SZABADALMI | " 183201

. I 4 | 4
Nspxgsfg::AsAG I. E I RA s

A bejelentés napja: (22) 80. 08. 18.

A bejelentés elsé’bbsége:_
ORSZAGOS A kézzététel napja: (41) (42) 83. 06. 28.
TALALMANYI
HIVATAL Megjelent: (45) 86. 10. 30.

Nemzetkozi
osztalyjelzet:
(21) (2051/80) (51) N&Z0,
C 12 P 33/16;
C12R 1)06;

(32) (31) CI2R 1)13;
79.08.21. (106768/79), CI1ZR 115
79.08.31. (112307/79),

80.06.17. (82256/80),
80. 06. 19. (83478/80) N
. Y Weend h’"‘&l"‘\
TR Tat * ‘,‘
x‘ T w )-

Feltaldio(k): (12)

Tsuji Masao, vegyész, Okayama, Ichihara Yoshihiro, vegyész,

Okayama, JP

Szabadalmas: (73}
Kuraray Company, Limited, Okayama, JP

(54} MIKROBIOLOGIAI ELJARAS KOLANSAV-SZARMAZEKOK ELOALLITASARA

(57) KIVONAT

A taldlmdny targya javitott mikrobioldgiai eljdrds az
(I) 4ltaldnos képletl koldnsav-szdrmazékok elGallitdsdra
,OH
— ahol X oxigénatomot vagy" csoportot jelent,
“H

és
R jelentése hidrogénatom, a]kahfem-atom vagy alkéli-
foldfém-atom.

A taldlmdny szerinti eljards sordn kolsavat vagy egy
kélsav-s6t tartalmazé tdpkdzegben az adott tdpkozegen
névekedni képes, (I) altaldnos képletli koldnsav-szdrma-
zékokat termeld, az Arthrobacter, Brevibacterium vagy
Corynebacterium nemzetségbe tartozé mikroorganiz-
must, nevezetesen az Arthrobacter CA-35, Brevibacte-
rium CA-6 vagy Corynebacterium CA-53 torzsek vala-
melyikét, illetve ezek mutdnsait vagy varidnsait tenyész-
tik, majd a kapott termékeket elkiilonitik. Ezzel az elja-
rdssal a kivint koldnsav-szdrmazékok jé hozammal révid
tenyésztési idG alatt allithatdk eld.

Az (1) 4ltaldnos képletli vegyiiletek a kenodezoxi-
kélsav és a dezoxi-kdlsav eldllitdsdnak értékes kozbensd
termékei, illetve kiinduldsi anyagai.
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A talilmdny tirgya mikrobioldgiai eljdrds az (1) dlta-
linos képletld koldnsav-szdrmazékok elGillitdsira — ahol
_-OH
R jelentése hidrogénatom, alkdlifém-atom vagy alkdli-
foldfém-atom.

A taldlmdny szerinti eljdrdssal az (I) dltalanos képleti
koldnsav-szdirmazékokat rovid id6 alatt, nagy hozammal
dllithatjuk elS ugy, hogy egy szubsztritumként kélsavat
vagy kolsav-s6t tartalmazé fermentlében specifikus
mikroorganizmusokat tenyésztiink.

X oxigénatomot vagy csoportot jelent, és

Az X helyén” gH csoportot tartalmazé (I) dltaldnos

képletli koldnsav-szdrmazék, azaz a 3a,7a-dihidroxi-12-
keto-53-kolansav és sdi az epekGoldd hatdssal rendelkezd

kenodezoxi-kélsav (CDCA) elGdllitdsinak értékes koz-
" bens6 termékei. Az X helyén oxigénatomot tartalmazé
(1) dltaldnos képletll koldnsav-szdrmazék, azaz a Ta-
hidroxi-3,12-diketo-5@-koldnsav és s6i a dezoxi-kdlsav
eléallitdsaban hasznalhatok fel kozbensd termékekként.
A dezoxi-kdlsav a progeszteron és szaimos adrenokortiko-
sztercid-szérmazék elGdllitisdnak értékes kiinduldsi
anyaga.

Mir kerdbban is ismertettek mikrobiologiai eljdrdso-
kat az (I) éltaldnos képletd koldnsav-szdrmazékok eld-
dllitdsdra, amelyekben szubsztrdtumként kolsavat vagy
koisav-sokat haszndltak fel. A Hayakawa és munkatdrsai
dltal kidolgozott eljards szerint a 3a,7o-dihidroxi-12-
keto-58-koldnsavat Streptomyces gelaticus 1164 torzs
fethaszndldsdval dllitjdk el6 [The Journal of Bio-
chemistry (Japan), 44 (2), 109113 (1957); Proceed-
ings of Japan Academy, 32, 519522 (1956)]. Hasegawa
és munkatdrsai eljdrdst ismertettek 3a,7a-dihidroxi-12-
keto-5f-koldnsav eldédllitdsdra Aspergillus cinnamomeus
HUT 2026 torzs felhaszndldsdval [Hiroshima Journal of
Medical Science, 8 (3), 277283 (1959)]. A Kikuchi és
munkatdrsai 4ltal kozolt eljdrdsban a 3, 7a-dihidroxi-12-
keto-58-koldnsav eldéllitisthoz Staphylococcus epider-
midis H-1 torzset alkalmaznak [Joumal of Biochemistry,
72 (1), 165172 (1972)]. A Hayakawa és munkatérsai
alwal ismertetett, Streptomyces gelaticus 1164 torzset
felhaszndld eljdrds 7a-hidroxi-3,12-diketo-58-koldnsav
clgallitdsara is alkalmas [Proceedings of Japan Academy,
32, 519-522 (1956)].

Valamennyi ismert eljdrds kozos hdtrdnya, hogy a
fermentlé a kolsav szubsztritumot kis — példdul 10 gfl-t
meg nem haladé — koncentriciéban tartalmazza. Kisér-
leteink szerint a koldnsav-szdrmazékok elddllitdsdra ird-
nyulé ismert mikrobioldgiai eljdrdsokban azért kell a kol-
sav koncentracidjat kis értéken tartani, mert ellenkezd
esctben (20 gfl-t meghaladé kélsav-koncentrdcio esetén)
a felhaszndlt mikroorganizmusok visszafejlédnek vagy
alig novekednek. Az ismert mikrobiolégiai eljdrdsok
tovibhi hitrdnya, hogy a tenyésztéshez igen hosszt id6t
igényelrnek. Olyan eljirds kidolgozasira van tehdt szik-
ség, amellyel a koldnsav-szdrmazékok rovid id6 alatt
nagy hozammal dllithatdk eld. Azt tapasztaltuk, hogy az
Arthrobacter, Brevibacterium és Corynebacterium nem-
zetségbe tartozd egyes mikroorganizmusok széles haté-
rok kozott viltozd mennyiségl kolsavat vagy kolsav-sot
tartalmazé tiptalajokon is névekednek, és nagy hozam-
maj, rovid id6 alatt termelnek (1) dltaldnos képleti
koldnsav-szdrmazékokat.
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A taldlmdny tdrgya tehdt eljdrds (I) dltaldnos képletd
koldnsav-szdrmazékok eldllitdsdra mikrobioldgiai dton.
A taldlmdny értelmében Ggy jdrunk el, hogy kdlsavat
vagy egy koélsav-sot tartalmazé tdpkdzegben az adott tdp-
kozegen novekedni képes, (I} dltalinos képletli koldnsav-
szarmazékokat termel6, az Arthrobacter, Brevibacterium
vagy Corynebacterium nemzetségbe tartozd = mikro-
organizmust, nevezetesen az Arthrobacter CA-35, Brevi-
bacterium CA-6 vagy Corynebacterium CA-53 térzsek
valamelyikét, illetve ezek mutdnsait vagy varidnsait
tenyésztjiik, majd a kapott termékeket elkillonitjik.

A taldlmdny szerinti elidrdsban talajbdl elkiilonitett
mikroorganizmusckat, azok természetes mutdnsait,
illetve az azokbd] mutagén kezeléssel {példaul rontgen-
sugdrzdssal vagy ultratbolya fénnyel véﬁzett besugdrzds-
sal, mutagén vegyszerek, igy N-metil-N -nitro-N-nitrozo-
guanidin, 4-nitro-kinolin-N-oxid, akriflavin vagy etil-
metdn-szulfondt felhaszndldsdval, illetve e mddszerek
kombindldsdval) kialakitott mutdnsokat haszndthatjuk
fel. o

A Kkolsavat vagy kolsav-sokat tartalmazd tdpkozege-
ken (I) dltalinos képletl koldnsav-szarmazékokat ter-
meld, dltalunk elkiilonitett mikroorganizmusokat a
Fermentation Research Institute, Agency of Industrial
Science and Technology intézetben (Japdn; a tovédbbiak-
ban: FERM), illetve az Amerikai Egyesiilt Allamok-beli
American Type Culture Collection torzsgyfijteniényben
(a tovibbiakban: ATCC) helyeztiik letéthe. A letéibe
helyezett torzsek a kévetkezdk: Arthrobacter CA-35
(FERM-P No. 5145, ATCC No. 31651), Arthrobacter
CA-35-A589-29-32 (FERM-P No. 5522, ATCC No.
31652), Arthrobacter CA-35-A589-47 (FERM-P No.
5523, ATCC No. 31653), Arthrobacter CA-35-A849
(FERM-P No. 5524, ATCC No. 31654), Arthrobacter
CA-35-A-1071-15 (FERM-P No. 5525, ATCC No.
31655), Arthrobacter CA-35-A-1448 (FERM-P No.
5526, ATCC No. 31656), Arthrobacter CA-35-A-1475
(FERM-P No. 5527, ATCC No. 31657), Arthrobacter
CA-35-A-1766-15 (FERM-P No. 5528, ATCC No.
31658), Arthrobacter CA-35-M-965-3 (FERM-P No.
5529, ATCC No. 31659), Arthrobacter CA-35-Y-37-12
(FERM-P No. 5530, ATCC No. 31660), Brevibacterium
CA-6 (FERM-P No. 5144, ATCC No. 31661) és Coryne-
bacteriuin CA-53 (FERM-P No. 5532, ATCC No. 31662).
Az Arthrobacter CA-35, Brevibacterium CA-6 és Coryne-
bacterium CA-53 torzs természetbdl elkiilénitett (,,vad™)
torzs; a tovibbi kilenc Arthrobacter torzs pedig az
Arthrobacter CA-35 t6rzs mutdnsa. Az Arthrobacter
CA-35-Y-37-12 torzset ultraibolya fénnyel végzett be-
sugdrzdssal alakitottuk ki, mig az Arthrobacter CA-35
torzs tovdbbi nyolc muténsa esetén az alaptorzset N-
metil-N’-nitro-N-nitrozo-guanidinnel kezeltiik. 7

A felsorolt torzsek morfolégiai, tenyésztési és élet-
tani jellemzGit az 1. tibldzatban foglaljuk &ssze. Ossze-
hasonlitds c€ljdbdl az Arthrobacter CA-35 torzzsel rokon
Arthrobacter simplex 1AM 1660 tdrzs megfeleld adatait
is feltiintetjiik.

Az 1. tabldzatban emlitett BCP-tej tdptalajt tgy
készitjik, hogy a tejbdl centrifugdldssal eltivolitjuk a
zsiradékot, majd a sovdny tejhez brémkrezol-bibort
(BCP) adunk. A vizsgilt mikroorganizmus ndévekeds-
képességét az indikdtor (BCP) szinvdltozdsa jelzi.

2.
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1. téblizat
Jellemz 8k Arthrobacter simplex Arthrobacter CA-35
1AM 1660 torzs torzs
Mikroszkdpos jellemzdk:
Alak - pilca (néha duzzadt vagy gorbiilt) pilca (néha megtort vagy gorbiilt)
Osztodds - kettéhasadds
Méret (1) 0,4-0,5X 1-3 0,8-0,9X 1,7-2,2
Flagellum nincs nincs
Spéra nincs nincs
Gram-festés pozitiv-viltozo pozitiv

Savilld festés nem fest&dik

Tenyésztési jellemzGk:
Husleves-agarlemez
sima, csillogd, dtldtszé

Zselatin-szirds tomlds elfolydsodds

korkoros, enyhén kiemelkedd, szintelen,

nem festddik

korkoros, enyhén kiemelkedd, sirga—
krémszin(i, sima, csillogo, dtldtszatlan

nem folyésodik el

Lakmusz-tej a lakmusz redukdlédik, a tej dtldtszovd a lakmusz redukalédik, a tej valtozatlan
' vilik

BCP-tej atldtszovd és lugossd valik ligos, nem koagulil, nem peptonizal

Jellemzk e
Elettani jellemz8k*

Nitrat redukcié + +

Denitrifikdlds - -

Metilvoros-proba — -

Voges-Proskauer proba -

Indol-termelés - -

Kénhidrogén-termelés + +

Keményits hidrolizis - —

Citrdt-hasznositds + +

Szervetlen nitrogén-forrisok asszimildldsa + +

Ureédz - -

Oxiddz - +-tol —ig

Kataldz + , +

Oxigén-igény aerob anaerob

Oxiddciés/fermentdcids proba - oxidativ

3-
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Jellemzék Arthrobacter simplex Arthrobacter CA-35
1AM 1660 tdrzs torzs
Savak és gdzok fejlesz- novekedds  savak gdzok asszimi- ndvekedés  savak gdzok asszimi-
tése szénhidratokbdl? lalds 1414s
1. L-arabinéz + - - - + - _ 4+
2. Dxiloz + - - - + - — +-t61 —ig
3. D-gliikoz + - - ++ + + - ++4
4. D-manndz + - - —- + - - ++
5. D-fruktéz + - — + o+ + _ 4+
6. D-galaktoz + - - - + - _ 4+
7. Maltoz + — — + + - _ FIIR
8. Szachardz + — - + + _ _ +
9. Laktoz + — — — + — — —
10. Trehaloz + - — + + _ _ _
11. D-szorbit + - - + - - —
2. D-mannit + — - - + - - -
13. Inozit + - - — + - - -
14. Glicerin + — — — + _ _ 4+
15. Keményitd + — — — + - — -

JellemzdGk

Arthrobacter CA-35-A589-29-32 t6rzs

Arthrobacter CA-35-A589-47 t61zs

Mikroszképos jellemz8k:

Alak révid pélca rovid palca
Gsztddds - -

Méret (1) 08-1,0X13-2,0 08-10X1,3-23
Flagellum poldros flagellum flagellum

Spdrik nincs nincs

Gram-festés pozitiv pozitiv

Savall6 festés

Tenyésztési jellemzOk:

10 g/l kélsavat tartalinazo
hiisleves-agar lemez

Zselatin-szirds
Lakmusz-tej

BCP-tej

nem festddik

koérkoros, lapos, sdrga, sima, csillogd,
dtldtszatlan

elfolydsodds

a lakmusz redukdlédik, & tej nem
koaguldl, nem peptonizdl

ligos, nem koaguldl, nem peptonizal

nem festédik

korkoros, lapos, sdrga, sima, csillogd,
dtldtszatlan

elfolydsodds

a lakmusz redukdlédik, a tej nem
koaguldl, nem peptonizdl

higos, nem koaguldl, nem peptonizal

4.
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Jellemz6k Arthrobacter C.{\-35~A589~29-32 Arthrobacter CA-35-A589-47
torzs : torzs
Elettani jellemz6k! :
Nitrdt redukcio + +
Denitrifikalds - ' — _
Metilvords-proba — -

Voges—Proskauer préba -
Indol-termelés — -
Kénhidrogén-termelés + +
Keményit8-hidrolizis -
Citrdt-hasznositds
Szervetlen nitrogénforrisok
asszimildldsa: amménium ' + +
nitrdt + . +
Uredz -
Oxidéz -
Kataldz + +
Oxigén-igény aerob aerob
Oxiddcids/fermentdcics proba oxidativ

+
+

Jellemzdk Arthrobacter CA-35-A589.29-32 torzs Arthrobacter‘ CA-35-A58947 torzs

Savak és gdzok fejlesztése
szénhidrétokbol®
1. L-arabinoz
2. D-xiléz
3. D-gliikéz
4. D-mannéz
5. Dfruktéz
6. D-galaktéz
7. Maltoz + - + _
8. Szachardz - — - _
9. Laktoz . - - —
10. Trehaldéz - - — —
11. D-szorbit - - - —
12. D-mannit — — - —
13. Inozit - —. - —
14. Glicerin — - - —
15. Keményits - - — _

savak gizok savak gézok

+
|

+ —

+ |
|
|
|

+

|

+ |
|

|
|
|
I

5.
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Jellemzdk

Arthrobacter CA-35-A-849 torzs

Arthrobacter CA-35-A-1071-15 torzs

Mikroszképos jellemz8k:
Alak

Osztddds

Méret (1)

Flagellum

Spbra

Gram-fest&dés
Savdlld festés

Tenyésztési jellemzdk:
Husleves-agar lemez

10 gfl kdlsavat tartalmazé
husleves-agar lemez

Zselatin-szirds
Lakmusz-tej

BCP-tej

rdvid pélca
0,7-10X1,3-23
nincs

nincs

pozitiv

nem festédik

korkdrds, lapos, sdrga, sima, csillogd,
atldtszatlan

korkod10s, lapos, fehér—halviny
krémszin(, sima, csillogd, itldtszatlan
elfolydsodds

a lakmusz redukélddik, a tej nem
koaguldl, nem peptonizdl

lGgos, nem koaguldl, nem peptonizdl

rovid pdlca
0,8-1,0X1,3-2,5
nincs

nincs

pozitiv

nem fest&dik

korkords, lapos, sirga, sima, csillogo,
atldtszatlan

korkoros, lapos, fehér—halviany
krémszinii, sima, csillogd, 4tldtszatlan
elfolydsodés

alakmusz redukdlodik, a tej nem
koaguldl, nem peptonizdl

ligos, nem koaguldl, nem peptonizil

Arthrobacter CA-35-A-849 Arthrobacter CA-35-A-1071-15

Jellemzdk

6

torzs torzs
flettani jellemzk’ :

Nitrdt redukcio + +
Denitrifikdlds — —
Metilvords-proba - —
Yoges—Proskauer proba - -
Indol-termelés - -
Kénhidrogén-termelés + +
Keményit§-hidrolizis - -
Citrit-hasznositds + +
Szervetlen nitrogénforrdsok
asszimildldsa: amménium + +

nitrdt + +
Uredz - -
Oxiddz - -
Kataldz + +
Oxigén-igény aerob aerob
Cxidéciés/fermentdcids proba oxidativ. oxidativ

B-
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Jellemzék

Arthrobacter CA-35-A-849 t6rzs

Arthrobacter CA-35-A-1G71-15 t6rzs

Savak és gdzok fejlesztése
szénhidrdtokbol®

—

. L-arabin6z
. Dxiloz

. D-gliiké6z

. D-mannoz
. D-fruktéz
. D-galaktéz
. Maltéz

. Szacharéz
. Laktoz

. Trehaléz

. D-szorbit

. D-mannit

. Inozit

. Glicerin

. Keményité

O 00N DWW

e R
W R W N o= O

savak gizok

+ |
!

savak gdzok

+

+ |
|

+ + +
|

|
|

~

Jellemzdk

Arthrobacter CA-35-A-1448 t6zs

Arthrobacter CA-35-A-1475 t6rzs

MikroszkdSpos jellemzék:

Alak
Oszt6dds
Méret ()
Flagellum
Spdra
Gram-festés
Savallo festés

Tenyésztési jellemzok:

Husleves-agar lemez

10 gfl kolsavat tartalmazo
husleves-agar lemez

Zselatin-sziirds
Lakmusz-tej

BCP-tej

rovid pilca
0,7-1,0X1,2-20
flagellum

nincs

pozitiv

nem festddik

korkoros, lapos, sirga, sima, csillogd,
4tldtszatlan

korkords, lapos, fehér—halviny
krémszinf, sima, csillogd, dtldtszatlan
elfolydsodas

a lakmusz redukdlédik, a tej nem
koaguldl, nem peptonizdl

ligos, nem koaguldl, nem peptonizdl

rovid pédlca — coccus
1,0-13X1,2-1,8
flagellum

nincs

pozitiv

nem fest6dik

korkords, lapos, sdrga, sima, csillogo,
atlatszatlan

korkoros, lapos, fehér—halvany
krémszin(, sima, csillogé, dtldtszatlan
elfolydsodds

a lakmusz redukdlédik, a tej nem
koaguldl, nem peptonizil

ldgos, nem koaguldl, nem peptonizél

7-
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Jellemzdk Arthrobacter CA-35-A-1448 torzs  Arthrobacter CA-35-A-1475 torzs
Elettani jellemzdk’ : ‘
Nitrdt redukcio -+ +

Denitrifikalds — —
Metilvoros-préba - . -
Voges—Proskauer proba — ‘ -
Indol-termelés - -

Kénhidrogén-termelés + +
Keményit6-hidrolizis — —
Citrdt-hasznositds + ) +
Szervetlen nitrogénforrdsok
asszimildldsa: ammonium + . +
nitrdt + +
Uredz — —
Oxidaz - -
Kataldz + —
Oxigén-igény aerob aerob
Oxiddcios/fermenticios proba oxidativ —
Jellemz6k Arthrobacter CA-35-A-1448 torzs ~ Arthrobacter CA-35-A-1475 torzs

Savzk és gazok fejlesztése
szénhidratokbol®

1. L-arabinéz + — — -

2. Dxiléz — — — —

3. D-glitkéz + - — —

4. D-mannéz - - — —

5. D-fruktéz + —_ + -

6. D-galaktéz - - - -

7. Maltéz + — — —

8. Szachar6z - - - —

9. Laktéz - - - —

10. Trehaléz — - — —

11. D-szorbit - — — —_

12. D-mannit - — — -

13. Inozit ' — - — —

14. Glicerin + — — —

:5. Keményitd - S—- - -

savak gdzok savak gizok

8-
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Jellemz Gk

Arthrobacter CA-35-A-1766-15 15rzs

‘Arthrobacter CA-35-M-965-3 torzs

Mikroszkdpos jellemz6k:
Alak
Osztédds
Méret (u)
Flagellum
Spora
Gram-festés
Savillé festés

Tenyésztési jellemzdk:

Husleves-agar lemez

10 g/l kdlsavat tartalmazé
husleves-agar lemez

Zselatin-sziirds
Lakmusz-tej

BCP-tej

rovid pélca
0,6-1,2X1,0-2,3
flagellum

nincs

pozitiv

nem festédik

korkords, sima, sérga, lapos, csillegd,
dtldtszatlan

ko6rkoros, lapos, sirga, sima, csillogd,
atldtszatlan

elfolyésodids

a lakmusz redukdlédik, a tej nem
koagulal, nem peptonizil

Iigos, nem koaguldl, nem peptonizil

rovid pdlca — coccus
1,0-1,2X 0,8-1,6
flageltum

nincs

pozitiv.

nem festédik

korkoros, sima, sdrga, lapos, csillogd,
tldtszatlan

kork6ros, lapos, fehér—krémszind,
sima, csillogd, dtlitszatlan

nincs elfolyésodds

a lakmusz redukdlodik, a tej nem
koaguldl, nem peptonizél

ligos, nem koaguldl, nem peptonizdl

Jellemzdk

Arthrobacter CA-35-A-1766-15 térzs Arthrobacter CA-35-M-965-3 torzs

Elettani jellemz6k” :
Nitrdt redukcié
Denitrifikdlds
Metilvords-proba
Voges—Proskauer préba
Indol-termelés
Kénhidrogén-termelés
Keményit§-hidrolizis
Citrat-hdsznositds

Szervetlen nitrogénforrdsok

asszimildldsa: ammonium
nitrat
Uredz
Oxidéz
- Kataldz
Oxigén-igény

Oxiddcids/fermentdcids proba

aerob
oxidativ

aerob
oxidativ

-9-



: 183 201 2

Jellemzd6k Arthrobacter CA-35-A-1766-15 tirzs Arthrobacter CA-35-M-965-3 tarzs

Savak és gdzok fejlesziése

k dzok savak dzok
szénhidritokbel® sava gdzo sa g

1. L-arabinéz

. Dxiléz

. D-gliikoz

. D-mannodz

. Dfruktdz

. D-galaktoz

. Maltdz

. Szacharéz
9. Laktdz

10. Trehaldz

11. D-szorbit

12. D-mannit

13. Inozit

14. Glicerin

15. Keményit6

o0~ O Vit AW

Jellemzdk

Arthrobacter CA-35-Y-37-12 torzs

Brevibacterium CA-6 tbrzs

Mikroszkdpos jellemzdk:

Alak
Osztédds
Méret (1)
Flagellum
Spdra
Gram-festés
Savalld festés

Tenyésztési jellemzdk:

Husleves-agar lemez

10 gt kélsavat tartalmazd
hisleves-agar lemez

Zselatin-szurds
Lakmusz-tej

BCP-tej

rovid pélca
08-1,0X1,5-25
flagellum

nincs

pozitiv

nem festédik

korkords, lapos, sdrga, sima, csillogo,
dtldtszatlan

korkoros, 1apos, krémszini, sima,
csillogd, dtldtszatlan

elfolyésodds

a lakmusz redukélodik, a tej nem
koaguldl, nem peptonizé!

ligos, nem koaguldl, nem: peptonizdl

palca

1,0X 2,5-40
poléros flageflum
nincs

pozitiv

nem festddik

hulldimos, enyhén kiemelkedd,
szintelen, sima, csillogd, dttetsz6

elfolydsodds

peptonizdl és meghigosodik

peptonizdl és megligosodik

-10-
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Jellemzdk

Arthrobacter CA-35-Y-37-12 torzs

Brevibacterium CA-6 torzs

Elettani jellemzék” :
Nitrat redukecié
Denitrifikdlds
Metilvords-préba
Voges—Proskauer préba
Indol-termelés
Kénhidrogén-termelés
Keményitd-hidrolizis
Citrat-hasznositds

Szervetlen nitrogénforrdsok

asszimildldsa: ammoénium
] nitrat

Uredz

Oxiddz

Kataldz

Oxigén-igény

Oxidicids/fermentdcios proba

aerob
oxidativ

+ o+ o+

Jellemzék

CA-

Arthrobacter
35-Y-37-12 torzs

Brevibacterium
CA-6 torzs

Savak €s gizok fejlesztése
szénhidratokbol®
1. L-arabindz
2. Dxiléz
3. D-gliikdz
4. D-mannoz
5. D-fruktoz
6. D-galaktoz
7. Maitoz
8. Szacharoz
9. Laktoz
. Trehaldz
11. D-szorbit
12. D-mannit
13. Inozit
. Glicerin
15. Keményit6

savak

gizok novekedés savak

T I

I

|
++++++++++ + + + + +
!

gizok

asszimildlds

+++
4

+++
+
+++
+++
4+

+

+H+
+++
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Jellemzdk Corynebacterium CA-53 torzs

Mikroszkdpos jellemzdk:

Alak pélca, kettédgazd
Osztodas kettéhasad

Méret (1) 1,3-24X1,0-1,2
Flagellum nincs :
Spéra nincs

Gram-festés pozitiv

Savill6 festés nem festddik

Tenyésztési jellemzok:

Tédpagar-lemez koérkords, lapos, sdrga, sima, csillogd, dtldtszatlan
Zselatin-sziirds nincs elfolydsodds

Lakmusz-tej a lakmusz redukalédik, barna iledék képzddik
BCP-tej ligos

Jellemzdék Corynebacterium CA-53 torzs

Elcttani jellemzdk’ :
Nitrdt-redukcio +
Denitrifikdlds —
Metilvoros-proba —
Voges—Proskauer proba -
Indol-termelés —

Kénhidrogén-termelés +
KeményitG-hidrolizis . -
Citrdt-hasznositds . +
Szervetlen nitrogénforrdsok asszimildldsa +
Uredz -
Oxiddz +
Kataldz +
Oxigén-igény © aerob

Oxiddacios/fermentdcids proba —

[

-12-
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Jellemzdék

Corynebacterium CA-33 torzs

Savak 8s gizok fejlesztése szénhidrogénekb(ﬁl2
1. L-arabinoz

. Dxiléz

. Dgliikéz

. D-mannéz

. D-fruktéz

. D-galaktoz

. Maltéz

. Szacharéz

. Laktéz

10. Trehaldz

. D-szorbit

12. D-mannit

13. Inozit

14. Glicerin

15. Keményité

o TR v NV, S U R ]

savak gdzok

Megjegyzések az 1. tdhldzathoz:
1) Az ,.Elettani jellemz6k™ cim( felsoroldsban hasz-
ndlt jelek jelentése a kovetkezd:

+:A torzs az adott jellemz&vel rendelkezik, illetve
az adott anyagot termeli.

+: Csak nehezen hatdrozlaté meg, illetve nem dont-
hetd el teljes bizonyossdggal, hogy a torzs rendelkezik-e
az adott jellemz6vel vagy termeli-e az adott anyagot.

—:A tdrzs nem rendelkezik az adott jellemzGvel,
illetve nem termeli az adott anyagot.

2) A ,Savak és gizok fejlesztése szénhidritokbd!”
cimi felsoroldsban hasznilt jelek jelentése a kovetkezd:

(i) Novekedés, savak és gézok:

A tbrzseket Hugh—Leifson tdpkézegen tenyésztettilk,
azzal az eltéréssel, hogy a Hugh—Leifson tdpkézeg ere-
deti szénforrdsdt az 1-15. sz. szénhidrdttal helyettesi-
tettilk. Megfigyeltiik a torzsek novekedését, illetve a sav-
és gdztermelést.

+:A torzs ndvekedik, illetve savat vagy gizt fejleszt.

*: Nem dénthetS el teljes bizonyossdggal, hogy a
torzs novekedike, illetve fejleszt-e savat vagy gdzt.

—: A tdrzs nem ndvekedik, illetve sem savat, sem gdzt
nem fejleszt.

(ii) Asszimildcio:

21 mm 4tmér8jti kémcesGbe 2 gfl amménium-nitrétot,
2 gt kdlium-dihidrogénfoszfitot, 5 g/l dikdlium-hidrogén-
foszfitot, 0,2 gfl magnéziumszulfit-heptahidritot, 0,1 gl
élesztGkivonatot és 5 gl szénhidrdtot tartalmazé tdp-
kozeget toltottiink, a torzset razds kozben tenyésztettik
a tipkozegen, és megfigyeltiik a szénforrds asszimildcio-
jdt, azaz a torzs novekedését.

A torzs nem n6vekedik.

*: A torzs gyengén ndvekedik.
+: A tdrzs novekedik.
++: A tdrzs jol ndvekedik.

+++: A torzs igen jol novekedik.

A torzseket a felsorolt morfologiai, tenyésztési és
élettani jellemz6k alapjdn a Bergey’s Manual of Deter-
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minative Bacteriology cimii szakkdnyv 7. és 8. kiaddsd-
ban kozoltek szerint osztdlyoztuk.

Megillapitottuk, hogy az Arthrobacter CA-35 tbrzs
mikroszkdépos képe (alakja, Gram-festése stb.) és élettani
jellamz8i alapjdn rokonsdgot mutat az Arthrobacter
simplex torzsekkel. Az Arthrobacter CA-35 tdrzs azon-
ban pigment-termelése, szénhidrit-asszimildcidja és kol-
savat tartalmazé kodzegben észlelt novekedése szempont-
jdbol eltér az Arthrobacter simplex IAM 1660 torzstél.
Az Arthrobacter CA-35 torzs egyedili szénforrdsként
nagy mennyiségd (példdul kb. 20--500 gfl) ndtrium-
koldtot tartalmazé tdpkozegeken ndvekedni képes és
ilyen korilmények kozott £ anyagesere-termékként 7a-
hi¢roxi-3,12-diketo-58-koldnsavat, 3a,7a-dihidroxi-12-
keto-SB-koldnsavat, 7a,l2c-dihidroxi-3-keto-58-koldnsa-
vat ésjvagy ezek ndtriums6jit termeli; ezzel szemben az
Arthrobacter simplex IAM 1660 tdrzs egyedili szén-
forrasként 10 gfl ndtrium-koldtot tartalmazé tdpkozegen
alig novekedik.

Az Arthrobacter CA-35 torzs sdrga—krémszinl pig-
mentet termel. Az Arthrobacter nemzetségbe hirom
tovabbi pigment-termel6 mikroorganizmus, éspedig az
Arthrobacter oxydans, az Arthrobacter aurescens és az
Arthrobacter ureafaciens tartozik. Az Arthrobacter CA-
35 torzs azonban mindhdrom pigment-termel Arthro-
bacter mikroorganizmustdl eltér, mert az Arthrobacter
oxydans és az Arthrobacter aurescens torzsek rend-
szerint Gram-negativok és a keményitSt elhidroliziljak,
az Arthrobacter ureafaciens-térzsek pedig rendszerint
Gram-negativok és a nitrdtokat nem redukdljik. Fel-
tevésiink szerint tehdt az Arthrobacter CA-35 tdrzs az
Arthrobacter nemzetségbe tartozé 1j torzstipusnak
tekintendd, mert kilénbozik az Arthrobacter nemzet-
ségbe tartoz6 egyéb torzstipusoktol.

Noha az Arthrobacter CA-35 torzs mutdnsai kozil
egyesek a flagellumok tekintetében alapvetden eltérnek
a kiinduldsi torzstdl, ezeket a mutdnsokat az Arthro-
bacter nemzetségbe soroltuk, mert az dltalinosan alkal-
mazott osztdlyozdsi elvek szerint a mutdnsokat az alap-
térzsével azonos nemzetségbe soroljdk.

13
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Megillapitottuk, hogy a Brevibacterium CA-6 torzs
mikroszképos képe (példdul Gram-festése stb.) és élet-
tani jellemz6i alapjan a Brevibacterium nemzetségbe
sorothat6. A Brevibacterium CA-6 torzs azonban t6bb
jellemzd tekintetében eltér a Brevibacterium nemzet-
ségbe tartozd egyéb torzstipusoktdl; igy példdul a Brevi-
bacterium nemzetségbe tartozé egyéb torzseknek osto-
rokkal boritott flagellumai vannak, mig a Brevibacterium
CA-6 torzs flagellumai poldrosak stb.

Megallapitottuk azt is, hogy a Corynebacterium CA-
53 tdrzs szoros rokonsdgban van a Corynebacterium equi
torzzsel.

Miként mar kozoltik, a taldlmdny értelmében tgy
jérunk el, hogy szubsztritumként kolsavat vagy kolsav-
s6t tartalmazdé tdpkozegen az adott tipkdzegen ndve-
kedni képes, a fenticknek megfeleld, az Arthrobacter,
Brevibacterium vagy Corynebacterium nemzetségbe tar-
tozé mikroorganizmus-torzset tenyésztink.

A taldlmdny szerinti eljdrdsban szubsztritumként
szabad kolsavat is felhaszndlhatunk, azonban a kolsavat
alkdlifém- vagy alkdlifoldfém-séja, példdul ndtrium-kolét,
kdlium-koldt, kalcium-koldt vagy magnézium-koldt for-
mdjdban is felhasznilhatjuk. Szubsztritumként elényo-
sen alkdlifém-koldtokat alkalmazunk. Ha szubsztratum-
ként koldtokat haszndlunk fel, a koldtokbol vizzel elSre
meghatdrozott koncentricidji oldatot készitiink. Eljir-
hatunk ugy is, hogy a kdlsavval s6t képezd, elGre meg-
hatdrozott mennyiségli alkdlifém- vagy alkdliféldfém-
vegyilletet oldunk fel vizben, és ehhez az oldathoz adjuk
a kolsavat; ekkor el6re meghatirozott mennyiségii kold-
tot tartalmazé vizes oldatot kapunk. A tdptalaj kélsav-,
illetve kolsavso-tartalma széles hatdrok k6zott véltozhat,
a tdptalaj a szubsztrdtumot (kdlsavban kifejezve) példdul
koriilbeliil 1-500 g/l koncentricidban tartaimazhatja.
Az (I) dltaldnos képletii koldnsav-szdrmazékok elérni
kivint hozamét, a tenyésztés koriilményeit és a gazda-
sdgi hatékonysdg (példdul kezelhet8ség, feldolgozhatdsdg
stb.) kovetelményeit figyelembe véve a kdlsavat, illetve
a kolsav-sdkat el6nydsen koriiibeliil 5-300 gfl, cél-
szerlien kaortlbeliil 10-200 gfl koncentrdcidban alkal-
mazzuk (a megadott éridkek kdisavra vonatkoznak).

A tenyésztést 6nmagdban ismert modon hajthatjuk
végre. Rendszerint rdzott vagy szubmerz tenyésztést vég-
zlnk, folyékony tdpkozeg felhaszndldsdval.

Tidpkozegként a felhasznalt mikroorganizmus szimdra
asszimildlhaté tdpanyagokat tartalmazd kozegeket hasz-
ndthatunk fel. A tdpkozeg egyediili szénforrdsként is
tartalimazhatja a kélsavat vagy a kodlsav-sot, a tdpkozeg-
hez azonban adott esetben tovidbbi szénforrdst, példdul
pentozokat (igy arabinézt vagy hasonlé vegyiileteket),
hexoézokat (igy glitkézt, manndzt, fruktoézt, galakidzt
stb.), diszacharidokat (igy maltdzt vagy hasonld vegyiile-
teket), keményitG-bomldstermékeket (példdul dextrint
vagy hasonlé vegyiileteket), cukoralkoholokat (példaul
szorbitot vagy Hasonlé vegyiileteket), polialkoholokat
{példdul glicerint vagy hasonlé vegyiileteket), a felsorolt
szénforrdsok elegyeit ésjvagy egyéb tdpanyagokat, pél-
ddul polipeptont, peptont, hiskivonatot, maldtakivona-
tot, kukoricalekvdrt, éleszt6kivonatot, aminosavakat,
a felsorolt tdpanyagok elegyeit és hasonlé anyagokat
adhatunk. A tovdbbi szénforrdst ésfvagy tovibbi tdp-
anyagokat rendszerint koriilbeliil 0,110 g/l koncentré-
cidban adhatjuk a tipkozeghez. Nitrogénforrisként pél-
ddul amménivm-szulfitot, ammodnium-kloridot, ammé-
nium-foszfitot, ammoénium-nitritot, ndtrium-nitritot,
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2

-kdlium-nitritot és a felsorolt vegyiiletek elegyeit hasznal-

hatjuk fel. A nitrogénforrdst rendszerint koriilbeliil
0,5-5 gfl koncentricioban adhatjuk a tdpkdzeghez.
A tiptalajhoz tovdbbd szervetlen sdkat, igy dikslium-
hidrogénfoszfitot, kdlium-dihidrogénfoszfitot, magné-
zium-szulfdtot és hasonld vegyileteket is adhatunk,
rendszerint  korilbelil 0,1-10 g/l koncentriciéban.
A mikroorganizmust rizott vagy szubmerz tenyészetben
25-35 °C-on tenyészthetjiik; a tenyésztss példdul 6 6rd-
t6l 5 napig terjedd id6t vehet igénybe.

A taldlmany szerinti eljdrds sordn a szubsztratumként
felhaszndlt kolsav vagy kolsav-sék (1) dltaldnos képletd
koldnsav-szirmazékokka alakulnak, ezen kivill — ameny-
nyiben a fermentdcihoz Arthrobacter CA-35 torzset
haszndlunk fel — csekély mennyiségben T, 12a-di-
hidroxi-3-keto-58-koldnsav is képz6dik. Amennyiben az
Arthrobacter CA-35 torzs kordbban felsorolt mutdnsait
haszndljuk fel, tapasztalataink szerint fGtermékként az
X helyén;’gH csoportot tartalmazd (1) dltaldnos képleti
koldnsav-szdrmazék, azaz 3a,7a-dihidroxi-12-keto-56-
koldnsav vagy e vegyililet s6ja képzS6dik. Abban az eset-
ben tehdt, ha 3a,7a-dihidroxi-12-keto-58-koldnsavat vagy
e vegyllet soit kivinjuk el§allitani, a fermenticiShoz
elényodsen az Arthrobacter CA-35 torzs mutdnsait, cél-
szerlen az Arthrobacter CA-35-A589-29-32 (FERM-P
No. 5522, ATCC No. 31652), Arthrobacter CA-35-
A589-47 (FERM-P No. 5523, ATCC No. 31653) vagy
Arthrobacter CA-35-A-1766-15 (FERM-P No. 5528,
ATCC No. 31658) torzset haszndljuk fel. Ebb&l a szem-
pontbdl kiilondsen el6nydsnek bizonyult az Arthro-
bacter CA-35-A589-29-32 és az Arthrobacter CA-35-
A589-47 t6rzs. Ha a fermentdcidhoz Brevibacterium
CA-6 torzset haszndlunk fel, a kélsav, illetve a kdlsav-sé
(1) altaldnos képletl koldnsav-szarmazékokkd alakul, és
ugyanakkor csekély mennyiségben 7a-hidroxi-3,12-
diketo-A* -kolénsav vagy e vegyilet s6ja is képzddik.
Ha a fermenticiét Corynebacterium CA-53 torzzsel
végezzitk, a kdlsav, illetve a kdlsav-sé (1) 4ltaldnos kép-
letli koldnsav-szdrmazékokkd és To-hidroxi-3,12-diketo-
A% -kolénsavva vagy e vegyillet séjavd alakul 4t.

A fermentdci6 lezajldsa utdn a felhalmozddott termé-
keket elkillonitjik a fermentlébdl, majd a termékeket
tisztitjuk. Eldszor az oldhatatlan anyagokat, példdul
mikroorganizmus-sejteket stb. tdvolitjuk el a fermentlg-
b6l Onmagukban ismert mddszerekkel, igy szliréssel,
centrifugaldssal vagy hasonld eljardssal. Ezutén a sziirlet-
hez vagy a feliliszéhoz savat adunk; a sav {példdul s6-
sav) hatdsira a termékek kivdlnak a folyadékfizishdl.
Ugyanekkor az dt nem alakult kélsav vagy koélsav-sé is
kivdlik szabad kélsav formdjdban. A kivdlt csapadékot
elkiildnitjik, majd a szlrletet vagy a felilisz6t kdzom-
bos szerves olddszerrel (példdul etilacetdttal) extrahdl-
juk, és az extraktumot bepiroljuk. Ezzel a mddszerrel
a fermentlében oldva maradt terméket és szubsztrdtu-
mot csaknem teljes cgészében visszanyerhetjiik. A be-
pdrlds sordu kapott maradékot egyesitjitk a savas keze-
Iéskor kapott csapadékkal.

Az igy kapott szilird anyagbdl — amely a mikro-
bioldgiai reakcié sordn képzddott termékek és a kolsav
elegye — kromatogrifids dton kiilonitjiik el az egyes
vegyiileteket. Az Arthrobacter CA-35 térzs vagy mutdn-
sai fethaszndldsakor kapott szildrd anyagot példdul a
kovetkez8képpen dolgozhatjuk fel: A termékeket és
a kolsavat a megfeleld metilészterekké alakitjuk, majd
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a metilészterek elegyét szilikagéllel toltott oszlopon
kromatografiljuk. Eludlészerként rendre kloroformot,
99:1 térfogatardnyii kloroform: etanol elegyet, végiil
97:3 térfogatardnyi kloroform : etanol elegyet hasznd-
lunk fel. A kivint 7a-hidroxi-3,12-diketo-58-koldnsav-
metilészter a kloroformos eludtumban jelenik meg.
Az eludldst 99:1 térfogatardnyd kloroform : etanol
eleggyel folytatva el3sz6r a melléktermékként képz8dott
7a,12a-dihidroxi-3-keto-58-koldnsav oldédik le; a tovabbi
eludtumfrakciok a kivant 3a,7a-dihidroxi-12-keto-58- 10
koldnsav-metilésztert tartalmazzdk. Végill az eludldst
97:3 térfogatarinyld kloroform : etanol eleggyel fejez-
zitk be; ekkor a kélsav-metilésztert oldjuk le az oszlop-
9l. A kapott metilésztereket ismert modon, hidrolizissel
alakithatjuk 4t a szabad savakka.

Abban az esetben, ha a fermentdciét Brevibacterium
CA-6 torzzsel vagy Corynebacterium CA-53 tdrzzsel
végeztik, a termékeket példdul a kovetkezSképpen kiils-
nithetjiik ¢l: A termékek és a kélsav elegyét kodzvetleniil
felvisszlik egy szilikagéllel toltott oszlopra, és az oszlo- 20
pot el8szor 98:2, majd 97:3 térfogatardnyi kloro-
form : etanol eleggyel eludljuk. A kivdnt 7o-hidroxi-
3,12-diketo-58-koldnsavat a 98:2 térfogatarinyi kloro-
form : etanol elegy oldja le az oszloprél. Az eludldst
97:3 térfogatardinyli kloroform : etanol eleggyel foly- 25
tatva el6szér a melléktermékként képz8d8 Ta-hidroxi-
3,12-diketo-A* kolénsavat oldjuk le; a tovibbi eludtum-
frakciok a kivant 3a,7 a-dihidroxi-12-keto-58-koldnsavat
tartalmazzdk. .

A taldlmdny szerinti eljdrdssal elddllitott 3a,7c-di- 30
hidroxi-12-keto-58-koldnsavat vagy sdéit Huang Minlon
modszerrel redukdlva konnyen dtalakithatjuk a kivdlé
epekSoldé hatdssal rendelkez6 kenodezoxi-kdlsavva
(CDCA).

A Ta-hidroxi-3,12-diketo-5f-kolsavat vagy soit kony-
nyen dtalakithatjuk dezoxi-kolsavva. Miként mdr kozol-
tiik, a dezoxi-kdlsav a progeszteron és az adreno-kortiko-
szteroid-szdrmazékok szintézisének értékes kiinduldsi
anyaga. A dezoxikolsav elGillitdsa sordn a 7a-hidroxi-
3,12-diketo-58-kélsavat elGszor vizelvondsnak vetjiik ald,
majd a kapott terméket ismnert médon hidrogénezzik.

A taldlmdny szerinti eljérdst az oltalmi kér korldto-
zdsa nélkiil az alabbi példdkban részletesen ismertetjilk.
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A. példa

Mutdnsok eldallitdsa

Arthrobacter CA-35 torzset (FERM-P No. 5145, gq
ATCC No. 31651) ferde tenyészetben 0,5 % ndtrium-
hidroxidot, 5,0 % kélsavat, 0,5 % peptont, 0,5 % élesztd-
kivonatot, 0,5 % nétriumkloridot és 1,5 % agart tartal-

- mazd tdptalajon (,,A” tdptalaj) tenyésztlink. A tenyé-
szetbdl platinakacsnyi mintdt vesziink, és a mintdval
200 mm hosszii, 21 mm &tmérdjli kémesGbe toltott
10 ml ,B” tdpkozeget oltunk be. A ,,B” tipkozeg 1 %
ndtriumhidroxidot, 10 % kdlsavat, 0,2 % ammonium-
nitrdtot, 0,2 % kdlium-dihidrogénfoszfitot, 0,5 % di-
kilium-hidrogénfoszfatot, 0,02 % magnéziumszulfit-
heptahidratot és 0,01 % élesztékivonatot tartalmaz.
Az elegyet rdzds kézben 24 6rdn 4t 30 °C-on inkubiljuk.
Az igy kapott tenyészetbSl 0,3 ml térfogati mintdt
vesziink, €s a mintdval egy 200 mm hosszd, 21 mm 4t-
mér8jil kémcsébe toltott 10 mi ,,C” tdpkozeget oltunk gg

55

60

2

be. A ,,C” tapkozeg 0,05 % ndtriumhidroxidot, 0,5 %
kélsavat, 0,5 % glikozt, 0,2 % ammoénium-nitrdtot,
0,2 % kalium-dihidrogénfoszfitot, 0,5 % dikdlium-
hidrogénfoszfitot, 0,02 % magnéziumszulfdt-heptahidri-
tot és 0,01 % élesztSkivonatot tartalmaz. Az elegyet
rizde kozben 15—16 o6rén 4t 30 °C-on inkubdljuk.
A logaritmikus szaporoddsi szakaszban 1év6 mikro-
organizmus-sejteket 0,45 p pérusméreti membransz{irén
aszeptikus korilmények kozott kiszfirjik, 20 m! 0,1
mdlos foszfitpuffer-oldattal (pH = 7,0) mossuk, majd
25 ml, a mos6folyadékkal azonos pufferoldatban szusz-
penddljuk.

A mutagén kezelést a kovetkezSképpen végezzik:
4 ml sejtszuszpenziot egy 200 mm hosszd, 21 mm 4at-
mérdj kémcesSbe toltink, a sejtszuszpenzidhoz 50 pg/ml
véps3 koncentricidnak megfeleld mennyiségli N-metil-
N'.nitro-N-nitrozo-guanidint adunk, és az elegyet razis
kozben 45 percig 30 °C-on inkubdljuk. Hyen koriilmé-
nyek kozott az Arthrobacter CA-35 tdrzs sejtjeinek
korilbeliil 80 %-a elpusztul. v

A kezelt sejteket 045 u pérusméretli membranszlirén
aszeptikus koriilmények kozdtt kiszdirjitk, 20 m! 0,1
molos foszfitpuffer-oldattal (pH = 7,0) mossuk, majd
25 ml, a moséfolyadékkal azonos pufferoldatban szusz-
per.ddljuk. A kapott sejtszuszpenzidt steril normdl vizes
ndtriumklorid-oldattal higitjuk, majd agar-lemezeken
teritjitk szét. A felbaszndlt tdptalaj (,,D” tdptalaj) 0,1 %
natriumhidroxidot, 1,0 % kdlsavat, 0,2 % ammoénium-
nitritot, 0,2 % kalium-dihidrogénfoszfitot, 0,5 % di-
kilium-hidrogénfoszfitot, 0,02 % magnéziumszulfat-
heptahidratot, 0,01 % élesztkivonatot és 1,5 % agart
tartalmaz. A lemezekre annyi sejtszuszpenzit visziink
fel, hogy minden egyes lemezen 300--500 telep képz&d-
jék A lemezeket 4 napon 4t 30 °C-on inkubdljuk. A ki-
alakult, tGhegynyi telepeket elkilonitjiik, majd agar-
lemezen 24 6rén 4t 30 °C-on inkubdljuk. A felhasznalt
téptalaj (,,E” tptalaj) 0,5 % peptont, 0,5 % élesztd-
kivonatot, 0,5 % ndtriumkloridot és 1,5 % agart tartal-
maz. Az ,,B” tiptalajbol készitett lemezeken fejlédd
telepeket replika-mddszerrel a ,,D”’ tdptalajbdl készitett
lemezekre visszik 4t, majd 20 6rdn 4t 30 °C-on inku-
béljuk.

Az E” téptalajrdl elkiilonitett azon telepeket, ame-
lyek a kovetkez6 tenyésztési 1épésben a ,,D” tdptalajbél
készitett lemezen nem ndvekednek, ferde agar-tenyészet-
ben 24 6ran 4t 30 °C-on inkubaljuk. A felhasznalt tdp-
talaj (,,F” tdptalaj) 0,1 % ndtriumhidroxidot, 1,0 % kol-
savat, 0,5 % peptont, 0,5 % élesztSkivonatot, 0,5 %
nitriumkloridot és 1,5 % agart tartalmaz. A ferde
tenyészetbd! platinakacsnyi mintdt vesziink, a mintdval
egy 200 mm hosszl, 21 mm 4tmérdji kémesSbe toltott
10 ml tdpkozeget oltunk be, és az elegyet rdzds kdzben
3 napon 4t 30 °C-on inkubdljuk. A felhasznalt tipkozeg
G tdptalaj) 0,5 % nédtriumhidroxidot, 5,0 % kdlsavat,
0,5 % glukdzt, 0,2 % ammonium-nitritot, 0,2 % kdlium-
dihidrogénfoszfitot, 0,5 % dikalium-hidrogénfoszfitot,
0,02 % magnéziumszulfit-heptahidritot és 0,01 %
élesztSkivonatot tartalmaz.

A ,G” tipkozegben felhalmozddott termékeket
vékonyrétegkromatogrifidsan elemezziik. A  torzset,
anely az elemzési adatok szerint szelektiven 3¢,7¢-di-
hidroxi-12-keto-58-koldnsavat, illetve e sav sdit termeli,
Avrthrobacter CA-35-M-965-3 torzsnek neveztiik el. ,

A fenti eljdrist a kovetkezSkben ,M” eljdrisnak
nevezziik. Ezutdn az ,,M” eljdrdst az Arthrobacter CA-
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35-M-965-3 torzson hajtjuk végre. A mutagén kezelés
hatdsdra hdrom olyan torzset kapunk, amely szelektiven
3w, 7a-dihidroxi-12-keto-58-koldnsavat, illetve e sav sdit
termeli. Ezeket a torzseket Arthrobacter CA-35-A589,
Arthrobacter CA-35-A849, illetve Arthrobacter CA-35-
A-1071 torzseknek neveztiik el.

Az Arthrobacter CA-35-A589 torzs telepeibdl két
jobb termelSképességl torzset kildnitettlink el. Ezeket
a torzseket Arthrobacter CA-35-A589-29-32, illetve
Arthrobacter CA-35-A589-47 tdrzsnek neveztilk el.
Az Arthrobacter CA-35-A-1071 torzs telepeibd! is el-
kiilonitettink egy jobb termelSképességii tdrzset, amit
Arthrobacter CA-35-A-1071-15 torzsnek neveztiink.

Az ,M” eljdrist az Arthrobacter CA-35-A849 torzsre
alkalmazva egy tovibbi jobb termelSképességll torzset
kaptunk, amit Arthrobacter CA-35-A-1448 torzsnek
neveztiink. Az Arthrobacter CA-35-A-1475 torzset ugy
alakitottuk ki, hogy az ,M” eljdrdst az Arthrobacter
CA-35-A-14438 torzson hajtottuk végre. Az Arthrobacter
CA-35-A-1766 torzset szintén az ,,M” eljdrdssal alakitot-
tuk ki; ebben az esetben alaptdrzsként az Arthrobacter
CA-35-A-1071 tdrzset alkalmaztuk. Az Arthrobacter
CA-35-A-1766-15 torzset a kapott Arthrobacter CA-35-
A-1766 torzs telepeibdl kiilonitettiik el.

Az Arthrobacter CA-35-Y-37-12 torzset a kovetkezd
eljdrassal alakitjuk ki:

Az Arthrobacter CA-35 torzs (FERM-P No. 5145,
ATCC No. 31651) ,,A” tiptalajon készitett ferde tenyé-
szetébll platinakacsnyi mintdt vesziink. A mintdval
200 mm hosszii, 21 mm &tmér6jii kémcs6be toltott
10 ml ,,B” tdpkozeget oltunk be, és az elegyet rdzds koz-
ben 20 6rin 4t 30 °C-on inkubaljuk. A mikroorganizmus-
sejteket 10 000 fordulat/perc sebességgel végzett centri-
fugdldssal elkillonitjiik; a centrifugdldst 5 percig 5 °C-on,

_ aszeptikus koriilmények kozott végezzitk. A kapott sej-
teket 10 ml steril vizben szuszpendaljuk, a szuszpenzi6t
7,5 cm atmérdjii Petri-csészébe toltjik, a Petri-csészét
csiramentes dobozban elhelyezett 15 W-os ultraibolya
fényforrds (2537 A) ald helyezziik (a csésze és a fény-
forrds tivolsiga kb. 27 cm), és 10 percig ultraibolya
fénnyel besugdrozzuk. Ilyen korilmények koézott az
Arthrobacter CA-35 torzs sejtjeinek kdriilbelill 99,9 %-a
elpusztul.

Besugdrzds utdn a mikroorganizmus-sejteket membran-
szlrén elkilonitjik, 0,0 mdlos foszfatpuffer-oldattal
mossuk, majd a felbaszndlt moséfolyadékkal azonos
foszfitpuffer-oldatban szuszpendaljuk. A kapott szusz-
penziot normdl vizes ndtriumklorid-oldattal higitjuk,
majd a ,,D”—,,G” tipkozegeken tenyésztjiik a kordbban
kozoltek szerint. Az alaptdrzsnél jobb termelSképességii
mutdns tdrzset kapunk, amely szelektiven 3a,7c-di-
hidroxi-12-keto-58-koldnsavat, illetve e vegyllet soit
termeli.

1. példa

Arthrobacter CA-35 torzset (FERM-P No. 5145,
ATCC No. 31651) tenyésztink a kovetkezd koriilmé-
nyek kozott:

A tdpkozeg Osszetétele:
Kolsav
Ammoénium-nitrat

100 g
20g
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Kalium-dihidrogén-foszfit 20¢g
Dikdlium-hidrogén-foszfit 50g
Magnéziumszulfét-heptahidrdt 0.2g
Eleszt8kivonat 0.lg
Ndtriumhidroxid 10 g
Desztillalt viz qs.ad 1 liter

A komponensek Osszekeverésével kapott, 1 liter tér-
fogatd tapkdzeget 100 ml-es részletekben 10, egyenként
500 ml {irtartalmi Sakaguchilombikba téltjiik szét,
majd a lombikokba taltott tptalajt 15 percig 120 °C-on
autokldvban kezeljik. Az egyes lombikokhoz 10—10 ml
oltétenyészetet adunk (az oltétenyészet elSdllitdsa sordn
az Arthrobacter CA-35 tdizset a fenti Osszetétell tdp-
kozegen, rdzds kézben 2 napig 30 °C-on inkubdljuk).
Az egyes lombikokba t6ltott elegyeket rdzogépen 2
napon 4t 30 °C-on inkubdljuk.

A tenyésztés befejeztével a fermentleveket egyesit-
jiik, és a mikroorganizmus-sejteket centrifugdldssal el-
tavolitjuk. A feliiliszét 600 ml 1 n vizes sésavoldattal
megsavanyitjuk. A kivdlt csapadékot elkilénitjiik, és a
folyadékfizist 1 liter etilacetdttal extrahdljuk. Az extrak-
tumbdl forgd beparlokészitéken lepdroljuk az etilacetd-
tot, és a kapott maradékot egyesitjitk az elGzSekben el-
kiilonitett csapadékkal. 85 g szilird anyagot kapunk,
amely kélsav és koldnsav-szdrmazékok kevercke.

A kapott elegy kis mintdjdbol 1 %-os metanolos olda-
tot készitiink. 10 ul metanolos oldatot uBondapak C-18
oszloppal felszerelt nagysebességii folyadékkromatogrd-
fids berendezésbe (HLC-GPC-244 tipusi berendezés;
gydrtja a Waters cég, Amerikai Egyesilt Allamok) fecs-
kendeziink.

Az oszlopot 1 mljperc sebességgel 30:70 térfogat-
ardnyd viz — metanol eleggyel (pH = 2,5) eludljuk, és
mérjik az eludtum torésmutatdjit.

A kapott kromatogramot az 1. dbrin mutatjuk be.
Az 1. dbrdn feltiintetett A, B, C és D cstics — a felvett
referenciamintdkkal sszehasonlitva — rendre a kovet-
kezd vegyileteknek felel meg: 7a-hidroxi-3,12-diketo-
SB-koldnsav, 3a,7a-dihidroxi-12-keto-58-koldnsav,
7a,12¢a-dihidroxi-3-keto-58-koldnsav és koisav.

Az A, B és C csticsoknak megfeleld frakciékbal el-
kiilsnitjik a termékeket, és a termékek szerkezetét
tomegspektrum, infravoros spektrum és NMR-spekirum
felvételével vizsgdlijuk. A spektrumok adatai egyértel-
miien igazoljak, hogy termékekként rendre 7e-hidroxi-
3.12-diketo-56-koldnsavat, 3a,7a-dihidroxi-12-keto-56-
kolansavat és 7a,12a-dihidroxi-3-keto-58-koldnsavat kap-
tunk. A 2., 3. és 4. dbrdn az A, B és C csticsnak meg-
felels frakciokbol elkiilonitett vegyiiletek metilészterei-
nek infravorés spektrumat mutatjuk be, a hiteles min-
tak (A, B', illetve C’ jel{i termékek) spektrumaival dssze-
hasonlitva.

Az A, B 8s C csicsnak megfelels vegyiiletek és metil-
észtereik olvaddspont-£rtékeit a 2. tdbldzatban kdzdljik.

Az egyes termékek hozamadt, valamint az 4t nem ala-
kult kélsav mennyiségét az 1. dbrdn bemutatott kroma-
togram alapjdn, az egyes gorbeszakaszok alatti teriiletek
ardnydbdl szimitottuk ki. Az eredményeket a 3. tdbld-
zatban kozoljiik.
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2. tdbldzat

A metilészterek olvaddspontja, °C

A szabad savak olvaddspontja, °C

Vegyiilet Talalt Irodalmi Talélt Irodalmi

A cstics 150-152 152-154 — —

B csiics 154156 156157 219-220 221-222

C cstics 168-169 169—172 185-186 186188

3. tdbldzat

Vegyiilet Teriletardny Konverzid, % Hozam, g

Ta-Hidroxi-3,12-diketo-58-koldnsav (A cstics) 28,54 28,54 243

3a,7a-Dihidroxi-12-keto-58-koldnsav (B cstcs) 63,06 63,06 53,6

7a,12a-Dihidroxi-3-keto-58-kolansav (C cstics) 1,54 1,54 1,30

Kolsav (D csics) 6,86 6,86 5,80
2. példa 30 3-keto-58-koldnsav-metilésztert, majd a tovabbi frak-

Az 1. példiban kozoltek szerint jdrunk el, azzal a
kiilonbséggel, hogy a tdpkozeghez 5,0 g/l glikdzt is
adunk. 91,0 g szildrd terméket kapunk, amely 4talakulat-
lan kélsav és kolansav-szirmazékok keveréke. Ezt a
szilird anyagot 270 ml metanolban oldjuk, és az oldat-
hoz 9 ml -tomény vizes sdsavoldatot adunk. A kapott
oldatot 20 percig visszafolyatds kozben forralva a szabad
savakat a megfelelS metilészterekké alakitjuk.

1200 mm hosszd, 70 mm 4tmérdjl oszlopba 1500 g
szilikagél C-200-at toltiink, és a fentiek szerint elGdllitott
metilésztereket a szilikagélen adszorbedltatjuk. A gél-
oszlopot kloroformmal eludljuk; ekkor 25,1 g 7e-hidroxi-
3,12-diketo-58-koldnsav-metilésztert kapunk. Ezutdn az
eludldst 99:1 térfogatardnyd kloroform : etanol eleggyel

folytatjuk. Az elsd frakciskbol 1,40 g 7,1 2e-dihidroxi- *°

35

40

ciokbol 564 g 3a,7a-dihidroxi-12-keto-58-koldnsav-
metilésztert kiilénitiink el.

A kapott metilészterek hidrolizisével 24,8 g 7a-
hicroxi-3,12-diketo-5f-koldnsavat, 1,38 g 7a,12c-di-
hidroxi-3-keto-58-koldnsavat és 56,0 g 3a,7a-dihidroxi-
12 keto-58-koldnsavat dllitunk el8.

3. példa

Az 1. példiban kozoltek szerint jdrunk el, azzal a
kiilonbséggel, hogy vdltoztatjuk a kolsav koncentricib-
jat, és a reakcidelegyhez a felhaszndlt kdlsav mennyisé-
gére vonatkoztatva 10 sily % ndtriumhidroxidot is
adunk. A képz§dott termékek és az 4t nem alakult kél-
sav mennyiségét a 4. tdbldzatban soroljuk fel.

4. tdbldzat
Hozam, g
Vegyiilet 50 gft 200 g/t 300 g/l
. szubsztraitum-koncentracio esetén

3q,7a-Dihidroxi-12-keto-58-koldnsav 27,1 108,3 474
Ta-Hidroxi-3,12-diketo-58-koldnsav 12,3 49,0 214
7a,12a-Dihidroxi-3-keto-58-koldnsav 0,7 2,65 1,20
Kélsav csekély 20,1 230
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4. példa

A 2. példdban kozoltek szerint jérunk el, azzal a kii-
1onbséggel, hogy a lombikokat rdzégépen, 24 6rdn dt
30°C-on inkubdljuk. 98,0 g szilird anyagot kapunk,
amely a termékek és az 4t nem alakult kolsav elegye.
Az elegy Osszetételét az 1. példdban ismertetett nagy-
sebességli folyadékkromatogrdfids eljdrdssal hatdrozzuk
meg. Az eredményeket az 5. tdbldzatban kozoljiik.

5. tdbldzat

Vegyiilet Részariny
3a,7a-Dihidroxi-12-keto-58-koldnsav 67,7 -
7a-Hidroxi-3,12-diketo-58-koldnsav 8,3
7e,12a-Dihidroxi-3-keto-58-koldnsav 4,0
Kdlsav 20,0

5. példa

A 2. példdban kozoltek szerint jarunk el, azzal a ki-
lonbséggel, hogy az egyes lombikokba 20—20 ml olté-
tenyészetet toltink. Az oltdtenyészetet 24 6rdn 4t
30 °C-on végzett tenyésztéssel allitjuk els. 117,0 g szi-
lard anyagot kapunk, amely koldnsav-szdirmazékok és
it nem alakult kdlsav elegye. Az elegy Osszetételét az
1. példdban ismertetett nagysebességli folyadékkroma-
togrdfids eljardssal hatdrozzuk meg. Az eredményeket
a 6. tabldzatban kozoljik.

6. tdblazat

Vegyiilet Részardny
3a,7a-Dihidroxi-12-keto-56-koldnsav 63,3
7a-Hidroxi-3,12-diketo-58-kolinsav 235
7a,12a-Dihidroxi-3 -keto-58-koldnsav 2,0
Kolsav 11,2

6. péida
Arthrobacter CA-35-A589-29-32 (FERM-P No. 5521,
ATCC No. 31652) torzset tenyésztink a kovetkezd
koriilmények kozott:

A tipkﬁzeg Osszetétele:

"~ Kélsav 100 g
Ammoénium-nitrat 20¢g
Kélium-dihidrogén-foszfdt 20g
Dikélium-hidrogén-foszfit 50g
Magnéziumszulfit-heptahidrdt 02¢g
Elesztékivonat Olg
Nétriumhidroxid 10 ¢
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Glikéz
Csapviz

50¢g

gs.ad 1 liter

A tipkozeg komponenseit — a gliikdz kivételével —
csapvizzel keverjiik 8ssze, az oldat tésfogatdt 800 ml-re
allitjuk be, és az oldatot autokldvban 15 percig 120°C-on
hékezeljik. A glikézt 200 ml csapwzben oldjuk, és az
oldatot autokldvban 30 percig 110 “C-on hdkezeljiik.
Lehiilés utdn az oldatokat egyesitjiik, és a kapott, 1 liter
térfogatd fermentdcids kozeget egyenld részletekben
10 db, egyenként 500 ml térfogati Sakaguchi-lombikba
toltjlik szét aszeptikus korilmények koézétt. Minden
egyes lombikba 2 ml oltStenyészetet mériink be. Az oltd-
tenyészet elddllitisa sordn a torzset a fentivel azonos
Bsszetételli tapkozegen razds kozben 14 6rdn 4t 30°C-on
tenyeszt]uk A lombikokat 3 napon it razégépen,
30 °C-on inkubaljuk.

A tenyésztési idGszak végén a fermentleveket egyesit-
jik, és a mikroorganizmus-sejteket centrifugdldssal el-
tavolitjuk. A feliiliisz6t 600 ml 1 n vizes sésavoldattal
megsavanyitjuk. A kivdlt csapadékot elkillonitjiik, és az
oldatot 1 liter etilacetdttal extrahdljuk. Az extraktumbdl
forgd bepdrlokésziiléken leparoljuk az etilacetitot, és
a maradékot egyesitjiik az el6z8ekben elkiilonitett csapa-
dékkal. 993 g szilird anyagot kapunk, amely koldnsav-
szdrmazékok és kolsav elegye.

A kapott elegy kis mintdjdbdl 2 %- -0s metanolos olda-
tot készitiink. 10 i metanolos oldatot uBondapak C-18
oszloppal felszerelt nagysebességl folyadékkromatogra-
fids berendezésbe (HLC-GPC-244 tipusii berendezés)
fecskendeziink.

Az oszlopot 1 ml/perc sebességgel 30:70 téifogat-
ardnyd viz : metanol ecleggyel (pH = 4,0) elualjuk és
mérjilk az eludtum torésmutatdjit.

A kapott kromatogramot az 5. dbrdn mutatjuk be.
Az 5. dbrdn megjelolt B és D csics megfelel a 3a,7a-di-
hidroxi-12-keto-58-koldnsav, illetve a kélsav hiteles min-
tdjan mért cstcsnak.

A B csicsnak megfelelS frakciobol elkiilonitjik a ter-
méket, és a termék szerkezetét tomegspektrum, infra-
vOros spektrum és NMR-spektrum felvételével vizsgiljuk.
A spektrumok adatai egyértelmiien igazoljak, hogy ter-
mékként 3a,7a-dihidroxi-12-keto-58-koldnsavat kaptunk.

Az egyes termékek hozamdt, valamint az 4t nem ala-
kult kolsav mennyiségét az S. dbrdn bemutatott kroma-
togram alapjin, az egyes gorbeszakaszok alatti teriiletek
ardnydbdl szdmitottuk ki. Az eredményeket a 7. tdbla-
zatban kozoljik.

7. tdbldzat

" Konverzio- Hozam

A"/ let >
egyuie ardny, % * g

3a,7a-Dihidroxi-12-keto-
5f-koldnsav (B cstics) 98,85 98,16
Kdélsavbdl képzGdé6 egyéb ’
szdrmazékok 0,59 0,59
Koélsav (D csics) 0,56 0,56

*A konverzidardnyt a teriiletardny alapjdn szdmitottuk
ki.
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7. példa

A 6. példdban kozoltek szerint jirunk el, azzal a kii-
lénbséggel, hogy a lombikokba a 6. példa szerint felhasz-
ndlt 2 ml oltétenyészet helyett mikroorganizmus-sejt-
szuszpenziot adunk. A sejtszuszpenziét ugy dllitjuk eld,
hogy 10 ml oltétenyészetb8l centrifugdldssal elkilonit-
jlik a sejteket, majd a sejteket 10 ml steril vizben szusz-
penddljuk. Termékként 99,5 g szilird anyagot kapunk,
amely koldnsav-szdrmazékok és 4t nem alakult kélsav
elegye. Ezt a szildrd anyagot 270 ml metanolban oldjuk,
és az oldathoz 9 ml témény vizes sésavoldatot adunk.
A kapott oldatot 20 percig visszafolyatds kozben for-
ralva a kolsavat és a fermentdcié termékeit a megfeleld
metilészterekké alakitjuk.

1200 mm hosszi, 70 mm 4tmér6jl oszlopba 1500 g
szilikagél C-200-at toltiink, és a fentiek szerint elGallitott
metilésztereket a szilikagélen adszorbedltatjuk. A gél-
oszlopot 99:1 térfogatardnyt kloroform: etanol eleggyel
eludljuk. 102,0 g 3a,7a-dihidroxi-12-keto-58-koldnsav-
metilésztert kapunk, amelybdl hidrolizissel 98,5 g 3a,7a-
dihidroxi-12-keto-58-koldnsavat dllitunk elG.

8. példa

25

A 6. példdban kozobltek szerint jarunk el, azzal a kii-
16nbséggel, hogy viltoztatjuk a kélsav koncentrdciéjit,
a fermentdcids elegyhez a felhaszndlt kélsav mennyisé-
gére vonatkoztatva 10 sily % ndtriumhidroxidot adunk,

és a csapadék levdlasztdsa sordn 1 g ndtriumhidroxidra 30

vonatkoztatva 60 ml 1 n vizes sdsavoldatot haszndlunk
fel. A konverzid-arinyokat, az elért hozamot, valamint
az 4t nem alakult kdlsav mennyiségét a 8. tdbldzatban
tlintetjiik fel.

10

15

20

9. példa

A 6. példdban kozoltek szerint jarunk el, azzal a kii-
lonbséggel, hogy az Arthrobacter CA-35-A589-29-32
torzs helyett Arthrobacter CA-35-A589-47 torzset
(FERM-P No. 5523, ATCC No. 31653) haszndlunk fel,
50 g/l kdlsavat és 5 gfl nitriumhidroxidot adunk a fer-
mentdcids kozeghez, és az egyes lombikokat 35 6rdn 4t
30°C-on inkubdljuk. 4931 g szilird anyagot kapunk,
amely a fermentaciGs termékek és az 4t nem alakult kél-
sav elegye. .

Az elegyet a 6. példdban kozolt koriilmények kozott

nagysebességli folyadékkromatogrifids elemzésnek vet-
jiik ald.
! A kapott kromatogramot a 6. dbrin mutatjuk be.
A kromatogram A, B, C és D cstics — hiteles mintdkkal
végzett Gsszehasonlitds alapjdn — rendre a 7a-hidroxi-
3,12-diketo-58-koldnsavnak, 3a,7a-dihidroxi-12-keto-58-
kolinsavnak, 7¢,120-dihidroxi-3-keto-58-koldnsavnak, il-
letve kdlsavnak felel meg. C

Az A, B, C és D csticsnak megfeleld frakcidkat elkii-
lonitjiik, majd vékonyrétegkromatogrifidnak vetjiik ald.
A kromatogrifids elemzés szerint a B, C és D csticsnak
megfeleld frakcidk egyetlen vegytletet tartalmaznak,
mig az A csicsnak megfelel6 frakcié a 7o-hidroxi-3,12-
diketo-50-koldnsav mellett egy azonositatlan anyagot is
tartalmaz.

Az egyes termékek hozamdt, valamint az 4t nem ala-
kult kélsav mennyiségét a 6. dbrdn feltiintetett kroma-
togram alapjén, az egyes gorbeszakaszok alatti terilletek
ardnydbdl szimitottuk ki. Az eredményeket a 9. tibld-
zatban k6z6ljiik.

8. tdbldzat

Konverziéardny vagy hozam az aldbbi szubsztritum-

3a,7a-Dihidroxi-12-keto-

koncentracick esetén 58-kolansav Kdlsav
1gfl 96,7 %* 04 %
S5¢lt 98,0 %* 0,7%
10g/ 93¢ Olg
20 gl 195¢ 02¢g
50 gfl 4968 0,1g
100 g/l 98,2¢g 06¢g
200 g/l 1292 ¢ 700¢g
*K onverzidarany
9. tdbldzat
Vegyiilet Konverziéariny, % Hozam, g
7o-Hidroxi-3,12-diketo-50-koldnsav + egy azonositatlan
anyag (A cstcs) 0,80 0,39
3a,7a-Dihidroxi-12-keto-58-koldnsav (B cstcs) 98,01 4833
7a,12a-Dihidroxi-3-keto-58-koldnsav (C cstics) 0,25 0,13
Egyéb szdrmazékok 0,24 0,12
Kolsav (D csiics) 0,70 0,35

19
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10. példa

A 9. példiban kozoltek szerint jarunk el, azzal a ki-
lonbséggel, hogy az Arthrobacter CA-35-A589-47 torzs
helyett Arthrobacter CA-35-A849 torzset (FERM-P
No. 5524, ATCC No. 31654) haszndlunk fel. 49,34 g
szildrd anyagot kapunk, amely a fermentdcids termékek
€s az 4t nem alakult kélsav elegye.

Az elegyet a 6. példiban ismertetett koériilmények
kozott nagysebességli folyadékkromatografids elemzés-
nek vetjlik ald.

A kromatogramot a 7. 4brdn mutatjuk be. A kroma-
togram A, B, C és D cstcsa — hiteles mintdkkal végzett
Osszehasonlitds alapjin — rendre a 7ahidroxi-3,12-di-
keto-58-koldnsavnak, 3a,7a-dihidroxi-12-keto-58-koldn-
savnak, 7a,12a-dihidroxi-3-keto-58-koldnsavnak, illetve
kdlsavnak felel meg.

Az A, B, C és D csicsnak megfeleld frakciokat el-
kiilénitjik, majd vékonyrétegkromatogrifidsan vizsgdl-
juk. Valamennyi frakcié csak egyetlen vegyiiletet tar-
talmaz.

Az egyes tetmékek hozamdt, valamint az 4t nem ala-
kult kélsav mennyiségét a 7. dbrin feltiintetett kroma-

,togram alapjdn, az egyes gorbeszakaszok alatti teriiletek
‘ardnydbol szamitottuk ki. Az eredményeket a 10.tdbl4-
zatban kozoljiik.

[82]

N

11. példa

A 9. példdban kozoltek szerint jrunk el, azzal a ki-
16nbséggel, hogy az Arthrobacter CA-35-A589-47 tdrzs
helyett Arthrobacter CA-35-A-1071-15 t6rzset (FERM-P
No. 5525, ATCC No. 31655) hasznilunk fel. 49,31 g
szilard anyagot kapunk, amely a fermentdciés termékek
€s az 4t nem alakult kdlsav elegye.

A kapott elegyet a 6. példdban ismertetett koriilmé-

J nyek kozdtt nagysebességli folyadékkromatografids

elemzésnek vetjiik ald.

A kromatogramot a 8. dbrdn mutatjuk be. A kroma-
togram A, B, C és D csticsa -- hiteles mintdkkal végzett
oOsszehasonlitds alapjdn — rendre a 7c-hidroxi-3,12-di-
keto-58-koldnsavnak, 7a,3a-dihidroxi-12-keto-58-koldn-
savnak, 7a,12a-dihidroxi-3-keto-58-koldnsavnak és kol-
savnak felel meg.

Az A, B, C és D csuicsnak megfelelG frakcidkat elkii-
I6nitjiik, majd vékonyrétegkromatogrifidsan vizsgdljuk.
A B, C és D csiicsnak megfelels frakcick csak egy vegyii-
letet tartalmaznak, mig az A csticsnak megfeleld frakcid
a 7a-hidroxi-3,12-diketo-58-koldnsav mellett egy tovabbi
azonositatlan anyagot is tartalmaz.

Az egyes termékek hozamdt, valamint az it nem ala-
kult kélsav mennyiségét a 8. dbrdn feltiintetett kroma-
togram alapjdn, az egyes gorbeszakaszok alatti teriiletek
ardnydbdl szdmitottuk ki. Az eredményeket a 11. tdbld-
zatban kozoljiik.

10. tdbldzat

Vegyiilet Konverzidardny, % Hozam, g
Ta-Hidroxi-3,12-diketo-58-koldnsav (A csics) 3.2 1,58
3a,7a-Dihidroxi-12-keto-54-koldnsav (B cstcs) 83,5 41,20
7a,12a-Dihidroxi-3-keto-58-koldnsav (C cstcs) 7.9 3,90
Egyéb szdrmazékok 2,8 V 1,38
Kélsav (D cstics) 2,6 1,28
11. tdbldzat

Vegyiilet Konverzidariny, % Hozam, g
7a-Hidroxi-3,12-diketo-58-koldnsav + egy azonositatian

anyag (A cstcs) 5,2 2,56
3a,7a-Dihidroxi-12-keto-58-koldnsav (B cstcs) 93,9 46,30
7a,12a-Dihidroxi-3-keto-58-koldnsav (C csics) 0,2 0,10
Egyéb szdrmazékok 0,2 0,10
Kdlsav (D csucs) 0,5 0,25
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12. példa

A 9. példdban kozdltek szerint jarunk el, azzal a kii-
lonbséggel, hogy az Arthrobacter CA-35-A589-47 torzs
helyett Arthrobacter CA-35-A-1448 torzset (FERM-P 5
No. 5526, ATCC No. 31656) haszndlunk fel. 49,30 g
szildrd anyagot kapunk, amely a fermentdciés termékek
és az 4t nem alakult kélsav elegye.

Az elegyet a 6. példiban ismertetett korilmények
k6zdtt nagysebességii folyadékkromatografids elemzés- 10
nek vetjlk ald.

A kromatogramot a 9. dbrin mutatjuk be. A kroma-
togram A, B, C és D csicsa — hiteles mintdkkal végzett
osszehasonlitds alapjdn — rendre a 7a-hidroxi-3,12-di-
keto-5f-koldnsavnak, 3a,7a-dihidroxi-12-keto-58-koldn- 15
savnak, 7a,12a-dihidroxi-3-keto-58-koldnsavnak és kol-
savnak felel meg.

Az A, B, C és D csucsnak megfelel§ frakcitkat elkii-
lénitjiikk, majd vékonyrétegkromatogrifidsan vizsgdljuk.

A B, C és D csticsnak megfelels frakcidk csak egy vegyt- 20
letet tartalmaznak, mig sz A cstcsnak megfeleld frakcié

a 7o-hidroxi-3,12-diketo-58-koldnsav mellett egy tovdbbi
azonositatlan anyagot is tartalmaz.

Az egyes termékek hozamdt, valamint az 4t nem ala-
kult kélsav mennyiségét a 9. dbrdn feltiintetett kroma- 25
togram alapjdn, az egyes gorbeszakaszok alatti teriiletek
ardnydbél szdmitottuk ki. Az eredményeket a 12. tdbld-
zatban kozoljik.

13. példa

A 9. példdban kozdltek szerint jdrunk el, azzal a kii-
16nbséggel, hogy az Arthrobacter CA-35-A589-47 torzs
helyett Arthrobacter CA-35-A-1475 torzset (FERM-P
No. 5527, ATCC No. 31657) hasznilunk fel. 49,35 g
szilird anyagot kapunk, amely a fermentdciés termékek
és az 4t nem alakult kélsav elegye.

A kapott elegyet a 6. példdban ismertetett kérulmé-
nyek kozdtt nagysebességli folyadékkromatogrifids
elemzésnek vetjiik ald.

A kromatogramot a 10. 4brdn mutatjuk be. A kroma-
togram A, B, C és D csicsa — hiteles mintdkkal végzett
dsszehasonlitds alapjdn — rendre a 7o-hidroxi-3,12-di-
keto-5p-koldnsavnak, 3c,7a-dihidroxi-12-keto-58-koldn-
savaak, 7o,12a-dihidroxi-3-keto-55-koldnsavnak és kol-
savnak felel meg.

Az A, B, C és D csticsnak megfelel§ frakcickat elkii-
16nitjiik, majd vékonyrétegkromatografidsan vizsgiljuk.
Valamennyi frakcid csak egy vegyiiletet tartalmaz.

Az egyes termékek hozamdt, valamint az dt nem ala-
kult kolsav mennyiségét a 10. dbrdn feltiintetett kroma-
togram alapjin, az egyes gorbeszakaszok alatti teriiletek
ardnydbol szdmitottuk ki. Az eredményeket a 13. tabld-
zatdan kozoljik.

12. tabldzat

Vegyiilet Konverzidariny, % Hozam, g
7o-Hidroxi-3,12-diketo-58-koldnsav + egy azonositatlan
anyag (A cstics) 65 3,20
3a,7a-Dihidroxi-12-keto-58-koldnsav (B cstics) 88,0 43,39
7a,12a-Dihidroxi-3-keto-58-koldnsav (C cstics) 0,3 0,15
Egyéb szdrmazékok 0,1 0,05
Kélsav (D cscs) 5,1 2,51
13. tdbldzar

Vegyilet Konverzidardny, % Hozam, g
7a-Hidroxi-3,12-diketo-58-koldnsav (A cstics) 3,26 1,61
3a,7a-Dihidroxi-12-keto-58-koldnsav (B cstics) 92,0 45,40
7a,12a-Dihidroxi-3-keto-58-koldnsav (C cstics) 0,20 0,10
Egyéb szdrmazékok csekély .

. mennyiség
Kolsav (D csics) 4,54 2,24
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14. példa

A 9. példdban kozoltek szerint jdrunk el, azzal a kii-
16nbséggel, hogy az Arthrobacter CA-35-A589-47 torzs
helyett Arthrobacter CA-35-A-1766-15 t6érzset (FERM-P
No. 5528, ATCC No. 31658) haszndlunk fel. 49,27 ¢
szildrd anyagot kapunk, amely a fermenticids termékek
és az 4t nem alakult kolsav elegye.

Az elegyet a 6. példdban ismertetett korilmények
kozott nagysebességli folyadékkromatogrifids elemzés-
nek vetjiik ald.

A kromatogramot a 11. dbrdn mutatjuk be. A kroma-
togram A, B és D csicsa — hiteles mintdkkal végzett
osszehasonlitds alapjdn — rendre a 7a-hidroxi-3,12-di-
keto-5f-koldnsavnak, 3a,7a-dihidroxi-12-keto-50-koldn-
savnak €s kdlsavnak felel meg.

Az A, B és D csiicsnak megfelels frakcidkat elkilonit-
jiik, majd vékonyrétegkromatografidsan vizsgdljuk. Vala-
mennyi frakcié csak egy vegyiiletet tartalmaz.

Az egyes termékek hozamit, valamint az 4t nem ala-
kult kélsav mennyiségét a 11. dbzdn feltiintetett kroma-
togram alapjdn, az egyes gorbeszakaszok alatti teriletek
ardnydbdl szdmitottuk ki. Az eredményeket a 14. tdbl4-
zatban kozoljik.

2
15. példa

A 9. példdban kozoltek szerint jérunk el, azzal a kii-
16nbséggel, hogy az Arthrobacter CA-35-A589-47 tdrzs
helyett Arthrobacter CA-35-M-965-3 torzset (FERM-P
No. 5529, ATCC No. 31659) haszndlunk fel. 4936 g
szilird anyagot kapunk, amely a fermentdcids termékek
€s az 4t nem alakult kolsav elegye.

Az elegyet a 6. példdban ismertetett kérilmények
koz6tt nagysebességli folyadékkromatogrifids elemzés-
nek vetjiik ald.

A kromatogramot a 12. 4brdn mutatjuk be. A kroma-
togram A, B és D csicsa — hiteles mintdkkal vépzett
osszehasonlitds alapjdn — rendre a 7o-hidroxi-3,12-di-
keto-58-koldnsavnak, 3a,7a-dihidroxi-12-keto-58-koldn-
savnak és kélsavnak felel meg.

Az A, B és D csicsnak megfeleld frakcidkat elkiilénit-
juk, majd vékonyrétegkromatogrifidsan vizsgiljuk. Az A
csucsnak megfelels frakcié a 7a-hidroxi-3,12-diketo-58-
koldnsav mellett egy tovdbbi azonositatlan anyagot is
tartalmaz, mig a B és a D csiicsnak megfelels frakeio
csak egy vegyiiletet tartalmaz.

Az egyes termékek hozamdt, valamint az 4t nem ala-
kult kélsav mennyiségét a 12. dbrdn feltiintetett kroma-
togram alapjdn, az egyes gorbeszakaszok alatti teriletek
ardnydbol szdmitottuk ki. Az eredményeket a 15. tdbl4-
zatban kozoljik.

14. tdblizat

Vegyiilet

Konverzidariny, % Hozam, g
To-Hidroxi-3,12-diketo-58-koldnsav (A csiics) 0,23 0,11
3a,7a-Dihidroxi-12-keto-58-koldnsav (B cstics) 97,02 47,80
Egyéb szdrmazékok 0,75 0,37
Kdlsav (D csics) 2,0 0,99
15. tdbldzat

Vegyiilet Konverzidardny, % Hozam, g
7e-Hidroxi-3,12-diketo-58-koldnsav + egy azonositatlan
anyag (A csics) 8,6 4,24
3a,7a-Dihidroxi-12-keto-56-koldnsav (B cstics) 85,3 42,11

- Egyéb szdrmazékok 2,0 0,99
Kolsav 4,1 2,02
22
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16. példa

A 9. példdban kozoltek szerint jarunk el, azzal a kii-
16nbséggel, hogy az Arthrobacter CA-35-A589-47 torzs
helyett Arthrobacter CA-35-Y-37-12 térzset (FERM-P 5
No. 5530, ATCC No. 31660) haszndlunk fel. 49,33 ¢
szildrd anyagot kapunk, amely a fermentdcios termékek
és az 4t nem alakult kolsav elegye.

Az elegyet a 6. példdban ismertetett koriilmények
k6z6tt nagysebességli folyadékkromatogrifids elemzés- 10
nek vetjiik ald.

A kromatogramot a 13. dbrdn mutatjuk be. A kroma-
togram A, B, C és D csticsa — hiteles mintdkkal végzett
Osszehasonlitds alapjdn — rendre a 7o-hidroxi-3,12-di-
keto-5g-koldnsavnak, 3a,7a-dihidroxi-12-keto-58-koldn- 15
savnak, 7a,12a-dihidroxi-3-keto-58-koldnsavnak és kdl-
savnak felel meg.

Az A, B, C és D cslcsnak megfeleld frakcidkat elki-
16nitjiik, majd vékonyrétegkromatogrifidsan vizsgéljuk.
Valamennyi frakcié csak egy vegyiiletet tartalmaz. 20

Az egyes termékek hozamdt, valamint az it nem ala-
kult kdlsav mennyiségét a 13. dbrdn feltiintetett kroma-
togram alapjdn, az egyes gOrbeszakaszok alatti teriiletek
ardnydbol szamitottuk ki. Az eredményeket a 16. tabli-
zatban k6z6ljik. 25

17. példa
' 30

Az 1. példdban kozéltek szerint jdrunk el, azzal a kii-
lonbséggel, hogy az Arthrobacter CA-35 tdrzs helyett
Brevibacterium CA-6 torzset (FERM-P No. 5144, ATCC
No. 31661) hasznélunk fel.

A kapott szildrd anyagot, amely a fermentécios ter- 35
mékek és a kdlsav elegye, az 1. példdban ismertetett
korilmények koOzott nagysebességli folyadékkromato-
gréfids elemzésnek vetjiik ald.

A kromatogramot a 14. dbrdn mutatjuk be.

Az E, A, B és D csiicsnak megfelel frakciokbdl el- 40
kilonitjik a termékeket, és az egyes termékek kémiai
szerkezetét tomegspektrum, infravords spektrum és
NMR-spektrum felvételével vizsgiljuk. A spektrum-
adatok egyértelmfien igazoljik, hogy a felsorolt frakcick
rendre 7o-hidroxi-3,12-diketo-A* -kolénsavat, 7a-hidroxi- 45
3,12-diketo-58-koldnsavat, 7a,3a-dihidroxi-12-keto-56-
koldnsavat, illetve kdlsavat tartalmaznak. Az X és Y
csticsnak megfeleld frakciokban 1évS vegyiileteket nem

_azonositottuk.

A 14. dbrin bemutatott kromatogramban az X és Y 50
csucstdl eltérd csticsok alatti teriiletek ardnya (vagyis az
E: A:B:D terilletardny) 12,2: 22,2:44,9: 20,7.

18. példa

Az 1. példdban kozoltek szerint jarunk el, azzal a kii-
lonbséggel, hogy az Arthrobacter CA-35 torzs helyett
Corynebacterium CA-53 torzset (FERM-P No. 5532,
ATCC No. 31662) haszndlunk fel. 82 g szildrd anyagot
kapunk, amely a fermenticids termékek és az 4t nem
alakult kélsav elegye.

A kapott elegyet nagysebességii folyadékkromatogrd-
fids elemzésnek vetjik ald. Az elemzést az 1. példiban
kozoltek szerint végezzik, azzal a kiilonbséggel, hogy
eludlészerként a 30:70 térfogatardnyy viz — metanol
elegy (pH = 2,5) helyett 30: 70 térfogatardnyi, 4,0 pH-
értekd viz — metanol elegyet haszndlunk fel.

A kromatogramot a 15. 4brdn mutatjuk be. A kroma-
togram A, B, C és D cslcsa — hiteles mintdkkal végzett
Osszehasonlitds alapjdn — rendre a 7o-hidroxi-3,12-di-
keto-5p-koldnsavnak, 3«,7a-dihidroxi-12-keto-58-koldn-
savnak, 7o-hidroxi-3,12-diketo-A? -kolénsavnak és kol-
savnak felel meg.

Az A, B és C csticsnak megfeleld frakciokbdl elkiils-
nitjik a termékeket, és a termékek kémiai szerkezetét
toregspektrum, infravords spektrum és NMR-spektrum
felvételével vizsgiljuk. A spektrum-adatok egyértelmiien
igavoljdk, hogy termékként rendre 7o-hidroxi-3,12-di-
keto-58-koldnsavat, 3a,7a-dihidroxi-12-keto-58-koldnsa-
vat és 7o-hidroxi-3,12-diketo-A*-kolénsavat kaptunk.

1. Osszehasonlito példa

Héromnyaki gdomblombikba 10 g, a fentiek szerint
elgdllitott 3o, 7a-dihidroxi-12-keto-58-koldnsavat mériink
be. és a vegyiilethez lassu titernben 100 ml etilén-glikolt
és 20 mi vizben oldott 10 g kdlium-hidroxidot adunk.
Ezutdn az elegyhez 10 ml 85 %-os hidrazin-hidritot
adunk, majd a kapott elegyet 2 6rin 4t 100 °C-on vissza-
folyatds kozben forraljuk. Ezutin az elegy h6mérsékletét
folcozatosan novelve a forraldst 4 6rin 4t 185—199°C-on
folytatjuk, és ekdzben kidesztilldljuk a hidrazin-hidrdtot.
A reakcidelegyet lehiitjiik, vizzel higitjuk, majd az elegy
pH-dt 3-ra allitjuk. A kivdlt csapadékot leszfirjiik, vizzel
mossuk és levegdn szdritjuk. 8,5 g 3a,7a-dihidroxi-56-
koldnsavat (CDCA) kapunk.

2. dsszehasonlito példa

Héromnyakid gomblombikba 3 g, a fentiek szerint el§-
allitott 7a-hidroxi-3,12-diketo-54-koldnsav 70 ml piridin-
nel készitett oldatit mérjiik be, és az oldathoz 1 mél
p-toluolszulfonil-kloridot adunk. A kapott elegyet 1

16. tabliza*
Vegyiilet Konverzibariny, % Hozam, g
7a-Hidroxi-3,12-diketo-56-koldnsav (A cstics) 7,7 3,80
3a,7a-Dihidroxi-12-keto-58-koldnsav (B cstics) 90,0 44 40
7a,12a-Dihidroxi-3-keto-58-koldnsav (C csics) 0,3 0,15
Kélsav (D cstcs) 2,0 0,98
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6rin 4t 0°C-on tartjuk, majd 5 6rin 4t visszafolyatds
kozben forraljuk. Ezutdn az elegyhez 3 n vizes sdsav-
oldatot adunk, majd az elegyet 100 ml éterrel extrahdl-
juk. Az extraktumbdl csokkentett nyomdson lepdroljuk
caz étert. 2,5 g AS- ésjvagy A”-3,12-diketo-kolénsavat
kapunk. 2 g igy kapott maradékot 10 ml 1 n vizes
ndtriumhidroxid-oldatban oldunk, 'az oldathoz 0,1 g
Raney-nikkelt adunk, majd az elegybe 0,01 mdl hidro-
géngdzt vezetiink, és a reakcidelegyet éjszakan it dllni

illetve azok mutdnsait vagy varidnsait tenyésztjik, majd

a kapott terméket elkiilonitjik. (Els§bbsége: 1979.

augusztus 21.)

4. A 3. igénypont szerinti eljdrds foganatositdsi
moédja, azzal jellemezve, hogy a fermenticidban az
Arthrobacter CA-35 (FERM-P No. 5532, ATCC No.
31662) vagy Brevibacterium CA-6 (FERM-P No. 5144,
ATCC No. 31661) torzsek valamelyikét, illetve ezek
mutdnsait vagy varidnsait haszndljuk fel. (ElsSbbsége:

hagyjuk. Termékként 3a,12a-dihidroxi-5p-kolinsavat 19 1979.augusztus 21.)
(dezoxikolsavat) és 3e,128-dihidroxi-5p-koldnsavat ka- - 5. A 4. igénypont szerinti eljirds foganatositdsi
punk 90 %-os hozammal. modja, azzal jellemezve, hogy a megnevezett mikroorga-
nizmusok mutdnsaiként vagy varidnsaiként Arthrobacter
CA-35-A589-29-32 (FERM-P No. 5522, ATCC No.
Szabadal;niigénypontok 15 31652), Arthrobacter CA-35-A589-47 (FERM-P No.
5523, ATCC No. 31653), Arthrobacter CA-35-A849
1. Mikrobiolégiai eljérds az (I) dltaldnos képletii koldn- (FERM-P No. 5524, ATCC No. 31654), Arthrobacter
sav-szarmazékok eldallitasdra — ahol CA-35-A-1071-15 (FERM-P No. 5525, ATCC No.
X oxigénatomot vagy"’OH csoportot jelent, és 31655), Arthrobacter CA-35-A-1448 (FERM-P No. 5526,
~H } ’ 20 ATCC No. 31656), Arthrobacter CA-35-A-1766-15
R jelentése hidrogénatom, alkdlifém-atom vagy alkali- (FERM-P No. 5528, ATCC No. 31658), Arthrobacter
foldfém-atom, azzal jellemezve, hogy koélsavat vagy CA-35-A-1475 (FERM-P No. 5527, ATCC No. 31657),
egy kolsav-sot tartalmazé tdpkozegben az adott tdp- Arthrobacter CA-35-M-965-3 (FERM-P No. 5529,
kdzegen novekedni képes, (1) dltaldnos képletli koldnsav- ATCC No. 31659) vagy Arthrobacter CA-35-Y-37-12
szdrmazékokat termeld, az Arthrobacter, Brevibacterium 25 (FERM-P No. 5530, ATCC No. 31660) torzset hasznd-
vagy Corynebacterium nemzetségbe tartozé mikroorga- lunk fel. (ElsGbbsége: 1980. jinius 17.)
nizmust, nevezetesen az Arthrobacter CA-35 (FERM-P 6. Az 1. igénypont szerinti eljards foganatositdsi
No. 5145, ATCC No. 31651), Brevibacterium CA-6 médja 7a-hidroxi-3,12-diketo-58-koldnsav el6éllitdsira,
(FERM-P No. 5144, ATCC No. 31661) vagy Coryne- azzal jellemezve, hogy az 1. igénypont szerinti torzseket,
bacterium CA-53 (FERM-P No. 5532, ATCC No. 31662) 3p illetve azok mutdnsait vagy varidnsait ienyésztjik, majd
torzsek valamelyikét, illetve ezek mutdnsait vagy varidn- a kapott terméket elkiilonitjik. (ElsGbbsége: 1979.
sait tenyésztjilk, majd a kapott termékeket elkiilénitjiik. augusztus 31.)
(Elsébbsége: 1980. augusztus 18.) 7. A 6. igénypont szerinti eljards foganatositdsi médja,
2. Az 1. igénypont szerinti eljdrds foganatcsitdsi azzal jellemezve, hogy a fermentdciéban az Arthrobacter
médja, azzal jellemezve, hogy a megnevezett mikroorga- 35 CA-35 (FERM-P No. 5532, ATCC No. 31662) vagy
nizmusok mutdnsaiként vagy varidnsaiként Arthrobacter Brevibacterium CA-6 (FERM-P No. 5144, ATCC No.
CA-35 (FERM-P No. 5145, ATCC No. 31651), Arthro- 31661) torzsek valamelyikét, illetve ezek mutdnsait vagy
bacter CA-35-A589-29-32 (FERM-P No. 5522, ATCC varidnsait haszndljuk fel. (Els6bbsége: 1979. augusztus
No. 31652), Arthrobacter CA-35-A589-47 (FERM-P 31)
No. 5523, ATCC No. 31653), Arthrobacter CA-35- 40 8. Az 1. igénypont szerinti eljdrds foganatositdsi
A849 (FERM-P No. 5524, ATCC No. 31654), Arthro- médja, azzal jellemezve, hogy a fermentdciéban Coryne-
bacter CA-35-A-1071-15 (FERM-P No. 5525, ATCC bacterium CA-53 (FERM-P No. 5144, ATCC No. 31661)
No. 31655), Arthrobacter CA-35-A-1448 (FERM-P torzset vagy ennek mutdnsait vagy varidnsait haszndljuk
No. 5526, ATCC No. 31656), Arthrobacter CA-35-A- fel. (ElsGbbsége: 1980. jinius 19.) :
1475 (FERM-P No. 5527, ATCC No. 31657), Arthro- 45 9. Az 1. igénypont szerinti eljards foganatositdsi
bacter CA-35-A-1766-15 (FERM-P No. 5528, ATCC modja, azzal jellemezve, hogy a szubsztritumot — kdl-
No. 31658), Arthrobacter CA-35-M-965-3 (FERM-P savban kifejezve — 1-500 g/l koncentriciéban hasznil-
No. 5529, ATCC No. 31659), Arthrobacter CA-35-Y- juk fel. (Els6bbsége: 1980. augusztus 18.)
37-12 (FERM-P No. 5530, ATCC No. 31660), Brevi- 10. A 9. igénypont szerinti eljdrds foganatositdsi
bacterium CA-6 (FERM-P No. 5144, ATCC No.31661) 50 mddja, azzal jellemezve, hogy a szubsztritumot — kol-
vagy Corynebacterium CA-53 (FERM-P No. 5532, savban kifejezve — 5—300 g/l koncentriciéban hasznél-
ATCC No. 31662) torzset haszndlunk fel. (ElsGbbsége: juk fel. (ElsGbbsége: 1980. augusztus 18.)
1980. augusztus 18.) 11. A 10. igénypont szerinti eljdrds foganatositdsi
3. Az L. igénypont szerinti eljdrds foganatositdsi modja, azzal jellemezve, hogy a szubsztritumot — kol-
médja 3a,7a-dihidroxi-12-keto-58-koldnsav elallitdsdra, 55 savban kifejezve’ — 10-200 gjl koncentriciéban hasz-
azzal jellemezve, hogy az 1.igénypont szerinti torzseket, ndljuk fel. (ElsGbbsége: 1980. augusztus 18.)
16 db dbra
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