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Fremgangsmdde til selektivt at forege andelen af enkelte
hovedkomponenter af antibiotikum A 40926-kompleks

En fremgangsmdde til selektivt at foreje produk-
ticnen af faktor A og/eller faktor By af antibiotikum .
A 40926, enten for at isolere disse enkeltkomponenter
i forbedrede udbytter eller for at berige komplekset med
hensyn til den ene eller begge de navnte komponenter, be-

stdr i at man satter en passende prakursor for den en-
skede antibiotikum-faktor til en A 40926-producerende
kultur under garingen.
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Opfindelsen angadr en fremgangsmdde til fremstil-
ling af antibiotikum A 40926-kompleks, beriget med hensyn
til dets faktorer A og/eller Byr eller PA og/eller PB,
hvilken fremgangsmade er ejendommelig ved det i krav 1's

kendetegnende del angivne.
Antibiotikum A 40926 er et glykopeptidisk antibio-

tikum som er blevet isoleret fra en kultur af Actinomadu-
ra betegnet Actinomadura sp. ATCC 39727. Det er et kompleks
hvis faktorer er blevet benavnt faktor A, faktor B, fak-
tor BO’ faktor PA og faktor PB. Det er beskrevet i beskri-
velsen til EP-skrift A 177882.

Dette antibiotiske kompleks savel som de enkelte
faktorer deraf binder sig til D-alanyl-D-alanin-termine-
rende oligopeptider og er hovedsaligt virksom mod gram-
positive bakterier og arter af Neisseria.

Ved fremgangsmdden ifelge opfindelsen er det faktisk
muligt fx at pavirke mengdeforholdet af de enkelte hoved-
komponenter af antibiotikum A 40926-kompleks ved industri-
el gering i stor mdlestok. Denne fremgangsmade reprasente-
rer derfor et nyttigt verktej til regulering af sammenszt-
ningen af slutproduktet s& den svarer til standardspecifi-

kationer.
Desuden er det ved at gd frem i henhold til frem-

gangsmaden ifelge opfindelsen ogsd muligt direkte ud fra
geringsmassen af den producerende stamme at opna-et rapro-
dukt som er meget rigt med hensyn til antibiotikum A 40926

faktor A eller BO'
med hojere udbytter og ved mindre tidsrevende trin end el-

der derefter kan isoleres i ren form

lers.
Det er specielt den foreliggende opfindelses formdl

at tilvejebringe en fremgangsmade til at forege produktio-

nen af faktorerne PA og/eller PB i A 40926. Det er kendt
fra EP-skrift nr. A-177882 at disse to faktorer er naturlige
"forlebere" eller "prazkursorer" for antibiotikum A 40926,
henholdsvis faktorerne A og BO‘ Ved at gennemfore udvin-

dingen af de antibiotiske stoffer mens man i begranset
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grad udsatter dem for basiske betingelser, vil der derfor .

blive vundet et kompleks som er beriget med hensyn til faktor

PA og/eller PB i stedet for faktor A og/eller faktor By -
Nermere betegnet er den sarlige prakursor som foreger pro-
duktionen af antibiotikum A 40926 faktor PA den samme som
den der foreger andelen af antibiotikum 40926 faktor A,
og den prazkursor som svarer til faktor PB er den samme som
den der svarer til antibiotikum A 40926 faktor BO'

Den prakursor som giver en forggelse af andelen
af faktor B0 i antibiotikum A 40926 er udvalgt blandt va-
lin, salte deraf med syrer og baser som er ugiftige for
den producerende mikroorganisme, a-keto-isovalerianesyre,
salte deraf med baser som er ugiftige for den producerende
mikroorganisme, estere deraf med lavere mono- og polyhydro—
xyalkanoler, isosmersyre, salte deraf med baser som er ugif-
tige for den producerende mikroorganisme, estere deraf med
lavere mono- og polyhydroxyalkanoler, isobutanol og estere
deraf med syrer som er ugiftige for den producerende mi-
kroorganisme.

Den prazkursor som giver en foregelse af andelen
af faktor A i antibiotikum A 40926 kompleks er udvalgt
blandt n-propanol og estere deraf som er ugiftige for
den producerende mikroorganisme, propionsyre, salte der-
af med baser som er ugiftige for den producerende mikro-
organisme, estere deraf med lavere mono- og polyhydroxy-
alkanoler, isoleucin, salte deraf med syrer og béser som
er ugiftige for den producerende mikroorganisme, a-keto-
B-metylvalerianesyre, salte deraf med baser som er ugif-
tige for den producerende mikroorganisme, estere deraf
med lavere mono- og polyhydroxyalkanoler, 2-metylsmer-
syre, salte deraf med baser som er ugiftige for den pro-
ducerende mikroorganisme, estere deraf med lavere mono-
og polyhydroxyalkanoler, 2-metylbutanol og estere der-
af med syrer som er ugiftige for den producerende mikro-
organisme.

Salte med baser som er ugiftige for mikroorgani-

smen er salte hvor typen og koncentrationen af den giv-

ne kation er en sddan at den ikke forringer vaksten af
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mikroorganismekulturen eller produktionen af det enske-
de antibiotiske stof i betragtelig grad ved den koncen-
tration der bruges i garingsmassen. Eksempler pa disse
kationer er dem der stammer fra alkalimetaller og jord-
alkalimetaller sdsom natrium, kalium, kalcium og magne-
sium sdvel som dem der stammer fra aminer sdsom ammoni-
um, primezre, sekundare eller tertiare Cy_4-alkylammonium-
og hydroxy—C1_4—alkylammoniumioner. Foretrukne salte er
de salte som indeholder natrium-, kalium- eller ammoni-
umioner.

Eksempler pa syrer som er ugiftige for den produ-
cerende mikroorganisme, dvs. salte med syrer som ikke i
vesentlig grad forringer enten vaksten af mikroorgani-
smekulturen eller produktionen af det enskede antibio-
tiske stof, ved den koncentration ved hvilken de er til
stede i gazringsmassen, er fortrinsvis uorganiske syrer
sédsom saltsyre, selv om der ogsid i nogle tilfalde kan
vare organiske syrer til stede.

Estere af en egnet przkursor som defineret oven-
for med lavere mono- og polyhydroxyalkanoler er estere
med C1_6alkanoler med 1, 2, 3, 4, 5 eller 6 hydroxyfunk-
tioner pr. molekyle. Nar der bruges C,.42lkanoler md de
vere forskellige fra dem der virker som prazkursorer for
den anden antibiotiske faktor (dvs. butanol eller 2-me-
tylbutanol), med mindre der eonskes samtidig foregelse
af begge faktorer. . )

Foretrukne eksempler pd polyhydroxyalkanoler er
glycerol og propylenglykol.

Nar den lavere alkanol kan foreligge i forskel-
lige enantiomere og epimere former sigtes der i narve-
rende beskrivelse med tilhe@rende krav til hver enkelt

form for sig savel som blandinger af hvilke som helst

af de enkelte former i hvilket som helst mzngdeforhold.
Estere af en valgt hydroxyholdig przkursor som

defineret ovenfor, der er ugiftig for mikroorganismen,

er C2_22alkanoylestere hvor typen og koncentrationen

af alkanoyldelen i garingsmediet er en sadan at de ikke

forringer veksten af mikroorganismekulturen eller pro-
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duktionen af det enskede antibiotiske stof i vasentligt

omfang. I almindelighed foretrazkkes ligekadede C2_4a1—
kanoler.

Den anvendte antibiotikum A 40926-producerende

5 kultur er en kultur af Actinomadura sp. ATCC 39727 eller
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en mutant deraf med vasentligt samme egenskaber.

Fremgangsmdden ifelge opfindelsen indbefatter
dyrkning af en antibiotikum A 40926-producerende kultur
i et vandigt n@ringskulturmedium indeholdende en assimi-
lerbar kilde til kulstof, en assimilerbar kilde til.-ni-
trogen og uorganiske salte under de sadvanlige betingel-
ser som kendes til dyrKkning af streptomyceter i alminde-
lighed og for den A 40926-producerende stamme i sarde-
leshed (se ogsd ovennavnte EP-A-177882), i det der til-
szttes en effektiv mengde af den valgte prazkursor for
selektivt at forege produktionen af antibiotikum A 40926
faktor A og/eller faktor By,-

Den valgte prakursor kan sattes til garingsmediet
pad kontinuerlig eller diskontinuerlig mdde under garin-
gen, eller i en for-kultur, eller den kan sattes til
dyrkningsmediet for garingen. Den kan tilsattes direkte
hvis den er passende flydende ved gzringstemperaturen,
eller den kan tilsattes som en oplesning, suspension el-
ler emulsion og fortrinsvis i form af en vandig oples-
ning eller suspension. o

En "effektiv mzngde" af den valgte prakursor er
en mengde af en prazkursor som defineret foran, der ved
tils@tning til gzringen giver en koncentration af en se-
lektiv prakursor som er tilstrzkkelig hej til at frem-
bringe den selektive foregelse af den specifikke faktor
af antibiotikum A 40926 uden at bevirke toxiske virk-
ninger pa den i vakst verende kultur af den producerende
mikroorganisme.

Graden af tilsatning af prazkursoren md vere til-
strakkelig hej til at forege udbyttet af den onskede fak-
tor i vasentlig eller optimal grad uden dog at fremkalde

en toxisk virkning pa& garingen.
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I almindelighed kan det vere nyttigt at tilfere
en effektiv mengde af den valgte przkursor pa kontinuer-
lig eller portionsvis méde fra begyndelsen, eller under
geringens produktionsstadium.

I nogle tilfezlde kan det vare hensigtsmessigt at
tilfere en blanding af nogle af prakursorerne for en gi-
ven faktor eller dem alle for at opnd et maksimalt re-
sultat med minimale "toxiske" virkninger pa kulturen.

Efter garingen kan man om ensket udvinde antibio-
tikum A 40926~-kompleks eller de enkelte faktorer A eller
BO’ PA eller PB, ved kendte fremgangsmader eller indly- '
sende modifikationer deraf.

Nerings—-geringsmedier som egner til sig til ga-
ring af den A 40926-producerende stamme, som kan bruges
ved fremgangsmaden ifelge opfindelsen, indeholder sad-
vanligvis: en passende kulstofkilde der fx kan vare ud-
valgt blandt sukkerarter (fx glukose, sakkarose, malto-
se), polysakkarider (fx stivelse, dextran), polyalkoho-
ler (fx glycerol, propylenglykol); passende nitrogenkil-
der der fx kan vere udvalgt blandt ammoniumsalte, aspara-
gin, jordneddemel, soyamel, kedekstrakt, trypton, pep-
ton, gaerhydrolysat, garekstrakt og majsstebevand; og u-
organiske salte. Blandt de uorganiske salte som kan in-
korporeres i dyrkningsmedier kan navnes de sazdvanlige
opleselige salte med evne til at frembringe natrium-,
kalium-, jern-, zink-, kobolt-, magnesium-, kalcium-,
ammonium~, klorid-, karbonat-, sulfat-, fosfat-, nitrat-
og lignende ioner.

I almindelighed for-dyrkes den antibiotikumpro-
ducerende stamme i en rystekolbe hvorpa kulturen bruges
til podning af krukkefermentorer til produktion af va-
sentlige mengder af de antibiotiske stoffer. Det medium
der bruges til forkulturen kan vare det samme som det
der bruges til sterre gzringer, men der kan ogsd bruges

andre medier.
Geringen udferes gennem et tidsrum som varierer

mellem 50 og 150 timer under submerse, aerobe betingel-
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ser og ved en temperatur mellem 25—350C, fortrinsvis
mellem 27-33°cC. Tilsztning af den selektivt effektive
mezngde af vedkommende prakursorer kan ske til garingsme-
dierne for podningen med den producerende stamme, eller
24-48 timer efter at garingen er sat igang. Tilsatningen
kan ske i en eller flere portioner eller pd kontinuer-
lig made.

Ved et typisk forseg med fremgangsmiden ifglge
opfindelsen podes en kultur af den A 40926-producerende
stamme der holdes i havremels-agar-skrdkultur, i en kol-
be indeholdende 100 ml af et vegetativt medium. Efter
ca. 72 timer bruges prever af kulturen (5 ml) til pod-
ning af et antal garingskolber indeholdende hver 100 ml
geringsmedium, hvortil der szttes en selektivt effektiv maeng-
de prakursor efter behov. Hvis der enskes samtidig for-
egelse af de to faktorer af A 40926-kompleks, sattes
vedkommende prakursorer til samme garingskolbe. Garingen
fortsattes i yderligere 60-150 timer og overvages .ved
mellemrum ved HPLC, hvorefter garingskagen fjernes og
prever af garingssuppen analyseres ved HPLC.

Udvinding af de antibiotiske stoffer kan udferes
pa i og for sig kendt mdde og som beskrevet udferligt i

EP-A-177882.

Til veterinar anvendelse kan man bruge hele ga-
ringskagen eller en koncentreret garingssuppe.

Tils®ztning af prakursoren til gzringen ef en sa-
dan at den ikke i vasentlig grad pdvirker dens forudbe-
stemte pH-omrade. Nar der sdledes sattes prakursorer i
form af fri syre direkte til mediet, holdes pH under
kontrol ved pufring af mediet eller ved ejeblikkelig
neutralisering med baser som er ugiftige for mikroorga-
nismen.

Nar den przkursor som skal tilszttes er en amino-
syre kan den feores til gazringen som en vandig oplesning
af salte deraf med syrer eller baser som er ugiftige for
den producerende mikroorganisme, fx hydroklorider og na-

triumsalte, selv om man i mange tilf=zlde hensigtsmaessigt
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kan tilsatte aminosyre i form af en oplesning af det
"indre salt". Der kan bruges racemiske blandinger og
optisk aktive isomerer som prakursorer.

I almindelighed opnas der imidlertid hejere ud-
bytter ved tilsatning af L-formen end med den tilsvaren-
de D-form.

En foretrukken udferelsesform for fremgangsmaden
ifelge opfindelsen bestdr derfor i man bruger L-formen
af aminosyre-prazkursoren til at forege koncentrationen
af faktor B0 eller PB (L-valin eller et salt eller en
ester deraf), og/eller faktor A eller PA (L-isoleucin
eller et salt eller en ester deraf) af antibiotikum A

40926-kompleks. I henhold til denne foretrukne udferel-
sesform er det ogsd muligt at forege procentandelen af
faktor A eller B
komplekset.

Nar man bruger lavere alkansyre-prakursorer (2-

0 i geringsproduktet til over 80% af

metylsmersyre, isosmersyre, o-keto-isovalerianesyre el-
ler a-keto-p-metylvalerianesyre) kan tilsztningen ske
ved hjzlp af en vandig oplesning af salte deraf med u-
giftige baser; i almindelighed foretrzkkes ammoniumsal-
te og natriumsalte.

Nar der bruges estere af ovennazvnte lavere alkan-
syrer og umzttede fedtsyrer med lavere monohydroxyalka-
noler som prakursorer, er disse estere i almindelighed
afledet af metanol, =tanol eller propanol om end der
ogsd kan bruges estere med C4_6alkanoler. I dette til-

felde ma vedkommende C4_6alkanol vare en anden end den
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der kan virke som prazkursor for den anden faktor (isobu-
tanol, 2-metylbutanol eller propanol), med mindre der on-
skes samtidig foregelse af den anden faktor.

Alkanol-prakursorer sasom isobutanol, 2-metylbu-
tanol og n-propanol feres sadvanligvis som sadanne til
geringen. De kan imidlertid ogsa tilferes som estere
med syrer som er ugiftige for mikroorganismen. Disse sy-
rer ma vare forskellige fra dem der kan virke som pre-
kursorer for den anden A 40926-faktor med mindre der on-
skes samtidig foregelse ogsd af den anden faktor. Som
regel foretrzkkes estere med ligekadede C2_4alkansyrer
sédsom eddikesyre, propionsyre og sm@rsyre.

Den "selektivt effektive mzngde" som skal sazttes
til mediet ifglge den foreliggende opfindelse afhanger
af przkursortypen. Med esterne af de lavere alkansyrer
(isosmersyre, 2-metylsmersyre) bruges der som regel meng-
der der giver en koncentration af syren i garingsmediet mel-
lem 0,1 g/1 og 5 g/1, idet omradet mellem 0,1 g/l og-1
g/l foretrzkkes. Med de lavtkogende alkanoler (isobuta-
nol, 2-metylbutanol, n-propanol) eller deres estere med
syrer som er ugiftige for mikroorganismén bruges som re-
gel mengder der giver en koncentration af alkoholen
mellem 0,5 g/l og 5 g/1, hvorved omrddet mellem 1 g/l og
2 g/1 foretrzkkes.

Med aminosyrerne (valin, isoleucin) og ketosy-
rerne (o-keto-isovalerianesyre, a-keto-p-metylvaleriane-
syre) eller deres salte med baser ligger den selektivt
effektive mengde, der sattes til gazringsmediet, som re-—
gel mellem 0,2 g/1 og 5 g/1, fortrinsvis mellem 0,5 g/1
og 4 g/1; det mest foretrukne omrade er mellem 2 og 4
g/l.

I tilfelde hvor de lavere alkansyrer (fx isosmer-
syre eller 2-metylsmgrsyre) eller salte deraf sattes di-
rekte til geringsmediet, ligger den selektivt effektive
mengde i almindelighed mellem 0,1 g/1 og 2,5 g/1, hvor-
ved omradet mellem 0,3 g/l og 1,5 g/1 foretrakkes.
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Koncentrationer som er hejere end de ovenfor an-
givne kan stadig vere effektive til at forege den rela-
tive procentandel af en af faktorerne af A 40926, men i
almindelighed gadr totaludbyttet ned pd grund af toxiske
virkninger pa& kulturen.

Eksempel 1

En kultur af Actinomadura sp. ATCC 39727 pd en
agar-skraplade bruges til podning af en 500 ml stor Er-
lenmeyer-kolbe indeholdende 100 ml af felgende medium:

Kedekstrakt 5 g
Autolyseret ger 5 g
Pepton 5 g
Hydrolyseret kasein 3 g
Glukose 20 o}
NaCl 1,59
CaCO3 4

Destilleret vand indtil 1000 ml

Kolben inkuberes ved 28°C pad en roterende ryster
ved 200 opm i ca. 72 timer hvorpd myceliet opsamles ved
centrifugering, vaskes to gange med sterilt deioniseret
vand og suspenderes i 100 ml sterilt deioniseret vand.
2 ml af denne suspension bruges til podning af en 500
ml stor Erlenmeyer-kolbe indeholdende 100 ml af oven-
navnte medium, hvorpa den valgte pr&kursof tilsattes.
Antibiotikumproduktionen overvages ved papirskive-agar-—
diffusionsmetoden under anvendelse af Bacillus subtilis
pad et minimalt medium som testorganisme.

Efter 72 timers dyrkning pd en roterende ryster
ved 200 opm fjernes geringskagen ved filtrering og fil-
tratet fores gennem en "SepharoseJBLEpsilon—aminokapro-
yl~D—alanyl~D~a1aninkolonne'(0,5 ml harpiks/0,3 ml sup-
pe) og elueres med 1%s v/r (vagt/rumfang, dvs. forholdet
mellem enheder af fast stof og vaeske som mellem gram og
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ml) ammoniakvand. De fraktioner som indeholder antibio-
tikum A 40926 forenes og henstdr én dag ved stuetempera-
tur, hvorpd de analyseres ved HPLC i henhold til felgende
fremgangsmade:

kolonne: silaniseret silicagel "Ultrasphere" ODS
(5 pm) "Altex&§("Beckman£§)
4,6 mm (indvendig diameter) x 250 mm
for-kolonne: silaniseret silicagel "Brownlee Labs"
RP 18 (5 pm)
elueringsmiddel A: CH3CN 10%} reguleret
(2,5 g/1) NaH,PO,.H,0 908 til pH 6,0
elueringsmiddel B: CH3CN 70%} reguleret
(2,5 g/1) NaH,PO, .H,0 30%/ til pH 6,0
eluering: line®r gradient fra 5% til 60% eluerings-
middel B i elueringsmiddel A, i 40 minutter
stremningshastighed: 1,8 ml/min.
U.V.~-detektor: 254 nm
intern standard: Teicoplanin A2 komponent 2,
R, = 20,3 min. (Gruppo Lepetit S.p.A.)
relative retentionstider: A 40926 faktor A 1,12
A 40926 faktor B, 1,22

0

A 40926 faktor B1 1,27
A 40926 faktor PA 1,15

A 40926 faktor PB 1,27

Komponenterne adskilles ved den ovenfor beskrev-
ne fremgangsmdde og den relative fordeling findes som
en procentdel af det samlede areal af de to toppe ved
arealprocentmetoden. Resultaterne for reprasentative

forseg fremgdr af nedenstdende tabel.



DK 165375 B

11

Tilsat pre- Samlet Faktor A Faktor B0
kursor, nM koncen- % %
tration, Faktor AtFaktor B0 Faktor A+Faktor BO
pg/ml
Ingen .
(-) 24-60 22-36 78-64
L~valin
8 24 5 95
L~isoleucin ]
8 13 59 41
Isobutanol
5 30-57 © 3-18 97-81
n-Propanol
5 34 51 48
2-Metyl-1-butanol
5 34 47 53

Ved i det vasentlige at felge den ovenfor be-
skrevne fremgangsmade, men ved hurtigt at neutralisere
de ammoniakalske eluater i stedet for at lade dem std
i 24 timer, vindes antibiotikum A 40926 faktor PA og/
eller PB i stedet for henholdsvis faktor A og faktor
BO'

De procentvise mengder og resultaterne er i det
vasentlige som angivet ovenfor med hensyn til faktorer-

ne A og BO’
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Patentkrayvw

1. Fremgangsmdde til fremstilling af et antibiotikum
A 40926-kompleks beriget med hensyn til dets faktorer A
og/eller By eller PA og/eller PB, k e ndete gnet
ved at man under dyrkning af en kultur af Actinomadura
5 sp. ATCC 39727 eller en mutant deraf med vasentligt sam-
me egenskaber, fortrinsvis Actinomadura sp. ACIT 39727, i et
geringsmedie, satter en selektivt effektiv mangde '
af en forneden prazkursor hvor den fornedne
prakursor til foregelse af en forholdsmzssig andel af
10 faktor A eller PA i antibiotikum A 40926-kompleks er
udvalgt blandt n-propanol og estere deraf som er ugif-
tige for den producerende mikroorganisme, propionsyre,
salte deraf med baser som er ugiftige for den produce-
rende mikroorganisme, estere deraf med lavere mono- el-
15 ler polyhydroxyalkanoler, isoleucin, fortrinsvis i IL-
formen, salte deraf med syrer og baser som er ugiftige
for den producerende mikroorganisme, a-keto-B-metylva-
rianesyre, salte deraf med baser som er ugiftige for
den producerende mikroorganisme, estere deraf med lave-
20 re mono- og polyhydroxyalkanoler, 2-metylsmersyre, sal-
te deraf med baser som er ugiftige for den producerende
mikroorganisme, estere deraf lavere mono- og " polyhydro-
xyalkanoler, 2-metylbutanol og estere deraf med syrer
som er ugiftige for den producerende mikrocorganisme, mems..
25 den fornedne przkursor til foregelse af andelen af fak-
tor B0 eller PB i antibiotikum A 40926-kompleks er ud-
valgt blandt valin, fortrinsvis i L-form, salte deraf
med syrer og baser som er ugiftige for den producerende
mikroorganisme, a-keto-isovalerianesyre, salte deraf med
30 baser som er ugiftige for den producerende mikroorgani-
sme, estere deraf med lavere mono- og polyhydroxyalka-
noler, isosmersyre, salte deraf med baser som er ugif-
tige for den producerende mikroorganisme, estere deraf

med lavere mono- og polyhydroxyalkanoler og isobutanol
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og estere deraf med syrer som er ugiftige for den pro-
ducerende mikroorganisme.

2. Fremgangsmadde ifeglge krav 1, kend e t e g~

n et ved at den tilsatte prazkursor er valin, fortrins-
vis i L-formen, eller et eller flere salte deraf med sy-
rer og/eller baser som er ugiftige for den producerende
mikroorganisme, hvorved den selektivt effektive mazngde
er mellem 0,2 g/1 og 5 g/1, fortrinsvis mellem 0,5 g/1
og 4 g/l.

3. Fremgangsmdde ifelge krav 1, k end e t e g-

n e t ved at der som prazkursor tilszttes isosmersyre
eller et eller flere salte deraf med baser som er ugif-
tige for mikroorganismen, hvorved den selektivt effek-
tive mazngde er mellem 0,1 g/l og 2,5 g/l1, fortrinsvis
mellem 0,3 g/1 og 1,5 g/l.

4. Fremgangsmade ifelge krav 1, kend e t e g~

n et ved at der som prakursor tilsettes en ester af
isosmersyre med en lavere mono- eller polyhydroxyalka-
nol, hvorved den selektivt effektive mengde er mellem
0,1 g/1 og 5 g/1, fortrinsvis mellem 0,1 g/1 og 1 g/1.
5. Fremgangsmade ifelge krav 1, k end e t e g-

n et ved at der som prakursor tilszttes isobutanol
eller et eller flere estere deraf med syrer som er ugif-
tige for mikroorganismen, hvorved den selektivt effek-
tive mzngde er mellem 0,5 g/1 og 5 g/1, fortrinsvis mel-
lem 1 g/1 og 2 g/1.

6. Fremgangsmdde ifelge krav 1, k end e t e g-
net ved at der som prakursor tilsattes isoleucin,
fortrinsvis i L-form, eller et eller flere salte deraf
med syrer, fortrinsvis hydroklorid eller sulfat og/eller baser som
er ugiftige for mikroorganismen, hvorved en selektivt effektiv meeng-
de er mellem 0,2 g/1 og 5 g/1, fortrinsvis mellem 0,5 g/1 og 4 g/1.
7. Fremgangsmdde ifelge krav 1, k ende t e g-

n et ved at der som prakursor tilszttes 2-metylsmor-
syre eller et eller flere salte deraf med baser som er
ugiftige for mikroorganismen, hvorved den selektivt ef-
fektive mengde er mellem 0,1 g/l og 2,5 g/1, fortrins-
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vis mellem 0,3 g/1 og 1,5 g/l.

8. Fremgangsmade ifelge krav 1, k en d e t e g-

n et ved at der som prakursor tilsattes en ester af
2—me£ylsm@rsyre med en lavere mono- eller polyhydroxy-
alkanol, hvorved den selektivt effektive mangde er mel-
lem 0,1 g/1 og 5 g/1, fortrinsvis mellem 0,1 g/1 og 1
g/l.

9. Fremgangsmade ifelge krav 1, kend e t e g-
net ved at der sdﬁ prakursor tilsattes 2-metylbuta-
nol, n-propanol eller en eller flere estere deraf med
syrer som er ugiftige for mikroorganismen, hvorved den
selektivt effektive mzngde er mellem 0,5 g/1 og 5 g/1,
fortrinsvis mellem 1 g/1 og 2 g/1.

10. Fremgangsmdde ifelge krav 1, ken d e t e g-

n et ved at der som prekursor tilsattes a-keto-g-me-
tylvalerianesyre eller et eller flere salte deraf med ba-
ser som er ugiftige for mikroorganismen og/eller en el-
ler flere estere deraf med lavere mono- eller polyhydro-
xyalkanoler, hvorved den selektivt effektive mangde er
mellem 0,2 g/l og 5 g/1, fortrinsvis mellem 2 g/1 og 4
g/l.

11. Fremgangsmdde ifelge krav 1, 2, 3, 6, 7 eller 10,
kendetegnet ved at salte med baser som er u-
giftige for mikroorganismen er natriumsalte eller am-
moniumsalte.

12. Fremgangsmdde ifelge krav 1, 4, 8 eller 10, k e n-
detegnet ved at esteren er en ester med en af
felgende alkanoler: metanol, ztanol, propanol, &tylen-
glykol og glycerol.

13. Fremgangsmdde ifelge krav 1, 2 eller 6, k e n-
detegnet ved at saltet med en syre som er ugif-
tig for mikroorganismen er et hydroklorid eller et sul-
fat.

14. Fremgangsmdde ifelge krav 1, 5 eller 9, k e n-
detegnet ved at esteren med en syre som er u-
giftig for mikroorganismen er en ester med en af folgen-

de syrer: eddikesyre, propionsyre og smgrsyre.



DK 165375 B

15

15. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af de
foregdende krav, k end et egnet ved at garingen
udferes ved en temperatur mellem 25°¢ og 350C, fortrins-
vis mellem 27°C og 33°C.

16. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af de
foregdende krav, k ende t egnet ved at tilsztning
af den eller de valgte prakursorer udferes i forkultu-
ren, ved begyndelsen af gzringen eller 24-48 timer ef-

ter at garingen er gdet i gang.
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