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Santrauka

Junginiy biologinis aktyvumas parodo jy jtaka biologiniuose, fiziologiniuose ir metabolitiniuose
procesuose. Taigi biologinis aktyvumas yra apibiidinamas kaip medziagos savybé, priklausanti nuo
jos struktiiros, fizikiniy bei cheminiy savybiy [1]. Hidrazidai yra organiniy junginiy klasé,
pasizyminti biologiniu aktyvumu pvz.: antibakteriniu, antituberkulioziniu, priesgrybeliniu,
priesvéziniu, prieSuzdegiminiu ir t. t. Dél Siy savybiy jie vis dazniau tiriami norint pritaikyti
farmacijos, kosmetikos ir zemés tkio pramonése, kur ieSkoma efektyviy ir saugiy alternatyvy
jvairiems produktams pagaminti. Pagrindinis $io tyrimo tikslas buvo nustatyti ir jvertinti hidrazidy
junginiy antioksidacines ir antibakterines savybes, iSrinkti intensyviausiomis, jau i$vardintomis
savybémis pasizymincius junginius, papildyti jais brokoliams augti skirtg mitybing¢ terpg in vitro,
nustatyti junginiy jtakg brokoliy antioksidacinéms ir antibakterinéms savybéms.

Remiantis duomenimis, nustatyta, kad intensyviausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo 3,3°-((4-
etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas) junginys, o antibakteriniu 3,3’-
((4-metoksifenil)azanediil)bis(N’-(4-nitrobenziliden)propano hidrazidas)) ir 3,3’-
(fenilazandiil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas). Tyrimo rezultatai parodé¢, jog, 3,3’-
((4-etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas) junginys, esantis brokoliy
in vitro MS sistemoje, paskatino antriniy metabolity susidarymg ir turéjo didziausig antioksidacinj
aktyvuma. Nustatyta, kad intensyviausias antibakterines savybes tur¢jo brokoliai in vitro auge MS
terpéje su 3,3’-(fenilazandiil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidu). Atliekant tyrima buvo
jvertintos chlorofilo a ir b bei karotinoidy, L-prolino ir gliukozinolaty koncentracijos ir nustatyta, kad
didZiausig $iy junginiy koncentracijos susidarymg paskatino 3,3’-((4-etoksifenil)azanediil)bis(N-
(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas MS terpéje. ISanalizavus fenoliniy junginiy susidaryma,
reikSmingiausia ~ poveiki jy  formavimuisi  pasizyméjo  (3,3’-(fenilazandiil)bis(N-(1,3-
dioksoizoindolin-2-il)propanamidas. Atlikus superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimg, buvo
i§siaiSkinta, jog biologiskai aktyvieji junginiai esantys MS brokoliy mitybinéje in vitro terpéje
neturéjo didelés jtakos antioksidaciniam aktyvumui. Apibendrinus gautus rezultatus galima daryti
iSvada, jog brokoliai auge in vitro MS terpéje su biologiskai aktyviuoju junginiu 3,3’-((4-
etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidu) buvo , norint paskatinti antriniy
metabolity susidaryma brokoliuose.
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Summary

The biological activity of compounds shows their influence on biological, physiological and
metabolic processes. Thus, biological activity is described as a property of a substance that depends
on its structure, physical and chemical properties [1]. Hydrazides are a class of organic compounds
that exhibit biological activity, e.g. antibacterial, antituberculosis, antifungal, anticancer, anti-
inflammatory, etc. Due to these properties, they are increasingly being studied for application in the
pharmaceutical, cosmetic and agricultural industries, where effective and safe alternatives are sought
for the production of various products. The main objective of this study was to determine and evaluate
the antioxidant and antibacterial properties of hydrazide compounds, to select the compounds with
the most intense, already listed properties, to supplement the nutrient medium for broccoli growth
with them in vitro, and to determine the influence of the compounds on the antioxidant and
antibacterial properties of broccoli.

Based on the data, it was determined that the most intense antioxidant activity was observed in the
compound 3,3-((4-ethoxyphenyl)azanediyl)bis(N-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)propanamide), while
the antibacterial activity was observed in 3,3’-((4-methoxyphenyl)azanediyl)bis(N’-(4-
nitrobenzylidene)propane hydrazide)) and 3,3’-(phenylazanediyl)bis(N-(1,3-dioxoisoindolin-2-
yl)propanamide). The results of the study showed that the compound 3,3’-((4-
ethoxyphenyl)azanediyl)bis(N-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)propanamide) present in broccoli in vitro in
the MS system stimulated the formation of secondary metabolites and had the highest antioxidant
activity. It was found that the most intense antibacterial properties were found in broccoli grown in
vitro in MS medium with 3,3’-(phenylazanediyl)bis(N-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)propanamide). The
concentrations of chlorophyll a and b, carotenoids, L-proline and glucosinolates were evaluated
during the study and it was found that the highest concentration of these compounds were induced by
3,3’-((4-ethoxyphenyl)azanediyl)bis(N-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)propanamide in MS medium.
After analyzing the formation of phenolic compounds, (3,3’-(phenylazanediyl)bis(N-(1,3-
dioxoisoindolin-2-yl)propanamide had the most significant effect on their formation. After evaluating
the activity of superoxide dismutase, it was found that the biologically active compounds present in
the MS broccoli nutrient in vitro medium did not have a significant effect on the antioxidant activity.
Summarizing the obtained results, it can be concluded that broccoli grown in vitro on MS medium
with the biologically active compound 3,3'-((4-ethoxyphenyl)azanediyl)bis(N-(1,3-dioxoisoindolin-
2-yl)propanamide) was the most suitable combination to stimulate the formation of secondary
metabolites in broccoli.
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Santrumpy ir terminy sarasas
Santrumpos:
ABTS - 2,2’-azino-bis-(3-etilbenztiazolino-6-sulfonrigsties) radikalas;
BHT — Butilintas hidroksitoluenas;
DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo radikalas;
LB — Luria Broth terpé;

MS — Murashige ir Skoog terpé.
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Ivadas

Did¢janti bioaktyviyjy junginiy, turinciy antibakteriniy ir antioksidaciniy savybiy, paklausa paskatino
naujy organiniy junginiy tyrimus, turinéius biologinj aktyvuma. Siame projekte pagrindinis démesys
buvo skiriamas bioaktyviyjy junginiy i§ hidrazidy klasés tyrimams. D¢l zinomy jy jvairiy
antimikrobiniy ir antioksidaciniy savybiy buvo istirti hidrazidy dariniai ir toliau naudoti tolimesniems
tyrimams. Jie papildé brokoliy (lot. Brassica oleracea) in vitro mitybines terpes, siekiant sustiprinti
arba pagerinti jau turimas augalui biidingas antibakterines ir antioksidacines savybes. Véliau,
jvertinamas $iy junginiy poveikis brokoliams in vitro, siekiant nustatyti jy efektyvumg, antriniy
metabolity susidarymag ir gebéjimg paskatinti brokolio augimo procesa.

Augaly mitybinés terpés su jvairiais biologiSkai aktyviaisiais junginiais yra placiai pritaikomos
pramong¢je: zemés tikyje, maisto pramonéje, vaisty ir kosmetikos gamyboje. Hidrazidy klasés dariniai
taip pat gali bati potencialls junginiai jeinantys j vaisty sudétj, kurie gali jeiti j antibiotiky sudétj,
kurie buty efektyvesni nei jprasti antibiotikai.

Projekto tikslas — istirti susintetinty junginiy antibakterines ir antioksidacines savybes, atrinkti
aktyviausius junginius, papildyti jais mitybing terp¢ brokoliams augti in vitro, nustatyti junginiy
poveiki brokoliy antioksidacinéms ir antibakterinéms savybéms.

Norint pasiekti darbo tiksla buvo i$kelti Sie uzdaviniai:

1. jvertinti susintetinty junginiy antioksidacinj aktyvuma, taikant FRAP, ABTS, redukciniy
savybiy ir antibakterinio aktyvumo nustatymo metodus.

2. nustatyti brokoliy in vitro ekstrakty antioksidacinj aktyvuma, taikant FRAP, ABTS,
redukciniy savybiy, antibakterinio aktyvumo ir DPPH nustatymo metodus.

3. istirti brokoliy in vitro ekstrakty chlorofilo a ir b, karotinoidy, L-prolino ir gliukozinolaty
koncentracijas.

4. 1Sanalizuoti brokoliy ekstrakty flavonoidy, bendryjy fenoliniy junginiy koncentracijas Folino-
Kiokalto metodu bei superoksido dismutazés aktyvuma.
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1. Literatiros apZvalga

Hidrazido ir hidrazono dariniy yra daugelyje bioaktyviyjy molekuliy sudétyje ir jie pasizymi jvairiu
biologiniu aktyvumu, todél daugelis mokslininky sintetina juos ir vertina jy biologinj aktyvuma [2].
Brokoliy mitybinés terpés papildymas hidrazidy klasés junginiais gali biiti ne tik didelis proverzis
sveikatos srityje, bet ir medicinoje. D¢l to brokoliai sulauké démesio dél gebéjimo kaupti dideles
gliukozinolaty ir kity antriniy metabolity koncentracijas, kurie padeda gydyti vézj [3].

1.1. Hidrazidy sintezé ir savybés

Heterocikliniai junginiai, turintys penkis ar Sesis atomy ziedus, yra laikomi svarbiais ir tiksliniais
vaistais farmacijoje ir medicinoje. Dél Sios priezasties jie suteikia daug medicininiy ir biologiniy
pritaikymy [4]. Hidrazido ir hidrazono junginiai pasizymi placiu biologiniu panaudojimu (zr. 1.1
pav.) t. y.: antibakteriniu, antituberkulioziniu, priesgrybeliniu, prieSvéziniu, prieSuzdegiminiu,
priestraukuliniu, analgetiniu, antivirusiniu poveikiu ir t. t.

Antitrombocitines
savybés

Analgetinés savybés

Priestraukulinés
savybes

Antioksidacines
savybés

Antituberkuliozinés —- 3 ff—

savybés
Hidrazido-hidrazono

/ farmakoforas

I

Priesuzdegiminés

Antimikrobinés

savybes

savybés

1.1 pav. Hidrazido — hidrazono farmakoforo savybés

Pagrindinis budas sintetinti hidrazido ir hidrazono darinius yra atitinkamos karboksirtig§¢iy arba
heterokarboksirtigs¢iy hidrazidy reakcijos su skirtingais aldehidais arba ketonais jvairiuose
organiniuose tirpikliuose, tokiuose kaip etanolis, metanolis ar butanolis [5]. Nustatyta, kad hidrazonai
i§ dalies slopina S. aureus, E. coli ir B. subtilis bakterijy augima [6].

Ftalio anhidridas reaguoja su alkilglicinatu (metilu arba etilu), kad sudaryty alkil-2-(1,3-
dioksoizoindolin-2-il)acetatg (metilg arba etilg), kuris reaguoja su hidrazino hidratu sudarydamas 2-
(1,3-dioksoizoindolin-2-il)acetohidrazida (zr. 1.2 pav).
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H,N

H,;N—NH, H,0

.“

(8]

NH

NH,

1.2 pav. Cheminé¢ reakcija ftalio anhidrido su alkilglicinatu [7]

2-(1,3-Dioksoizoindolin-2-il)acetohidrazidas (1) yra naudojamas kaip pirmtakas susintetinti naujus
veiksmingus junginius, tokius kaip 1,2,4-triazolas, 1,3,4- tiadiazolas, piridazinetrionas ir kt. [7].
Sintetinty hidrazido — hidrazono junginiy molekuling struktiirg galima patvirtinti spektriniais
metodais. IR spektruose stebimos trys biidingos smailés. Smailés apie 1550 cm * atitinka C=N grupés
buvimg. Karbonilo grupe (C=0) parodo smailé¢ esanti apie 1650 cm™, o NH grupé randama
3050 cm ! srityje [8].

1.1.1. Hidrazono dariniy antivirusinis aktyvumas

Virusai yra mazi infekciniai agentai, galintys daugintis tik gyvoje organizmo Igsteléje. Jie uzkrecia
visy tipy organizmus - zmones, gyvinus ir augalus. El-Sabbagh‘as [9] jvertino hidrazono dariniy
antivirusinj aktyvuma prie§ hepatito A virusg, 0 Tian‘as ir Kiti [10] susintetino hidrazono darinius
kaip galimus ¥mogaus imunodeficito viruso kapsidés baltymo taikinius. Tyrimas atskleidé, jog
hidrazido-hidrazono (-CO-NH-N=CH-) dalis turi reik§mingg prie$navikinio agento vaidmenj. Taip
pat, kai kuriy karbohidrazido dariniy priesvézinj aktyvuma in vitro lemia jy gebéjimas slopinti
dihidrofolato reduktazés fermenta, 0 pirolo ir izatino dariniai turi citotoksinj poveikj kelioms vézio
lasteliy linijjoms [11]. Taigi hidrazono junginiai, turi didel¢ reikSme medicininéje chemijoje dél savo
jvairaus biologinio aktyvumo, o §iuo atveju prie§vézinio [12].

Ftalimido Ziedas (izoindolino-1,3-dionas) (zr. 1.3 pav.) yra dar vienas perspektyvus farmakoforo
subvienetas, tinkamas prisijungti prie hidrazono molekulés. Dél hidrofobinio ftalimidy pobtdzio
padidéja jy galimybé in vivo sistemose sukelti pokycius jvairioms biologinés membranoms [13].
Buvo istirta, kad keli vaistai, turintys izoindolino-1,3-diono ir 2-oksindoly fragmenty, yra stipris
prie§véziniai vaistai pazengusiuose vystymosi etapuose.

0O
4

NH

1.3 pav. Ftalamido Ziedas (izoindolino-1,3-dionas)
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Jrodyta, kad vienos ar keliy elektronus atiduodanc¢iy metoksi- grupiy jjungimas j benzeno zieda
sustiprina jvairiy junginiy prie§vézinj aktyvuma [14].

1.1.2. Hidrazono dariniy antioksidacinis aktyvumas

Oksidacinis stresas, kurj sukelia reaktyviojo deguonies ir azoto riiSiy susidarymas, yra laikomas
pagrindiniu daugelio Siuolaikiniy ligy, jskaitant diabeta, Sirdies ir kraujagysliy ligas, vézj, virusine
infekcijg ir jvairius virSkinimo sutrikimus, priezastimi [15]. Antioksidantai dalyvauja organizmo
gynybos mechanizme nuo patologijy, susijusiy su laisvyjy radikaly ataka, sulétindami arba visiskai
slopindami reaktyviyjy radikaly sukeliamus oksidacijos procesus. D¢l Sios priezasties hidrazono
dariniai yra dar viena reikSminga vaisty ir farmacinés chemijos pramonés sritis. Nustatyta, kad
hidrazono junginiy biologinis aktyvumas yra susijes su aktyviu azometino -NH-N=CH-farmakoforu
[16] ir Sie junginiai kartu su jvairiais heterocikliniais junginiais pasiZymi jvairiu biologiniu aktyvumu,
jskaitant prieSvézinj, antibakterinj, antivirusinj, antitrombocitinj [17], o taip pat ir antioksidacinj
poveikj [18].

1.1.3. Hidrazono dariniy antibakterinis aktyvumas

Tuberkuliozé yra 1étiné, infekciné ir labiausiai paplitusi liga visame pasaulyje. Ja sukelia jvairios
Mycobacterium tuberculosis padermés. Plauciai, kepenys ir kaulai yra jautriausi infekcijai. Todél
mokslininkai susintetino hidrazono darinius, kurie pasizymi geru antituberkulioziniu poveikiu [19].
Kai kurie hidrazonai, kurie buvo susintetinti ir i$tirti dél jy antituberkuliozinio aktyvumo pries jvairias
mikobakterijy tuberkuliozés padermes, buvo pripazinti tinkamais gydyti tuberkuliozei. Tai apémé
darinius, tokius kaip izoniazido kilmés hidrazonai, izonikotinoilhidrazony, piridilmetilenamino
dariniai.

Teigiama, kad daugelis hidrazido-hidrazono dariniy turi geras antibakterines ir priesgrybelines
savybes [20]. Elektrony turintys azoto heterocikliniai junginiai yra reik§mingi jvairioje biologinéje
veikloje. Buvo istirta, kad indolai slopina keleta rasiy grybeliy [21].

Pasaulyje labai staigiai iSaugo bakterijy atsparumo prie§ antibiotikus rodikliai. Atsiranda naujy
atsparumo mechanizmy, dél kuriy sunku gydyti infekcines ligas. Siekdami suvaldyti Sig pasauling
problema, vyriausybé imasi biitiny atsargumo priemoniy ir remia naujy antimikrobiniy vaisty kiirimo
tyrimus [22]. Atsirandantis bakterijy atsparumas sukelia placiai paplitusig jvairiy infekcijy gydymo
problemg. Tod¢l antimikrobiniy medziagy paieSka yra nesibaigianti uzduotis. Gerai Zinoma, kad
hidrazono grupé vaidina svarby vaidmenj antimikrobingje ir antibakterinéje veikloje [20]. Todél
siomis dienomis buvo sukurta nemazai hidrazono dariniy, kuriy antibakterinis aktyvumas yra
vertinamas, siekiant iSgauti geriausiomis savybémis pasizymintj junginj. [23]. Wang‘as ir Kiti [24]
susintetino hidrazono darinius, pasizymin¢ius dideliu antibakteriniu aktyvumu ir poveikiu pries
jvairias bakterijy padermes [25]. Verta paminéti, kad hidrazido-hidrazono dalis taip pat yra
antimikrobinio aktyvumo vaisty, tokiy kaip nitrofurazonas, furazolidonas ar nitrofurantoinas,
chemingje strukttiroje [26].

1.2. Antioksidantai naudojami pramonéje

Pastaruoju metu jvairiy discipling mokslininkai placiai tiria naujus natiralius arba susintetintus
junginius, kaip galimus antioksidantus, galinius apsaugoti lasteles nuo oksidacinio streso arba jj
sumazinti [27].
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Askorbo ragstis yra vitaminas C, kuris augaluose gali susidaryti keliais budais. Si riigtis pasizymi
stipriomis redukuojanciomis savybémis ir gali buti laikoma pagrindiniu [28]. Askorbo rugsciai (Zr.
1.4 pav.) budinga stipriai oksiduotis pasalinant i§ aplinkos deguonj. Be to, askorbo riigstis gali
reaguoti su laisvaisiais radikalais, sustabdydama grandinines reakcijas, kurios gali sukelti pavojinga
poveikj organizmams, pvz., burnos ertmés, virskinimo sistemos ir kitas patologijas. Tai leidzia
iSlaikyti stabilius kitus svarbius elementus, tokius kaip vitaminas A, E, folio rugstis ir tiaminas
organizme [29].

1.4 pav. Askorbo rugsties cheminé struktiira

Butilintas hidroksitoluenas (BHT) (zr. 1.5 pav.) yra dazniausiai naudojamas sintetinis antioksidantas
ir pripazintas kaip saugiu naudoti maisto produktuose, kuriuose yra riebaly, taip pat naudojamas ir
vaisty, naftos produkty, gumos, naftos pramonése. Siekdami paspartinti antioksidanty atradimo
procesa, mokslininkai sukiiré ir susintetino BHT darinj, skirtg pagerinti jo antioksidacines savybes,
turinias platy antioksidacinj veikimo spektra, Zymiai padidinant radikaly Salinimo gebéjima ir kitas
fizines savybes. Taciau antioksidacinio aktyvumo nepakanka, kad jie bty naudojami maisto ir kitose
pramongés Sakose kaip tiesioginiai ar netiesioginiai priedai. Renkantis antioksidantus reikia atsizvelgti
1 tam tikrus veiksnius, tokius kaip efektyvi koncentracija, terminis stabilumas ir sinergizmas.
Moksliniuose straipsniuose teigiama, kad kai kurie antioksidantai gali turéti neigiama poveik]
sveikatai. Dél Sios prieZasties sintetiniy antioksidanty saugumas yra iSbandytas ir turi biiti patvirtintas
naudoti maiste.

CHa
HsC. 3 oH CH;

HsC CHs

CH;

1.5 pav. BHT (Butilintas hidroksitoluenas) cheminé strukttira

BHT yra balta, kristaliné, kieta, turinti mazg molekuling mase¢, medziaga. Ji tinka terminiam
apdorojimui, taciau néra pakankamai stabilus. Kadangi BHT yra pla¢iai naudojamas kaip maisto
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konservantas, BHT biocheminés savybés buvo placiai istirtos. Tyrimai rodo, jog didelés BHT
koncentracijos sukelia centrilobuling nekrozg, padidina transaminaziy aktyvuma serume ir
hemoragija kepenyse. Taip pat nustatyta, kad BHT padidina ziurkiy ir ka¢iy hepatocity mitozinj
aktyvuma kaip hepatokarcinogenezés skatintoja. Po dviejy karty tyrimo su ziurkémis BHT buvo
apibudintas kaip galimas ziurkiy kepeny kancerogenas [30].

Melatoninas (zr. 1.6 pav.) yra endogeninis hormonas, gaunamas i$ triptofano, kuris pagrinde issiskiria
1§ kankorézinés liaukos. Melatoninas reguliuoja daugelj biologiniy funkcijy, tokiy kaip miegas,
imunitetas ir reprodukcija. Melatoninas turi laisvyjy radikaly Salinimo, prieSuzdegiminj ir
antioksidacinj poveik]. Jis paSalina reaktyvigsias deguonies ir azoto risis ir padidina antioksidacing
apsauga, todél apsaugo nuo audiniy pazeidimo. Melatoninas apsaugo nuo degeneraciniy centrinés
nervy sistemos pokyc¢iy Alzheimerio ir Parkinsono ligos, sumazina laisvyjy radikaly Zala DNR, kuri
gali sukelti vézj. Dél Sios prieZasties, melatoninas turi teigiamg poveikj organizmui [31].

NH CH3
a

NH

O

1.6 pav. Melatonino cheminé strukttira

Buvo istirtas melatonino vaidmuo augaluose, naudojant in vitro augaly audiniy kultiiros metodus.
Melatoninas gali imituoti ir modifikuoti auksino ir citokinino santykj audiniuose, esanciuose in vitro
sistemose [32].

1.3. Brokoliy biologinis aktyvumas

Brokoliuose (lot. Brassica oleracea) yra daug sveikatai naudingy junginiy, tokiy kaip vitaminai,
gliukozinolatai, fenoliniai junginiai ir su maistu biitini mineralai; taigi, tai yra naudinga sveikatai, o
ne tik pagrindiné mityba, o brokoliy vartojimas ilgainiui didéja [33]. Brokoliai (zr. 1.7 pav.), kaip
manoma, yra kile 18 rytinés VidurZemio jiiros regiono.
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1.7 pav. Brokolis (lot. Brassica oleracea) [34]

Siais laikais vartojami visame pasaulyje ir yra labai vertinami ne tik dél savo skonio, bet taip pat dél
kai kuriy antioksidaciniy savybiy, kurios daugiausia buvo priskiriamos gliukozinolatams ir jy skilimo
produktams bei fenoliniams junginiams [35]. Todél kai kuriy i§ brokoliy sveikatg stiprinanciy
junginiy jtraukimas tiesiai j farmacinius ar kitus maisto produktus yra saugus ir veiksmingas buidas
apsisaugoti nuo pastaruoju metu labiausiai paplitusiy ligy [36]. Kaip matyti i$ paveikslo (zr. 1.8 pav.),
brokoliuose yra randami jvairiausi junginiai, kurie jiems suteikia antioksidaciniy, antibakteriniy
savybiy. Brokoliai yra zinomi kaip viena maistingiausiy darzoviy, nes juose yra visy reikalingy
medziagy, t. y. vitaminy, mineraly, antriniy metabolity ir skaiduly, turin¢iy i$skirting nauda sveikatai.
Sieros dariniy, turin¢iy gliukozinolaty ir izotiocianaty skilimo produktai yra aktyviis prie§véziniy
savybiy agentai. Vaistines brokoliy savybes lemia Sie biologiSkai aktyviis junginiai, skatinantys
ivairias funkcijas, jskaitant antioksidanty veikima, fermenty reguliavima ir apoptozés bei lasteliy
ciklo kontrole.

Brokoliuose yra daug vitaminy, antioksidanty ir antikancerogeniniy junginiy, todé¢l jie apibiidinami
kaip didelés maistinés vertés darzovés. Brokoliuose taip pat yra svarbiy biologiskai aktyviy junginiy,
tokiy kaip polifenoliai, flavonoidai, karotenoidai, sulforafanas, gliukozinolatai ir daugelis kity. Jame
yra vitaminy A, B6, B12, C, D, E, K, tiamino, riboflavino, niacino, folio rigsties ir nedidelio kiekio

Gliukozinolatai ir jiems
giminingi junginiai ﬁ ﬂ Fenoliniai junginiai

Vitaminaj <¢am—— ) Lipidai

Baltymai, peptidai ir

s S \ Esminiai elementai ir
aminorigstys  w_J/ ) Kiti junginiai

1.8 pav. Junginiai esantys brokoliuose (lot. Brassica oleracea)
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pantoteno rugsties, cholino ir betaino. Jame taip pat yra kalcio, kalio, natrio, fosforo ir nedideli kiekiai
cinko, seleno, gelezies, magnio ir mangano [37].

Brokoliy biologines savybes lemia bioaktyviis junginiai, kurie sukelia jvairius fiziologinius atsakus,
iskaitant antioksidanty veikima, fermenty reguliavima bei lasteliy ciklo kontrole. Tikétinas biologinis
poveikis yra dél fenoliniy junginiy, vitaminy, gliukozinaty ir jy medziagy apykaitos produkty
cheminés struktiiros [38].

Tyrimai rodo, kad dieta, kurioje gausu kryzmaziedziy Seimos darzoviy, padeda sumazinti vézio
issivystymo rizika. Sios Seimos brokoliai pasizymi daugybe biologiskai aktyviy medZiagy,
stiprinanciy sveikatg. I§ §iy bioaktyviy junginiy ypatingo démesio nusipelno gliukozinolatai, fenoliali,
vitaminai C, B1, E ir selenas. Suvartojus 150 g brokoliy per dieng, patenkinamas suaugusio Zmogaus
vitaminy E, A, B1 ir C poreikis, sustipré¢ja imuniné¢ sistema. IS brokoliy iSskirtos bioaktyvios
medziagos gali neutralizuoti kancerogenus, kol jie nepazeidzia DNR ir transformuoja Igsteles [39].

Kryzmaziedziy darzovése, Siuo atveju brokoliuose, yra daug skaiduly, mazai kalorijy, jose gausu
vitaminy ir mineraly, kurie naudingi normalioms Zmogaus fiziologinéms funkcijoms, 0 kasdienis
brokoliy vartojimas taip pat gali sumazinti daugelio ligy vystymasi (zr. 1.9 pav.) [40].

Svorio kontrolé

Virgkinimo sistemos
gerinimas

Sirdies veiklos
gerinimas

¢ Priesuzdegiminés
savybés
Priesvézineés
savybés

Osteoporozeés
kontroliavimas

Antimikrobinés
savybés

1.9 pav. Brokoliy nauda zmogaus mitybai ir sveikatai

Brokoliai yra geras maistiniy skaiduly Saltinis, kuris padeda virSkinti, skatina sotumo jausmg ir
prisideda prie sveikos virSkinimo sistemos ir Sirdies veiklos [41]. Tai gali padéti sumazinti
cholesterolio kiekj, palaikyti sveika kraujosptdj ir pagerinti Sirdies ir kraujagysliy veiklg. [42].
Svarbu paminéti, jog brokoliai turi daug naudos sveikatai dél savo turtingo maistiniy medziagy kiekio
[40].
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1.3.1. Brokoliy antioksidacinis aktyvumas

Uzdegimas yra nattralus imuninés sistemos atsakas, apsaugantis organizma nuo traumy, infekcijy ar
kity kenksmingy dirgikliy. Taciau létinis uzdegimas gali pakenkti sveikatai ir prisidéti prie jvairiy
ligy, tokiy kaip Sirdies ligos, artritas ir tam tikros vézio ruSys. Ivairios darzovés gali sumazinti
uzdegima, nes juose yra daug fitocheminiy medziagy, antioksidanty ir kity biologiSkai aktyviy
junginiy. Brokoliuose esantys antioksidantai gali neutralizuoti laisvuosius radikalus ir apsaugoti
Zmogaus organizmg nuo oksidacinio streso, kuris yra pagrindinis kai kuriy vézio rasiy ir Sirdies ligy
priezastis [43]. Tyrimai rodo, kad sulforafanas (zr. 1.10 pav.), esantis brokoliuose, gali padéti
sumazinti uzdegima, nes slopina tam tikry fermenty, skatinan¢iy uzdegima organizme, aktyvuma
[44]. Taip pat nustatyta, kad jis skatina antioksidaciniy fermenty, apsauganciy lgsteles nuo su
uzdegimu susijusiy pazeidimy, gamybg [45].

NN

CH;

1.10 pav. Sulforafano cheminé struktiira

Kadangi brokoliuose yra gausu sulforafano — sieros turin¢io junginio, jo prie§vézinés savybés buvo
placiai iStirtos. Nustatyta, kad sulforafanas gali slopinti vézio lgsteliy augimg ir sukelti apoptoze
sergant jvairiy tipy véziu, jskaitant kriities, prostatos, plauéiy ir tiesiosios zarnos vézj. Tyrimai rodo,
kad sulforafanas turi terapinj poveikj ir veikia jvairiais mechanizmais, pavyzdziui, detoksikuodamas
kancerogenus ir oksidantus, blokuodamas I fazés metabolinius fermentus ir sustabdydamas lgsteliy
ciklg G2 ir G1 fazése tam, kad slopinty lgsteliy dalijimasi ir dauginimasi [46].

Pastaruoju metu brokoliy daigai susilauké daug démesio, nes jy biologiSkai aktyvios sudedamosios
dalys Siek tiek skiriasi nuo subrendusiy brokoliy ir, kaip iStirta, yra net veiksmingesnés uz brokolius
reaktyviyjy deguonies rasiy sukeliamy ligy prevencijai [47]. Brokoliy daigy daiginimas ir vartojimas
nuolatos auga. Nors yra daug straipsniy apie visiSkai i§sivysc¢iusiy brokoliy antioksidacinj aktyvuma,
Siomis dienomis Yyra labai mazai informacijos apie brokoliy daigy antioksidacinj aktyvuma. Be to, kol
kas néra daug informacijos apie brokoliy daigy lakiyjy junginiy antioksidacinj aktyvuma. Ankstesni
brokoliy tyrimai parodé, kad juose yra antioksidanty, jskaitant karotinoidus, a-tokoferolius, askorbo
rigstj ir fenolinius junginius. Zinoma, kad $ie antioksidantai sugeria reaktyvigsias deguonies riiis ir
apsaugo lasteles nuo oksidacinio pavojaus [48]. Be to, buvo nustatyta, kad brokoliai turi stipresniy
antioksidaciniy savybiy nei darzovés, pavyzdziui, zirniai, paprika, burokéliai arba salotos [49].

Brokoliai savo sudétyje turi daugybe fitocheminiy medziagy, tokiy kaip gliukozinolatai ir fenoliniai
junginiai, taip pat gausy vitaminy ir mineraly kiekj. Sios medziagos suteikia stipry antioksidacinj
poveikj. Taigi brokoliy jtraukimas j kasdiene mitybg sumaZzina polinkj susirgti véZiu. Daugybé tyrimy
nurodé brokoliy, kaip chemoprevencinio Zalio maisto, svarbg mityboje dél sulforafano, izotiocianato,
gliukozinolaty pirmtaky, vadinamy gliukorafaninu, susidaranciy hidrolizés reakcijos metu [50].
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1.3.2. Brokoliuose esan¢iy gliukozinolaty biologinis aktyvumas

Gliukozinolatai yra sieros turin¢iy junginiy grupé, randama kryzmaziedése darzovése, tokiose kaip
brokoliai. Sie junginiai yra atsakingi uz $iy dar’oviy aromata. Gliukozinolatai yra antriniai
metabolitai, kurie veikia kaip augalo apsauga [51]. Gliukozinolatai taip pat yra vandenyje tirpis,
anijoniniai, nelaktis ir kar$¢iui stabiliis junginiai, kurie yra aptinkami augaly Iastelés vakuoléje.
Gliukozinolatai priskiriami S-glikozidams, nes jie susidaro redukuojantis cukrui ir sierai molekuléje.
Gliukozés molekulé, esanti gliukozinolatuose suteikia junginiui hidrofilines savybes [52].

IS brokoliuose esanciy gliukozinolaty ypatingas démesys turéty biiti skiriamas gliukorafaninui (zr.
1.11 pav.), kuris yra viena svarbiausiy nattiraliy medziagy, pasizyminéiy antikancerogeninémis
savybémis. Vienas i§ gliukozinolato skilimo produkty yra indolil-3-karbinolis, kuris reaguoja su
askorbo riigStimi ir gamina askorbinogena; Sis junginys taip pat turi antioksidacinj aktyvuma [53].

Brokoliuose taip pat yra keletas mikroelementy, reikalingy tinkamam Zmogaus ktino funkcionavimui.
Selenas yra vienas i§ labiausiai pastebimy mikroelementy, kuris apsaugo nuo Sirdies ir kraujagysliy
ligy bei véZio. Seleno vartojimas gerina imuniteta ir apsaugo nuo nuosédy susikaupimo arterijose.
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1.11 pav. Gliukofaranino cheminé struktiira

Selenocisteino formoje jis taip pat apsaugo nuo oksidacinio lagsteliy paZeidimo padidindamas
fermenty, tokiy kaip glutationo peroksidaze, aktyvuma. Taip pat praneSama, kad brokoliuose esanti
gelezis apsaugo nuo anemijos nés¢ioms moterims ir kriitimi maitinan¢ioms motinoms. Dél didelio
kalcio kiekio brokoliuose jie yra puikus maistas Zmonéms, linkusiems j osteoporoze. Nedideli kiekiai
kalio, fosforo, cinko, mangano ir magnio taip pat atlieka svarby vaidmen;j kaip fermenty kofaktoriai
ir reguliuoja tarplgstelinj rysj [54].

1.3.3. Brokoliuose esanc¢iy vitaminy biologinis aktyvumas

Brokoliai yra gausus antioksidanty Saltinis, jskaitant vitaminus C, K ir A. Jame taip pat yra keletas
svarbiy mineraly, jskaitant kalj, kalcj ir gelezj. Sie antioksidantai padeda apsaugoti organizma nuo
oksidacinio streso ir maZina uzdegima.

Brokoliai yra puikus vitamino C $altinis, kuris yra labai stiprus antioksidantas. Vitaminas C pasalina
laisvuosius radikalus ir padeda organizme regeneruoti Kitus antioksidantus, tokius kaip vitaminas E
[55]. Didelis vitamino C kiekis stiprina imuning sistemg ir skatina kolageno gamyba, Zaizdy gijima
ir gelezies pasisavinimg [56]. Kadangi brokoliai yra sukaupe didelius kiekius kalcio, tai padeda
palaikyti stiprius kaulus ir osteoporozés profilaktikai [57]. Vitaminas C ne tik apsaugo nuo
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aterosklerozés, bet ir prisideda prie adrenalino ir endogeninio serotonino susidarymo. Jis veikia
lasteliy gynybos procesuose, kaip jau minéta, palengvina gelezies pasisavinimg zarnyne ir pasalina
toksiskus sunkiuosius metalus (tokius kaip kadmis, nikelis ir §vinas), su kuriais gali susijungti [29].

Jame taip pat yra vitamino K, kuris yra bitinas kauly sveikatai. Didelis vitamino A ir kity
antioksidanty kiekis brokoliuose palaiko akiy sveikatg ir gali padéti iSvengti su amziumi susijusios
geltonosios démés degeneracijos ir kataraktos [56].

1.4. Literatiiros apZvalgos apibendrinimas

Bioaktyvieji junginiai sulaukia didelio démesio dél savo plataus panaudojimo ir antioksidacinio bei
antibakterinio aktyvumo. Keletas tyrimy parodé, kad bioaktyvieji junginiai gali padidinti
chemoterapijos veiksminguma, o kai kuriais atvejais palengvinti kai kuriuos chemoterapiniy vaisty
Salutinius poveikius. Hidrazidy klasés biologiskai aktyvieji junginiai pasizymi jvairiu aktyvumu kaip
pvz.. antibakteriniu, priesgrybeliniu, prieSvéziniu, prieSuzdegiminiu, antivirusiniu poveikiu ir t. t.
[57].

Augant paklausai ir pleCiantis pramonés sektoriams norima sukurti vis veiksmingesnius produktus,
kurie pasizyméty sterilumu ir aukStu antioksidaciniu ir antibakteriniu aktyvumu. D¢l Sios priezasties,
analizés metu buvo nustatomas susintetinty hidrazidy klasés junginiy biologinis aktyvumas, o véliau
Jju itaka brokoliy MS in vitro terpiy antriniy metabolity susidarymui.
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2. Tiriamoji dalis
2.1. Tyrimo planavimas ir tyrimy objektas

Atlikus i§samig literatiiros analize, tyrimo objektais buvo parinkti susintetinti hidrazonai (zr. 2.1, 2.2,
2.3, 2.4, 2.5, 2.6, 2.7, 2.8 pav). Junginiai buvo susintetinti Organinés chemijos katedroje m. d.
Ingridos Tumosienés.

/CH3
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f
N/NH\”/\/N\/\‘(NH\N )
Ng © o

2.1 pav. 3,3’-((4-Metoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas) (1 junginys)

@)

) /\/\/M\(

AN

2.2 pav. 3,3’-((4-Etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas) (2 junginys)

CHj,

ST

2.3 pav. 3,3’-(p-Tolilazanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas) (3 junginys)
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Samarse

2.4 pav. 3,3’-(Fenilazandiil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas) (4 junginys)

2.5 pav. 3,3’-(Fenilazandiil)bis(N’-(4-nitrobenziliden)propano hidrazidas) (5 junginys)

CHs

2.6 pav. 3,3’-(p-Tolilazandiil)bis(N’-(4-nitrobenziliden)propano hidrazidas) (6 junginys)
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2.7 pav. 3,3’-((4-Metoksifenil)azanediil)bis(N’-(4-nitrobenziliden)propano hidrazidas) (7 junginys)
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2.8 pav. 3,3’-((4-Etoksifenil)azanediil)bis(N’-(4-nitrobenziliden)propano hidrazidas) (8 junginys)

Norint i$tirti biologiskai aktyviyjy junginiy antioksidacinj ir antibakterinj poveikj augalams in vitro
buvo naudotos brokoliy séklos. Tyrimai buvo atliekami Kauno technologijos universitete, Cheminés
technologijos fakultete, Biotechnologijos laboratorijoje.

2.1.1. Darbo priemonés ir prietaisai, naudoti tyrimams atlikti
Darbo priemonés ir prietaisai, kurie buvo naudojami tyrimams (zr. 2.1 lentelé).

2.1 lentelé. Naudotos priemonés ir jrankiai

Nr. Laboratorijoje naudotos priemonés

1. Svarstyklés SHIMADZU ATX84;

2. Automatinés pipetés Eppendorf;

3. Autoklavas Certoclav;

4, Karsto vandens vonelé Memmert;

5. Horizontalaus srauto laminaras 1) Telstar BV — 100; 2) Holten Laminair;
6. Spektrofotometras SUIMADZU UV — 1280;

7. Centrifuga 1) Hettich universal 320R; 2) Medlab mini centrifuga;

8. Purtyklé VELP Scientifica;

9. Termostatas Binder;

10. pH — metras winLAB;

11. Termostatuojamas kratytuvas Environmental shaker-incubator ES-20;

2.1.2. Tyrimo metu naudoti reagentai
SaraSas nurodo kokie reagentai buvo naudoti analiziy metu:

1) Acetato buferis (pH 3,6);

2) FeSO47 H20;
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3) TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas) istirpintas 40 mmol/L HCI,
4) FeCls x 6H20;

5) ABTS - 2,2’-azino-bis-(3-etilbenztiazolino-6-sulfonriigsties) radikalas;
6) Fosfatinis buferis (pH 7,4);
7) FeCls;

8) Ka[Fe(CN)e];

9) Trichloracto ragstis;

10) Ciprofloksacinas;

11) Nikotino ragstis;

12) NHsNOs3;

13) KNO3;

14) CaClz-2H20;

15) MgSOs4-7H20;

16) KH2POy;

17) KI;

18) H3BO3;

19) MnSOs - 4 H20;

20) ZnSOg4 - 7TH20;

21) NazMoOg - 2H20;

22) CuSOq - 5H20;

23) CoClz - 6H20;

24) FeSO4 - TH20;

25) Na;EDTA - 2H.0;

26) Mioinozitolis;

27) Piridoksinas — HCI,

28) Tiaminas — HCI,;

29) Glicinas;

30) Sacharozé;



31) Agar — agaras;
32) CzHsOH;
33) HgCly;
34) NaCl;
35) Triptonas;
36) L-prolinas;
37) Metanolis;
38) Natrio tetraclorpaladatas;
39) K/Na fosfatinis buferis;
40) Ditiotritolis (DTT);
41) Fenilmetilsufonilfluoridas (PMSF);
42) DMSO;
43) Polivinilpirolidonas;
44) Tris-HCI buferis
45) L-metioninas;
46) Nitromélynasis tetrazolis;
47) Tritonas X- 100;
48) Riboflavinas.
2.2. Medziagos ir tyrimy metodai

2.2.1. Junginiy antioksidacinis aktyvumas pagal FRAP metoda, naudojant 2,4,6-tripiridil-s-
triazing

Junginiai 20 mM buvo istirpinti dimetilsulfokside.

Tyrimui buvo ruoSiami tolimesni reagentai: 300 mM acetato buferis (pH=3,6) ir 10 mmol TPTZ
(2,4,6-tripiridil-s-triazinas) yra istirpinami 40 mmol/L HCI, FeClz x 6H20 (20 mmol/L). FRAP
reagentas ruoSiamas su 25 ml 300 mM acetato buferiu, 2,5 ml 10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-
triazino) ir 2,5 ml FeClz x 6H20 (20 mmol/L).

Bandiniai: 50 pL méginio yra sumaisoma su 3 ml FRAP reagentu.

Tuscias bandinys: 50 uL DMSO ir 1,5 ml FRAP reagento.

Reakcijos miSinys matuojamas 593 nm bangos ilgyje spektrofotometriskai.
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RuoSiama Kkalibraciné kreivé: FeSO4 x 7 H20 (5, 10, 15, 20; 25 umol/L). ReikSmé apskai¢iuojama
pagal kalibracing kreive pumol/L Fe(I1)/L. Tus¢ias kalibracinés kreivés méginys —3 ml FRAP ir 7 ml
H20.

2.2.2. Junginiy antioksidacinio aktyvumo nustatymas 2,2’-azinobis (3-etil-benzotiazolino-6-
sulfonrugsties) radikalo slopinimo metodu

Pirmiausia iSmatuojama ABTS tirpalo Sviesos sugertis 734 nm, kurio Sviesos sugertis turi biiti 1,0-
1,5 intervale.

I § 0,5 ml ekstraktg jpilama 1,7 ml fosfato buferio (20 mM) ir 0,3 ml praskiesto ABTS tirpalo.
Nustatoma junginiy ABTS Sviesos sugertis 734 nm bangos ilgyje.

Tus¢ias bandinys buvo fosfatinis buferis (20 mM).
ABTS radikalo slopinimas (%) = ABA;AA - 100 %; (2.1)
B

¢ia Ag — praskiesto ABTS tirpalo $viesos sugerties dydis;
Ana — tiriamojo junginio $viesos sugerties dydis.
2.2.3. Junginiy redukciniy (antioksidaciniy savybiy) nustatymas

Paruosiami biologiskai aktyviy junginiy tirpalai (20 mM). ] 0,5 ml méginius, supilama 1,25 ml 0,2 M
fosfatinio buferio bei 1,25 ml 1% Ks[Fe(CN)s]. Sie yra sumai$oma ir inkubuojama 50 °C
temperatiiroje 20 min. Po to pridedama 1,25 ml 10 % trichloracto ragsties ir sumaisoma. Jeigu
mégintuvélio dugne yra nuosédy, ekstraktas dar centrifuguojama 5 min.

Nucentrifuguoto tirpalo 1,25 ml sumaiSoma su 1,25 ml distiliuotu vandeniu ir 0,25 ml 0,1 % FeCla.
ISmatuojami bandiniy $viesos sugertis, kai bangos ilgis yra 700 nm. Tus$¢ias méginys: 1 ml 0,2 M
fosfatinio buferio ir 1,0 ml 1% Ks[Fe(CN)e]. Kuo didesné Sviesos sugertis, tuo didesnés redukcines
savybes.

2.2.4. Biologiskai aktyviyjuy junginiy aktyvumo nustatymas agaro difuziniu metodu

Ant LB terpés Petri 1ékstelése uzpiltos E.coli ir B.subtilis bakterijy suspensijos 50 ul. Sudedami sesi
popieriniai diskai, ant kuriy buvo uzpilti 50 ul antibiotiko ir biologiskai aktyviyjy junginiy tirpalai.
Paruostos Petri 1ékstelés patalpinamos j termostatg, kuriame yra palaikoma 37 °C temperatiira,
tinkama bakterijy kolonijoms augti. Po vienos dienos yra stebimas bakterijy augimo pakitimas esant
antibiotiko ir biologiskai aktyviyjy junginiy jtakai.
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‘Slopinimo zona

Mikroorganizmy
augimas

2.9 pav. Tiriamyjy biologiskai aktyviyjy junginiy antibakterinio aktyvumo nustatymas agaro difuziniu
metodu

2.2.5. Brokoliy auginimas in vitro su biologiskai aktyviaisiais junginiais
Darbo eiga:

1) Paruos$iama maitinamoji brokoliy terpé:
Murashige — Skoog (MS);

o MS;

e MS + 2 junginys (20 mM);

e MS + 4 junginys (20 mM);.

2) Atliekamas brokoliy sékly iSsterilinimas
3) Séklos yra sudaiginamos in vitro sistemoje.

2.2.6. Brokoliy sékly sterilinimas

Brokoliy séklos sterilinamos 70 % CoHsOH — 5 min, 1,5 % 10 % HgClz — 10 min ir 3 kartus steriliu
distiliuotu vandeniu. Sékly sodinimas j Petri 1éksteles vykdomas laminare. Véliau laminare yra
sterilinamas ultravioletiniais spinduliais bei etanoliu (70 %).

2.2.7. Maitinamosios terpés paruosimas brokoliams daiginti

Murashige & Skoog (MS) terpé yra placiausiai naudojama maitinamoji terpé augaly kultiroms
auginti. Svarbus $ios terpés iSskirtinumas yra didelés nitraty, kalio ir amonio jony koncentracijos (Zr.
2.2 lentele).

2.2 lentelé Maitinamosios Murashige & Skoog (MS) terpés sudétis

Reagentai Koncentracija tirpale mg/L Koncentracija terpéje mg/L
Makroelementai °
NHsNOs 33000 1650
KNO3 38000 1900
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CaClz 2H:0 8800 440
MgSOs-7 H20 7400 370
KH2PO4 3400 170
Mikroelementai®
Kl 166 0,83
H3BO3 1240 6,2
MnSO4-4H,0 4460 22,3
ZnS04-7 H0 1720 8,6
Na;Mo00,-2 H,0 50 0,25
CuS04-5 H20 5 0,025
CoCl; -6H20 5 0,025
Gelezies Saltinis®
FeSQO4-7H-0 5560 27,8
Na;EDTA -2H,0 7460 37,3
Organiniai priedai®
Mioinozitolis 20000 100
Nikotino riigstis 100 0,5
Piridoksinas-HCI 100 0,5
Tiaminas-HCI 100 0,5
Glicinas 400 2
Sacharozé 30000
Agar-agaras 5

b - 50 ml tirpalo pilama j terpe;
¢ — 5 ml tirpalo pilama j terpe;
2.2.8. Augaly daigumo ir biomasés jvertinimas

Buvo daigintos brokoliy séklos MS terpéje ir terpése su atrinktais bioaktyviaisiais junginiais. Po 14
dieny buvo nustatytas brokoliy daigumas, jy biomase, daigy ilgis. Borokoliy biomasé¢ buvo
sudziovinta ir naudota tolimesniems tyrimams.

2.2.9. Augaly antioksidacinis aktyvumas pagal FRAP metoda, naudojant 2,4,6-tripiridil-s-
triazing

Isdziovinti brokoliai yra pasveriami ir 0,1 g yra uzpilama 5 ml metanoliu ir 0,5 val Sildoma karsto
vandens voneléje 45 °C. Ekstraktas centrifuguojamas 10 min 9000 aps/min ir naudojamas tyrimams.

Tolimesnis tyrimas yra atliekamas pagal 2.2.1 poskyrj.

2.2.10. Augaly ekstrakte esan¢iy bioaktyviyjy junginiy antioksidacinio aktyvumo jvertinimas
ABTS metodu

Isdziovinta augaliné brokoliy medziaga pasveriama 0,1 g ir ekstrahuojama metanolyje 5 ml 45 °C,
0,5 val. Ekstraktas centrifuguojamas 10 min ir naudojamas tyrimams.

Tolimesnis tyrimas yra atliekamas pagal 2.2.2 poskyrj.
2.2.11. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy nustatymas augaly ekstraktuose

Isdziovinti brokoliai pasveriami 0,1 g ir ekstrahuojama metanolyje 5 ml 45 °C 0,5 val. Ekstraktas
centrifuguojamas 10 min 9000 aps/min ir naudojamas tyrimams.
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Tolimesnis tyrimas atliekamas pagal 2.2.3 poskyr;j.
2.2.12. Antibakterinis jvertinimas augaly ekstraktuose turin¢iuose bioaktyviyjy junginiy

Ant LB terpés Petri 1ékstelése buvo uzpiltos B.subtilis, E.coli bakterijy suspensijos 50 ul ir uzdéti 6
popierinj diskai (zr. 2.3 pav.), kurie buvo padengti 50 ul antibiotiku, brokoliy ekstraktais. Petri
1ékstelés patalpintos j termostatg, kuriame palaikoma 37 °C temperattira. Po vienos paros yra stebimas
bakterijy augimas bei antibiotiky, brokoliy ekstrakty antibakterinis poveikis.

2.2.13. Augaly ekstrakty antioksidacinis aktyvumas DPPH metodu

Sudziovintos brokoliy zaliava yra pasveriama 0,2 g ir uzpilama 2 ml metanolio. Ekstraktas yra
homogenizuojamas 10 min. Véliau homogenatas buvo nucentrifuguotas 9000 aps/min 10 minuciy.

Tiriamajam tirpalui paruosti | mégintuvélj buvo jpilama 0,077 ml paruosto ekstrakto ir 3 ml DPPH
tirpalo. Mégintuvélyje esamas turinys homogenizuojamas ir po 15 min palaikymo tamsoje,
matuojama tirpalo $viesos sugertis 515 nm.

Palyginamasis tirpalas: j mégintuvélj jpilama 0,077 ml metanolio ir 3 ml DPPH tirpalo.

Etaloninis DPPH tirpalas ruoSiamas: 0,0024 g DPPH radikalo istirpinant metanolyje 100 ml talpos
matavimo kolboje.

DPPH radikalo slopinimas (%) = ABA%AA - 100 %; (2.2)
B

¢ia Ag — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis.
Ana — tiriamojo tirpalo $viesos sugerties dydis.
2.2.14. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos jvertinimas augaly ekstraktuose

Augalinés brokolio medZziagos 0,5 g yra susmulkinama griistuvéliu. Tuomet j mégintuvélj sudedama
sutrinta zaliava ir jpilama 5 ml 96 % C;HsOH, viskas susmulkinama iki vientisos masés ir
nucentrifuguojama. Gauto ekstrakto tliris iSmatuojamas cilindru. Toliau yra iSmatuojami
supernatantai spektrofotometru, kai chlorofilo a bangos ilgis yra 662 nm, chlorofilo b bangos ilgis
yra 644 nm ir karotinoidy bangos ilgis yra 441 nm.

Pigmenty chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos apskai¢iuojama pagal Sias formules:

Chlorofilo a koncentracija (mg IY): Ca= 9,784:Des2— 0,99-Deas; (2.3)
Chlorofilo b koncentracija (mg I): Co= 21,426:Deas- 4,65-Des2; (2.4)
Ca+Cpb= 5,134-De2 + 20,436:Deas; (2.5)
Karotinoidy koncentracija (mg I™Y) Ckarotinoidai= 4,695-Das1 — 0,268:-(Ca+Cp); (2.6)

Pigmenty koncentracija mg/100g apskai¢iuojama pagal (2.7) formule:

__ CVV,-100,
n-V;-1000"’

(2.7)

¢ia C — pigmenty koncentracija mg/l;
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V — pradinis ekstrakto tiris ml;
V1 — pradinis ekstrakto tiiris, ml, paimtas praskiedimui;
V7 — praskiesto ekstrakto ttiris, ml;
n —augaliné mase¢, g.
2.2.15. L-prolino koncentracijos nustatymas augaly ekstraktuose

0,1 g brokoliy augalinés zaliavos susmulkinama mégintuvélyje ir uzpilama 4 ml distiliuotu vandeniu.
Bandinys 3 min kaitinamas 95 °C ir atvésinamas. Kaitinimo procesas kartojamas du kartus. Gautas
ekstraktas centrifuguojamas 10 min 9000 aps/min tuomet nupilamas ] kita mégintuvélj ir
praskiedziamas iki 6 ml.

Paimamas kitas mégintuvélis j kurj jpilama 1 ml ekstrakto, 1 ml acto rtigsties, 1 ml ninhidrininio
reagento ir visa tai kaitinama 45 min vandens voneléje 95 °C.

Kontrolinio méginio paruoSimas: Vvietoj paruosto ekstrakto naudojamas 1 ml distiliuoto vandens, 1
ml acto rugsties, 1 ml ninhidrininio reagento ir visa tai kaitinama 45 min vandens voneléje 95 °C.
Sviesos sugertis matuojama 520 nm bangos ilgyje.

Prolino koncentracija apskai¢iuojama pagal kalibracing kreive (L-prolino), kurios formulé yra:

E-k'V
C — bendras; (28)
X Voo s
paimtam

¢ia Cx — prolino koncentracija pmol/g;
E — tirpalo Sviesos sugertis;
k — L-prolino koncentracija, gauta pagal kalibracing kreive (umol);
Vbendras — bendras ekstrakto tiiris, ml;
Vpaimta — paimto ekstrakto tiiris, ml;

m — vaistinés augalinés Zaliavos kiekis, g.

L-Prolino kalibracinés kreivés paruo$imas:

Pasveriama L-prolino 0,0011 g ir iStirpinama 10 ml H20 1 mM. Ruosiama L-prolino kalibraciné
kreivé su koncentracijomis: 0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,125; 0,15; 0,175 mM.

Paimami atitinkami L-prolino kiekiai i§ pradinio tirpalo j mégintuvélius, sudarant kalibracinei kreivei:

1) ]tusCig bandinj jpilama 1 ml H.O + 1 ml acto raigsties ir 1 ml ninhidrininio reagento.
2) Pirmajam bandiniu paruosti buvo 0,025 ml L-prolino skiedziama iki 1 ml su H.O + 1 ml acto
rigsties, 1 ml ninhidrininio reagento.
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3) Antrajam bandiniu paruosti buvo 0,050 ml L-prolino skiedziama iki 1 ml su H2O + 1 ml acto
rugsties, 1 ml ninhidrininio reagento.

4) Treciajam bandiniu paruosti buvo 0,075 ml L-prolino skiedziama iki 1 ml su H20 + 1 ml acto
rugsties, 1 ml ninhidrininio reagento.

5) Ketvirtajam bandiniu paruosti buvo 0,1 ml L-prolino skiedziama iki 1 ml su H.O + 1 ml acto
rugsties, 1 ml ninhidrininio reagento.

6) Penktajam bandiniu paruosti buvo 0,125 ml L-prolino skiedZiama iki 1 ml su H2O + 1 ml acto
rugsties, 1 ml ninhidrininio reagento.

7) Sestajam bandiniu paruoiti buvo 0,15 ml L-prolino skiedziama iki 1 ml su H2O + 1 ml acto
rugsties, 1 ml ninhidrininio reagento.

8) Septintajam bandiniu paruosti buvo 0,175 ml L-prolino skiedziama iki 1 ml su H.O + 1 ml acto
rugsties, 1 ml ninhidrininio reagento.

Galiausiai mégintuvéliai kaitinami 45 min 95 °C kar$to vandens voneléje ir atSaldzius matuojama
Sviesos sugertis 520 nm bangos ilgyje.

2.2.16. Gliukozinolaty koncentracijos nustatymas augaly ekstraktuose

80 % 2 ml metanolinis ekstraktas pagaminamas su 0,1 g susmulkinty augaly sekly. Sis homogenatas
yra laikomas per naktj kambario temperataroje. Po islaikymo homogenatas nucentrifuguojamas 9000
aps/min 10 min. Véliau jis pakartotinai nucentrifuguojamas Eppendorf tipo mégintuvéliuose dar 5
min. Supernatantas (0,5-1 ml) surenkamas po centrifugavimo ir iki 2 ml praskiedziamas 80 %
metanoliu. Gliukozinolatams nustatyti yra naudojama 100 pl sio ekstrakto. | ji pridedama 0,2 ml
distiliuoto vandens ir 2 ml 2 mM natrio tetrachlorpaladato. Po inkubacijos kambario temperattroje
0,5 val, Sviesos sugertis yra matuojama 425 nm bangos ilgyje.

Tusc¢ias méginys yra paruoS$iamas taip pat tik be ekstrakto.

Bendra gliukozinolaty koncentracija (umol/g) yra apskaic¢iuojama pagal formule:

x=1,40 + 118,86 - A4, (2.9
2.2.17. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas Folino-Kiokalto metodu

IsdZiovintos augalinés medziagos 0,05 g yra suberiama j 10 ml acetono 70 % tirpalg ir maiSoma
kratytuve 20 min kambario temperatiiroje. Véliau mégintuvelis centrifuguojamas 10 min 9000
aps/min 4 "C. Po to méginys centrifuguojamas 2 min Eppendorf tipo mégintuvéliuose. Bandiniai
surenkami ir toliau naudojamas tyrimams.

Kalibracinés kreivés ruoSimas: paimama 0,0; 20; 40; 60; 80; 100, 120 pl standartinio tanino riigsties

tirpalo j mégintuvélius. Tada pridedama distiliuoto vandens, kad kiekis mégintuvéliuose bty 500 pl.
I §j tirpalg pridedama 250 pl Folino-Kiokalto reagento ir 1,25 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalo. Visa
tai sumaiSoma ir inkubuojama kambario temperatiiroje 40 min tamsoje. Galiausiai praéjus 40 min
iSmatuojama S$viesos sugertis esant 725 nm bangos ilgiui. Kalibracinés kreivés tanino ragsties
koncentracija ant X asies (2 mg/L; 4 mg/L; 6 mg/L, 8 mg/L; 10 mg/L; 12 mg/L).

Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas: i§ paruosto ekstrakto paimama 30 pl ir
praskiedziama vandeniu iki 500 pl. Toliau j bandinj pridedama 250 pul Folino-Kiokalto reagento ir
jpilama 1,25 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalo. Visa tai sumaisoma ir matuojama absorbcija tirpalo
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725 nm bangos ilgyje po 40 min laikymo tamsoje. Apskai¢iuojama bendra fenoliniy junginiy
koncentracija pagal tanino ragsties ekvivalentg (mg/100 g) pagal formule (2.10):

X = a-V-lOO; (210)

n

¢ia a — tanino ragsties koncentracija i$ kalibracinés kreivés, mg/L;
V — pradinis ekstrakto tiiris L;
n — augaliné mase, g.

2.2.18. Fermento superoksido dismutazés aktyvumo nustatymas

0,1 g augalinés sausos, dziovintos zaliavos yra susmulkinama ir vykdoma tirpiy baltymy ekstrakcija
0,066 M K/Na fosfatiniame buferyje (pH 7,4) 4 ml turyje, turin¢iame 1 mM ditiotritolio (DTT), 0,5
mM fenilmetilsufonilfluorido (PMSF), istirpinto DMSO, 1 — 3 mg polivinilpirolidono. Bandiniai
homogenizuojami kratytuve 10 min 25 °C. Véliau nucentrifuguojami 9000 aps/min 10 min ir
ekstraktai dar kartg centrifuguojami Eppendorf mégintuvéliuose.

Baltymy nustatymui buvo paimta 200 ul méginio ir jpilama 2 ml Bradfordo reagento ir iSmatuojama
Sviesos sugertis esant 595 nm bangos ilgiui.

ParuoSiama baltymu kalibraciné kreivé pagal albumina.

Reakcijos misinys 2 ml ttrio turi 40 pl fermentinio preparato, 400 ul 200 mM Tris-HCI buferio
(pH=7,8), 200 pl 100 mM L-metionino; 200 pl 540 uM nitromélynojo tetrazolio, 500 pl 0,1 % Tritono
X-100 ir 20 pl 300 puM riboflavino ir 640 pl distiliuoto vandens. Paruosiamas kontrolinis méginys
neturintis fermentinio preparato.

Reakcija atickama aps§vieciant liuminescentinémis lempomis 30 min. Kontrolei naudojamas miSinys

neturinti fermentinio preparato. Sviesos sugertis matuojama kai bangos ilgis yra 560 nm.

Fermento aktyvumas apskaiciuojamas pagal (2.11) formule:

a2 ooler). 211

log2xm'’
¢ia A — SOD aktyvumas vnt/mg;
Ek — Sviesos sugertis kontrolinio bandinio;
Er — Sviesos sugertis tiriamojo bandinio;
m — baltymo masé preparato tiryje, mg/ml (Baltymo koncnetracija apskai¢iuojama pagal

Bradfordo metodg).
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2.3. Tyrimuy rezultatai ir jy aptarimas
2.3.1. Biologiskai aktyviyjy junginiy antioksidacinio aktyvumo jvertinimas FRAP metodu

FRAP tyrimas yra paprastas, greitas ir nebrangus tiesioginis redukciniy (elektronus atiduodanciy)
antioksidanty antioksidacinio aktyvumo matavimo metodas tiriamajame méginyje. Atlickant tyrima
vyksta gelezies jony (Fe®*) redukcija j geleZies jonus (Fe?*) (zr. 2.10 pav.), kuomet reakcijos vyksmas
yra susietas su spalvos pasikeitimu i$ bespalvés j rySkiai mélyna. Jvairiy tipy méginiai gali baiti tiriami
FRAP metodu, kada nereikia daug specializuotos jrangos. Reagentai yra stabiliis ir mazo toksiskumo,
0 metodo jautrumas ir tikslumas yra didelis, net nedideli reakcijos salygy skirtumai nedaro didelés
jtakos rezultatams [58].
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2.10 pav. FRAP metodo reakcijos mechanizmas [58]
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2.11 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas FRAP metodu

Nustacius antioksidacinj aktyvuma FRAP metodu, biologiskai aktyviyjy junginiy ir askorbo rugsties,
melatonino ir BHT, gauty rezultaty analizé (zr. 2.11 pav.) parodé, jog didziausias antioksidacinis
aktyvumas buvo gautas 2 junginio (3,3’-((4-etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-
il)propanamido)). Maziausias antioksidacinis efektyvumas buvo uzfiksuotas 6 junginio (3,3’-(p-
tolilazandiil)bis(N’-(4-nitrobenziliden)propano hidrazido)). Lyginant kontrolinius junginius: askorbo

36



rugsties, melatonino ir BHT, stipriausiu antioksidaciniu poveikiu pasizyméjo BHT. Po detalaus
tyrimo galima prieiti i§vada, kad 2 junginys geriausiai tikty ir paskatinty augaly antriniy metabolity
susidaryma.

2.3.2. Biologiskai aktyviyjuy junginiy antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ABTS metodu

ABTS yra molekulé, naudojama tiksliai jvertinti antioksidanty méginiy reaktyvuma. Sis metodas gali
biti naudojamas esant skirtingam pH ir yra naudingas tiriant pH jtaka antioksidaciniam aktyvumui.
ABTS tirpsta ir vandeniniuose, ir organiniuose tirpiklivose, todé¢l yra naudingas vertinant méginiy
antioksidacinj aktyvuma jvairiose terpése [59].
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2.12 pav. ABTS radikalo susidarymas ir mechanizmas [59]
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2.13 pav. ABTS radikalo slopinimo jvertinimas

Ivertinus biologiskai aktyviyjy junginiy ir askorbo riigsties, melatonino ir BHT tirpaly ABTS radikalo
anijono slopinima, i§ gauty rezultaty (zr. 2.13 pav.), galima pamatyti tendencijg, jog dauguma
junginiy pasiZymeéjo panasiu antioksidaciniu aktyvumu. Didziausiu radikalo slopinimu pasizymeéjo
melatoninas, o maziausiu BHT. Lyginant biologiskai aktyviuosius junginius didZiausiu
antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo 4 junginys 3,3’-(fenilazandiil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-
il)propanamidas), o maziausiu 7  junginys  3,3’-((4-metoksifenil)azanediil)bis(N’-(4-
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nitrobenziliden)propano hidrazidas), todél jo poveikyje buvo silpniausias radikalo slopinimo efektas.
Taigi, i$ to galima daryti i§vada, jog tiriamieji biologiskai aktyvieji junginiai pasizyméjo stipriomis
antioksidacinémis savybémis.

2.3.3. Biologiskai aktyviyjuy junginiy redukciniy (antioksidaciniy) savybiy jvertinimas

Redukciniy savybiy jvertinimo metodas paremtas didele Sviesos sugertimi, kuri parodo didesnes
antioksidacines savybes. Jo esmé: trivalentés gelezies virsmas j dvivalente.

3
c 25
o
S I
S 2
2
515 1
7
g 1
2 I
>
N

(e} g
-
v
o
-
H

Tiriamieji junginiai

2.14 pav. Redukcinio antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Atlikus antioksidacinio aktyvumo biologiSkai aktyviyjy junginiy ir askorbo ragsties, melatonino ir
BHT tirpaly vertinima, turimi rezultatai parodé aiskia tendencija, (Zr. 2.14 pav.), jog intensyviausias
redukcines savybes pademonstravo askorbo riigstis. I biologiSkai aktyviyjy junginiy gauty duomeny
2 junginys 3,3’-((4-etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas turéjo
didziausig antioksidacinj efektyvuma. Junginys 1 3,3’-((4-metoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-
dioksoizoindolin-2-il)propanamidas) taip pat turéjo gana intensyvias antioksidacines savybes. Dél
Sios priezasties, atlikus nuodugniag tyrimo analize, galima konstatuoti, kad biologiskai aktyvieji
junginiai, lyginant su kontroliniais, neturéjo paciy intensyviausiy redukciniy savybiy.
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2.3.4. Tiriamyjy junginiy antibakterinis jvertinimas

Slopinimo zona, cm
[=] —_
= M — .

Tiriamieji junginiai

2.15 pav. Susintetinty junginiy antibakterinis jvertinimas prie$ B.subtilis

Atlikus biologiskai aktyviyjy junginiy antibakterinio aktyvumo jvertinimg (zr. 2.15 pav.) pries$
bakterija B.subtilis i§ gauty rezultaty galima teigti, jog didziausig atsparuma turéjo 7 junginys 3,3’-
((4-metoksifenil)azanediil)bis(N’-(4-nitrobenziliden)propano  hidrazidas) prie§ gramteigiamas
B.subtilis bakterijas. Maziausig antibakterinj atsparumg tur¢jo 2 junginys 3,3’-((4-
etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas. IS to galima daryti iSvada, jog
biologiskai aktyvieji junginiai pasizyméjo intensyviomis antibakterinémis savybémis.
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2.16 pav. Susintetinty junginiy antibakterinis jvertinimas pries E.coli

IS gauty rezultaty (zr. 2.16 pav.) galima jzvelgti tendencija, stipriausiomis antibakterinémis
savybémis pasizymejo 4 junginys 3,3’-(fenilazandiil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-
il)propanamidas). Sis buvo tolygus askorbo riigities gautiems duomenims. Tai parodo, jog susintetinti
biologiskai aktyvieji junginiai turéjo stiprias antibakterines savybes prie§ gramneigiama e.coli.
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2.3.5. Brokoliy auginimas in vitro su atrinktais bioaktyviaisiais junginiais

2.17 pav. Brokoliy in vitro kultira 2.17 pav. Brokoliy in vitro 2.19 pav. Brokoliy in vitro kultiira
augusi MS kulttira augusi MS su 2 junginiu augusi MS su 4 junginiu

Laboratorijoje analizés metu buvo iSrinkti biologiSkai aktyvieji junginiai, kurie pasiZyméjo
geriausiomis antioksidacinémis ir antibakterinémis savybés. Buvo tiriamos brokoliy kultiiros in vitro,
augusios MS mitybinéje terpéje su 2 junginiu 3,3’-((4-etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-
dioksoizoindolin-2-il)propanamidu (zr. 2.18 pav.) ir 4 junginiu 3,3’-(fenilazandiil)bis(N-(1,3-
dioksoizoindolin-2-il)propanamidu (zr. 2.19 pav.).

2.3.6. Brokoliy daigumo ir biomasés jvertinimas

(o)}

(&)

S

Daigy ilgis, cm
= N w

o

MS MS + 2 junginys MS + 4 junginys
Brokoliy tiriamoji terpé

2.18 pav. Brokoliy daigumo ir biomasés jvertinimas in vitro

2.3 lentelé Brokoliy daigumo ir biomasés jvertinimo rezultatai:

MS MS + 2 junginys MS + 4 junginys
Daigy ilgio vidurkis x, cm 514 5 4,6
Daigy svoris, g 2,86 1,75 3,45
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Atlikus brokoliy daigumo ir biomasés jvertinimg gauty duomeny (zr. 2.20 pav.) analizé parodé, jog
didziausias daigy ilgis uzaugo MS terpéje, taciau svoris (zr. 2.3 lentelé) MS terpéje su 4 junginiu 3,3’-
(fenilazandiil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidu. Taigi, didziausia brokoliy biomasé
buvo MS terpéje be biologiskai aktyviojo junginio.

2.3.7. Antioksidacinio aktyvumo FRAP metodu jvertinimas brokoliy in vitro ekstraktuose
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2.19 pav. FeSO47H,0 kalibraciné kreive
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2.20 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas FRAP metodu

Atlikus antioksidacinio aktyvumo jvertinimg FRAP metodu buvo nustatomos brokoliy ekstrakty
redukcinés savybés. IS gauty rezultaty (zr. 2.22 pav.) buvo aiSku, jog brokoliy in vitro sistemos
augusios MS terpéje su biologiskai aktyviaisiais nepasiZyméjo intensyvesnémis savybémis uz
brokolius augusius kontrolinéje MS terpéje. Taciau lyginant ekstraktus tarpusavyje turinéius savo
sudétyje bioaktyviyjy junginiy isryskéja akivaizdus désningumas, jog brokoliai auge MS terpéje su 2
junginiu  3,3’-((4-etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidu  pasizyméjo
didesnémis antioksidacinémis savybémis nei MS terpé su 4 junginiu 3,3’-(fenilazandiil)bis(N-(1,3-
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dioksoizoindolin-2-il)propanamidu. Tai leidzia manyti, jog biologiskai aktyvieji junginiai
nepaskatino susidaryti didesnei koncentracijai Fe*? - 2,4,6-tripiridil-s-triazino komplekso.

2.3.8. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ABTS metodu brokoliu ekstraktuose
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2.21 pav. ABTS radikalo slopinimo jvertinimas

Issiaiskinus brokoliy auganciy MS terpéje ir brokoliy auganciy MS terpéje su bioaktyviaisiais
junginiais antioksidacinj intensyvumg, buvo nustatyta kiek procentiskai yra slopinamas ABTS
radikalo anijonas. IS (zr. 2.23 pav.) pateikty rezultaty, galima jzvelgti ai$kig tendencijg, jog MS
kontrolingje terpéje auganciy brokoliy aktyvumas buvo didziausias. [vertinus brokoliy kultiiras,
kurios augo su bioaktyviaisiais junginiais, buvo aisku, jog 2 junginys 3,3’-((4-
etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas turéjo stipresnj efekta nei 4
junginys 3,3’-(fenilazandiil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas. Taigi, i§ rezultaty yra
gauta, jog bioaktyvieji junginiai nepaskatino ABTS radikalo slopinimo.

2.3.9. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy jvertinimas brokoliy in vitro ekstraktuose
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2.22 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas brokoliy in vitro ekstraktuose
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Istyrus brokoliy, augusiy su biologi$kai aktyviaisiais junginiais in vitro ekstrakty antioksidacines
savybes, tyrimo rezultatai (zr. 2.24 pav.) parodé, jog maziausiomis redukcinémis savybémis
pasizyméjo brokoliy augalai, auge terpéje su 4 aktyviuoju junginiu 3,3’-(fenilazandiil)bis(N-(1,3-
dioksoizoindolin-2-il)propanamidu. Brokoliy in vitro kultira, turéjusi 2 junginio 3,3’-((4-
etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamido pasizyméjo taip pat mazesnémis
savybémis uz MS brokoliy terpe. Taigi remiantis duomenimis, galima apibendrinti, jog biologiskai
aktyvieji junginiai nepadidino antioksidaciniy savybiy.

2.3.10. Brokoliy ekstrakty antibakterinis jvertinimas

2.23 pav. Brokoliy in vitro ekstrakty antibakterinis aktyvumas prie§ B. subtilis
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2.24 pav. Brokoliy in vitro ekstrakty antibakterinis jvertinimas prie$ B.subtilis
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IS (2.26 pav.) pateikty tyrimo rezultaty, galima teigti, jog prie$ gramteigiamas B. subtilis bakterijas
didziausig antibakterinj aktyvuma turéjo 4 junginys 3,3’-(fenilazandiil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-
2-il)propanamidas, buvegs MS in vitro terpéje. Lyginant junginius galima teigti jog, 4 junginys
reikSmingai sumazino B. subtilis augima. 2 junginys 3,3’-((4-etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-
dioksoizoindolin-2-il)propanamidas taip pat turé¢jo tam tikrg slopinamajj poveikj, taciau jis buvo
didesnis nei 4 junginio. MS kontroliné brokoliy terpé reikSmingo poveikio B. subtilis slopinimui
netur¢jo. Taigi, Sie rezultatai parode, kad 4 junginys gali biiti efektyvus antibakterinis agentas pries§
B. subtilis bakterijas, o tolimesni tyrimai galéty padéti nustatyti jo konkrecius veikimo mechanizmus
ir galimg pritaikymga antibakterinése priemonése.

2.25 pav. Brokoliy in vitro ekstrakty antibakterinis aktyvumas pries E. coli

Junginiai esantys MS in vitro terpéje neparodé reikSmingo antibakterinio poveikio prie§
gramneigiamas bakterijas E.coli.

2.3.11. Antioksidacinis aktyvumas DPPH metodu brokoliy in vitro ekstraktuose

DPPH yra greitas, paprastas ir nebrangus antioksidacinio pajégumo nustatymo metodas, naudojamas
augaliniy ekstrakty antiradikaliniui intensyvumui matuoti. Jo metu radikalas DPPHe 2,2-difenil-1-

NO, NO,
O,N N-N + A-H O,N n—N + A"
NO, NO,

Violetine Geltona

2.26 pav. DPPH radikalo redukcijos reakcija ir spalvos poky¢iai [60]

pikrilhidrazilas reaguoja su vandenilio donoru ir neleidzia jvykti dimerizacijai Sitaip suteikdamas
DPPH molekulei spalva. D¢l Sios priezasties 1§ violetinés tirpalo spalvos méginys tampa Sviesiai
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geltonas (Zr. 2.28 pav.). DPPH sumazéjimas iSmatuojamas spektrofotometriniu badu 515 nm bangos
ilgyje [61].
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2.27 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH metodu brokoliy ekstraktuose

IS (2.29 pav.) gauty rezultaty, galima teigti, jog antioksidacinis aktyvumas, atliktas DPPH metodu,
brokoliy in vitro ekstraktuose didziausias buvo nustatytas brokoliy MS terpéje su 2 junginiu 3,3’-((4-
etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidu. ~ Maziausig  antioksidacinj
aktyvumg turéjo brokoliai, auge kontrolinéje MS terpéje. Svarbu paminéti, jog 4 junginys 3,3’-
(fenilazandiil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas turéjo silpnesnes savybes nei 2
junginys. Tai patvirtina, jog brokoliy mitybinés terpés papildymas biologiskai aktyviaisiais junginiais
paskatino DPPH radikalo neutralizavima.

2.3.12. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos jvertinimas brokoliy ekstraktuose

Chlorofilas a, pagrindinis augaly pigmentas, fotosintezés procese pavercia §viesos energija chemine
energija ir yra melsvai zalios spalvos [62]. Chlorofilas b yra nepakei¢iamas pirminis metabolitas
augalo lasteléms ir yra gelsvai zalios spalvos [63].
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2.28 pav. Chlorofilo a ir b koncentracijos jvertinimas

Buvo nustatomi pigmentai brokoliy, augusiy MS terpéje ir brokoliy su bioaktyviaisiais junginiais 2
ir 4, ekstraktuose. Gauti iSsamiis duomeny analizés rezultatai (zr. 2.30 pav.) parodé, kad didziausig
chlorofilo a koncentracijg turéjo brokoliai, auge MS terpéje su 2 bioaktyviuoju junginiu 3,3’-((4-
etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidu, ty. net 31 mg/100g.
Dominuojancig chlorofilo b koncentracija pademonstravo taip pat brokoliai, auge MS terpéje su 2
bioaktyviuoju junginiu, o tuo tarpu maziausia buvo nustatyta brokoliy, augusiy MS terpéje su 4
bioaktyviuoju junginiu 3,3’-(fenilazandiil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidu.
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2.29 pav. Karotinoidy koncentracijos jvertinimas brokoliy in vitro ekstraktuose

Taip pat buvo nustatomos ir karotinoidy koncentracijos brokoliy in vitro ekstraktuose. MS brokoliai
ir brokoliai auges in vitro salygomis su 2 junginiu 3,3’-((4-etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-
dioksoizoindolin-2-il)propanamidu pasizyméjo panasia karotinoidy koncentracija (zr. 2.31 pav.).
Gauti duomenys parodé¢, jog 2 junginys auges MS mitybingje terpéje turi didesnj poveikj karotinoidy
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kaupimuisi ir jy stabilumui ekstraktuose, lyginant su 4 junginiu 3,3’-(fenilazandiil)bis(N-(1,3-
dioksoizoindolin-2-il)propanamidu. Sis skirtumas gali biiti siejamas su skirtingomis $iy bioaktyviyjy
junginiy cheminémis savybémis ir jy sgveika su augaliniais pigmentais. Tai leidzia teigti, kad 2
junginys turéjo net ~ 30 % didesn¢ karotinoidy koncentracija nei 4 junginys.

2.3.13. L—prolino koncentracijos nustatymas brokoliy in vitro ekstraktuose

L-prolinas yra svarbi aminortigstis dél savo biologiniy funkcijy ir biotechnologiniy pritaikymy. L-
prolinas atlieka daug kity funkcijy kaip pvz.: jis padidina baltymy arba membrany stabiluma vykstant
Saldymo, dehidratacijos arba aukstos temperatiiros pokyciams. Taip pat padidina mazai tirpiy
baltymy tirpuma, slopina baltymy agregacija ir turi reaktyviy deguonies risiy savybe [64].
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2.31 pav. L-prolino koncentracijos jvertinimas brokoliy in vitro ekstraktuose

Atlikus i8samy L-prolino koncentracijos nustatymo tyrimg (zr. 2.33 pav.) brokoliuose in vitro su
biologiskai aktyviaisiais junginiais matomas désningumas, jog brokoliy, augusiy MS terpéje su 4
junginiu 3,3’-(fenilazandiil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidu ekstrakte buvo maziausia
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L—prolino koncentracija. Duomeny analizé atskleidé ir tai, jog brokoliy, augusiy terpéje su 2 junginiu
3,3’-((4-etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidu, ekstrakte buvo
didziausia L—prolino koncentracija. Taigi, i§ to galime daryti iSvada, jog mitybing¢ terpe¢ papildzius

2.3.14. Gliukozinolaty koncentracijos jvertinimas brokoliuose in vitro

Gliukozinolatai yra biologiskai aktyviis junginiai randami Brassicaceae augaly Seimoje, kuriai
priklauso brokoliai, kopiistai, ziediniai kopustai, rapsai, garstycios, krienai. Naujausi tyrimai rodo
teigiamg gliukozinolaty poveikj, jskaitant uzdegimo reguliavimo funkcijas, atsaka j stresa, I fazes
metabolizmg ir antioksidacing veikla, taip pat tiesiogines antimikrobines savybes [65].

Gliukozinolaty koncentracija (umol/g)
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2.32 pav. Gliukozinolaty koncentracijos jvertinimas brokoliy in vitro ekstraktuose

Ivertinus brokoliy in vitro su bioaktyviais junginiais ekstrakty savybes, i§ atlikto tyrimo rezultaty (Zr.
2.34 pav.) nustatyta, jog brokoliy augusiy MS terpéje su 2 junginiu  3,3’-((4-
etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidu  ekstraktas turéjo didziausig
gliukozinolaty koncentracija. Jo poveikyje buvo net 1,4 karto daugiau gliukozinolaty. IS gauty
rezultaty galima teigti, kad MS terpés papildymas biologisSkai aktyviaisiais junginiais paskatino
gliukozinolaty koncentracijos padidéjima.

2.3.15. Bendryjuy fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas brokoliuose in vitro Folino-
Kiokalto metodu

Nestrukttriniai fenoliniai junginiai augaluose atlieka jvairias funkcijas, o ypa¢ pasiZymi
antioksidacinémis savybémis. Folino — Kiokalto metodas, tai kolorimetrinis metodas, kuris nustato
bendrus fenolinius junginius, kuomet yra naudojamas Folino — Kiokalto reagentas. Sis tyrimas
pagristas elektrony perkélimu Sarminéje terpéje is fenolio junginiy j fosfomolibdo arba fosfovolframo
rugsties kompleksus, kurie spektroskopiskai nustatomi 725 bangos ilgyje [66].
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2.34 pav. Bendryjy fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas brokoliy in vitro ekstraktuose

Atlikus bendryjy fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimg brokoliy in vitro ekstraktuose, i§ gauty
rezultaty (Zr. 3.36 pav.) formuojasi aiski tendencija, jog didziausia fenoliniy junginiy koncentracija
buvo brokoliy, augusiy MS terpéje su 4 junginiu 3,3’-(fenilazandiil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-
il)propanamidu, ekstrakte. Maziausig sukauptg fenoliniy junginiy koncentracija turéjo brokoliai, auge
MS terpéje su 2 junginiu  3,3’-((4-etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-
il)propanamidu. Reziumuojant, galima teigti, kad bioaktyvieji junginiai paskatino bendryjy fenoliniy
junginiy koncentracijos padidéjima.

2.3.16. Superoksido dismutazés jvertinimas brokoliy ekstraktuose

Reaktyviosios deguonies riisys (RDR) susidaro biologinése sistemose kaip normalaus metabolizmo
dalis. Neigiami aplinkos veiksniai, tokie kaip sausros stresas, padidina RDR lygj, kuris kenkia
augalui. Fermentai, tokie kaip superoksido dismutazg, atlieka gyvybiskai svarby vaidmenj mazinant
ROS lygj ir padedant iSvengti oksidacinio streso. Sio fermento aktyvumo matavimas
spektrofotometriskai suteikia galimybe suprasti svarbig apsaugos nuo oksidacinio streso dalj [67].
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2.35 pav. Superoksido dismutazés koncentracijos jvertinimas brokoliy in vitro ekstraktuose

Ivertinus bioaktyviy junginiy buvusiy brokoliy in vitro terpéje superoksido dismutazés aktyvuma, i$
tyrimo metu gauty duomeny (zr. 2.37 pav.), matyti, kad didziausias SOD aktyvumas nustatytas MS
brokoliy terpéje, kuri yra be bioaktyviyjy junginiy. Vertinant rezultatus su 2 ir 4 junginiais galima
apibendrinti, kad 4 junginys 3,3’-(fenilazandiil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas
tur¢jo didesn¢ jtaka paskatinti augaluose antioksidaciniy junginiy susidaryma. Taigi, remiantis
gautais rezultatais, galima pastebéti, jog MS mitybinés terpés papildymas bioaktyviais junginiais
neturéjo didelio pokycio, skatinancio antioksidaciniy junginiy susidaryma augale.
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3. Rekomendacijos (inZineriné dalis)

Remiantis gautais tyrimo rezultatais ir mokslinés literatiiros $altiniais, buvo nubraizyta gliukozinolaty
iSskyrimo technologiné schema i§ brokoliy. Nustatyta, kad tinkamiausias biologiskai aktyvusis
junginys, kuris skatino gliukozinolaty susidaryma brokoliuose in vitro, augusiuose MS terpéje buvo
3,3’-((4-etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas. Gliukozinolaty
iSskyrimo technologiné schema yra pateikta (zr. 3.1 pav.).

Pirmiausia vyksta brokoliy biomasés auginimas, kuomet MS mitybiné terpé (1) yra papildyta 3,3’-
((4-etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidu). Brokolio daigai, auge in
vitro salygomis, tiekiami j bioreaktoriy (2). Padidéjes biomasés kiekis yra liofilizuojamas (3) ir
sumalamas maliine (4), stengiantis mechaniskai susmulkinti brokolio daigus. Gauta augaliné zaliava
patalpinama ] rezervuarg (5), i§ kurio yra vis perduodama perdirbta biomasé j ekstraktoriy (6).
Ekstrakcijai yra naudojamas metanolis, kuris yra laikomas (25) talpykloje ir yra transportuojamas
siurbliu (26). Metanolis transportuojamas j ekstraktoriy (6). Cia vyksta kietafazé ekstrakcija. Jos metu
fermentas mirozinazé inaktyvuojamas, tam, kad iSvengti gliukozinolaty nuostoliy. Talpykloje (7)
esantis heksanas tiekiamas siurbliu (8) i Silumokaitj (9), o véliau | maisykle (10) kur maiSymo
procesas trunka 3 valandas.

Gauta suspensija transportuojama j separatoriy (11), kur yra atskiriamos medziagos. Riebalai nuséde
ant separatoriaus apacios patenka j talpykla (12). IS separatoriaus gauta zaliava yra nucentrifuguojama
(13) ir nufiltruojama (14), norint eliminuoti $alutinius netirpius junginius. Toliau vyksta i§garinimas
antrajame seperatoriuje (15), kuriame lakiosios medziagos yra atskiriamos nuo koncentrato. Véliau
jis tickiamas yra j kondensatoriy (18) ir skystos agregatinés biisenos pavidalu j talpa (19). Kitas
ekstrakto srautas juda j garintuva (16), kuriame yra pasalinamas metanolis judédamas pro
kondensatoriy (21) ir surenkamas rezervuare (22), kuriame metanolis gali vél biti panaudotas
procese. Sis yra atvésinamas audintuve (23), siurbliu (24) transportuojamas ir maisykle (27)
jmaiSomas j srautg. Gautas $varus produktas yra surenkamas talpykloje (17). Gautas produktas yra
kieto pavidalo — milteliai [68].
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3.1 pav. Gliukozinolaty i$skyrimo technologiné schema i§ brokoliy augusiy MS in vitro terpéje

3.1 lentelé. Technologingje schemoje pateikty aparaty numeravimas ir reik§mé

Numeravimas Aparatas

1 Mitybiné terpé su biologiskai aktyviuoju junginiu
2 Bioreaktorius

3 Liofilizatorius

4 Rutulinis maliinas

5 Augalinés zaliavos rezervuaras
6 Ekstraktorius

7 Heksano talpykla

8, 24, 26 Siurbliai

9 Silumokaitis

10, 27 Maisytuvai

11,15 Separatoriai

12 Riebaly misinio talpa

13 Centrifuga

14 Filtras

16 Garintuvas
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17

Gauto produkto talpa

18,21 Kondensatoriai

19 Lakiyjy junginiy talpa
20 Srauto matuoklis

22 Metanolio rezervuaras
23 Ausintuvas

25 Metanolio talpa
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4. Darbuotoju sauga ir sveikata

Siame skyriuje yra pateikiama informacija apie profesing rizika laboratorijoje bei galimus darbo
aplinkos pavojus ir prevencines priemones.

Magistrinio darbo tyrimas yra atliekamas biotechnologijos laboratorijoje. Laboratorijoje atliekama:
reagenty paruoSimas, ekstrakcijos, spektrofotometriniai tyrimai, antimikrobiniai aktyvumo
jvertinimai.

Tyrimo metu yra naudojamos jvairios cheminés medziagos kaip pvz.: stipriosios rigstys, organiniai
tirpikliai, buferiai bei druskos.

4.1. Profesinés rizikos veiksniai

Laboratorijoje privalo biiti sudarytos saugios salygos darbui. Tod¢l prie§ pradedant veikla turi biiti
jvertinta profesiné rizika ir parinktos prevencijos priemonés. Profesinés rizikos veiksniai gali biiti

Ivairias prevencines darbo apsaugos priemones, kurios uztikrinty saugia darbo aplinkg ir nesukelty
pavojy zmogaus sveikatai, kaip pvz.: kolektyvinés ir asmeninés apsaugos priemonés [69].

4.1.1. Cheminiai veiksniai

Dirbant su 2.1.1 skyrelyje pateiktomisdarbo priemonémis, prietaisais ir 2.1.2 skyrelyje pateiktais
reagentais kyla Sios rizikos:

o Lakieji tirpikliai (etanolis, metanolis) — turi dirginantj poveikj kvépavimo takams.
e Oksidatoriai (HgCl2, FeCly) — toksiski, galimi odos nudegimai.

e Riugstys (HCL, trichloracto riigstis) — eésdinantys, turi dirginantj poveiki odai.

e Sunkieji metalai (Cu?*, Zn?") — toksiski, yra linke kauptis organizme [70].

Kadangi yra dirbama su daugiau nei 40 skirtingy reagenty, kai kurie i§ jy pagal CLP reglamentg
(Europos Parlamento ir Tarybos Reglamentas) (ES Nr. 1272/2008) tam tikri junginiai klasifikuojami
kaip pavojingi ir turi pavojingumo ir atsargumo frazes (Zr. 1 prieda) [71]. Cheminés medziagos taip
pat yra klasifikuojamos ir zenklinamos pagal GHS (angl. Globally Harmonized System) sistema.

4.1 lentelé. Cheminiy medziagy IPRD ir prevencinés priemonés

Cheminé medZiaga llgalaikio poveikio ribinis | Asmeninés apsaugos Kolektyvinés apsaugos
dydis IPRD priemonés (AAP) priemonés (KAP)
HgCl, 0,025 mg/m? (Hg, bendro) Darbas traukos spintoje.
[70] Pavojingos cheminés
Nitrilinés pirstinés, medziagos yra atskirtos
FeCl. _ apsauginiai akiniai specifiniais Zenklais pagal
. . arba skydai, GHS Zenklinima, laikomos
Trichloracto rligstis 1 mg/m° [70] Iaboratorinia)i/ chalatai, tam tikrose tZIpose ir
DMSO _ uzdari batai patalpose. Jrengta
védinimo sistema —
PMSF — kondicionierius. ¢
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Laboratorijoje yra
jrengti akiy plovimo
prietaisai.

Esant pavojui sveikatai darbuotojas turi teis¢ nutraukti darbo procesa ir iSeiti i$ patalpos [72].

1. Esant kontaktui cheminéms medziagoms su oda, akimis svarbu pasalinti uzterStus darbuzius,
nuplauti pazeista vietag vandeniu apie 15-20 min, o esant Salutiniams poveikiams, nedelsiant
kreiptis | medikus.

2. lkvépus cheminiy reagenty biitina iSnesti asmenj j gryng ora, atlikti dirbtinj kvépavima, jeigu
biitina, naudoti deguonies kauke, kreiptis pas gydytojus.

3. Prarijus — skubiai kreiptis j gydymo jstaiga.
Biologiniai veiksniai:

Atliekant tyrimus su bakterijomis ir mikroorganizmais, kyla pavojus alerginéms reakcijoms ar
infekcijoms. Tokiu atveju darbuotojai turi bati informuoti dél galimy pavojy. Naudotos prevencinés
priemones: nitrilinés pirstines, spiritiné lemputé, laminaras, laboratorinis chalatas, apsauginiai
akiniai.

Fizikiniai veiksniai:

Kars$ti pavirSiai, kaitinimo prietaisai, veikiantys elektros jrenginiai, garai gali sukelti sunkius

nudegimus. Prevencija: prietaisai yra pazenklinti jspéjamaisiais zenklais, kurie jspéja apie karstus
pavirsius [69], karsti pavir$iai izoliuojami, elektriniai prietaisai jnulinami [73].

Ergonominiai veiksniai

Ilgalaikis stoveéjimas ar sédéjimas prie laboratoriniy staly ar prietaisy gali sukelti stuburo skausmus.
Prevencija: keisti darbo poza, daryti 30 minuciy pertraukas kas 2 valandas.

Netinkamas aukstis pipetavimui ir mikroskopavimui gali sukelti jtampg kaklo srityje. Prevencija:
parinkti tinkamg aukstj pagal dirbanc¢iojo antropometrinius duomenis [75].

Norint uztikrinti saugias darbo salygas ir iSvengti Siy veiksniy kiekvienas asmuo dirbantis
laboratorijoje turi bati iSklauses darby saugos ir sveikatos instruktazg ir turéti periodinius darby
saugos ir sveikatos instruktavimus darbo vietoje.

4.2. PrieSgaisrinés apsaugos priemonés

Renkant prieSgaisrines priemones svarbu jvertinti kokios medZiagos ir prietaisai yra laboratorijoje ir
kokius pavojus jie gali sukelti. Pirmiausia darbovieté turi buti apsirlipinusi gesinimo priemonémis
tiek stacionariomis, tiek mobiliomis. Siuo atveju automatiniai diimy jutikliai ir CO. milteliniai
gesintuvai [77]. ABC tipo milteliniai gesintuvai yra universalus ir yra tinkami gesinti A (kietyjy
medziagy), B (skystyjy medziagy) ir C (dujiniy medziagy) tipy gaisrams. Degias medziagas svarbu
laikyti nuo atviros liepos ir karSty pavirsiy. Esant ekstremalioms saglygoms kaip gaisro pavojus, svarbu
palikti patalpas, naudoti kvépavimo apsaugos priemones ir naudotis parengtu evakuacijos planu [78].
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ISvados

. Nustatyta, kad 3,3’-((4-etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas
pasizyméjo didesnémis antioksidacinémis savybémis, lyginant su kitais tiriamaisiais hidrazidy
junginiais. Intensyviausiomis antioksidacinémis savybémis pasizyméjo 3,3’-(fenilazandiil)bis(N-
(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas) pagal ABTS metoda.

. Analizés metu buvo jvertinta brokoliy in vitro, augusiy MS terpéje su biologiskai aktyviaisiais
junginiais  jtaka antioksidacinéms savybéms. Naudojant DPPH metodg 3,3’-((4-
etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas turéjo jtakos
antioksidaciniams junginiams susidaryti. DidZiausiu antibakteriniu poveikiu prie§ bakterijas
Bacillus subtilis pasizyméjo 3,3’-(fenilazandiil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas).

. Ivertinus chlorofilo a ir b bei karotinoidy, gliukozinolaty ir L-prolino koncentracijas MS brokoliy
in vitro terpése, nustatyta, jog junginiai turéjo jtakos jy koncentracijoms padidinti. Didziausiomis
bioaktyviyjy junginiy koncentracijomis pasizyméjo MS brokoliai in vitro, auge su 3,3’-((4-
etoksifenil)azanediil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)propanamidas) junginiu.

Nustatyta, kad brokoliai, auge MS terpéje su 3,3’-(fenilazandiil)bis(N-(1,3-dioksoizoindolin-2-
il)propanamido junginiu, padidino fenoliniy junginiy koncentracijas. Jvertinus superoksido
dismutazés koncentracija, nustatyta, kad junginiai turéjo mazai jtakos antioksidaciniy fermenty
aktyvumui.
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Priedai

1 priedas. Cheminiy medziagy charakteristika

Cheminé H P (atsargumo) frazé GHS Klasifikavimas Pavojingumo
medziaga | (pavojingum simbolis
o) frazé
HgCl; H300, H310, P260, P280, +  Umus toksiskumas, 2
H330, H373 P301+P310 pavojingumo kategorija (zr. 4.1
pav.)
* Specifinis toksiskumas
organams, 2 pavojingumo
kategorija
- Pavojinga aplinkai, 1 4.1 Qav. Simbolis:
pavojingumo kategorija (7r. 4.2 Sauktukas
pav.) [73] |
4.2 pav. Simbolis:
aplinka
FeCl, H314, H302 p280, * Odos ésdinimas, 1B kategorija
P305+P351+P338 (7r. 4.3 pav.).
» Stiprus akiy pazeidimas 1 &
kategorija.
4.3 pav. Simbolis:
kaukolé ir sukryziuoti
kaulai
Trichloracto | H314, H332 P260, P280, e Odos ésdinimas, 1B
rugstis P301+P330 kategorija. F’-DQ'[
N
i S

» Stiprus akiy pazeidimas, 1
kategorija.

+  Umus toksiskumas, 3 kategorija
(zr. 4.4 pav.).

4.4 pav. Simbolis:
korozija




DMSO H319, H361 P280, P305+P351 Toksinis poveikis vaisiui, 2
kategorija (zr. 4.5 pav.).
4.5 pav. Simbolis:
pavojai sveikatai
PMSF H301, H311, P261, P280, Umus toksiskumas, 3 kategorija. -
H331 P302+P352 [74]
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