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Den foreliggende opfindelse angar en forbedret fremgangs-
made til fremstilling af kendte og hidtil ukendte deriva-
ter af det antibiotisk virksomme cycliske peptid benavnt
A-21978C, som har den almene formel

ﬂ THz
C/gq\\//CHa I/’\\I// I

i
/\/ '\ /T o

NH-R
Ho' | HZ’C/\'__N/\)“\/ '\/ .
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/
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hvori R betegner C8—C12—alkanoyl. Fremgangsmaden er ejen-
dommelig ved, at man leder den tilsvarende C8-C12—alkan-
syre eller en ester eller et salt deraf til dyrknings-
mediet af en voksende A-21978C - producerende Strepto-
myces roseosporus kultur udvalgt blandt NRRL 11379, NRRL
15998 eller en mutant deraf med vasentligt samme egenska-
ber, under produktionstrinnet af fermenteringen. Fordele-
ne ved den omhandlede fremgangsmade er, (1) at der er in-
volveret farre reaktionstrin end i de kendte processer,
(2) at produktudbyttet er forgget, og (3) at der kraves
mindre tid til gennemfgrelse af fremgangsmaden.
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A-21978C-familien af antibiotika er fremragende antibak-
terielle midler (se ogsd Bernard J. Abbott, David, David
S. Fukuda og Manuel Debono, US patentskrift nr.
4 537 717). Tidligere kravede fremstillingen af disse de-
rivater en proces i adskillige trin, som var tidsforbrug-
ende og kostbar, og som gav ringe udbytter. Med den fore-
liggende opfindelse tilvejebringes en forbedret frem-
gangsmadde, hvormed man direkte kan fremstille disse A-
21978C-derivater. Den kendte fremgangsmadde til fremstil-
ling af et derivat med formel I, sdsom n-decanoyl-deriva-
tet af A-21978C, kravede de f¢lgende reaktionstrin:

1. Fermentering af den A-21978C-producerende kultur.
a. Opstart med en ampul med flydende nitrogen.

b. Primzrt podningstrin (48 timer).

c. Sekundert podningstrin (24 timer).

d. Tertizrt podningstrin (24 timer).

e. Fermentering (140 timer).

2. Filtrering, adsorption pé& harpiks og eluering samt

koncentrering.

3. Fremstilling af t-Boc (t-butoxycarbonyl-beskyttet)
kompleks.

4. Koncentrering af det beskyttede kompleks.

5. Fermentering af den deacylerende kultur ved brug af
f.eks. Actinoplanes utahensis.

a. Opstart med en ampul med flydende nitrogen.

b. Primert podningstrin (72 timer).

c. Sekundart podningstrin (48 timer).

d. Fermentering (67 timer).

6. Deacylering af komplekset med den deacylerende kultur.
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7. Filtrering, adsorption pa harpiks og eluering samt

koncentration.

8. Reacylering.

9. Hydrolyse af den beskyttende gruppe.
10. Endelig rensning.

Ved den omhandlede nye fremgangsmadde satter man en CB-
Clz-alkansyre (en ROH-forbindelse, hvori R har den oven-
for angivne betydning), eller en ester eller et salt der-
af, til den A-21978C-producerende kultur under produk-
tionstrinnet af fermenteringen (trin le) til dannelse af
den tilsvarende forbindelse med formel I. Med den omhand-
lede fremgangsmdde kan man eliminere trinnene 3, 4, 5, 6,
7, 8 og 9 i den kendte proces. Desuden bevirker den nye
fremgangsmade en vasentlig for¢gelse af de opndede udbyt-
ter i forhold til de udbytter, som kan opnds ved den

kendte fremgangsmade.

Streptomyces roseosporus stammerne NRRL 11379 (A-21978.6)
og NRRL 15998 (A-21978.65), en mutantstamme af NRRL
11379, er nyttige A-21978C-producerende Kkulturer. Disse
kulturer indgdr i samlingen af stamkulturer hos the
Northern Regional Research Center, US Department of
Agriculture, Agricultual Research Service, Peoria Illi-
nois 61604, hvorfra de er tilgangélige for offentligheden
under deponeringsnumrene NRRL 11379 og NRRL 15998. S.
roseosporus NRRL 11379 kulturen og betingelserne for den-
nes anvendelse ved produktion af A-21978C-antibiotika er
beskrevet af Robert L. Hamill og Marvin M. Hoehn i US pa-
tentskrift nr. 4 331 594.

S. roseosporus NRRL 15998 kulturen og betingelserne for
dennes anvendelse ved produktion af A-21978C-antibiotikum

er beskrevet i den af foreliggende patentans¢gning af-
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delte danske patentanse¢gning nr. 1487/91. Yderligere skal
det nazvnes at NRRL 15998 kulturen er deponeret den 5.
september 1985 i henhold til Budapesttraktaten.

De naturligt forekommende A-21978C-faktorer beskrevet i
US patentskrift nr. 4 331 594 er faktorerne CO' Cl' Cz,
C3, C4, og CS. I faktorerne Cl’ CZ’ 03, C4 og C5 betegner
R i formel I en specifik ClO—Clz-alkanoylgruppe. A-21978C
faktor CO'
enkelt forgrenet Clo—alkanoyl-sidekade, har vist sig at

som tidligere formodedes at indeholde en

bestd af en blanding af to komponenter i et omtrentligt
forhold p& 2:1. Hovedkomponenten indeholder en forgrenet
Clo—sidekade, mens den mindre betydende komponent inde-
holder en ligekadet Clo-sidekade.

Nar en forbindelse med formel I fremstilles ved frem-
gangsmaden ifglge opfindelsen, betegnes den af bekvemme-
lighedsgrunde ogsd som en A-21978C-faktor. Med undtagelse
af de naturligt forekommende faktorer benytter man lang-
den af sidekaden til at betegne faktoren. Eksempelvis vil
en forbindelse med formel I, hvori R betegner octanoyl,
blive benzvnt en A—21978C8-faktor, ndr den er fremstillet
ved fremgangsmdden ifglge opfindelsen.

Alkyl-delen af CB-Clz-alkansyren, eller af esteren eller
saltet deraf (substratet), som benyttes ved fremgangs-
maden ifglge opfindelsen, kan vare en ligekadet eller
forgrenet gruppe. Til fremstilling af de naturligt fore-
kommende A-21978C-faktorer Cl' C2’ C3 vil man f. eks. an-
vende en 8-methyldecan-, 10-methyldodecan- -eller 10-me-
thylundecansyre eller en ester eller et salt deraf. Det
foretrazkkes at anvende de ligekazdede C8—C12-syrer, estere
og salte deraf ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen,
fordi de er let tilgangelige og billige. Et sarligt fore-
trukkent substrat er n-decansyre samt estere og salte

deraf.
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Nar man anvender en ester af en CS—Clz—alkansyre, fore-
trakker man Cl—c4-alkylestere. I en sddan ester kan Cs-
C4-alky1gruppen ogsa vare ligekazdet eller forgrenet.
Reprasentative egnede salte af CB-Clz—alkansyrer, som kan
anvendes ved fremgangsmaden, omfatter salte dannet med
alkalimetaller og jordalkalimetaller, sdsom natrium, ka-
lium, lithium, cesium, zrubidium, barium, calcium eller
magnesium. Egnede aminsalte omfatter ammoniumsalte, pri-
mere, sekundere og tertizre Cl-C4-a1kylammoniumsalte og
hydroxy—cz—C4—alkylammoniumsalte.

Fortrinsvis sattes substratet til fermenteringsmediet i
form af en steril opl¢sning. Et serligt nyttigt oplg¢s-
ningsmiddel til dette er methyloleat, selv om man ogsa
kan anvende andre opl¢sningsmidler, sdsom ethanol, ethyl-
acetat og Cl—c4—estere af umaettede fedtsyrer. Hvis sub-
stratet er tilstrazkkeligt flydende ved fermenteringstem-
peraturen, kan det tilsattes direkte.

Den hastighed, hvormed man tilsztter substratet, skal vea-
re tilstrakkeligt lav til, at man undgdr at frembringe en
toxisk indvirkning pd fermenteringen, men ogsd tilstrak-
keligt hgjt til at foregge udbyttet af den ¢nskede forbin-
delse med formel I. Tilsatningshastigheder pa mellem ca.
0,05 og ca. 0,5 ml pr. liter fermenteringsvaske pr. time
er at foretrazkke. En hastighed pa& mellem ca. 0,1 og ca.
0,2 ml pr. liter fermenteringsvaeske er sarligt foretruk-

ken.

Substratet sattes til den voksende A-21978C-producerende
Kultur under produktionstrinnet af fermenteringen, idet
tilsaztningen pdbegyndes efter mellem ca. 15 og ca. 32 ti-
mer og fortsattes indtil fermenteringen er tilendebragt.
Substratet kan tilsattes ved forskellige metoder, men det
tilsattes fortrinsvis ved en metode, som giver den bedste
tilnermelse til en stabil str¢mning.
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Efter fermenteringen kan man, om ¢nsket, udvinde den
frembragte forbindelse med formel I ved anvendelse af i
sig selv kendte procedurer (se f. eks. US patentskrift
nr. 4 331 594).

Dyrkningsmediet, som benyttes til dyrkning af kulturen
Streptomyces roseosporus NRRL 15998, kan vare valgt
blandt en rzkke forskellige medier. Af hensyn til en ¢ko-
nomisk produktion, et optimalt udbytte og en bekvem iso-
lation af produktet foretrazkker man imidlertid bestemte
dyrkningsmedier. En foretrukken carbon-kilde til fermen-
tering i stor mdlestok er sdledes tapioca-dextrin, selv
om man ogsd kan anvende glucose, fructose, galactose,
maltose, mannose, bomuldsfrgolie, methyloleat, glycerol,
raffineret sojab¢gnneolie og lignende. En foretrukken ni-
trogen-kilde er enzym-hydrolyseret casein, selv om man
ogséd kan anvende oplgseligt ko¢d-pepton, sojabgnnemel,
sojabgnnehydrolysat, grovmalede sojabgnner, g=r, amino-
syrer, sésom L-asparagin og DL-leucin, og lignende. Na-
rende uorganiske salte, som kan inkorporeres i dyrknings-
mediet, er oplgselige salte, som kan tilvejebringe ka-
liumioner, ammoniumioner, chloridioner, sulfationer, ni-
trationer og lignende. Blandt disse salte er K2804 sar-
ligt nyttigt til antibiotisk produktion. Melasse-aske,
aske-dialysater og syntetiske mineralblandinger er lige-

ledes nyttige.

Til produktion af A-21978C-antibiotika foretrazkker man at
anvende destilleret eller demineraliseret vand i fermen-
teringsmediet. Visse af de mineraler, som findes i almin-
deligt ledningsvand, sésom calcium og carbonat, synes at
pavirke den antibiotiske produktion i uheldig retning.

Vasentlige sporstoffer, som er ngdvendige for organismens
vakst og udvikling, bgr ogsd forefindes i dyrknings-
mediet. Sadanne sporstoffer optrader sadvanligvis som
urenheder i de ¢vrige bestanddele af mediet i mangder,
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som er tilstrekkelige til at imgpdekomme organismens

vekstkrav.

Det kan vere ngdvendigt at tilsaztte smd mengder (eksem-
pelvis 0,2 ml/liter) af et anti-skummiddel, sasom poly-
propylenglycol, ved fermentering i stor malestok, hvis

skumning bliver et problem.

For at opnd tilpas store mengder A-21978C-antibiotika
foretrazkker man submers aerob fermentering i tanke. Imid-
lertid kan man ogsd@ opnd smd@ mengder A-21978C-antibiotika
ved rysteflaskedyrkning. P& grund af den tidsforsinkelse,
i den antibiotiske produktion, som sadvanligvis er for-
bundet med podning af store tanke med en sporeform af or-
ganismen, foretrazkkes det at anvende et vegetativt pode-
stof. Dette vegetative podestof fremstilles ved at pode
et lille volumen af dyrkningsmediet med sporeformen eller
med myceliske fragmenter af organismen med henblik pa at
opnd en frisk, aktivt voksende kultur af organismen. Det
vegetative podestof overfgres derefter til en stgrre

tank.

Den A-21978C-producerende organisme kan dyrkes ved tempe-
raturer pad mellem ca. 20 og ca. 40 °C. Den optimale A-
21978C-produktion synes at optrade ved temperaturer pa

omkring 30 - 32 °C.

Som det er szdvane ved aerobe sﬁbmerse dyrkningsproces-
ser, dispergerer man steril luft i dyrkningsmediet. For
at opnd en effektiv produktion af A-21978C-antibiotikum-
met bg¢r den procentvise luftmetning ved tankproduktion
vaere over 20%, fortrinsvis over 30% (ved 30 °C og et tryk

pd 1 atmosfere).

Ved tankfermentering foretrazkkes det at holde fermente-
ringsmediets pH-niveau i et omrade fra omkring 6,5 til
omkring 7,0. Dette kan gg¢res ved at tilsatte passende
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mengder af eksempelvis natriumhydroxid (i de tidlige

trin) og saltsyre (i de senere trin).

Produktionen af A-21978C-antibiotikummet kan fglges under
fermenteringen ved at teste pr¢ver af vaesken eller af
ekstrakter af myceliets faste bestanddele for antibiotisk
aktivitet over for organismer, som vides at vere sensiti-
ve over for disse antibiotika. En sadan pr¢veorganisme,
som er nyttig til at teste disse antibiotika, er
Micrococcus luteus. Pr¢gven gennemfores fortrinsvis som en

papirskive-pr¢ve pad agarplader.

Alternativt kan de faste bestanddele fra dyrkningen, her-
under bestanddele af mediet og myceliet, benyttes uden
ekstraktion eller separation, men fortrinsvis efter fjer-
nelse af vand, som en kilde for de omhandlede A-21978C-
antibiotika. Efter produktion af den antibiotiske A-
21978C-aktivitet kan man f. eks. t¢rre dyrkningsmediet
ved lyofilisering og blande det direkte med en foderblan-

ding.

De ved den omhandlede fremgangsmade fremstillede forbin-
delser med formel I er fremragende antibakterielle mid-

ler.

Opfindelsen illustreres narmere ved de fglgende eksemp-

ler.



10

15

20

25

30

35

DK 165416 B

EKSEMPEL 1

Fremstilling af A-21978C-komplekset

Man fremstillede en stamkultur, som holdes i dampfasen af
flydende nitrogen. Streptomyces roseosporus NRRL 15998,
som indtil anvendelsen var blevet opbevaret i dampfasen
af flydende nitrogen, benyttedes til at pode 50 ml af et
vegetativt medium med fglgende sammensztning:

Ingrediens Mzngde (%)
Trypticase-sojavaske | 3,0
Dextrin 2,5
vand (demineraliseret) 94,5

IBaltimore Biological Laboratories, Cockeysville, MD.

Det podede medium blev inkuberet i en 250 ml Erlenmeyer-
kolbe ved 30 °C i 48 timer pd et rysteapparat, der rote-
rede i en bue med diameter 5 cm og med en omdrejnings-
hastighed pa 250 omdr./min. Den modne vegetative kultur
blev fordelt i et antal beholdere (0,5 ml/beholder) og

opbevaret i dampfasen af flydende nitrogen.

Med henblik pa& at opnd en ste¢rre ensartet forsyning af
opbevaret materiale benyttede man 1 ml af kulturen, som
opbevaredes i flydende nitrogen, til at pode 80 ml af det
ovenfor beskrevne vegetative medium. Det podede vegeta-
tive medium blev inkuberet i en 250 ml Erlenmeyer-kolbe
ved 30 °C i 48 timer pd et rysteapparat, der roterede i
en bue med en diameter pd 5 cm og en omdrejningshastighed

pad 250 ommdr./min.

10 ml af en sadan kultur blev benyttet til at pode 450 ml
af et vegetativt vakstmedium i andet trin, hvilket medi-
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um havde samme sammensaztning som det primzre vegetative
medium beskrevet ovenfor. Dette medium i andet trin blev
inkuberet i 2 liter Erlenmeyer-kolbe i 24 timer ved 30 °C
pd et rysteapparat, der roterede i en cirkelbue med en
diameter p& 5 cm og med en omdrejningshastighed pa 250
omdr. /min. '

1 liter af den vegetative kultur i andet trin blev benyt-
tet til at pode 39 liter af et sterilt tertiart udvik-
lingsmedium med fplgende sammensatning:

Ingrediens Mzngde (%)
Sojabgnnemel 0,5
Gaerekstrakt 0,5
Calciumgluconat 1,0

xCc1P 0,02

MgSO, . 7H,0" 0,02

Feso, . 7H,0° 0,0004
Sag 471 (antiskummiddel)® 0,03

Vand 97,9296

3pifco Laboratories, Detroit MI
b Spormineralerne fremstilledes som fe¢lger: FeSO4.7H20
(7,6 g) Dblev oplgst i koncentreret HC1 (76 ml).
MgSO4.7H20 (380 g), KCl (380 g) og demineraliseret wvand
tilsattes til opndelse af et totalt volumen p& 3800 ml.
Til opndelse af de specificerede mineraler benyttes 80 ml
af oplgsningen pr. 39 liter tertizrt podningsmedium.

¢ Union Carbide, Danbury CT.

Det podede medium blev inkuberet i 24 timer i en rustfri
stdlbeholder ved 30 °C. Beholderen blev beluftet med ste-
ril luft i en mengde pa 0,85 v/v/min. og omr¢rt med kon-
ventionelle omrg¢ringsorganer, der roterede med 350 -~ 450
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omdr./min. Trykket i beholderen blev holdt pa 0,35
kg/cmz.

1 liter af det inkuberede terti®re podningstrin blev be-
nyttet til at pode 119 liter af et sterilt produktions-
medium med f¢lgende'sammensetning:

Ingrediens Mzngde (%)
Sojabgnnemel 2,2
Fe(NH4)ZSO4.6H20 0,066
Dextrose 0,825

Sag 471 0,022
Kartoffeldextrin 3,3
Melasse (mgrk sirup) 0,275
Ledningsvand 93,312

Efter tilsatning af de f¢rste 2 ingredienser blev pH ind-
stillet til 7,0, og denne indstilling blev gentaget, ef-
ter at alle ingredienser var blevet tilsat umiddelbart

for sterilisation.

Det podede produktionsmedium blev inkuberet i 6 dage i en
rustfri stdlbeholder ved 30 °C og beluftet med steril
luft i en mengde pa 0,5 v/v/min. Mediet blev omre¢rt ved
hjalp af Kkonventionelle omrgringsorganer, der roterede
med en omdrejningshastighed pad 250 omdr./min. i de f¢rste
15 timer og derefter med 350 omdr./min. Blandingens pH-
vaerdi blev holdt pd eller over 6,5 ved tilsatning af en
ammoniumhydroxidoplgsning. Udbyttet af A-21978C-komplek-
set var 0,282 g pr. liter fermenteringsveske ved afslut-
ningen af fermenteringen. Fordelingen af faktorer fremgar
af den efterf¢glgende tabel 1.
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EKSEMPEL 2

Forgget produktion af A-2197BC8

Det primzre, sekundere og tertiazre vaksttrin blev gennem-
fort som beskrevet i eksempel 1. Produktionstrinnet blev
iverksat som beskrevet i eksempel 1 med den undtagelse,
at man efter 28 timers forlgb begyndte at lede en steril
oplgsning, der bestod af 50% (v/v) caprylsyre (octansyre)
og methyloleat, til fermenteringsvasken med en hastighed
pa 0,13 ml pr. liter fermenteringsvaske pr. time, idet
man opretholdt denne tilsztningshastighed indtil afslut-
ningen af fermenteringen efter 144 timers forlgb. Udbyt-
tet af A-21978C-komplekset var 1,255 g pr. liter wveaske
svarende til en udbyttestigning pa 445% i forhold til ud-
byttet fra eksempel 1. Faktor }\—2197808 (forbindelsen med
formel I, hvori R er octanoyl) reprasenterede 9% af det
totale A-21978C-kompleks fremstillet ved denne metode.
Der kunne ikke pavises nogen faktor A-2197BC8 i det A-
21978C-kompleks, der fremstilledes ved metoden fra
eksempel 1.

EKSEMPEL 3

Forgpget produktion af A-21978C9

De primzre, sekundere og tertiare podnings- og udvik-
lingstrin blev gennemfgrt som beskrevet i eksempel 1.
Produktionstrinnet blev pdabegyndt som beskrevet i ek-
sempel 1 med den undtagelse, at man efter 28 timers for-
l¢b begyndte at lede en steril oplg¢sning, der bestod af
25% (v/v) nonansyre og 75% methyloleat, til fermente-
ringsvesken i en mangde pd 0,13 ml pr. liter fermente-
ringsveske pr. time, idet man opretholdt denne tilled-
ningshastighed indtil afslutningen af fermenteringen ef-
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ter 144 timers forle¢b. Udbyttet af A-21978C-komplekset
var 0,821 g pr. liter vaske, hvilket svarede til en for-
¢gelse pad 293% i forhold til det udbytte, der opnaedes i
eksempel 1. Faktor A-2197BC9 (formel I, hvor R er
nonanoyl) reprasenterede 10% af det totale A-21978C-kom-
pleks fremstillet ved denne metode. Der kunne ikke pa-
vises nogen faktor A-21978C9 i det A-21978C-kompleks, der
blev fremstillet ved metoden ifplge eksempel 1.

EKSEMPEL 4

Forgget produktion af A—21978010-faktoren (formel I,

hvor R er n-decanoyl)

De primazre og sekundere vegetative vaeksttrin blev dyrket
som beskrevet i eksempel 1. I det tertiare trin benytte-
des 800 ml af den sekundaere podekultur til at pode 950
liter af et sterilt tertiart udviklingsmedium med f¢l-~

gende sammensatning:

Ingrediens Mzngde (%)
Dextrose 2,0
Calciumcarbonat 0,2
Sojabgnnemel 2,0
Garekstrakt ' 0,1

kc1® 0,02

MgSO0,, . 7H,0° 0,02
FeSO,.7H,0° 0,0004

Sag 471 (antiskummiddel) 0,02

Vand 95,6396

a Oplg¢sningen af spormineraler fremstilledes som beskre-

vet 1 eksempel 1.
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Det podede medium blev inkuberet i 24 timer i en rustfri
stélbehodler ved 30 °C. Beholderen blev beluftet med ste-
ril luft i en mengde pad 0,8 v/v/min. og omr¢rt med
konventionelle omr¢ringsorganer. 1 liter af dette ter-
tiere podningsmedium blev benyttet til at pode 119 liter
af et produktionsmedium med den i eksempel 1 beskrevne
sammensztning. Produktionstrinnet blev ogsa pabegyndt som
beskrevet i eksempel 1 med den undtagelse, -at man efter
28 timers forlgb begyndte at lede en steril opl¢sning,
der bestod af 50% (v/v) caprinsyre (decansyre) og 50% me-
thyloleat, til fermenteringsvasken i en mengde pa 0,26 ml
pr. liter fermenteringsvaske pr. time, idet man opret-
holdt denne tilledningshastighed, indtil fermenteringen
blev afsluttet efter 283 timers forle¢b. Udbyttet af A-
21978C-komplekset var 1,94 g pr. liter fermenteringsves-
ke, hvilket svarede til en forggelse pa 687% i forhold
til udbyttet opndet i eksempel 1. Koncentrationen af fak-
tor 1\-21978010 (formel I, hvor R er n-decanoyl) var 1,63
g pr. liter eller 84% af det totale A-21978C-kompleks.
Denne mengde var 13583% st¢rre end den mangde A-21978010,
som opndedes ved anvendelse af proceduren fra eksempel 1.

EKSEMPEL 5

Alternativ metode til forg¢get produktion af A-—21978010

De primzre, sekundeare og tertizre podnings- og udvik-
lingstrin blev gennemf¢rt som beskrevet i eksempel 1.
Produktionstrinnet blev ivarksat som beskrevet i eksempel
1 med den undtagelse, at man efter 28 timers forlegb be-
gyndte at lede en steril oplg¢sning, der bestod af 25%
(v/v) caprinsyreethylester (ethylcaprat) og 75% methyl-
oleat, til fermenteringsvasken med en hastighed pa 0,13
ml pr. liter fermenteringsvaske pr. time. Man opretholdt
denne tilledningshastighed, indtil fermenteringen blev
afsluttet efter 144 timers forlegb. Udbyttet af A-21978C-
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komplekset var 1,022 g pr. liter vaske, hvilket var en
forggelse pa 362% i forhold til wudbyttet fra eksempel 1.
Koncentrationen af faktor A-2197BC10 var 0,202 g pr.
liter eller 20% af det totale A-21978C-kompleks. Denne
koncentration var 1683% ste¢rre end koncentrationen af A-

21978C10 opndet ved metoden fra eksempel 1.
EKSEMPEL 6

Alternativ metode til for¢gelse af produktionen af

A—21978C10

De primazre og sekundere vegetative veksttrin blev dyrket
som beskrevet i eksempel 1. Det tertizre podestof blev
dyrket som beskrevet i eksempel 4 med den undtagelse, at
mediets volumen var 1900 liter, og at varigheden af dette
trin blev forgget til 48 timer. Beluftningshastigheden
var 0,3 v/v/min. i timerne O - 24, 0,45 v/v/min. i timer-
ne 24 - 40 og 0,90 v/v/min. i timerne 40 - 48. Produk-
tionstrinnet blev iverksat som beskrevet i eksempel 1.
Efter 23 timers forlgb blev en steril opslamning af
0,004% garekstrakt portionsvis sat til fermenteringsme-
diet. Efter 36 tiemrs forlg¢b begyndte man at tilsatte en
opl¢sning af glycerol og ammoniumdecanoat, som tilfertes
med en hastighed pa 0,84 ml pr. liter fermenteringsvaske
pr. time. Denne fgdeopl¢sning indeholdt glycerol (3600
g), demineraliseret vand (9000 ml), caprinsyre (1 liter)
og en koncentreret ammoniumhydroxidopl¢sning (620 ml).
Tilledningen fortsattes med denne hastighed, indtil fer-
menteringen afsluttedes efter 143 timers forlgb. Udbyttet
af A-21978C-komplekset var 1,772 g pr. liter, hvilket
svarede til en forggelse pa 628% i forhold til udbyttet
fra eksempel 1. Koncentrationen af faktor A-21978C10 blev
bestemt til at vere 0,739 g pr. liter eller 42% af det
totale A-21978C-kompleks. Denne koncentration var 6158%
sterre end koncentrationen af A—21978C10 fremstillet ved
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metoden beskrevet i eksempel 1.
EKSEMPEL 7

Forgget produktion af A—2197BC11

De primzre, sekundere og tertizre podningstrin blev gen-
nemf¢ort som beskrevet i eksempel 1. Produktionstrinnet
blev iverksat som beskrevet i eksempel 1 med den undta-
gelse, at man efter 28 timers forlegb begyndte at lede en
steril opl¢sning, der bestod af 25% (v/v) undecansyre og
75% methyoleat, til fermenteringsmediet med en hastighed
pa2 0,13 ml pr. liter fermenteringsvaeske pr. time, idet
man fortsatte denne tilledning, indtil fermenteringen
blev afsluttet efter 144 timers forlgb. Udbyttet af A-
21978C~komplekset var 1,62 g pr. liter vaske, hvilket
svarede til en forggelse pa 574% i forhold til udbyttet
opnaet i eksempel 1. Faktor A-21978C11 (formel I, hvor R
er undecanoyl) blev bestemt til at vzre 0,70 g pr. liter
eller 43% af det totale A-~21978C-kompleks. Faktor A-
21978011 kunne ikke pavises i det A-21978C-kompleks, som
fremstilledes ved metoden ifglge eksempel 1.

EKSEMPEL 8

Forgget produktion af A-21978C5

De primzre, sekundzre og tertiazre podningstrin blev gen-
nemfprt som beskrevet i eksempel 1. Produktionstrinnet
blev iverksat som beskrevet i eksempel 1 med den undta-
gelse, at man efter 28 timers forle¢b begyndte at lede en
steril opl¢sning, der bestod af 25% (v/v) laurinsyre og
75% methyoleat, til fermenteringsmediet med en hastighed
pa 0,13 ml pr. liter fermenteringsvaeske pr. time. Man
fortsatte tilledningen indtil fermenteringens afslutning
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efter 144 timers forlegb. Udbyttet af A-21978C-komplekset
var 1,12 g pr. liter vaske, svarende til en forgpgelse pa
400% i forhold til udbyttet opndet i eksempel 1. Koncen-
trationen af faktor A-2197SC5 (formel I, hvor R er dode-
canoyl) blev bestemt til at vere 0,372 g pr. liter eller
33% af det totale A-21978C-kompleks. Denne koncentration
var 5314% ste¢rre end Kkoncentrationen af A—2197805,som
blev fundet i A—21978C90—komplekset fremstillet ved me-

toden fra eksempel 1.
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EKSEMPEL 9

Alternativ fremstilling af A-21978C-komplekset

Man fremstiller A-21978C-komplekset ved anvendelse af
proceduren fra eksempel 1, idet man dog benytter kulturen

Streptomyces roseosporus NRRL 11379.

EKSEMPEL 10

Alternativ metode til forgget A—21978010—produktion

Man fremstiller A—2197BClo ved anvendelse af fremgangs-
mdden ifplge eksempel 6, idet man benytter kulturen

Streptomyces roseosporus NRRL 11379.

EKSEMPEL 11

Rysteflaske-produktion af A-21978C-komplekset

Man benytter den generelle procedure beskrevet i eksempel
1, idet man dog anvender rysteflaske-betingelser med f¢l-

gende fermenteringsmedium:

Ingrediens Mzngde (g/1)
Glucose 7,5
Dextrin® 30
Enzym-hydrolyseret caseinb 5
Pepton 5
Melasse 2,5
Demineraliseret vand op til 1 liter
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®Stadex 11, A.E. Staley Co., Decatur IL

bNZ Amine A, Humko Sheffield Chemical, Lyndhurst NJ

cBiosate, Baltimore Biological Laboratories, Cockeysville
MD.

Udbyttet af A-21978C-kompleks ved denne fermentering er
1800 ug pr. ml fermenteringsvaske.
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Patentkrav:

1. Fremgangsmade til fremstilling af derivater af et an-
tibiotisk virksomt cyclisk peptid benavnt A-21978C, hvil-
ke derivater har den almene formel

// /
0='\ ) \}L \8/ - CONHz
o——eo { [ b 9
}-O/H—~\< H‘,5(;/>, *[:/\ AN 17>.\T/.\T/\, i /.\
= D) 2 |l
R =S

hvori R betegner en C8—Clz—alkanoylgruppe, kende -

tegnet ved, at man leder den tilsvarende C8—Clz-
alkansyre eller en ester eller et salt deraf til dyrk-
ningsmediet af en voksende A-21978C-producerende Strep-
tomyces roseosporus kultur udvalgt blandt NRRL 11379,
NRRL 15998 eller en mutant deraf med vasentligt samme

egenskaber, under produktionstrinnet af fermenteringen.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, k ende tegnet

ved, at man anvender en C8—C12—alkansyre.
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3. Fremgangsmdde ifglge krav 1, ke nde tegnet
ved, at man anvender en Cl-C4—alkylester af en C8-Clz—al—

kansyre.

4. Fremgangsmdde ifglge krav 1, k ende te gnet
ved, at man anvender et salt af en CB-Clz-alkansyre.

5. Fremgangsmade ifglge ethvert af kravene 1 - 4, ke n -
detegnet ved, at man anvender caprinsyre eller en

ester eller et salt deraf.

6. Fremgangsmadde ifgplge krav 1, k ende tegnet
ved, at den anvendte C8-C12-alkansyre er caprylsyre, no-
nansyre, undecansyre, laurinsyre eller en ester eller et

salt af en af disse syrer.
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