisius kambario temperatiiroje (Zr. 2.2.6 schema). Susidaryma parodo naujai atsirade
penkianario Ziedo anglies atomai, matomi *C BMR spektro 102.06 (C-12) m. d. ir 127.46,
132.53 (C-11) m. d. Taip pat *H BMR spektre ties 6.39 m. d. matomi Ziedo protonai.

Junginys 9 gautas neuzsiciklinus norimam junginiui, vykdzius analogi$ka junginiui 8
reakcija, bet su malono r. anhidridu (zr. 2.2.6 schema). Gautas neuzciklintas junginys
patvirtinamas matant ‘H BMR spektre 9.07, 9.15 m. d. srityje protona ties tre¢io NH bei
karboksigrupés anglies atoma *C BMR spektro 173,56 m. d. poslinkyje.
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2.3 DPPH radikalo slopinimas

Paruosti reagentai:

1 mmol DPPH tirpalas su etanoliu;

1 mg/ml DMSO istirpinti bandomieji junginiai;
Palyginamasis tirpalas i§ 3 ml DPPH tirpalo ir 3 ml DMSO.

Darbo eiga

3 ml DPPH tirpalo jpilta j 3 ml bandomyjy junginiy tirpalus. MiSiniai sumaisyti ir palikti
stovéti 20 min. Po 20 min tirpalai skiesti santykiu 1:15, palyginamasis su etanoliu ir bandomieji
su DMSO. [26] Absorbcija matuota prie 517 nm bangos ilgio ir radikalo slopinimas
apskaiciuojamas pagal formule:

Ap — Ay

1009
» ) 00%

Slopinimasy, = (

Cia: Ap — palyginamojo tirpalo $viesos sugerties dydis; Ag — tiriamojo tirpalo $viesos

sugertiems dydis.
2.4 Antioksidacinis aktyvumas pagal FRAP metoda

Paruosti reagentai:

1 mg/ml DMSO istirpinti bandomieji junginiai;

300 mmol, pH=3,6 acetatinis buferis;

10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas) iStirpintas 40 mmol/l druskos rtigstyje;

20 mmol/l FeCl3-H,O0 tirpalas;

FRAP reagentas ruostas sumaiSant paruostus 25 ml acetatinio buferj, 2,5 ml TPTZ ir 2,5 ml
FeCl3-H,O0 tirpalus;

Kalibravimo kreivei sudaryti paruosti 5, 10, 15, 20 ir 25 umol/l koncentracijos FeSO47H,0
tirpalai, turintys 3 ml FRAP reagento.

Darbo eiga
100 pl tiriamyjy tirpaly sumaisyta su 3 ml FRAP reagentu. MiSiniai matuoti
spektrofotometru esant 593 nm bangos ilgiui, tuoj pat sumaiSius ir 6 min po sumaiSymo.

Aktyvumo reikSmes apskaic¢iuotos pagal kalibravimo kreive [27].
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2.5 Redukcinés savybés

Paruosti reagentai:

1 mg/ml DMSO istirpinti bandomieji junginiai
0,2 M, pH=6,6 natrio fosfatinis buferis

1% K;3[Fe(CN)g] tirpalas

10% trichloracto ragstis

0,1% FeClj; tirpalas

Darbo eiga

I 1 ml tiriamyjy tirpaly méginius supilta paruoSty 2,5 ml fosfatinio buferio ir 2,5 ml
Ks[Fe(CN)e] tirpalai. Sumai$ius miSiniai inkubuoti 50°C temperatiroje 20 min. Po 20 min
pridéta 2,5 ml paruosto trichloracto riigsties tirpalo ir mi$iniai centrifuguoti 10 min. Po
centrifugavimo virSutiniai tirpaly 2,5 ml sumaisyti su 2,5 ml distiliuotu vandeniu bei 0,5 ml
paruosto FeCls tirpalu. MiSiniai matuoti priec 700 nm bangos ilgio, kur didesné Sviesos

sugertiems reik§mé parodo didesnes redukcines savybes [29].

2.6 Vandenilio peroksido suardymas

Paruosti reagentai:
5 ug/ml 1-butanolyje istirpinti bandomieji junginiai
pH=7,4 fosfatinis buferis

40 mmol vandenilio peroksido tirpalas, ruostas pagamintame fosfatiniame buferyje

Darbo eiga

1 ml tiriamyjy tirpaly sumaisyta su 0,6 ml paruo$to vandenilio peroksido tirpalu. MiSinys
palaikytas 30 min. Suardymas nustatytas naudojant 230 nm bangos ilgj, palyginimui naudojant
vandenilio peroksido buferyje tirpala, kaip nulj — fosfato buferj [29].

Vandenilio peroksido suardymas apskai¢iuotas pagal formulg:

Ao — Ay

Suardymasy, = ( ) - 100%

0
¢ia: Ap — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis; A; — tiriamojo tirpalo Sviesos

sugertiems dydis.
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2.7 Deoksiribozés apsauga nuo hidroksi-radikaly

Paruosti reagentai:

5 pug/ml DMSO istirpinti bandomieji junginiai

24 mmol/l pH=7,4 natrio fosfato buferis

10 mmol/l FeCl;

1 mmol/l H,0,

10 mmol/l EDTA

15 mmol/l NaCl

1% tiobarbittriné ragstis (tirpinama 0,05 mol/l NaOH)

28% trichloracto riigstis

Darbo eiga

Ruostas 100 mmol/l deoksiribozés tirpalas: deoksiribozé istirpinta miSinyje i§ paruosty
natrio fosfato buferio, 10 pul FeClz, 10ul HO,, 10 ul EDTA (iStirpinta paruostame natrio fosfato
buferyje, turin¢iame 15 mmol/l NaCl).

200 pl tiriamyjy 5 pg/ml tirpaly jpalta j 10 pl paruostus 100 mmol/l deoksiribozés tirpalus ir
inkubuota 37°C temperatiiroje 60 min. Po 60 min j miSinius atitinkamai jpilta 1 ml ir 1,5 ml
paruosty tiobarbitdirings ir trichloracto rigséiy. Sie misiniai laikyti 100°C 15 min. Po 15 min
miSiniai matuoti prie 532 nm bangos ilgio. Kaip kontrolé buvo naudotas deoksiribozés ir DMSO
misinys, vienodai reaguotas kaip ir tiriamieji tirpalai, kaip nulis — fosfato buferis [29].

Hidroksi radikaly slopinimas apskaiciuotas pagal formule:

Ao — A4

Slopinimasy, = ( > - 100%

0
¢ia: Ag — kontrolinio tirpalo Sviesos sugerties dydis; A; — tiriamojo tirpalo Sviesos sugertiems
dydis.
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2.8 ABTS radikalo slopinimas

Paruosti reagentai:

1 mg/ml DMSO istirpinti bandomieji junginiai

20 mmol, pH=7,4 fosfatinis buferis

0,17 mmol/ kalio persulfato tirpalas

0,1 mmol ABTS tirpalas: sumaiS§yta 2 mmol ABTS su paruostu kalio persulfato tirpalu,

iStirpinta paruos$tame fosfato buferyje ir laikyta per naktj

Darbo eiga
0,5 ml tiriamyjy tirpaly sumaisyta su paruostais 1,7 ml fosfatiniu buferiu bei 0,3 ml ABTS

tirpalu. Spektrofotometru matuoti $viesos sugerties dydziai. [28]

2.9 Susintetinty junginiy poveikis mieZiy augimui

ParuoSti reagentai:

Atrinkty trijy junginiy 0,5 mg/L, 2 mg/L ir 5 mg/L tirpalai distiliuotame vandenyje
0,1% HgCl,

6% H,0;

Darbo eiga

Mieziy sé€klos brinkintos 24 valandas steriliame distiliuotame vandenyje. Po 24 valandy
atliktas sékly sterilinimas — mieziy séklos palaikytos 10 min 0,1% HgCl, tirpale ir 5 minutes 6%
H,O tirpale. Po to séklos perplautos steriliu vandeniu 3 kartus.

Baigus sterilinti séklas, séklos perneStos i lékStutes, kuriose jdéta filtrinis popierius,
suvilgytas 200 pl tiriamojo bandinio. Kiekvienam bandiniui paruoSiama po 2 lékStutes. Kaip
kontrolé naudotas distiliuotas vanduo.

Po 8 dieny daigai iSimti ir matuota kiekvienos lekStutés ilgiausias daigas ir ilgiausia Saknis,

bei suskai¢iuotas se¢kly daigumas.
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2.10 Pigmenty kiekio augaluose nustatymas

Chlorofilo a ir b bei karotinoidy nustatymas augaly audiniuose paremtas $viesos sugerties
nustatymu spektrofotometru esant bangos ilgiams:
e Chlorofilui a (662 nm);
e Chlorofilui b (644 nm);

e Karotinoidams (441 nm).

Pigmenty Kiekio nustatymui 0,1 g augaly daigy susmulkinta grustuvélyje. Ipilta 10 ml 96%
etanolio, sumaiSyta iki vientisos mases ir filtruotas. Nufiltruoto ekstrakto tiiris iSmatuotas
cilindru. Véliau ekstraktai praskiesti, jei reikéjo, tol, kol Sviesos sugertiems parodymai buvo nuo
0,1 iki 0,8. Filtratas supiltas | matavimo kiuvet¢ ir matavimai atlikti spektrofotometru esant 662
nm (chlorofilo a), 644 nm (chlorofilo b) ir 441 nm (karotinoidams) bangy ilgiams [30].

Pigmenty koncentracija (mg/l) apskai¢iuojama pagal formules:
Chlorofilo a koncentracija (mg/l): C,=9,784Dgs2-0,99Dg44;

Chlorofilo b koncentracija (mg/l): Cp=21,426Dg44-4,65D¢s2;
Karotinoidy koncentracija (mg/1): Carotinoidai=4,695D441-0,268(C,+Cy)
Cat+Cyp=5,134Dgs,+20,436Dgas

Pigmenty kiekis mg/100mg apskai€iuojamas:
_C-V-V,-100
"~ n-V;-1000

¢ia: C — pigmenty koncentracija mg/l; V — pradinis ekstrakto tiiris, ml; V1 — pradinis ekstrakto

tiiris, paimtas praskiedimui, ml; V; — praskiesto ekstrakto tiiris, ml; n — augaliné mas¢, g.
2.11 Augaly ekstrakty antioksidacinis aktyvumas prie§ DPPH

Paruosti reagentai:

Mieziy ekstraktai: 0,1 g susmulkintos augalinés zaliavos uzpilta 1 ml metanoliu ir
homogenizuota 10 min. Homogenatas centrifuguotass 9000 aps./min 10 min. ir supernatantas
surinktas;

Etaloninis DPPH tirpalas: 0,0012 g DPPH tirpinta 50 ml metanolio.
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Darbo eiga

I mégintuvelj jpilta 0,077 ml paruosto ekstrakto, 3 ml etaloninio DPPH tirpalo. Mégintuvélio
turinys sumaiSytas ir po 15 minuciy laikymo tamsoje pamatuotas tirpalo optinis tankis prie 515
nm bangos ilgio [26].

Ap — Ay

1009
» ) 00%

Slopinimasy, = (

Cia: Aa — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis; Ag — tiriamojo tirpalo S$viesos

sugertiems dydis.
2.12 Antioksidacinis aktyvumas augaluose pagal FRAP metoda

Paruosti reagentai:

Mieziy ekstraktai: 0,1 g iSdziovintos augalinés medziagos 30 min. ekstrahuota 5 ml
metanolio 45 °C temperatiiroje. Ekstraktas centrifuguotas 9000 aps./min 10 min.;

300 mmol, pH=3,6 acetatinis buferis;

10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas) istirpintas 40 mmol/l druskos riigstyje;

20 mmol/l FeCl3-H,O0 tirpalas;

FRAP reagentas ruostas sumaiSant paruostus 25 ml acetatinio buferj, 2,5 ml TPTZ ir 2,5 ml

FeCl3-H,O0 tirpalus;

Darbo eiga
100 pl paruosty ekstrakty sumaiSyta su 3 ml FRAP reagentu. MiSiniai matuoti

spektrofotometru esant 593 nm bangos ilgiui, tuoj pat sumaisius ir 6 min po sumaiSymo [27].
2.13 Redukciniy savybiuy nustatymas augaluose

Paruosti reagentai:

Mieziy ekstraktai: 0,1 g iSdziovintos augalinés medziagos 30 min. ekstrahuota 5 ml
metanolio 45 °C temperaturoje. Ekstraktas centrifuguotas 9000 aps./min 10 min.;

0,2 M, pH=6,6 natrio fosfatinis buferis

1% Ks[Fe(CN)g] tirpalas

10% trichloracto riigstis

0,1% FeCl; tirpalas
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Darbo eiga

I 1 ml mieziy ekstrakty méginius supilta paruosty 2,5 ml fosfatinio buferio ir 2,5 ml
Ks[Fe(CN)e] tirpalai. Sumaisius miSiniai inkubuoti 50°C temperatiroje 20 min. Po 20 min
pridéta 2,5 ml paruosto trichloracto rigsties tirpalo ir miSiniai centrifuguoti 10 min. Po
centrifugavimo virSutiniai tirpaly 2,5 ml sumaiSyti su 2,5 ml distilivotu vandeniu bei 0,5 ml
paruosto FeCls tirpalu. MiSiniai matuoti prie 700 nm bangos ilgio, kur didesné Sviesos

sugertiems reik§mé parodo didesnes redukcines savybes [29].

2.14 Antibakterinio aktyvumo nustatymas agaro difuziniu metodu

Luria-Bertani (LB) terpés paruoSimui naudoti reagentai:
10 g/L natrio chloridas;

10 g/L triptonas;

5 g/L mieliy ekstraktas;

10 g/L mikro agaras;

PM terpés paruoSimui naudoti reagentai:
5 g/L peptonas;

3 g/ mésos ekstraktas;

15 g/L mikro agaras;

Darbo eiga
LB terpéje Rhizobium radiobacter ir Xanthomonas campestris bakterijos, o ant PM terpés
auginta E. coli. Ant atitinkamos terpés Petri l¢kstelése uzpilta 50 pl Rhizobium radiobacter,
Xanthomonas campestris ir E.coli bakterijy suspensijos, jos paskleistos po pavirsiy, po to ant
pavirSiaus uzdéta SeSi popieriniai diskai ir ant kiekvieno jy uZzpilta 25 ul 1 mg/ml sintetinto
junginio tirpalo. Petri lékstelés
o sudétos 1 37°C termostatg ir
<« Slopinimo zona inkubuotos 24 h. Po 24 h stebétas
bakterijy augimas ir sintetiniy
junginiy antibakterinis aktyvumas

<+——— Atspariy mikroby augimas  [31].

2.14.1 pav. Antibakterinis aktyvumas agaro difuziniu metodu Petri léksteléje
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3. REZULTATAI

3.1 Biologiskai aktyviy junginiy sintezés rezultatai

) Gauta
Junginys Struktiira )
masé, g
OH
3-[(4-Metil-3-nitrofenil)amino] HNAAO
propano rugstis | S 19,2
1 = NO 5
CH,
/CHB

o]
Metil-3-[(4-metil-3- S
nitrofenil)amino]propanoatas \ 16,03

|
2 o,
CH,

0
3-[(4-Metil-3-nitrofenil)amino] HN/V\LNH'““Z
propanhidrazidas | = 12,48

3 = NO,
CHy
O
1-(3,5-Dimetil-1H-pirazol-1-il)-
. . ) HN/\)J\N/N\ cH
3-[(4-metil-3-nitrofenil) M :
. S HGC 0,12
amino]propan-1-onas |
L
NO 5
4 CH4
HSCY’\
N-(2,5-dimetil-1H-pirol-1-il)-3- o =
( P ) /\)J\ fN\(
[(4-metil-3-nitrofenil) HN NH 016
CH
amino]propanamidas | o= ’
5 = NO,
CHy
o]
N',N'-dimetil-3-[(4-metil-3-
: s HNA/U\Nr—fN“ﬁ/CH3
nitrofenil)amino] b
o RS : 0,68
propanhidrazidas |
P
NOy
6 CH5

ISeiga

86%

79%

91%

13%

18%

85%

Lydymosi

temperatiira, °C

173-174

75-76

176-177

91-92

133-134

183-184

3.1.1 lent. Susintetinty junginiy iSeigos ir lydymosi temperatiiros
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H
5-{2-[(4-Metil-3-nitrofenil) NFN\HS
HNA/I\O/HE

amino]etil}-1,3,4-oksadiazol-

05 45% 241-242
2(3H)-tionas | h
7 = NO,
CHq
o

N-(2,5-diokso-2,5-dihidro-1H- A/ﬁ\ ?/\
NN 78 TR HN NH
pirol-1-il)-3-[(4-metil-3 WO( 0.21 66% 135-136

nitrofenill)amino]propanamidas |\
P

8 NO,

CH5
0]
3-(2-{3-[(4-Metil-3-nitrofenil) 0
inaJpropanoilidrazini) A/U\'j

aminojpropanol idrazini

Prop . R N 0,2 65% 167-168
propano riigstis | P

NO5
9 CH,

3.1.1 lent. Tgsinys

Dauguma reakcijy jvykdytos gaunant geras iSeigas. Tacdiau  3-[(4-metil-3-
nitrofenil)amino]propanhidrazido kondensacijos su ketonais pasizyméjo nedidelémis iSeigomis.
Tai parodo arba metodikos neefektyvuma arba didelj reakcijy jautrumg aplinkos salygoms.

5-{2-[(4-Metil-3-nitrofenil)amino]etil}-1,3,4-oksadiazol-2(3H)-tionas  pasizyméjo aukstu

terminiu atsparumu, tikétinai dél junginyje esancios sieros.

3.2 Sintetinty junginiy DPPH radikalo slopinimo jvertinimas

Stipriomis slopinanc¢iomis savybémis pasizymintys junginiai keité jprastai tamsiai violeting
DPPH tirpalo spalva. Junginiai buvo lyginti su antipirinu, Zymétu Ant. Tai j susintetintus
biologiskai aktyvius junginius panaSig struktiirg bei panaSias savybes turintis komerciskai

gaminamas junginys.
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3.2.1 pav. Tirty junginiy DPPH radikalo slopinimo efektyvumas.

I§ grafike atvaizduoty tyrimo rezultaty (zr 3.2.1 pav) galima atrinkti tris junginius, turin¢ius
aukstg DPPH slopinimo efektyvuma — junginius 3 (64 %), 5 (64,24 %) ir 7 (62,12 %), kurie
parodé geresnj efektyvuma nei komercinés kontrolés antipirinas. Junginys 8 slopino silpniau, o
junginiai 2, 4 ir 9 DPPH radikalg slopino tik labai nezymiai.

Atlikus tyrima nustatyta, kad kai kurie junginiai DPPH radikalo neslopino visiskai. Sie
junginiai nebuvo atvaizduoti rezultaty grafike.

3.3 Sintetinty junginiy antioksidacinio aktyvumo pagal FRAP metodg jvertinimas

Tyrimo reakcijy metu biologiskai aktyviis junginiai redukavo Fe** jonus iki Fe?*, tuo pagiu
sudarydami melsva tirpalo spalva. Reakcija gali vykti labai skirtingu tempu, priklausomai nuo
tirilamo junginio, taigi matavimai buvo atlikti dukart — kuo greiciau po reakcijos pradzios ir
reakcijai vykus po 6 min.

0,16
0,133
0,12
<
§%) 0,081
€008 N
o ra ZIOJG
» 0,05
K 0,04 oo 0.03 0,0360,036 . 0’043 Po 6 min
, 0.013 0,012 01013 2 ' 0.02 U,UL7
0 0(51 0,009 0,012 0,01 0,007 0’01 0,007
0 — ml B B - m -
1 2 3 4 5 6 7 8 9  Ant
Junginys

3.3.1 pav. Tirty junginiy Sviesos sugertis naudojant FRAP metoda
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Tyrimo rezultatai parodé (zr. 3.3.1 pav.) didelius skirtumus tarp tirty junginiy reagavimo
greiCiy. Kai kurios medziagos parodé gerokai didesnes Sviesos sugertis leidus reakcijai vykti 6
min. N-(2,5-dimetil-1H-pirol-1-il)-3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanamidas (5) pasizyméjo
ypa¢ dideliu aktyvumu matavime po 6 min, nors pirminio matavimo metu nerodé didelio
efektyvumo — Sviesos sugertis padidéjo nuo 0,03 iki 0,133. 5-{2-[(4-metil-3-
nitrofenil)amino]etil}-1,3,4-oksadiazol-2(3H)-tiono (7) parodymai taip pat zymiai padidéjo po 6
min, ta¢iau nesiekia junginio 5 sugerties vertés. Junginys 4 paklaidos lygyje isliko pastovus, bet

kartu su likusiais junginiais gery rezultaty nerodé.

Toliau, norint apskaiciuoti koncentracijas, prie kuriy junginiai pasireiSkia antioksidacinémis

savybémis, buvo sudaryta kalibraciné kreivé pagal FeSO4-7H,0.

0,6

<or )/l
0,3 //
il

0 5 10 15 20 25 30
Koncentracija, pmol/L

Sugertis,

3.3.2 pav. FeS0,4-7H,0 kalibraciné kreivé

Naudojantis prie§ tai gautomis Sviesos sugertiems vertémis ir kalibracine kreive (zr. 3.3.2
pav.) buvo apskaiciuotos tirty biologiskai aktyviy junginiy koncentracijy reikSmeés pmol/L,

kurios parodo, kokia koncentracija Fe** jony buvo paversta j Fe®* jonus.

8
=
= 6,020
£6
=
<
=4 3,446
N
2, 1,614 1218 1911 4515
o 1
S 0079 0030 0,030 0,426
X0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Ant
Junginys

3.3.3 pav. Tirty junginiy redukuotos gelezies koncentracijos naudojant FRAP metoda
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I§ gauty rezultaty (Zr. 3.3.3 pav.) matome, kad mazu antioksidaciniu efektyvumu pasizyméje tirti
junginiai visi neredukavo daugiau nei 2 pmol/L trivalentés gelezies. Tuo tarpu N-(2,5-dimetil-
1H-pirol-1-il)-3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanamidas (5) rodé¢ 6 upmol/L redukuotos

gelezies, 1,8 karto daugiau uz sekancig auks¢iausig koncentracijg.

3.4 Sintetinty junginiy redukciniy savybiy jvertinimas

Savybiy efektyvumas $iuo metodu jvertinamas vadovaujantis principu, kad didesné $viesos

sugertis parodo stipresnes redukcines savybes.

0,8

0,688
< 08 0,495
k%) 0,394
€04
&
>
“ 02 0,154
’ 0,087 0,104 0,086
0,016 0,021 0,025
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9  Ant
Junginys

3.4.1 Tirty junginiy Sviesos sugertis redukciniy savybiy tyrime

I8 grafiko (zr. 3.4.1) matome, kad junginys 5 parodé geriausig rezultatg (0,688). Rezultatas
patvirtina anks¢iau matytas geras S$io junginio antioksidacines savybes. 3-[(4-Metil-3-
nitrofenil)amino] propanhidrazidas 3 bei N',N'-dimetil-3-[(4-metil-3-
nitrofenil)amino]propanhidrazidas (6)
taip pat parodé aukstesnes sugertis, taciau like tirti junginiai stipriomis redukcinémis savybémis

nepasizymejo.
3.5 Sintetinty junginiy ABTS radikalo slopinimo jvertinimas
Metodas panasus | DPPH radikalo slopinimo tyrimg. ABTS radikalo anijonas pasizymi
stipria mélynai zalia spalva ir kai kurios tirtos medziagos §ig spalva slopino. D¢l ypac¢ auksty

visy tirty junginiy rezultaty bandymas buvo kartotas su penkis kartus didesne ABTS tirpalo

koncentracija, taciau parodymai isliko panasiis, tod¢l pirminiai rezultatai buvo priimti.
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3.5.1 pav. Tirty junginiy ABTS radikalo slopinimo efektyvumas

Kaip minéta, visi junginiai rodé¢ stiprias antioksidacines savybes pries ABTS radikalg — vir$
85% (Zr. 3.5.1 pav.). Efektyvumu issiskyré N-(2,5-diokso-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)-3-[(4-metil-
3-nitrofenil)amino]propanamidas (8) (98,73 %) bei 3-(2-{3-[(4-metil-3-
nitrofenil)amino]propanoil } hidrazinil)propano rugstis (9) (98,98 %), tikétina dél turimo
papildomo dviguba jungtimi prisijungusio deguonies atomo savo struktiiroje, lyginant su kitomis
tirtomis medziagomis. Junginys 5 pasireiSké panasiu rezultatu j antipiring, atitinkamai 93,15 % ir
93,91 %. Junginiai, neparod¢ antioksidacinio aktyvumo prieS ABTS radikala nebuvo atvaizduoti
grafike.

3.6 Sintetinty junginiy vandenilio peroksido suardymo jvertinimas

Tyrimas paremtas tiriamy biologiskai aktyviy junginiy gebéjimu nukenksminti hidroksi-
radikalus. Nustatyta, kad prie§ tai visuose tyrimuose naudotas tirpiklis DMSO dalyvauja
Salutinése reakcijose su tyrime naudojamais reagentais, todél buvo ieSkota tyrimui tinkancio

tirpiklio. 1-butanolis, atlikus bandymus, buvo nustatytas, kaip optimalus tirpiklis.
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3.6.1 pav. Tirty junginiy vandenilio peroksido suardymo efektyvumas
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Siame tyrime visi tirti junginiai pasireiské aukstu efektyvumu — vir§ 50 % suardymu (Zr.
3.6.1 pav.). Sjkart komerciné¢ kontrol¢ antipirinas parodé geriausia rezultata (71,25 %). Taip pat
Siame tyrime ankscCiau tik mazesnius rezultatus rodydave 3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propano
ragstis (1) ir metil-3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanoatas (2) pasireiské vienais auk$éiausiy
suardymo efektyvumy — atitinkamai 66,48 % bei 67,56 %.

Junginiai, netirp¢ 1-butanolyje, nebuvo atvaizduoti rezultaty grafike.
3.7 Sintetinty junginiy deoksiribozés apsaugos nuo hidroksi-radikaly jvertinimas

Siuo metodu tirta biologiskai aktyviy junginiy gebéjimas apsaugoti deoksiriboze nuo ja
ardanc¢iy hidroksi-radikaly. Suardymas ir apsauga vykdomi zmogaus kiino 37°C temperatiiroje if,
naudojant tiobarbittiring bei trichloracto rtgstis, fragmentai sudaro chromoforg (malonaldehidg),
kuris gali buti iSmatuojamas.

Taip pat preliminariai tirta, ar tirpiklis turi jtakos rezultatui ir nustatyta, jog anksciau
naudotas DMSO neigiamos jtakos nedaro, o 1-butanolis sukelia Salutines reakcijas ir faziy

atsiskyrimus, taigi vél naudotas DMSO kaip tiriamy junginiy tirpiklis.
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3.7.1 pav. Tirty junginiy hidroksi-radikalo slopinimas naudojant deoksiribozés apsaugos metoda

Rezultatai panaSus ] pries tai atliktus vandenilio peroksido suardymo tyrimo rezultatus (zZr.
3.7.1 pav.). Tik §jkart vietoj stipriausio efektyvumo antipirinas parodé maziausig slopinimg
(35,85 %). Geriausig rezultatg parodé 3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanhidrazidas (3) —
86,79 %. Matyti, kad junginio 5 slopinimas (33,96 %) vél sutapo su antipirinu. Junginys 2,

nepriklausomai nuo tirpiklio, dalyvaudavo Salutinése reakcijose Su reagentais.
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Aptariant antioksidaciniy tyrimy rezultatus, galima jvardinti N-(2,5-dimetil-1H-pirol-1-il)-3-
[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanamida (5) kaip geriausias antioksidacines savybes parodziusj
junginj. Taip pat 3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanhidrazidas (3) ir 5-{2-[(4-metil-3-
nitrofenil)amino]etil}-1,3,4-oksadiazol-2(3H)-tionas (7) daugumoje bandymy pasizyméjo gerais

rezultatais, todél junginiai 3, 5, 7 buvo parinkti augaly augimo skatinimo tyrimui.
3.8 Sintetinty junginiy poveikio mieZiy augimui jvertinimas
Kadangi atrinktos medZiagos netirpios vandenyje, skirtingy koncentracijy bandiniy tirpalams

paruosti buvo praskiesti turimi 1 mg/ml DMSO tirpalai.

Mieziai buvo auginti esant 24 valandy fotoperiodui bei kambario temperatiirai.

20
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4 |
0
K 3 3 3 5 5 5 7 7 7

05 2mg/L 5mg/L 05 2mg/L 5mg/L 05 2mg/L 5mg/L
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Junginys ir koncentracija

3.8.1 pav. Skirtingy koncentracijy tirty junginiy tirpaly jtaka mieziy daigy bei Sakny ilgiui

Pagal grafikg (zr. 3.8.1 pav.) matyti, kad uz kontrole (14,5 cm) ilgesniy daigy augima
skatino tik du bandiniai - 3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanhidrazidas (3), jam esant 0,5
mg/L, (17 cm) ir 5-{2-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]etil}-1,3,4-oksadiazol-2(3H)-tionas (7), jam
taip pat esant 0,5 mg/L (16,1 cm). Tik junginio 3 0,5 mg/L bandinys parodé panasy j kontrolés
Sakny ilgj (atitinkamai 10,5 cm ir 10,1 cm). Likusieji bandiniai turéjo arba panasius j kontrolés
arba trumpesnius daigus ir visi likusieji parodé trumpesnes $aknis. Prie§ tai antioksidaciniuose
tyrimuose pasizyméjes junginys 5 sukélé maziausig augima.

Junginiy 3 ir 7 rezultatai parodé, kad didinant $iy junginiy koncentracijas, daigai bei Saknys

uzaugdavo vis trumpesni, 0 junginio 5 parodymai padidéjo nuo 2 mg/L iki 5 mg/L koncentracijy.
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Siame bandyme taip pat buvo jvertinta junginiy jtaka sékly daigumui t.y. kokia dalis
bandiniy sékly sudygo.
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3.8.2 pav. Skirtingy koncentracijy tirty junginiy tirpaly jtaka mieziy sékly daigumui

Duomenys (zr. 3.8.2 pav.) parodé¢, kad Siy mieziy sékly daigumas nebuvo aukstas. Geru
daigumu pasizyméjo junginio 3 2 mg/L bandinys, sudaigings daugiau sékly nei kontrolé
(vienoje 1§ dviejy Sio bandinio lekSteliy iSdygo visos séklos). Taciau kiti bandiniai rodé

blogesnius rezultatus - nei vienas jy neparodé didesnio daigumo negu kontrolé.
3.9 Sintetinty junginiy jtakos mieZiy pigmenty kiekiui jvertinimas

I§ kiekvienos koncentracijos bandinio buvo paimta 0,19 daigy. Nufiltruoto ekstrakto ttriai
pateikiami lenteléje.

3 3 3 5 5 5 7 7 7
Bandinys | Kontrole 0,5 2 5 0,5 2 5 0,5 2 5
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
Tiris, ml 6,5 7,5 6,5 6 7 7 7,5 8 6 6

3.9.1 lent. Nufiltruoto ekstrakto taris skirtingiems tirty junginiy bandiniams

Pagal Siuos duomenis toliau apskaic¢iuojami pigmenty kiekiai visiems bandiniams.
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3.9.1 pav. Pigmenty kiekiai esant skirtingoms tirty junginiy koncentracijoms

I tyrimy rezultaty grafiko (zr. 3.9.1 pav.) matyti, kad junginys N-(2,5-dimetil-1H-pirol-1-il)-
3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanamidas (5), prie§ tai rodgs nezymius rezultatus, parodé
aukstus chlorofilo a bei karotinoidy kiekius visuose bandiniuose, ta¢iau neskatino chlorofilo b
susidarymo. Geriausius rezultatus parodé junginio 5 0,5 mg/L bandinys — lyginant su kontrole,
1,2 karto daugiau chlorofilo a ir 1,4 karto daugiau karotinoidy. Junginys 7 chlorofilo a ir b kiekiy
nedidino, taiau jo 0,5 mg/L ir 2 mg/L bandiniai atitinkamai 1,1 ir 1,17 karto padidino

karotinoidy kiekj. Junginys 3 pigmenty kiekiy susidarymo neskatino.

Tyrimy rezultatai, kad geriausiai mieZiy augima i$ tirtyjy junginiy stimuliaves 3-[(4-metil-3-
nitrofenil)amino]propanhidrazidas (3) labiausiai sumazino juose esanciy pigmenty kiekj. Ir
atvirks¢iai,  N-(2,5-dimetil-1H-pirol-1-il)-3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanamidas  (5),
nerodgs augimg skatinanciy savybiy, Zymiai paskatino pigmenty gamyba.

3.10 Sintetinty junginiy jtakos mieZiy DPPH radikalo slopinimo savybéms jvertinimas

Tyrimas analogiSkas prie§ tai atliktam sintetiniy junginiy DPPH slopinimo tyrimui, tik Siame

tyrime jvertintas paruosty mieziy ekstrakty metanolyje DPPH radikalo slopinimo efektyvumas.
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3.10.1 pav. Skirtingy tirty junginiy koncentracijy jtaka mieziy DPPH slopinimo efektyvumui

I§ tyrimy rezultaty matyti (zr. 3.10.1 pav.), kad didziausig jtaka mieziy DPPH slopinimo
efektyvumui parodé N-(2,5-dimetil-1H-pirol-1-il)-3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanamidas
(5), jam esant 0,5 mg/L (75,63 %). Taciau $io junginio efektyvumas zZymiai mazéja didéjant jo
koncentracijai — 56,01 % esant 2 mg/L ir 3519 %, esant 5 mg/L. 3-[(4-Metil-3-
nitrofenil)amino]propanhidrazidas (3) taip parodé silpnéjancias savybes didéjant jo
koncentracijai, taciau ne taip Zymiai ir jo 0,5 mg/L (73,10 %) ir 2 mg/L (67,34 %) bandiniai

pranoko kontrolés efektyvuma (65,14 %). Junginys 7 neparodé geresnio uz kontrole slopinimo.

3.11 Sintetinty junginiy jtakos mieZiy antioksidaciniam aktyvumui pagal FRAP metoda

jvertinimas

Tyrime nustatyta bandiniy ekstrakty metanolyje geb¢jimas redukuoti trivalente geleZj iki
dvivalentés. Jvertinta kiekvieno ekstrakto $viesos sugertis ir paskaiciuota jy redukuotos geleZies

koncentracija.
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3.11.1 pav. Skirtingy tirty junginiy koncentracijy jtaka mieziy ekstrakty Sviesos sugertims
naudojant FRAP metoda
Rezultatai parodé (zr. 3.11.1 pav.), kad geriausig antioksidacinj aktyvumg FRAP metodu
turéjo 5-{2-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]etil}-1,3,4-oksadiazol-2(3H)-tiono (7) 5 mg/L bandinys.
Jis, reakcijai vykus 6 min, parodé 1,6 karto didesng sugertj (0,639) nei kontrolé (0,4). Visi Kiti

bandiniai arba parodé¢ panasius j kontrolés arba mazesnius rezultatus.
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3.11.2 pav. Skirtingy tirty junginiy koncentracijy jtaka mieziy ekstrakty redukuotos gelezies

koncentracijoms naudojant FRAP metoda

I$ gauty parodymy (Zr. 3.11.2 pav.), matyti, kad 7 junginio 5 mg/L bandinys redukuoja 31,07

umol/L gelezies, o likusieji bandiniai neredukavo daugiau nei 20 pmol/L trivalentés geleZies.
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3.12 Sintetinty junginiy jtakos mieziy redukcinéms savybéms jvertinimas
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3.12.1 pav. Skirtingy tirty junginiy koncentracijy jtaka mieziy redukciniy savybiy
efektyvumui

Atlikus tyrima, rezultatai rodé (zr. 3.12.1 pav.), kad 5-{2-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]etil}-
1,3,4-oksadiazol-2(3H)-tiono (7) 5 mg/L bandinys parodé geriausig rezultatg (0,733). N-(2,5-
dimetil-1H-pirol-1-il)-3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanamidas (5), jam esant 2 mg/L bei 5
mg/L, taip pat parodé aukstas sugertis — atitinkamai 0,626 ir 0,604, lyginant su kontrolés 0,454.
Matyti, kad §io tyrimo rezultatai panasus ] pries tai atlikto antioksidaciniy savybiy tyrimo pagal
FRAP metoda.

3.13 Sintetinty junginiy antibakterinio aktyvumo agaro difuziniu metodu jvertinimas

Kaip kontrolé Siame tyrime buvo naudojamas tetraciklino 12,5 pg/ml tirpalas. Visi bandymai

atlikti su 1 mg/ml koncentracijy biologiSkai aktyviy junginiy tirpalais.
Bandymai su Rhizobium radiobacter ir Xanthomonas campestris neparodé nei vieno tirto

junginio antibakterinio aktyvumo, o kontrolé rezultatus parodé¢ — slopinimo zony skersmenys

sieké 2,7 cmir 1,7 cm.
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3.13.1 pav. Sintetiniy junginiy antibakterinis aktyvumas prie$ E. coli

E.coli tyrime matyti keliy sintetiniy junginiy antibakterinis aktyvumas. Geriausiai ja slopino
metil-3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino] propanoatas (2), iki S§iol rodgs nezymius rezultatus
ankstesniuose tyrimuose. Junginiai 8 ir 9 taip pat turéjo Zymesnes antibakterines savybes prie$ E.
coli, 0 1 ir 7 nors ir rodé aktyvuma, ta¢iau labai nezymy. Tetraciklinas pries §j E. coli kamieng

slopinimo neparodé.

46



4. REKOMENDACIJOS

Atlikus tyrimus, tolimesnei gamybai atrinktas N-(2,5-dimetil-1H-pirol-1-il)-3-[(4-metil-3-
nitrofenil)amino]propanamidas (5), kaip geriausias antioksidacines bei augimo reguliavimo
savybes parodes junginys. Jis gali buti panaudotas kaip vaistiniy preparaty sudedamoji dalis ar
kaip zaliava tolimesnei biologiskai aktyviy junginiy sintezei. Vadovaujantis laboratorijoje
sinteze ir Siuolaikinémis biologiskai aktyviy medziagy pramoninés sintezés tendencijomis

[32,33], sudaryta rekomendaciné junginio 5 gamybiné schema.

Zyméjimai:

R — periodinio veikimo reaktorius;
D — distiliacijos kolona;
KR — kristalizatorius;

T —talpykla;

S — iScentrinis siurblys;

Kn — kondensatorius;

A — ausintuvas;

N — nusodinimo kolona;

F — centrifuginis filtras;
Dz — mentiné dziovykla;

G — kiiginis granuliatorius;
St — sietas;

P — pakavimo masina.

I reaktoriy R paduodamas kietas 3-[(4-Metil-3-nitrofenil)amino]propanhidrazidas, skystas 2,5-
heksandionas, lediné acto ragstis ir tirpiklis etilacetatas. Reaktorius Sildomas prisotintu garu.
Reakcija vykdoma 90°C temperatiiroje atmosferiniame slégyje 2 h. Reakcijai pasibaigus, |
reaktoriy ileidziama 10% reakcijos miSinio masés vandens, laikomo talpoje T1. Tai daroma su
tikslu praplauti reakcijos miSinj ir pasalinti acto riigstj. Praplovimo vanduo nusiurbiamas siurbliu
S1 1 distiliacijos kolong D, kur jis nudistiliuojamas, kondensuojamas kondensatoriuje Kn ir
sugrazinamas ] talpyklag T1. Acto riigstis nusiurbiama siurbliu S9 ] talpykla T2, i§ kurios bus

grazinta j reaktoriy sekanciame jo pakrovime.
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Praplautas reakcijos miSinys siurbliu S3 paduodamas j dviejy kristalizatoriy KR1 ir KR2 sistema.
Kristalizacija vyksta dviejomis stadijomis, kur i§ pirminio Kristalizatoriaus KR1 kristalai su
tirpikliu pervedami j antrinj kristalizatoriy KR2. I§ jo kristaly ir etilacetato mas¢ siurbliu S8
nuvedama j nusodinimo kolong N.

I$ reaktoriaus R surenkamas Sildomyjy gary kondensatas ir naudojamas kristalizatoriui KR1
ausinti. IS pirmojo kristalizatoriaus istekéjes paSiles kondensatas auSinamas auSintuvu A ir
paduodamas | antrajj kristalizatoriy KR2 jam ausinti. IS jo kondensatas nuvedamas i$ sistemos.
Po nusodinimo, kolonoje N likes etilacetatas nusiurbiamas ir nuvedamas j talpyklg T3, i§ kurios
bus grazinamas ] reakcijos misinj. Nuséde kristalai yra dalinami j dvi dalis. Dalis nusédusiy
kristaly konvejeriu grazinami | kristalizatorius, kur jie panaudojami naujiems Kkristalizacijos
centrams sudaryti, taip gerinant kristaly susidarymo iseiga.

Kita dalis paduodama | centrifuginj filtrg F, kuriame kristalai atskiriami nuo etilacetato, kuris
taip pat surenkamas talpoje T3 pakartotiniam panaudojimui. Nufiltruoti kristalai nuvedami dzitti
1 mentine dziovyklg Dz. IS jos sausas produktas rankiniu buidu perneSamas j kiiginj granuliatoriy
G. Gautos granulés paduodamos | sietg St, kur jos atskiriamos pagal dydzius. Granulés, didesnés
uz norimg dydj, yra paduodamos atgal j granuliatoriy G jy dydZiui mazinti. Per maZos granulés
surenkamos j talpg T4. Jos panaudojamos, kaip papildomi kristalizacijos centrai
kristalizatoriuose KR1 ir KR2. Tinkamo dydzio granulés paduodamos j pakavimo masing P, kur

yra supakuojamos ir gaunamas produktas.
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Remiantis laboratorinés sintezés rezultatais, paskaiCiuota reakcijos entalpija bei reikalingas

reagenty santykis reakcijai:

AcOH, etilacetatas
NO», -2H,0 NO,

CHj; CH,

4.1 schema

Suskai¢iuojama vykstancios reakcijos entalpija pagal rySiy energija:

AH = ZAHsuardytq ry§iy — ZAHsudarytq rysiy (1)

AH = (2-388+2-412+2-743) - (4-463+2-305+2-264) = 3086 — 2990 = 96 ki/mol

Apskaiciuota reakcijos entalpija teigiamia, taigi reakcija yra endoterming.

Atsizvelgiant | laboratorijoje atliktos junginio 5 sintezés metu naudotus reagenty kiekius,

rekomenduojama gamybing reakcijg atlikti pateiktais santykiais.

Reagentas Santykinis kiekis, %
3-[(4-Metil-3-nitrofenil)amino]propanhidrazidas 11,7
2,5-hexadionas 57
Acto rugstis 8,6
Etilacetatas 4

4.1 lentelé. Atrinkto junginio gamybos reagenty santykiniai kiekiai
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ISVADOS

Darbo eigoje buvo susintetintas 3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanhidrazidas ir jo
dariniai. Hidrazidui gauti buvo susintetinta du tarpiniai junginiai ir i§ jo buvo gauti
Sesi skirtingy cheminiy grupiy dariniai.

. Istirtas sintetinty junginiy antioksidacinis aktyvumas. Nustatyta, kad geriausiomis
savybémis pasizyméjo N-(2,5-dimetil-1H-pirol-1-il)-3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]
propanamidas, 3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino] propanhidrazidas ir 5-{2-[(4-metil-3-
nitrofenil) amino]etil}-1,3,4-oksadiazol-2(3H)-tionas, kurie buvo atrinkti mieZiy
augimo reguliavimo tyrimui.

. Istirta atrinkty junginiy skirtingy koncentracijy jtaka mieziy augimui in vitro.
Nustatyta, kad 3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanhidrazidas, jo esant 0,5 mg/L,
turéjo geriausiag poveikj mieziy Sakny bei daigy ilgiui.

. I8tyrus atrinkty junginiy jtaka mieziy pigmenty kiekiui, rezultatai parodé, kad N-(2,5-
dimetil-1H-pirol-1-il)-3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanamidas, jo esant 5 mg/L,
labiausiai didino chlorofilo a (1,2 karto) bei karotinoidy (1,4 karto) kiekius.

. Nustatytas atrinkty junginiy poveikis mieziy antioksidaciniam aktyvumui. Gauta, kad
5-{2-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]etil}-1,3,4-oksadiazol-2(3H)-tionas, jo esant 5
mg/L, parodé didziausig jtaka mieziy redukcinéms savybéms ir antioksidaciniam
aktyvumui pagal FRAP metoda.

. Ivertintas visy susintetinty junginiy antibakterinis aktyvumas prie§ Rhizobium
radiobacter, Xanthomonas campestris ir E. coli. Gauta, kad didziausiu antibakteriniu
aktyvumu pries$ E. coli pasizyméjo metil-3-[(4-metil-3-nitrofenil)amino]propanoatas.
. Remiantis tyrimy rezultatais atrinktas N-(2,5-dimetil-1H-pirol-1-il)-3-[(4-metil-3-
nitrofenil)amino] propanamidas, kaip universaliausias teigiamas biologines savybes

parodes junginys ir buvo nubraiZyta jo principiné technologiné schema.
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