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	показатель преломления вещества при длине волны, отвечающей D-линии и температуре 200С;
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	2,4 Д
	-
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	ГК
	-
	гиббереллиновая кислота;

	см
	-
	сантиметр;

	г
	-
	грамм.


ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время наиболее перспективными методами очистки воды и почв от широкого круга загрязняющих веществ, в том числе и нефтяных углеводородов, являются приемы биоремедиации, основанные на использовании биохимического потенциала биологических объектов, прежде всего, микроорганизмов и растений [1,2]. Среди основных направлений биоремедиации отмечается разработка способов фиторемедиации почв, загрязненных тяжелыми металлами, радионуклидами и пестицидами на основе использования растений - гипераккумуляторов [3 - 48].

В этой связи, основной целью проекта «Технология получения интенсификаторов фиторемедиационной технологии очистки почв от стойких органических и неорганических загрязнителей и радионуклидов» являлось создание эффективной технологии получения регуляторов и стимуляторов роста растений (интенсификаторов) для рекультивации территорий, загрязненных стойкими органическими и неорганическими загрязнителями и радионуклидами.
Проект выполняется в рамках государственного заказа на реализацию научных и (или) научно-технических проектов по бюджетной программе 217 "Развитие науки", подпрограмме 102 "Грантовое финансирование научных исследований", специфике 156 «Оплата консалтинговых услуг и исследований» по приоритету: «Рациональное использование природных ресурсов, в том числе водных ресурсов, геология, переработка, новые материалы и технологии, безопасные изделия и конструкции».

Основными результатами исследований по проекту в 2018 г. являлись:

1. разработка технологии получения кислородсодержащих интенсификаторов для фиторемедиационной технологии;
2. выбор дурнишника обыкновенного, ширицы красной, тополя Казахстанского и мискантуса гигантского в качестве растений - фиторемедиантов для рекультивации загрязненных почв; 

3. оценка экологического состояния почв Южно-Казахстанской области (район месторождения Канжуган), загрязненных неорганическими и радиоакитивными веществами;
4. исследование влияния кислородсодержащих регуляторов на стимулирующий эффект соединений с помощью растительного биотеста и дана оценка фитотоксичности почвы.
5. лабораторные исследования влияния кислород-содержащих регуляторов на фиторемедиационный потенциал растений фиторемедиантов. 

Заданиями на 2019 год являлись следующие научно-исследовательские работы:

1. разработка технологии получения азотсодержащих интенсификаторов для фиторемедиационной технологии;

2. лабораторные исследование влияния азотсодержащих регуляторов на стимулирующей эффект соединении с помощью растительного биотеста;
3. лабораторные исследования влияния азотсодержащих регуляторов на фиторемедиационный потенциал растений –фиторемедиантов.

Обоснование выбора направления

Сущность технологии фиторемедиационной реабилитации грунтов заключается в том, что в грунты систематически высаживаются растения, характеризующиеся максимальной способностью к поглощению загрязнителей и радионуклидов. Разросшаяся биомасса растений, обогащенная стойкими органическими и неорганическими загрязнителями, извлекается из грунтов и перерабатывается. По данной технологии цикл «выращивание аккумуляторов» – «удаление растительной массы из грунта – «переработка» повторяется, пока состояние грунта не окажется соответствующим нормам экологической безопасности.

С экономической точки зрения фиторемедиация имеет преимущества перед «химическими» и «механическими» методами ремедиации почв, так как ее внедрение не предполагает крупных капиталовложений, и эксплуатационные расходы на реализацию данной технологии невелики. 

Острая необходимость в разработке фиторемедиационной технологии почв, загрязненных стойкими органическими и неорганическими загрязнителями, а также радионуклидами, возникла в связи с тем, что в Казахстане существуют источники этих загрязнений, такие как  территории бывших хранилищ химических сред​ств защиты растений,  отходы бывших предприятий уранодобывающей промышленности (Казатомпром), отвалы и хвостохранилища горно-перерабатывающих комбинатов (Казцинк, Казахмыс). В настоящее время эти источники загрязнения превратились в так называемые «горячие точки», которые представляют высокую экологическую опасность для окружающей среды и здоровья человека [20]. В связи с этим, для минимизации экологического риска на загрязненных территориях разработка и использование технологии фиторемедиации представляется актуальной и целесообразной. 

На наш взгляд, перспективным направлением в фиторемедиационной технологии очистки почв является применение в технологии ростстимуляторов растений. Они увеличивают ростовые характеристики и биомассу растений-фиторемедиантов, а также их фитоаккумулирующий потенциал [32, 45]. На примере загрязненных пестицидами почв бывших хранилищ пестицидов Алматинской области установлено, что внесение в почву тетрагидропирансодержащей композиции увеличивает физиологические параметры и общую биомассу C. Рumpkin и Xanthium strumarium на 10%. При этом концентрация пестицидов в околокорневой зоне растений снижалась на 30 – 40 %.

Таким образом, применение стимуляторов и регуляторов роста растений интенсифицирует фиторемедиационную технологию очистки почв от стойких органических и неорганических загрязнителй и радионуклидов. Это и есть главное принципиальное отличие идеи проекта от существующих аналогов. 
В текущем году в качестве азотсодержащих интенсификаторов фиторемедиационной технологии использовались 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ол (МД-4), 2,2-диметил-4-(5’-амино-1’2’4’-триазол-3’-тиопропинил)-оксан-4-он (КЕ-5) и его гидрохлорид (КЕ-5*HCl), а также гидрохлорид 1-метил-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-1-ил]пиперидин-4-ола (КН-2).

Выбор последнего соединения вызван тем, что он является эффекивным стимулятором роста растений [49-51].

Научная и практическая значимость работ

Разработка способов получения интенсификаторов фиторемедиационной технологии очистки почв является новым направлением синтеза биологически-активных веществ. Результаты исследований по данному заданию проекта внесут вклад в решение фундаментальных вопросов органической химии, химической технологии органических веществ, таких как реакционная способность органических веществ, зависимость биологических свойств реагентов от их природы.

Полученные в ходе выполнения проекта результаты имеют важную практическую значимость.

Разработка технологии получения регуляторов роста растений гетероциклического ряда для очистки почв позволит использовать их в решении экологических проблем регионов. 

Следует отметить, что производство интенсификаторов отсутствует в Казахстане и стимуляторы роста растений завозятся из-за рубежа. Поэтому коммерциализация и промышленное освоение результатов проекта по технологии получения интенсификаторов будет направлено на импортзамещение и уменьшение технологической зависимости Казахстана.
1 разработка технологии получения азотсодержащих интенсификаторов для фиторемедиационной технологии
В текущем году в качестве  азотсодержащих интенсификаторов были использованы гетроциклические ацетиленовые спирты - 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ол (МД-4), 2,2-диметил-4-(5’-амино-1’2’4’-триазол-3’-тиопропинил)-оксан-4-ол (КЕ-5) и его гидрохлорид (КЕ-5*HCl), а также гидрохлорид 1-метил-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-1-ил]пиперидин-4-ола (КН-2).
1.1.  Технология получения 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ола
Технология получения 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ола включает в себя четыре стадии:

1. технология получения 5-амино-1,2,4-триазола;

2. технология получения 3-меркаптопропинил-5-амино-1,2,4-триазола;

3. технология получения 1-пропилпиперидин-4-она;

4. технология конденсации 1-пропилпиперидин-4-она с 3-меркапто-пропинил-5-амино-1,2,4-триазолом.
1.1.1 Технология получения 5-амино-1,2,4-триазола 
5-Амино-1,2,4-триазол получен по следующей химической схеме:
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В трехгорлую круглодонную колбу наливают 370 мл воды, включают мешалку на умеренное перемешивание и при перемешивании вносят 56 г. роданида аммония. Смесь перемешивают 15 минут и вносят 100 г. бикарбоната аминогуанидина. 

Реакционную массу нагревают в течение 1часа при 95 ± 5ОС.   

По истечении контрольного времени включают мешалку на умеренное перемешивание и в колбу из мерника самотеком в течение 2 часов прибавляют 88 мл концентрированной соляной кислоты. После добавления соляной кислоты реакционную массу при той же температуре выдерживают 1 час. По истечении времени нагревания колбу охлаждают. 

После охлаждения реакционной массы до 75 ± 5ОС из мерника  прибавляют 63 мл раствора гидроксида калия. Во время прибавления раствора гидроксида калия поддерживают температуру 90 ± 10ОС. После прибавления раствора гидроксида калия нагревают перемешиваемую реакционную массу при 110 ± 5ОС в течение 1,5 часов. По истечении времени нагревания реакционную массу охлаждают. 

После охлаждения реакционной массы до 25 ± 5ОС из мерника прибавляют 43 ± 10 мл концентрированной соляной кислоты до достижения в реакционной массе рН 1 при температуре реакционной массы 45 ± 5ОС. После прибавления соляной кислоты реакционную массу охлаждают до 25 ± 5ОС и передают на стадию фильтрования и промывки. 

Стадию фильтрования и промывки проводят на нутч-фильтре. 

После образования сформировавшегося осадка его отжимают шлифованной поверхностью широкой пробки на поверхности нутч-фильтра . Фильтрат передают в сборник для жидких отходов.
Влажный иминотиоуразол выгружают из нутч-фильтра на лотки и передают на стадию растворения иминотиоуразола.

Стадию растворения иминотиоуразола проводят в трехгорлой колбе. В колбу загружают вручную 150 мл воды, включают мешалку на умеренное перемешивание (200-300 об/мин) и при перемешивании вносят осадок иминотиоуразола. Затем наливают 35 мл раствора гидроксида калия до достижения рН 9 ÷ 10 и перемешивают смесь 30 минут. Полученную смесь передают на стадию очистительного фильтрования иминотиоуразола. 

Стадию очистительного фильтрования иминотиоуразола проводят на нутч-фильтре. Осадок с нутч-фильтра переносят в сборник для твердых отходов. Фильтрат передают на стадию выделения очищенного иминотиоуразола. 

Стадию выделения очищенного иминотиоуразола проводят в трехгорлой колбе. В колбу вносят фильтрат, загрузочный люк закрывают, включают мешалку на умеренное перемешивание (200-300 об/мин) и при перемешивании из мерника прибавляют 43 мл концентрированной соляной кислоты до достижения рН 1 ÷ 2. Смесь перемешивают 30 минут и передают на стадию выделения очищенного иминотиоуразола. 

Стадию выделения очищенного иминотиоуразола проводят на нутч-фильтре. 
После образования сформировавшегося осадка его отжимают шлифованной поверхностью широкой пробки на поверхности нутч-фильтра, наливают 80 мл воды и ведут промывку до удаления водной фазы с поверхности осадка. Фильтрат передают в сборник для жидких отходов.
Влажный иминотиоуразол выгружают на лотки и передают на стадию очистки иминотиоуразола. 

Сушку влажного иминотиоуразола проводят в сушильном шкафу. 

Влажный иминотиоуразол разравнивают на лотках слоем толщиной 1-2 см. Лотки с влажным иминотиоуразолом помещают в сушилку и сушат 6 часов при температуре до 35 ± 2ОС. Получают 44 г иминотиоуразола.

1.1.2 Технология получения 3-меркаптопропинил-5-амино-1,2,4-триазола
3-Меркаптопропинил-5-амино-1,2,4-триазол получен по следующей химической схеме:
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Принципиальная схема получения 3-меркаптопропинил-5-амино-1,2,4-триазола приведена на рисунке 1.
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Рисунок 1 – Принципиальная схема получения 3-меркаптопропинил-

5-амино-1,2,4-триазола

Установлено, что выход конечного продукта зависит от природы алкилирующего агента, природы растворителя и условий процесса.

При взаимодействии 1,2,4-триазола-3-амино-5-сульфида калия с пропаргиловым спиртом  выход составил 28% от теоретического
Реакция пропаргилирования бромистым пропаргилом 1,2,4-триазола-3-амино-5-сульфида калия в этаноле в течении 8 часов при 75oC даёт выход  56% от теоретического. 
Во время реакции пропаргилирования бромистым пропаргилом 1,2,4-триазола-3-амино-5-сульфида калия в бензоле при 9 часовой экспозиции с температурой 74 - 77oC, был достигнут выход в 61%. А взаимодействие с пропаргиловым спиртом, в тех же условиях, приводило к выходу в 34% от теоретического. Пропаргилирование бромистым пропаргилом 1,2,4-триазола-3-амино-5-сульфида калия в ацетоне с нагревом в течении 10 часов при 50 – 53oC, выход составил 72% от теоретического. При сочетании 1,2,4-триазола-3-амино-5-сульфида калия с пропаргиловым спиртом в течении 10 часов в ацетоне при 50 - 53oC выход составил 41%. В диэтиловом эфире при 29 – 34 oC пропаргилирование бромистым пропаргилом 1,2,4-триазола-3-амино-5-сульфида калия в течении 11 часов конверсия целевого продукта составила 58%. 
А при взаимодействии 1,2,4-триазола-3-амино-5-сульфида калия с пропаргиловым спиртом в диэтиловом эфире в тех же условиях образовалось 37% 3-меркаптопропинил-5-амино-1,2,4-триазол. Основные результаты исследований приведены в таблице 1.
Таблица 1 - Параметры получения 3-амино-5-тиопропинил-1,2,4-триазола
	№
	Пропаргилирующий агент
	Растворитель
	Температура, оС
	Время,ч
	Выход, % 

	1
	Бромистый пропаргил
	Этанол
	75
	8
	56

	
	Пропаргиловый спирт
	
	78
	9
	28

	2
	Бромистый пропаргил
	Бензол
	76
	9
	61

	
	Пропаргиловый спирт
	
	80
	8
	34

	3
	Бромистый пропаргил
	Ацетон
	52
	10
	72

	
	Пропаргиловый спирт
	
	53
	9
	41

	4
	Бромистый пропаргил
	Диэтиловый эфир
	29
	11
	58

	
	Пропаргиловый спирт
	
	30
	12
	37


В трехгорлой колбе к нагретому до 50 °С раствору 14.2 г (0,1 моль) триазола в 50 мл ацетона медленно прикапывали 16,25 г (0,11 моль) пропаргилбромида в 20 мл ацетона. На следующий реакционную массу день отфильтровывали и перегоняли растворитель на роторном испарителе. Получили 3.16 г (77 %) пропаргилированного триазола, Т.пл 152 °С.

Структура 3-меркаптопропинил-5-амино-1,2,4-триазола была подтверждена ЯМР-спектроскопией (1Н и 13С) [52] (рисунки 2 и 3).
[image: image8.jpg]f4.0

F3.5
F3.0

f2s
2.
1,
1,
0.
Fo.0

we—

wi—

09—

S#688392
single_pulse

f1 (ma)

13 12 11 10

14



  
Рисунок 2 - Спектр ЯМР 1Н 3-меркаптопропинил-5-амино-
1,2,4-триазола
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Рисунок 3 - Спектр ЯМР 1Н 3-меркаптопропинил-5-амино-1,2,4-триазола

Спектр ЯМР 13С характеризуется присутствием сигналов при 19, 71 м.д., соответствующий углероду метиленовой группы (С-7) пропаргильного заместителя, сигналы при 73,89, 81,16 м.д., соотносящихся с ацетиленовыми углеродами сигналом при 154,91 м.д., соотносящихся с пятым углеродом в триазольном кольце и сигналом в области 158, 18 м.д., соотносящимся с третьем углеродом в триазольном кольце. 

В спектре ЯМР 1Н присутствует сигнал в области при 0,1 м.д., соответствующий атому водороду при С-9 ацетиленовой группы. Сигнал при 3, 73 м.д. соотносится с водородами метиленовой группы пропаргильного заместителя. Атомы водорода при аминном заместителе N-10 прописываются в виде уширенного сигнала при 6,09 м.д. Водород при N-1 в спектрах ЯМР 1Н не прописывается в силу замещения на D растворителя.

1.1.3 Технология получения 1-пропилпиперидин-4-она 
Технология получения 1-пропилпиперидин-4-она включает в себя 2 стадии: цианэтилирование пропиламина и конденсацию Дикмана продукта цианэтилирования.
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Принципиальная схема получения процесса цианэтилирования пропиламина приведена на рисунке 4.
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Рисунок 4 - Принципиальная схема получения процесса 

цианэтилирования пропиламина

Исследование реакции цианэтилирования показало, что наиболее высокий выход (54 %) был достигнут при комнатной температуре. С повышением температуры или ее понижением выход продукта заметно снижается. 

Что касается времени протекания реакции, установлено, что с увеличением количества часов, выход продукта также увеличивается. При продолжительности реакции в 10 часов, был достигнут наилучший выход в 70%. Оптимальные параметры хода реакции представлены в таблице 2. 

Таблица 2 - Параметры получения ди-(2-цианэтил)пропиламина

	№
	t, оС
	Время,ч
	Выход, % 
	t, оС
	Время,ч
	Выход, %

	1
	10
	4
	49
	20
	4
	54


	2
	20
	4
	54
	20
	6
	59

	3
	30
	4
	46
	20
	8
	64

	4
	40
	4
	43
	20
	10
	70


В трехгорлой колбе, снабженной обратным холодильником, термометром и капельной воронкой к 106 г (2 моль) акрилонитрила постепенно, при перемешивании и несильном нагревании, прибавляли 73 г (1 моль) перегнанного бутиламина. При этом наблюдалось выделение тепла, поэтому прикапывание вели с такой скоростью, чтобы температура не превышала 70 °С. По окончании реакции реакционную смесь разгоняли в ваккуме водоструйного и масляного насосов. Получено 109 г (60,9 %) ди-(2-цианэтил)бутиламин (1.1). Т.кип. 115-118 °С (3-5 мм. рт. ст.); nD20 = 1, 441

Строение и состав полученного соединения были доказаны при помощи ИК-спектроскопии [52] (рисунок 5)
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Рисунок 5 - ИК-спектр ди-(2-цианэтил)пропиламина
В ИК-спектре ди-(2-цианэтил)пропиламина наблюдаются полосы поглощения при 2248 см-1 характерных для нитрильной группы, 2963, 2874, 2828 см-1 характерны для валентных колебаний метил, метиленовых групп.

Реакция циклизации ди-(2-цианэтил)пропиламина в 1-пропилпиперидин-4-он протекала при 105 оС в среде абсолютного толуола при избытке металлического натрия в течении 10 часов. Выход продукта циклизации составил 41% от теоретического. 
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Принципиальная схема получения 1-пропилпиперидин-4-она приведена на рисунке 6.
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Рисунок 6 - Принципиальная схема получения 1-пропилпиперидин-4-она

В трехгорлую колбу, снабженную обратным холодильником, термометром и капельной воронкой, поместили 200 мл обезвоженного толуола, 0,83 г (0,036 моль) натрия и медленно прикапывали 10 г (0,06 моль) ди-(2-цианэтил)пропиламина (1) в 20 мл толуола. Реакционную смесь перемешивали при температуре 100-105 °С в течение 10 часов. После того, как весь натрий полностью прореагировал, прикапывали 20 мл раствора соляной кислоты до рН=1. При этом происходило разделение реакционной массы на 2 слоя. После отделения, водный слой охлаждали, подщелачивали до рН=10. Выделившийся органический слой многократно экстрагировали эфиром. Эфирный слой сушили над прокаленным поташом, эфир отгоняли, а остаток перегоняли в вакууме масляного насоса. Получили 4,1 г (41%) 1-пропилпиперидин-4-она. Т.кип. 70-75 °С (3-5 мм. рт. ст.); nD20 = 1, 4566.
Структура и состав полученного 3-пропилпиперидин-4она была определена при помощи ИК-спектроскопии [52] (рисунок 7).
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Рисунок 7 - ИК-спектр 1-пропилпиперидин-4-она

В ИК-спектре 1-пропилпиперидин-4-она наблюдаются полосы поглощения при 1638 см-1, что соотвествует кетонной группе, при 2959, 2934, 2873 см-1, характерные для валентных колебаний метил, метиленовых групп.

1.1.4 Технология получения 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ола
При взаимодействии 1-пропилпиперидин-4-она и 3-меркаптопропинил-5-амино-1,2,4-триазола был получен ацетиленовый 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ол:
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Принципиальная схема получения 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил)пиперидин-4-ола приведена на рисунке 8.

[image: image17.png]TI - 1.1 [Pactsoperne tpuazona TI-1 | Tonyuesnne aueTneHoE0r0
> crmpTa
Py
BP-1 Usvemsucrue
Texauecxoro KOH
TI-12 | Oxzawaesne 10 5°C
TII- 1.3 | Jo6asacrue 1-npom:
mrmepupE-4-0ma
TII-2.1 | JoGasacrme Bomst L TH-2 BhLIeaCHHE TPOYKTa
TII-22 Orzenerne
OpraRmeCKoro c10s
TI-23 | Sxcrpaxms sdupoy
TII-3.1 | Cymxasuproro TII-3 | Cymxa SHpHEX BhrTmkek
|
ca0n
TII-4.1 Orronka
pacTEopHTeT
TII-4.2 | Tleperonxa mox TH-4 Ouncrxa mpoaykTa
BaKyyMoM >





Рисунок 8 - Принципиальная схема получения 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ола

Для подбора оптимальных условий присоединения 3-амино-5-тиопропинил-1,2,4-триазола к 1-пропилпиперидин-4-ону была проведена серия реакций в различных растворителях и с различным соотношением едкого калия (таблица 3). 

Таблица 3 – Параметры получения 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ола
	№
	Растворитель
	МД-3 : KOH
	Выход, % 

	1
	Диэтиловый эфир
	1:3
	59

	
	
	1:5
	70

	
	
	1:10
	76

	2
	Этиловый спирт
	1:3
	48

	
	
	1:5
	59

	
	
	1:10
	68


В диэтиловом эфире при пятикратном избытке едкого калия были получены схожие выходы, как и при взаимодействии в среде диэтилового эфира при десятикратном избытке (выход 70% и 76% соответственно). При уменьшении количества едкого калия до трёхкратного избытка выход уменьшился до 59%. Замена растворителя на этиловый спирт, при прочих равных условиях, привела к снижению выхода в среднем на 10%. Из чего был сделан вывод, что наиболее оптимальными условиями для сочетания 3-меркаптопропинил-5-амино-1,2,4-триазола с 1-пропилпиперидин -4-оном является проведение реакции в диэтиловом эфире при десятикратном избытке едкого калия. 
Структура 4-(3-(3-амино-1,2,4-триазол-5-тио)проп-1-ил)-1-пропил-пиперидин-4-ола была потверждена ЯМР-спектроскопией (Н1 и С13) [52] (рисунки 9 и 10).

В спектре ЯМР 13С присутствует сигнал при 14.16 м.д., соответствующий метильному углероду С-9 пропильного заместителя пиперидинового кольца. Метиленовым заместителям С-8, С-7 пропильного радикала будут соотвествовать пики в области 22.75 и 24.55 м.д. Сигнал при 23.45 м.д. соотвествует метиленовой группе С-13 пропинильного радикала. Метиленовые углероды С-2, С-6 пиперидинового кольца прописываются в области 26.47 м.д., а С-3, С-5 при 29.76 м.д. Четвертичный углерод С-10 прописывается при 29.42 м.д. Сигналы при 31.99 и 32.28 м.д. соотносятся с С-11 и С-12 углеродами ацетилена. Сигнал при 125.16 м.д. соответствует С-15 атому углерода триазольного кольца, соответственно атом углерода С-18 прописывается при 135.29 м.д.

Спектр ЯМР 1Н соединения характеризуется присутствием трех мультиплетных сигналов при 0.84-0.86, 1.65-1.67 и 2.91-2.93 м.д., соответствующих протоном N-пропильного заместителя пиперидинового кольца Н-9, Н-8 и Н-7 соответственно. Пиперидиновые протоны Н-3,5 и Н-2,6 резонировали мультиплетами при 2.01-2.03 и 2.42-2.50 м.д. соответственно. 
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Рисунок 9 - Спектр ЯМР 13С 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил)пиперидин-4-ола
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Рисунок 10 - Спектр ЯМР 1Н 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил)пиперидин-4-ола
Протон Н-13, находящийся между атомом серы и ацетиленовым фрагментом, резонировал синглетом при 4.31 м.д. Уширенным синглетом при 5.11 м.д. проявились протоны Н-20 аминогруппы гетероциклического фрагмента.

1.2 Гидрохлорид 2,2-диметил-4-(5’-амино-1’2’4’-триазол-3’-тио-пропинил)-оксан-4-она

2,2-Диметил-4-(5’-амино-1’2’4’-триазол-3’-тиопропинил)-оксан-4-он был получен при взаимодействии 2,2-диметилоксан-4-она с 3-меркапто-пропинил-5-амино-1,2,4-триазолом, в течении 5 часов при температуре 15оС в среде диэтилового эфира. 
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В трёхгорлую круглодонную колбу на 250 мл снабженную обратным холодильником, механической мешалкой и капельной воронкой засыпали 28 г. технического едкого калия, остатки смыли эфиром. Далее прилили 3,2 г. (0,025 моль) 2,2-диметилоксан-4-она и вели перемешивание в течении часа, после чего начали прикапывание 3,85 г. (0,025 моль) пропаргилированного триазола. Скорость прикапывания составила 1 капля в 2 секунды. Перемешивание проводили в течении 5 часов при охлаждении. Спустя 3 часа перемешивания прилили около 50 мл холодной воды до полного растворения KOH. По окончанию перемешивания реакционную смесь разделили на делительной воронке. Водный слой пятикратно проэкстрагировали эфиром. Эфирные вытяжки объединили с органическим слоем и отфильтровали через осушитель Na2SO4. Эфир отогнали досуха, в результате чего образовалось маслянистое вещество тёмно-коричневого цвета. К образовавшемуся маслу добавили 35 мл ацетонитрила в последствии выпал бело-жёлтый осадок в виде хлопьев. Осадок отфильтровали от ацетонитрила. За ночь осадок (на фильтре) перешёл в маслянистую жидкость. Фильтровальную бумагу нарезали и опустив в колбу с бензолом, смыли маслянистую жидкость, которую далее объединили с ранее полученным осадком. 

Водный слой после экстракции эфиром был семикратно проэкстрагирован бензолом. Бензольные вытяжки осушили сульфатом натрия, после чего отфильтровали. Отогнали от бензола до выпадения кристаллов. Затем прилили ацетонитрил и отогнали, полученные кристаллы взвесили. Практический выход от теоретического составил 3,26%.

С целью наработки данный синтез был проведен повторно в этиловом спирте. Выход составил 62 %.

Строение полученного соединение было доказано при помощи данных ИК-, ЯМР 13С и ЯМР 1Н- спектроскопии.
В ИК-спектре 2,2-диметил-4-(5’-амино-1’2’4’-триазол-3’-тиопропинил)-оксан-4-она наблюдается отсутствие полос поглощения в диапазоне от 1700см-1 до 1600 см-1, характерных для еновых структур, и появление характерной широкой полосы поглощения при 3318 см-1 соответствующей гидроксидной группе, что позволяет сделать вывод, что реакция этинилирования прошла по кето-группе. 
В ЯМР 13С спектре присутствует сигнал при 12,59 м.д., соответствующий углероду С7 пропаргильного заместителя. При 19,06 м.д.  прописывается сигнал соответствующий углеродам метильных заместителей С18 и С19. Сигналы при 32,68 м.д. и 56,59м.д. соотносятся с углеродами тетрагидропиранольного кольца С16 и С12 соответсвенно. Сигнал  при 73,10 м.д. и 83,1 м.д. соотвествует углеродам С8 и С9 соответсвенно. Углерод С15 тетрагидропиранноного кольца прописывается 103.72 м.д.. Сигнал при 104,32 м.д. соответсвует углероду С11. Углерод С13 прописывается в области 129,68 м.д.. Углероды С3 и С5 триазольного кольца прописываются в области 168,95м.д. и 154,69 м.д соответственно.

В ЯМР 1Н спектре присутствуют сигналы в виде мультиплета  при 0,99м.д. и 1,02м.д. соответствующие протонам у метильных радикалов С18 и С19. Сигналы в виде мультиплета при 2,28 м.д. и 2,31 м.д. соотносятся с водородами метиленовых групп при С12 и С16. Сигналы в виде дуплета в области 3,38 м.д. и 3,41 м.д. соотносятся с метиленовой группой при С15. Так же присутствует сигнал соответствующий водороду метиленовой группы С7 пропаргильного заместителя при 3,92 м.д.. Сигнал при 5,78 м.д. соотносится с водородом гидроксильной группы О17. И сигнал в виде мультиплета при 6,65 м.д. – 6,69 м.д. относящийся к протонам амино группы N10. 

Гидрохлорид 2,2-диметил-4-(5’-амино-1’2’4’-триазол-3’-тиопропинил)-оксан-4-она получен взаимодействием 2,2-диметил-4-(5’-амино-1’2’4’-триазол-3’-тиопропинил)-оксан-4-она с эфирным раствором хлористого водорода.
1.3 Технология получения гидрохлорида 1-метил-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-1-ил]пиперидин-4-ола 

Технология получения гидрохлорида 1-метил-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-1-ил]пиперидин-4-ола включает в себя три стадии:

1. технологию получения 1-метилпиперидин-4-она;

2. технологию получения 1-(проп-2-инилокси)нафталина;
3. технологию конденсации -(проп-2-инилокси)нафталина с 1-метилпиперидин-4-оном.

1.3.1 Технология получения 1-метилпиперидин-4-она

1-Метилпиперидин-4-он получен двумя способами: конденсацией по Манниху и конденсацией по Дикману.

1.3.1.1. Технология получения 1-метилпиперидин-4-она по Манниху

Синтез 1-метилпиперидин-4-она осуществлен по следующей схеме:
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Ацетон (0,1 моль), спиртовой раствор метиламина (0,1 моль), формальдегид (0,2 моль) растворяют в 50 мл абсолютного спирта и помещают в одногорлую колбу, снабженную механической мешалкой и обратным холодильником. Содержимое колбы нагревают на водяной бане в течение 2-х часов при перемешивании до тех пор, пока реакционная масса не приобретет красный цвет. После окончания реакции из реакционной смеси отгоняют растворитель и перегоняют под вакуумом масляного насоса – температура кипения 50-55 0С/8 мм. рт. ст. Выход 54,50%.

1.3.1.1. Технология получения 1-метилпиперидин-4-она по Дикману

Синтез 1-метилпиперидин-4-она осуществлен по следующей схеме:
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Взаимодействием метиламина с акрилонитрилом получен метилди(цианэтил)амин. 

Исследование цианэтилирования первичного амина показало, что это процесс протекает с выделением тепла и ступенчато. Сначала получается продукт моноцианэтилирования. Для получения продукта полного цианэтилирования необходим нагрев при температуре 900С в течение 6 часов.

Смесь из 3,73 г (0,12 моль) метиламина в метаноле и 17 г (0,3 моль) акрилонитрила нагревают 6 часов на кипящей водяной бане. Затем отгоняют в вакууме. Получают 29 г (66 %) ди-(2-цианэтил)метиламина (1). Т.кип. 100-105 оС (8 мм.рт.ст.); 
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Строение метилди(цианэтил)амина было доказаны при помощи ИК-спектроскопии [52].

В ИК-спектре метилди(цианэтил)амина наблюдаются полосы поглощения при 2248 см-1 характерных для нитрильной группы, 2963, 2874, 2828 см-1 характерны для валентных колебаний метиленовых групп.

Метилди(цианэтил)амин циклизовали в атмосфере азота в присутствии металлического натрия или алкоголята натрия. Реакцию проводили в среде диоксана при 100 оС в течение 10 часов. Для предотвращения полимеризации процесс проводили при перемешивании и медленном прикапывании ди(2-цианэтил)амина. Диоксан брали в большом избытке, т.к. разбавление  благоприятствует циклизации и препятствует межмолекулярной конденсации. В результате реакции циклизации получено натриевое производное 1-метил-3-циан-4-иминопиперидина с выходами 65 %.

Выделенное натриевое производное – устойчивый продукт, не описанный ранее в литературе. Он имеет несколько реакционноспособных центров и может быть использован для синтеза различных соединений. 
В реакционную колбу  помещают сухой диоксан, 1,5 г натрия и медленно прикапывают 15 г ди-(2-цианэтил)метиламина (1) в 25 мл диоксана. Реакционную смесь перемешивают при температуре 100-105 оС в течение 10 часов в токе инертного газа. После охлаждения выпавший осадок отделяют, диоксан отгоняют, остаток (маслообразный) объединяют с осадком, промывают бензолом. Циклизованный продукт не растворяется в бензоле. Остаток перекристаллизовывают из абсолютного спирта и сушат в вакуум-эксикаторе. Получают 11,44 г (65 %) натриевого производного 1-метил-3-циан-4-иминопиперидина.  
В результате нейтрализации натриевого производного получен 1-метил-3-циан-4-иминопиперидин, строение которого доказано с помощью ИК-спектроскопии. Спектры содержат полосы поглощения С=N-связи (1640 см-1), С(N-связи (2230 см-1).

При действии концентрированной соляной кислоты на натриевое производное 1-метил-3-циан-4-иминопиперидина и нагревании был получен 1-метилпиперидин-4-он с выходом 53%.
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К 9 г натриевого производного 1-метил-3-циан-4-иминопиперидина (3) добавляют 25 мл концентрированной соляной кислоты, нагревают при температуре 110-115 оС в течение 10 часов. Затем охлаждают, подщелачивают, многократно экстрагируют эфиром. Эфирные вытяжки сушат, эфир отгоняют, остаток перегоняют в вакууме. Получают 3,38 г (53 %) 1-метилпиперидин-4-она, Т.кип. 60-65 оС (3 мм.рт.ст.), 
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Идентификация 1-метилпиперидин-4-она осуществлялась с помощью ИК-спектроскопии [52] (рисунок 11).
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Рисунок 11 – ИК-спектр 1-метилпиперидин-4-она

В ИК-спектре 1-метилпиперидин-4-она наблюдаются полосы поглощения при 2968, 2934, 2847, 2780 см-1, отвечающие валентным колебаниям СН-связей, полоса поглощения при 1717 см-1 отвечает валентным колебаниям карбонильной группы 1-метилпиперидин-4-она, наконец, полосы поглощения при 1458 и 1380 см-1 отвечают деформационным колебаниям СН-связей.

1.3.2 Технология получения 1-(проп-2-инилокси)нафталина

Синтез 1-(проп-2-инилокси)нафталина проводили по следующей схеме:
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В трехгорлую круглодонную колбу, снабженную обратным холодильником, механической мешалкой и капельной воронкой вносили 14,4 г (0,10 моль) 1-нафтола, приливали 100 мл ацетона, добавляли 16,6 г (0,12 моль) прокаленного поташа, при перемешивании и нагревании на водяной бане при температуре 55-60 0С медленно прикапывали 14,3 г (0,12 моль) бромистого пропаргила. После добавления всего количества бромистого пропаргила реакционную смесь перемешивали при нагревании до полного исчезновения нафтола по ТСХ (всего около 30 ч, при необходимости нужно добавить еще бромистого пропаргила). После окончания реакции смесь отфильтровывали и отгоняли ацетон, остаток пропускали через колонку с оксидом алюминия (элюент – бензол). После отгонки бензола получили    16,5 г (90%) пропина.

Аналогично из 10,1 г нафтола только в среде диметилформамида получили 8,97 г (70%) нафтоксипропина.

Идентификацию нафтоксипропина осуществляли с помощью ЯМР- спектроскопии (таблица 4) и ИК-спектроскопии [52] (рисунок 12).
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Рисунок 12 – ИК-спектр соединения 1-метил-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-1-ил]пиперидин-4-ола в тонком слое

Таблица 4 – Данные спектров ЯМР 1Н и 13С α-нафтоксипропина
	ЯМР 1Н, (H (300 MГц, CDCl3)
	ЯМР 13С, (C (100 MГц, CDCl3)

	≡С-Н
	О-CH2
	Ar-Н
	≡С-Н
	C≡
	О-CH2
	Ar-Ci

	2,54
	4,72
	7,12-7,72
	76,48
	78,74
	57,36
	156,81


Наиболее характеристичными полосами поглощения в ИК-спектрах терминальных ацетиленов являются полосы поглощения колебаний ацетиленовой С≡С- и ≡С-Н-связей в области 2100 и 3300 см-1.

1.3.3 Технология конденсации 1-(проп-2-инилокси)нафталина с 1-ме-тилпиперидин-4-оном

Взаимодействие 1-(проп-2-инилокси)нафталина с 1-метилпиперидин-4-оном по Фаворскому осуществлялось по следующей схеме:
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Исследование процесса этинилирования показало, что выход продукта зависит от температуры. При переходе от температуры 00С к (35-40)0С выход увеличивается от 42 до 86 %.

При 0 ºС. В трехгорлую колбу, снабженную мешалкой, обратным холодильником и капельной воронкой вносили 3,17 г (0,6 моль) порошкообразного технического КОН, приливали 50 мл эфира, при охлаждении льдом к смеси добавляли 1,82 г (0,01 моль) α-нафтоксипропина, растворенного в 10 мл эфира. Через 30 мин при перемешивании медленно прикапывали 1,18 г (0,01 моль) 1-метилпиперидин-4-она в 20 мл эфира. После окончания реакции смесь разлагали 25 мл воды при охлаждении льдом. Эфир отделяли, водный слой экстрагировали 5х20 мл эфира, эфирные экстракты сушили поташом. После отгонки эфира и перекристаллизации остатка из смеси бензола-гексан (1:3) получили 1,25 г (42 %) пиперидола.

При 20 - 25 ºС. В трехгорлую колбу, снабженную мешалкой, обратным холодильником и капельной воронкой вносили 5,6 г (0,10 моль) порошкообразного технического КОН, приливали 50 мл эфира, к смеси добавляли 4,55 г (0,025 моль) α-нафтоксипропина, растворенного в 10 мл эфира. Через 30 мин при перемешивании медленно прикапывали 2,83 г (0,025 моль) 1-метилпиперидин-4-она в 30 мл эфира. После окончания реакции смесь разлагали 25 мл воды при охлаждении льдом. Эфир отделяли, водный слой экстрагировали 5 раз по 20 мл эфира, эфирные экстракты сушили поташом. После отгонки эфира и перекристаллизации остатка из смеси бензола-гексан (1:3) получили 5,48 г (74%) пиперидола.

При 35 – 40 ºС. В трехгорлую колбу, снабженную мешалкой, обратным холодильником и капельной воронкой вносили 3,17 г (0,6 моль) порошкообразного технического КОН, приливали 50 мл эфира, при нагревании на водяной бане при температуре 35 - 400С к смеси добавляли 1,82 г (0,01 моль) α-нафтоксипропина, растворенного в 10 мл эфира. Через 30 мин при перемешивании медленно прикапывали 1,18 г (0,01 моль) 1-метилпиперидин-4-она в 20 мл эфира. После окончания реакции смесь разлагали 25 мл воды при охлаждении льдом. Эфир отделяли, водный слой экстрагировали 5 раз по 20 мл эфира, эфирные экстракты сушили поташом. После отгонки эфира и перекристаллизации остатка из смеси бензола-гексан (1:3) получили 2,54 г (86 %) пиперидола.
Структуру 1-метил-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-1-ил]пиперидин-4-ола идентифицировали с помощью ЯМР-спектроскопии [52] (рисунки 13 и 14).
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Рисунок 13– ЯМР 1Н -метил-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-
1-ил]пиперидин-4-ола
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Рисунок 14– ЯМР 13С -метил-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-
1-ил]пиперидин-4-ола
На ПМР-спектре в слабопольной области при 6,92-8,25 м.д. резонируют протоны нафталинового кольцо с интенсивностью в 7 протонов, в средней части спектра наблюдается синглет при 4,91 м.д. от оксиметиленовых протонов интенсивностью в 2 протона, в сильнопольной области спектра 8 протонов пиперидинового кольца и 3 протона метильной группы (2,17 м.д.). Гидроксильный протон резонирует при 3,05 м.д. в виде уширенного сигнала интенсивностью в 1 протон.

Гидрохлорид 1-метил-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-1-ил]пиперидин-4-ола получен взаимодействием 1-метил-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-1-ил]пипери-дин-4-ола с эфирным раствором хлористого водорода.

Растворили 1,08 г пиперидола в 200 мл эфира и добавляли по каплям при перемешивании эфирный раствор соляной кислоты до pH 2, затем осадок отфильтровывали, промывали эфиром и получили 1,2 г (≈100%) гидрохлорида.

2 лАБОРАТОРНая оценка РОСТРЕГУЛИРУЮЩЕЙ АКТИВНОСТИ азотсодержащих соединений в системе растительных биотестов

В качестве азотсодержащих соединений использовались 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ол (МД-4) и его гидрохлорид (МД-4*HCl), 2,2-диметил-4-(5’-амино-1’2’4’-триазол-3’-тиопропинил)-оксан-4-он (КЕ-5) и его гидрохлорид (КЕ-5*HCl). Оценка рострегулирующей активности проводилась в сравнении с 2,4 Д-натриевой солью, амилоксаном и гиббереллиновой кислотой (ГК).

2.1 Биопроба Ракитина 

Анализ биотеста на семенах пшеницы выявил, что испытанные химические соединения снижали семенную всхожесть (до 83 %) (таблица 5).
Таблица 5 – Влияние химических соединений на прорастание семян пшеницы
	Концентрация, мг/л
	Всхожесть %
	Длина корня, см
	Масса корней, г
	Длина побега, см
	Масса побегов, г

	контроль

	вода 
	100
	3,29 ±0,17
	0,345 ±0,02
	1,62 ±0,06
	0,242 ±0,02

	ГК 10 
	100
	2,63 ±0,39
	0,254 ±0,03*
	1,46 ±0,20
	0,181 ±0,03

	КЕ-5

	100
	98,3
	2,57 ±0,06*
	0,260 ±0,02*
	1,26 ±0,04*
	0,173 ±0,03

	10
	83,3
	2,68 ±0,22*
	0,223 ±0,06
	1,13 ±0,10*
	0,125 ±0,04*

	1
	100
	2,97 ±0,33
	0,287 ±0,03
	1,17 ±0,12*
	0,156 ±0,02*

	0,1
	90,0
	2,61 ±0,11*
	0,216 ±0,05*
	1,08 ±0,01*
	0,121 ±0,04*

	0,01
	98,3
	2,90 ±0,06
	0,291 ±0,03
	1,32 ±0,08*
	0,119 ±0,06*

	KE-5*HCl

	100
	100
	2,54 ± 0,11*
	0,285 ± 0,03
	1,11 ± 0,01*
	0,141 ± 0,02*

	10
	100
	2,77 ± 0,13*
	0,290 ± 0,01*
	1,23 ± 0,04*
	0,175 ± 0,01*

	1
	100
	2,83 ± 0,01*
	0,317 ± 0,01
	1,28 ± 0,13*
	0,179 ± 0,01*

	0,1
	100
	2,49 ± 0,09*
	0,254 ± 0,01*
	**1,05 ± 0,01*
	0,143 ± 0,01*

	0,01
	100
	3,12 ± 0,10
	0,378 ± 0,02
	1,48 ± 0,13
	0,218 ± 0,02

	МД-4

	100
	86,7
	2,64 ±0,04*
	0,240 ± 0,03*
	**1,00 ± 0,01*
	0,124 ± 0,01*

	10
	100
	2,89 ± 0,03*
	0,287 ± 0,01*
	1,31 ± 0,02*
	0,178 ± 0,02*

	1
	100
	2,89 ± 0,03*
	0,292 ± 0,02
	1,37 ± 0,03*
	0,194 ± 0,02

	0,1
	100
	2,70 ± 0,1*
	0,281 ± 0,02*
	1,30 ± 0,04*
	0,191 ± 0,02

	0,01
	83,3
	2,80 ± 0,1*
	0,260 ± 0,05
	1,27 ± 0,14*
	0,164 ± 0,04

	МД-4*HCl

	100
	96,7
	2,24 ±0,13*
	0,243 ±0,02*
	**1,03 ±0,01*
	0,14 ±0,01*

	10
	100
	2,5 ±0,01*
	0,284 ±0,02*
	1,22 ±0,10*
	0,196 ±0,03

	1
	96,7
	2,58 ±0,15*
	0,291 ±0,03
	1,31 ±0,01*
	0,180 ±0,02*

	0,1
	96,7
	2,71 ±0,24
	0,313 ±0,04
	1,47 ±0,03*
	0,244 ±0,04

	0,01
	100
	2,87 ±0,18
	**0,353 ±0,01
	1,35 ±0,11*
	0,218 ±0,03


Ростовые показатели по значениям были ниже контроля-вода, на уровне показателей действия ГК, но в некоторых опытных вариантах достоверно отличались от них 

Следует отметить, что соединение КЕ-5 оказывало более сильный ингибирующий эффект по сравнению с производным КЕ-5*HCl на все параметры прорастания семян, но наиболее выраженный двойной ингибирующий эффект с высокой достоверностью выявлен при концентрации 0,01 мг/л на показатель массы побегов, 49,2 % и 90,1 %, соответственно.

Препарат МД-4 оказывал также достоверное ингибирующее действие независимо от применяемой концентрации, которое составило в среднем: в пределах 84,6 % и 78,8 % на длину и массу корней пшеницы, 77 % и 73 % на длину и массу побега, соответственно. 

В вариантах опыта с производным соединением МД-4*HCL при уменьшении его дозы от 100 мг/л до 0,01 мг/л отмечено постепенное снижение отрицательного эффекта препарата по длине корня от 68 % до 87 %, по его массе, от 70 % до 102 %, по длине побега от 63,6 % до 89,3 %, а по массе побега от 57,9 % до 90 %.

Действие тестируемых препаратов на прорастание семян огурца отличалось в зависимости от их химической структуры и дозы обработки семян (рисунок 15, таблица 6).
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Рисунок 15 – Влияние различных концентраций тестируемых химических препаратов на показатели прорастания семян огурца (в % к контролю-вода)

Выявлено достоверное стимулирующее действие амилоксана в концентрации 10 мг/л на рост корня, до 124 % к контролю (136 % к ГК). 

Положительный эффект понижался до уровня контроля как при максимальном повышении дозы до 100 мг/л, так и при его понижении в 10, 100 и 1000 раз. При этом препарат оказывал достоверный тормозящий эффект на показатель массы корней при минимальной 0,01 мг/л концентрации до 82,3 %. 
Таблица 6 – Влияние химических соединений на прорастание семян огурца (биопроба Ракитина)
	Концентрация, мг/л
	Длина корня, см
	Масса корней, г

	контроль

	вода
	**1,67 ±0,04
	0,181 ±0,01

	ГК 10
	1,51 ±0,02*
	0,197 ±0,01

	КЕ-5

	100
	**1,07 ± 0,03*
	**0,095 ± 0,01*

	10
	1,62 ± 0,21
	**0,123 ± 0,02*

	1
	1,87 ± 0,17
	0,197 ± 0,04

	0,1
	**1,4 ± 0,01*
	**0,093 ± 0.01*

	0,01
	1,68 ± 0,18
	**0,134 ± 0,02

	KE-5*HCl

	100
	1,48 ±0,23
	**0,157±0,01

	10
	1,53 ±0,08
	0,161±0,04

	1
	**1,41 ±0,02*
	**0,158 ±0,01

	0,1
	1,52 ±0,08
	0,176 ±0,01

	0,01
	1,58 ±0,04
	0,168 ±0,01

	МД-4

	100
	1,88 ± 0,1
	**0,123 ± 0,01*

	10
	1,69 ± 0,16
	**0,122 ± 0,01*

	1
	**1,66 ± 0,05
	**0,133 ± 0,01*

	0,1
	1,59 ± 0,04
	** 0,125 ± 0,01*

	0,01
	1,41 ± 0,06*
	** 0,112 ± 0,01*

	МД-4*HCl

	100
	**2,17 ±0,15*
	0,188 ±0,02

	10
	**1,92 ±0,09*
	0,181 ±0,01

	1
	**1,96 ±0,13*
	0,172 ±0,01

	0,1
	**1,91 ±0,02*
	0,170 ±0,01

	0,01
	1,79 ±0,16
	**0,163 ±0,01

	3-амилоксан

	100
	2,53 ± 0,06*
	**0,375 ± 0,02

	10
	2,76 ± 0,13*
	0,277 ± 0,02

	1
	3,23 ± 0,18
	**0,324 ± 0,01

	0,1
	2,88 ± 0,04*
	0,301 ± 0,02

	0,01
	3,26 ± 0,04
	**0,352 ± 0,03


Амилоксан оказывал как ингибирующее, так и стимулирующее действие на показатели роста корней, которые отличались от контроля. 
Действие КЕ-5 зависело от концентрации обработки: в высокой дозе ингибировало длину и массу корней до 64 и 53 %, при средней - на уровне контроля, при малой и минимальной концентрациях – аналогично амилоксану тормозящее действие на массу корней, до 51 и 74 %. 
Соединение КЕ-5*HCl существенно не влияло на показатели прорастания, которые сохранялись на уровне контроля независимо от дозы. Отмечено небольшое ингибирование длины корня 84 % при средней концентрации 1 мг/л.

МД-4 при всех дозах оказывал достоверное тормозящее действие на массу корней, с средним показателем 69 %, при минимальной дозе 0,01 мг/л – отмечено 84 % ингибирование длины корня. 
В отличие от других соединений МД-4*HCL оказывал достоверное стимулирующее действие на длину корней при всех концентрациях с максимальным эффектом (130 % к воде) в варианте с максимальной обработкой 100 мг/л.
Сравнительный анализ опытных данных относительно регулятора роста ГК в концентрации 10 мг/л показал, что в аналогичной дозе достоверно отличаются амилоксан и МД-4*HCL по стимулирующей активности на длину корня (136 % и 127 % к ГК, соответственно), а КЕ-5 и МД-4 по ингибирующей активностью на массу корня со средним показателем 62 %. 

Таким образом, результаты первичной оценки рострегулирующей активности тестируемых соединений методом биопробы Ракитина на прорастание семян однодольных и двудольных растений выявили высокую ингибирующую активность соединений КЕ-5 и МД-4 в обоих тест-системах и стимулирующий эффект амилоксана и МД-4*HCL на развитие корневой системы двудольных (ауксинподобная активность). 

На следующем этапе работы отобранные соединения далее тестировались для выявления цитокининподобной и/или ауксинподобной активностей.

2.2 Биотест Кураиси 

Результаты опытов показали, что тестируемые соединения в зависимости от их химической природы оказывают как стимулирующее (цитокининподобное), так и цитокининингибирующее действие на рост семядолей редиса (таблица 7).
Анализ данных, представленных в таблице 7 свидетельствует о том, что характер и степень воздействия химических соединений на рост семядолей редиса достоверно отличались между собой и по сравнению со стандартным гербицидом 2,4Д- натриевой солью. 

Соединение КЕ-5 оказывало ингибирующий эффект на прирост клеток семядолей при всех концентрациях, со средней активностью 82 % и без достоверных отличий между опытными вариантами (рисунок 17).
Таблица 7 – Влияние химических соединений на рост семядолей редиса 

	Тестируемое соединение
	Активность, % к контролю (буфер)

	
	10 мг/л
	1 мг/л
	0,1 мг/л
	0,01 мг/л

	КЕ-5
	74,64 ± 0,93б
	82,75 ± 5,95а
	86,59 ± 5,13а
	84,56 ± 5,52а

	МД-4
	111,47 ± 1,00в
	*139,88 ± 3,35б
	119,22 ± 6,91б
	113,34 ± 2,77б

	амилоксан
	100,99 ± 5,64в
	*72,02 ± 6,78а
	*78,46 ± 2,12а
	97,97 ± 4,95а

	2,4 Д-натрие-вая соль (стандарт)
	*63,77 ± 2,62а
	79,56 ± 0,91а
	90,08 ± 9,63а
	-

	Примечание - * достоверные отличия между значениями в строке при p ≤ 0,05, а, б, в – достоверные отличия между значениями в столбце при p ≤ 0,05
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Рисунок 17 – Влияние химических соединений на рост семядолей редиса

Из приведенной на рисунке 3 диаграммы видно, что амилоксан обладал аналогичным отрицательным воздействием при дозах 1 мг/л и 0,1 мг/л с активностью 72 % и 78,5 %, соответственно. 

Отрицательный эффект амилоксана находился на уровне действия стандартного ингибитора роста 2,4Д-натриевой соли и препарата КЕ-5 в той же дозе (79,56 % и 82,75 %, соответственно).  При повышении концентрации амилоксана до 10 мг/л или понижении до 0,01 мг/л действие препарата не отличалось от контрольного буфера.

Выявлено, что препарат МД-4 при всех дозах оказывал стимулирующий характер на рост семядолей редиса. Максимальный положительный эффект около 140% препарат МД-4 оказывал при концентрации 1 мг/л с высокой степенью достоверности по сравнению с другими опытными вариантами и контролем (таблица 7).
Таким образом, выявлено цитокининингибирующее действие КЕ-5 независимо от дозы обработки и амилоксана при концентрациях 1 мг/л и 0,1 мг/л. Ингибирующий эффект этих препаратов достоверно не отличался от аналогичного действия стандартного гербицида 2,4 Д-натриевой соли. Препарат МД-4 обладал цитокининподобной активностью на рост семядолей редиса при дозе 1 мг/л.

2.3 Биопроба на черенках фасоли

Результаты биопробы на корнеобразующую активность [53-55] химических соединений через неделю после 4 часов замачивания черенков фасоли в опытных растворах представлены в таблице 8.
Таблица 8 – Влияние амилоксана, КЕ-5 и КЕ-5HCL на укоренение черенков фасоли 

	Концентрация

мг/л
	Укоренение, %
	Зона корней, см 
	Сырой вес корней, г
	Длина корешков, см

максимум

	вода
	55,56±6,41*
	0,67 ±0,2*
	0,17 ± 0,06*
	1,61±0,56

	ИМК 30
	100
	2,67 ± 0,51
	0,38 ± 0,06
	1,5 ± 0,29

	амилоксан

	100 
	88,89 ±11,12
	1,8 ± 0,28
	0,22 ± 0,01*
	3,98 ± 0,61*

	10
	100
	2,41 ± 0,08
	0,21 ± 0,02*
	5,0 ± 0,42*

	1
	100
	2,0± 0,19
	0,34 ± 0,04
	2,66 ± 0,17*

	0,1
	88,89 ±11,12
	2,47 ± 0,12
	0,58 ± 0,22
	2,84 ± 0,42*

	0,01
	88,89 ±11,12
	2,92 ±  0,36
	0,21 ± 0,08
	4,44 ± 0,53*

	КЕ-5

	100  
	22,22±5,12*
	0,45±0,05*
	0,8±0,4
	1,75 ± 0,75

	10
	25,0 ± 8,36*
	0,38 ± 0,06*
	0,19 ± 0,03*
	1,9 ± 0,25

	1
	27,78 ± 3,0*
	0,43±0,3*
	0,14±0,07*
	0,23 ± 0,15*

	0,1
	44,44±11,12*
	0,77±0,15*
	0,22±0,02*
	1,5 ± 0,58

	0,01
	50,0±9,63*
	0,83±0,17*
	0,19±0,03*
	1,53 ± 0,55

	КЕ-5HCL

	100
	66,67 ± 9,12*
	1,05±0,04*
	0,8±0,4
	2,15±1,86

	10
	77,78±11,12
	2,33±0,73
	0,14±0,02*
	2,4±1,3

	1
	55,56±22,2
	1,33±0,17*
	0,33±0,14
	3,17±1,43

	Примечание - * достоверные различия по сравнению с контролем ИМК p ≤ 0,05


Из приведенных в таблице 8 данных видно, что тестируемые соединения оказывают как ингибирующее, так и стимулирующее действие на укоренение черенков, на показатель длины зоны корней, общую массы корней и их максимальную длину (рисунок 18). Показатель зоны корней отражает длины стебля, на котором закладываются корни.  
Обнаружено, что укореняемость контрольных черенок в воде не превышает 56 %. Обработка стимуляторов роста ауксином ИМК в концентрации 30 мг/л повышало укореняемость до 100 %. 
Амилоксан обладал аналогичным эффектом со стандартным препаратом ИМК в концентрации 30 мг/л при более пониженных дозах, 10 мг/л и 1 мг/л. При высокой и малых концентрациях эффективность действия амилоксана незначительно понижалась до 89 % без достоверной разницы с ИМК. 
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Рисунок 18 – Стимулирующее действие амилоксана (слева) и ингибирующий эффект КЕ-5 (справа) на укоренение черенков фасоли в зависимости от их концентраций
Следует отметить, что первые признаки образование корешков появлялись в опытных вариантах с амилоксаном уже на 4 день после обработки черенков.

Полученные результаты свидетельствуют о том, что амилоксан достоверно стимулирует зону появления корней по сравнению с контролем.  При этом не выявлено достоверных отличий по этому показателю по сравнению с вариантом с ИМК. 
Значительное достоверное превышение максимальной длины корня при обработке амилоксаном по отношению к ИМК выявлено при всех концентрациях, но при этом сырая масса корней существенно не отличалась между вариантами и по сравнению с контролем. 

Укореняемость черенков после их обработки препаратами КЕ-5 была ниже по сравнении с контролем водой. При этом чем больше доза обработки черенков препаратом, тем выше ингибирующий эффект, от 50 % при 0,01 мг/л до 22 % при 100 мг/л.

Препарат КЕ-5HCl незначительно повышал укореняемость контрольных черенков при дозах 100 мг/л и 10 мг/л, от 56 % до 67 % и 78 %, соответственно. 
При уменьшении концентрации КЕ-5HCL до 1 мг/л активность падала до уровня контроля, а при минимальных дозах 0,1 мг/л и 0,01 мг/л процесс образования корешков совсем отсутствовал.

Таким образом, выявлено, что амилоксан стимулирует более раннею по срокам закладку и рост корней на уровне стимулятора роста ИМК при более низких концентрациях (ауксинподобная активность). Препараты КЕ-5 и КЕ-5 HCL оказывают отрицательный эффект на развитие корневой системы, т.е. обладают ауксинингибирующей активностью.

Таким образом, анализ результатов проведенных биотестов позволяет сделать следующие выводы:

· соединение амилоксан обладает ауксинподобной активностью, которое проявляется в стимулировании развитие корневой системы двудольных (биопроба Ракитина), стимулирует закладку и рост корней на уровне стимулятора роста ИМК при более низких концентрациях (биопроба на черенках фасоли); положительно влияет на процесс растяжения клеток колеоптиля пшеницы аналогично ауксину ИУК, проявляет антицитокининовый эффект сравнимый с аналогичным действием ингибитора роста гербицида 2,4 Д-натриевой соли (биопроба Курааиси)
· соединение КЕ-5 обладает явным ингибирующим (гербицидным) действием: тормозит прорастание семян однодольных и двудольных растений, ингибирует рост семядолей (антицитокининовый эффект) и оказывают отрицательный эффект на развитие корневой системы (антиауксиновый эффект);

· соединение МД*4 проявляет цитокининподобную активность, стимулируя рост семядолей и антиауксиновую активность, ингибируя прорастание семян однодольных и двудольных растений при высокой дозе 100 мг/л.
Проведенное тестирование химических соединений в системе растительных биотестов позволила выявить их рострегулирующую активность и отобрать соединения, представляющие интерес в качестве потенциальных препаратов с гербицидной и корнеобразующей активностью.

2.4 Лабораторный тест ростстимулирующей активности 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ола на семенах яровой пшеницы в сравнении «Акпинолом-альфа» (КН-2)
Для изучения ростимулирующей активности полученного соединения были подготовлены растворы гидрохлорида 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ола следующих концентраций: 0.01%, 0.001%, 0.0001% и растворы эталона КН-2 аналогичной концетрации.

Также были отобраны образцы по 100 зерен пшеницы, которые предварительно замачивались в течение 2 часов в полученных растворах. Далее зерна были помещены в чашки петри для прорастания (рисунки 19 и 20). 
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Рисунок 19 – Прорастание зерен яровой пшеницы
[image: image48.png]MDY « hee 5 gea

Srawen Kil-2
goof %

i





Рисунок 20 – Измерение длины корней и побегов проросших зерен на пятый день
Эксперимент вели 5 дней, в течение которых измерялись длина корней и побегов проросших зерен.

Результаты ростстимулирующей активности 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ола представлены в таблице 9.
Таблица 9 - Влияние регуляторов роста растений 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ола на всхожесть пшеницы
	Препараты
	Конц., %
	Длина корней, мм
	Длина побега, мм

	Контроль (вода)
	-
	43, 36, 25
	36

	1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ол
	0,01
	22, 26, 15
	21

	
	0,001
	43, 34, 23
	36

	
	0,0001
	46, 30, 28
	29

	Эталон (КН-2)
	0,001
	36, 28, 27
	27


Результаты показывают, что 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ол обладает ростстимулирующей активностью и показатели превосходят эталонный препарат. При увеличении концентрации (0,01%) проявляется ингибирующее действие препарата и наблюдается замедление роста пшеницы. Уменьшение же концентрации до 0,0001% заметно увеличивает рост пшеницы и соответственно ростстимулирующую активность.

Таким образом, было установлено, что максимальная всхожесть пшеницы наблюдается при концентрации раствора 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ола 0,0001%.

5 Лабораторные исследования влияния азотсодержащих регуляторов на фиторемедиационный потенциал растений фиторемедиантов

Состав природных трансформированных растительных сообществ месторождения Канжуган Южно-Казахстанской области достаточно неоднороден. Это связано в первую очередь с мощностью мелкозернистой почвенной толщи, механического состава почв, а также с глубиной залегания легкорастворимых солей до начала эксплуатации месторождения район использовался для отгонного пастбищного животноводства. 
Тем не менее, среди этого разнообразия растительных сообществ можно выделить такие доминирующие виды местной флоры, как дурнишник обыкновенный и гибридный тополь сорта Казахстанский, которые и стали фиторемедиантами в этом проекте. Кроме них, представляют интерес эффективные аккумулянты тяжелых металлов - мискантус гигансткий и ширица красная.
Для изучения фиторемедиационного потенциала в условиях теплицы растения – фиторемедианты были высажены как на загрязненную почву из территории Канжуган, так и на незагрязненную почву вокруг месторождения (контроль). Повторность опыта была двухкратной. 
Перед экспериментом загрязненную и незагрязненную почву просеивали через сито с диаметром пор 3 мм, после чего тщательно перемешали. Затем дренажом заполнили дно сосуда (масса 1,0 кг). 

Далее дренаж закрывали марлей и сверху насыпали речной песок (масса песка 1,0 кг) и снова закрывали марлей. Затем сосуд заполняли исследуемой почвой (масса почвы 8,0 кг). Для того, чтобы почва не высыхала, сверху насыпали один слой песка. После набивки сосуд взвешивали. Общая масса содержимого сосуда составляла 10 кг. Перед посадкой проводили отбор проб почвы и в период цветения однолетних видов и надземную часть многолетних видов проводили отбор образцов вегетативных органов для химического анализа. 
С целью исследования фиторемедиационного потенциала растений был проведен в апреле мониториг территории месторождения Канжуган на содержание стойких органических загрязнителей. Для этого был произведен отбор образцов почвы с глубины 10 – 50 см. 

Содержание пестицидов в почве определяли на хроматографе «Цвет» с использованием капиллярной колонки НР-5 и электронно-захватного детектора (таблица 10).
Результаты мониторинга показывают, что почва загрязнена стойкими органическими пестицидами (метаболитами 2,4 ДДД, 4,4 ДДТ, 4,4 ДДЭ), концентрации которых превышали ПДК в десятки и сотни раз.
Содержание пестицидов меняется по глубине. Наибольшая концентрация пестицидов наблюдается на глубине 40 см.

Таблица 10 – Содержание хлорорганических пестицидов в почве месторождения Канжуган
	Хлорорганические

пестициды
	Глубина, см
	Концентрации пестицидов, мкг/кг
	ПДК

	4’4 -ДДЕ
	10
	126,89
	126

	
	20
	89,03
	89

	
	30
	11,77
	11

	
	40
	518,52
	518

	Сумма 4’4 -ДДЕ
	746,21
	

	4’4 –ДДT
	10
	114,69
	114

	
	20
	64,08
	64

	
	30
	25,82
	25

	
	40
	538,50
	538

	Сумма 4’4 –ДДT
	743,09
	

	2’4 – ДДД
	10
	0,39
	≤1

	
	20
	0,24
	≤1

	
	30
	0,04
	≤1

	
	40
	1,72
	1,7

	Сумма 2’4 – ДДД
	2,39
	

	Общая сумма пестицидов
	1491,7
	


Уровень извлечения гидрофобных пестицидов из почвы зависит от биомассы и концентрации загрязнителя в надземной части растительного организма. В связи с этим, для повышения фитоэкстракционного потенциала растительного организма использовали ростстимулирующие вещества. В качестве ростстимуляторов были взяты растворы, синтезированные в лабо​ратории: (1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пипери-дин-4-ол (МД-4) и гидрохлорид 1-метил-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-1-ил]пиперидин-4-ола (КН-2) в концентрации 0,0001% на 1 м2. 

В качестве оценочных критериев аккумуляционной способности растений использовали:

· Остаточное количество загрязнителей в почве до/после эксперимента, мкг/кг.

· Остаточное количество загрязнителей в надземной и подземной частях растений, мкг/кг.

В процессе эксперимента (продолжительностью 5 месяцев) установлено, что часть пестицидов в загрязненной почве деградирует (таблица 11).
Результаты таблицы 11 показывают, что выбранные растения аккумулируют пестициды из почвы и снижают содержание пестицидов в почве после эксперимента. Установлено, что растения аккумулируют пестициды, в основном, в подземной части растения. 

Таблица 11 – Содержание пестицидов в почве до и после эксперимента с применением дурнишника и ширица красная
	Варианты опыта
	Сумма пестицидов, мкг/кг

	Дурнишиник

	Загрязненная почва + МД-4

	Почва до эксперимента
	1491,7

	Надземная часть
	253,7

	Подземная часть
	897,4

	Почва после эксперимента
	310,3

	Загрязненная почва + КН-2

	Почва до эксперимента
	1491,7

	Надземная часть
	218,9

	Подземная часть
	970,8

	Почва после эксперимента
	290,4

	Ширица красная

	Загрязненная почва + МД-4

	Почва до эксперимента
	1491,7

	Надземная часть
	327,5

	Подземная часть
	688,2

	Почва после эксперимента
	464,0

	Загрязненная почва + КН-2

	Почва до эксперимента
	1491,7

	Надземная часть
	288,40

	Подземная часть
	886,00

	Почва после эксперимента
	289,9


Влияние азотсодержащих интенсификаторов на стимулирование аккумуляции пестицидов в растения можно объяснить с помощью данных таблицы 12.
Как видно из таблицы 12 производные пиперидина увеличивают биомассу, а также длину подземной и надземной части растений. Увеличение биомассы и размеров растений способствует большей аккумуляции пестицидов растениями

Как видно из таблицы 12 азотсодержащие соединения увеличивают биомассу, а также длину подземной и надземной части растений. Увеличение биомассы и размеров растений способствует большей аккумуляции пестицидов растениями

Полученные результаты согласуются с мнением о том, что для усиления биодоступности хлорорганических пестицидов необходимо подбирать благоприятные условия среды, так как фитоэкстракционный потенциал растений зависит от биомассы: снижение биомассы растений снижает фиторемедиационный потенциал, а увеличение биомассы, наоборот, повышает [56]. 
Таблица 12 – Влияние (1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пипери-дин-4-ол (МД-4) и гидрохлорид 1-метил-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-1-ил]пиперидин-4-ола (КН-2) на физиологические параметры рас​тений
	Варианты опыта
	
	Длина

надземной части, см
	Длина

подземной части, см
	Масса

надземной
части, г
	Масса

подземной
части, г

	Ширица красная
	Контроль
	97,00
	31,00
	158,00
	19,50

	
	МД-4
	114,00
	31,00
	214,50
	28,00

	
	КН-2
	108,50
	25,50
	198,00
	27,00

	Дурнишник
	Контроль
	96,00
	23,00
	165,50
	15,00

	
	МД-4
	97,50
	29,50
	171,00
	16,50

	
	КН-2
	96,50
	26,00
	170,50
	15,00


В связи с этим предлагаем, для повышения биодоступности гидрофобных загрязнителей использовать (1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пипери-дин-4-ол (МД-4) и гидрохлорид 1-метил-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-1-ил]пиперидин-4-ола (КН-2) в концентрации 0,0001%. В этом случае усиливается процесс поглощения пестицидов, транслокация из корневой системы в надземную часть растительного организма, что свидетельствует о возможности регуляции фиторемедиационной технологии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

По результатам проведенных исследований сделаны следующие выводы:

1. Разработаны технологии получения азотсодержащих интенсификаторов для фиторемедиационной технологии (задание 2 календарного плана).
Разработана технология получения 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ола (МД-4) взаимодействием 1-про-пилпиперидин-4-она и 3-меркаптопропинил-5-амино-1,2,4-триазолом. Установлено, что выход продукта реакции зависит от соотношения кетон : технический едкий натрий и от природы растворителя. С увеличением соотношения выход ацетиленового спирта увеличивается с 50 до 75 %. Замена диэтилового эфира на этиловый спирт, при прочих равных условиях, приводит к снижению выхода в среднем на 10%.
Разработана технология получения гидрохлорида 2,2-диметил-4-(5’-амино-1’2’4’-триазол-3’-тиопропинил)-оксан-4-ола. Установлено, что в отличие от 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ола выход 2,2-диметил-4-(5’-амино-1’2’4’-триазол-3’-тио-пропинил)-оксан-4-ола увеличивается при переходе от диэтилового эфира к этанолу.
Разработана технология получения 1-метил-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-1-ил]пиперидин-4-ола конденсацией 1-(проп-2-инилокси)нафталина с  1-метилпиперидин-4-оном. Исследование процесса этинилирования показало, что выход продукта зависит от температуры. При увеличении температуры процесса от 0оС до 40оС выход ацетиленового спирта увеличивается от 42 до 86 масс.%.
Строение полученных продуктов доказано с помощью ИК-, ЯМР 13С-, ЯМР 1Н- спектроскопии.

2. Проведено исследование влияния азотсодержащих регуляторов на стимулирующий эффект соединений с помощью растительного биотеста и  дана оценка фитотоксичности почвы (задание 2.1 календарного плана).

Установлено, что гидрохлорида 2,2-диметил-4-(5’-амино-1’2’4’-триазол-3’-тио-пропинил)-оксан-4-ола (КЕ-5) обладает явным ингибирующим (гербицидным) действием: тормозит прорастание семян однодольных и двудольных растений, ингибирует рост семядолей (антицитокининовый эффект) и оказывают отрицательный эффект на развитие корневой системы (антиауксиновый эффект).

1-Пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ол (МД-4) проявляет цитокининподобную активность, стимулируя рост семядолей и антиауксиновую активность, ингибируя прорастание семян однодольных и двудольных растений при высокой дозе 100 мг/л.

Исследование ростстимулирующей активности 1-пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ола на семенах яровой пшеницы показало, что при увеличении его концентрации до 0,01% проявляется ингибирующее действие препарата и наблюдается замедление роста пшеницы. Уменьшение же концентрации до 0,0001% заметно увеличивает рост пшеницы и соответственно ростстимулирующую активность.

3. Проведены лабораторные исследования влияния азотсодержащих регуляторов на фиторемедиационный потенциал растений фиторемедиантов (раздел 2.2 календарного плана). 
Для изучения фиторемедиационного потенциала в условиях теплицы в качестве растений-фиторемедиантов выбраны дурнишник, ширица красная, тополь Казахстанский и мискантус гигантский.

Установлено, что фитоэкстракционный потенциал растений зависит от биомассы: снижение биомассы растений снижает фиторемедиационный потенциал, а увеличение биомассы, наоборот, повышает.

1-Пропил-4-(3’-амино-1’,2’,4’-триазоло-3’-тиопропинил) пиперидин-4-ол (МД-4) и 1-метил-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-1-ил]пиперидин-4-ол (КН-2) увеличивают биомассу на (10-30)%, а также длину подземной и надземной части дуршника и ширицы красной на (5-13)%. Увеличение биомассы и размеров растений способствует большей аккумуляции пестицидов растениями, что позволяет снизить содержание суммы 4’4 –ДДЕ, 4’4 –ДДT, 2’4 – ДДД в почве в 4-5 раз. 
Научная новизна полученных результатов

Разработанные технологии получения азотсодержащих интенсификаторов для фиторемедиационной технологии являются новыми направлениями синтеза гетероциклических соединений. 

Полученные в проекте соединения являются новыми объектами изучения реакционной способности органических соединений, биологической и поверхностной активности.
Полученные в ходе выполнения проекта экспериментальные и теоретические результаты внесут вклад в решение основного вопроса фундаментальной химии – вопроса о взаимосвязи между строением органического вещества и его поверхностной и биологической активностью.

Практическая значимость

Результаты исследований по данному проекту позволят расширить возможности химических методов получения азотсодержащих моноциклических структур и привлечь в промышленность новые вещества с заданными свойствами. 

По результатам исследований по проекту азотсодержащие интенсификаторы могут быть рекомендованы к применению в сельском хозяйстве и экологии. 

Полученные результаты являются объектами коммерциализации. 

Конкурентоспособность полученных результатов в сравнении с зарубежными исследованиями.
Полученные результаты конкурентоспособны по казахстанскому содержанию и отсутствию за рубежом системных исследований по данному направлению.

Высокая оценка уровня выполненного исследования подтверждается научной публикацией - Asylkhanov Zh.S., Kalugin S.N., Rusinov V.L., Mursalieva V.K., Nurzhanova A.A., Kozhebaeva Zh.S., Safarova K.A. The initial assenssment of the growth-regulating activity of some oxane and piperidine derivatives in the system of  plant biotests // Известия НТО «Кахак» - 2019. - №2. – С. 4 -14.
Оценка полноты решения поставленных задач и социальная значимость.
Задачи, поставленные в проекте на 2019 г., успешно решены.
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INITIAL ASSESSMENT OF THE GROWTH-REGULATING ACTIVITY
OF SOME OXANE AND PIPERIDINE DERIVATIVES IN THE SYSTEM
OF PLANT BIOTESTS

Asylkhanov ZhS, Kalugin S.N, Rusinov V.L, Mursalieva VK, Nurzhanova A.47,
‘Kozhebaeva Zh.S”, Safarova K.A®
* ALFarabi Kazatth National Universify. Almary. Repubfic of Kazakhstan
* Usal Federal University named by Firt President of Russia BN Yeltsin.
Vekaterintorz, Russian Federation
* Insitute of Plant Biology and Biotechnalogy. Almaty. Republic of Kazakhstan
e-mail: kalugin_n_org@maiL.ru

The biological activity of 3-amylaxan-d-ol, 2, dimetyl--(5"amino-1'?4riacole-3"hiopropim-
remahydropyran-d-ol (KE-5), 2,2-imethyl-4-(5amine-1'2 4 -riccole-3-fhiopropiny-teralydropyran--ol
ydrochioride (KE-5 * HCU), 1-bupyl-d-(3-amine-1' 2, sriacolo-3 hicpropinylpperiin-4-ol (MD—4) and
Lbupl-d-3-amino-1, 2, 4-riazolo-3hioprpinylpiperidin-d-ol.hydrochloride (MD-4 * HCU by the
‘method of bioassay on seeds of manocofedenous (whea?) and dicafledonons (cucumber) plans

Revealed a high inhibitory aciviy of KE-S and MD-4 in borh fest systems. Treament o wheat seeds KE-
5 (dose of 001 mg/l caused inibiton of shoot growth with a eficiency of 49.2 % A similar efect was
Jfound in the MDA preparation ai a dose of 100 mgL. I the fest system of dicapledors, the suppression
actiity averaged: MDA 68 % KE-5- 614 %

A stimlaiing effect (130%) was established during seed freament with 3-amyloxan-d-ol (dose 10 mg)
@nd MD-4 * HCl dose 100mg) on the developmentof th dicopedon root sysiem.

‘Selected compounds are promising for fiather in-depth sudy as patential drugs with herbicidal and root-
forming aciiy

Keywords: anyloxane, Raiin's bioassay: growih rate, inhibitry aciviy; rhizogenic actviy; 3-
‘mercaptopropiny.S-amine-1, 2 -iacol; biological actviy

Sodssosandan, 2 2duemun-4-(5 asauno-1'2 4 mpuason-3 muonporuwnesmempa-zuopomupai-4-o1
KE-5), 2, 2-0usiemsur (5 -aseuno-1 24 -mpraason-3-muonponuct mempazud-ponmupasi-=-03 2uopoxiopudi
IE-S * HCY, Laymur-A-3 wwno-1' 2, 4-mpuasono-3-muonporusnusmuncpudui-4-21 (MD4) seone 1
Gy -3 aauno-1. 24 mpuazono-3 musonponuruiminepuoun--o1 auopoxsopusi D4 * HCL,
ManoKoNmap (Gudail) Kone duxommap (susp) ociudixmepiniy mpsANOApHNa Gusceunay. a0ici Gofiiua
Guorocusies Gescendisid sepmmesdi.

Exi counay, acyiecinoe oe KE-5 dcone MD-A cosaps whauumopises Gescendiniz anmaron. KE-5
(0,01 el dosacrunda) Gudadl mpswusenniy exdeyi 49,2 % muisdinixnen amy ocyi meceyee ceien Goron.
Fscac scep MDA npenapamssnda 100 el dosacwnoa mabviizan. [usommapduy comay xeyiecinde
oy facy Gescendinii opma ccennen: MD-4—65 % KE-5— 61,4 % Goman matizade.

Savtoran-dan (10 nely) see MDA * HCI (100 els) ousommapous, mysewsdapun dapisecende
130 %aa deiin masasp aeyiiecin wmasanivspadn.
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Tayoasean Kocwscmap sepuguomix dcane maxwp KamaCTspam Geicenditinye ue dncyenmi
npenapammap peminde apt Kapasi mepen spmmey yuin nepenexmemi Gosuin maga,

Tipex con0ep: auIOKCan SeHe PAREDUOIHIN MYKOAGDH, Parumisy UOCHNG; oY KPR,
wnGumopiues Gercendiis, - pusacendi Gescendisi; 3-wepranmonpomu-S-asnno-13 d-mpason;
Guosozuarass Gercedivi.

Hposedens owenwa Guooausecnors axmusocm 3-avusoncan--ora, 2.2-duwemur-4-(5"asuuno-1'2'4'-
mpuason3"-muonpomucs-mempazudponupan-i-osa  (KE-5). audpoxiopuda 2,2-dunemar-(5 -awuno-
12 mpuason-3 -muonpomanus)-mempacusponspa-d-1a - (KE-SHCY,  1-6ymu-(3 awiano-1'2'4
mpuasaso-3 muonpomunusrunepuownAota (MI-4) u cudpaxsopuda 1-ymust-(3-wano-12'4-
mpuasono-3 muonponasisnepudun-4-oa (VI4*HC) wemooss Guonpotis wa cexenar oonodormx
(nsaentaga) u deyoonuues (ozyper) pacmen

Buunstena ascoxa wieubupyowan axmusmocs KE-5 u M4 o obew mecm-cucnewas. Ofpatomsa
cenn mucnuyes KE-5 (dosa 0,01 Ne/y) awswiaasa mopuoscenie pocma nofeza ¢ oibexmianocmsio
492 % Anasoawuwic spexm owseren y npenapama M4 npu dose 100 el B meem-cucmene
Osydammnnes axmusocs nodastena s peonen cormasusa: M4~ 63 % KE-5—614 %

Vemanowsen cmussynupyoua sppesm (130 %) npu odpatome censm 3-amuoxcan-4-1om (005
10 el u MA-4HCL 203 100 el wa passum sopiesoi cucmesns deydossnes.

Omofipanmsie. coedunens nepenexmusins 0w davoeiiuezo yerirenozn uiens o Kavecmse
oM npenapamos ¢ 2epuudnois u KopHeolpasyoues aXmuSOCLY.

Knnoueesie caoa: rpowssoisie oxcana u munepudwa; GuopoBa Paxumuia; pocmossie noxasament,
wieuBupyioan amunocs; pusocennas wmanocms; 3-uepranmonponsr-S-avuno-12 d-mpuason;
[ m——

Invoduction. The temritory of Kazakhstan is a zone of risk fumiing. The reason is a sharply
continental climate, characterized by abrupt changes in bumidity and heat, which increases the risks
of farming and requires the use of a large range of chemical means of protection and quarantine fo
plaat

Af the moment, the list of plant growth regulators approved for wse on the femitory of the
Repubic of Kazakhstan s not large and therefore the solution of questions about the expansion of
the range and seplacement of owtdated drugs with new bighly effective and low-tosic compotnds is
of great practical and environmental value.

The objectives of this work were the synthesis of 3-amyloxan-d-ol, 2.)-dimethyl4-(S-amino-
124-triazole-3"thiopropinyi)tetraydtopyxan—i-ol (KE- 5) 2.2-dimethyl-4-(5-amino-1'2 4-triazole-
3-thiopropiny!tetrahydropyran-i-ol hydtochloride (KE-S * HCY), 1-butyld-(3-amino-1'2.4-
triazolo-3-thiopropinyl)piperidin-d-ol (MD—4). 1-butgi-4-(3-amino-1"2' 4-triazolo-3-thiopropinyl)
‘piperidin-4-ol bydrochloride (MD-4 * HCY) and evaluation of their growth-regulating activit in the
system of plant biotests.

The choice of these compounds is caused by the high biological activify of piperidine and
tetrahydropyran derivatives [1-3].

Experiment. 3-amyloxan-4-ol was synthesized according to the method [4].

‘Symthesis of 1-buryl-4-(3"amino-1'2' 4-triazolo-3"thicpropiny)piperidin-4-of (MD-4).

In a three-necked flask equipped with a reflux condenser. & mechanical stirrer and a dropping
Sumnel, 5.1 g of finely powdered technical potassium hydroxide, 2 g of propargy] tiazole and 25 ml
of absolute ethanol were placed. The feaction mixfure as stired at a temperature of 1020 °C for |
hour, after which 201 g of 1-butylpiperidin-4-one add in the mixnire for 1 hovr, previously was

H
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isslved in 101 ofsbsolute ethanol. Then the reaction macs was msintined at room temperature
£or 3 hours.

At the end o the eaction.the selveat wss dislled of.the precipiated precipitatewas dissolved
i vwster and the product was exuscted with ether. The ther extracts were combiaed, duid over
calined sodivun slphste and evaporsted. 3,29 £ (sield §2 %) of cetylene lcobol i whiteellow
color with a melling point of 143 °C were obtaned.

1-Buryl4-(3-amio- 112 4-tinzolo-3-thiopropinst-piperdin-4-ol hyckochloride (MD-4 * HCD)
s obtained by sedimeatation 1-buty4- (3-amino-1'2.4-trinzolo3-thoprepias piperidia-4-ol i
an therest sovtion of bydrogen chloide

Sputiess  of  22-dimetiyl-d-(S-amino-1
®ES)

I thuee-necked fack equipped with  reflu condeaser. s mechanical sirer and @ dropping
Sumel, 584 g of fuely powdered techaical petassivn bydroxide, 2  of propargyt tszole wd
25 1l of absolute ethancl e placed. The rection mixure wss stimed t @ femperstue of
1020 °C for 1 hour, after which 162 g of 2.2-dimethsietrabydropyran-4-one. previously wss
isolved 10 ml f absolve ethanol. add was deopped i the mixtre fo 1 hovs. Then the reacion
s s nsiatained at oo temperature or 3 hoves

At the end of the eaction.the solveat wss dislled of.the precipiated precipitate was dissolved
i water and the prodict wss extracted with ether. The ther extscts were combined, dried abore.
calined sodivm suiphate and evaporsted. .33 £ (neld 65%%) of a whiteyellone acettene slcchol
it melting poiat of 136 °C was obtained

2.2 Dimethyd-(§*-sino- 124 riszole-3-hiopropiny)-tetrbydro-pyvan-4-al
(KES * HCI is obteined by sediunentation with 2.2-dinethyi-4-(S-amino-]
hiopropiay-etshyiopyan-b-o in a etheral soluion of yecogen chloride.

The evaluation of the effect of chemical compounds s camed out ving  biosssay on the
geminstion of seeds of monscotyledonos and dicotyledonous plaat: sceording fo the method of
Ralitia Yo V. sad Rodik V. [5]

Seeds of whest vavieties Mironovkaya 08 sud cucuunber seeds TSHA-98 F1 were wed as et
stjects

Whest (cocumber) seeds were presosked for 18 (6) hows in the conteol water, 0.001
ibberelic scid (GA) and test slutions o tst componads o the ollorving concentrtions (1
100,10,1,0.1,001

Germination of seeds afcr processing in cuvetes in o thermostat at 25 °C for 48 hours. The
cepeiton of the experiment 2-£0d of 30 seeds esch. The sssesaneat was caried ovt oa growth
ndices: for whest. the percentage of seed germiaation: the length of the longest oot fotal o2t
s escape et the auses ofthe shoct: o cocuunber the length and weight ofthe root

Staistical data processing was perforned by staadard biometic methods [6] and i the soffe
packsge Excell 2017

riazol-3thiopropiny!)etrahydropsran--ol

Results and discussion. The synthesis of 3-amylosan-4-ol was carried out by alkatine hydrolysis
of 3-amytetrabydropyran-i-ol aceate.

oH

geocs,
oy NOH
. ‘Qm)m..

o
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1-Butyl-4-(3-amino-1"2 4-triazolo-3-thiopropinDpiperidin-4-ol (MD—4) and 2.2-dimethyl-
4-(5™-amino-1'2 4-triazole-3*thiopropin etrabiydropyran--ol (KE-5) obtained by the interaction
of heteroccic ketones with 3-mercaptopropinyl-3-amino-1.2 4-riazole

z’z& *Eﬁsﬁl{ﬁ m@s{“

s
Qg
L i I

The structuwe of 3-amyloxan-d-ol. 2.)-dimethyl-d-(5-amino-124-riszole-3-thiopropiny)-
tetrahydropyrand-ol  (KE-5).  hydrochloride  2.)-dimethyl-d-(5'-amino-124" riazole-3-
thiopropinyi-tetrahydropyran-i-ol (KE-5 * HCY). 1-butyl-4-(3-amino-1' 2’4" triazolo-3-thiopro-
pinpiperidind-ol  (MD-4). 1-buryld-(3"amino-1'2 4-triszolo-3-thiopropinylpiperidind-ol
Bydrochloride (MD—4 * HCI) was proved by elemental analysis. IR and NMR spectroscopy-

Bioassay on wheat seeds. Analysis of the resulfs of the biotest revealed that the highest
‘germination sates are observed in the conirol variant (water), i which the maximmm indicators are
noted. which indicates good gemunation of the original seeds (table 1).

‘Seed treatment with a 0.001 % GA solution did not significantly affect the growth parameters.
except for the root mass index. on which the GA showed a significant inhibitory effect with an.
efficiency of 73.6 % to water.

It should be noted that GA is 3 nafural phytohormone with a wide range of physiological effects:
stimnlates cell division and their stretching, has a positive effect on the length of the shoot and the
size of fruits, increases the germination of obsolete seeds. accelerates fowering. etc. [7].

Literary data on the effect of GA on the development of the root system are extremely
conradictory. alfhough most studies suggest a negative effect of G on oot growth [S].

‘The tested chemical compounds decreased seed gemination (up fo $39%) and growih indices.
which were lower than the control-water values, at the level of GA indicators, but in some
experimental cases they differed significantly from them (Figure 1),

‘Seed treatment with KE-5 at a dose of 100 mel. 10 mel and 0.1 mg1 had a significant
inbibitory effect (to water): on the length of the roots within 80 %, by weight of the roots — 67.5 %
the length of the shoot — 71.6 %; by shoots weight — 57.4 %. The minimum concentration of 0.01
e /1KE-S significantly inhibited the mass index of shoots, which amounted to 49.2 %% for water or
657%frGA.

Comparison of the results with the data of the biological test of the standard preparation of
sodium salt 24 D at a dose of 10 mg /1 (another experiment) shorwed that a similar concentration of
KE-5 had a stronger inhibitory effect on the growth of he shoot (69.8 % and 87.6 %, respectively).
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and in temss of the mass of the root, it Was inferior fo the standard (64.6 % and 490 %,
respectivels).

‘Table 1~ The effect of chemical compovnds on the germination of wheat seeds

Concenira-  [Germina- [Root lengih. e |Rootmmass. ¢ [Stem lenglh. om [Stem mass. £
ton mgn_[tion s
Checkout
water 100 39017 | 0545200 | 1622006 | 02423002
GAl0mel | 100 3631030 | 02542003 | 1364020 | 0JR130.03
KE-S
100 %53 25730067 2" [ 12600 | 0173005
[ =3 2681020 | 0223006 | L1330.10° | 0.12520.04%
T 100 2971035 | 02572003 | 1174012% | 015620027
o1 %00 2615011 | 02162005° | 1082001 | 01212004
001 953 2907006 | 02915003 | 1323008 | 011950067
RESHCL
100 100 25050.11° | 02855005 | LII=001° [01415002°
0 100 27770137 | 0290001 | 1237004 | 0.175 70017
1 100 383+001° | 03172001 | 128013 | 0179+ 0017
o1 100 2490.09° 01 [+ 1.05 =001 | 014320017
001 100 5125010 | 03785002 | 1482003 | 02182002
MD+
100 567 363004 0240+ 0,05 [ +1.00+ 001 ] 0.124+ 001
0 100 7895003 | 02872001 | 13120007 | 01782002
T 100 2895003 | 0292007 | 1372003 | 0193002
01 100 705017 | 02814002 | 1304004 | 01912002
001 =3 3802017 | 02602005 | 1272018 | 01642004
MD-4"HCI
100 %7 22410157 | 0243 002" [ 7103 10017 | 0145001
10 100 252001° | 02842002 | 122010 | 0196008
1 9.7 2581015 | 02915003 | 1313001 | 0.180:0.02%
o1 %7 2715021 TA7005 | 02443004
001 100 2873018 135011% | 021830.05
e
100 100 353%006 7097 002" ] 0196+ 0.01%
0 100 2761013 1224 00°6 | 0175+ 0027
1 100 3235018 [*0324:001 | 150017 | 02382003
o1 100 7885004 | 03012007 | 1342006 | 01982005
001 100 3265004 |+0350:003 | 1632002 | 02542003

[Note— GA giberrellic aci. * sigaificant differences compared to water, ** Significant differences
compared with GA 10 me1
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Figure 1 - The effect of chemical compounds KE-5 and KE-5 * HCI
on the germination of wheat seeds. in % to controlwater
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‘The preparation KE-5 * HCI had a similar effect with KE-5, ie. also had a negative impact on
the growth sates of roots and shoot at bigh and meditm doses (809-83 % and 72 % of water). With
 minimunm concentration of 0.01 %, al srowth indices did not differ rom the control — water.

It should be noted that the compovnd KE-5 had a stronger inhibitory effect compared to KE-5 *
HC1 on all parameters of seed gemination. but the most pronounced dovble ishibitory effect with
high confidence was detected at a concentration of 0.01 mg/l on the indicaor of the mass of shoots
49.2% and 90.19%, respecively.

‘The drug MD-4 also had a significant inhibitory effect,the effectiveness of which practically did
ot depend on the applied conceniration and averaged: within 84.6 % and 78.8 %% for the length and.
weight of wheat roots. 77 % and 73 %% for length and weight escape. respectively (able 1),

In the variants of the experiment with the derfvative compound MD—4 * HC1 with a decrease in
its dose from 100 mg /110 0.01 me / 1. 2 eradual decrease in the negative effect of the dmg along
the root length from 68 % fo §7%, by weight, from 70 % up fo 102 %, along the length of the shoot
Srom 63.6 %% 10 893 %, and by weight of the shoot from 57.9 %% 10 90 %.

‘The effect of 3-amyloxan-d-ol was slightly different from the effect of other compounds. The
effect of the drug also did not exceed the main control-tater, but at & minimum concentration of
0.01 mgl it had a sigaificant stinmlating effect on GA in all respects (Figure 2).

% to water
120

10
%0

s

2

oot length, cm < Root mass, g 7 Stem length, cm @ Stem mass, §

Figure 2 — The effect of different concentrations of amyloxan
on the germination of wheat seeds

From the diagram in Figure 2. it can be seen that a high concenfration of 3-amyl-oxane-4-ol
100 mg/1 had a significant inhibitory effect on the length and weight of the shoot. on the length of
the soot. and in ferms of the mass of the roots, the variant did not differ significantly fom the
control - water, but significanily exceeded the inbibitory effect of GA.

‘The average dose 10 mel and reduced to 0.1 mgl of the drug had the same significant effect on
all growth indicators at an average level of 0%
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In vasiants with an intermediate 1 mgl and a misinnum 001 % concentration. the growth
‘parameters cormespond o the control-water, but their excess is noted compared to GA: by oot
length by 23 % and 24 %, by root weight - by 28 % and 30 %, by weight of shoots by 26 % and.
38 %, respectively.

Thus, n the fest system of momocofyledons. the opposite effect of GA was found fo be the
‘erowth-regulating effect of the fested drugs, namely chemical compovnds inbibit shoot growth
sates, while not significantly affecting the length of the soofs, in some cases stimulating their mass.

‘The most pronounced such activity was found in the preparation of 3-amyloxan-4-ol, treatment
of which af a concentration of 100 e/l stimulated the development of the root system (148 % o
GA) with a significant inhibition of shoot growh (59.9 % fo GA).

A high dose of KE-5 and KE-5 * HC1 reduced the inhibitory effect of amyloxan on the length of
the shoot, while the derivatives of MD~4 and MD-4 * HCL. on the conirary. increased the inhibition
of the mass of the shoot and root. At a lower concentration. the componads KE-5 and MD-4 had an.
increased inhibitory activify compared with the starting compovad amylosane. The compovnd MD-
4 HCl at the minimmen concentration stiamlates 1ot growth up o 139 % to GA.

Bioassay on cucumber seeds. It was revealed that seed treatment with 0.01 % GA did ot
significantly affect groreth parameers with a slight inhibition of the roo length by 10 %.

“The effect of the tested drugs differed depending on their chentical structure and the dose of seed
treatment (Table 2).

Table 2 - The effect of chemical compounds on the gemmination of cucumber seeds
(Rakitin biosssay)

Coreionzgl | Fovlgiom Tootm
Chectont
W EGEE] BREE
a0 TSm0 G100
[
T® “roso0 ~oms oo
0 Teron B0
T Teren Troor
o1 Yy ~omszoor
w01 a0 oniion
KEsHa
T® E3S o500
10 500 Greno0s
T B aT5v 000
o1 B Grezoo0
w01 e Sin 000

1
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Table 2 contined.

MD
100 1ss=01 +0123= 0017
[ 1695016 01250017
1 ~166%005 +0153= 0017
o1 1594004 o154 001"
001 4140067 0125001
MDHC
100 F2175015 0188000
0 “192+009° 0.181 2001
T 19610157 01722001
o1 19120027 01702001
001 016 0163 1001
S-amyloxane
100 2552006
0 276+ 015 ~00
T 03282001
o1 0301=002
001 03522003
Note— GA gibenelic acd, * significant ifferences compared to water, * Significan! dfferences
compared with GA 10mel

A significant stinmlating effect of amyloxan at a concentration of 10 mg/l on root growth was
detected. up to 124 % to contral (136 % fo GA).

‘The posifve effect was reduced to the level of confrol both at the mainum dose increase to 100
el and when it was lowered 10, 100 and 1000 times. At the same time. the drug had a significant
inbibitory effect on the mass index of the roots with a mininmmn 0.01 mgl concentration up o
823 % (Figure 3)

3-Amyloxan-4-o1 had both inhibitory and stimnlating effects on root growth. which differed
Srom the cantrol.

‘The effect of KE-5 depended on the concentration of treatment: inhibited the length and mass of
ro0ts up to 64 and 53 % at high doses. at moderate levels at the control level. at low and minimal
concentrations, similar to amyloxane, the ishibitory effect on roots was 51 % and 74 %,

‘The KE-5 * HCI compound did not significantly affect the germination rates, which remained at
the control level regardless of the dose. A slight inhibition of the root length of 84 % was noted.
with an average concentration of | me'l

MD-4 at all doses had a significant inhibitory effect on the mass of soots, with an average of
69°%, with a muininm dose of 0.01 me/l - 84 % inkibition of root length was observed.

2
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Figure 3 - The effect of different concentrations of the tested chemicals on the germination
‘of cucumiber seeds (i8% to control-water)

Untike other compounds, MD—4 * HCI had a significant stimnlating effect on the length of the
soots at all concentrations with the masinmm effect (130% to water) in the variant with the
‘maximom reatment of 100 mel.

Comparative analysis of experimental data on the growth regulator of GA in a concentration of
10 mel showed that amyloxane and MD-4 * HCI significantly differed in the same dose by
stimmlating activity per oot length (136 % and 127 % for HA. respectively). and
KE compovnds -5 and MD-4 on the inhibitory activity on the mass of fhe root with an average
0£62%.
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Consequently. in the dicotyledon fest system on cucumber seeds. the stimulating effect of
‘medium doses of amyloxan and bigh concentrations of MD~4 * HCL and the inbibitory effect of

KE-5 on the length and weight of roots and MD-4, regardless of the dose on the mass of roofs, was.
fomnd.

Conclision. Based on the sesults obtained. the following conclusions can be drawn:

— 2.2-dimetyl-4-(5-amino-112 4-triazole-3"thiopropinyl)erabydropsraniol  (KES) and
1-butyl-4-(3-amino-1" " 4-triazolo-3-thiopropinyl)piperidin-4-ol (MD—) with a high ihibitory
activify in the test system of dicotstedons and monocotyledons can serve as candidates for further
in-depth study as promising drugs with herbicidal activity:

—  oamylxandol  compovsds  and  lburyld-(3-amino-1'Y 4-triazolo3-
thiopropinyl)piperidin-t-ol hydrochloride (MD-# * HCl ) with shizogenic activify can be
secommended for further testing as promising stimmlators of root development.
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and Science of the Republic of Kazakhstan (2018-2020): No. APOSI31348 “Techology of
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Synthesis and Inhibitory Activity towards Monoamine
Oxidase A and B of 8-Functionalized
3-Fluoro-2-methyl-benzo[4,5]thiazolo[3,2-a]

pyrimidin-4-ones
Behzad Jafari,* Saqu

Jalil," Sumera Zaib,” Sayfidin Safarov,' Muattar Khalikova,

Meirambek Ospanov,™ @ Nazym Yelibayeva,” ¥ Zharylkasyn A. Abilov, "
Mirgul Z. Turmukhanova, ' Sergey N. Kalugin,” Peter Ehlers,”* Jamshed Iqbal,” and

Peter Langer™™ <

-Chloro-3fluoro-2-methylbenzold Sihiszolof3 2-alpyrimicin-
“one was syntheszed and employed in various paladium
catlysed.cross coupling-reactions, including Suzuki-Miyaurs,
Sonogashia and Buchwald-Hartwig reactions,delivering 8.3yl
 Ballyryl and & amino-3-fluorc-Z-methy-benzof4 Sthizolo
3.2 alpyrimidin-4-ones in good to excallnt yields.The synthe-
sized dervatives were snafyed fo their monosmine oxidsze

Introduction

Monoamine oxidsses belong o a class of favoenzymes
involved in the cxidation of monoaminespresen i mitochon-
vl outer membrane of mest cel types!” in humans two
pharmacaogica soforms of mencamine ordases were denti
Fed, MAGA and MAG—8. Both scforms ifer i seectivity and
specfcy to inhiitos and substates despite their smitr
srucure (~70% sequence identiy)® MAO-A i found in the
cental nerveous system () ver lungs,and gasrcintestinal
ract nd. plys an mportant ol in the catabalism of food-
based monosmines.In conrast MAG-8 s excusivey expressed
in the CNS were t inactivates monoamine-based neurotans-
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Chamiysott 2018,4, 72847291 Wiy Online Ubeary

(MAOA and MAGE) inhibitory potentil. Most of the
compounds exhibited moderate to good inhibitory acty
towards MAG—A snd/or MAO—8. Docking analys wss per-
formed to verdy the experimentsl resuts. Hence, Esubstiuted-
fuoro-2-methy-benzol Sthiszolol3 2-alpyrimidin-4-ones.
might be potentisl lad compounds towards novel moncamine
oxdase nhibitors.

miters. Hence, MAD dysfunction has been linked 1o several
neurclogialdisrders and inibitrs of MAO are employed for

© 2019 Wiey VO Vg Gl & Co K, Weirbeim
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saed and the invino bicogical sctivty was evalsted Inthe
pas, bensothisolfs 2alpyrimdi-4cnes have been stdied
‘et 1o vaious phamacclogical actvies, ke antbactril.
ond anifungl properie and a5 nibies of HV-11 Very
ecenty, we reported the synthesis of berzotiszaopyrimi
dones with cptotic and prospoptotc ety * Neverhelss,
despie their pharmacologcl relevance,only = few syrehtic
atege for the sythess nd functionlization of berzothi-
2cof3 2lpyimidin-ones e known o date 1 s 3 wel
inown fact, hat uorine subtuton lysanimportant rle i
phamaceutial and sgrculursl chemisny Fuore subt.
ted benzothiazlar 2-olpyimidnkones have anly scarcely
een reportd n he terature. Known deratives contan the
Fuorine stom locsed = the benzne maiety (Foure 1). In
contast the synthest of benzothiszolol 2-apyrimidin-ones,
beating = fluarinestom locaed 5t the pyrimidne maiety, he,
o the best of our knowiedge, ot been reporied o date
Herein,w repor s new and comerient methdoloay fo the

M Full Papers

synthesis of 2 variety o hithero unknown Hfuoro-benzoid 5|
thiazolof3 2-lpyrimidin-ones.

Synthesis
Staring material 1 was syntheszed, in analogy o 3 known

procedure by cyclocondensation of 2.amino--chloro-ben-
Zothiszole with ethyl2fuoroscetoscetate. (Scheme 1) Afer.

wards, we surveyed its employement n various cros-coupling

With the staring material in hand, we studied various
rescton. conditons of SuzukiMiyaurs. reactions of 1 with
anybororic acs (Tabl 1. The optimization was caried ut or
the synthess of product 2a, changing caalyst, sabvent and
base Surprisingly,P{dbl, a5 palladium source and Na,CO, 2.
base gave only low to moderate yields which s in stark
contas 1o previously reported condiion on 3 related non-
fluorinate staring materialand Pighliohts the electronicimpact
v rom flucrine substiution ™ However, the combination
of PA(OAC), with 1GPO, in 3 sovent mixture of 14diane and
water gave the desirad ajated produt in high yield (Tsbe 1.

‘Afer developing approprate conditons for the Suzuki-
Miyaurs rescion, we evahuted the scope of thi resction by
using various baroric acids. Anlboronic acids containing
elecron donsting groups gave slightly improved yields, whie
product 2h was obtsined in only moderste yield (55%),
presumably du to stercal hindrance of the omethary group.

Buchwald Hartwig Reaction

The second par of ur sudy was reloted 1o the Buchwald-
Harwig aminstion of substrate 1, owing to the ol f the
Srmine function in medicnl chemity nd pharmacology. A<
saing point of our investigaton, we ued Pddbay and
Xhos 3¢ catayet and igand, respectly, znd toloene and
Na01Bu 32 schvent and bace 3 these condiions proved to be
efectve for non fluornted berzathiszolopyrmidanez® U
fotunsel, under these conditons, product 3 ws btains,
Sl i oy 10% yeld Nt weteted the impact of ifernt
catalss, bases and salvents (Table 3. Employment of Pd
(ORC)APhs nthe presence o the wesker base KiCOy i 1
dioxan and caslysc amounts of PRE(OH) what s belved o
improv. the efickncy of the comverion of Fel) to 740,
resued in scaton o 3a i up 1o 815 yield Stronger bases
such 52 NaOffu or KHMDS were completely ncFacive. A
simply bos-medated ncleoptic substion wes ot poss-
ble (Tabl 3, ey 12,
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The scope of the BuchwskdHartuig reaction was next
studied (Table 4). Ariines performed well n this eacton, whie
elecron withdrawing flucrine substituted aniines led to 3
reduced yield (39, 60%), due o lower nuckeophilcty of the
aniine. The bes yild (89%) was obtsined for compound 3d
pregared from Nty aniin. I sdition to anines, marpho-
line and Nemethyl benzylamine coud a0 be successflly
employed and products 3a and 3b were obtained in 65% and
42% ilds respectively.

Finlly, we studied Sonogashis rescions of 1. Employing
condiions previously developed by us for elated molecus!*
the desied compounds 42-d could be islated in moderae fo
‘good yieds (Table5).

Biological activity

Figure: Thebinding of selected e e the v pocet o The synthesized 3-fuoro-benzoldSithiazelofs 2-lpyrimidin-t-

moncaine oo V52 wihhe o ysaline nd e 1 ones wer evalusted fo their monoamine cxidase inhibition

activty using Amplex Red by messuring
Chayss 215,41254-7251 Wiy Olios Ubrry £ 208 Wiy VG Ve it
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hydrogen peroxide (40, produced from ptyramine. The
positve control against moncamine cxidase A was doryine
baving the inhibitory concentration of 0.0045 = 00003 uM,
whie that of moncamin cxdsse & was deprenyl vith an 1Ci
value of .0196 = 0.001 WML In vir results revealed that mst
of the compounds exibited moderate 1o patent inhibiton
tonards moncaming axidase A. The mest potent and seective
inbibitors of mencamine oxdase A were 2}, 21 and 3h with 3n
inbibitry concentration of 195 = 008, 166 = 001 and 169 =
005 b, espectivaly. Interestingly, dervative 21, contaning 3
methyl group located at posion 8, pedormed best 35
compared to 3l tested dervative. Compound 21 3nd h are
selectve nbibitors of MAC-A, while 2] s 3 good nhibitor of

Chayss 215,41254-7251 Wiy Olios Ubrry

£

both soforms. Al other tested benzothiazolopyrimidonss gave
only moderate tolow ICy-value for MAO—A.

Deatives 23, 21, 2i, 2}, 3d, 3 and 4a show distinct
nbibiton towsrds moncsmine oxdase . In pariculs, com-
pounds 21 and 2 were the most potent inhibiors of
moncamine oxidase B with an IC vlue of 106 = 005 and
1022 001 uh, respectively. The ther compounds, 2, 39,43,
22 and 3d,suonaly inhibied MAC—S acthity wih 1Cs values
n the range of 1.21- 150 uM.In case of 21 and 3g, 2 good
selectivy for MAG— 35 compared 1o MAO—A was absenved.
The presence of flurine containing funcional groups emerged
to enhance the inibitory sctivty towrcs

suggest that ncorporation of methyl-or meths

[EYS—————.
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o improved inhibitry scivy and selectiy towards MAO-A,
while flurine substtution gives improved values for MAGS.
The overal resus suggested that the compouds may serve a5
lead candidstes forfuther detaie invesigations.

Vales are expressed s mean = SEM of n = 3. The I s
the concentratin st which 50% of the enzyme ity
inbibited I less than 50% s inhibited, the percentage of
infibitn i gven.
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Prediction of PhysicochemicalPropertis elsted to ADME.

The efec o the compounds towards blood brai barier (526)
permeabilty and their drug ke properties were studied 25
el The calcltions for the prediction of sysicochemicl and
ADME proile f seected compounds among the seris of 8-
functonaized-3-uoro-2 methyl benzol4Sthiazolf3 2-lpyr-
micin4-one, were caried out using the Molinspiration prop-
eny calultor (Tsble 8 The data. suggest that orly 2
compounds vicate the frs e of Upinski with Log? values
slightly sbove . This ncates that the compounds posess the
abity o cross the membrane and can easly penetrate nt the
CNS. The stied compounds exhbt topelogicl plar surfsce
area in the range of 438-7411 & and hence might be
sutabe o cros the blood-brin b

Molscular modeling studies of compounds with monosmin.
oxidsses

Docking studies were cared out in order 10 investigate the
binding interactons with MAO—A and MAO-8 using Xray
crystal structurs of human menosmine axidsse A (225Y) and
moncamin oxidase B (2V52)"" i this regard,some selectve
and patent inhitors wers chosen fr ssch sozyme, . 2 snd
3h for MAO-A and 2 and 2 for MAO=8. Prior o docking
analysis of selected compounds, the co-crysaline ligands of
both proteins were docked inside the actve pocket. The
docking stues of MAO—S were cared out 3t chain A of the
protein. The binding of itibitors 21 and 3h and of the
coaysaline ligands harmine and flavin adenine dinuceotide

© 2019 Wiey VO Vg Gl & Co K, Weirbeim
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inside the actve pocket of moncamine oxdase A is shown in
Figura 2. Binding poses were selected with orentation towards.
the £AD cofsctor

“The docking resuls on monoamine cxidase A show that
the corysaline ligand harmine undergoes . interactions
with active s residues, Phe208, Tydo7, 335, lle180 and i
orented nea to FAD. Compounds 2| and 3h show interactions
it the amino acd mojetes ofthe proten and s clear from
the binding poses tha thei recogrition by MAO-A i stronaly
prevented. The resson may be steric hindrance, The dacking
poses sugges that the conformationsl fiting is ensrgetically
favored and the dervatives are best accommodated in the
target clft. Compound 21 fits n the active pocket of MAO-A
and Figure 32 represents the accommodation ofthe compound.
close t2 AD. Moreover, =  ineractions of compound 2| were

ity 01,7254 751. Wik Onlin Libary

Tables. oncamie oudse nbiion ey of 33 30 0

G &S00 0 pecenag of mhton

gg“““”“““” E

obsered with Tyrt4h and Tyrdl7 in addtion 1o favorsbe
nteractons vith othr esidues. Compounds 21 and 3h adspt
= conformaton fn which the benzf3Sthiazolo3 alyrm-
dinone mosty occupies the hydrophabic cavty and the
3145 imethoryanine and Smethy sbsttuents were or-
erted towards the cataytc pocket. Compound 21 =nd 3h
“how s monosmine axidese Hhition schiy, howsver
compound 21, containing 3 &.methyl rous, iz ghty more
it towards te catlyc ocke 2 compared to 3h,wiich
bincs totheentrance cavity snd sccommadted more tvrde
hyrophobic mino scids.
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Iteraction of slected ligands with monoamine oxidase 8

“The binding of the seleced inhibitors 2 snd 2 and cocystl-
line ligands, sfiamid and flavin adenine dinuclotide nside
the active pocket of menoamine cxidase B s represented in
Figure 4. The binding poses were again selected with orinta-
on of compounds towards the FAD cofactr.

“The binding poses of 21 and 2] were compared with those
ofthe cognate ligand and analyzed for possibe conformations.
The binding pose of safinamide insde the active pocket of
moncamine axidsse & shows that i i oriented towrds Ty
and undergoes walyl nteracions with Phe3. Residue
Ty1326 undergoes additonal 2% Interactions with the safina-
mide ring. The 1316 i involved in . interactions with the.
Fuarophenyl moiety of 2, whik 1199 forms 3 hydrogen bond
with the crygen o the safiamide. Compound 2} fits in the
binding pocket of MAGB and is located very closely to
important resdues of the acie sit, Tyr08 and Tyr435 along
with FAD. The compound showed signifcant sfiny with thi
orentaton within the active pocket. The 2% interacions and
hydrogen bonding are shown in Figure Sb. The binding pose of
compound 21 proposes that it i located somewhat outside the
targe ste. The binding mode was seleced due to productive
lectrostti interactions between the ligand and amino acd
residues of moncamine cidases. The selected pose indicates
that there is some space between ligand and FAD, however,
Phel0, Prol0z, HisT1s, Asn116 and 38 re found to be
invaved in severl nteractions with compound 2i. The
compounds, selected for docking studies, show interactions
with the entrance cavity snd binding resuted i 3 shght shft
<owards the catalyc cet of the protein

Conclusion

We studied diferent palladium catalysed cross-coupling reac-
tlons. (SuzukiMiyuara-, Sonogashie. and. Buchwald Hartwig
reacions) of 8-chloro3 fluoro-2methyLbenzol Slthiazcof32-
Glpyrimidin-tone. Al rescions have been thoroughly opt-
mised and gave corresponding products in good to excellent

ity 01,7254 751. Wik Onlin Libary
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yilds. The synthesized dervatives were evalusted for their
Stucture actviy relstionship towards monoamine oxdsses A
and 8. Most of the compounds exibited inbibton in lower
mictomalar concentrations and showed promising infibiton
towards MAG-A snd MAO—8 iozyme. The i vir resits were
justfed by carying out moleculsr madeling. studies for
moncamine oxdsze A and 8 inhibitors. Therfore, such
Compounds might be  promising starting point to dentiy
usefuleads for the development o novel MAC-B inhiitors.

Supporting Information Summry
Supporting Information containsexperimental detals s well 2.
H.C-and "F-NMR specra of sythesized compounds.
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