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; kaxp wemngq anghes azoto |r energuos éamnx, gah up xvesn 1 laktona arbq jo tirpias druskas tunnéfus formde a

Er pastaraﬁ nekaiabolfzuoti Tohau apraéytas mnkrob:ologmls malonﬂ 7 ammocefalosporano rugéties dariniq arba

: il! tlrpnq druskq, turtnénq bend;q formule

uoo&cﬁz-b-g-—»— -
o CH_-R

gamybos budas panaudo;am snuos mxkfoorgamzmus ir cefalosponno Cv;garinius arbajy t_irp‘iasdruska:s, kuriy

' v‘bendratomule SR
Lo gg S
R TR & NN

kalp pradmes medinagaa R '
Tohau apraéytas nau;as 7-am|nocefalosporano rugétles danmq arba jy tirpiy druskq, tunnéxq bendrq formule

. cood

gamybos budas, kal pvrédiné medZiaga yra malonilb-7-.aminqbefalospor_ano riigéties darinial.



10

‘ ;ff;?pradedant
20

‘;iJgentles mlkoorganlzmu panaud031ma5 ;-w-*

’%“LTolesnlame aprasyme pavadlnlmal

30
| . bati, péVyzdiiﬁi,, pradlne medZLaga ~31ntet1nant

35

ukurloje,‘f?}Rv, ,yrav vandenllls,

S ;Az fmed21aga yraf at1t1nkam1
v'.11k5 i :

 ﬁdar1n1u,_ talp pat naujas Pseudomonas sp,h

| 7’osporano rugstles darlnlal (formulefiII),,cefalosporlno

' 25 wf3C darlnlal (formuleiIV), malonllﬂlaktonas “(E

‘”wdruskgs, toklas kalp amonlo_.arba

' druskas. -

lMalbhilf7faminocefalosporaho rugstles; dariniai '7' i

LT31228

1

- I3radime apraSomi’ nauji  malonil-7-aminocefolosporano ..

rugdties dariniai arba -jy tirpiOSlLdruskos,‘~turintys[*

. formule

.

T G e e

/'ftF{iQ{’ &

,, acetoks1grupe, naujas Jq gamybos, budas';  ,;_ R

cefalosporlno ”Cr darlnla'

ir laktonas (formule I\“aplma 1r 51u jungln;

: amlnocefalosporano rugstles darln;us, kurie velgl yrajj

svarblos ' pradinés , medz;agos,=v, cefalOSporlnlnluf

antlblotlkq gamybo;e Jﬁﬂw Bacteriol., 1987, wvol. 169
Nr. 12, 5815- 5820) ' o o
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‘Iki  $iol nebuvo‘_iinbmi nei’ cheminiai, nei mikro-
bi@loginiai  malohi1»7;aminocefalospbrano rigSties. da-
- riniy gamybos‘bﬁdaiﬁf L :
5 h‘Y7LAminocefalosppran6rrﬁgéties dé;iniq‘sintgzei;Qra daug
J mikrobiélogiﬁiﬁAﬁ@todq;’kuriuose“pradine'mediiaga yrév

cefalosporlnas C, aprasyty, pavyzd21u1, JP-A 62 48380.
Vlsu sxq metodu frukumas yra tal, ‘kad - jle negaJl bati

o prltalkytl pramoneje o

w0 . . | N
| Israd:ﬁg‘»tlkslas buVoﬁ sukurti, panaudojahf.;”aujus
J mlkroorganlzmus, nauja paprasta ir ekonomlska mikrobio-.
loglnx _ naujq malonll ~7= amlnoceLalosporano ‘rugsties
- darlnlu gamybos buda Kltao uzdav1nys ‘buvo, panaudo;ant'

157 31uos darlnlus,x sukurtl ~nauja - mikrobieloginj 1-

'amlnocefalosporaHQ rugstles darlnlu gamybos budq,

“‘I§radimo tiksias buvo pésiektés-'>patéikus naujus

mlkroorganlzmus pagal i3radimo apibré%t;es 1 'punkta,
20 {1 nauja bida pagal 1srad1mo apibréZties” 3 punkta, %augus,
malonll 7—am1nocefalosporano rugstles darlnlus pagal 8

) punkta 1r nau3a buda pagal 10 punkta

Iéradime,'gapraéomi‘ Lmikroorganizmai .yra atrinkti

25  selekcijos bidu taip, kad jie gali laktona, turinti

_ formule
HOOC—!;H—-( 2)3—-0—
NH_,
35 panaudodaml kaip vienintelj anglles,'azoto ir energljos

Saltinij, paverstl laktonu, turindiu formule
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35
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Cir pastaraji nekatébblizuoti;q__>sf“»w

Qle mlkroorganlzmal selekc1onu03am1 naudOJant laktona,mﬂT
" turinti - formule | : Eel v pa51telk1ant trad1c1n1usff$jv
k;mikrobiologlnlua‘ metodus, PaVYZleU1r15:anallzu°3anti;w!‘
“.v;yivalrlus dlrvozemlo pavyzd lusy,Kal mlkrdorganlzmal i3
15 ':dlrvozemlo pavyzd21q auglnaml kalp inokuliatas" cahti;}
o ”plaktono, tur1nc1o formule I, gaunam1 mlkroorganlzmal,uli
 'gal1ntys augtl panaudodaml sl laktona kalp v1en1ntel;{f;
":fanglles,. azoto .ir energljos ‘qaltlnL- 15 51“ mlkro-_fi
B ’forgénizmu Spec1allstams ;21nomals metodals ,atrenkamlﬁff
‘f20“f""mikr00rgan12ma1,; kurle-. paVer01a laktona,'i turlntx;;f
” ”:w"formu1e I, malonllo, laktonu,» tﬂr1nc1u vformule I

‘a*nekatabollzuOJa pastarOJo._“f;ﬂv

’Sélekéijai.'reikglihqq laktonq,, turlnt; formule Iy 5
‘galima'. SUSlntetlntl i3 komerc1n10 dezacetllcefal—fﬁ*
'OSporan A,C.‘ 'Ié- Orad21q dezacetllcefalosporlnas e
“21nomals netodals (Jefferay et al. Blochenle. 1961 ;fi
81, 591) laktonlzuOJamas ki atltlnkamo laktono. Norlntff“

gaut1 pageldaUJamq laktonq, turlnt; perklrstq laktamln;  ~

Ziedy: ..(fo:mule _”I), v laktam;nls , 21edas , spec1a11aL !

skaldomas, pavyzdZiui, penicilinaze..

I esmés tinka visi mikroorganizmai, gaunami seleRciniuV"

dauginimu. $ie mikroorganizmai llteraturOJe neaprasytl

1r yra $io iSradimo dalls



4 .
'Sélekdiohudjaﬁt gauti mikr6organizmai,‘kurie iymimi'FBl
(DSM . 7007), Ju mutintai ir palikuonys. " Jie. yra
1992.03,25 deponuotl flrmoje' Deutsche “g%mmlung fir.

Mlkroorganlsmen :und Zellkulturen GmbH, Mascheroderweg
5 1b, D-3300 Braunschwe;g :

- Sie mlkroorganlzmal, padaVus“paraiéka*dél prioriteto,
buvo anallzuOJaml 16 S RNA ‘metodu ir nustatyta, kad jle ¢
prlklauso Sphlngomonas sp gen01a1 :

10 i | o - o
“ﬂMokélidIg Sphingomon§s sp;.FBi‘(DSM 7007) apragymas:
Lasteliu forma’f>,,' o o E ~maiytés,lastelésv

“Plotis, pm . - . . 0.4-0.6
Ilgis, pm . . 0.8-1.5

- Judrumas ».5'., . B 51f>.mu + .

'  Useliai - . - . S S ’ ;» poliarinis(1,

_ Gram—reakc1]a L o -
Lizavimas 3% KOH R
Amlnopeptldaze (Cerny) ' +
.Sporos . . o S -
Oksidaze . v B R
Katalazé .. .- | . +

.15. ' Pagrlndlnls chlnonlnls komponentas Ublchlnonas QlO
g‘DNRisudétis,HPLC metodu: 63 mol% GC.

Paprastai SelekCija ir auginimas vyksta ‘mineraliniy g
drusku‘terpéje, lablau tinka mineraliniy drusku terpé,

207 kurios sudétis pateikta | Lenteleje 1 (a ir Db).

Mikroorganizmy- auginimui- gali bati panaudotos ir kltos

A terpes,,pavyzd21u1, komercinés pilnos terpes.

Auginant ir selekciohuojant _tikslinga i mineraliniy

25 ~drusky terpe ideti nuo 0.2 iki 1 svorio %, labiau



 {€15kf 7Pagal s; 1srad1ma toklu budu selekc1onuot1 mlkroor

A 2S”

35

ffspe01allstams 21nomals metodals 1r,_panaud03am1

nglsradlme aprasyfame metode

viéformule

' amlnocefalosporano rugstles darlnlus, tur1n01us bendr
. ,7 .formule | ' ' R |
30
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~tinkamas kiekis nuo 0.3 ‘iki 0.6 .svorio%, laktono,

‘ tur1nc1o formule I.

h Temperatura auglnlmo 1r selekc1]os metu palalkoma tarp
:‘,:O ir 60 C, lablau tlnka temperatura nuo 20 1k1 40 C._

-3

R ""Selekc:J.ja 1r auglnlmas vyksta esant pH nuo 5 1k .9,
Ll lablau tlnka pH nuo 6 1k1 8. L i

;Kal optlnls tankls pr1e 650 nm relksmes (OD“O) Da31ek1ai'

”,relksmes 0. 1 3iki;"l{ mlkroorganlzmal surenkaml:

kain R f_yt§° vandenllls, hldrok31lo o grupe #ffib w

acetok51grupe,'f t pavert1mu1_}{5ﬁ”ji"jﬁa, malon11 7

e bl

~ cood

_ kai R reikimés apibréZtos auki&iau.
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 Tikslinga 3iame metode naudoti selekcionuotus mikroor-

g ganizmus Sphlngomonas Sp. (DSM 7007) arba Jju palikuonis

ﬂ.1§ mutantus, kurie, kaip jau mlneta, yra deponuotl.
Paprastai*éiamefprocese'Specialistams,2inomais bidais

naudojam051neauganéios lastelés.

» Substratals naudo;aml cefalosporlno C darlnlal, turin-
10'v 'tys bendra formule LV,';kai R reiksmeés aplbreztos“
auk301au. lnkamas substratas yra cefalosporlnas Cc (kal

R bendro;e-formuiejevIII = acetoksi). "

B Substratas proceso ‘metu Ldedamas v1enu kartu arba .

':ISHf" nuolatos Lablau tlnka substrata prldetl taip, kad

, substrato koncenyrac1]a ‘kulturlneje terpeje nev1rsytui'

20 svorio % dar gerlau ]el xoncentrac13a nev1rsys 4

strio]%,

20 Procesul gall butl panaudotos 'speciéiisfams jprastos

te:pes, Lablau tlnka .procesui zemo mollngumo “HEPES

, ’fbuféris_f' 1 4 Z—hldrok31et11)p1pera21n ~1- etansulfonxne
-jr;agétis] o |
25 Paprastal Siuo metodu dlrbama su. suspen51jomls, kuriy

Optlnls tankls ODﬁo 51ek1a nuo 1 1k1 100, lablau tlnka

ODﬁo relksme nuo 2 iki 50.

B Procesul tlnkama temperatura yra -nuo 0 1k1 60°C, labiau
30 1nkama temperatura yra 'nuo 20 “iki 40 °c, pH reik3més *

‘nuo 5 1k1 9, lablau tlnka pH relksmes nuo. 6 iki 8.

Pasxbalgus reakc1ja1, kurlos trukme yra nuo 1 1ki 24
o valandu, gallma spec1allstams Zinomais metodais igs-
35 ' klrtl 1ki Siol. neaprasytus malonll 7 amlnocefalosporano
| rugstles darinius, turlnc1us formule III Ypac tinkamas

malonil-7- am;nocefalosporano rugstles darlnlq atstovaS'



7 :
yra malonll 7-am1nocefalosporano‘ rugstls ;(kéi. R. bén;
“  droJ@ formuleje 111 ?Vacetoks1) A

. 8io 1srad1mo‘ budas, sklrtas gam1nt1 ‘7-am1nocefalo-

' ff57 ;-sporano lugstles darlnlus, turlnélus bendrq formule” i

’?}ﬁhldrollzuotu glutarll 7 amlnocefalosporanovfﬁgétl i 7‘ﬁ?1

>'33Qa,5fam1nocefalosporano rugstx Slu mlkroorganlzmu panau—f?.

'hd031mas malonll ~7- aminocefalosporano rugstles

"llzel nera apraéytas.‘
' Todél éis 1srad1ma3' ﬁpraéo  i:a 51q mlkroorganlzmq:l

35 '*’panaudOJlma malonll -7 - amlnocefalosporano rugstles dari-:
| niy (formule‘ V), .ypac' ‘malonil-7- amlnocefalosporano 
rugétles (R = acetoksif), hidrolizei.

Lo



‘,itlnka lastellq homogenlzatas.-f

g -
Erocesas .vykdémas_.  : padidinto‘ pralaidumO' mikroorr
ganizmq-~lastelémis arba lastellu homogenlzatu,v,ypaé

o qutellu homogenlzato gamlnlmu1 tlnka= specialistams'
 5vi1nom1 ,metodgl, pavyzd21u1,i ardymas ultragarsu ,arba
-Tv“FteﬁchﬁpreSSW:tlpo,aparatql,__ ‘

‘fL{Substratu ga11 hutl malonll 7-am1nocefalosporano rugé-

10 .f”tles darlnlal, turlntys formule V. “kai ‘R relkémes:

kxf”aplbreztos auksc1au. , lesllnga' substratu . vartot15
‘~f'malon11 7~%am1nocefalosporano rugstx (R acetoks1 )

"“Substratas procesc metu gall butl ;dedamas v1enu kartu

”isﬁfufarba " nuolatos talp, kad substrato koncentra¢13a

”ﬁf;kulturlneje terpeje nev1rsytq 10 svorlo % dar gerlau 

75 5§3e1 koncentra01ja nev1réys 2 svorlo %

30 -

35

.

_-;~' u'Procesu1 gall butl panaudotos SpeClallStams ipraétés'
320”;gfma1t1nan0103 terpes.,‘vﬁ‘;-;ﬁ ‘ ' SRR ST
;“Jel procesas vykdomas su lastellq homogenlzatu, baltymo="
‘~ijoncentra013a élame ekstrakte ‘yra. nuo 0. 1 1k1 20 g/1, 
vlablau tlnka koncentrac13a nuo 1 1k1 5 g/l

"Procesa tlksllnga vykdyt1 esant temperatura1 nuo 4\1ki -
50 °c, lablau tlnka temperatura nuo 20 1k1 35(3 ir pH '
-nuo 4 lkl 9 lablau tlnka pH relksmes nuo 7 1k1 8. V

v

_‘PaSLbalgus reakc13a1, kurlos trukme 'hu6,73'-iki 24 .
]valandu, gallma 1ssk1rt1 7= amlnocefalosporano rugstles

‘,3dar1n1us,_tur1nc1us formu;e V.

  Pavyzdys 1:

Mikroorganizmy iSskyrimas



10 "

"'fffturlnc1u formule II 1r pastarOJO tollau nesuskaldo

H,,w,ijalonll 7 amlnocefalosporano ruGStles (formule. IIi);

'.51nteze"uV.“f

_,i”‘pfvalkroorganlzmal Sphlngomonas épti,ﬁF (DSM 7007fi

LT3122B
5 |

© 1 100 ml miheréiiﬁiu druéku térpésf(Léntélé.i),VpH 7,

kurioje yra. 5 mmol (0.5 mmol/100 ml)  laktono, turinéio -
suskaldyta . laktamln; 21eda (formule»I), prldedaml kalp

‘1‘1noku11ata1. ;valrus dlrvozemlo pavydeLal,' surlnktlf.

Visp miesto (évelcarlja) apyllnkese ;ir lnkubuojamlf;
"purtykleje su - 140 ‘rpm:, (aps1suk1mq per. mlnute), esant;
",;25 C. Kul¢uros : persejamos - 4 kaxtus x5Q sv1921aja
 “m1neral1n1u drusku terpe ir laktono pakltlmal tlkrlnamlﬂt
;_‘analltlnes 1 auksto ‘'slégio skysc10 chromatografljosﬁ
;(ASSC) metodals. ,  e ' ' ‘ i S

BN

’:Po to 51os kulturos 1nh1bu03amos mlnerallnlu druskqfi
'ff:terpes 1r agaro lekstelese, ‘kur yra 5 mmol laktonof,
i Lt~(formule 1) esant 25 °c. Pagallau buvo 1ssk1rtas;,

‘?1'kurls auglmo metu 1aktona paverc1a malonllof”f

Lgbakierlju kamlenas Sphlngomonas sg (DSM jOO?),f?‘

r~aug1naml 4 dlenas mlnerallnlq druskq terpeje, pH 7. Qf
”"(Lentele Ib), kur yra 5 mmol laktono (formule Iy 1kf§

f»HOD“O -0 44 ~(Po plrmu dv1e3q dlenq prldedama paplldomas;f’
 ‘k1ek1s laktono, tlek, kad go v1sa koncentrac13a s1ektuf‘

71 mmol’ laktono ‘IOOAfmlf terpes) “Bol' 1qsteles;

35

'nucentrlfuguOJamos ir lastel:q pasta resuopendUOJama 20?
‘ml 10mmol HEPES buferlo, pH - 7. 0 palalkant optln; tank;f
’*OD“Q = ‘I tokla lastellq suspenSLJa prldedama 0 43'
o 'mmol cefalosporlno C (formule~IV) ¢

'Ihkubuojama_purtant 1;40 rpm),_tempérétﬁﬁa 25°C.,



- prassus 2.25

 LT3122B

10

Po 30 min. 60 min. 2.25 val, 5. 0 val ir 24 val terpes"
f;f@pavyzdys anallzuajamas Assc.v,-f;, e

td

-amln cefa;osporano rugétles slntezes greltls,
val sudare 41& mgflfvalfOD“@;QAi ' | B

»formule TII)“

*Jls supernatantqf,

'vpreparatyv1mes ASSC metodals zssklrlama ﬁalon;l }-'
Qamlnocefalosporano rugstls :; Isgrynlntl o pavyiéiiai”
iilloflllzucjaml per nakt; ir’ lleflllzatas anallzubjamas
,‘BMR ( H ir C} metodals. s '

35 SRR ) ;

Lyginant  su cheminiais’® ~ bfidais . susintetintu

palyginamuoju préparatu S (pagémintu - i3 C7-
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amlnocefalosporano rﬁgéﬁies pagal Bull Qé, Chem

< Belg., .1977, 86(>v 991 -1002)," xrodomas malonll 7¥f

ﬂfﬁamlnocefalosporano rugotles su81darymas.’ﬁfd A
w g -

  5'3 ﬁMalon1l 7-am1nocefalosporanoi??el-”~ :
‘;i~ﬁ(chem1nls standartas)

10 :g:j;;{-:;g"g,t‘ B s * '}g 5

© 'E-BMR (pagal i iSradima):

 30 }ngaVyzdys~4{   -ii?;‘:‘v;gv

" “-Dezacetilcefalosporino laktonizavimas

‘Dezacetllfalosporlno C laktonas buvo su51nte{1ntas i%

.35 dezacetllfalosporlno C (Ciba- Gelgy, Basel) talp



| 10'.‘

fzo.

s

30

35

,‘12

ieo»g deZaceﬁilcefalosporino-C iétjrpiﬁama 1 litre 20

mmol natrio fcsfatlnlo ‘buferio, pH

orldedama 1onq malnq dervos

forma),

rpm, kambarlo temperatura),

: ir tlrpalo H[.H koreguo;amas

7.0.

koncentruota

1 81 tirpala

(DOWEX 50%8 (Fluka)'

kol paSIeklama pH 2. 5.‘ Malsoma 10’ mln,

C(H+
(250

po to derva nuflltruOJama

druskos

rugst1m1 1k1 0. 8 Malsoma 1 valanda,rpo to Bt reakc1jos

tlrpalq prldedama DOWEX 1X8 (Fluka)

kol pasmeklama pH 3. 0 - 3 2.

e

'/*'—-

(acetatlne forma),

Po to malsoma kambarlo temperaturo;e dar 1 5 valandos'

tura),

(acetatlne forma),i

po to derva nufxltruo;ama

L esant 250 rpm, ir derva nuflltruOJama.’
' DOWEX 1X8.
- B 3 5 Malsoma 1 valanda, (250 rpm,;
L 15-{ ‘v:

Vel prldedama'

kol . paszeklama pH 3 3
kambarlc tempera-“

Reakc1jos mléinys 

rotac1n1ame garlntuve nugarlnamas 1k1 sausump {30 mbar,

30 C)

produktas po 1§gar1n1mo
butq gautas 35 % tlrpalas,

Sleklant pasallntl

dar llkUSIa

koncentructa druskos rugst1m1 1k1 1. S

‘acetatu,

kurlo turls lygus tlrpalo turlul

'acto rugétx’

'1rp1namas vandenyje talp,}
knrlo

kad,-

pH koreguogamas'

Talp paruostas tlrpalas ekstrahuogamas du kartus etlloﬂ

Vandenlnes

fazes apjunglamos, pH koreguOJamas 3 M kallo sarmu 1k1

3 5 ir: nugarlnama rotac1n1u garlntuvu (30 mbar,vBO °cy.

Po tc'

produktas v1313ka1'

1sd21ov1namas

dzxov1n1mo SplntO]e (30 mbar, 20 C},_- 

Bendra lselga sudaro 60 g,‘?

dezacetllcefalosporlno C.

Laktono

ﬁﬂffPavyidys 5:'

'su perkirstu

laktaminiu

Ziedu

(formulé -

vakuumlneje_f

.s»kaiéiucj'an-t.-’_ nuo 100 g

I)-

sintezé.



. ‘T-Aminocefalosporano rigities(formul

/”' L;d1enuo13J“fu1 ‘3‘ &

l ﬁf ;tur1o) Po to lastellq pasta resuspenduo;am g

'35

- fbitlrpalas sterlllal flltruo;amas'”
 ¢ﬁ@§ffla1komas -80 C ‘ :

'Po to lasteles surenkamos centrlfuguOJan
éjrpm), resuspenduogamou 0. 1 M kallo fosfatq

: , i:ﬂf11ame klekyje kallo fosfato buferlo r apgar51namaff
: :E;Is tOklO homogenlzato centr1fugav1mu (20 mln,,mln ZQaw

fsaldant ledu (10 kartu po 30 sek,, pertrauka 20 sek)

:,9000 ap51s /mln atsklrlamos lastellu nuolauzos..'

. LT322B
13 |

Norlnt suéintetinti Iaktona - (formulé Ii,f»dezaqe;ii- ,

' ?cefalospor1no"C laktonas 'veikiamas_ beta lakfamaZe,_f'
- fpen1c1l1naze E €.3.5.2.6.. (Sigma) - tlrpale 6 (lentelé
ﬁ'QI ). Reakc1ja prasldeda 1ékart prldejus genlplllnazei?f
'gﬂ}Reakc1Jos metu pH palalkomas 7 0 prldedantv 1. N NaOHEi]
:i'tlrpalq.¢ Reakczja pa51ba1g1a, ' ' 3 o

: LQNaOH nebeklnta.. Pa51ba1gus r°akc1ja1‘f' f%11fi'

V) sinteze

nﬁfrecentrlfuguOJamos “(viso 3 kartus 10% kulturosi

',Sleklant su51htet1nt1 7 amlnocefalosporano rugét; 51s}g
‘ekstraktas’ (baltymo koncentracLJa 2 mg/ml) 3ildomas 1k17 
 kambario temperaturos} ir po to pr*dedama malonil- 7-7;

aminocefalosporano rigsties, ;étlrp;ntos kalio fosfato
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7bufery]e, koncentrac1ja 5 mmol Vlsas tlrpalas 1nkubuo—i
[f;amas 25° C. nemalsant dr- 24 val begyje analxzuo;amas - )
u’amlnocefalosporano rugétles su51darymas.'

. ;S"fQ;Anallze atllekam*’plonasluoksnes chromatografljos meto-
. s (plokste ‘ u_fnese3a5°‘butanolls—
74.

0 43}

nm bangos

ga11

ame ekstrakte, kurlo sudetyje yra:!

aml oc falosporano rugstles ac1laze, gallma'
i ,,100 mcllo

7—am1nocefalosporano '

' {f-'s;Naﬂzm,; 2H20 15610 g

Dist.-vandwe .. 500ml

ﬁ?ifpalas.Z};E&' _;~ R - o !
‘ p—Am1n0benzo1ne rugstls"u" . :, S 8.0 mg

D-Biotinas = ... . 2.0 mg

lekotlno rug§tis , ' o 120.0 mg
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- ‘Dist. vanduo

: Q‘Dist;_ﬁanduo e
10" o

Ca—D-pantotenatés

Piridoksalhidrochloridas

. Tiamindichioridas

Ciankobalaminas

Dist. vanduo -
’gTirpélas 3:

HCL (37%)
 FeCl, 4H,0
Zncl,
MnCl, 4H,0
Cmgo,
- cuCl, THO -
NiCl, 6HO
. NaMoO,

":Tifbéléé;41'

' Na,SeO; 5H,0
Na,Wo, 2H,0

v

Ti:palés 5:

MgCl, 6H20
caCl, 2H20 -

‘Dist. vanduo

  v : T7lbO0;0“ml} aufoklaygéﬁi;f”

LT 3122 B
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©10.0 mg
_ :30.0 mg5
'f;' Y'HZQ.O mg . .

16030 leSteriIiaiﬂfiltrthi°f

o 7.0ml .
1.5
I e
: e d;lﬂg[
. 0.006 g
o 0.19g
0,024 g
1'fb;b36’g..

121°, 20 min
C0.5q

0,004 g

‘1000.0, autoklavuoti, 121°C,

20 min

40.0 g -
5.0 g

200.0 ml, autoklavuoti, |
- 121°%, 20 min
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Tirpalas 6:

._Dezacetiléeféidspprin@l CHl§kt§na$f; , l ‘]'3 55 g

-

‘Dist. vanduo s AT e T 60. 0 ml

Pen1c1llnaze (E C 3. 5 2 6) N BRRS 1] MG

(Sigma P0389) - ;vif~"l7 o eseo o)
o pH koreauo;;ama NaOH lkl < ST 0

© Dist. vandwo iki . 100.0ml

" b) Mineraliniy drusku terpés ir parucdimas =

omirpalas: o s mi

V’5fpﬁlkQIégﬁOiamadeﬁﬁiki%f’wF f* *f7 o, po tb" prlpAltl

»7 *’"'.,dlst.._, vandens L iki
D 950.0 ml autoklavuotlf
K -‘_,121 C, 20 mln o

. Po sterilinimo pridéti: < .

Tirpalo 4 e o 1.0ml

. Tirpalas pagal Pavyzdi 5 . 50.0ml
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~ ISRADIMO ‘AAPIBREZ‘-I'IS.

f,flu Mlkroorganlzmal,:a{rlnktl selekcmjos budu talp, kaduf

Jle,_panaudodaml laktona” arba jO tlrplas druskas, kurxqﬂ".

5 formulé -

o 10

¢ ka1p v1en1nga anglles, azoto 1r energljos saltln;, gallglv

15 ””PerveStl Jl 3 laktona arba ‘j tlrpras druskas,ﬂ‘

',*turln01us formule ,

’ 25fj.fir~paStArajiVnekatabbliiﬁbti;‘;,

. *2 Mlkroorganlzmal pagal l punktq,,Eymimi:Sphihééhdnaé;
-sp FBl (DSM 7007) bel jq pallkuonys ire mutantal o

30 f3;!J "Mikrobiologinis E malonll 7 amlnocefalosporano,g
" rugdties ‘dariniu_-a:ba ju tlrplq druskq,» tur1nc1qv f
7 formule ” '

e o noo&cnz-f:-,g -
s ‘ |

CIIT




'gjy:bl!'R relksmes

t‘ ;5'f w4- Budas pagal 3 ankta, b e s i's k 1 T 1 a'n t/1 s

- ;tuo,

fil;17:5112é:53'

18

-gamybos budas, ka1 R yra vandenlllé, hldrok51las arba
_acetok31grupe, b e s 1 s X i r 1 a n T 1 s tuo, kad_

cefalosporlno c darlnlus arba jq tlrplas druskas, kurlu

3

»bendra formule

e e e g T

e

'aplbreztos Y aukééiau,'4,VartQjaf “kaip

e substrata 1r, velklant mlkroorganlzmals pagalil”punkta,

Ffffpaver01a produktu, kurlo formule III

"fSphlngomonas sp. FBl (DSM,7OC7) be1 ju pallkuonls ir

’f55 Budas pagal bent v1ena is'3 arba 4 punkto, be sis- .-

B 20 -

'5":;'k irx ‘i amn toiss tuq,- kad kalp substrata naudo;a,

25

30

35

5cefalospor1na C._,\L‘..

.”‘,. B
"t

 .6 Budas pagal bent v1ena 15 3- 5 punkta,»b e s 1 s k i=
_ r i a n t. 1 s tuo, kad proceso eigoje- substratq pri-
i deda v1enu kartu arba nuolatos talp, kad substrato kon-

centrac13a kulturlneje terpeje nev1rsytq 20 svorlo %.

'7 Budas pagal bent v1ena is 3- 6 punktu,,b esiski-

ri a n't i s tuo, kad-’ procesa vykdo esant - tempe- 

ratural nuo 0 1k1 60 C 1r pH relksmems nuo 5 iki 9.

8. Malonll -7~ amlnocefalosporano rugstles darlnlal arba

jq tlrplos druskos, tur1nc1os formule

',kad procesa vykdo naudOJant mlkroorganlzmus._



10

15

20

25

30

35

LT3122B

II1,.

kﬁrioje R yra - ~vandeni1is;' ‘hidroksilas’ arba
~acetoksigrupé. IR L I
91'Malonil;7~amin0¢efalosporanb?rﬁgétis.vI '
“fIHIO Mlkroblologlnls S amin0cefalbsporaho , tﬁgéties
'3dar1n1q arba jq tlrplq druokq, bendros formules ' I5I
v,

- coow

 fkur1os R relksmes aplbreztos 3 'punkte gamybos budas,f‘
'b.e s i s ko i riant i s tuo, kad malonll -7~
oo amlnocefalosporano rugstles darlnlus arba ju. t1rp1as~j_
' druskas, tur1n01as formule III, vartOJa kalp substrata,;;
Sir Pseudomonas sp. (DSM" 7509) gentles mlkroorganlzmuf‘“
‘arba. ju pallkuonlu arba mutantu pagalba, arba ve1k1ant5l

fermentais  be 'lastgllq, ‘1ssk1r£als ‘15 51u mlkro-"i

organizmy, paver&ia produktais, tur1n01a1s formule V

11. Budas pagai‘lo punkta, b e s i S kiria n‘ttiIS'I
tuo;“kad kaip substrata naﬁdoja malonil;?—aminoﬁefalo-'
sporano ruagsdtij. - ’
12. Badas pagal bent viena i% 10 arba 11 punkto, b e-

s‘i s kiriantis tuo, kad proceso eigoje
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{substratq prldeda v1enu kartu arba nuolatos talp, kad

"'substrato koncentra01ga kulturlneje terpeje nev1rsytq'
,10 svorlo % ' AT ' L

‘ 13 Budas pagal b@nt “vieng - 1s 10 12 punktq, b e s i s-
ok i r ia n £ 1 s tuo, kad procesa vykdo esant tem-
7f¢;peratura1 nuof4 1k1 50 C lr pH relksmems nuo 4 1k1 9
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