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(58) Fremdragne publikationer

(57) Sammendrag: 0 5 1 9 9 1
. Mikroorganismen Streptomyces cyaneogriseus, underart non-
cyanogenus, betegnet LL-F28249 og med deponeringsnummer
NRRL 15773. Ved en reguleret, mikrobiologisk fermentering
kan der med denne mikroorganisme produceres antibiotiske
forbindelser, der betegnes LL~F28249, -8, =-v, ~8, -¢€, ~{,
-n, -8, -¢, =€, -\, =4, -v og -v eller blandinger deraf,
eventuelt som pharmaceutisk og pharmakologisk acceptable

salte deraf.

Med disse aktive stoffer kan man effektivt bekampe og fore-
bygge helmintiske, arthropod-ektoparasitiske og acaridale
infektioner hos varmblodede dyr, sdsom kedproducerende dyr,
og fjerkre, ved at indgive dyrene en terapeutisk eller pro-
fylaktisk effektiv mzngde af disse stoffer. Stofferne kan
ogsd anvendes til bekzmpelse af plantenematodeangreb og som
insekticide midler.
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Den foreliggende opfindelse angdr en biologisk ren
kultur af mikroorganismen Streptomyces cyaneogriseus, under-
art noncyanogenus betegnet LIL-F28249, deponeret som NRRL
nr. 15773.

Det har overraskende vist sig, at denne kultur er i
stand til at producere de nedenfor nzrmere beskrevne, anti-
biotiske forbindelser L1L-F28249a, LL-F282498, LL-F28249~,
LL-F282496, LL-F28249¢, LL-F28249(, LL-F282497n, LL-F282496,
LL-F28249¢, LL-F28249k, LL-F28249\, LL-F28249u, LL-F28249p
og LL-F28249¢w i udvindelige mengder ved fermentering i et
vandigt nzringsmedium indeholdende asiimilerbare kilder for
carbon, nitrogen og uorganiske anioner og kationer.

De sdledes producerede antibiotika kan anvendes til
forebyggelse, behandling og bekzmpelse af helmintiske, ar-
thropod-ektoparasitiske og acaricide infektioner hos varmblo-
dede dyr ved indgift af en effektiv mzngde af forbindelserne
betegnet LL-F28249a, -B, =-v, =6, -€, ={, -n, -6, -, —«k,

-\, =4, =v og -0 eller blandinger deraf, sdsom fermenterings-
vasken, hele mazsken eller de pharmaceutisk og pharmakologisk
acceptable salte deraf. Plantenematoder bekzmpes ogsid effek~-
tivt ved hjzlp af disse antibiotika, blandinger og/eller
salte deraf. Endvidere er disse antibiotika ogsa effektive
som insekticide midler.

De ovenfor beskrevne sygdomme afstedkommer ikke blot
odelzggende problemer og tab for landbrugerne, der avler
kedproducerende dyr, sasom svin, far, kvag, geder, kaniner
og fjerkraz. Desuden er sadanne sygdomme arsag til stor bekym-
ring, nadr det drejer sig om selskabsdyr, som heste, hunde
og katte. Disse sygdomme har varet kendt i mange ar, og der
findes praparater til behandling og/eller forebyggelse af
siddanne sygdomme.

Sdledes omtales i USA patentskrift nr. 3.950.360
visse antibiotiske stoffer, der fids ved dyrkning af en Strep-
tomycesmikroorganisme, idet disse forbindelser er anven-
delige som insekticider og acaricider. Men i relation til
de karakteristika, der identificerer en siadan mikroorganisme,
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er den foreliggende mikroorganisme distinkt. Endvidere angar
en hel serie USA patentskrifter visse forbindelser, der
fremstilles ved fermentering af Streptomyces avermitilis,

en organisme, der klart adskiller sig fra den foreliggende
(USA patentskrifterne nr. 4.171.314, 4.199.569, 4.206.205,
4.310.519 og 4.333.925). USA patentskrift nr. 4.423.209
angar en fremgangsmade til omdannelse af nogle af disse
mindre gnskelige komponenter til de mere foretrukne.

Det fulde navn af mikroorganismen LL-F28249, nr.
15773 med hensyn til slazgt, art og underart er Streptomyces
cyaneogriseus noncyanogenus.

Stammen henhgrer under slazgten Streptomyces pa basis
af morfologi og cellekemi (indhold af L-isomeren i diami-
nopimelinsyre). Stammens morfologi og fysiologiske data
placerer den i nerheden af S. cyanoegriseus, reprasenteret
ved ISP 5534 (ATCC 27426). Derpa foretages sammenligninger
mellem dannelsen af gra oplegselige luftmyceliumpigmenter pa
medier (tabel I) og spiralformede kader af glatte konidier
(3-25 sporer pr. kade). Den foreliggende stamme er negativ
over for blat oplgseligt pigment, hvor sammenligningsstammen
ISR 5534 er positiv. Stammerne har lignende reéktioner ved
ISP-carbonhydratudnyttelsespreverne, der er positive over
for arabinose, fructose, glucose, rhamnose og xylose, men
er negative over for inositol, mannitol, raffinose og sac-
charose (ISP 5534 let positiv). Imidlertid er stammerne
forskellige pa flere punkter (tabel II) ud af 53 ved Gor-
donpregverne. Disse forskelle understgtter teorien om dannel-
sen af en underart S. cyaneogriseus for den foreliggende

mikroorganismes vedkommende.
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Tabel I
Sammenligning af F 28249 og ISP 5534 pd ISP-morfologi-
prgvemedier (numrene er fra NBS-ISCC)

Medium F 28249 ISP 5534
Ger-malt A.m.l middelgra lys til middelgra
(1sP 2) (265) (264-265)

V.m. 1lys brunlig (75) lysbrunlig-hvid til

dyb gulbrun sortagtig bla (188)

S.p. lysebrun lysebrun
Uorgani- A.m. 1lys olivengrd (112) middelgra (265)
ske sal- til middelgrd (265)
te sti- V.m. dyb grd til sort gra-purpuragtig bla
velse (266-267) (204)
(ISP 4) S.p. gralig—-gullig- intet

brun

Glycerol A.m. 263 (hvid) til gul- 263 (hvid) til lyse-
aspara- lig=-gra (93) gra (264)
gin V.m. sort (267) til lys gra-purpuragtig bla
(ISP 5) olivenbrun (96) (203-204)

S.p. let brunlig lys gullig-gra
Havremel A.m. gulgra (93) intet
(ISP 3) V.m. farvelgs farvelgs

S.p. 1let gullig intet

1) A.m. - luftmycelium
V.m. - vegetativt mycelium
S.p. — oplgseligt pigment



10

15

20

25

30

35

DK 165461 B

Tabel II
Sammenligning af Lederle F 28249 med ISP 5534 (Gordonprgver)

F 28249 ISP 5534
Dyrket pa/ved )
Salicin + -
10° - a +
45° + -
Produktion af
urease + . -
Decarboxylering af
mucate - +
Syreproduktion
raffinose - +
saccharose - +

Begge stammer har fglgende reaktioner:

Positiv Hydrolyse af casein, hypoxanthin, xanthin, ty-
rosin, adrenin, kartoffelstivelse, gelatine og
esculin.

Produktion af phosphatase

Fglsomhed over for lysozym

Decarboxylering af acetat, citrat, lactat, ma-
lat, oxalat og propionat

Syreprodukt ud fra arabinose, cellobiose, dek~-
strin, fructose, galactose, glucose, glycerol,
lactose, mannose, a-methyl-D-glucosid, rhamnose,
salicin og trehalose.

Negativ Produktion af nitratreduktase
Decarboxylering af benzoat og tartrat _
Syre ud fra adonitol, dulcitol, erythritol, ino-
sitol, mannitol, sorbitol, B-methyl-D-xylosid.
Vakst pa 5% NacCl.
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Streptomyces cyaneogriseus noncyanogenus-kulturen
(LL-F28249 deponeret under NRRL nr. 15773), som producerer
komponenterne LL-F-28249 o, B8, v, 6, €, {, v, 8, t, k, A,

B, v 0g © blev isoleret ud fra eukalyptussand i det sydlige
Australien.

Strukturen og stereokemien af komponenterne i LI-
F28249 er ikke fuldt klarlagt, men de foresldede strukturer
vises nedenfor. Komponent LL-F28249%v er beslazgtet med Honda-
mycin (Albimycin), der er omtalt i The Journal of Antibiotics
22, nr. 11, 521-526 (1969).

LL-F28249q-yu
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P& tegningen viser

fig. 1 et karakteristisk ultraviolet absorp-
tionsspektrum af forbindelsen betegnet LL—F28249a, NRRL
15773,

fig. 2 et karakteristisk infrargdt absorptions-
spektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249a, NRRL 15773,

fig. 3 et karakteristisk proton-kernemagnetisk
resonnansspektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249G,
NRRL 15773, i CDCl3-opl¢sning,

fig. 4 et karakteristisk carbon-l3-kernemagne-
tisk resonnansspektrum for forbindelsen betegnet LL-
728249 o NRRL 15773, i CDCl3-op1¢sn1ng,

fig. 5 et karakteristisk elektronanslagsmas-
sespektrum for forbindelsen betegnet LL—F28249a, NRRL
15773,

fig. 6 et karakteristisk ultraviolet absorp-
tionssgektrum for forbindelsen betegnet LL-F282498,
NRRL 15773,

fig. 7 et karakteristisk infrargdt absorptions-
spektrum for forbindelsen betegnet LL~F28249p, NRRL
15773,

fig. 8 et karakteristisk protonkernemagnetisk
resonnansspektrum for forbindelsen betegnet LL~F28249B,
NRRL 15773, i CDC13,

fig. 9 et karakteristisk elektroranslags-
massespektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249B,
NRRL 15773,

fig. 10 et karakteristisk ultraviolet absorp-
tionsspektrum for forbindelsen betegnet LL—F28249Y,
NRRL 15773,

fig. 11 et karakteristisk infrargdt absorp-
tionsspektrum for forbindelsen LL—F-28249Y, NRRL 15773,

fig. 12 et karakteristisk protonkernemagnetisk
resonnansspektrum for forbindelsen LL-F28249y, NRRL

15773, i CDCl3,
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fig. 13 et karakteristisk carbon-l3-kernemag-
netisk resonnansspektrum for forbindelsen betegnet LL-
F282497, NRRL 15773, i CDC13,

fig. 14 et karakterisk elektroninslagsmas-
sespektrum for forbindelsen betegnet LL—F28249y, NRRL
15773,

fig. 15 et karakteristisk ultraviolet absorp-
tionsspektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249,,
NRRL 15773,

fig. 16 et karakteristisk infrargdt absorp-
tionsspektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249,,
NRRL 15773,

fig. 17 et karakteristisk protonkernemagne-
tisk resonnansspektrum for forbindelsen betegnet LL-
F28249,, NRRL 15773, i CDCl3,

fig. 18 et karakteristisk kernemagnetisk re-
sonnansspektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249;,
NRRL 15773, i CDCl3,

fig. 19 et karakteristisk elektronanslags-
massespektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249y,,

NRRL 15773,
fig. 20 et karakteristisk ultraviolet absorp-

tionsspektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249¢,

NRRL 15773,
fig. 21 et karakteristisk protonkernemagne-

tisk resonnansspektrum for forbindelsen betegnet LL-
F282494, NRRL 15773, i CDC13,

fig. 22 et karakteristisk elektronanslags-
massespektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249¢,

NRRL 15773,
fig. 23 et karakteristisk ultraviolet absorp-

tionsspektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249¢,

NRRL 15773,
fig. 24 et karakteristisk protonkernemagne-

tisk resonnansspektrum for forbindelsen betegnet LL~-
F-28249¢, NRRL 15773, i CDCl3,
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fig. 25 et karakteristisk elektronanslags-
massespektrum for forbindelsen betegnet LL-F282496,
NRRL 15773,

fig. 26 et karakteristisk ultraviolet absorp-
tionsspektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249€,
NRRL 15773,

fig. 27 et karakteristisk protonkernemagnetisk
resonnansspektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249f,
NRRL 15773, i CDC13,

fig. 28 et karakteristisk elektronanslags-
massespektrum for forbindelsen betegnet'LL-F28249f,
NRRL 15773,

fig. 29 et karakteristisk ultraviolet absorp-
tionsspektrum for forbindelsen betegnet LIL-F28249_,
NRRL 15773, t

fig. 30 et karakteristisk protonkernemagnetisk
resonnansspektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249n:
NRRL 15773 i CDC13,

fig. 31 et karakteristisk elektronmanslags-
massespektrum for forbindelsen betegnet LL-28249 , NRRL
15773, t

fig. 32 et karakteristisk ultraviolet absorp-
tionsspektrum for forbindelsen betegnet LL—F282496,
NRRL 15773,

fig. 33 et karakteristisk protonkernemagnetisk
resonnansspektrum for forbindelsen betegnet LL—F282499,
NRRL 15773, i CDC13,

fig. 34 et karakteristisk elektronanslags-
massespektrum for forbindelsen betegnet LL-F282499,
NRRL 15773,

fig. 35 et karakteristisk ultraviolet absofp—
tionsspektrum for forbindelsen beﬁegnet LL-F28249(,
NRRL 15773,

fig. 36 et karakteristisk protonkernemagnetisk
resonnansspektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249{,

NRRL 15773, i CDCl3,
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fig. 37 et karakteristisk elektronaﬂélags-
massaspektrum for forbindelsen betegnet LL—F28249L,
NRRL 15773,

fig. 38 et karakteristisk carbon-13 kernemag-
netisk resonnansspektrum for forbindelsen betegnet LL-
F282496' NRRL 15773, i CDCl3 oplgsning,

fig. 39 et karakteristisk ultraviolet absorp-
tionsspektrum for forbindelsen betegnet LL~F28249y,
NRRL 15773,

fig. 40 et karakteristisk infrargdt absorptions-
spektrum for forbindelsen betegnet LL—F28249K, NRRL
15773,

fig. 41 et karakteristisk elektronanslags-
massespektrum for forbindelsen betegnet LL—F28249K; NRRL
15773,

fig. 42 et karakteristisk protonkernemagnetisk
resonnansspektrum for forbindelse.i betegnet LL-F28249y,
NRRL 15773,

fig. 43 et karakteristisk carbon-13 kernemag-
netisk resonnansspektrum for forbindelsen betegnet LI~
F28249¢, NRRL 15773,

fig. 44 et karakteristisk ultraviolet absorp-
tionsspektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249j,
NRRL 15773,

fig. 45 et karakteristisk infrargdt absorptions-
spektrum for forbindelsen betegnet LL-F2824979, NRRL
15773,

fig. 46 et karakteristisk elektronanslags-
massespektrum for forbindelsen betegnet LL—F282492, NRRL

15773,

fig. 47 et karakteristisk protonkernemagnetisk
resonnansspektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249),
NRRL 15773,

fig. 48 et karakteristisk carbon-13 kernemagne-
tisk resonnansspektrum for forbindelsen betegnet LL-
F28249), NRRL 15773,
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fig. 49 et karakteristisk ultraviolet absorp-
tionsspektrum for forbindelsen betegnet LL-328249 a’
NRRL 15773, /

fig. 50 et karakteristisk infrargdt absorptions-
spektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249 a’ NRRL
15773, - /

fig. 51 et karakteristisk elektronanslags-
massespektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249 u’
NRRL 15773, /

fig. 52 et karakteristisk protonkernemagnetisk
resonnansspektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249 a’
NRRL 15773, /

fig. 53 et karakteristisk ultraviolet absorp-
tionsspektrum for forbindelsen betegnet LL-F282493,
NRRL 15773,

fig. 54 et karakteristisk infrargdt absorptions-
spektrum for forbindelsen betegnet F282493y, NRRL 15773,

fig. 55 et karakteristisk elektronanslags-
massespektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249), NRRL
15773,

fig. 56 et karakteristisk protonkernemagnetisk
resonnansspektrum for forbindelsen betegnet LL-F28249),
NRRL 15773, og '

fig. 57 et karakteristisk carbon-13 kernemagne-
tisk resonnansspektrum for forbindelsen betegnet LL-
F28249Y), NRRL 15773.

Det har vist sig, at de ovennazvnte komponenter LL-

F28249c-0w samt fermenteringsvasken og hele mzsken af den

omhandlede mikroorganisme er sarlig effektive til bekzmpelse

af helminthiske, arthropod-ektoparasitiske og acaricide
infektioner hos kedproducerende dyr, sasom kvaeg, far, svin,
kaniner, fjerkraz, sasom kyllinger, kalkuner, znder, gas,
vagtler og fasaner samt husdyr.

Man kan bekzmpe eller behandle sadanne infektioner
hos varmblodede dyr ved indgift ofalt, parenteralt eller
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topisk af en profylaktisk, pharmaceutisk eller terapeutisk
effektiv mzngde fermenteringsvaske eller hel mzsk af mikro-
organismen Streptomyces cyaneogriseus noncyanogenus, NRRL
15773, eller forbindelserne betegnet LL~F28249,, LL-F282495,
LL-F28249,, LL-F28249¢, LL-F28249€, LL-F28249§, LL—F28249n,
LL-F282499, LL~-F28249 , LL-F28249,, LL-F-28249,, LL—F—28249”,
LL-F28249,, og LL-F28249, som identificeret og karakteriseret
her i beskrivelsen eller de pharmaceutiske og pharmalogisk

acceptable salte deraf (kollektivt omtalt som aktivt stof).
Selv om indgift af forbindelsen eller fermen-

teringsvaske/hel mesk (herefter vaske eller mask) i reg-
len sker mest praktisk i eller med foderet eller i drik-
kevandet, kan de ovennavnte forbindelser, vaske eller mask,
eller pharmaceutisk og pharmakologisk acceptable salte
deraf ogsd indgives til individuelle varter i form af
tabletter, store doser, geler, kapsler eller lignende
eller ved injektion i form af en pasta, gel, pellet el-
ler oplgsning. Disse sidstnavnte indgiftsmetoder er
naturligvis ikke s& praktiske til behandling af stgrre
grupper dyr, men de er ganske praktiske til brug i min-
dre malestok eller pd individuel basis.

Nar antibiotika LL-F28249, B/ +/ §1 € Cr mr 81 01
kr pr p €ller , eller fermenteringsvasken eller hele masken
af Streptomyces cyaneogriseus noncyanogenos NRRL 15773 an-
vendes profylaktiske eller terapeutisk behandling af anthel-
minthiske, arthropod-ektoparasitisk og acaride infektioner
hos dyr og fjerkrz, er i reglen ca. 0,05 til 500,0 ppm og
fortrinsvis 0,1 til 300 ppm af midler, vasken eller mesken
som beskrevet ovenfor, indgivet i dyrets foder eller drik-
kevand, effektivt til at forebygge, bekazmpe eller behandle
sédanne infektioner hos sidanne dyr.



10

15

20

25

30

35

DK 165461 B

14

Foder med tilsat medicin fremstilles i reglen
ved omhyggelig iblanding af ca. 0,00001 til ca. 0,01
vagt® af midlet (antibiokikaet) eller den ovenfor be-
skrevne .vaske eller mask med et neringsmessigt afbalan-
ceret foder som f.eks. det i de nedenstiende eksempler
beskrevne foder. .

Nar forbindelserne og/eller vasken eller masken
anvendes til <forebyggelse eller bekempelse af
helminther, -arthropod-ektoparasitter og acari-
der, fremstilles det aktive middel fgrst som en dyrefo-
der-forblanding. Forblandingen indeholder i reglen en
forholdsvis stor procentdel af det aktive stof og blan-
des i reglen med dyrets foder umiddelbart f¢r indgift.
Om ¢gnsket kan foderforblandingen ogsa anvendes som top-
dressing pa dyrets dagsration.

Foderforblandinger eller -koncentrater kan
fremstilles ved iblanding af ca. 0,1 til 5,0 vagt$
af de ovenfor identificerede midler, vaske eller mask
eller pharmaceutisk og pharmakologisk acceptable salte
deraf med ca. 99,9 til 95 vagt% af et paésende bazrestof
eller fortyndingsmiddel.

Barere, der er egnet til fremstilling af foder-
suppleringssammensatninger, omfatter fglgende: lucerne-
mel, sojabgnnemel, bomuldsfrgoliemel, hgrfgroliemel, na-
triumchlorid, calciumcarbonat, calciumsulfat, majsmel,
sukkerrgrsmelasse, urinstof, benmel, majskolbemel, ris-
skalmel og lignende. Bazreren fremmer en i det vasentli-
ge ensartet fordeling af det aktive stof i.det fardige
foder, hvori tilskuddet blandes. Det udfgrer siledes
en vigtig funktion ved at sikre en passende fordeling
af det aktive stof, dvs. ca. 0,1 til 100 ppm deraf, i
hele foderet. Dette svarer til 0,00001 til 0,01 vagts
aktivt stof i det fardige foder. I praksis tilsattes
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et halvt til flere kg forblanding pr. ton foder for at
opnd det ¢gnskede niveau af middel (antibiotikum) eller
vaske eller mesk i det fzrdige foder.

Hvis tilskuddet eller forblandingen anvendes
som topdressing til foderet, hjzlper det ligeledes med
til at sikre ensartet fordeling af det aktive stof over
den gverste del af det supplerede foder.

Eftersom forbindelserne og disses pharmaceu-
tisk og pharmakeclogisk acceptable salte er forholdsvis
uoplegselige 1 vand, er det 1 reglen onskeligt, nér
eventuelt en sadan forbindelse indgives 1
dyrets drikkevand, at oplgse det aktive stof j. et orga-
nisk oplgsningsmiddel, sdsom methanol, ethanol, acetone,
DMSO, oleinsyre, linolsyre, propylenglycol eller lignen-
de og iblande oplgsningen en lille smule surfactant og/el-
ler dispergeringsmiddel for at sikre oplgsning og/eller
dispersion af det aktive middel i dyrets drikkevand.

Det er bedst, ndr behandlingen af et mindre an-
tal af de stgrre kgdproducerende dyr er ngdvendig for at
bekzmpe parasitiske infektioner af disse, at midlerne
LL-F28249 , B Yy 5 ETE " nt 87Tk TA Y u,§ 0g 4 Va-
ske eller mask eller pharmaceutisk eller’pharmakologisk
acceptable salte deraf kan indgives oralt pa daglig ba-
sis til vartsdyret i form af en medicinholdig gel.

De aktive stoffer udviser ogsa nematodicid
aktivitet over for plantenematoder, hvilket er
pavist ved deres effektivitet til bekampelse
af den frit levende jordbundsnematode C. elegans.
Sammens®tninger indeholdende disse aktive stoffer til
bekempelse af plantenematoder kan oparbejdes enten som
vaesker eller fugtelige pulvere. Flydende sammensatnin-
ger omfatter ca. 5-20% vagt/vegt aktivt stof (aktivt mid-
del, fermenteringsvaeske, hel mesk eller salte) med pas-
sende mezngder af et oplgsningsmiddel, sasom methanol,
ethanol, acetone, acetonitril og andre og resten vand.
Pugtelige pulvere omfatter ca. 5-20% vagt/vegt aktivt
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middel, ca. 1-10% surfactant og inaktive baref} sasom
lersorter, vermiculit, k¢nrgg eller lignende. Der
pafgres ca. 0,1-1,4 kg/ha péd planternes lgv, den jord,
hvori de gror eller i deres stammer.

Disse midler er ogs& aktive som topiske insek-
ticider, mavegifte og systemiske insekticider og er
serlig effektive til bekampelse af insekter af ordener-
ne Lepedoptera, Coleoptera, Homoptera, Deptera og Thysan-
optera. Plantemider, acarider bekampes yderligere med
midlerne,

Disse midler pafgres i reglen som fortyndede,
faste eller flydénde sammensatninger p& formeringsomra-
derne, fgde eller levested for sadanne insekter og/el-
ler acarider. Pafgringsmangden pa sadanne arealer om-
fatter ca. 0,01 til ca. 8,0 kg/ha, fortrinsvis ca. 0,05
til ca. 0,5 kg/ha.

Surfactanter, der kan anvendes i fugtelige pul-
vere, omfatter dem, der almindeligvis anvendes til tilbe-
redninger af sadanne fugtelige pulvere, fortrinsvis alkyl-
benzensulfonatnatriumsalte. Bentonit, ler eller blandin-

ger deraf er foretrukne bzrere.

Yderligere har de aktive stoffer ogsad vist
systemisk insekticid aktivitet mod m. ovinus hos
far.

I praksis er i reglen ca. 0,02 mg/kg/dag til
ca. 3,0 mg/kg/dag effektivt til bekampelse af parasit-
infektioner hos kvag, far og svin samt husdyr. Til lan-
gere tids brug kan der anvendes mangderrhelt ned til
0,002 mg/kg legemsvagt/dag.

Ogs& i praksis indgives ca. 0,1 mg/kg til 100
mg/kg til dyr inficeret med helminter.

De fysiokemiske karakteristika for Y Y'é ’
Er8r pr 8 (TR TA u"b og gy -komponenterne af LL-
F28249 er beskrevet nédenfor.
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LL-F28249a:
(1) Molekylevagt: 612 (FAB-MS).
(2) Molekyleformel: C36H5208:

(3) Specifik optisk rotation: [u]26

- o]
L = +133 + 3

(C 0,3, acetone).

(4) Ultraviolet absorptionsspektrum: som vist i fig.
1, ovh3% = 244 mm (28.000).

(5) Infrarpdt absorptionsspektrum: som vist i fig.
2 (KBr-skive): 3439, 2960, 2925, 1714, 1454,
1374, 1338, 1171, 1120, 996 og 967 cm-l.

(6) Protonkernemagnetisk resonnansspektrum (CDCl,):
som vist i fig. 3. i

(7) Carbon-l3-kernemagnetisk resonnansspektrum
(CDC13): som vist i fig. 4 og beskrevet i tabel
IrI.

(8) Elektronanslagsmassespektrum: som vist i
fig. 5 med ngjagtige massemidlinger og foresla-
ede grundstofsammensztninger som vist i tabel IV.

B
(1) Molekylevagt: 584 (FAB-MS).

(2) Molekyleformel: C34H4808'

26

(3) Specifik optisk rotation: [0.]D = +125° (C 0,30,

acetone) . ,
(4) Ultravioletabsorptionsspektrum: som vist i fig.
CH.,OH _ )
6, UVma% = 244 nm (g 25.600).

(5) Infrargdt absorptionsspektrum: som vist i fig. 7
(KBr-skive): 3520, 2910, 1735, 1717, 1450, 1375,
1335, 1180, 1170, 1119, 993 og 727 cm L.

(6) Protonkernemagnetisk resonnansspektrum (CDC13):
som vist i fig. 8.

(7) Carbon-13 kernemagnetisk resonnansspektrum
(CDC13): som vist i fig. 38 og beskrevet i tabel

IVa:
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(8) Elektronanslagsmassespektrum: som vist i

fig. 9 med ngjagtige massemdlinger og foresla-
et grundstofsammensatning-ervist i tabel V.

LL—F28249Y:

(1)
(2)
(3)
(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

(1)
(2)
(3)

(4)

(5)

(6)

Molekylevagt: 598 (FAB-MS).

Molekyleformel: C35H5008' 26 .
Specifik optisk rotation: [a]D = +150 + 4

(c 0,3, acetone). '
Ultraviolet absorptionsspektrum: som vist i
fig. 10, UVCR3%" = 244 nm (& 27.100).
Infrargdt absorptionsspektrum: som vist i fig.
11 (XBr-skive): 3510, 2910, 1735, 1715, 1452,
1375, 1338, 1182, 1172, 1119 og 995 cm-l.
Protonkernemagnetisk resonnansspektrum KCDClB):
som vist i fig. 12.

Carbon-l3-kernemagnetisk resonnansspektrum
(CDC13): som vist i fig. 13 og beskrevet i ta-
bel VI.

Elektronanslagsmassespektrum: som vist i

fig. 14 med ngjagtige massemdlinger og fore-
sliet grundstofsamménsatning er vist i tabel VII.

LL-F2 824 Q(U:

Molekylevagt: 806 (FAB-MS).
Molekyleformel: C45H74012.
Specifik optisk rotation: [a]
(C 0,35, methanol).
Ultraviolet absorptionsspektrum som vist i
f£ig. 15, UVES;{OH = 225 nm (€ 27.400)

232 nm (¢, 25.700).
Infrargdt absorptionsspektrum: som vist i fig.
16 (KBr-skive): 3480, 2965, 2935, 2880, 1703,
1647, 1458, 1380, 1292, 1223, 1135, 1098 og
984 cmfl.

Protonkernemagnetisk resonnansspektrum (CDClB):

26 _ _ o
D = 49 + 3

som vist i fig. 17.
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(7) Carbon-13 kernemagnetisk resonnansspektrum
(CDC13): som vist i fig. 18 og beskrevet i ta-
bel VIilI.

(8) Elektronanslagsmassespektrum: som vist i fiqg.
19 med ngjagtige massemdlinger og foresliede

grundstofsammensatninger vist i tabel IX.

LL-F282495:

(1) Molekylevagt: 616 (EI-MS).

(2) Molekyleformel: 035H5209.

(3) HPLC-retentionsvolumen pad 14,0 ml i systemet
vist i tabel X.

(4) Ultraviolet absorptionsspektrum (methanol):
som vist i fig. 20.

(5) Protonkernemagnetisk resonnansspektrum (CDC13):
som vist i fig. 21.

(6) Elektronanslagsmassespektrum: som vist i fig. 23.

LL-F282498:

(1) Molekylevagt: 598 (EI-MS).

(2) Molekyleformel: C35H5008' _

(3) HPLC-retentionsvolumen pa 14,8 ml i systemet
vist i tabel X.

(4) Ultraviolet absorptionsspektrum (methanol):
som vist i fig. 23.

(5) Protonkernemagnetisk resonnansspektrum (CDC13):
som vist i fig. 24.

(6) Elektronanslagsmassespektrum: som vist i
fig. 25.

LL-F28249.:

(1) Molekylevaegt: 598 (EI-MS).

(2) Molekyleformel: C35H5008'

(3) HPLC-retentionsvolumen p& 16,0 ml i systemet
vist i tabel X.

(4) Ultraviolet absorptionsspektrum (methanol):
som vist i fig. 26.

(5) Protonkernemagnetisk resonnansspektrum (CDC13):
som vist i fig. 27.
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Elektronanslagsmassespektrum: som vist i fig.

LL-F28249 :

(1)
(2)
(3)
(4)
(5)

(6)

Molekylevagt: 612 (EI-MS).

Molekyleformel: C36H5208‘
HPLC-retentionsvolumen pa 23,5 ml i systemet
vist i tabel X. '

Ultraviolet absorptionsspektrum (methanol): som
vist i fig. 29.

Protonkernemagnetisk resonansspektrum (CDC13):
som vist i fig. 30.
Elektronanslagsmassespektrum: som vist i

fig. 31.

LL-F282496:

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

Molekylevagt: 626 (EI-MS).

Molekyleformel: CB7H5408’
HPLC-retentionsvolumen pad 24,5 ml i systemet
vist i tabel X.

Ultraviolet absorptionsspektrum (methanol):
som vist i fig. 32.

Protonkernemagnetisk resonansspektrum (CDCl3):
som vist i fig. 33.
Elektroninslagsmassespektrum: som vist i

fig. 34.

LL—F28249(:

Molekylevagt: 626 (EI-MS).

Molekyleformel: C37H5408‘
HPLC-retentionsvolumen pd 26,0 ml i systemet
vist i tabel X.

Ultraviolet absorptionsspektrum (methanol): som
vist i fig. 35. '
Protonkernemagnetisk resonansspektrum (CDC13):
som vist 1 fig. 36.
Elektronanslagsmassespektrum: som vist i fig.

37.
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LL-F28249 . -

K
(1) Molekylevagt: 584 (EI-MS).

(2) Molekyleformel: C35H5207.

(3) Specifik optisk rotation: [a]20 = +189° (C 0,165,
acetone) .

(4) Ultraviolet absorptionsspektrum: som vist i fig.
39 0vSE3% = 241 nm (B 20.400).

(5) Infrargdt absorptionsspektrum: som vist i fig.
40 (KBr-gkive).

(6) Elektronlanslagsmassespektrum: som vist i fig.
41.

(7) Protonkernemagnetisk resonansspektrum (CDC13):
som vist i fig. 42.

(8) Carbon-13 kernemagnetisk resonansspektrum (CDC13):

som vist i fig. 43 og beskrevet i tabel XI.

LL-F28249 3

(1) Molekylevaegt: 626 (FAB-MS).

(2) Molekyleformel: C37H5408'

26

(3) Specifik optisk rotation: [a]<’ = +145° (C 0,23,

D
acetone) .
(4) Ultraviolet absorptionsspektrum: som vist i fig.
44 uvCH3% = 244 nm (B 30.000).
max

(5) Infrargdt absorptionsspektrum: som vist i fig.
45 (KBr-skivej.

(6) Elektronanslagsmassespektrum: som vist i fig.
fig. 46.

(7) Protonkernemagnetisk resonansspektrum (CDClB):
som vist i fig. 48.

(8) Carbon-13 kernemagnetisk resonansspektrum
(CDC13): som vist i fig. 48 og beskrevet i ta-
bel XiI.

LL-F28249 a’

(1) ﬁolekylevagt: 612 (EI-MS).
(2) Molekyleformel: CB7H5607°

(3) Ultraviolet absorptionsspektrum: som vist i

. CH,OH _
f£ig. 49 UV 3" = 241 nm (E 16.800).
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Infrargdt absorptionsspektrum: som vist i
fig. 50 (KBr-skivej.
Elektronanslegsmassespektrum: som vist i

fig. 51.

Protonkernemagnetisk resonansspektrum (CDC13):

som vist i fig. 52.

Molekylevagt: 592 (EI-MS).

Molekyleformel: C, H,,O.

3674877 26
Specifik optisk rotation: [a]D
0,325, actone).

Ultraviolet absorptionsspektrum: som vist i
fig. 53 UVoi3%" = 256 (E 20.500), 358 (z 8.830).

Infrargdt absorptionsspektrum: som vist i fig.
54 (KBr-skive).

Elektronanslagsmassespektrum: som vist i

= +131° (C

Protonkernemaanetisk resonansspektrum (CDCl3):
som vist i fig. 56.

Carbon-13 kernemagnetisk resonansspektrum
(CDC13): som vist i fig. 57 og beskrevet i ta-
bel X1.II.
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Tabel IV
Hassemilinger ved stark oplgsning for LL—F28249Q

DK 165461 B

7

m/z Grundstofsammensatning
612,3705 C36Hs208
594,3543 - C36H5007
576,3472 C36H480¢
484,3211 C39H4405
482,2648 C29H380¢
466)3097 C30H4204
448,2987 C30H4003
442,2375 Co6HE340¢
425,2327 CogH330g
35442181 C23H3003
314}1877 C20H2603

- 27871144 CysH1805
265,1786 C1gH2503
248’71405 C1s5H2003
247,1705 C16H2302
23771838 C15H2503
219,1740 C35H330
151,075S3 CgH1107
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Tabel IVA
Carbon~-13 NMR~data for LL-F28249

B

Kemisk skift®

DK 165461 B

Kemisk skift

Carbon (ppm) Carbon (ppm)
1 173,3 18 68,3
2 142,6 19 67,8
3 139,5 20 67,7
4 137,7 21 48,4
5 137,3 22 45,7
6 133,9 23 41,0
7 123,8 24 40,8
8 1234 25 36,1
9 120, 3 26 35,0 **
10 120,2 27 34,7
11 118,0 28 22,3
12 99,7 29 19,8
13 80,2 30 15,5
14 79,4 31 13,8
15 76,7 32 13,1
16 69,2 33 10,8
17 68,6

)

* Lengere fremme fra TMS, CDC13—opl¢sning
*% To uoplgste signaler
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Tabel V

DK 165461 B

Massemdlinger ved st®rk opldsning for LL-F28249B

]

m/z Grundstofsammensatning
.584,3388 C34H4808
: 566;3306 C34H4607
456,2864 CogH4005
442,2391 Co6H3406
. 438,2780 CogH3894
142532331, CogH3305
354,2187 C23H3003
3143lﬁ58 Co0H2603
278,1168 C15H180s
237,1491 C14E2103
21931380 C34H1902
209,1534 Cy3H2102
191,1418 C1 38190
151.0750 CqH1102
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Tabel VI

Carbon-13 NMR-data for LL-F28249

Y

DK 165461 B

Kemisk skiftl) Kemisk skift
Carbon (ppm) Carbon (ppm)
1 173,6 19 68,3
2 142,4 20 67,9 -
3 139’9 21 57,17
4 137,3 22 48,5
5 136,0 23 45,8
6 134,0 24 41,2
7 123.8 25 40,8
8 123,6 26 36,2
9 120,4 27 36,1
10 119;6 28 36]0
11 118.5 29 34,8
12 99,8 30 22,3
13 80,5 31 19,9
14 77,8 32 15,5
15 77,0 33 13,8
16 76,8 34 13,1
17 69,3 35 10,8
18 68,6

1) Langere fremme fra TMS, CDCl3-0pl¢sning.
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Tabel VII
:dassemiling ved sterk oplgsning for LL-F28249Y

DK 165461 B

m/z Grundstofsammensatning
598,3543 C3s5Hs5008 -
580,3422 C3s5Hy4g07
562,3292 C35H4606
496’2824 C30H400¢
484 2440 Co8H3407
478,2687 C30H3805
45642576 C27H360¢
438,2772 C28H3804
425,2341 C26H3305
420,2651 CogH3603
354,2199 C23H3003
314,1875 Co0H2603
292,1307 Ci16H2005
288,2075 C19H7g809
248,1397 C15H2003
237,1490 C14H2103
219,1382 Ci4Hy1909
209,1544 Ci13H2109
191,1435 C13H1q0
lSl)O759 CgH713092



10

15

20

25

30

35

29

Tabel VIII

Carbon-13-NMR-data for LL-F28249.

Kemisk skiftl

DK 165461 B

Kemisk skift

Carbon (ppm) Carbon
1 220,7 23 42,22
2 219,6 24 40,4
3 165,2 25 38,3
4 148,7 26 37,6
5 133,1 27 36,1
6 132,3 28 34,8
7 132,1 29 33,5
8 130,2 30 30,1
9 12213 31 26,6
10 100,0 32 25,4
11 82,9 33 24,5
12 75,9 34 23,0
13 73,0 35 21,1
14 72,7 36 17,9
15 72,6 37 - 14,3
16 72,1 38 14,2
17 69,0 39 12,1
18 67,3 40 11,5
19 63,6 41 10,9
20 51,4 42 8,7
21 46,2 43 8,3
22 45,7 44 5,7

1) Lengere fremme fra TMS, CDC13-opl¢sning

2) To uoplgste signaler
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Tabel IX
Massemdling ved stark oplgsning for LL—F28249°)

DK 165461 B

Grundstofsammensatning

m/z

462,3350 C28H4605
444}3237 C28H4404
425,2534 Cp3H3707
40712439 C23H350¢
406,3046 C25H4204
387,2895 Co5H3903
337}2010 C19H2405
297,2031 C17H2904
279,1944 C17H2703
261,1851 Ci17H2502
253,1797 Ci5H2503
235,1697 C15H2302
224,1754 C14H2402
209,1530 C13H2102
207,1744 C14H230

184,1458 C11H2002
179,1048 C1iH1502
173’1205 CgqH1703

167,1051 CioH1509
155,1069 CgH1509
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Tabel X -

HPIL.C-retentionsvoluminer for

LL-F2824%, 6, €, £, n, 8 99 |

Forbindelse

Retentionsvolumen* (ml)

LL-F28249 o
LL-F28249 §
LL-F28249 ¢
LL-F28249 g
LL-F28249 n
LL-F28249 6
LL-F28249 |

19,8
14,0
14,8
16,0
23,5
24,5
26.0

% Systemet omfatter en kolonne 3,9 mm x 30 cm pak-

ket med C18

omvendt-fase-pakning fremkaldt med

methanol/vand = 80:20 ved 1,0 ml/minut, pavisning

sker ved absorbans ved 254 nm.
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Tabel XI
Carbon-13-NMR-data for LL-}.«"28249’<

Kemisk skift®

DK 165461 B

Kemisk Skift

Carbon (ppm) Carbon {(ppm)
1 173,9 19 36,7
2 140,7 20 48,4
3 13873 21 47,7
4 13676 22 41,1
5 136,5 23 40,6
6 13378 14 37,1
7 12477 25 36,3
- 8 124,4 26 36,0

9 123,8 27 35,9
10 120,1 28 34,6
11 118,5 29 22,0
12 99,7 30 19,3
13 7772 31 16,0
14 76,6%% 32 13,8
15 76)5 33 13,3
16 69’3 34 13,1
17 68,6 35 10,7
18 6773

% Lazngere fremme fra TMS, CDClB—opl¢sning.
%% Sammenfaldende med CDC13-signaler.
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Tabel XII
Carbon-13-NMR-data for LL-F28249

DK 165461 B

Kemisk skift*

- " Kemisk Skift

J

% Langere fremme fra TMS, CDC13-opl¢sning.
%% To uoplgste signaler.

carbon (ppm) Carbon (ppm)
1 173,6 19 68,3
2 142,5 20 67,3
3 139,8 21 57,3
4 137,4. 22 48,5
5 137,2 23 45,8
6 136,0 24 41,2
7 130,7 25 40,8
8 123,6 26 36,1 **
9 120,3 27 36,0
. 10 1197 28 34,9
11 1186. 29 26,3
12 99,8 30 23,0 ==
13 80,5 31 22,4
14 77,7 32 20,0
15 77,6 33 15,7
16 76,7 34 14,0
17 69,3 35 11,1
18 68,6
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Tabel XIII
Carbon-13-NMR-data for LL-F282499
Kemisk skift* Kemisk skift

10

15

20

25

30

35

Carbon (ppm) Carbon (ppm)
1 167,4 18 69,4
2 150,5 19 68,7
3 142,9 20 68,3
4 142,0 21 48,4
5 137,2 *= 22 41,0 **
6 13271 23 35,9
7 130,7 24 35,6
8 12518 25 35,5
S 125,5 26 34,4
10 124,2 27 29,7
11 123,7. 28 26,8
12 123,2 29 22,9
13 12113 30 22r8
14 11870 31 22,1
15 100,0 32 15,3
16 76,7 33 13,9
17 74;6 34 ll,O

%% To uoplgste signaler.

% Laengere fremme fra TMS, CDCl;-oplgsning.
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35

DK 165461 B

Chromatografiske data

rr.c* #PLC**-retentionstid

Komponent  relativ R, (minutter)
a 1,00 13,8
B 0,797 9,3
Y 1,42 12,6
$ 0,758 10,4
€ 1.06 10,9
g | 1,12 11,5
n 1,03 16,2
8 | 1,27 17,3
L 1.27 18,2
K 1183 24,7
A 1,56 19,1
u 1,92 38,0
‘v 1,95 42,3
w 10,212 7,1

% "Analtech Silica Gel GHLFZSO/u" fremkaldt med ethyl-
acetat/methylenchlorid = 1:3, pavisning ved forkul-

ning med HZSO4.

*% "Altex Ultrasphere ODS" 5/u 4,6 mm x 25 cm fremkaldt
med 85% methanol i vand ved 1,0 ml/minut, pavist ved

absorbans ved 254 nm
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Denne organisme opbevares i the Culture Collec-
tion of Medical Research Division, American Cyanamid
Company, Pearl River, New York, som kultur nr. LL-F28249.
En levende kultur af denne nye mikroorganisme er blevet
indleveret hos the Patent Culture Collection Laboratory,
Northern Regional Research Center, U.S. Department of
Agriculture, Peoria, Illinois 61604 og er indgdet i dets
permanente samling. Den er frit tilgzngelig for offent-
ligheden under deponeringsnummer NRRL 15773.

Almindelige fermenteringsbetingelser

Dyrkning af Streptomvces cyaneogriseus noncyane-
ogenus, NRRL 15773, kan foregd i ‘en lang rakke forskelli-
ge flydende dyrkningsmedier. Medier, der kan anvendes
til fremstilling af midlerne LL- F28249 rptoyrS rE 1% 0 {
q: 'k AT ,~§ og ¢ omfatter en a551m11erbar carbon-
kilde, sésoé dekstrin, saccharose, melasse, glycerol etc.,
en assimilerbar nitrogenkilde, sasom protein, proteinhy-
drolysat, polypeptider, aminosyrer, majsstgbevaske etc.,
og uorganiske anioner og kationer, sasom kalium, natri-
um, ammonium, calcium, sulfat, carbonat, phosphat, chlo-
rid, etc. Sporelementer sdsom bor, molybdan, kobber
etc. tilfgres som urenheder fra andre bestanddele i me-
dierne. Beluftning i tanke og kolber sker ved at tvangs-
tilfgre steril luft gennem eller pd overfladen af fermen-
teringsmediet. Yderligere bevagelse i tankene sker med
et mekanisk skovlhjul. Der kan, om ngdvendigt, tilsat-
tes et antiskummemiddel, sd&som siliconeolie.

Opfindelsen vil i det fglgende blive narmere

belyst ved hjzlp af eksempler.

Eksempel 1
Fremstilling af podestof

Et typisk medium, der anvendes til dyrkning af

de forskellige stadier podestof, fremstilles efter fgl-
gende opskrift:
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Dekstrose 1,0% -
Dekstrin 2,0%
Gaerekstrakt 0,5%
NZ-amin 0,5%
Calciumcarbonat 0,1%
Vand op til 100,0%

Mediet steriliseres. En portion pad 100 ml af
dette sterile medium i en kolbe .inokuleres med mycelie-
afskrab fra en skrdtstillet agar af Streptomyces cyaneo-
griseus noncyanogenus NRRL 15773. Mediet rystes derpa
kraftigt pd en roterende ryster i 48-72 timer ved 28°c,
hvilket giver primert podestof. Dette primzre podestof an-
vendes derpa til at pode en liter af ovennavnte steri~
le medium, som derpd dyrkes aerobt ved 28°% i 48 timer,
hvorved man far sekundart podestof.

Eksempel 2

Fermentering
Der fremstilles et fermenteringsmedium med £f£@l-

gende sammenstning:

Dekstrin 1,0%
Sojapepton 1,0%
Melasse 2,0%
Calciumcarbonat 0,1%
Vand op til 100,0%

Dette medium steriliseres, og derpd inokule-
res en portion pd 30 liter med 1 liter af det sekunda-
re podestof fremstillet som beskrevet i eksempel 1. Fer-
menteringen sker ved 30°C med en steril luftstrgm pa 30
liter/minut, modtryk 1,56 kg/cm2 og omrgring med et skovl-
hjul, der roterer med 500 omdr/min. i 91 timer, pa hvil-

ket tidspunkt masken hgstes.

Eksempel 3
Isolering af LL—F28249a_,__B °g .-
I alt 26 liter af hele den hgstede mask, der er
fremstillet som beskrevet i eksempel 2, blandes med 1500
g diatoméjord og filtreres. Myceliekagen vaskes med 5 li-
ter vand, og filtratet og vaskevaske kasseres. Mycelie-
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kagen blandes med 10 liter methanol i en time, filtreres
derpd og vaskes med 5 liter methanol. Methanolekstrakten
og methanolvaskevasken kombineres og inddampes til en van-
dig remanens pa ca. 1-2 liter. Denne vandige remanens
blandes med det dobbelte volumen methylenchlorid og blan-
des i en halv time. Methylenchloridfasen fraskilles og
inddampes derpd til en sirup, hvilket giver 27 g rama-
teriale.

Disse 27 g rémateriale oplgses i en blanding af
methylenchlorid og methanol, filtreres gennem vat og vand-
fri natriumsulfat og inddampes derpa, hvilket giver 7,0
g af en olie. . 7

En portion pd 170 g silicagel opslammes i 12,5%
ethylacetat i methylenchlorid og hazldes op til dannelse
af en kolonne pd 2,5 x 58 cm. Olien oplgses i 12,5% e-
thylacetat i methylenchlorid og pafgres kolonnen. Kolon-
nen fremkaldes med samme oplgsningsmiddelblanding. Den
mobile fase lgber med 1,3 ml/minut til at begynde med,
og der opsamles 15 minutters fraktioner. Str¢gmningsha-
stigheden nedsattes til ca. 0,5 ml/min. efter 10 frak-
tioner, s& at fraktionerne 1-10 er pa 20 ml aftagende
ensartet til ca. 10 ml, og fraktionerne 11-98 er pa ca.

7 ml. Ved fraktion 99 forgges strgmningshastigheden,

sd at der fas 25 ml fraktioner pa 10 minutter. Der op-
samles ialt 105 fraktioner. Disse fraktioner afprgves
med tyndtlagschromatografi i ethylacetat/methylenchlorid

.= 1:1.

Fraktionerne 30-54 kombineres og indaampes, hvil-
ket giver 1,08 g olie, der indeholder LL—F28249Y.

7 Fraktionerne 55-62 kombineres og inddampes, hvil-
ket giver 150 mg faststof indeholdende LL-F28249Q o9 g-

De 150 mg faststof indeholdende LL-F28249a og B
chromatograferes med przparativ HPLC ved hijzlp af en om-
vendt-fase-kolonne ("whatman-C8%", 2,2 x 50 cm), fremkaldt
med 80% vol/vol methanol i vand. Str¢gmningshastigheden er

ca. 10 ml/min., og der indsamles 2 minutters fraktioner.
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Fraktionerne 58-69 kombineres, methanolen af-
dampes, der tilsazttes tert.butanol, og blandingen lyo-
philiseres, hvilket giver 60 mg ren LL-F28249a.

Fraktionerne 40-43 kombineres, methanolen afdam-
pes, og den tiloversblevne vandige suspension ekstrahe-
res med methylenchlorid, hvilket efter inddampning gi-
ver 10 mg ren LL-F28249B.

De 1,08 g olie, der indeholder LL—F28249Y, op-
lgses i 10% ethylacetat i methylenchlorid og pafgres
en kolonne (2,5 x 50 cm) pakket med silicagel. Kolonnen
fremkaldes med 10% ethylacetat i methylenchlorid, idet
der elueres med en strgmningshastighed pd& 2 ml/min og op-
samles 12 minutters fraktioner. Fraktionerne 19-29 kom-
bineres og inddampes til en remanens, som renses ved
pPraparativ omvendt-fase-chromatografi som beskrevet for
o ©9 B-komponenterne. Fraktionerne 55-62 kombineres,
methanolen afdampes i vakuum, der tilsattes tert.butanol,

og blandingen lyophiliseres, hvilket giver 60 mg ren
LL-F28249Y.

Eksempel 4

Fermentering i stor milestok

Et podestof af Streptomyces cyaneogriseus non-
cyanogenus, NRRL 15773, fremstilles som'beskrevet i ek-
sempel 1, idet der anvendes 100 ml primert podestof til
fremstilling af 10 liter sekundart podestof.

' Der foretages to gange 300 liters fermentering
som beskrevet i eksempel 2, idet der anvendes 10 liter
af ovennavnte sekundere podestof til hver 300 liter fer-
menteringsmedium. Efter 118 timer hgstes mesken.

Eksempel 5
Isolering af LL-F2824900

I alt 450 liter hgstet maesk fra de to 300 liters
fermenteringer, der er beskrevet i eksempel 4, behandles
som beskrevet i eksempel 3's fgrste del, hvilket giver
et ramateriale som en sirup.
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" Denne sirupsagtige remanens vaskes med hexan
for at fjerne ikke-polare materialer, og de tilovers-~
blevne 9 g uoplgseligt materialer underkastes "Sepha-
dex®LH-20"~adskillelseschromatografi.

Den chromatografiske kolonne fremstilles med
9 “Sephadeﬁng-ZO“, der i forvejen er kvaldet i metha-
nol, sé& at der dannes en kolonne pd 10 x 110 cm. Ko-
‘lonnen bringes i ligevagt ved at der ledes ca. 4800 ml
mobil fase (methylenchlorid/hexan/methanoi = 10:10:1)
igennem den med en strgmningshastighed p& 5 ml/min.

De 9 g uoplgseligt materiale kommes pa& kolonnen i 50

ml mobil fase. Et indledende forlgb pa 2150 ml fis med
en strgmningshastighed pad 5 ml/min. Strgmningshastig-
heden forgges derpa til 8 ml/min., og der opsamles frak-
tioner hver 45 minutter. Fraktionerne 9-12 kombineres,
og oplgsningsmidlerne afdampes i vakuum, hvilket giver
en remanens pa 4,9 g.

Denne remanens oplgses i en 1:1 blanding af
cyclohexan og ethylacetat og for lov at inddampe lang-
somt ved stuetemperatur. Tilsaztningen af n-hexan giver
et bundfald, der opsamles, hvilket giver 3,1 g faststof.

3,0 g af dette faststof renses yderligere ved
faldning ud fra 25 ml methylenchlorid, ved hjalp af 50
ml n-hexan.

Det sadledes opndede bundfald genoplgses i 15 ml
methylenchlorid og fzldes med 25 ml n-hexan, hvilket gi-
ver 510 mg ren LL—F2824%C.

Eksempel 6
Isolering af LL-F282496,5 €. n

Fraktionerne 4-7 fra “SephadengH—ZO“—kolonnen,
der er beskrevet i eksempel 5, kombineres, og oplgsnings-

midlerne afdampes i wvakuum, hvilket giver en remanens pa
1,9 g.

Denne remanens chromatograferes p& en kolonne
af 200 g silicagel (2,5 x 83 cm), idet der anvendes 10%
ethylacetat i methylenchlorid som elueringsmiddel.
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Str¢gmningshastigheden er ca. 2 ml/min., og der opsamles
fraktioner hver 12 minutter.

Fraktionerne 65-67 og 73-79 kombineres sammen
og oplgsningsmidlerne afdampes i vakuum, hvilket giver
250 ml remanens.

Disse 250 mg remanens underkastes preparativ
omvendt-fase-chromatografi som beskrevet i eksempgl 3,
men der anvendes 75% methanol i vand som den mobile fase.
Strgmningshastigheden er ca. 10 ml/min. Den fgrste por-
tion pd 2000 ml af eluatet kasseres, derpid opsamles 72
fraktioner med 2 minutters mellemrum. Efter at endnu
en portion eluat er kasseret (mellem 300 og 400 ml), op-
samles igen fraktioner, men med mellemrum pi 2,5 minutter.

Fraktionerne kombineres som anfgrt nedenfor.

De kombinerede fraktioner fir lov at inddampe i et stink-
skab natten over, derpd ekstraheres komponenterne over i
methylenchlorid. Efter afdampning af oplgsningsmidlet
opnds ca. 1 ml af hver ren komponent.

Komb. fraktioner Forbindelse
7-10 LL-F282496
19-22 LL-F28249%
28-31 LL-F28249¢
81-83 , LL-F28249rL
86-88 LL-F28249e
93-95 LL-F28249
Eksempel 7 -

Isolering af LL-F28249,,’K, °9 )
N u
Ialt 390 liter feréenteringsmask hgstet fra
fermenteringer foretaget som beskrevet i eksempel 2, op-

arbejdes hovedsagelig som beskrevet i fgrste afsnit af
eksempel 3, hvilket giver 120 ml methylenchloridkoncen-
trat. Dette koncentrat fortyndes med 200 ml hexan og
afkgles natten over ved 4°C. Det fremkomne bundfald
fjernes ved filtrering og kasseres. Filtratet fortyn-
des med 300 ml hexan. Det fremkomne bundfald (A) opsam-
les ved filtrering og opbevares. Dette filtrat inddam-
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pes til tgrhed, og den olieagtige remanens oplgses der-
pé& i 200 ml methylenchlorid og fortyndes med 1700 ml
hexan. Det fremkomne bundfald (B) opsamles ved filtre-
ring og opbevares. Dette filtrat koncentreres til en
olieagtig remanens, som derpa atter oplgses i 50 ml me-
thylenchlorid, der tilsattes 950 ml methanol, og denne
oplgsning opbevares ved 4% i 3 dage. Det fremkomne
bundfald fjernes ved filtrering og kasseres. Filtra-
tet inddampes til tg¢grhed, og remanensen (C) kombineres
med (3) og (B) og underkastes chromatografi pa fglgende
mide: Kolonnen pa 5,0 x 109 cm opslamningspakkes med
"Woelm TSC"-silicagel i ethylacetat/methylenchlorid =
1:9. Kolonnen fremkaldes med samme oplgsningsmiddel-
blanding ved en hastighed pd 25 ml/min. De fgrste 2
liter aflgbsvaske kasseres, derpa opsamles 16 400 ml
fraktioner.

Fraktionerne 2 og 3 kombineres og inddampes,
hvilket giver 3,9 g olieagtigt materiale (D).

Fraktionerne 4-7 kombineres og inddampes, hvil-

' ket giver 9,5 g olieagtigt materiale, som oplgses i hex~

an og chromatograferes pa en 2,5 x 110 cm kolonne, der
er opslamningspakket med 300 g "Woelm"-silicagel i e-
thylacetat/hexan = 1:4. Kolonnen fremkaldes med samme .
oplgsningsmiddelsystem med en hastighed p& 4 ml/min.,
idet der opsamles fraktioner med 7 minutters mellemrum,

Fraktionerne 45-54 kombineres og inddampes,
hvilket giver 0,3 g materiale (E).

Fraktionerne 63-135 kombineres, inddampes til

_tgrhed, oplgses derpd igen i tert.butanol og lyophili-

seres, hvilket giver 4,6 g nasten hvidt faststof (F).
LL-F28249, . 09
....—.__.K___..u

Mateéiale (D) og (E) kombineres og chromato-
graferes pd en 2,5 x 110 cm kolonne pakket med 300 g
"Woelm"-silicagel, idet der fremkaldes med ethylacetat/
hexan = 1:9. Strgmningshastigheden holdes pa 4 ml/min.,
og der opsamles fraktioner med 7 minutters mellemrum.
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Fraktionerne 67-115 kombineres og inddampes
til tgrhed, hvilket giver 920 mg remanens (G).

Denne remanens (G) chromatograferes ved prapa-
rativ HPLC ved hj=zlp af en omvendt~fase-kolonne ("What-
maﬂﬁbs" (2,2 x 50 cm) og fremkaldes med 85% vol/vol me-
thanol i vand. Strgmningshastigheden er ca. 10 ml/min.,
og der opsamles fraktioner med 2,5 minutters mellemrum.

Fraktionerne 33-40 kombineres, inddampes for
at fjerne methanolen, ekstraheres derpd med methylen-
chlorid. Remanensen, der fis efter inddampning, oplg-
ses i tert.butanol og lyophiliseres derp&, hvilket gi-
ver 60 mg LL~F28249.

Fraktionerne 52~58 oparbejdes p& lignende m&-
de, hvilket giver en lille smule LL—F28249/u.

1 g af materiale (F) chromatograferes ved om-
vendt-fase~-HPLC, som beskrevet ovenfor, med undtagelse
af, at der anvendes 80% vol/vol methanol i vand som elue-
ringsmiddel. |

Fraktionerne 61~75 kombineres og oparbejdes

- som ovenfor, hvilket giver 100 mg LL-F28249).
LL-F28249y

396 g materiale hovedsadelia det samme som ma-
teriale (D) ovenfor oplgses i 500 ml methanol og afkg-
les derpa ved 4°%C i flere timer. Det fremkomne bund-
fald fjernes ved filtrering, vaskes med kold methanol
og kasseres. Filtrat og vaskevaske kombineres og ind-
dampes. Residualolien oplgses i hexan og fyldes pa en
5 X 50 cm tg¢rt pakket silicagelkolonne ("Mallinkrodt
SilicAR cc~7"). Kolonnen elueres med ethylacetat/hexan
= 1,5: 8,5 med en hastighed p& ca. 50 ml/min.

Der opsamles fire fraktioner:

Fraktion Volumen (liter)
1 1

2 4
3 1
4 2
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Fraktion 3 inddampes, hvilket giver 5,0 g re-
manens, som renses ved preparativ omvendt—fése HPLC
("Waters C18“, 5 x 60 cm). Kolonnen fremkaldes fgrst
med 16 liter 80% methanol i vand, vol/vol. Den fgrste
liter aflgbsvaske kasseres, og derpéa opsamles fraktio-
ner pa 400 ml. ' :

Fraktionerne 44-47 kombineres og oparbejdes som
beskrevet ovenfor og giver 390 mg LL-F28249, som et
bleggult faststof.

Eksempel 8

L1,-F28249, NRRL 15773's fermenterindgsvaskes antinematodiske
virkning

Denne in-vitro-prgve er taznkt benyttet til den frit
levende nematode Caenorhabdotos elegans (C. elegans) for at
pavise fermenteringsvaskers anti-namtodiske virkning mod
mikroorganismer fra jorden. Prevemetoden bestar i, at der
pipetteres 50 pliter af hver vaske i et af 96 huller pa en
mikrodyrkningsplade, hvorpa der tilszttes 10 pliter af en
3-4 dage gammel kultur af C.elegans (i alle udviklingssta-
dier) suspenderet i C.briggsae-vedligeholdelsesmedium. Fer-
menteringsvaskernes virkninger iagttages og noteres 48 timer
efter den indledende blanding af vaske oé nematoder.

LL-F28249, NRRL 15773-vaske drzber alle voksne og
reducerer udprzget overlevelsen og mobiliteten hos forskel-
lige larvestadier ved bade den indledende og en gentagel-

sesprove.
_ Eksempel 9
In-vivo anthelmintisk aktivitet hos fermenteringsprodukter

fra ILI-F28249, NRRIL 15773
Dette in-vivo-system skal pavise potentiel anthelmin-

tisk aktivitet hos alle fermenteringsprodukter, der viser
sig at have anti-nematodisk virkning mod C.elegans. Prgver
af LL~F28249, NRRL 15773 blandes i foder med koncentrationer
fra 0,0031% til 2,0% (31 ppm til 20.000 ppm) . Den medicin-
tilsatte kost, der indeholder de varierende koncentrationer
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af fermenteringsprodukter fra LL-~F28249, NRRL 15773, gives
til Gerbillus-mus inficeret med 400 3. st.-larver af Tricho-
strongylus colubriformis. Det medicintilsatte foder gives
ad libitum, begyndende ndr infektionen er 7 dage gammel i
1/2 til 4 dage, hvorefter Gerbillus-musene obduceres. Ind-
voldene fjernes og anbringes i vand i en inkubator ved 45°C
i 2 timer, sa at parasitterne kan udvandre fra vavet. Hver
behandlings effektivitet bestemmes ved at opgere antallet
af T. colubriformis, der er tilbage, sammenlignet med en
ubehandlet kontrol. Resultaterne af disse eksperimenter,
der er anfgrt i tabel XV nedenfor, viser den anthelmintiske
aktivitet hos et fermenteringsprodukt fra LL-F28249, nar
det indgives i foder, indgives som en enkelt oral portion

eller ved subcutan injektion.
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Eksempel .10 -
Anthelmintisk aktivitet hos LL-F28249a mod parasitiske
-.7 -  nematoder hos far
Dette fors¢g er tankt til bedgmmelse af akti-
viteten hos LL-F28249OL mod de gkonomisk vigtige para-

sitter hos f&r. Farene inokuleres ved forsgget med

smitsomme larver af Haemonchus contortus, Ostertagia
circumcincta og Trichostrongylus colubriformis for at
opbygge infektioner, som LL-F28249¢ kan afprgves imod.
21 dage efter inckulering bestermes infektionsniveauer
ved en standard tazllemetoder til "stoll"-tzlling af ne-
matoder for at bestemme antallet af &g af hver art pr.

g faces. Farene fordeles tilfeldigt under tre behand-
lingsgentagelser og kontrolgrupper baseret pad tallinger
af nematodeag. 22 dage efter infektion behandles fare-
ne med LL—F28249a med de doser og indgiftsveje, der er
vist i tabel XVI nedenfor. 78 dage efter behandling af-
lives flrene,og ormene indsamles ved hjzlp af standardme-
toder til anthelmintisk bedgmmelse. Hver behdndlings
effektivitet mod hver art bestemmes ved at sammenligne
antallet af orme ved de respektive doser med antallet

af orm, der findes hos de tre ubehandlede kontroldyr.
Resultaterne af disse bedgmmelser, der er anfgrt i ta-
bel XVI nedenfor, viser hvor effektivt LL-F28249a er

som anthelmintisk middel.
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Tabel XVI -

F28249a's anthelmintiske effektivitet mod Haemonchus,

Ostertagia og Trichostrongylus hos far
Dosis Indgifts~- . Effektivitet (%) mod
mg/kg vej Hzemonchus Ostertagia T.colubriform.
1,0 oral 100,0 100,0 99,9
0,2 oral 100,0 100,0 99,9
0,1 oral 100,0 95,4 99,9
1,0 IM 100,0 100,0 100,0
0,2 ™ 100,0 100,0 100,0
Gennemsnitligt antal fundne orme (omtr.)
0,0 - 2683,0 881,0 16.200,0

IM = intramuskular

~ Eksempel 11

Antibiotisk LL-F28249 's effektivitet mod insektparaé

sitten Melophagus ovinus hos fir (firetzge)

Dette forsgg gennemfgres lgbende pd det samme

f&r, der anvendes til bestemmelse af anthelmintisk akti-

vitet som anf

grt i eksempel 10. Faret iagttages f¢r be-

handling med hensyn til naturlige angreb af M. ovinus.

Halvdelen af
toparasitisk
handling.
Hver
elektrisk sak
plarer. Angr
antal pupper,
dgmmes fra 0
Antallet af e

hvert fi&r inspiceres for tegn pa anti-ek-
aktivitet ved obduktion 7 dage efter be-

t firs venstre side klippes langsomt med

s og inspiceres for levende og d¢de eksem~
ebsgraden anslds tilnarmelsesvis ved det
der findes i ulden under inspektion og be-
til +++, dvs. ingen pupper til mange pupper.

ksemplarer noteres for hvert far uden kend-

skab til behandlingsniveauer for at opna en uvildig bedgm-

melse. Indle

dningsvis noteres eksemplarer som levende

eller dgde, men efterhdnden som man opnar erfaring, kan

nogle eksempl

arer noteres som dgende pa grund af en ab-

normt langsom adferd.

Selv om der forekommer store variationer i det
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antal eksemplarer, der findes pd faret, viser-de data,
der er anfgrt i tabel XVII nedenfor, at LL—F28249a er
effektiv mod M. ovinus, og at midlet har systemisk ek-
toparasiticid aktivitet. Hos behandlede dyr reduceres
antallet af levende eksemplarer effektivt, og antallet
af dgde eksemplarer forgges hos de med intramuskulaer

injektion behandlede far.

Tabel XVII
Midlet F28249a's effektivitet mod Melophagus ovinus hos
far
Dosis Indgifts- Gen.snl. antal eksemplarera)
mg/kg vei Levende Dgde %
"1,0 Intramusk. 1,67 1,67 78,22
0,2 Intramusk. 1,00 4,33 86,96
1,0 Oral 7,67 0,0 0,0
0,2 Oral 2,67 3,0 65,0
0,1 Oral 22,0 1,67 0,0
Kontrol - 7,67 0,67 -

a) Tre far pr. dosis

b) Effektivit % = : .
100 X Gensn.antal hos kontr. - gensn.antal hos beh.
Gensn.antal hos kontr.

Eksempel 12
Insekticid aktivitet hos Li~F28249 ¢ og Y
Den insekticide aktivitet hos LiL-F28249 « ogyY

mod en rakke forskellige insekter ved forskellige koncen-

trationer af aktivt stof i acetone/vand-oplysninger bestem-
mes ved hjelp af fylgende insekticide proveeksempler. Resul-

taterne af disse prgver findes i tabel XVIII.

(A) Heliothis virescens, &g af tobaksknoporm. Et
ungt bomuldsblad ca. 7-8 cm langt dyppes og bevages i en
pregvesuspension i 3 sek. Eg samles p& osteklade, som er cka-
ret i kvadrater p& 10-20 mm indeholdende ca. 50-100 &g (6-30




10

15

20

25

30

35

DK 165461 B

50

timer gamle). En kvadrat osteklade med &g dyppes ogsa
i prgvesuspensionen og anbringes pa det behandlede blad.
Kombinationen anbringes i en "Dixie“~~skal nr. 2168-ST"
(240 ml, 6 cm hgj, ¢verste diameter 9,5 cm, bunddiame-
ter 8 cm) indeholdende 5 cm fugtig dentalvege. Et klart
plastlag lagges pa skilen, og behandlingerne pagar i 3
dage, fg¢r der foretages optazlling af dgde eksemplarer.
(B) Aphis fabae, .blandede stadier, bedelus. Potter
indeholdende en enkelt nasturtium-plante (Tropaeolum sp.)

ca. 5 cm hgj smittes med ca. 100 bladlus en dag fgr prg-
ven. I et skab sprgjtes hver plante med prgvesuspensio-
nen 2 omdrejninger af en drejeskive ved 4 omdr./min. méd
en "nr. 154 DeVillbus"-forstgver. Potterne sattes til
side pa hvide emaljerede bakker og opbevares i 2 dage.
Herefter foretages et sk¢gn af antallet af dgde bladlus.

(C) Empoasca abrupta, voksen kartoffelcikade.

Et Sieva limabgnneblad ca. 5 cm langt dyppes og

. bevages 1 prgvesuspensionen i 3 sekunder og anbringes

derpd i et skab for at tgrre. Bladet anbringes i en
100 x 10 mm petriskdl indeholdende fugtigt filtrerpapir
i bunden af skdlen. Der tilfgres 10 voksne eksemplarer

til hver sk&dl, og behandlingernc foregar i 3 dage, hvoref-

ter der foretages tzlling af d¢de eksemplarer.

(D) Trichoplusia ni, tredje stadiums larver af kalmiler.

Blade af en Sieva-limabgnneplante udfoldet

til 7-8 cm's langde dyppes og bevages i en prgvesuspen-
'sion i 3 sekunder og anbringes derpd i et skab for at
tgrre. Et blad udskzres derpd og anbringes i en 100 X

10 mm petriskdl indeholdende fugtigt filtrerpapir i bun-
den, og der anbringes 10 3.stadiums larver derpa. Ska-
len opbevares i 3 dage, fg¢r der foretages observatibner
med hensyn til dgdelighed og redﬁceret fgdeindtagelse.

(E) Spodoptera eridanis, 3.stadiums larver af herorm.

Bladene fra en Sieva limabgnneplante udfoldet
til 7-8 cm's lengde dyppes og bevages i prgvesuspensio-
nen i 3 sekunder og anbringes i et skab for at tgrre.
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Derpd udskzres et blad og anbringes i en 100 x 10 mm
petrisk&l indeholdende fugtigt filtrerpapir i bunden,
og der tilfgres 10 larver i 3. stadium. Skalen opbeva-
res i 5 dage, f¢r der foretages observationer med hen-
syn til dgdelighed, reduceret fgdeindtagelse eller
eventuel forstyrrelse af normalt hamskifte.

(F) Heliothis virescens, larver i 3. stadium.

Bomuldskimblade dyppes i prgvesuspensionen og

anbringes i et skab for at tgrre. Kimbladet skares i
4 dele, og hver del anbringes i et 30 ml plastmedicin-
bager indeholdende et stykke pd 5-7 mm fugtig dentalve-
ge. Der tilsattes en larve i 3. stadium til hvert ba-

ger, og der lagges et paplag over bageret. Behandlin~-

ger opretholdes i 3 dage, fgr der foretages optalling

af dgde eksemplarer og skgn af reduceret fgdeindtagelse.
(G) Musca domestica, husflue.

Den gnskede koncentration af prg¢veforbindelsen
tils®ttes til standard CSMA-lucerneklid-larvemedium.
Husflueazg, 0-4 timer gamle, tilsattes til det behand-
lede medium. Det behandlede medium opbevares, og der fo-
retages observationer med hensyn til &gklakning, larve-
vakst og fremkomst af vbksne eksemplarer.

(H) Tribolium confusum. Melbiller fas
fra laboratoriekolonier opdrattet pd en blanding af hel
hvede og hvidt mel. Til denne prg¢ve behandles hvidt

mel med en acetoneopldsninag af orévematerialet, idet

der anvendes 1 ml oplésninag br. 5 g mel i en 30 ml
krukke med bred &bnina. Acetonen afdampes i et skab
natten over. Indholdet omrdres med en spatel for at
udrére klumper., der er dannet af prgveonldsningen.
Krukken anbringes dernd pd en "Vortes-Genie™ vibra-
tionsblandemaskine., s& at orévematerialet blandes om-
hvaaeliat i foderet. 10 voksne eksemplarer anbringes

i hver krukke, og der lagges lgst 1lag pa krukken.

Efter 5 dage til aglagning fjernes insekterne, og e-~
ventuel dgdelighed noteres. 2 og 4 uger efter den ind-
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ledende smitning foretages observationer vedrgrende
antal og spor frembragt af udviklende larver gennem
det behandlede mel. Sadanne iagttagelser viser for-
sinket vakst, drazbte &g eller larver eller eventuel
anden forstyrrelse i det normale vakstmgnster. Efter
ca. 9 uger ved 27°C kommer de voksne eksemplarer frem,
og de sidste observationer foretages ved &t lade ind-
holdet af hver krukke passere gennem en 50 mesh sigte.
Disse observationer omfatter antallet af voksne, pup-
per og larver samt undersggelse af affald, som ikke
passerer gennem sigten, for at bestemme, om der fin-
des dgde &g eller nyklazkkede.

(I) Tetranychus urticae (P-resistent stamme)

Sieva-limabgnneplanter med primezre blade ud-
foldet til 7-8 cm udvalges og skeres tilbage til en
plante pr. potte. Der skares et lille stykke af et
blad taget fra hovedkolonien og anbringes pa hvert blad
pd prgveplanterne. Dette ggres ca. 2 timer fgr behand-
ling, for at miderne far tid til at flytte over pa prg¢-.
veplanten og lagge a&g. Stgrrelsen af det udskarne
stykke varieres, s& at der fas ca. 100 mider pr. blad.
P& behandlingstidspunktet fjernes bladstykket, der blev
brugt til at overfgre miderne, og kasseres. De med
mider smittede planter dvooes oa bevaces i oprévetilbe-
rednincen i 3 sekunder oo anbrinages i et skab for at
térre. Planterne opbevares i 2 dage, fgr der foretages
et sk#n over voksne drazbte eksemplarer ved hjzlp af det
fgrste blad. Det andet blad bliver pa planten i endnu
5 dage, f¢r der foretages observationer af drazbte &g
og/eller nyligt udviklede nymfer.

(J) Spodoptera eridania, hazrorm i 3. stadium, sy-

stemisk prgve med nedskaret stilk.

Forbindelsen tilberedes som en emulsion inde-
holdende 0,1 g prgvemateriale, 0,1 g polyethoxyleret
vegetabilsk olie i 0,4 g vand, 10 ml acetone og 90 ml
vand. Dette fortyndes ti gange med vand, hvilket gi-
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ver den 100 ppm-emulsion, der skal anvendes til pre¢ven.
Sieva=limabgnneplanter med netop udfoldede primarbla-
de anvendes til denne prgve. Disse blade skzres af
mindst 2,5 cm over jordniveau for at undga forurening
med jordbakterier, der kan f& stilken til at radne un-
der prgven. De afskérne Stilke anbringes i prgve-
emulsionen. Efter 3 dages optagelse afskares bladet
og anbringes i en 100 x 10 mm petriskal indeholdende
fugtigt filtrerpapir i bunden og 10 larver i 3. sta-
dium. Der foretages optalling af dg¢de eksemplarer og
skgn af reduceret fgdeindtagelse efter 3 dages forlgb.
(K) Thrips palmi

Svart angrebne blade af bomuldsfrgplanter
sprgjtes under markbetingelser med de ¢gnskede koncen-
trationer. Antallet af thrips talles fg¢r og efter
sprgjtning. Bekampelsen i procent er baseret pa disse

tellinger.
(L) Tetranychus urticae (P-resistent stamme)
Forbindelsen oparbejdes som en emulsion inde-
holdende 0,1 g prgvemateriale, 0,1 g polyethyleret ve-
getabilsk olie i 0,4 g vand, 10 ml acetone og 90 ml vand.
Dette fortyndes 10 gange med vand, hvilket giver en 100

ppm emulsion til prgven. Sieva-limabgnneplanter med li-
ge udfoldede primezrblade anvendes til prgven. De af-
skares mindst 2,5 cm over jordbundsniveau for at undgd
forurening med jordbakterier, som kan fa stilken til at
r&dne under prgven. De afskdrne stilke anbringes i prg-
veemulsionerne. Hvert blad smittes med ca. 100 voksne
mider og opbevares i 3 dage, hvorefter dgdeligheden op-

telles.
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Patentkravw

Biologisk ren kultur af mikroorganismen Streptomyces
cyaneogriseus noncyanogenus LL-F28249 med deponeringsnummeret
5 NRRL 15773.
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