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I8radime apra3omas naujas mikrobiologinis budas,
skirtas gaminti azota turin&ias hidroksiheterociklines

karbonines rig3tis arba jy tirpias druskas, kuriy

I - o )Ir“'
< o8 o . o

-

bendroji formule

gpradedant nuo atltlnkamu azota turlnélu heteroc1k11n1u"

karbonlnlu ‘rigscéiy, bei Siam ~bodui tlnkaml' nau31‘

mikroorganizmai .

‘Azoto . turingiomis heterociklihémis ' karbonlnemls-‘ _
rigétimis, . kurios gali bati hldroks111ntos ar -
vhehidrokSilintoé;" ‘taip  pat laikomos ir Ju tlrplos;f

g druskos, pavyzd21u1, Sarmineés arba amonio druskos

- Azoto: turlnélos 2~ hldrok51~heteroc1kllnes; karboninés" 
rugstys yra svarbis biologiskai ~aktyviy medZiagy. .
‘Sintezés = tarpiniai produktai. PavyzdZiui, 2=

'hidrokéinikotino rig8tis yra :pradihé'un@diiaéa  2f B

chlornikotino rigdties (US-PS 4 081 451) gamybai, kuri

‘yra :_SVarbus ‘vtarpinjs ~vproduktas( ‘_skir%as gam1nt1  n
vaistus. (Ann;'Ehgrm. Fr., 1980, 38(3), 243- 252) |

' L1g31ol azota turlnélq hldrok51 heteroc1k11n1u karbo-’H

niniy rugéc1q mlkroblologlnlal gamybos budal neélnoml.

Sio léradlmo tikslas buvo - sukurti ~paprasta ir
ekologiskai 3Svary mlkroblologlnx bida chemlnlu poilurlu

‘sunkiai prieinamos azotg turlnCLOS,“Z-hxdroks;heten::f

rociklinés karboninés rig3ties gamybai.
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Si‘s' tikslas buvo pasiektas _i%-radimevapraéytu bidu pagal

- i%radimo apibréZties 1'1punkta, naudojantis naujals

' mxkroorganlzmals pagal lsradlmo apibrézties 6 punktg.

Pagal 83 iSradimg $io bud@ esmé yra tai, kad ézota

vturlnt;'heteroclkl;ne karboniné rugstis, formules

11,

kurioje R; ir'fRQ/,yraﬁytakiey»patys ~arba skirtingi ir
brei§kia vaﬁdenilio"atOma,fuhalogenp -atoma .arba C,-Cy~
alklllne grupg, © X = azoto atoms arba CR; funkcija,
kur R; reidkia Vﬁndenzllo arba halogeno atoma, yra 6—
metilnikotino - rigdti . naudﬂjanélu : mlkroorganlzmq,

turlnélq spec1f1ne ‘hldrok311aze, substratas, kurls

. paver&iamas i‘ azoty “turin&ia hldrok51-heter001kllne

karbonine ragsti, kurios bendra formulé yra

i

1 coon :
| ar L
_32 o8 |

kurioje Ry, R; ir ¥ turi minétas reik3mes.

Savoka 'V6~metilnikotiné‘. rigsti naudojantys mikro-

‘, organizmai, turintys specifing hidroksilaze" reilkia:.

jei pévyidiiui,.iéyalytﬂxnutekamqjq vandeny inokuliate
su 6-metilnikotino rugétlml' augint; biomase, tai
gaunaml G-metllnlkotino rﬁgétx naudojantys mikro-.
organizmai, kurle auga naudodaml 6—met11n1kot1no rug§tx
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kaip vienintelj anglies, azoto bei energijoé éaltini;

'wJei"pagal jprastinius, spec1allstu talkomus metodus»l

selekcionuoti ~mik:oprganlzmus, kurle vG-metllnlkotlno
rﬁgﬁti per 2-hidroksi-6-metilnikotino visiZkai suskaldo

~ kaip- tarpini'jp;odukta,'”tai gaunami 'mikrocrganizmai;

turintys specifine hidrbksilaze, t.y.,'@ikroorganizmai,f
kurie hidroksilina specifini, tarp rig3tinés funkcijos

ir ‘azoto atomo esanti vienintelj anglies atoma, 

"ié” esMésivmetodul tinka visi- mlkroorganlzmal, kurle.
'“selekcionuojami pagal 5] prlnc1pa,~ pavyzd21u1, -ié'
’ valytq nutekamuju vandeny arba ‘i derOVGml@ méginiy.

'§1e mlkroorganlzmal neaprasytl llteratUIO]e ir yra élo;

blsradlmo sudétiné dalis.

"§imm'badui tiksliﬁgé naﬁdbti1mikroorganizmus,:iymimué‘
Ki 101 (DSM 6920), taip pat ju palikuonis bei mutantus.’
'Jie“yré 1992, 03. - 25 deponuot1 flrmOJe Deutscﬁé
"*:Sammlung fuer Mlkroorganlsmen und Zellkulturen GmbH

20  Mascheroderweg 1b, D 3300 Braunbchwelg

.-

'Jtasteliugfbrma o © . maZytes lazdelés
‘Plotis milimikronais - o .0.4-0.5
Ilgis mlllmlkronals , o R 1.0-1.5‘_
Judrumas : SR -
‘ Use11a1 : o - o -
Gram-reakcija - | - T -
'Lizavimas 3% KOH , o o '_; 4+
.»Aminopeptidazé (Cexrny) | o+
Sporos - o . 'u ' f?
Oksidazé | S

Katalazé . - _ " : "+

Atliekant 163 'IRNA  sekos analize, ri(8is "nebuvb"‘
nustatyta. ' '
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Selekdijés mstu : tiksiingai vyksta 1mikrbcrganizmn

ermenyha texklama mukrowrganlzmq amglnlmul sernlngo
metedu ramybes busena;e tnepurtantl. :

Selekcxaas xr auglnlma metu naudajamas 6—metllnlkat1n0

rug§t1e3 klekls yra iki l SVﬁIla %, labmau tinka klekls

iki a, 5 svcrxe Fo
. . . B

Selekcnj}a lr augmxmas vy}*sta esant peH nuo 3 1k1 9,

ypaé tlnka rezksmes nuo. - 6 iki- 8. : '

Selekcxjos ir: aug1n1m0 metu temperatura turl butl tarp
15 ir- 50 C, ypaé tlnka temperatura tarp 25 lr 40(3-;*‘ .

Paprastam selekc13a 1r augxnlmas vyksta mlnerallnlq“~
druskq terpejet lablau tlnka tokla mlnerallnlu dxusku- '

terpe, kurlos sudetls aprasyta lenteleje I-.

Jel pasxektas tlksllnls aptlnls tankls esart 650 nm -
(ODﬁo) nuo- 0,5 iki. IOO, tai. m;krecrganlzmal gall bati
surlnktl 'arba xprastlnlals specxallstq naudo3amals:.

xmetoda;s,-arba,subst:a;gs,.azatc turinti- heteroc1k11nef
| karbdninéfj*”rﬁgétis,ﬁ-:1t1e319g1a;;,ﬂ:pr1dedama .. prie

:mik:oorgaﬁizmu;: kadfgvyktuw,no:ima;ureakcija‘J€biotransf

formacija).

Norima blotransforma013a tada vyksta pagal Lprastus,>'

: spec1allstqv taikomus metodus - su neauganélomls

lastelémis..
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Substratai, kuriq bendrbji formule 11, gali,

. pavyzdZiui, blti nikotino rlag3tis, pirazinkarbonine

rigftis arba  jy halogeniniai arba alkilinti (,-C,

dariniai.

Halogeninty nikotino rﬁgétiés arba pirazino karboninéSQ

‘ rigsties dariniy tarpe ypa& tinka hidroksilinimui 6--

chlor-nikotino riagstis, 5,6—dichior-nikotino rigstis ir

'SfChlor—pirazinkarboniné rﬁg§tis.

C,-C, Pirazinkarboninés .rug8ties dariniy tarpe ypaé .

hidroksilinimui'tinka-5¥metilpirazinkarboniné rﬁg§tis.

“Substiatas;'i-'biotransfo:macijos1 miZini gali  bati -
'dedamas nuolatds,arba vienu kartu. Tikslinga substrata

déti taip, - kad jb' koncentracija maitinamoje terpéje . .

nevirdyty 10 svorio.%, o ypaé 7 svorio %. o

IS

.Biotransformacijai naudotinos jiprastinés, specialisty

naudojamos ~terpés. = Ypa& tinkamas  biotransformacijai. -

Zemo molingumo fosfatinis buferis.

: Papraétai.'v biotransformacija . atliekama ‘finaudojant” i

.mikroorganizmy suspensija, kurios optinis tankis esant

650 nm (ODgso) yra nuo 0,5 iki 100, ypa& tinka optinis
tankis nuo 5 iki 50. o '

*Biotransformacija vyk§ta esant temperatirai nuo 15 iki::”

SOOC, ypac tinka temperatiira nuo 25 iki 35°C, esant pH~7 '

nuo 5 iki 9, ypa& tinka pH nuo 6,5 iki 7,5.

Po ‘iprastinés transformacijos trukmés nuo 5 valandy iki
3 dieny, hidroksilintas produktas, turintis'formgle I,

gali patiA“iéskirtas. taikant iprastinius ;Speciaﬁiétu‘

_naudojamﬁsv metodus, pavyzdZiui, ‘parigstinant ste:ilu

supernatanta.
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 Pagal &j metoda pégamintos —litefatﬁrbje- neaprasSytos
" azoto  turin&ios hidroksi-heterociklinés  karboninés

' ragStys, k&riu,béndfa formulé yra

=]

kurlo)e, tuo atveju, Eéi X yfa azoto étomas, R, ir R,

:yra v1enad1 arba - sklrtlngl xr' gali ‘bati vandenllls,'
| fhalcgenas arba Cl-C,,-alkmllne ~ grupe, tac1au , 1s:unt:,
~sudaro tal, » \kad Ry ir Ry Vvienu. metu . negali bati
_vandenllls, talp pat }el X relskla CH funkcua,, R, ir Ry

.re1§k1a halogeno atomq.a

Ypaé tlnkaml 51u naujy 3ung1n1q atstcva1 ”yra‘”k»s—

dlchlor 2 hldrok51 nlkotlno rugstls, 3 hldrok31-5-
"vmetll—plraz1nkarbon1ne rugstls ir 3= hldrok51 -5= chlor—

vplra21nkarbon1ne rugstls.

' Pavyzdys 1

Mlkroorganlzmu,_ naudOJanc1u 6 metll nlkotlno ‘ragsti,

';306 ml talpos Erlenme;erlo kolba buvo prlplldyta 100 ml
’imlnerallnlu drusku terpes su o1 mmol 6-met11n1kot1no
';rugétles (1 lentele) 1r 'sumalsyta su 10 ml valytq
. nutekamujq vandenq, palmtq is: flrmos LONZA AG Vlspe,;_
»‘évelcarljoje,Jvarba “LONZA gamyklos grunto meglnlals, 

F_Vlspe ir statlskal 1nkubuota esant . 30° C temperatural.

Po_ 10 dlenu kai kurluose megxnluose spektrofotometrlnlu

‘ budu buvo aptlkta 2~ hldrok51 6—met11n1kot1no rigitis. .

Slos kulturos vellau buvo keletq kartq persetos ot

§v1e21a mlnerallnlu druskq terpe.,Po to" 2 hidroksi-6-

, metllnlkotlno rigsti gamlnanélq lastellu suspensijos

buvo persetos i ta padia terpe, turin&ia 1,6 % (s/t)
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agaro. Po to agarb lékstelés esgnt‘30°C buvo inkubuotos

~ atmosferoje, turin&ioje 4 % O, ir 96 % N2. Tada
~pavienés  kolonijos = perkeltos i - skysta terpe ir
_inkubuotos “statifkoje -~ biikléje. . Bakterijy ‘Stamas,
~Zymimas ‘Kil0l~ {DSM 6920), éugimo métu"Gimetil—nlkotlno
'rugst; paverte 2- hldrok51 6—met11—n1kot1no rugétlml. i

>

nPévxﬁdzs 2

: leotlno rugétles ‘mikrobiné oksidacija i ’2-hidr6ksi4_

»nlkotlno rugst; S

- Mlkroorganlzmal,._‘éymiMi JKi101 - '(DSMT 6920),  buvo

‘ o ,fulnkubuotl 800 ml mlnerallnlu drusku terpeje (ientele'

:  151 Iy, prldedant 8 mmol - metll-nlkotlno rugétles 11

‘ “i*talpos ,Fernbacho,,kqlbOJe, esant 30 % - temperatural,";
fypﬁrtykléjé}:ésant:IOO'rpm. Inokullatas sudare 5% (t/t)

. Po. 5 -dieny - ODyso SLeke‘_aple 0,5 ‘Po to lasteles-';

'{f;surlnktos 1r v1ena karta praplautos 50 mollu fosfatlnlob .
- ‘buferio (pﬂ 7. 0) ' s ‘ ' ' ’ .

-v%ada'”*lasteléé“ 'buvo ‘ resuspenduotos .20 ‘.m17 50 mM
'fosfatlnlo buferlo, ‘esant pH 7.0, kurlame yra 200 mg

{1 38~ mmol) nlkotlno rugstles natrlo druskos. ODGw buvo?i

' lygu 20 lPo 6 val. trukusxos 1nkubac13os purtykleje )
prie“"BGOC, ’"atlikus plonasluokspe.__ghromatograf;jq,

nikotino rugétles nerasta., Po t tow ”bibmaSé‘-nucentii-

.fuguota - ir - supernatantas parugétlntas iki.-pH 2.5,

siekiéht.iésbdihti:2¥hidrok51jn1kot1no rugéti}

. Atlikus .1H4NMR »{DMSO) ~analize, " iéskirtame prbdukte
*’néraSta':priemaiéq. Ié viso buvo-. 1§sklrta 140 mg .
'f.mmoli Z‘hidtoksinlkotlno rugétles,- tai. atitinka 72%‘
- iéeigq,vskaiéiuojan€ pagai nikotino ragsti.

I

Lentelé 1 R
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Mineraliniq,drﬁskn tetpés iirpalai

akaﬁcehtruOtés*tirpalas'i: B

e na32?o4 za;n G . 156.0'g
NE,CL 8 "ﬂ,»‘,: 100
K,S04 gf”.af' PR R 1.2 g

- pH- tkoreguo}ama KOB iki) RN 7.0

~ pist. vanduo e 500.0ml

.i]Kbnéghtfﬁotasfﬁiﬁyalas~1I:f,f;

'  p-am1no benzoxne ruqstls S  8;O‘mg

'11D-blot1nas f.s;?j»{ ;1f  5‘;J, _    ’ fZQO'ﬁgjz

{lekatlno rugstxs ' ff.'; 1 ::: v";zo.o;mg
:fCa-D-pantotematas  .‘ Zif" . »»f f0.Q mg'

 ‘: ;Plrldoksalhldrochlorxdas };ff}'jl“[c"30f0'mg
: wj-Tlamxndlchlorldas ’_VMV"‘f‘.‘f_7;.*‘20’0*mg

'f C1ankoba1am1nas ';" r” ‘”Z"f ©10.0 mg

o Dlst vanduo . 100 0 ml, ster111a1 flltruotlf-

r.

'i3théentrﬁ6ﬁésatiip&las5III:>,"

-T'Fec12.4ud3, f'v.lvr;f.j%;n o 15 g

. Mn0153435>>; ;1. g

,~H3305:k S L Sl .9_'f0;006'g
coCL6H0 IR 0.19 9
_,VCuc12.7H;>?it,' S e.0023
| ,u1c12.anﬁa”» R o 00249
D;st. vanduo o v 1000 0 ml, autoklavuotl prie
i T 121 C, 20 min.
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Konceﬁtruotas‘tirpalas_IV:
NaOH .. o0sg
Na,Se0,.5H,0 ' : - 0.003 g
‘NaWO,.2HO0 : ' 0.004 g
Dist. vanduo £1000.0 ml, autokldvuotl prie

' \ : i S - 121 C, 20 min.

. t\\\ - »
‘v‘Koncéntruotas-tirpalas'V:

5 Lo o . S
MgCl,.6H,0 - - o s 40.0 g
CaCl,.2H0 B DI R A 5. o g
‘Dist. vanduo . . 200 0 ml, autoklavuotl pr1e 121 C,

‘ : ’ - 20" min.
64metil4nikotino'rﬁgétis‘(soo mM).'”
'6—met11—n1kot1no rugétles Na druska 3 R . 80. o'g‘

DlSt vanduo -_ ’v»_-;’l; 1000. 0 ml autoklavuotl'
; ' ) '-v>=;pr1e 121°C 20 min.

”10'~1éAUgimo?terpé’10imM 6-metil-nikotino rigities

Tlrpalas I "v‘i" : ',‘ - 31_“"_“ - 25;0 ml
6-met11—n1kot1no rugétls L Q” R .. 20.0 ml
Dlst vanduo ‘,* o RS 1000 0 ml, autoklavuotl

prle 121 C: 20 mln '

" Po sterilizacijos: pridedama

Tirpalas I = .- 0.5 mi 
Tirpalas 1 7 1om
 Tirpalas A - S ' 1.0'ml
Tirpalas” v _ 0.5 ml

15
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PavyzdZiai 3-7

Pavyzdiiai. - 3-7 atltlnka . apradytaji. 2 pavyzd:,.
. Apibendfintl,rezultatal patelktl Ienteleje 2. :

' ', ?VZ Pradlne ; 'benb; B CX%W Laikas - Produktas w»' ISeiga
o '-'mGdZIaga” y’nm . {h) , S

3 G=chlor- ' 1%{s/t). 20 .16 .v6—chlor-2‘- 0%
‘fb“f‘nlkotlno“j"h “ffsju, f R ”:;hidibksihikot’v(gauta)f
'“,lirug§t1es”," f5_5i__v=: -7 ino rugtis -
f‘f‘natrlo ’f“ ? . : - T
4 5,.6-di-  l&(s/t) 20 16  5,6-dichlor-  20% {a-
chlor- . . 2-hidroksi-  nalit.)
" niketino . niketino =
g Umg§tles,-v”'»{.‘. Y . .brﬁgléj‘tis o
fi,{natrlo ., et R
S Pirazinkar- 0,3% 5 .24 | -hidroksi- 0%
. boninés (s/t)‘;f‘  AR plrazlnkarbon‘_(analitJ .
: rﬁgéties T L . lne_rugstls : '
' natr1o DR ' ' ' :
. druska. e S o
6 S-metil- 0,3% 5 24  3-hidroksi-5- 80%
'.f bifa2inkarf»(s/t)jv " ;[:‘v ) metil- ﬂf'i‘ianqlit;)
boninés . - ‘ B R vpiraiinkarbgn -
. rﬁg§tié8;' - .".] L >~Viné rﬁgétis-
"' natfid:f' $ STt . _
7 S-chlor- 0,3% © 5 24 ,3—h1droksa.~5— 50% (a-
w“,pirazinkar-‘(s/t): o . j-chlor~p1ra—' _naLit;)
" boninés _ - - R zinkarboniné
‘rugétles ' '_ S " rug¥tis
‘natrio o k
druska
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, Analitiniai dubmenys pAvy;dZiui 6:
(B—ridrdksif5—metil—piraziﬁkarboniné rﬁgétis)
IIH-NMR:-kDMSQ;Vdoo MHz) cheminiai poslinkiai (m.d.)
2.4, s; 2;6,”;; 3.8,'5: 1.8, s. oy
"QCrNMR:7kDMSO;>100,5 MH2z) cheminiai;ppsliﬁkiai“lm;é.)v*
'.20,vt}140( m; 130, s; 134,»3} 155?»;; }64, s;>i7o;.§;;
: Ana‘libitihi‘ai" duomenys 7 _'pavyzdiiuiﬁ' | |
"j(‘3‘—Ehidi‘6ksv,i';-Sb—ch’lor—,p'irazib,k'arboniné'frﬁgét_ié)

H-NMR: (D ir diéksanés(ﬂ400 MHZ)~Cheminiaifposlinkiaifoﬁzw
C(m.d.) AR e o | AL iy

w7§;8§7s;*4;7,as;’8;0:-3-1

. 1C-NMR: (D0 ir dioksanas, 100.5 :MHz) ‘cheminiai

poslinkiai (m.d.) : H w

132, s; 133, s; 149, s; 164, s; 172, s.
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| 12 |
ISRADIMO APIBREZTIS
1. Mikrobiologinié budas, sklrtas gaminti azota
turlnélas hldrok51—heter001kllnes karbonlnes rugstis. ar

Iin tlrplas druskas,_kurlq,bend:OJl formule

:’kurloje R1 ir R2 yra v1enod1 axba sklrtlngl ir reiskia

vanden1110~ atomq, halogeno atoma ‘arba .C,-C,~alkilo
grupeg; o X - azoto. ‘atoma  arba CR3 funkc1]a, kur R,

relskla vandenll; arba halogeno atoma, b e s i s k 1~

r i a 11 t i s ’ tuo, kad azota turinti heteroc1k11ne

karbonlne rugétls ar jos .. tlrplosv druskos, kurlu

_bendrOJl,formule,yra'“

II,

¢

yra’ 6—met11n1kot1no rugst; naudOJanc1u mlkroorganlzmu,

'tur1nc1q spec1f1ne hidroksilaze, substratas, kuri

Vpaverc1a i produkta,,turlnt; formule I.

2. Biudas: pagal 1 punkta, besiskiria ntis
tuo, " kad ~ substratu . naudoja  azota turin&ias
heterociklines karbonlnes :ﬁgétis, .kuriy bendroji

formulé yra
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kurloje Rl ir. Rz yra v1enod1 arba sklrtlngl ir reiskia
_ vapdenlllo atoma, chloro atoma ‘arba - metllo grupe, o X_:
10 - reifkia azqto atoma arba CH. '

3 Budas pagal bent v1enq i% 1 arba-2: punkto, besi s-ﬁ

‘ k 1 r i‘a n ti's tuo,-kad transformac13a1 naudo;a‘ “

: mlkroorganlzmus Kl 101 (DSM 6920) ‘arba ju ;ped1n1US ar7}f
15 mutantus.» ' : SR

4 Budas pagal bent v1ena 1s 1-3; punktu, bes i s k i-

rian t i's  tuo, kad" transformac1jq ‘vykdo prldedanti f

substrato v1ena karta ar: nuolatos “taip, kad substratolf'

5:20“ koncentra013a kulturlneje terpeje nev1rsytu 10 svor10;1 

procentq.

Y5 Budas pagal bent v1ena i% 1-4- punktu, be $ isk 1—;,f
; T i a n t 1.“ tuo», kad transformac13a vykdo esant
“25”5; temperatura1 ‘nuo 15 iki 50 C, o pH'— nuo 5 1k1 9.
| . B} . L
" 6«“ﬁMikroprganizmai,' kurie'~yrav taip atrinkti, kad»’jié{'
kaip‘“Viéningaw‘anglies,‘,aZotb ‘ir- energij6s‘«éaltini]:-
: : naudOJa 6-metilnikotino" rﬁgéti} péversdami.-ja 24* v
; 30‘_ hldrok81—6—met11n1kot1no rugétlml. h 1 s

7. Mikroorganizmai pagal 6,puhktq,f2ymimi'KilOl (DsM -
- 6920), taip'pat’jq;ipédiniai’bei.mutantai. R

35 8} Azoto turinéios hldroks1»heteroc1k11nes karbonlnes

rugstys, kurlu bendro;x formulé
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I,

kﬁfiéjé, tu@ atve}u, kai x yra azata ‘atomas; R, ir R,
yra menodl a;rha shrt:mgl 1r qah. bati va:ndenlhs,'
halogenas arba Cfik-alkllo gxupe, tadiau lsimt; sudaro
tal, ka&'Rl 1: Ry vienu metu negall biiti  vandenilis,
talp pat Jei- K relskla CH fUnkc13a, RL.lr_Rz_;e;skiafi

chloro atomq. BRI

10;.3+Hidraksi-5;mét11égixazinkaxbéﬁiné,rﬁgétig, .

11. 3-Hidroksi-5-chlor-pirazinkarboniné rugdtis.
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